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Resumo 

Canais  iônicos  são  os  elementos  essenciais  da  excitabilidade  da  membrana, 

responsáveis  pela  transmissão e  transdução de sinais  em neurônios,  sendo esses  canais 

passíveis  de modulação via  toxinas peptídicas e anestésicos gerais.  No primeiro capítulo 

desse  trabalho  são  estudadas  as  κ-KTx,  que  são  toxinas  peptídicas  escorpiônicas  com o 

motivo estrutural Csα/α ativas em canais de potássio dependentes de voltagem. A κ-KTx 2.2 

Omtx2 em um estudo prévio foi  considerada um modulador da secreção de insulina em 

ilhotas pancreáticas isoladas e uma avaliação das toxinas das κ-KTx 2.6 Ocyc9 e κ-KTx 2.2 

Omtx2 demonstrou potencial efeito nos canais CaV2.3. Neste presente trabalho, a atividade 

das toxinas Ocyc9 e Omtx2 foi avaliada nos canais CaV2.3, KV, NaV, TRP, nAchr, ENaC. Em 

concentrações entre 100 nM e 10 µM, ambas as toxinas não apresentaram efeito nos canais 

testados.  Esses  resultados,  junto com os  descritos  por  Sarmiento (2019),  indicam que a 

modulação da secreção de insulina dependente de glicose não pode ser  justificada pela 

interação das κ-KTx 2.2 e 2.6 com canais iônicos descritos em células β pancreáticas. As κ-

KTx são compreendidas como bloqueadores de poros de baixa afinidade e necessitam de 

altas concentrações para induzir bloqueio. As toxinas Ocyc9 e Omtx2, a 500 µM, inibiram a 

amplitude de correntes nos canais KV1.1, KV1.3, KV1.4 e Shaker IR, com a indicação que a 

inibição ocorre associada ao deslocamento da probabilidade de abertura, caracterizando o 

funcionamento como uma toxina modificadora de  gating. A caracterização de κ-Ktx como 

modificadoras de  gating corrobora com dados previamente descritos na literatura com a 

modulação das cinéticas de ativação, entretanto, não era descrita a capacidade de modular a 

probabilidade de abertura com a possível estabilização do estado fechado. 

O segundo capítulo estuda a interação de anestésicos gerais  com canais  iônicos 

dependentes de voltagem. O mecanismo de ação dos anestésicos gerais foi compreendido 

por décadas pela interação inespecífica com membranas celulares, sendo substituída com 

observação da interação com canais iônicos.  O anestésico intravenoso propofol  inibiu os 

canais NaV com mecanismo associado ao acoplamento da ativação-inibição, todavia o canal 

NaV1.4  apresentou  um  mecanismo  de  inibição  que  não  indica  estar  relacionado  ao 

acoplamento.  O  sedativo  TCE  5  mM  inibiu  os  canais  NaV com  hiperpolarização  nas 

probabilidades  do  SSI,  com  efeito  predominante  em  NaV1.7,  indicando  possivelmente  o 

mecanismo associado ao efeito analgésico. No canal Kv1.2 TCE a 5mM promoveu inibição de 



corrente,  contudo  esse  efeito  foi  revertido  em  KV1.2-FRAKT  com  potencialização  das 

correntes, interagindo com a região do Linker S4-S5, assim como proposto previamente para 

propofol e sevoflurano. Foi desenvolvido um modelo celular com características neuronais e 

expressão dos canais Kv1.2 (Kv1.2SH-SY5Y-RA-KV1.2) funcional para investigação do efeito 

isolado de Kv1.2 na presença de Sevoflurano sobre a excitabilidade de membrana.  Esse 

modelo foi capaz de demonstrar a hiperpolarização na repolarização após potencial de ação, 

efeito consistente com a potencialização da condutância de KV1.2 por sevoflurano.

Abstract

Ion channels are essential elements of membrane excitability, responsible for signal 

transmission and transduction in  neurons,  and can be modulated by peptide toxins and 

general  anesthetics.  In  the first  chapter  of  this  work,  κ-KTx,  which are scorpion peptide 

toxins with the Csα/α structural motif active on voltage-dependent potassium channels, are 

studied.  In  a  previous  study,  κ-KTx  2.2  Omtx2  was  considered  a  modulator  of  insulin 

secretion in isolated pancreatic islets, and an evaluation of the toxins κ-KTx 2.6 Ocyc9 and κ-

KTx 2.2 Omtx2 demonstrated potential effects on CaV2.3 channels. In the present work, the 

activity of Ocyc9 and Omtx2 toxins was evaluated on CaV2.3, KV, NaV, TRP, nAchr, and ENaC 

channels. At concentrations between 100 nM and 10 µM, both toxins showed no effect on 

the tested channels. These results, along with those described by Sarmiento (2019), indicate 

that  the  modulation  of  glucose-dependent  insulin  secretion  cannot  be  justified  by  the 

interaction of κ-KTx 2.2 and 2.6 with ion channels described in pancreatic β-cells. κ-KTx are 

understood as low-affinity pore blockers requiring high concentrations to induce inhibition. 

At 500 µM, Ocyc9 and Omtx2 toxins inhibited the amplitude of currents in KV1.1,  KV1.3, 

KV1.4, and Shaker IR channels, indicating that the inhibition is associated with a shift in the  

opening  probability,  characterizing  their  function  as  gating  modifier  toxins.  The 

characterization  of  κ-KTx  as  gating  modifiers  supports  previously  described  data  in  the 

literature on the modulation of activation kinetics; however, their ability to modulate the 

opening probability with possible stabilization of the closed state was not described.

The  second  chapter  studies  the  interaction  of  general  anesthetics  with  voltage-

dependent ion channels. For decades, the mechanism of action of general anesthetics was 

understood  as  nonspecific  interaction  with  cell  membranes,  later  replaced  by  the 



observation of interaction with ion channels. The intravenous anesthetic propofol inhibited 

NaV channels with a mechanism associated with activation-inhibition coupling; however, the 

NaV1.4 channel showed an inhibition mechanism not related to coupling. The sedative TCE 5 

mM  inhibited  NaV channels  with  hyperpolarization  in  SSI  probabilities,  predominantly 

affecting NaV1.7, possibly indicating a mechanism associated with analgesic effect. In Kv1.2 

channels, TCE at 5 mM promoted current inhibition; however, this effect was reversed in 

KV1.2-FRAKT  with  current  potentiation,  interacting  with  the  S4-S5  linker,  as  previously  

proposed  for  propofol  and  sevoflurane.  A  neuronal  characteristic  cell  model  with  KV1.2 

channel expression (KV1.2SH-SY5Y-RA-KV1.2) was developed to investigate the isolated effect 

of KV1.2 in the presence of sevoflurane on membrane excitability. This model demonstrated 

hyperpolarization during repolarization after action potential, consistent with potentiation of 

KV1.2 conductance by sevoflurane.
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Introdução

Eletrofisiologia 

A eletrofisiologia, por definição, é o estudo dos fenômenos elétricos em organismos 

que teve como primeiro explorador Luigi Galvani na Itália, aproximadamente em 1780. No 

entanto, a primeira descrição de atividade elétrica em um organismo ocorreu 10 anos antes 

por John Walsh ao relatar a capacidade de enguias e arraias elétricas de gerarem choques 

elétricos  (Piccolino and Bresadola, 2002). Os primeiros estudos de Galvani utilizando uma 

preparação de junção neuromuscular de pernas de sapos demonstraram que o estimulo com 

a descarga da Leyden Jar – um sistema capaz de armazenar eletricidade estática e liberar ao 

contato, um tipo de capacitor atualmente – induzia contração muscular  (Piccolino, 1998; 

Parent, 2004). 

O  primeiro  instrumento  de  eletrofisiologia  criado  foi  um  galvanômetro 

eletromagnético por Leopoldo Nobili em 1825, capaz de registrar pela primeira vez o sinal 

elétrico proveniente de uma preparação neuromuscular. Entretanto, o pesquisador explicou 

o processo como uma atividade termoelétrica  proveniente da diferença de temperatura 

entre os extremos da preparação (Nobili, 1828).

Emil du Bois-Reymond, em 1848, registrou a variação em um potencial de membrana 

após uma despolarização, ou seja, observou o fenômeno elétrico relacionado a um potencial 

de ação o que chamou de  negative Schwankung -  Flutuação negativa  (Du Bois-Reymond, 

1848). 

Julius  Bernstein,  em  1868,  aprimorou  o  registro  das  flutuações  negativas  com  a 

criação de um equipamento para registro em alta frequência, o Diferenttial Rheotome, e foi 

responsável pela formulação da hipótese da membrana (Carmeliet, 2019). Sua hipótese de 

membrana  celular  assumia  que  a  célula  é  cercada  por  uma  membrana  seletivamente 

permeável  aos  íons  K+ e,  devido  à  diferença  de  concentração  de  íons  K+ entre  os 

compartimentos  celulares,  um  potencial  intracelular  negativo  era  gerado  (Nilius,  2003; 

Carmeliet, 2019).
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No final do mesmo século, Meyer e Overton estudando a relação entre o coeficiente 

de  partição  óleo/água  de  um  anestésico  e  a  permeabilidade  a  membrana  celular, 

observaram que quanto maior o coeficiente, maior seu potencial narcótico  (Meyer, 1899; 

Missner and Pohl,  2009).  Com essas  observações,  propuseram que a membrana celular 

possui uma alta densidade de componentes lipossolúveis (Overton, 1902; Missner and Pohl, 

2009).

Os trabalhos com axônio gigante de lula começaram em 1936 por John Z. Young, com 

a descrição de uma estrutura similar a tubos transparentes com 0,5 - 1mm de diâmetro que 

se prolongava pelo corpo (Carmeliet, 2019). Em 1939, em uma carta à revista Nature, foram 

publicados os primeiros registros de potencial  de ação por Hodgkin e Huxley em axônio 

gigante de lula com a técnica de current clamp. Posteriormente, os dados foram discutidos 

em um artigo em 1945 (Hodgkin and Huxley, 1939, 1945). 

Kenneth S. Cole e George Marmont em 1947 criaram a técnica de voltage clamp que 

foi aprimorada por Hodgkin e Huxley, com auxílio de Bernard Katz, resultando na publicação 

de  cinco  artigos  em  sequência  na  mesma  revista  em  1952  que  revolucionaram  a 

eletrofisiologia  e  foram agraciados  com a  premiação  do  Nobel  em 1963  (Huxley,  2002; 

Carmeliet,  2019).  Nos  cinco  artigos,  foram  descritas  as  relações  corrente  voltagem  dos 

axônios  gigantes  (Hodgkin  et  al.,  1952),  as  alterações  nas  correntes  iônicas  frente  a 

diferentes concentrações iônicas (Hodgkin and Huxley, 1952b) e as condutâncias no axônio 

(Hodgkin and Huxley, 1952c, 1952d), levando ao modelo conhecido como Modelo Hodgkin-

Huxley para correntes totais em uma membrana (Hodgkin and Huxley, 1952a).

I=Cm
dV
dt

+gLeak (V−ELeak )+gK n
4(V−Ek )+gNam

3h (V−EnA)

Compreendendo a corrente total como igual à somatória da corrente capacitiva de 

membrana (Cm), a condutância de vazamento (gLeak), a condutância dos canais de potássio 

(gK) e a condutância dos canais de sódio (gNa) (Hodgkin and Huxley, 1952a). 

Ao observarem as correntes isoladas de potássio, perceberam que se ajustariam em 

uma função exponencial de  ¿)n com n = 4, referente a 4 partículas de gating para abertura 

do  canal  de  potássio  –  algo  que  décadas  após  foi  compreendido  como os  sensores  de 

voltagem (Hille, 2001; Bezanilla, 2002; Hopper et al., 2022). A corrente de sódio foi definida 

16



com duas fases, a fase de ativação e a fase de inativação rápida do canal, e se ajustaria na 

função exponencial ¿)m com m=3 para ativação e a fase de inativação com uma exponencial ¿

)h  com h=1.  Assumir a presença de partículas de  gating iguais a quatro para os canais de 

sódio e potássio, sendo que o canal de sódio possui 3 para ativação e uma para inativação, 

foi  revolucionário  na  época,  ainda  mais  por  não  terem  conhecimento  da  estrutura  das 

proteínas naquela época (Hopper et al., 2022).

Técnica de Two Electrode Voltage Clamp – TEVC

A técnica  Two Electrode Voltage Clamp assim como o nome a descreve utiliza dois 

eletrodos para perfurar uma célula e controlar a voltagem de membrana. Para esse tipo de 

técnica são utilizados ovócitos da rã africana  Xenopus laevis,  devido à alta capacidade de 

síntese proteica que esta célula  possui  e  facilidade de injetar  o RNA mensageiro para a 

expressão da proteína de interesse (Guan et al., 2013). 

Utilizando a figura para exemplificar o funcionamento de um circuito elétrico de um 

Two-Eletrode  Voltage  Clamp:  o  eletrodo  1  é  responsável  por  registrar  a  voltagem  de 

membrana Vm e o eletrodo 2 é responsável por controlar e medir a corrente que flui através 

da célula (Guan et al., 2013). 

Figura 1 - Sistema elétrico do Two Electrode Voltage Clamp em um ovó cito. Adaptado de Guan et al 2013.

O eletrodo 1 está ligado diretamente a um  Voltage Follower (A1), que emite uma 

voltagem  de  saída  aproximadamente  igual  à  voltagem  de  membrana  (Vm)  para  o 
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amplificador de “clampeamento” (A2). Esse amplificador A2 é um amplificador diferencial de 

alto ganho que compara Vm com o sinal de comando de voltagem (Vc). O amplificador A2 

gera uma voltagem de saída que produz uma corrente proporcional à diferença (ε) entre Vm 

e Vc para ser injetada através do eletrodo 2 na célula e,  assim, controla a voltagem na 

membrana,  ou  seja,  o  voltage  clamp.  Simultaneamente  ao  controle  da  voltagem  de 

membrana pelo eletrodo 2, ocorre o registro da corrente que está sendo conduzida, sendo 

essa a corrente da membrana relativa a variações de voltagem imposta pelo amplificador, 

que pode representar a atividade de canais iônicos (Guan et al., 2013). 

Figura 2 – Fotografias do sistema de eletrofisiologia Two Electrode Voltage Clamp. (A) Fotografia do sistema no 
laborató rio do Professor Jan Tytgat – KU Leuven Bé lgica. (B) Fotografia via lupa da câmara de registro. (C) 
Ovó citos isolados de Xenopus laevis.
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Técnica de Patch Clamp 

Em 1976, os pesquisadores Erwin Neher e Bert Sakmann publicaram o primeiro artigo 

com  a  técnica  de  patch  clamp com  a  descrição  das  condutâncias  flutuantes  nas  fibras 

musculares de sapos na presença de acetilcolina (Neher and Sakmann, 1976). 

Neste trabalho,  foi  descrita a necessidade da utilização de uma micropipeta para 

isolar um pequeno pedaço (patch) da membrana e reduzir os ruídos da preparação. Dentro 

da micropipeta existe um eletrodo conectado diretamente a um circuito de aterramento 

virtual, do inglês virtual-ground, que permite a manutenção do clampeamento da voltagem 

na  região  do  patch,  além da  capacidade  de  registrar  as  correntes(Neher  and  Sakmann, 

1976). A parte intracelular do tecido está clampeada com uma preparação de Two-Electrode  

Voltage Clamp (Neher and Sakmann, 1976). 

Posteriormente, em 1980, o mesmo grupo de pesquisadores aprimoraram a técnica 

com melhores micropipetas devido ao melhor polimento (Sigworth and Neher, 1980) e ao 

diâmetro  de  acesso  aprimorado,  obtendo  selos,  ou  seja, interação  da  pipeta  com  a 

membrana celular de alta resistência, algo que ficou conhecido como giga selo devido à 

magnitude  da  resistência  em GΩ,  permitindo registros  com menores  ruídos  de  fundo e 

capacidade de “clampear” a voltagem na membrana sem a necessidade de um sistema Two-

Electrode Voltage Clamp  (Sigworth and Neher, 1980; Verkhratsky and Parpura, 2014). 

Diversas  configurações  de  patch  clamp para  a  exposição  da  membrana  foram 

desenvolvidas após o giga selo, cada uma permitindo realização de estudos com a célula 

inteira (whole cell), apenas uma porção da membrana (outside-out), porção da membrana 

com a face intracelular exposta (inside-out), além do melhoramento da configuração inicial 

conhecida como cell-attached ou on-cell (Hamill et al., 1981; Sakmann and Neher, 1984).
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Figura 3 - Representação esquemática Patch Clamp. Figura adaptada de Sigworth & Neher, 1980.

Figura 4 - Fotografias do sistema de eletrofisiologia patch clamp. (A) Fotografia do sistema no laborató rio da 
Professora  Elisabeth  Ferroni  – Universidade  de  Brasília,  Brasil.  (B)  Fotografia  através  da  objetiva  de 
microscópio  mostrando  um  cultivo  de  células  SH-SY5Y  e  o  clampeamento  de  uma  célula  com  uma 
micropipeta durante registro.

Transmissão de sinais nos organismos

O  mecanismo  para  transmissão  rápida  de  sinais  no  mesmo  organismo  ou  entre 

organismos que foi  selecionado ao longo da evolução foi  a  sinalização elétrica,  como é 

observado entre comunidades de bactérias em biofilme (Prindle et al., 2015) e na resposta 

rápida de captura de insetos por plantas carnívoras (Hedrich and Kreuzer, 2023).

A transmissão de um sinal ao longo de um axônio neuronal ocorre com a geração de 

potenciais  de  ação,  devido  à  ativação  sequencial  de  canais  iônicos  que  permitem  a 

despolarização  e  a  repolarizações  rápidas  da  membrana  celular,  propagando  esse  sinal 
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despolarizante como pulso elétrico de uma extremidade à outra de um neurônio e que pode 

levar à liberação de neurotransmissores nas fendas sinápticas entre neurônios (Hille, 2001; 

Raghavan et al., 2019). 

O potencial  de ação ocorre quando a voltagem de membrana atinge o limiar  de 

disparo  devido  a  um  estímulo  excitatório.  Após  atingir  o  limiar  de  disparo,  um  canal  

associado a influxo de cátion (normalmente Na+, mas em alguns sistemas pode ser guiado 

exclusivamente por Ca2+) (Catterall et al., 2017), que amplifica o sinal excitatório, promove a 

rápida despolarização da membrana e atinge o limiar de ativação de canais de Ca2+ e K+, 

sendo o efluxo deste último íon responsável pela repolarização da membrana (Raghavan et 

al., 2019).

O íon Ca2+, diferente dos outros íons envolvidos no potencial de ação, não apenas 

carrega um sinal elétrico, como também é responsável pela transdução do sinal elétrico, 

uma  vez  que  o  Ca2+ é  um  segundo  mensageiro  intracelular  para  contração  muscular, 

liberação  de  vesículas  sinápticas,  apoptose  e  regulação  gênica  (Dolphin,  2020;  Catterall, 

2023).

Canais iônicos 

Os canais iônicos são poros macromoleculares compostos de diversas subunidades, 

estruturado  como  proteínas  transmembrânicas  que  permitem  a  passagem  de  um  íon 

específico ou um conjunto de cátions/ânions pela região conhecida como poro, sendo que o 

fluxo iônico ocorre de forma passiva impulsionado pelo potencial eletroquímico (Hille, 2001).

Os  canais  iônicos  diferenciam-se  de  simples  poros  celulares  por  possuírem 

seletividade ao íon transportado e mecanismo de resposta a estímulo para abrir/fechar o 

poro, chamado de gating (Goldschen-Ohm and Chanda, 2017) , podendo ser de diferentes 

naturezas, como, por exemplo, elétrico, químico ou mecânico (Pak et al., 2015). O estímulo 

ao qual o canal iônico é sensível determina seu tipo, como os canais iônicos dependentes de 

voltagem - VGIC (KV, NaV, CaV), os canais iônicos dependentes de ligante - LGIC (receptores de 

neurotransmissores,  sensores  químicos,  cGMP,  ativados  por  outro  íon)  e  os  sensíveis  a 

estímulos mecânicos (Canais Piezzo) (Alexander et al., 2023). 
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Canais dependentes de ligantes – Receptores ionotrópicos de acetilcolina - nAchRs

Os  receptores  de  acetilcolina  ionotrópicos  são  proteínas  transmembrâncias  que 

associam um sinal  agonista da acetilcolina,  nicotina ou outro agonista colinérgico com a 

abertura do poro seletivo para os cátions Na+ e Ca2+,  associados diretamente a respostas 

excitatórios  nos  organismos  (Alkondon  et  al.,  1998;  Zoli  et  al.,  2018).  Nos  tecidos  não 

nervosos,  estes  receptores  estão  associados  com  o  processo  de  inflamação  celular  e  a 

respostas imunes (Wessler and Kirkpatrick, 2008; Grando et al., 2012). 

Cada subunidade possui um domínio N-terminal extracelular de aproximadamente 

200 resíduos de aminoácidos bem conservados, quatro domínios transmembranicos (TM), 

um  grande  loop citoplasmático  entre  os  domínios  TM3-TM4  e  uma  região  C-terminal 

(Albuquerque et al., 2009). No domínio extracelular, no N-terminal está presente o Cys-Loop 

espaçado por 13 resíduos de aminoácidos em mamíferos e pode existir a presença de um 

par de cisteínas (Cys-Cys) em sequência que é essencial para ligação do agonista, presenta 

apenas  nas  subunidades  alfa  (Albuquerque  et  al.,  2009).  O  segmento  M2  em  cada 

subunidade é responsável por delimitar o poro iônico, enquanto os segmentos M1 e M3 

isolam estes da membrana lipídica (Zoli et al., 2015).

São  descritas  16  isoformas  desses  canais  em  mamíferos,  sendo  9  tipos  de 

subunidades alfas (1-7, 9, 10) e 7 não alfas (1-4, , , e ) definidas pela presença do 

par Cys-Cys próximo ao TM1 (Albuquerque et al., 2009). Os receptores de acetilcolina são 

estruturados em homo pentâmeros de subunidades alfas idênticas ou hetero pentâmeros 

com a combinação de subunidades alfas e betas. As combinações de subunidades propiciam 

diferentes  características  cinéticas  e  funções  aos  receptores  e  as  diferenciam  entre 

neuronais e musculares (Albuquerque et al., 2009). 

Os homo pentâmeros 7 possuem uma cinética rápida de ativação e estão presentes 

em  sinapses  rápidas  (Borroni  and  Barrantes,  2021),  enquanto  que  a  subunidade  7 

associada à subunidade β2 apresenta funções metabotrópicas devido ao influxo de Ca2+ e a 

ativação de segundo mensageiros (Dajas-Bailador and Wonnacott, 2004). 
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Canais dependentes de voltagem

Canais de potássio dependentes de voltagem - KV

Os canais de potássio dependentes de voltagem (KV) são a maior família de canais 

descritos atualmente, contando com 78 genes para expressão da subunidade alfa formadora 

de poro (Huang and Jan, 2014) e 13 genes para a subunidade beta auxiliar  (Abbott, 2022). 

Inicialmente as famílias dos canais de potássio de mamíferos foram divididas em 4 (Kv1-4), 

devido à similaridade com os genes descritos para Droshophila, Shaker, Shab, Shaw e Shal,  

sendo  então  nomeado  KV1,  KV2,  KV3  e  KV4,  respectivamente  (Vacher  et  al.,  2008). 

Posteriormente  foram  descritas  outras  subunidades  e  a  família,  sendo  atualmente 

contabilizadas 12 famílias. 

 Os  canais  KV são homo tetrâmeros ou hetero tetrâmeros,  com quatro domínios 

principais  (MacKinnon,  1991) referentes  a  cada  domínio  (D1-D4)  e  os  monômeros  são 

estruturados  em  6  alfas  hélices  transmembrâncias,  conhecidas  como  S1-S6  (Figura  5A) 

(Selvakumar et al., 2022).

As alfa  hélices S1-S4 de cada domínio estão posicionadas na região periférica do 

canal  e  são responsáveis  pela  detecção na  variação de voltagem e,  por  esta  razão,  são 

conhecidas como região sensível à voltagem e possuindo como fator essencial as alfa hélices 

S4 (Kuang et al., 2015; Selvakumar et al., 2022). 

As alfa hélices S4, as hélices sensoras de voltagem,  possuem uma alta densidade de 

resíduos  de  aminoácidos  carregados  positivamente  (lisinas  e  argininas)  que,  frente  a 

variações do campo elétrico,  se  deslocam e promovem o processo de  gating (Bezanilla, 

2002) com mudança conformacional em todo o canal e abertura do poro iônico, mecanismo 

também presente nos canais de sódio e cálcio dependentes de voltagem  (Bezanilla, 2018; 

Mandala and MacKinnon, 2022).  O deslocamento da alfa hélice S4 devido à variação na 

voltagem de membrana promove a movimentação conjunta do  linker intracelular S4-S5 e 

das alfa hélices S5 e S6  (Kalstrup and Blunck, 2018), finalizando com a abertura do poro 

iônico, sendo tal processo caracterizado como o Coupling eletromecânico (Long et al., 2005) 

para iniciar a condutância.
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As alfas hélices S5-S6 dos quatro domínios ficam posicionadas na região central do 

canal  iônico  quando  estruturado  na  membrana  e  são  responsáveis  pela  formação  da 

cavidade hidratada do poro iônico e o filtro de seletividade (Figura 5C, D)  (Kuang et al., 

2015). A seletividade ao íon K+ se dá pela presença de 5 resíduos de aminoácidos (TVGYD) na 

região  p-loop  (Doyle  et  al.,  1998),  que  apresenta  nas  cadeias  laterais  oxigênios  de 

agrupamentos  carbonil  que  interagem  exclusivamente  com  o  íon  K+ para  remover  e 

simultaneamente  mimetizar  a  camada  de  solvatação,  deixando  este  momentaneamente 

menor  que  o  íon  Na+ e  permitindo assim apenas  a  condução  deste  íon  seguido  de  re-

hidratação (Kuang et al., 2015).

Figura 5 - Estrutura tridimensional do canal de Potássio dependente de voltagem KV1.3. (A) Representação tipo 
ribbon do monômero do domínio 1 do canal KV1.3 com representação das alfas hélices. (B) Representação 
ribbon da visão lateral do Canal KV1.3 com os 4 domínios formados. (C) Representação ribbon Visão superior 
do canal KV1.3 com íon potássio no centro. (D) Representação surface da visão superior do canal de KV1.3. 
Pdb: 7ssx. Modelos visualizados com software ChimeraX.
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O Domínio T1,  ou domínio de tetramerização,  se encontra na porção N-terminal, 

possuindo a  função de  regular  a  interação com outras  subunidades,  tanto  alfas  quanto 

auxiliares, e a estabilidade do canal iônico (Figura 5B) (Strang et al., 2001). As subunidades 

auxiliares ou não formadoras de poro são classificadas em transmembrâncias ou citosólicas, 

com participação nos processos de expressão, modificações pós-traducionais e regulação da 

atividade do canal (Abbott, 2022).

Canais de sódio dependentes de voltagem - NaV

A subunidade alfa formadora de poro iônico dos canais de sódio dependentes de 

voltagem eucarióticos (NaV)  se assemelham estruturalmente com os canais KV por serem 

constituídos de quatro domínios (D1-D4) e cada um dos domínios serem formados por seis 

alfa hélices (S1-S6). Entretanto, diferem inicialmente dos canais KV por serem constituídos 

por domínios contínuos em uma única longa cadeia proteica que apresenta 24 segmentos 

transmembrânicos (4 domínios x 6 segmentos por domínio)(Catterall et al., 2017). Todavia, 

canais de sódio dependentes de voltagem de procariotos (NaVAb, NaChBac, NaVRh, NaVMs 

NaVAep1, entre outros) são estruturados em 4 proteínas e estão associados em um homo 

tetrâmero assim como os canais KV (Payandeh and Minor, 2015).

No modelo Hodgkin e Huxley de 1952, foi definido que o funcionamento do canal 

seria  governado  por  um  processo  com  partículas  de  gating m3h1,  sendo  o  gating m 

relacionado à  ativação do canal  e  o  gating h  com o cessamento da condutância  com a 

inativação  rápida  do  canal,  que,  atualmente,  após  diversos  estudos  estruturais,  são 

entendidos como os sensores de voltagem  (Catterall et al., 2012). Os quatros sensores de 

voltagem  dos  canais  NaV possuem  sensibilidades  diferentes  à  voltagem  e  frente  à 

despolarização da membrana e se movem em velocidades diferentes. Esse padrão é definido 

com modelo de movimento assíncrono dos sensores de voltagem  (Goldschen-Ohm et al., 

2013). 

Os  sensores  dos  domínios  D1,  D2 e  D3 são os  mais  rápidos e  suficientes  para o 

processo de ativação do canal com abertura do poro iônico  (Goldschen-Ohm et al., 2013), 

enquanto  que  o  sensor  do  domínio  4  é  o  mais  lento  de  todos  e  está,  com  a  sua 

movimentação, associado ao deslocamento da alça intracelular D3-D4 que possui o motivo 
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IFM que, por sua vez, bloqueia o poro iônico do lado intracelular ao fim da movimentação do 

sensor  D4,  caracterizando  o  processo  de  inativação  rápida  (Capes  et  al.,  2013),  um 

mecanismo que é único destes canais (Clairfeuille et al., 2019).

O filtro de seletividade se encontra na região central do poro iônico, no P Loop entre as 

alfa hélices S5-S6 e os quatro resíduos são responsáveis por conferir a seletividade ao íon 

Na+ em preferência  ao íon  K+ (Ahern et  al.,  2016).  Em procariotos,  um campo de força 

conhecido  como  SHFS,  do  inglês  high  field  strength  binding site, formado  pelas  cargas 

negativas dos resíduos de ácido glutâmico (EEEE) são responsáveis pelo filtro de seletividade 

(Chakrabarti et al., 2013). Já nos canais de eucariotos, o filtro de seletividade ocorre devido à 

presença de quatro resíduos diferentes em cada domínio, conhecido como DEKA locus, ácido 

aspártico (D) do domínio um,  ácido glutâmico (E) do domínio dois, lisina (K) do domínio três 

e alanina (A) no domínio quatro (Figura 7) (Ahern et al., 2016; Flood et al., 2018).  

Figura  6 –  Alinhamento  das  sequências  do  filtro  de  seletividade  de  eucariotos  e  procariotos.  Os  quatro 
domínios do Nav1.2 de Homo sapiens, NaChBac de Bacillus halodurans e NaVab de Aliarcobacter butzleri.

Canais de cálcio dependentes de voltagem - CaV

Os canais de cálcio dependentes de voltagem (CaV), assim como o nome já indica, 

possuem seletividade ao íon Ca2+ em comparação aos outros íons presentes em mamíferos 

(Catterall,  2023).  Os  canais  CaV possuem  uma  maior  identidade  com  os  canais  NaV em 

comparação com os KV, uma vez que os quatro domínios da subunidade alfa são expressos 

em apenas uma proteína contínua, assim como ocorre nos canais NaV,  estruturado em 24 

segmentos transmembrânicos, dividido em quatro domínios  (Catterall, 2023).

A seletividade ao íon Ca2+ é devida aos resíduos de ácido glutâmico (EEEE) e/ou de 

ácido glutâmico e ácido aspártico (EEDD)(Ellinor et al., 1995), conhecidos como posição 0, e 

que formam um anel de cargas no centro que coordenam a passagem do íon Ca2+  (Yao et al., 

2024).  
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São contabilizados 10 genes relativos à expressão da subunidade alfa (CACNA1-) e os 

canais  expressos  podem  ser  classificados  tanto  pelo  tipo  de  corrente,  probabilidade  de 

abertura ou farmacologia (Ertel et al., 2000; Hille, 2001; Dolphin, 2006). Os canais da família 

CaV1 possuem correntes do tipo L, tal classificação vem da condição possuírem correntes 

Long Lasting, ou duradouras, em comparação com as outras famílias, sendo os canais CaV1.1, 

CaV1.2,  CaV1.3  e  CaV1.4  os  integrantes  desta  família  e  sensíveis  às  dihidropirimidinas 

(Lipscombe et al., 2004).

Cada  integrante  da  família  dos  CaV2  possui  diferentes  tipos  de  correntes,  CaV2.1 

possuem  correntes  classificadas  como  P/Q  dependo  do  splicing alternativo  e  tecido  de 

expressão  (Richards et al., 2007). O canal CaV2.2 apresenta corrente do tipo N, associado 

com sua expressão em neurônios  do sistema nervoso central  e  terminais  pré-sinápticos 

(Jurkovicova-Tarabova and Lacinova, 2019). O canal CaV2.3, por sua vez, ganha a classificação 

como  tipo  R  devido  à  sua  resistência  a  inibidores  comuns  (Catterall,  2023),  sendo  que 

atualmente não existe composto totalmente seletivo,  sendo o com maior  seletividade a 

toxina de aranha SNX-482 (Newcomb et al., 1998). 

Os  canais  da  família  3  possuem  correntes  descritas  como  pequenas  “tiny”  ou 

transientes, por isso são classificadas como do tipo T, além de serem as únicas caracterizadas 

com a probabilidade de abertura Low Voltage Activated (LVA), ou seja, necessitam de uma 

pequena variação da voltagem de membrana para ativarem, sendo os demais canais  High 

Voltage Activated (HVA)(Rossier, 2016; Weiss and Zamponi, 2024).

Canalopatias 

Canalopatias  são  doenças  genéticas  ou  de  fatores  adquiridos  provocadas  pelo 

funcionamento incorreto de um canal  iônico,  causada por mutação em seus respectivos 

genes levando a mudança na sequência de aminoácidos da cadeia principal ou subunidades 

acessórias  (Kim,  2014).  Os  canais  iônicos  estão  presentes  em  quase  todos  os  tecidos 

humanos, desde o tecido epitelial, até os tecidos de órgãos internos  (Staruschenko et al., 

2023) e  o  mal  funcionamento  destes  pode  provocar  uma  doença,  um  conjunto  de 

desordens, ou até mesmo o mal desenvolvimento fetal (Kim, 2014).
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Canais iônicos presentes em neurônios nociceptores, como os canais NaV1.7, NaV1.8 e 

NaV1.9 (McDougall and O’Brien, 2024), quando apresentam mutações que provocam ganho 

de função estão relacionados com patologias de dores crônicas e hipersensibilidade (Cregg 

et al., 2010), já mutações que provocam perda de função se relacionam com insensibilidade 

a estímulos e percepção de dor (Marchi et al., 2022).

A Epilepsia é uma doença caracterizada pela atividade anormal do cérebro, podendo 

ser focal ou generalizada, com excesso de impulsos nervosos excitatórios ou ausência de 

inibitórios que podem provocar o status epiléptico (Menezes et al., 2020). Diversos genes já 

foram relacionados com os diferentes espectros de epilepsia existentes. Dentre 70 genes 

relacionados  em  8565  pacientes  foram  encontrados  14  genes  para  canais  iônicos  ou 

receptores  (Lindy  et  al.,  2018).  Os  canais  NaV são  um alvo  de  mutações  observadas  na 

epilepsia, por estarem relacionados com principal íon iniciador de potenciais de ação, com 

1528 mutações descritas  para gene SCN1A (NaV1.1)  e  nos outros genes SCN2A (NaV1.2), 

SCN3A (NaV1.3), SCN8A (NaV1.6) e SCN9A (NaV1.7) contabilizando mais mutações (Menezes 

et al., 2020).

Além  de  doenças  que  envolvem  diretamente  o  sistema  nervoso  central,  outras 

canalopatias  podem  ser  citadas.  As  que  envolvem  o  sistema  cardiovascular,  como  a 

síndrome de brugada e do QT-longo está relacionada aos genes SCN5A (NaV1.5), KCNQ1 

(KV7.1), hErg1  (Frosio et al.,  2023). No músculo esquelético, mutações nos genes SCN4A 

(NaV1.4),CACN1A  (CaV1.1),  CLCN1  (Canal  de  cloreto)  e  KCNJ2  (Kir2.1) podem  causar 

miotonias não distróficas e paralisias periódicas (Vivekanandam et al., 2020). 

Mutações nos genes KCNJ11 (Kir6.2) e ABCC8 (SUR1), responsáveis pela formação do 

canal KATP  (Ashcroft, 2005), são fatores genéticos para doenças envolvendo o metabolismo 

pancreático como, por exemplo, hiperinsulinismo congênito da infância, diabetes neonatal e 

desenvolvimento de diabetes do tipo 2 (Remedi and Koster, 2010).

Moduladores e bloqueadores de canais iônicos dependentes de voltagem

Compostos  que  interagem  com  canais  iônicos  possuem  potencial  farmacológico 

(Camerino et al.,  2007) como analgésicos,  anestésicos locais,  anestésicos gerais,  além de 

funcionarem como ótimas ferramentas moleculares para a investigação da função de canais 
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iônicos  (Wisedchaisri  and  Gamal  El-Din,  2022),  como,  por  exemplo,  a  identificação  das 

subunidades α e β dos canais Nav realizada com auxílio de uma α-NaTx do escorpião Leiurus  

quinquestriatus (Beneski and Catterall, 1980).

Existem dois mecanismos clássicos de interação com o canal iônico, sendo o primeiro 

caracterizado como bloqueio do poro iônico, ou seja, o composto interage diretamente com 

a região responsável pelo fluxo iônico e provoca a oclusão, cessando a condutância, como 

ocorre para Tetrodotoxin  (Lipkind and Fozzard, 1994) e Lidocaína  (Hille, 1977) nos canais 

NaV, Tetraetilamônio (Lenaeus et al., 2005), 4-aminopiridina (Choquet and Korn, 1992) e α-

Ktx de escorpiões (Banerjee et al., 2013) em canais KV e as Fenilalquilaminas e ω-conotoxinas 

(Bourinet and Zamponi, 2017) em canais CaV (Tang et al., 2016). 

O segundo mecanismo de interação é conhecido como modulação de gating, que se 

trata da interação com regiões próximas aos sensores de voltagem ou diretamente com a 

alfa hélice S4, alterando cinéticas de ativação, inativação e disponibilidade dos canais, como 

é descrito para α-NaTx e β-Natx de escorpião para os canais NaV  (Catterall et al., 2007),  ω-

Agatoxins (McDonough, 2007) e Di-hidropiridinas (Tang et al., 2016) para os canais Cav.
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Capítulo 1 – κ-KTx Ocyc9 e Omtx2, fracas bloqueadoras ou 

moduladoras de gating?

1.1 - Introdução 

Escorpiões: Generalidades

Os  escorpiões  são  artrópodes  quelicerados  integrantes  da  classe  Aracnidea, 

subdivididos  em  22  famílias  e  2822  espécies  catalogadas  em  2024  (Rein,  2024b) 

considerados entre os animais mais antigos ainda existentes, cujo ancestral está datado em, 

aproximadamente,  450 milhões de anos atrás  como um organismo aquático do período 

Siluriano  (Jeyaprakash  and  Hoy,  2009;  Gopalakrishnakone  et  al.,  2015).  O  corpo  é 

caracterizado pela presença de oito patas, segmentado em prossoma, com cefalotórax, e 

opistosoma, com mesossoma e metassoma. No prossoma, estão localizados os seguintes 

apêndices: quelíceras, pedipalpos e quatro pares de pernas. O opistossoma é dividido em 

mais duas partes, o mesossoma, referente ao tronco e o metassoma, que é conhecido como 

a cauda e possui  ao seu final  a  presença de um télson,  responsável  pela inoculação da  

peçonha (Brazil and Porto, 2011). 

Os diferentes gêneros de escorpiões apresentam diferenças morfológicas quanto ao 

tamanho do télson e das pinças, sendo essas diferenças relacionadas com a estratégia para 

captura de presas  (Simone and van der Meijden, 2021; García et al.,  2022); a injeção de 

peçonha  com  aguilhão  bem  desenvolvido  para  perfurar  tecidos  e  injetar  toxinas 

especializadas  (Zhu et al., 2020) ou o aprisionamento e esmagamento com grandes pinças 

(Van Der Meijden et al., 2010).

Em  2022,  foram  registrados  no  Sinan  (Sistema  de  Informação  de  Agravos  de 

Notificação) 292.440 casos envolvendo acidentes com animais peçonhentos do Brasil, destes 

acidentes  62%  dos  casos,  183.738  registros  foram  com  escorpiões,  causando  92  óbitos 

(Ministério da Saúde, 2024). Em 10 anos de registros, foi observado um aumento de 149,3% 

nas notificações de acidentes envolvendo picadas de escorpião (Ministério da Saúde, 2022).

No Brasil,  as principais espécies envolvidas em acidentes com importância médica 

estão na família Buthidae, com Tityus serrulatus,  Tityus stigmurus,  Tityus bahiensis e Tityus  
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obscurus  (Guerra-Duarte et  al.,  2023). Os principais  alvos  moleculares  envolvidos  com o 

processo  de  envenenamento  com  a  peçonha  desses  escorpiões  são  os  canais  iônicos, 

principalmente os canais de sódio dependentes de voltagem (Wisedchaisri and Gamal El-Din, 

2022; Mendes et al., 2023). 

Gênero Opisthacanthus

A família Hormuridae (Monod and Prendini, 2015) possui representantes distribuídos 

em 11 gêneros, sendo que o gênero Opisthacanthus pode ser subdivido em 9 subgêneros: 

cayaporum,  lepturus,  lecomtei,  africanus,  asper,  laevipes,  rugulosus,  validus  e  

madagascariensis  (Lourenço et al.,  2018;  Rein,  2024a).  Entre as 34 espécies conhecidas 

atualmente,  a  primeira  espécie  descrita  foi  o  Opisthacanthus  elatus,  encontrado  nos 

territórios entre Colômbia e Panamá, e, posteriormente foram encontradas espécies com 

características morfológicas similares no continente africano (Lourenço et al., 2018).

Popock em 1893 propôs um novo gênero para os escorpiões com características de 

Opisthacanthus encontrados  no  continente  africano,  chamando-os  de  Opisthocentrus e 

manteria  no  gênero  Opisthacanthus apenas  as  espécies  encontradas  nos  continentes 

americanos  (Pocock, 1893). Tal proposta foi recusada na época e foi aceito que o gênero 

Opisthacanthus teria  sofrido  um  processo  de  segregação  durante  a  movimentação  das 

placas tectônicas que formavam o supercontinente  Gondwana e, por este motivo, podem 

ser encontrados na África, Madagascar, América do Sul, América Central e Caribe (Pocock, 

1893; Lourenço et al., 2018). 

Componentes da peçonha de escorpião

Na peçonha de escorpiões podem ser encontrados componentes moleculares como 

peptídeos,  proteínas,  aminas  biogênicas,  lipídios  e  sais.  Entre  esses  componentes,  os 

peptídeos são os grandes responsáveis pelos efeitos de intoxicação após uma picada (Ortiz 

et al., 2015). 
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Os peptídeos da peçonha de escorpiões

Os peptídeos da peçonha de escorpiões podem ser classificados em duas principais 

categorias: aqueles sem a presença de pontes dissulfetos (NDBPs) e peptídeos com pontes 

dissulfeto (DBP)(Ortiz et al., 2015; Xia et al., 2023).

Os NDBPs representam, aproximadamente, um terço dos peptídeos totais existentes 

na peçonha, possuem entre 13 e 56 resíduos de aminoácidos e a maioria deles é catiônica 

(Ortiz et al., 2015). Os NDBPs possuem a estrutura em random coil em meio aquoso, mas se 

reestruturam  rapidamente  em  alfa  hélices  anfipáticas  ao  entrarem  em  contato  com 

membranas  celulares  e  ao  interagir  com  estas  podem  promover  a  formação  de  poros, 

propiciando atividade citolítica (Figura 7A)  (Zeng et al., 2005; Almaaytah and Albalas, 2014). 

A presença de peptídeos antimicrobianos na peçonha de escorpiões é compreendida como 

uma forma de resposta imune inata dos escorpiões contra possíveis patógenos, uma vez que 

o orifício do télson está constantemente exposta ao ambiente e vulnerável às infecções por 

microrganismos (Baltutis et al., 2022).

Os DBPs são compostos de 13 a 70 resíduos de aminoácidos, com a formação de duas 

a quatro pontes dissulfeto, que conferem aos peptídeos a capacidade de serem altamente 

compactados e com resistência à temperatura e pH (Ortiz et al., 2015; Xia et al., 2023). A 

presença das pontes dissulfeto é essencial para a existência das estruturas compactadas, 

como as  alfa  hélices  e  folha beta estabilizadas  por  cistina (CSαβ)  que é  encontrado em 

toxinas ativas em canais de sódio e de potássio (Figura 7B, C) (Xia et al., 2023).
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Figura  7 -  Estruturas  de  toxinas  peptídicas  de  escorpião.  (A)  Toxina  NDBP  IsCT  de  Opisthacanthus  
madagascariensis. (B) α-KTx Vm24 de Vaejovis mexicanus. (C) Ts3 α-NaScTx de Tityus serrulatus. (D) κ-KTx 
Omtx2 de  Opisthacanthus madagascariensis.  Figuras geradas com  software ChimeraX – Universidade da 
California. Resíduo cisteína e pontes dissulfeto coloridos em amarelo. 

Toxinas ativas em canais de potássio dependente de voltagem

O  banco  de  dados  público  Kalium,  especializado  em  ligantes  para  os  canais  de 

potássio,  apresenta  1599  agonistas  descritos,  desses  212  são  toxinas  de  escorpião  com 

atividade eletrofisiológica descrita ou alta identidade com toxinas identificadas (Krylov et al., 

2023).

As  toxinas  de  escorpião  ativas  em  canais  de  potássio  são  denominadas  KTxs, 

apresentam entre 23-64 resíduos de aminoácidos e suas estruturas são estabilizadas por 2-4 

cistinas (Rodríguez De La Vega et al., 2003; Quintero-Hernández et al., 2013; Xia et al., 2023). 

São descritos 4 motivos estruturais para as KTxs com os padrões de cistinas bem definidos, 

sendo CSα/β, CSα/α, Kunitz e ICK (Kuzmenkov et al., 2015). 
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O  motivo  estrutural  alfa  hélices  e  folha  beta  estabilizado  por  cistina  (CSαβ)  é  o 

predominante entre as toxinas (Figura 7B, C), sendo presente nas famílias: α-KTx, β-KTx e γ-

KTx, com um padrão de cistinas [C1-C5, C2-C4, C3-C6] (Tytgat et al., 1999). 

O motivo estrutural duas alfas hélices paralelas estabilizado por duas cistina CSα/α 

apresenta a distribuição de cistinas C1-C4 e C2-C3,  sendo que,  na sequência primária,  o 

espaçamento entre a cisteína C1 e C2 é de 4 aminoácidos e o espaçamento entre a C3 e C4  

também é de quatro aminoácidos, sendo as κ-KTx a única família com esse padrão (Figura 

7D) (Quintero-Hernández et al., 2013; Kuzmenkov et al., 2015). 

O motivo Kunitz é conservado em toxinas com atividade de inibidores enzimáticos, 

sendo uma atividade comum nas toxinas δ-KTx que apresentam esse motivo. A estrutura 

dessas  toxinas  apresenta duas folhas  betas  antiparalelas  e  uma ou mais  regiões  de alfa 

hélices, com a presença de seis ou oito cisteínas que se ligam em padrões [C1-C5, C2-C3, C4-

C6]  ou [C1-C7, C2-C4, C3-C5, C6-C8] (Kuzmenkov et al., 2015).

As toxinas λ-KTxs apresentam o motivo estrutural ICK  inhibitor cistine knot  (Gao et 

al.,  2013),  normalmente  encontrado  em toxinas  de  aranhas  (Cardoso  and  Lewis,  2019), 

possuindo uma folha beta estabilizada por três cistinas, que também é encontrado em KTx, 

com a formação de um anel de cistinas com as [C1-C4 e C2-C5] com a terceira cistina [C3-C6] 

sendo formada entre esse anel (Kuzmenkov et al., 2015). 

A família ε-KTx foi  a última a ser descrita,  com apenas duas toxinas participantes 

desta  família  (Ts11  e  Ts12)  e  apresentam  o  padrão  de  cistina  ICK,  entretanto   são 

encontradas 4 cistinas diferentes das λ-KTxs e os elementos estruturais secundários não são 

bem definidos (Cremonez et al., 2016).

A família das toxinas κ-KTx

Existem 5 subfamílias de κ-KTxs que foram definidas pela análise de suas sequências 

de aminoácidos, cujo alinhamento múltiplo gera consensos de sequência primária, devido ao 

padrão de alinhamento conservado das cisteínas e resíduos considerados chaves (Figura 8) 

(Vandendriessche et  al.,  2012).  A  subfamília  1,  representada pelas  toxinas  hefutoxins  1, 

hefutoxins 2 e  hefutoxins 3 (Srinivasan et al., 2002), foi definida pelo padrão de assinatura 
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dos resíduos GXNpCArRPoCWBaXGXDAcXTCKXXC, sendo que Np corresponde a Não polar, Ar a 

aromático, Po a Polar, Ba a Básico e Ac a ácido (Figura 8) (Vandendriessche et al., 2012). 

A subfamília 2, com as toxinas de Opisthacanthus madagascariensis Omtx1, Omtx2, 

Omtx3, Omtx4 (Chagot et al., 2005), as toxinas de Opisthacanthus cayaporum Ocyc8 e Ocyc9 

(Silva et al., 2009) , a toxina de Pandinus imperator Pi6 (Olamendi-Portugal et al., 2017) e as 

toxinas de  Heterometrus petersii HSP053.1, HSP053.2 apresentam o padrão de assinatura 

XXNpCXXNpCNpXXXNpNNpXXCAcXNpCX (Figura 8)  (Vandendriessche et al., 2012).

A  subfamília  3,  com  as  toxinas  de  Heterometrus  petersii HSP040C.1,  HSP040C.3, 

HSP040C.4 e HSP040C.5, tem como assinatura proposta  XWINAcFNNpCMKISSDXKYCKXXCG 

(Figura 9)  (Vandendriessche et al., 2012). 

Na  peçonha  dos  escorpiões  Heterometrus  petersii  e  Heterometrus  laoticus foram 

caracterizadas  duas  toxinas  com sequências  de  baixa  identidade  com as  demais  κ-KTxs, 

devido a isso foram propostas duas novas famílias, sendo cada uma delas a represente única 

desta família. A família κ-KTx 4 com a toxina HSP040C.2 de Heterometrus petersii e a família 

κ-KTx 5 com a toxina de  Heterometrus laoticus HelaTx1  (Figura 8) (Vandendriessche et al., 

2012).
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Figura  8 -  Alinhamento  múltiplo  das  sequências  de  aminoácidos  das  toxinas  das  famílias  de  κ-  KTxs. 
Alinhamento  das  5  famílias  de  κ-KTxs  e  assinatura  padrão  em  vermelho  para  as  famílias  com  esta 
classificação.

Importante  mencionar  as  toxinas  Tt28  e  Ts16  que,  segundo  suas  sequências 

primárias, são descritas como α-KTx da família 20. Entretanto, os membros da família α-KTx 

apresentam  o  enovelamento  Csαβ  e  foi  demonstrado  que  a  toxina  Tt28  apresenta  o 

enovelamento Csα/α característico de κ-KTx, contudo apresenta três cistinas (Saucedo et al., 
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2012).  Atualmente,  não  existe  uma  classificação  exata  para  essas  duas  toxinas  e, 

provavelmente, uma nova família será descrita com o surgimento de novos integrantes. Com 

intuito de evitar confusões, é importante notar que a toxina Tt28 foi classificada como κ-

BUTX-Tt2b,  seguindo  outro  padrão  de  nomenclatura  que  utiliza  o  alvo  molecular  como 

método de classificação (King et al., 2008), aonde κ se refere às toxinas que inibem canais KV, 

sem correlação com a estrutura ou a sequência (Saucedo et al., 2012).

Opisthacanthus cayaporum

No Brasil, são encontradas apenas duas espécies de Opisthacanthus, dentre essas o 

Opisthacanthus cayaporum é encontrado na região de Tocantins, Amazonas e Pará  (Brazil 

and  Porto,  2011).  O  primeiro  trabalho  com  a  peçonha  foi  realizado  em  2008,  com  o 

fracionamento da peçonha por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) resultando em 

80 frações, nas quais foram identificados 221 componentes com massas moleculares entre 

229.2 e 61.144,0 Da e 17 peptídeos foram sequenciados (Schwartz et al., 2008). Ensaios de 

sucrose  gap utilizando  cordão  nervoso  ventral  de  barata  e  nervo  ciático  de  rato 

demonstraram que 3,54 mg/mL de peçonha bruta reduziram a amplitude do potencial de 

ação de maneira dose dependente nos nervos de barata, mas foram sem efeito sobre o 

potencial de ação registrado no nervo ciático de ratos (Schwartz et al., 2008).

Em 2009, foi construída uma biblioteca de cDNA a partir da glândula de peçonha de 

Opisthacanthus cayaporum, tendo sido obtidas sequências precursoras para 61 diferentes 

produtos celulares, com características de toxinas peptídicas e proteínas celulares  (Silva et 

al., 2009). Entre as sequências encontradas, foram descritos dois peptídeos da classe NDBPs, 

OcyC1 e OcyC2, toxinas peptídicas que possuem similaridade com toxinas κ-KTx, sendo estas 

intituladas OcyC8 e OcyC9 e uma toxina com identidade com α-KTx da família 6, intitulada 

OcyC12 (α-KTx 6.16). 

A toxina OcyC8 (κ-KTx 2.5) a 16 µM foi capaz de reduzir a amplitude dos canais hKV1.1 

e hKV1.4 com IC50 de 217±46 µM e 71±8,9 µM, respectivamente, além da capacidade de 

atrasar a cinética de ativação dos canais hKV1.1 (Camargos et al., 2011).
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A toxina OcyKTx2 (α-KTx 6.17) foi capaz de inibir de forma reversível a corrente do 

canal de potássio Shaker-B de Drosophila melanogaster  e hKV1.3 com Kd de 93,5 nM para 

Shaker B e Kd de 18,0 nM para hKV1.3 (Schwartz et al., 2013).

Opisthacanthus madagascariensis

O escorpião Opisthacanthus madagascariensis é encontrado na ilha de Madagascar, 

em regiões semiáridas e secas (Lourenço et al., 2018). O primeiro trabalho com a peçonha 

do escorpião foi realizada em 2001, com a caracterização de uma peptídeo antimicrobiano 

(AMP), de cadeia linear, denominado IsCT, capaz de atuar contra bactéria Gram positivas e 

Gram negativas, além de apresentar atividade hemolítica (Dai et al., 2001). O mesmo grupo 

caracterizou  outros  três  peptídeos  lineares  e  os  denominaram  de  IsCT2,  IsCTf  e  IsCT2f, 

peptídeos que apresentaram atividade antimicrobiana. Foi proposto que os peptídeos IsCTf 

e IsCT2f são fragmentos de digestão enzimática dos peptídeos IsCT e IsCT2 que pode ocorrer 

naturalmente  dentro  da  peçonha  (Dai  et  al.,  2002).  Posteriormente,  foram  realizados 

diversos trabalhos com análogos de IsCT para compreensão dos resíduos essenciais para o 

efeito citolítico (Lee et al., 2004; Lim et al., 2005, 2006; Acevedo et al., 2019). 

IsTx é uma toxina que foi isolada apenas da peçonha de indivíduos machos, com 41 

resíduos de amino ácidos e que foi classificada com uma α-KTx6 devido à sua estrutura de 

Csα/β descrita por ressonância nuclear magnética (Yamaji et al., 2004). 

Utilizando  a  técnica  de  NMR,  outros  quatro  peptídeos  foram  identificados  na 

peçonha de  Opisthacanthus madagascariensis,  sendo esses  os  peptídeos Omtx1,  Omtx2, 

Omtx3 e Omtx4, todos esses peptídeos contendo 2 pontes dissulfeto e estrutura de Csα/α 

(Chagot et al., 2005). Foi observado com as toxinas Omtx1, Omtx2 e Omtx3, na concentração 

de 500 μM, promoveram inibição parcial dos canais KV1.1, KV1.2 e KV1.3, efeito esperado em 

altas  concentrações  para  κ-KTxs  (Chagot  et  al.,  2005).  Nesse  mesmo  trabalho,  foi 

mencionado pelos autores que a toxina Omtx2 foi capaz de alterar a liberação de insulina 

dependente  de  glicose  em  ilhotas  pancreáticas  isoladas  de  camundongos,  embora  esse 

resultado não tenha sido mostrado (Chagot et al., 2005). 

A  toxina  Omtx3  foi  avaliada  quanto  à  atividade  anticoagulante,  não  tendo 

apresentado efeito (Ding et al., 2018). 
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Estudos prévios com Ocyc9 e Omtx2.

A observação de Chagot et al., 2005, sobre a capacidade de alterar a liberação de 

insulina, inspirou o trabalho de doutorado da pesquisadora Beatriz Sarmiento, com o estudo 

das toxinas Omtx2, Ocyc9 e o análogo Ocyc9Mod, que apresenta as substituições Val5Tyr e 

Gly23Lys para a formação da díade funcional (Sarmiento, 2019). Tais toxinas foram avaliadas 

sobre a atividade dos canais  iônicos envolvidos no processo de liberação de insulina de 

células beta pancreáticas (Kv2.1, BK (KCa1.1), KATP (KIR6.2 / SUR 1), Cav1.2, Cav1.3s e Cav2.3). 

Foi  observado  um  potencial  efeito  das  toxinas  Omtx2  e  Ocyc9  no  canal  CaV2.3  na 

concentração de 300 nM (Sarmiento, 2019).

Mecanismo  de  secreção  de  insulina  por  células  beta  pancreáticas  -  dependência  do 

metabolismo oxidativo e do potencial de membrana

As ilhotas de Langherans são compostas por cinco tipos celulares, as células α, β, δ, ε  

e PP, cada uma responsável pela secreção de um hormônio diferente, sendo que as células α 

e β são as majoritárias (60-90%) nas ilhotas (Da Silva Xavier, 2018; Gil-Rivera et al., 2021).

A insulina é um hormônio peptídico de 51 resíduos de aminoácidos, expresso como 

preproinsulina e, após modificações pós-traducionais no lúmen do retículo endoplasmático e 

no complexo de Golgi (Vakilian et al., 2019), é armazenada em vesículas secretoras com alta 

concentração do íon Zn2+, que é essencial para a biossíntese de insulina (Bosco et al., 2014). 

Como mostrado na Figura 9, seis cadeias de insulina e dois íons zincos se associam para a  

formação de um cristal (Poudel et al., 2017).
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Figura 9 - Estrutura do cristal do hexâmero de insulina aprisionando o íon Zn2+ estabilizando a estrutura. PDB 
ID: 1MSO.

A secreção de insulina frente ao aumento dos níveis  de glicose no sangue é um 

processo  que  associa  metabolismo  oxidativo  da  glicose  com  variação  no  potencial  de 

membrana  (Henquin and Meissner, 1984).  As células β-pancreáticas são responsáveis por 

detectar o nível de glicose no sangue, associar o metabolismo rápido da glicose e sinalizar,  

via  secreção do hormônio insulina,  para que os outros tecidos do corpo captem glicose 

(Vakilian et al., 2019). 

Em  baixas  concentrações  de  glicose  no  sangue,  a  produção  de  ATP  pelas 

mitocôndrias  é  mínima,  consequentemente  a  concentração  intracelular  de  ATP  é  baixa, 

sendo insuficiente para induzir o bloqueio do fluxo de potássio sensível a ATP pelos canais 

KATP (Kir6.2 Sur1)  (Ashcroft, 2005). A ausência de bloqueio por ATP mantém o poro iônico 

aberto, que permite o efluxo contínuo de K+ e propicia o estabelecimento do potencial de 

repouso, próximo ao potencial de reversão do íon K+ (Ashcroft et al., 1984).

O aumento da glicemia plasmática inicia o processo da glicólise, seguido do aumento 

de ATP intracelular, que, por sua vez, induz o fechamento dos canais KATP  (Ashcroft et al., 

1984), aumentando a resistência de membrana, promovendo/facilitando a despolarização 

da membrana com ativação de diferentes canais iônicos, até a final ativação de canais de 
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cálcio dependentes de voltagem que permite o aumento de cálcio intracelular e a liberação 

dos grânulos de insulina (Rorsman and Ashcroft, 2018).

Durante  a  secreção  de  insulina,  as  células  β  apresentam  dois  padrões  elétricos 

associados aos eventos intracelulares  (Rorsman and Ashcroft, 2018). No primeiro padrão, 

são detectados conjuntos de disparos de potencial de ação com duração de 20-60 segundos, 

que são guiados predominantemente pelos canais de CaV e, consequentemente, ocorre o 

aumento de Ca2+ intracelular (Rorsman and Ashcroft, 2018; Gil-Rivera et al., 2021). 

Devido  ao  aumento  de  cálcio  intracelular,  os  canais  CaV são  inibidos  pelos 

mecanismos de inibição dependente de cálcio (CDI)(Lee et al., 2000; Sang et al., 2021), o que 

provoca a redução temporária da atividade e cessamento do padrão de disparos, seguido da 

repolarização da membrana celular  (Santos et al., 1991).  Após a repolarização, inicia-se o 

segundo padrão elétrico, com variação de voltagem entre estados de repouso e o platô do 

limiar de disparos antes de retornar ao primeiro padrão (Rorsman and Ashcroft, 2018). Esse 

segundo padrão é essencial para a redução de cálcio intracelular e a recuperação CDI dos 

canais CaV, possibilitando subsequentes despolarizações (Gil-Rivera et al., 2021).

Humanos e camundongos apresentam diferentes conjuntos de canais  iônicos que 

associam  o  início  da  despolarização  da  membrana  até  o  influxo  de  Ca2+ para  ativar  a 

maquinaria  de  liberação  da  secreção  (Braun  et  al.,  2008).  Em  humanos,  o  início  da 

despolarização  e  a  fase  ascendente  do  potencial  de  ação  ocorrem  com  a  colaboração 

adicional do canal CaV3.2, que possui um limiar de ativação mais negativo que os demais 

canais presentes incluindo os canais de sódio dependentes de voltagem NaV1.6 e NaV1.7, 

além da participação dos canais CaV2.1 (Braun et al., 2008). 
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1.2 - Justificativa

As  κ-KTx,  definidas  pelo  padrão  estrutural  CSα/α,  são  pertencentes  a  uma  das 

famílias de toxinas com um dos menores número de representantes descobertos. Descritas 

como toxinas de baixa potência comparando às demais toxinas que tem atividade na escala 

de  nanomolar,  necessitando  de  concentrações  acima  de  10  µM  para  desempenhar 

atividades  em  canais  de  potássio  dependentes  de  voltagem.  A  necessidade  de  altas 

concentrações para apresentar  atividade pode ser  um indício  que os  canais  de potássio 

dependentes de voltagem não são os alvos moleculares principais das toxinas com motivo 

estrutural CSα/α. 

A toxina de motivo estrutural CSα/α, OmTx2, foi indicada como capaz de alterar a 

secreção de insulina em ilhotas isoladas (Chagot et al., 2005), posteriormente outro trabalho 

descreveu que as toxinas Ocyc9 e Omtx2 inibem os canais CaV2.3e  (Sarmiento, 2019), um 

canal conhecido como resistente a diversos inibidores clássicos. 

A  descrição da atividade de toxinas  CSα/α no canal  Cav2.3e e  associação com o 

mecanismo de secreção de insulina em células  beta pancreáticas  influência  em diversos 

aspectos:  trata-se  da  descrição  da  atividade  no  canal  CaV2.3e,  que  não  possui  um 

bloqueador específico; Aplicação farmacológica para tratamento de doenças neurológicas 

(Benkert et al., 2019) e metabólicas associadas a excesso de secreção de insulina (Marini et 

al.,  2024);  Caracterização  de  diferentes  alvos  moleculares  associados  com  toxinas  que 

apresentam o motivo estrutural CSα/α.

1.3 – Objetivos do capítulo 1

 Avaliação da atividade das toxinas Ocyc9 e Omtx2 no canal CaV2.3.

 Busca dos canais iônicos envolvidos na modulação da secreção de insulina 

dependente de glicose por κ-KTx.

 Investigação  da  interação  das  κ-KTx  em  alta  concentração  em  canais  de 

potássio dependentes de voltagem.
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1.4 - Metodologia capítulo 1 

1.4.1 - Origem das toxinas Ocyc9 e Omtx2

As toxinas Ocyc9 e Omtx2 foram sintetizadas comercialmente, solicitados 10 mg do 

peptídeo Ocyc9 e 10,5 mg do peptídeo Omtx2, ambos com grau de pureza 95% garantido 

por  cromatografia líquida de alta  eficiência  e  conferido posteriormente com análises  na 

Universidade de Brasília, por meio de técnicas de cromatografia e espectrometria de massas. 

A Toxina Ocyc9-Nativa foi obtida por meio da purificação da peçonha bruta extraída 

de  espécimes  de  Opisthacanthus  cayaporum coletados  em  Tocantins  e  mantidos  em 

cativeiro no biotério da Universidade de Brasília sob licença do IBAMA n° 048/2007-CGFAU. 

Foram obtidos 48,49 µg de Ocyc9-Nativa.

1.4.2 - Cromatografia dos peptídeos sintéticos Ocyc9 e Omtx2

As amostras obtidas comercialmente foram analisadas no sistema de cromatografia 

líquida de alta eficiência LC10A Shimadzu (Kyoto, Japão) para conferência do grau de pureza. 

A fase estacionária escolhida foi a coluna analítica C18 Core-Shell Phenomenex (Califórnia, 

EUA) com as especificações 250 x 4,60 mm, 4 microns. Para eluição, utilizou-se gradiente 

binário de solução aquosa de TFA 0,12% (A) e de solução de acetonitrila de TFA 0,1 % (B),  

com fluxo de 1,0 mL/min e detecção a 216 nm de absorbância. O gradiente iniciou-se com 

0% de b seguido do gradiente de 0 a 60 % de B em 60 minutos. As frações foram coletadas 

manualmente, secas a vácuo e armazenadas a -20C̊ até posterior análise.

1.4.3 - Cromatografia da fração de peçonha bruta contendo o peptídeo Ocyc9

A fração cromatográfica da peçonha bruta contendo o peptídeo Ocyc9 foi obtida de 

trabalhos  prévios  (Sarmiento,  2019),  seca  a  vácuo  e  armazenada  a  -20C̊.  A  fração  foi 

submetida a etapas adicionais de cromatografia, sendo o gradiente de 0-10% de solução B 

até 10 minutos, seguido de um gradiente de 10-30% de solução B entre 15 e 50 minutos da  

cromatografia (Figura 13). 
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1.4.4 - Espectrometria de massas - MALDI TOF

Os  peptídeos  foram  submetidos  à  técnica  de  espectrometria  de  massas  MALDI 

(Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization), com um detector do tipo TOF (Time of flight), 

no equipamento MALDI  TOF/TOF Ultraflex III  (Bruker  Daltonic,  Alemanha).  Os  peptídeos 

foram solubilizados em água ultrapura e dissolvidos em matriz saturada de ácido α-ciano-4-

hidroxicinâmico (acetonitrila/água/3% TFA; 5:4:1) na proporção de 2 μL de amostra para 2 

μL  de  matriz.  Análises  foram realizadas  no  modo linear  a  fim de  analisar  a  pureza  dos 

compostos observando as massas médias detectadas entre 1-20 kDa refletido para avaliar as 

massas mono isotópicas usando o software FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics, Alemanha). A 

massa teórica foi calculada usando o  software Compass Isotope Pattern (Bruker Daltonics, 

Alemanha).

1.4.5 - Quantificação de proteína – Método colorimétrico do Ácido Bicinconínico (BCA)

O  kit  comercial  BCA  Protein  Assay  Kit®  (ThermoFisher,  EUA)  foi  utilizado  para  a 

quantificação dos peptídeos purificados com o método “Enhanced” descrito pelo fabricante, 

para a detecção de concentrações entre 5 e 250 µg/mL. A absorbância foi analisada a 562 

nm em um leitor de placa FlexStation 3 (Molecular Devices, EUA) e comparada com a curva-

padrão obtida simultaneamente com os padrões de calibração fornecidos pelo fabricante 

contendo albumina bovina.

1.4.6 - Cultura de células de mamífero

Células HEK293T (Human Embryonic Kidney 293 cells transfected with SV40 origin of  

replication)  foram  cultivadas  em  meio  DMEM  High  Glucose  (Sigma-Aldrich;  D7777), 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco) e com adição de 1% da solução de 

antibióticos Penicillin-Streptomycin 10,000 U/mL (Gibco) e pH de 7.4. 

Células HEK (Human Embrionic Kidney 293 cells) com expressão estável dos canais 

NaV1.1,  NaV1.2,  NaV1.3,  NaV1.4,  NaV1.5  e  NaV1.6  foram cultivadas  em meio  DMEM  High 

Glucose (Sigma-Aldrich; D7777), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 1% de 

solução MEM (Non Essential Aminoacids) e antibiótico de seleção G418 na concentração de 

0.4 mg/mL.
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Células CHO (Chinese hamster ovary cells) com expressão estável do canal NaV1.7 foi 

cultivada em meio DMEM High Glucose (Sigma-Aldrich; D7777), suplementado com 10% de 

soro fetal bovino (Gibco) e antibiótico de seleção G418 na concentração de 0.5 mg/mL.

Todas as células foram cultivadas em placas de petri de 6 cm de diâmetro, a 37º C, 

em uma atmosfera umedecida contendo 5% de CO2. O processo de manutenção das células, 

repicagem,  foi  realizado  em  intervalos  de  2  a  3  dias,  utilizando  tripsina  como  agente 

desagregador.

1.4.7 - Transfecção transiente das células com DNAs plasmideais.

Células HEK293T (Human Embryonic Kidney 293 cells) foram transfectadas com os 

plasmídeos para a montagem do canal de cálcio dependente de voltagem (~1 µg de DNA por 

subunidade) junto com plasmídeo para proteína verde fluorescente (GFP) (~0,1 µg de DNA).  

Para a transfecção foi utilizado o reagente Lipofectamine® 3000 (Thermo Fisher Scientific, 

EUA), em meio Opti-MEM® (Gibco). 

Em um tubo de 1.5mL foram adicionados 30  µL de Opti-MEM, os plasmídeos de 

interesse e 2  µL do reagente p3000 pertencente ao  kit e em um segundo tubo de 1,5mL 

contendo 30 µL de Opti-MEM foram adicionados 1 µL de Lipofectamina 3000. O material do 

primeiro tubo de 1,5mL contendo o reagente p3000 foi adicionado por gotejamento ao tubo 

de 1,5 mL que possui Opti-MEM e Lipofectamina. O material foi incubado por 15 minutos em 

temperatura ambiente e posteriormente foi adicionado ao cultivo celular em placa de petri ⌀ 
3  cm de  HEK293T  em meio  Opti-MEM. As  correntes  foram medidas  1  a  2  dias  após  a 

transfecção.

Foram utilizados os seguintes pares de insertos e plasmídeos: plasmídeos Cav2.3e em 

no vetor pcDNA3, Cacnb2a no vetor pMT2, Cacna2d1 no vetor pcDNA3.1/Hygro e pECFP-C1 

(Clontech).

1.4.8 - Patch Clamp em configuração Whole Cell

As  correntes  de  cálcio  (ICa)  foram  registradas  com  a  técnica  de  Patch  Clamp na 

configuração  Whole  Cell com  um  amplificador  HEKA  EPC  10  e  controlado  via  software 

PatchMaster (HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Alemanha).
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Experimentos  foram realizados  a  temperatura  ambiente  (21  a  25º  C).  Pipetas  de 

vidro borossilicato foram fabricadas imediatamente antes do uso com um Puller horizontal 

(Sutter Instruments, USA) e após o preenchimento com a solução interna foram detectadas 

resistências de pipeta entre 1,5 e 2,5 MΩ.

Para o registro das correntes do canal CaV2.3e, as micropipetas foram preenchidas 

com solução interna contendo (mM): 135 CsCl, 1 MgCl2, 4 Na2-ATP, 10 HEPES, 10 EGTA, pH 

7,4 corrigido com CsOH. As células foram banhadas em uma solução externa contendo (mM) 

170 Colina-Cl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 10 HEPES (pH 7,4 CsOH). As correntes foram ativadas com um 

protocolo I/V de -50 mV até 30 mV com duração de 200 ms e, após ativação, o canal foi  

estimulado com a voltagem que promoveu correntes com maiores amplitudes (VMax) durante 

200 ms e com repetições a cada cinco segundos. 

Para o registro das correntes dos canais NaV, as micropipetas foram preenchidas com 

solução interna contendo (mM) 105 CsF, 27 CsCl, 5 NaCl, 2 MgCl2, 10 EGTA, 10 HEPES (pH 

ajustado para 7,3 com CsOH). As células foram banhadas em uma solução externa contendo 

(mM): 130 NaCl, 5 KCl, 2 MgCl2, 2 CaCl2, 10 HEPES, 10 Glicose (pH 7,4). As correntes foram 

ativadas com um protocolo  double-step  com a primeira parte do protocolo contendo um 

pulso de voltagem de duração de 30 ms com variação de voltagem em turnos de -100 até 30 

mV, com acréscimo de 5 mV por sweep (Turnos), seguido imediatamente de uma segunda 

parte do protocolo com estímulo único de -10 mV por 10 ms.

1.4.9 Análise do registro eletrofisiológico – Correntes dos Canais CaV

Devido à condição imposta durante a técnica Patch Clamp Whole Cell de dissolução 

do  citosol  com  a  solução  de  pipeta,  ocorre  a  redução  na  disponibilidade  de  fatores 

intracelulares que modulam os canais de cálcio dependentes de voltagem promovendo uma 

redução  na  amplitude  de  corrente.  Para  contornar  essa  condição,  são  acrescentados 

componentes na solução de pipeta como EGTA e ATP dissódico, além de realizar uma análise 

da tendência linear na redução de correntes, o Rundown.

É necessário calcular o valor previsto da corrente de controle (IPred) correspondente 

ao valor atual na presença da toxina, assumindo a tendência linear na ausência da toxina.  

Para esse cálculo se leva em consideração o número de sweeps decorridos desde a aplicação 
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do  a  toxina,  calculada  pela  equação:  IPred=(ILavagem-IControle)/[(#SWLavagem-#SWControl)(#SWToxina - 

#SWControl)+IControl)], onde IControle é a amplitude atual da última varredura antes da aplicação de 

toxina, IToxina é a amplitude da corrente avaliada na presença da toxina, IWashout  é a amplitude 

da corrente da última varredura da eliminação da toxina, IPred é a amplitude da corrente de 

controle assumindo comportamento linear Rundown, #SWControl é o número da varredura em 

que o IControl foi  medido,  #SWToxina é  o número da varredura em que a IToxin foi  medida e 

#SWWashout é o número da varredura em que o Iwashout  foi medido. A porcentagem de inibição 

foi  calculada da seguinte forma: Inibição = (IToxina×100) /  IPred  -100. Todos os dados foram 

analisados utilizando os softwares Fitmaster 2x90.5 (HEKA Eletronik) e Origin 8 (OriginLab). 

1.4.10 – Isolamento de ovócitos de Xenopus laevis

A cirurgia de ovariectomia parcial foi realizado em espécimes fêmeas de  Xenopus  

laevis com intuito de isolar ovócitos em estágios 4 e 5. Os espécimes foram anestesiados por 

imersão  por  15  minutos  em  água  do  aquário  de  manutenção  contendo  tricaína 

metanosulfonato na concentração de 1g/L e bicarbonato de sódio (pH 7,5), em metodologia 

previamente  estabelecida  (Liman  et  al.,  1992;  Peigneur  et  al.,  2021).  Os  animais  são 

monitorados diariamente no processo pós-operatório no Complexo Aquático da KU Leuven.

Os  lóbulos  ovarianos  removidos  foram  submetidos  ao  processo  para  digestão 

enzimática da camada de células foliculares que envolve os ovócitos com colagenase tipo 1A 

de  Clostridium  histolyticum na  concentração  de  1,5  mg/mL  em  solução  MBS  (Modified 

Barths Solution) sem cálcio (5 mM HEPES, 88 mM NaCl, 1 mM KCl, 2,5 mM NaHCO3 e 1 mM 

MgSO4  e pH 7,8), em rotação constante, 16°C por 2 horas e 30 minutos em um tubo de 15 

mL. Posteriormente os ovócitos foram lavados cinco vezes seguidas com a total troca de 15 

mL de MBS sem cálcio para total  remoção da enzima.  Ovócitos foram armazenados em 

solução MBS contendo geomicina (100 mg/L) e teofilina (90 mg/L) a 16°C.

Os  experimentos  realizados  com  animais  neste  trabalho  foram  aprovados  pelo 

comitê  de  ética  para  Pesquisa  Animal  da  KU  Leuven  (Projeto  nº  P186/2019).  Todas  as 

instalações e procedimentos adotados estão de acordo com as diretrizes da União Europeia 

sobre o bem-estar dos animais de laboratório declaradas na Directive 2010/63/EU.
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1.4.11 – Preparação de RNA mensageiro e purificação

Plasmídeos contendo os genes para os canais rKV1.1, hKV1.3, rKV1.4, rKV1.5, rKV1.6, 

rKV4.2, rKv4.3, hKV7.1,hKV7.2, hKV7.3, hKV7.4, hKV7.5, KQT1 (Caenorhabditis elegans) hKV10.1, 

hKV11.1,  Shaker-IR  (Drosophila  melanogaster),  rNaV1.8,  rβ1 (Subunidade Beta NaV),  ENaC 

αβγ,  LmGluCl  (Locusta migratoria),  hTRPA1 e hTRPV1 foram linearizados com enzima de 

restrição a 3' do gene de interesse, purificados com o kit comercial DNA Cleanup (Invisorb) e 

quantificado por espectrofotometria (NanoDrop ND-1000 UV/Vis). 

O DNA linear foi utilizado para a transcrição de mRNA com o  kit comercial T7, T3 

mMessage mMACHINE ou Sp6 (Ambion). Posteriormente o mRNA foi purificado com o  kit 

Rneasy  MinElute  Cleanup  (Qiagen)  e  quantificado  por  espectrofotometria  (Nanodrop, 

Thermofischer) e armazenado a -80°C. 

1.4.12 – Injeção de RNA mensageiro

Alíquotas de 10-50 uL de mRNA na concentração de 1ng/nL foram injetados nos 

ovócitos  com  auxílio  do  micro  injetor  (Nanoliter  Injector  A203XVZ,  World  Precision 

Instruments, Sarasota, FL,  USA). Foram utilizadas pipetas de vidro produzidas a partir de 

capilares de vidro com ID = 0,530 mm ± 25 μm, OD 1,20 mm (World Precision Instruments,  

USA) e após rompimento da ponta é obtido um diâmetro interno de 10 – 20 μm. As pipetas 

foram preenchidas com óleo de parafina e o mRNA foi sugado por pressão negativa aplicado 

pelo  micro  injetor.  Após  injeção  os  ovócitos  foram incubados  a  16°C  por  1-5  dias  para  

expressão  do  canal  de  interesse,  sendo  conferida  diariamente  com  a  técnica  de  Two 

Electrode Voltage Clamp. 

1.4.13 – Two Electrode Voltage Clamp. 

Os registros foram realizados com um amplificador GeneClamp 500, digitalizadora 

digitada 1440A (Axon Instruments)  controlado via  software pClamp Clampex 10.4  (Axon 

Instruments) conectado a um computador com sistema operacional Windows XP. Todos os 

registros  foram realizados  em temperatura  ambiente  (18-22°C).  Os  dados  experimentais 

foram exportados com o software pClamp Clampfit 10.4 (Axon Instruments) e analisados 

com  OriginPro8  (OriginLab).  Os  microeletrodos  foram  fabricados  com  capilares  de 
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borossilicato estirado com um sistema puller PUL-1000 (World Precision Instruments) e após 

preenchimento com solução interna composta de KCl 3 M apresentam resistência de pipeta 

entre 0,5 e 2,5 M.

Os registros foram realizados com solução ND96 composta de 96 mM NaCl, 2 mM 

MgCl2,  2 mM KCl, 5 mM HEPES, 1,8 mM CaCl2 e pH 7,5. Para registro de condições com 

ausência/redução da concentração do íon Na+ foi utilizado uma solução de ND96 modificada 

com substituição da concentração de Na+ por K+ intitulada Solução HK High K+ composta de 

96 mM KCl, 2 mM NaCl, 1 mM MgCl2, 1,8 mM CaCl2, 5 mM HEPES e pH 7,5.

Para os canais dependentes de ligante LmGluCl, nAchR, TRPV1 e TRPA1, os agonistas 

foram dissolvidos diretamente na solução ND96 na concentração de 100M de ácido L-

glutâmico (LmGluCl), 100M de cloreto de acetilcolina (nAchR), 10 M de capsaicina ou 20 

M de AITC (Óleo de mostarda, Isotiocianato de Alila). Os canais dependentes de ligante 

nAChR e LmGluCl foram ativados com pulsos de solução contendo agonista diretamente na 

câmara de registros com um sistema de perfusão controlado manualmente com fluxo de 

2mL/min. 

1.4.14 – Protocolo de registros – Two Electrode Voltage Clamp

Os canais KV foram registrados com aquisição de 1000 Hz e os dados filtrados com 

filtro do tipo Bessel a 500 Hz. Os canais KV1.x, Shaker IR e KV4.x foram registrados a partir de -

90 mV com despolarizações de 0 mV por 500 ms, seguido de um pulso a – 50 mV por mais 

500 ms (Figura 10 A). Os canais KV7.x e KV10.1 foram registrados com despolarizações a 20 

mV por 700 ms a partir de uma voltagem de repouso de -90 mV (Figura 10 B), correntes 

capacitivas e de vazamentos foram canceladas com um protocolo -p/4 com holding de -90 

mV e intervalos de 5 s. O canal hERG1 (KV11.1) foi estimulado a partir do repouso de -90 mV 

a 0 mV por dois segundos, seguido de um pulso único de -120 mV por dois segundos para o  

registro da corrente de cauda (Figura 10 C). 

Os canais ENaC, nAchr e LmGluCl foram registrados com uma voltagem de repouso 

de -70 mV durante 200 segundos, com aquisição a 1000 Hz e filtrados com filtro tipo Bessel a 

500 Hz.  O canal ENaC foi inicialmente estabilizado com a solução HK com a substituição 

momentânea da solução por ND96, que possui o íon Na+ e permite a ativação do canal, o 
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ovócito foi  clampeado com voltagem de membrana de -70mV.  As toxinas foram aplicadas 

durante o registro das correntes estimuladas por ND96.

Canais TRP foram registrados com protocolos de rampa, com voltagem de membrana 

em -120mV e despolarização gradual de -120 a 80 mV durante 2 segundos, com intervalo de 

um segundo entre repetições, com aquisição de 1 kHz e filtrados com filtro tipo Bessel a 500 

Hz (Figura 10 D).

O canal rNaV1.8 foi registrado com aquisição a 20 kHz e filtrado com filtro tipo Bessel 

a 2 kHz. Correntes capacitivas e de vazamentos foram canceladas com um protocolo -p/4 

com holding de -90 mV e intervalos de 5s. As correntes foram ativadas com um protocolo 

double-step, com consiste em uma porção inicial do protocolo para registro das correntes 

referentes a ativação do canal e uma segunda porção referente a estimativa da inativação do 

canal. As correntes foram inicialmente ativadas a partir de um potencial de repouso de -90 

mV incrementos de voltagem de 5 mV por  sweep com duração de 50 ms, atingindo uma 

voltagem máxima de 40 mV para o registro da ativação dos canais, seguido por uma segunda 

porção do protocolo com voltagem única de 0 mV por 50 ms para o registro da porção 

inativada de canais iônicos (Figura 10E).
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Figura 10 - Protocolos de voltagem Two-Electrode Voltage Clamp. (A) Protocolo de pulso com estímulos a 0 mV 
e -50 mV em sequência para KV1.1, KV1.3, KV1.4, KV1.5, KV1.6, Shaker IR, KV4.2 e KV4.3. (B) Estímulo e 20 mV 
durante 700ms para os canais KV7.1, KV7.2/KV7.3, KV7.4, KV7.5, KQT1 e KV10.1. (C) Protocolo para indução de 
correntes de cauda em Kv11.1 (hErg1). (D) Protocolo de leitura das correntes ativadas por ligante utilizando 
uma voltagem de repouso para nAChRs, ENAC, LmGluCl. (E) rampa de voltagem de -120mV até 80 mV para  
os canais TRPV1 e TRPA1. (F) protocolo de voltagem  double-step utilizando em NaV1.8 para ativação de 
correntes na ativação e correntes disponíveis na inativação.

1.4.15 – Análises de dados eletrofisiológicos

Os valores de condutância foram calculados a partir das correntes utilizando a lei de 

Ohm,

g= I
(V−Vrev)

onde V representa o potencial de estímulo que ativou a corrente, I a corrente do íon 

de interesse  no dado potencial  V,  e  VRev é  o  potencial  de  reversão do íon  de interesse 

calculado a partir das soluções internas e externa com a equação de Nernst,

VRev=RT
F
ln

[ Ion ]Externa
[ Ion] Interna
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onde R é a constante dos gases ideais, T a temperatura em Kelvin, F é a constante de  

Faraday,  [Ion]Externa é  a  concentração  do  íon  sódio  no  meio  externo  e  [Ion] Interna  é  a 

concentração do íon no meio interno.

Os dados experimentais de condutância foram ajustados em uma equação simples de 

Boltzmann para avaliar a probabilidade de abertura dos canais (pO),

gou pO= 1

1+e{(V−V 1/2 )/ k}

onde V1/2 é a voltagem em que metade dos canais estão no estado aberto, k é slope 

de voltagem. Os valores de ΔV1/2 foram estipulados pela diferença entre o ΔV1/2 na condição 

controle menos ΔV1/2v na presença do composto avaliado.

 As correntes obtidas relacionada a disponibilidade de canais na inativação foram 

ajustados em equação simples de Boltzmann para avaliação da  Steady-State Inactivation 

(SSI)

SSI= 1

1+e{(V −V 1/2 h)/k }

A porcentagem de inibição dos canais foi estipulada pela seguinte fórmula,

% Inibição=(100 x ImaxToxinaImaxControle )−100
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1.5 – Resultados  

1.5.1 Cromatografia dos peptídeos sintéticos Ocyc9 e Omtx2 

Foram obtidos comercialmente cerca de 10 mg dos peptídeos Ocyc9 e Omtx2 com as 

pontes dissulfeto já formadas na conformação especificada e com grau de pureza de 99%. 

Para  confirmação  da  pureza  dos  peptídeos  sintéticos  foi  realizado  uma  etapa  de 

cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa (RP-HPLC) utilizando uma coluna 

analítica.

A cromatografia do peptídeo sintético Ocyc9 obteve o mesmo padrão de frações 

descrito anteriormente pela Beatriz Sarmiento  (Sarmiento, 2019), mostrando duas frações 

(25,45% e 26,49% de acetonitrila) e ambas foram analisadas por espectrometria de massa 

(Figura 11).

Figura 11 - Cromatografia líquida de alta eficiência RP-HPLC Ocyc9 sintético. 27 µg do peptídeo foram utilizados 
nessa cromatografia. O peptídeo elui aos 25.45 % de ACN.

A  cromatografia  do  peptídeo  sintético  Omtx2  mostrou  apenas  uma  fração 

predominante eluindo em 23,10% de acetonitrila (Figura 12).
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Figura  12 -  Cromatografia  líquida  de  alta  eficiência  RP-HPLC  Omtx2  sintético.  55  µg  do  peptídeo  foram 
utilizados nessa cromatografia. O peptídeo Omtx2 elui aos 23,10% de ACN.

1.5.2 - Cromatografia do peptídeo natural Ocyc9 

A peçonha bruta de Opisthacanthus cayaporum foi fracionada por HPLC em projeto 

anterior  e  a  fração  liofilizada  contendo  o  peptídeo  Ocyc9  foi  submetida  a  etapas  de 

cromatografia  conforme  descrito  anteriormente  (Sarmiento,  2019).  Na  última  etapa  de 

purificação (Figura 13), a Ocyc9 eluiu a 23,53% de acetonitrila.

Figura  13 - Cromatografia líquida de alta eficiência RP-HPLC em coluna C18. O peptídeo elui aos 23,53% de 
ACN.
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1.5.3 - Espectrometria de massa dos peptídeos sintéticos Ocyc9 e Omtx2

Adicional ao processo de cromatografia para confirmação da pureza dos peptídeos 

foi realizada a espectrometria de massas com a técnica MALDI ToF no modo refletivo para 

avaliação das massas monoisotópicas. O peptídeo sintético Ocyc9 apresentou uma massa 

monoisotópica [M+H]+ de 2545,13 Da (Figura 14). O peptídeo sintético Omtx2 possui massa 

monoisotópica [M+H]+ de 3146,40 Da. (Figura 15).

Figura  14 -  Espectrometria  de  massa  MALDI  TOF,  peptídeo  sintético  Ocyc9.  Foi  detectada  a  massa 
monoisotó pica  [M+H]+ =  2545.13  Da.  Foram detectados  os  adutos  de  só dio  [M+Na]+ de  2567.13 e  de 
potássio [M+K]+ de 2583.09.
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Figura  15 -  Espectrometria  de  massa  MALDI  TOF,  peptídeo  sintético  Omtx2.  Foi  detectada  a  Massa 
monoisotó pica [M+H]+  =  3146.40 Da e os adutos de só dio [M+Na]+ =  3168.33 e de potássio [M+K]+ = 
3184,31

Os  valores  de  massa  monoisotópica  teórica  (Tabela  1)  e  massa  monoisotópica 

experimental apresentam uma diferença de 0,07 Da para o peptídeo sintético Ocyc9 e 0,10 

Da para o peptídeo sintético Omtx2. Essa mínima diferença de massas é um indicativo que 

os  peptídeos  sintetizados  correspondem  aos  peptídeos  nativos  e  estão  com  pontes 

dissulfeto oxidadas.

Tabela  1 -  Sequência  e  massas  moleculares  monoisotó picas  dos  peptídeos.  Massa  teó rica  monoisotó pica 
calculada via software Isotope Pattern (Bruker Daltonics).

Toxin
a Sequência

Massa 
Teórica

Massa 
Experimental AA

Ocyc9 FPPCVEVCVQHTGNVKECEAACGE 2545.06 2545.13 42

Omtx2 DPCYEVCLQQHGNVKECEEACKHPVEY 3146.50 3146.40 41

1.5.4 - Espectrometria de Massa do peptídeo natural Ocyc9

 Espectrometria  de  massas  MALDI  TOF/TOF  foi  realizada  para  confirmar  se  o 

peptídeo purificado se trata da Ocyc9. Foi detectado uma massa monoisotópica [M+H]+ = 
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2545.52 Da (Figura 16). Comparando o valor da massa experimental com a massa teórica 

(Tabela 1) verifica-se uma diferença de 0.39 Da. Essa baixa diferença entre os valores de  

massa indica que o peptídeo purificado é o de interesse.

Figura  16 -  Espectrometria  de  massa  MALDI  ToF  do  peptídeo  Nativo  Ocyc9.  Foi  detectada  a  massa 
monoisotó pica [M+H]+ de  2545.52 e  os  adutos  de só dio [M+Na]+ de  2567.51 e  de potássio  [M+K]+ de 
2583.51.

1.5.5 - Quantificação dos peptídeos

Os peptídeos utilizados neste trabalho foram quantificados utilizando a metodologia 

colorimétrica BCA. Os peptídeos sintéticos foram quantificados e observou-se conformidade 

com a quantidade solicitada. 

Obteve-se 48,49 μg da toxina Ocyc9 nativa purificada da peçonha de Opisthacanthus  

cayaporum. Devido à baixa quantidade de material de origem natural, este foi separado para 

experimentos  comparativos  com  o  peptídeo  sintético  Ocyc9  e  possível  confirmação  de 

atividade. 
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1.5.6 - Busca de sequências homólogas em bancos de dados e alinhamento múltiplo

As  sequências  das  toxinas  Ocyc9  e  Omtx2  foram  submetidas  em  busca  por 

sequências homólogas em bancos de dados e foram encontradas sete sequências, sendo 

que o conjunto das sequências representam todos os integrantes das κ-kTx2 (Figura 17).

Figura  17 - Alinhamentos mú ltiplo das sequências com identidade com Ocyc9 e Omtx2. As sequências com 
homologia identificadas nos bancos de dados UniProt KB e Swiss-Prot. Representação do padrão das pontes 
dissulfeto Cys1-Cys4 e Cys2-Cys3.

1.5.7 - Eletrofisiologia em canal de cálcio dependente de voltagem CaV2.3e

Estudos  preliminares  a  este  trabalho  indicaram  que  as  toxinas  Ocyc9  e  Omtx2 

apresentavam  atividade  bloqueadora  sobre  os  canais  de  cálcio  tipo  R,  CaV2.3e,  nas 

concentrações de 100 e 300 nM (Tabelas 2 e 3)(Sarmiento, 2019). Com intuito de confirmar 

os  resultados  preliminares,  a  subunidade  alfa  do  canal  CaV2.3e  foi  coexpressa  com  a 

subunidade auxiliar β2a em HEK293T e as correntes foram registrados com a metodologia de 

Patch Clamp Whole Cell.

Tabela 2 - Dados preliminares Ocyc9 em Cav2.3e. Porcentagem de bloqueios das correntes. Retirado da tese de 
doutorado de Beatriz Sarmiento (Sarmiento, 2019). C1-3 representam observações individuais
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Tabela 3 - Dados preliminares Omtx2 em Cav2.3e. Porcentagem de bloqueios das correntes. Retirado da tese 
de doutorado de Beatriz Sarmiento (Sarmiento, 2019) C1-3 representam observações individuais

Ensaios realizados com a concentração de 300 nM e 3  µM das toxinas sintéticas 

Ocyc9 e Omtx2 demonstraram ausência de efeito bloqueador significativo das toxinas sobre 

o canal CaV2.3e, com inibições de 11.60±3.86%, 3.21±1.52% para Ocyc9 e Omtx2 a 300 nM, 

respectivamente,  e  inibições de 3.70±7.35% e 0.07±2.19% para Ocyc9 e Omtx2 a 3  µM, 

respectivamente (Figura 18 A-D). Devido à diferença nos valores de inibição da toxina Ocyc9 

sintética entre os dados preliminares e os obtidos neste trabalho, optou-se por utilizar o 

peptídeo Ocyc9 nativo na concentração de 300 nM para confirmação dos resultados obtidos 

(Figura 18 E).

A  toxina  Ocyc9 nativa testada na  concentração de 300 nM apresentou um valor 

médio  de  inibição  de  1,77±1,63% (n=8)  (Figura  18  E,  Tabela  4).  Este  resultado  indica  a 

ausência de efeito da toxina nativa nos canais CaV2.3e a 300 nM, confirma a ausência de 

efeito demonstrada nos experimentos utilizando peptídeo sintético e difere dos resultados 

preliminares.

59



Figura  18 -  Caracterização  da  atividade  das  toxinas  Ocyc9  e  Omtx2  no  canal  CaV2.3e.  Correntes  foram 
registradas considerando o decaimento da amplitude natural rundown. (A) Ocyc9 300 nM. (B) Ocyc9 3 µM. 
(C) Omtx2 300 nM. (D) Omtx2 3  µM. (E) Ocyc9 nativa 300 nM. (F) Traço de corrente representativa de 
CaV2.3e. Registros com a técnica patch clamp whole cell em células HEK293T com expressão transiente de 
canais CaV2.3e

O grupo de pesquisa parceiro da Universidade de Innsbruck, na Áustria, onde foram 

realizados os estudos preliminares confirmaram em experimentos independentes a ausência 

do efeito inibitório das κ-Ktx Ocyc9 e Omtx2 sobre os canais CaV2.3e nas concentrações de 1 

µM e 10 µM.
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Tabela 4 - Resumo da atividade nos canais Cav2.3e obtidos neste trabalho. Valores médios de porcentagem de 
inibição e erro padrão. 

Concentração Média n
Ocyc9 Sintética 300 nM 11.6±3.86 5

3 µM 3.70±7.35 4
Ocyc9 Nativa 300 nM 1.77±1.63 8

Omtx2 Sintética 300 nM 3.21±1.52 3
3 µM 0.07±2.19 8

2.5.8 - Eletrofisiologia em canais KV screening a 10 µM

Com intuito de compreender o espectro de atividades que as toxinas Ocyc9 e Omtx2 

podem apresentar sobre os canais de potássio dependentes de voltagem foram realizados 

experimentos na concentração de 10 µM nos canais rKV1.1, hKV1.3, rKV1.4, rKV1.5, rKV1.6, 

Shaker IR (Drosophila melanogaster), rKV4.2, rKV4.3, hKV7.1, hKV7.2/7.3, hKV7.4, hKV7.5, KQT1 

(Caenorhabditis elegans), hKV10.1 e hKV11.1.

A toxina Ocyc9, na concentração de 10 µM, não apresentou atividade bloqueadora 

ou moduladora  nos  15  canais  KV testados,  representando as  famílias  KV1.x,  KV4.x,  KV7.x, 

KV10.1 e KV11.1 (Figuras 19 e 20, Tabela 5).
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Figura 19 - Screening canais KV Ocyc9 10 µM Bloco 1. (A) KV1.1. (B) KV1.2. (C) KV1.3. (D) KV1.4. (E) KV1.5. (F) KV1.6. 
(G) Shaker IR. (H) KV4.2. (I) KV4.3. Traços em preto representa correntes registradas na condição controle e 
traços azuis representam correntes registradas na condição de 10  µM de Ocyc9. Registros com a técnica 
Two electrode voltage clamp em ovócitos.
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Figura 20 -  Screening canais KV Ocyc9 10 µM Bloco 2.  (A) KV7.1. (B) KV7.2/3. (C) KV7.4. (D) KV7.5. (E) KQT1. (F) 
KV10.1. (G) KV11.1.  Traços em preto representa correntes registradas na condição controle e traços azuis 
representam correntes registradas na condição de 10 µM de Ocyc9. Registros com a técnica Two electrode  
voltage clamp em ovócitos.

Tabela 5 - Porcentagem de inibição dos canais KV - Ocyc9 10 µM. Valores médios de porcentagem de inibição e 
erro padrão. 

Subtipo Kv1.1 KV1.3 KV1.4 KV1.5 KV1.6 KV4.2 KV4.3 KV7.1
% Inibição -0.23±0.63 -0.67±1.98 -0.52±1.77 -0.85±0.27 0.78±1.09 1.97±2.01 6.52±2.91 0.22±0.81

n 5 6 3 4 4 3 3 7

Subtipo KV7.2/3 KV7.4 KV7.5 KV10.1 KV11.1 ShakerIR KQT1
% Inibição 2.36±1.42 2.03±0.46 4.63±3.12 1.55±0.35 8.83±1.76 -1.98±1.18 3.35±2.20

n 3 4 3 3 6 4 3
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A toxina Omtx2 na concentração 10 µM não apresentou atividade bloqueadora ou 

moduladora nos 15 canais testados (Figura 21 e 22, Tabela 6).

Figura  21 -  Screening canais Kv Omtx2 10  µM Bloco 1. (A) KV1.1. (B) KV1.2. (C) KV1.3. (D) KV1.4. (E) KV1.5. (F) 
KV1.6. (G) Shaker IR. (H) KV4.2. (I) KV4.3.  Traços em preto representa correntes registradas na condição 
controle e traços azuis representam correntes registradas na condição de 10 µM de Omtx2. Registros com a 
técnica Two electrode voltage clamp em ovócitos.

64



Figura 22 - Screening canais Kv Omtx2 10 µM Bloco 2. (A) KV7.1. (B) KV7.2/3. (C) KV7.4. (D) KV7.5. (E) KQT1. (F) 
KV10.1. (G) KV11.1. Traços em preto representa correntes registradas na condição controle e traços azuis 
representam correntes registradas na condição de 10 µM de Omtx2. Registros com a técnica Two electrode  
voltage clamp em ovócitos.

Tabela 6 - Porcentagem de inibição dos canais Kv – Omtx2 10 µM. Valores médios de porcentagem de inibição 
e erro padrão. 

Subtipo Kv1.1 KV1.3 KV1.4 KV1.5 KV1.6 KV4.2 KV4.3 KV7.1
%Inibição -0.80±0.83 0.57±1.45 2.11±2.67 1.85±1.35 1.21±0.29 -0.74±1.85 2.12±1.63 0.38±0.57

n 5 6 3 5 3 3 3 6

Subtipo KV7.2/3 KV7.4 KV7.5 KV10.1 KV11.1 ShakerIR KQT1
%Inibição 2.09±1.17 -3.53±1.87 3.62±0.58 -0.01±3.62 2.09±3.82 -0.76±1.02 5.70±0.74

n 3 3 3 3 6 5 3
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O screening das κ-KTx Ocyc9 e Omtx2 a 10 µM nos 15 subtipos de canais de potássio 

dependentes  de voltagem demonstram ausência  de inibição com significância  estatística 

(Figura 23).
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Figura 23 - Gráficos comparativos da porcentagem de inibição das toxinas Ocyc9 e Omtx2 em canais KV  a 10 
µM.

1.5.9 – Eletrofisiologia em canais dependentes de ligantes

O segundo grupo de receptores estudados como possíveis alvos moleculares das κ-

KTxs  Ocyc9  e  Omtx2  foram  os  canais  dependentes  de  ligantes,  sendo  os  primeiros 

representantes testados os receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChrR) α7 e α3β4. Os 

receptores  nAChR  foram  ativados  com  a  perfusão  de  10  µM  de  cloreto  de  acetilcolina 

solubilizado em solução ND96,  com pulsos  inferiores  a  um segundo de perfusão e  com 

intervalos de 60 segundos. Após o registro de três ativações na condição controle foram 

adicionadas as toxinas Ocyc9 e Omtx2 na concentração final de 10 µM e a capacidade de 

inibir a ativação dos receptores frente a um novo estímulo de cloreto de acetilcolina foi 

avaliada. As toxinas Ocyc9 e Omtx2 a 10 µM não apresentaram capacidade inibitória nestes  

receptores (Figuras 24 e 25).
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Figura  24 -  Receptores  nicotínicos  de  acetilcolina,  avaliação  do  efeito  antagonista  da  Ocyc9  10  µM.  (A) 
Receptor de acetilcolina α7. (B) Receptor de acetilcolina α3β4. Correntes foram ativadas com a perfusão em 
pulsos de cloreto de acetilcolina a 10 µM. Registros com a técnica Two electrode voltage clamp em ovócitos.

Figura  25 -  Receptores nicotínicos de acetilcolina,  avaliação do efeito antagonista da Omtx2 a 10  µM. (A) 
Receptor de acetilcolina α7. (B) Receptor de acetilcolina α3β4. Correntes foram ativadas com a perfusão em 
pulsos de cloreto de acetilcolina a 10 µM. Registros com a técnica Two electrode voltage clamp em ovócitos.

As  toxinas  Ocyc9  e  Omtx2  foram  testadas  quanto  à  capacidade  agonista  e 

antagonista frente ao canal de cloreto dependente de glutamato do invertebrado  Locusta 

migratória,  denominado LmGluCl. Os canais de Cl- foram ativados com a perfusão durante 

aproximadamente um segundo de 100 µM de Glutamato (ácido glutâmico monossódico) 

solubilizado em solução ND96. Após registro de condição controle foram adicionados 10 µM 

de  Ocyc9  ou  Omtx2  na  câmara  de  registro  para  avaliação  da  capacidade  agonista  e 

posteriormente era realizado um pulso de 100 µM de Glutamato para avaliar a capacidade 

antagonista das toxinas. As toxinas não apresentaram atividade sobre o receptor testado na 

concentração de 10 µM (Figura 26).
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Figura 26 - Avaliação da atividade da toxina Ocyc9 a 10 µM no canal de cloreto dependente de Glutamato de 
Locusta  migratória  (LmGluCl).  Barra  na  parte  superior  da  figura  representa  a  solução  perfundida 
momentaneamente,  cor  cinza para solução ND96,  Azul  para solução ND96 com adição de 100  µM de 
Glutamato e vermelho para ND96 com a toxina. Registros com a técnica Two electrode voltage clamp em 
ovócitos.

Figura 27 - Avaliação da atividade da toxina Omtx2 a 10 µM no canal de cloreto dependente de Glutamato de 
Locusta  migratoria  (LmGluCl).  Barra  na  parte  superior  da  figura  representa  a  solução  perfundida 
momentaneamente,  cor  cinza para solução ND96,  Azul  para solução ND96 com adição de 100  µM de 
Glutamato e vermelho para ND96 com a toxina. Registros com a técnica Two electrode voltage clamp em 
ovócitos.

As toxinas Ocyc9 e Omtx2 foram avaliadas quanto à capacidade de interagir com os 

canais  epiteliais  de  sódio  ENaC  αβγ.  As  correntes  foram  ativadas  com  o  aumento  da 

concentração extracelular do íon Na+ (96mM) com a perfusão da solução ND96 e desativadas 

com a perfusão da solução HK que apresenta baixa concentração de Na+ (2 mM). Após três 

pulsos de ND96 para registro da amplitude máxima das correntes foi realizado um pulso 

longo e durante o pulso foram adicionadas as toxinas na concentração de 10 µM (Figuras 28 

e 29). Não foram observadas alterações na amplitude das correntes de ENaC na presença 

das toxinas Ocyc9 e Omtx2 na concentração de 10 µM.
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Figura 28 - Avaliação no bloqueio de correntes Na+ em canais ENaC αβγ – Ocyc9 10 µM. Barra na parte superior 
da figura representa a solução perfundida momentaneamente,  cor cinza para solução ND96, Azul  para 
solução HK (High K+) e vermelho para ND96 com a toxina. Registros com a técnica Two electrode voltage  
clamp em ovócitos.

Figura  29 -  Avaliação no bloqueio de correntes Na+ em canais ENaC  αβγ – Omtx2 10  µM.  Barra na parte 
superior da figura representa a solução perfundida momentaneamente, cor cinza para solução ND96, Azul 
para solução HK (High K+) e vermelho para ND96 com a toxina. Registros com a técnica  Two electrode  
voltage clamp em ovócitos.

As toxinas Ocyc9 e Omtx2 foram testadas quanto à capacidade de afetar as correntes 

dos  canais  iônicos  Receptores  de  Potencial  Transiente  Canônico  (TRPV1)  e  Anquirina 

(TRPA1). As correntes foram ativadas com duplo estímulo, utilizando protocolos de rampas 

de voltagem associadas com a perfusão do ligantes específico. O receptor TRPV1 foi ativado 

com o ligante Capsaicina (CAP) na concentração de 10 µM solubilizado em solução ND96. O 

receptor  TRPA1  foi  ativado  com  o  ligante  AITC  na  concentração  de  20  µM.  Durante  a 

ativação máxima com o ligante específico foram individualmente adicionadas à câmara de 

registro  as  toxinas  na  concentração  final  de  10  µM.  As  toxinas  Ocyc9  e  Omtx2  não 

apresentaram atividade bloqueadora nos receptores TRP testados (Figura 30 e 31). 
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Figura 30 - Avaliação da atividade da toxina Ocyc9 em canais TRP. (A) Canal TRPV1 estimulado com rampa de 
voltagem e capsaicina a 10  µM. (B) Canal TRPA1 estimulado com rampa de voltagem e AITC a 20  µM. 
Registros com a técnica Two electrode voltage clamp em ovócitos.

Figura 31 - Avaliação da atividade da toxina Omtx2 em canais TRP. (A) Canal TRPV1 estimulado com rampa de 
voltagem e capsaicina a 10  µM. (B) Canal TRPA1 estimulado com rampa de voltagem e AITC a 20  µM. 
Registros com a técnica Two electrode voltage clamp em ovócitos.

1.5.10 – Eletrofisiologia KV1.x e Shaker IR a 500 µM

As toxinas da família κ-KTx são definidas como bloqueadores de canais KV de baixa 

afinidade, sendo necessárias altas concentrações para observar atividade. Para investigar 

essa atividade em altas concentrações, as toxinas Ocyc9 e Omtx2 foram testadas a 500 µM 

frente aos canais rKV1.1, KV1.3, rKV1.4 e Shaker IR (Figuras 32 e 33). Para o estudo dessa 

interação foram avaliados dois parâmetros, a porcentagem de inibição das correntes e a 
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capacidade de alterar a probabilidade de abertura com observação da relação corrente-

voltagem. 

A toxina Ocyc9, a 500 µM, provocou inibição da amplitude de correntes nos canais 

KV1.1, KV1.3, KV1.4 e Shaker IR, com inibições de 58,16±5,85%, 32,36±12,95%, 33,14±2,28% e 

64,29±9,31% respectivamente (Figura 32, Tabela 7).

A inibição da amplitude de correntes nos canais KV1.1, KV1.3 e Shaker IR foi observada 

juntamente com o atraso na cinética de ativação observado nos traços das correntes e na 

modulação na probabilidade de abertura com deslocamentos da probabilidade de abertura 

para potenciais mais despolarizados, com variação de 16,35±3,51 mV em KV1.1, 18,58±6,58 

mV em KV1.3, e 12,86±2,92 mV em Shaker IR (Figura 32, Tabela 8). 
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Figura 32 - Modulação de correntes de canais da família KV1.x de mamíferos e Shaker IR de insetos por Ocyc9 a 
500  µM. (A, B) Traços do registro KV1.1 e relação I/V. (C, D) Traços do registro KV1.3 e relação I/V. (E, F) 
Traços do registro KV1.4 e relação I/V. (G, H) Traços do registro Shaker IR e relação I/V. Registros com a 
técnica Two electrode voltage clamp em ovócitos.
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Tabela 7 - Parâmetros de inibição Ocyc9 500 µM em canais KV. Valores médios de porcentagem de inibição e 
erro padrão. (*) representa diferença estatística em Teste T pareado (P<0.05).

Subtipo KV1.1 KV1.3 KV1.4 Shaker IR

%Inibição 58.16±5.85* 32.36±12.95* 33.14±2.28* 64.29±9.31*

n 3 3 3 3

Tabela 8 – Parâmetros da probabilidade de abertura ativação dos canais KV Ocyc9 500 µM. Valores médios e 
erro padrão. (*) representa diferença estatística em teste T pareado (P<0.05)

 Po V1/2 (mV) k n
KV1.1 -34.60±3.05 9.16±1.45 3

Ocyc9 500 µM 
-18.25±6.41 20.26±1.8

5

Δ 
16.35±3.51* 11.10±3.2

9*  

KV1.3 -48.54±1.72
11.11±0.3

6 3

Ocyc9 500 µM -29.95±7.07
12.46±0.3

9

Δ 18.58±6.58 1.35±0.75  

KV1.4 -35.16±3.50
17.56±1.3

8 3

Ocyc9 500 µM -38.98±5.87
17.12±0.7

3

Δ -3.82±5.17
-

0.26±0.99  

Shaker IR -11.57±0.15
14.30±0.2

2 3

Ocyc9 500 µM 1.28±3.07
14.42±0.2

0

Δ 
12.86±2.92

*
0.11±0.15

A toxina Omtx2, a 500 µM, provocou inibição da amplitude de correntes nos canais 

KV1.1, KV1.3, KV1.4 e Shaker IR, sendo que o canal mais afetado foi o KV1.4. Neste, foram 

realizados experimentos a 250 µM da toxina para avaliação dos demais parâmetros (Figura 

33) (Tabela 9). Foram obtidas as inibições de amplitude de correntes de 51,95±14,18% em 

KV1.1, 63,77±3,82% em KV1.3, 89,31±4,73% em KV1.4 e 74,34±13,46% em Shaker IR (Tabela 

9). 
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Nos canais KV1.1, KV1.3 e Shaker IR, a inibição de corrente foi observada com o atraso 

na cinética de ativação e deslocamento na probabilidade de abertura para potenciais mais 

despolarizados,  com  deslocamentos  da  probabilidade  de  abertura  para  potenciais  mais 

despolarizados,  com  variação  de  10.1±1.47  mV  em  KV1.1,  45.61±9.50  mV  em  KV1.3  e 

19.80±2.31 mV em Shaker IR (Figura 33, Tabela 10). Na concentração de 250 µM, a toxina 

Omtx2  provocou  uma  inibição  de  corrente  em  KV1.4  de  89,31±4,73% com  ausência  de 

modulação na probabilidade de abertura (Tabelas 9 e 10).
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Figura 33 - Modulação de correntes de canais da família KV1.x de mamíferos e Shaker IR de insetos por Omtx2 
500 µM. (A, B) Traços do registro KV1.1 e relação I/V. (C, D) Traços do registro KV1.3 e relação I/V. (E, F, G) 
Traços do registro KV1.4 e relação I/V. (H, I)  Traços do registro Shaker IR e relação I/V. Registros com a 
técnica Two electrode voltage clamp em ovócitos.

Tabela 9 - Parâmetros de inibição Omtx2 500 µM em canais KV. Valores médios de porcentagem de inibição e 
erro padrão. (*) representa diferença estatística em teste T pareado (P<0.05)
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Subtipo KV1.1 KV1.3 KV1.4 Shaker IR

%Inibição 51.95±14.18* 63.77±3.82* 89.31±4.73* 74.34±13.46*

n 3 6 3 3

Tabela 10 – Parâmetros da probabilidade de abertura ativação dos canais KV Omtx2 500 µM. Valores médios e 
erro padrão. (*) representa diferença estatística em teste T pareado (P<0.05)

 Po V1/2 (mV) k n
KV1.1 -13.22±3.26 12.29±1.04 4

Omtx2 500 µM -3.11±4.61 14.41±0.51

Δ 10.1±1.47* 2.11±0.88*  
KV1.3 -49.26±1.18 11.32±0.16 5

Omtx2 500 µM -3.65±9.84 13.42±1.37

Δ 45.61±9.50* 2.10±1.23  
KV1.4 -35.57±4.85 17.56±1.38 3

Omtx2 250 µM -30.23±9.90 17.12±0.73

Δ 2.34±5.48 -0.26±0.99  
Shaker IR -8.76±1.36 14.63±0.16 4

Omtx2 500 µM 11.04±1.17 11.64±1.01

Δ 19.80±2.31* -2.99±1.10*

1.5.11 - Eletrofisiologia em canais NaV

A avaliação eletrofisiológica das toxinas Ocyc9 e Omtx2 nos canais NaV1.3, NaV1.5, 

NaV1.7 e NaV1.8 nas concentrações de 1 µM e 10 µM para Nav1.8 demonstraram ausência 

de  interação  neste  grupo  de  canais  com  essas  toxinas,  com  ausência  de  inibição  ou 

modulação nas probabilidades de abertura da ativação e inativação (Figuras 34-35, Tabelas 

11-12).
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Figura  34 - Avaliação da atividade da Ocyc9 1 µM em isoformas de NaV. (A, B) Traços do registro NaV1.3 e 
probabilidades de aberturas Po e SSI. (C, D) Traços do registro NaV1.5 e probabilidades de aberturas Po e 
SSI. (E, F) Traços do registro NaV1.7 e probabilidades de aberturas Po e SSI. (G, H) Traços do registro NaV1.8 
e probabilidades de aberturas Po e SSI. Traços na cor preta representam a condição controle. Traço na cor 
azul  condição  na  presença  da  toxina  a  1  µM  (10  µM  para  NaV1.8).  Círculos  abertos  representam  a 
probabilidade de abertura na inativação e quadrados abertos representam a probabilidade de abertura na 
inativação. Nav1.3, Nav1.5 e Nav1.6 registrado com a técnica de patch clamp Whole cell em células HEK e 
CHO.  Nav1.8 registrado com a técnica Two electrode voltage clamp em ovócitos.
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Tabela 11 - Parâmetros das probabilidades de abertura e inibição dos canais NaV – Ocyc9 1 µM. Valores médios 
e erro padrão. (*) representa diferença estatística em teste T pareado (p<0.05).

 Po V1/2 (mV) k n  SSI V1/2 (mV) kh n Inibição (%) n
NaV1.3 -19.27±1.91 7.40±0.45

5
-60.01±1.34 9.54±0.17

5 -5.82±3.51 5NaV1.3 + Ocyc9 -22.48±1.27 7.44±0.16 -61.94±1.16 9.59±0.10
Δ -3.20±1.84 0.04±0.45 -0.62±0.92 -0.01±0.19

NaV1.5 -19.58±1.67 7.13±0.50
4

-61.02±1.15 9.59±0.20
4 0.74±2.10 10NaV 1.5 + Ocyc9 -20.87±1.29 7.76±0.22 -61.47±0.95 9.60±0.10

Δ -1.29±2.93 0.62±0.70 -0.44±1.05 -0.01±0.19
NaV1.7 -10.36±1.17 7.01±0.21

5
-43.19±2.59 7.80±0.14

5 1.63±2.26 5NaV1.7 + Ocyc9 -12.09±1.24 7.16±0.31 -44.70±2.60 7.65±0.33
Δ -1.72±0.31 0.14±0.13 -1.50±0.35 -0.15±0.30

NaV1.8 -12.13±0.72 4.17±0.14
4

-52.41±2.41 9.12±0.70
4 2.06±2.85 4NaV1.8 + Ocyc9 -10.22±0.57 4.40±0.29 -54.05±2.07 9.12±0.70

Δ -1.91±1.28 0.23±0.23 -1.64±0.76 0.30±0.30
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Figura  35 - Avaliação da atividade da Omtx2 1 µM em isoformas de NaV. (A, B) Traços do registro NaV1.3 e 
probabilidades de aberturas Po e SSI. (C, D) Traços do registro NaV1.5 e probabilidades de aberturas Po e 
SSI. (E, F) Traços do registro NaV1.7 e probabilidades de aberturas Po e SSI. (G, H) Traços do registro NaV1.8 
e probabilidades de aberturas Po e SSI a 10 µM. Traços do registro NaV1.8 e probabilidades de aberturas Po 
e SSI. Traços na cor preta representam a condição controle. Traço na cor azul condição na presença da 
toxina a 1 µM (10 µM para NaV1.8). Círculos abertos representam a probabilidade de abertura na inativação 
e quadrados abertos representam a probabilidade de abertura na inativação. Nav1.3,  Nav1.5 e Nav1.6 
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registrado com a técnica de patch clamp Whole cell em células HEK e CHO.  Nav1.8 registrado com a técnica 
Two electrode voltage clamp em ovócitos.

Tabela  12 -  Parâmetros das probabilidades de abertura e inibição dos canais NaV – Omtx2 1  µM.  Valores 
médios e erro padrão. (*) representa diferença estatística em teste T pareado (P<0.05)

Po V1/2 (mV) k n SSI V1/2 (mV) kh n Inibição (%) n
NaV1.3 -30.86±1.22 3.68±0.13

3
-65.52±2.02 8.26±0.19

4 -5.82±3.51 4NaV1.3 + Omtx2 -32.45±1.46 3.41±0.08 -66.08±2.19 8.21±0.27
Δ -1.58±0.38 -0.26±0.04 -0.55±0.17 -0.04±0.07

NaV1.5 -31.81±1.15 3.57±0.14
3

-54.77±1.23 7.19±0.24
4 0.74±2.10 10NaV1.5 + Omtx2 -33.30±1.88 3.35±0.25 -57.05±1.90 7.35±0.20

Δ -1.49±0.93 -0.22±0.12 -2.27±0.92 0.16±0.05
NaV1.7 -11.31±1.32 7.57±0.10

3
-43.47±1.32 10.47±0.15

4 1.63±2.26 5NaV1.7 + Omtx2 -15.46±0.13 7.56±0.18 -47.40±0.48 10.61±0.38
Δ -4.15±1.38 -0.01±0.16 -3.93±1.49 0.13±0.22

NaV1.8 -6.38±1.83 4.75±0.25
3

-53.04±2.95 8.51±0.23
3 2.06±2.85 4NaV1.8 + Omtx2 -1.24±1.14 5.26±0.08 -52.25±1.73 8.40±1.73

Δ 5.14±1.92 0.51±0.37 0.79±1.51 -0.11±0.15
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1.6 – Discussão

 As  κ-KTx  são  toxinas  estruturadas  no  padrão  de  duas  alfas  hélices  paralelas 

estabilizadas com duas cistinas (Csα/α), padrão que é único dessa família de toxinas. As κ-

KTx são caracterizadas como bloqueadores de canais de potássio de baixa afinidade quando 

comparadas às toxinas que apresentam atividade na escala de nanomolar (Vandendriessche 

et al., 2012).

A  κ-KTx  Omtx2  (κ-Ktx  2.2),  descrita  inicialmente  por  Chagot  et  al.,  2005  com  o 

enovelamento não convencional Csα/α, teve a  de bloqueio dos canais KV1.1, KV1.2 e KV1.3 

caracterizada na concentração de 500 µM e a propriedade de alterar a secreção de insulina  

dependente de glicose (Chagot et al., 2005). As toxinas Omtx2 e Ocyc9 (κ-KTx 2.6), ambas da 

família 2 das κ-KTx não apresentaram atividades nos canais KV2.1, BK (KCa1.1), KATP (KIR6.2 / 

SUR 1),  CaV1.2,  CaV1.3s,  associados  a  secreção de insulina  na  primeira  fase  secreção de 

insulina,  contudo  resultados  preliminares  demonstraram  atividade  no  canal  CaV2.3e  nas 

concentrações de 100 e 300 nM (Sarmiento, 2019).

O canal CaV2.3 está associado com a segunda fase de secreção de insulina (Jing et al., 

2005),  que  se  inicia  aproximadamente  10-15  min  após  a  fase  inicial,  responsável  pela 

manutenção da secreção com o recrutamento de grânulos contendo insulina que estão em 

regiões distantes da maquinaria de secreção (Yang and Berggren, 2005). Além do potencial 

modulador da secreção de insulina, o canal CaV2.3 é considerado um alvo molecular para o 

tratamento da doença de Parkinson, devido à sua expressão em neurônios dopaminérgicos e 

sua  contribuição  com  do  aumento  da  concentração  citosólica  de  Ca2+ para  o  estresse 

mitocondrial (Benkert et al., 2019). 

O potencial farmacológico que as κ-KTx2 Omtx2 e Ocyc9 apresentam com a atividade 

preliminar  em  CaV2.3e  motivou  inicialmente  esse  trabalho.  Novos  experimentos  com  a 

expressão de Cav2.3e em células HEK293T e registro com a metodologia de  Patch Clamp 

Whole Cell demonstraram ausência de efeito das toxinas sintéticas nas concentrações de 

300 nM e 3 µM (Figura 28). Devido à possibilidade de as toxinas sintéticas apresentarem o 

enovelamento incorreto com padrão de pareamento das cisteínas foi realizado experimento 

com uma amostra de Ocyc9 nativa purificada da peçonha de  Opisthacanthus cayaporum, 
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porém essa hipótese foi descartada quando observada, novamente, a ausência de atividade 

na concentração de 300 nM com a toxina nativa (Figura 28E).

A  ausência  de  efeito  em  CaV2.3  mantém  a  modulação  da  secreção  de  insulina 

reportada por Chagot et al. (2005) sem explicação em nível molecular. Devido a isso um 

screening ampliando a investigação em canais iônicos associados à secreção de insulina e 

demais canais  iônicos para caracterização dos potenciais  alvos moleculares das κ-KTx foi 

realizado. Desta forma, 15 isoformas de canais de potássio dependentes de voltagem, duas 

isoformas do receptor nicotínico de acetilcolina (nAchR), quatro isoformas canais de sódio 

dependentes  de  voltagem  (NaV),  o  canal  epitelial  de  sódio  (ENaC),  o  canal  de  cloreto 

dependente  de  cloreto  (GluCl)  de  invertebrados  e  duas  isoformas  de  canais  TRP  foram 

testados neste trabalho.

As toxinas Omtx2 e Ocyc9 na concentração de 10 µM não apresentaram atividade de 

bloquear as correntes nas 15 isoformas de canais KV testadas (Figura 23). Entre as toxinas já 

descritas  que  apresentam  identidade  às  κ-KTxs  Omtx2  e  Ocyc9,  cuja  caracterização  em 

canais KV foi realizada, estão as toxinas Ocyc8 (Camargos et al., 2011), Hefutoxin 1, Hefutoxin 

2, Hefutoxin 3 (Srinivasan et al., 2002; Peigneur et al., 2013; Moreels et al., 2017),HeTx 203, 

HeTx204 (Chen et al., 2012), HelaTx1 (Vandendriessche et al., 2012; Peigneur et al., 2016) e 

Pi6 (Olamendi-Portugal et al., 2017).

A toxina Ocyc8 (κ-KTx2.5) do escorpião Opisthacanthus cayaporum, com identidade 

de 47,83% com Ocyc9 e 59,26% com Omtx2, foi avaliada frente aos canais Kv1.1 e Kv1.4 e 

resultou nas EC50 de 217±46 µM e 71±8,9 µM, respectivamente (Camargos et al., 2011). 

A  κ-KTx  Hefutoxin  1  (κ-KTx1.1),  isolada  do  escorpião  Heterometrus  fulvipes,  com 

identidade de 18,18% com Ocyc9 e 28,57% com Omtx2, foi inicialmente testada nos canais  

KV1.1, KV1.2 e KV1.3 a 100 µM e apresentou capacidade de inibir, aproximadamente, 2% das 

correntes de KV1.1, 17% as correntes de KV1.2 e 49% as correntes de KV1.3  (Srinivasan et al., 

2002). Foi demonstrada a capacidade de atrasar as correntes na cinética de ativação com 

atividade dependente de concentração, mas não houve alteração no V1/2 da probabilidade 

de abertura da ativação (Srinivasan et al., 2002). 
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Posteriormente, a toxina Hefutoxin 1 foi avaliada a 40 µM nos canais KV1.1, KV1.2, 

KV1.3,  KV1.4,  KV1.5.  KV1.6,  Shaker  IR,  KV2.1,  KV3.1,  KV4.2  e  KV11.1,  sendo  que  apenas 

apresentou inibição de corrente em KV1.2(8,4%), KV1.3 (54,2%) e KV1.6 (16,6% )(Peigneur et 

al.,  2013).  Em um estudo posterior,  a toxina κ-KTx Hefutoxin 1 foi  avaliada em KV10.1 e 

apresentou atividade de inibir  corrente com IC50 de 26 µM (Moreels et al.,  2017).  Nesse 

estudo, foram também testadas as toxinas κ-KTx Hefutoxin 2 e κ-KTx Hefutoxin 3 do mesmo 

escorpião, todavia apresentaram menores taxas de inibição e o valor de IC50 não foi calculado 

(Moreels et al., 2017).

HeTx203 (κ-KTx2.6) e HeTx204 (κ-KTx2.7), do escorpião Heterometrus petersii, foram 

avaliadas frente aos canais KV1.3 e  KV7.1 (KCNQ1)  (Chen et al.,  2012). A toxina HeTx204 

inibiu 35,1% das correntes de KV1.3 na concentração de 1 µM, enquanto a toxina HeTx203 

não  apresentou  atividade  neste  canal.  O  canal  KV7.1  foi  inibido  em  44,9%  e  17,8%  na 

concentração de 10 µM pelas toxinas HeTx204 e HeTx203, respectivamente  (Chen et al., 

2012). A toxina HeTx204 também foi testada em TRPV1, BKCa e SKCa na concentração de 1 

µM e demonstrou ausência de atividade (Chen et al., 2012).

HelaTx1 (κ-KTx 5.1), isolada do escorpião  Heterometrus laoticus é denominada em 

alguns trabalhos como Hl15-1-1, apresenta identidade de 23,81% com Ocyc9 e 30,77% com 

Omtx2, foi testada na concentração de 30 µM nos canais KV1.1, KV1.2, KV1.3, KV1.4, KV1.5, 

KV1.6, KV1.8, sendo que os canais mais sensíveis foram KV1.1 e KV1.6, com EC50 de 9,9±1,6 μM 

e 1,75±0,53 μM, respectivamente  (Vandendriessche et al., 2012). Experimentos utilizando 

análogos  sintéticos  de  HeTx1  demonstraram que  a  remoção  de  seis  resíduos  de  amino 

ácidos  na  região  C-terminal  mantiveram  a  atividade  nos  canais  KV1.1  com  redução  de 

aproximadamente três vezes na potência, todavia apenas a deleção de uma  única serina N-

terminal  foi  capaz de reduzir  a  atividade,  indicando ser  um resíduo fundamental  para a 

interação com o receptor (Peigneur et al., 2016). Ensaios competitivos com o receptor nAchR 

α7 resultaram no IC50 de 1,4 µM, indicando maior afinidade a este receptor que para os 

canais de potássio testados (Kasheverov et al., 2019). 

A toxina Pi6 (κ-KTx2.9) de Pandinus imperator, apresenta identidade de 34,78% com 

Ocyc9 e 51,85% com Omtx2, foi testada a 100 nM nos canais Shaker B, Shab, K V1.1, KV1.2, 
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KV1.3 e KV1.4, inibindo KV1.2 em, aproximadamente, 30% e KV1.3 em, aproximadamente, 25% 

(Olamendi-Portugal et al., 2017).

As  κ-KTx  são  consideradas  bloqueadores  fracos  dos  canais  KV,  necessitando  de 

concentrações elevadas (10-500 µM) para desempenhar inibição de corrente (Chagot et al., 

2005;  Camargos  et  al.,  2011;  Peigneur  et  al.,  2013).  A  toxina  Omtx2  foi  anteriormente 

caracterizada na concentração de 500 uM frente aos canais KV1.1 KV1.2 e KV1.3, com inibição 

de  8%,  10%  e  36%,  respectivamente  (Chagot  et  al.,  2005).  No  presente  trabalho, 

experimentos com as toxinas Ocyc9 e Omtx2 a 500 µM foram realizados nos canais KV1.1, 

KV1.3, KV1.4 e Shaker IR após o esgotamento de possíveis alvos moleculares disponíveis para 

screening (Figuras 32 e 33).

A toxina Ocyc9 inibiu os canais KV1.1, KV1.3, KV1.4 e Shaker IR em, aproximadamente, 

60%, 30%, 35% e 65%, respectivamente (Tabela 7). A inibição das correntes foi observada 

concomitante com  a  modulação  nas  cinéticas  de  ativação  nos  traços  de  corrente  e 

deslocamento da probabilidade de abertura para voltagem maiores,  valores  de ΔV1/2 de 

cerca de 16 mV em KV1.1 e 12 mV em Shaker IR (Tabela 7 e 8). 

Em novos experimentos, a toxina Omtx2 a 500 µM inibiu os canais KV1.1, KV1.3, KV1.4 

e Shaker IR, com valores aproximados de 50%, 65%, 90% e 75%, respectivamente, e, assim 

como observado para a toxina Ocyc9, a inibição de corrente ocorreu associada à modulação 

nas cinéticas e ao deslocamento da probabilidade de abertura, com valores de cerca de 10 

mV, 45 mV e 19 mV, para os canais KV1.1, KV1.3 e Shaker IR (Tabela 9 e 10), respectivamente. 

O canal KV1.4 foi o único com ambas as toxinas que apresentou inibição de corrente com 

ausência de modulação nas cinéticas e probabilidades de abertura. 

As toxinas KTx escorpiônicas são denominadas bloqueadoras de canais de potássio 

por interagirem diretamente com o domínio do filtro de seletividade e cessando o fluxo 

iônico (Kuzmenkov et al., 2015). A interação com o filtro de seletividade é propiciada para a 

maioria das toxinas pela presença de uma dupla de aminoácidos separados por 6-7 Å, sendo 

essa dupla denominada de díade funcional (Dauplais et al., 1997). A díade é formada de uma 

lisina e um segundo resíduo podendo ser tirosina, fenilalanina ou leucina, onde a lisina é 

responsável por acessar o interior do poro iônico, enquanto o resíduo aromático ou alifático 
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interage com resíduos presentes na região exterior ao poro (Dauplais et al., 1997; Gasparini 

et al., 1998; Kuzmenkov et al., 2015). 

A toxina denominada Ocyc9MOD, que apresenta a substituições Val5Tyr e Gly23Lys 

para a formação da díade funcional, demonstrou a capacidade de desempenhar o mesmo 

efeito que a toxina Ocyc9 em metade da concentração (250 µM), indicando que a díade 

funcional não é necessária para a interação com o poro mas afeta diretamente a potência 

(Sarmiento, 2019).

A toxina κ-hefutoxin 1 apresenta a díade funcional com Tyr5 e Lys19 e apresenta a  

característica  de  atrasar  a  cinética  de  ativação,  mas  com  ausência  de  modulação  na 

probabilidade de abertura (Srinivasan et al., 2002). Em estudo computacional estrutural, foi 

indicado que a mudança dos resíduos da díade funcional na κ-hefutoxin1 afeta a interação,  

entretanto foi observado que a interação não estava localizada na Lys19 e sim na Tyr5, que 

está mais associada a interagir com a região externa ao poro iônico (Chagot et al., 2005). 

Os resultados obtidos no presente trabalho com Ocyc9 e Omtx2 a 500 µM indicam 

que inibição da corrente ocorre devido à modulação de gating, por atrasarem a cinética de 

ativação dos canais testados e deslocar a probabilidade de abertura para potenciais mais 

positivos. Possivelmente, estas toxinas interagem com baixa afinidade no poro iônico e com 

maior  afinidade com a região exterior  ao poro,  assim como proposto para κ-hefutoxin1 

(Chagot et al., 2005). A ausência de modulação dos canais KV1.4 poderia ser explicada por 

uma maior afinidade ao poro iônico em comparação à região externa do poro e atuando 

apenas como bloqueador. 

A modulação da secreção de insulina dependente de glicose proposta para a toxina 

Omtx2 não pode ser explicada por modulação nos canais KV em concentrações até 10 µM, 

todavia caso utilizadas concentrações superiores poderia  a  inibição de corrente seguir  o 

mecanismo proposto no parágrafo anterior. 

Componentes da peçonha de animais com capacidade de alterar o metabolismo de 

glicose são descritas na literatura (Sarmiento et al., 2019). A modulação em canais de sódio 

dependentes de voltagem é um dos mecanismos possíveis, entretanto as toxinas Ocyc9 e 
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Omtx2 a 10 µM demonstraram ausência de interação com canais NaV1.3, NaV1.5, NaV1.7 e 

NaV1.8 (Figuras 34 e 35). 

A alfa toxina TsTx-V, atualmente conhecida como Ts3, de Tityus serrulatus, foi capaz 

de despolarizar a membrana de células beta pancreáticas, além de diminuir a resistência de 

membrana e aumentar a secreção de insulina  (Gonçalves et al., 2003). Os canais NaV1.6 e 

NaV1.7 estão presentes nas células beta pancreáticas, porém calcula-se que esses canais não 

possuem grande participação na secreção de insulina, uma vez que a voltagem de repouso 

que a membrana se estabiliza afetaria a disponibilidade de canais não inativados (Gil-Rivera 

et al., 2021). Entretanto, a ação da alfa toxina Ts3 é capaz de aumentar a disponibilidade e 

permitir que atuem na despolarização (Tibery, 2024).  

A toxina SpTx1, um peptídeo de 54 aminoácidos e presente na peçonha da lacraia 

Scolopendra polymorpha, possui uma alta afinidade ao canal KATP, com um KD de 15 nM para 

o  canal  de  humanos  e  670  nM  paro  o  canal  de  murino  (Ramu  et  al.,  2018,  2022). 

Experimentos  de  current  clamp com  células  β  pancreáticas  isoladas  de  camundongos 

transgênicos  mKir6.2-V108E,  uma  mutação  pontual  para  resíduo  que  difere  do  canal 

humano, demonstraram que a toxina SpTx1 a 200 nM foi capaz de provocar a despolarização 

da membrana devido ao bloqueio do canal KATP (Ramu et al., 2022). A toxina associada ao 

alto nível de glicose no sangue (16,7 mM) potencializou a secreção de insulina, além de 

demostrar que em camundongos diabéticos Rosa26mKir6.2NDM-V108E causa aumento da secreção 

de insulina e diminuição dos níveis  de glicose,  confirmando o potencial  farmacêutico de 

bloqueadores de canais KATP (Ramu et al., 2022). As toxinas Ocyc9 e Omtx2 não apresentaram 

afinidade pelo canal KATP e não foi detectada modulação de atividade (Sarmiento, 2019). 

As  ilhotas  pancreáticas  apresentam  inervações  parassimpáticas  que  liberam 

acetilcolina, modulando a secreção de insulina (Ahrén, 2000). Nas células β pancreáticas são 

encontrados receptores muscarínicos e nicotínicos de acetilcolina, entre os nicotínicos são 

descritas subunidades principais α3, α4, α5, α7 e as auxiliares β2 e β4  (Yoshikawa et al., 

2005). A ausência do receptor de nicotínico de acetilcolina α7 em camundongos knock-out 

α7−/− parece ser um fator para indução de estados pré-diabéticos, com resistência à insulina e 

o aumento de massa corpórea (Gausserès et al., 2020). Os receptores nicotínicos α7 e α3β4 
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não foram modulados pelas toxinas Ocyc9 e Omtx2 na concentração de 10 µM (Figura 24 e 

25).

O bloqueio  dos  canais  KATP provoca aumento na  resistência  de  membrana (Input  

resistance),  isso  significa  que pequenas  correntes  transientes  podem ter  efeitos  sobre  a 

voltagem de membrana, dentre essas correntes um dos possíveis agentes no modulares são 

os  canais  TRP  (Colsoul  et  al.,  2012).  Os  canais  TRP  são  canais  catiônicos  capazes  de 

despolarizar  membranas  frente  a  estímulos  de  ligantes,  voltagem,  temperatura  ou 

mecânico, por esse motivo são considerados um dos grandes sensores fisiológicos (Gees et 

al., 2012). Nas células pancreáticas de camundongos e ratos, são descritos os TRP vanilóide 

V1,  TRPV2 e  V4,  os  canônicos  C1,  C2,  C3,  C4,  C6,  os  melastina M2,  M3,  M4 e  M5 e  o 

anquirina A1  (Islam, 2011; Cao et al., 2012). As toxinas Ocyc9 e Omtx2 não apresentaram 

atividade na concentração de 10 µM nos canais TRPV1 e TRPA1 (Figura 30 e 31).

Um dos fármacos que trouxeram muitas notícias nos últimos anos relacionado ao 

emagrecimento  foram os  agonistas  do  receptor  de  GLP-1  (Peptídeo similar  a  glucacon), 

como por exemplo o exanatida (Byetta) e a semaglutida (Ozempic), que induzem a secreção 

de insulina e suprimem a secreção de glucagon, prescritos para pacientes com diabetes do 

tipo dois (Yang and Yang, 2024). Além dos efeitos diretos sobre o metabolismo de glicose é 

reportado que ativação de receptor GLP-1 aumenta a frequência de disparos de neurônios 

dopaminérgicos em modelos parkinsonianos  (Liu et al., 2024), além do efeito inibitório da 

exanatida nos canais KV1.5 e NaV1.5, efeito associado ao potencial uso cardioprotetor em 

fibrilação atrial (Zhou et al., 2024).

1.7 - Conclusão 

Com os resultados obtidos nesta tese e em trabalhos prévios compreende-se que as 

toxinas Ocyc9 e Omtx2 em concentrações até 10 µM não modulam a secreção de insulina 

por meio da interação com canais iônicos. Sarmiento (2019) demonstrou ausência de efeitos 

nos canais KV1.3,  KV2.1, BK (KCa1.1), KATP (KIR6.2 / SUR 1), CaV1.2, CaV1.3s. No presente 

trabalho,  também mostramos a  ausência  de efeito  nos  canais  KV1.1,  KV1.3,  KV1.4,  KV1.5, 

KV1.6, KV4.2, KV4.3, KV7.1, KV7.2, KV.7.5, KV7.5, KV10.1, KV11.1, TRPA1, TRPC1, nAchr α7 e α3β4, 
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ENaC,  NaV1.3,  NaV1.5,  NaV1.7  e  NaV1.8.  Acreditamos  que  os  resultados  reportados 

mostrando a modulação da secreção de insulina em ilhotas do pâncreas de camundongos só 

poderiam ser explicados pelas κ-KTx Ocyc9 e Omtx2 quando em concentrações próximas a 

500 µM.

As  κ-KTx  foram consideradas  em diversos  trabalhos  como bloqueadores  de  poro 

iônicos com capacidade de alterar mecanismos de gating devido ao atraso nas cinéticas de 

ativação, entretanto até o presente momento não havia sido demostrada seus efeitos em 

alterar a dependência de voltagem. No presente trabalho, as toxinas Ocyc9 e Omtx2 foram 

avaliadas na concentração de 500 µM e foi descrita a inibição de corrente associada com o 

deslocamento da probabilidade de abertura, indicando um mecanismo de gating.

Possivelmente, as  κ-KTx interagem com o domínio do poro iônico, entretanto com 

maior afinidade ao vestíbulo externo do poro iônico como os epítopos das alfas hélices S5 e 

S6,  assim como sugerido por Chagot et  al.  (2005).  O deslocamento da probabilidade de 

abertura  para  potenciais  mais  positivos  indica  que  o  canal  iônico  necessita  de  maiores 

variações  de  voltagem  para  a  abertura,  logo,  sugerindo  que  as  κ-KTx  moduladoras 

estabilizam  os  canais  iônicos  em  conformação  fechada,  dificultando  a  transição  para  o 

estado aberto.

1.8 – Perspectivas futuras Capítulo 1

- Caracterização da interface de interação de κ-KTx e canais de potássio dependentes 

de voltagem.

- Registro do padrão de despolarizações na configuração current clamp do potencial 

de membrana de células beta pancreáticas na presença de κ-KTx.
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Capítulo 2 – Anestésicos e canais iônicos, seletividade dentro da 

inespecificidade

2.1 - Introdução capítulo 2

Anestesia geral

A  prática  empírica  da  anestesia  data  antes  de  1846,  mas  foi  nesse  ano  que  foi 

realizada a primeira cirurgia oficial com anestesia geral, realizada por Willian Morton com a 

utilização  de  éter  sulfúrico  puro  (Robinson  and  Toledo,  2012).  Anteriormente  outras 

metodologias eram utilizadas para “enganar” a dor, como, por exemplo, hipnoses  (Facco, 

2016), ingestão de álcool, extratos de plantas sedativas (Safford, 1915) e acupuntura (Jin et 

al., 2017). Apesar de ser considerada uma das maiores revoluções da medicina moderna, o 

mecanismo de ação da anestesia geral continua sem explicação (Pardo, 2018).

Anestesia geral  é uma condição neurofisiológica induzida farmacologicamente em 

que é alcançada a inconsciência, amnésia, analgesia e a imobilidade do paciente (Ishizawa, 

2007). Cada uma das condições clínicas ocorre com aumento progressivo da concentração 

dos anestésicos, sendo a primeira observada a  perda da memória, seguido da  perda da 

consciência, analgesia e por último a imobilização – dependendo do agente anestésico os 

graus ocorrem sobrepostos (Antognini and Carstens, 2002).

Compostos  anestésicos  não  atuam apenas  em vertebrados,  como observado  por 

Claude Bernard (1813-1878),  com seu paradigma que propôs que a vida é definida pela  

sensibilidade  à  anestesia  e  que  apenas  organismos  vivos  poderiam  ser  anestesiados 

(Perouansky,  2012).  Desde  organismos  unicelulares  são  observadas  a  imobilização  e  a 

insensibilidade a  estímulos  químicos,  efeitos  potencialmente associados à  modulação de 

canais iônicos (Kelz and Mashour, 2019). 

Plantas apresentam sensibilidade a anestésicos e perdem a capacidade de responder 

a estímulos, como, por exemplo, na planta carnívora Mimosa pudica, que deixa de detectar a 

presença de moscas em sua armadilha (Grémiaux et al., 2014; Yokawa et al., 2019). 
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Existem diferentes tipos de anestesia utilizadas na clínica,  a anestesia geral  como 

comentado  anteriormente;  a  local  que  consiste  na  aplicação  de  agentes  no  local  do 

procedimento (Pardo, 2018, chap. 10), com mecanismo de ação definido pelo bloqueio dos 

poros iônicos dos canais  de sódio dependentes de voltagem  (Hille,  1977),  provocando a 

anestesia. A terceira anestesia é a regional ou bloqueio regional, na qual um anestésico local 

é  aplicado  em  regiões  próximas  a  nervos  e  promove  a  anestesia  em  toda  a  região 

descendente, como a anestesia epidural e o bloqueio de nervos periféricos (Pincus, 2019).

Estudos  epidemiológico  indicaram uma taxa  de  mortalidade  associada  ao  uso  da 

anestesia geral entre 1-4 óbitos a cada 10.000 procedimentos entre 1940 e 1990  (Nocite, 

1991).  O  aprimoramento  das  metodologias  de  utilização  dos  anestésicos  gerais  e  a 

descoberta de novos agentes promoveram a redução dessa taxa,  com 0.4 óbitos a cada 

100.000 procedimentos (Gottschalk et al., 2011). 

Mesmo com todo  o  sucesso  na  utilização  de  anestésicos  gerais  efeitos  adversos 

ocorrem, em sua maioria cardiovasculares e respiratórios, durante o procedimento e pós 

operatórios  como  náuseas,  vômitos,  taquicardia,  choros,  espasmos,  hiperreflexia, 

hipertermia maligna e raramente neurotoxicidade  (Pardo, 2018, chap. 12). Os anestésicos 

gerais estão entre os fármacos mais perigosos para uso, com índices terapêuticos (LD50/ED50) 

entre 2 e 4  (Brunton and Knollmann, 2023, chap. 24), indicando que pequenas diferenças na 

concentração durante os procedimentos podem levar a efeitos adversos.

Foi  relatada  pelo  FDA,  em  2016,  a  possibilidade  da  associação  entre  exposições 

repetidas  ou  prolongada a  anestesia  no  final  da  gravidez  ou  antes  do  três  anos  com o 

desenvolvimento  neuronal  de  crianças  (Davidson  and  Sun,  2018).  Os  fatores  não  são 

totalmente esclarecidos, mas existem indicações para neuro-inflamação, estresse oxidativo, 

alteração  na  plasticidade  sináptica  por  redução  da  proteína  estrutural  do  cluster de 

receptores PSD-95 “postsynaptic density protein 95” e o efeito excitatório de GABAA durante 

o desenvolvimento neuronal (Niu et al., 2022). 

Mecanismo moleculares propostos para a interação de anestésicos gerais

Meyer  e  Overton  propuseram  que  a  potência  dos  anestésicos  inaláveis  estava 

correlacionada  com  a  lipofilicidade  (Missner  and  Pohl,  2009),  ou  seja,  quando  maior  o 
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coeficiente de partição óleo:água,  maior o potencial  narcótico (Figura 36),  indicando um 

efeito direto nas membranas fosfolipídicas.  Os estudos de Claude Bernard sobre a indicação 

de um mecanismo único para funcionamento dos anestésicos gerais (Perouansky, 2012) e a 

descoberta  da  correlação  da  potência  do  anestésico  e  o  particionamento  em  solventes 

lipídicos (Missner and Pohl, 2009) guiaram por muitos anos a conclusão que os anestésicos 

gerais interagiam com as membranas de neurônios.

Figura 36 - Correlação de Meyer-Overton para anestésicos inaláveis. Figura adaptada (Campagna and Forman, 
2003)

O  estudo  de  Nicholas  Franks  e  Willian  Lieb,  em  1984,  com  a  demonstração  da 

inibição por anestésicos da fluorescência da proteína fluorescente luciferase em solução 

aquosa  (Franks  and  Lieb,  1984) mudou  a  percepção  dos  possíveis  mecanismo  de  ação, 

mudando o foco para possíveis receptores proteicos. 

Um fator  que  confronta  a  teoria  de  Meyer-Overton  é  a  incapacidade  anestésica 

álcoois de cadeia longas, com a adição de grupos metilenos ocorria a perda da atividade 

anestésica, mesmo se tornando mais lipossolúveis (Raines et al., 1993).

Outro  fator  que  rebate  a  teoria  de  Meyer-Overton  é  a  existência  de 

estereoseletividade  dos  anestésicos,  ou  seja,  um  dos  enantiômeros  apresenta  maior 

potência,  demonstrando que moléculas  com o mesmo coeficiente de partição óleo:água 

agem  de  forma  diferente  (Weiskopf  et  al.,  2002).  Um  exemplo  é  a  modulação  em 

magnitudes diferentes dos canais Kv por S(+) Isoflurano e R(-) Isoflurano (Franks and Lieb, 

1994). No uso clínico, são utilizadas misturas racêmicas (Pardo, 2018). 
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A  teoria  sobre  o  efeito  em  membranas  não  foi  totalmente  descartada.  Foi 

demostrada a perturbação por anestésicos locais e gerais de barcas lipídicas -  Lipid Rafts 

(Krogman et al., 2024), que são domínios lipídicos de 10-200 nm ordenados nas membranas 

celulares ricas colesteróis e esfingolipídios (Pike, 2006).

Receptores de membrana envolvidos com anestesia geral

GABAA 

O receptor do ácido γ-aminobutírico (GABA) do tipo A, denominado GABAA,  é um 

canal dependente de ligante da família Cys-loop com seletividade para o íon cloreto e sua 

abertura  é  associada  com  a  hiperpolarização  da  membrana  celular  e  sinapses  rápidas 

inibitórias  (Kim  and  Hibbs,  2021).  O  receptor  GABAa  é  alvo  molecular  de  fármacos 

anestésicos gerais, antidepressivos e ansiolíticos (Sieghart and Savić, 2018). 

Um  dos  fatores  da  neurotoxicidade  dos  anestésicos  gerais  em  cérebros  em 

desenvolvimento  ocorre  devido  a  uma  maior  expressão  do  co-transportador  NKCC1 

(Na+/K+/2Cl-)  em relação ao outro co-transportador KCC2 (K+/Cl-),  que induz alteração no 

potencial  de  reversão  do  íon  cloreto  devido  à  maior  concentração intracelular  (Ben-Ari, 

2002).  A  ativação do receptor  GABAA por  anestésicos  em cérebros  imaturos  promove o 

efluxo de íon cloreto, promovendo a despolarização da membrana e caracterizando uma 

ação excitatória (Ben-Ari, 2002).

Diversos  anestésicos  gerais  atuam  nos  receptores  GABAA (McGrath  et  al.,  2020), 

como, por exemplo, isoflurano, sevoflurano, propofol e halotano (Brohan and Goudra, 2017; 

Kim  and  Hibbs,  2021),  modulando  positivamente  sua  ativação  e  promovendo  a 

hiperpolarização da membrana de neurônios (Zhou, 2012).

Receptor de Glicina - GlyR

A  glicina  e  seu  receptor  (GlyR)  são  os  principais  responsáveis  pelas  sinapses 

inibitórias  na  medula  espinhal,  tronco  cerebral  e  cérebro  caudal,  com  função  de  inibir 

neurônios motores e sensoriais (Dutertre et al., 2012). Os receptores GlyR são pentâmeros 

da família dos Cys-loops, assim como os receptores GABAA e formam poros permeáveis a 

cloreto (Langosch et al., 1988). Os receptores GlyR são associados com a percepção da dor e 
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mutações que promovem a perda da função diminuem o limiar para a sensação da dor 

(Vuilleumier  et  al.,  2018).  Anestésicos  inalatórios  como  sevoflurano  potencializaram 

correntes  de  cloreto  inibitórias  proveniente  dos  receptores  de  glicina  em  neurônios  da 

medula espinhal (Eckle et al., 2013). 

Receptor de Glutamato Ionotrópico – NMDA

Os receptores de glutamato ionotrópicos são divididos em três grupos: receptores de 

NMDA  (N-metil-D-aspartato),  receptores  de  AMPA  (alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-

isoxazolpropiónico) e receptores de Cainato (Cull-Candy et al., 2001). Esses receptores são 

envolvidos com sinapses excitatórias devido à sua seletividade a cátions, em particular aos 

íons de cálcio em receptores de NMDA (Alexander et al., 2023), envolvidos na transmissão 

de sinapses excitatórias, plasticidade neuronal e excitotoxicidade (Cull-Candy et al., 2001).

Os  receptores  AMPA  e  Cainato  apresentam  baixa  sensibilidade  aos  anestésicos 

gerais, por outro lado o receptor NMDA é um dos alvos moleculares descritos (Franks, 2008). 

Os  anestésicos  que  atuam  no  receptor  de  NMDA  induzem  o  bloqueio  do  receptor,  

prevenindo a despolarização de neurônios. 

Canais K2P

Os canais de potássio com dois domínios de poro (K2P) são estruturados em quatro 

domínios transmembrânicos (4TM) e apresentam duas reentrâncias de p-loop (Enyedi and 

Czirják,  2010).  São  canais  sensíveis  a  diferentes  estímulos  para  a  abertura,  como 

temperatura,  pH,  mecânicos,  potencial  de membrana,  segundo-mensageiros  (Enyedi  and 

Czirják,  2010) e  são  responsáveis  pelas  condutâncias  de  potássio  de  “Background”,  que 

atuam diretamente no estabelecimento do potencial de membrana durante o repouso. 

Agentes  anestésicos  demonstraram  capacidade  de  ativar  estes  alguns  canais  da 

família K2P, como halotano, clorofórmio e isoflurano (Zhou, 2012), que levam a abertura dos 

poros iônicos, promovendo a diminuição da resistência de membrana, hiperpolarização e, 

por fim, dificuldade da geração de potenciais de ação. Animais knockout do canal Trek1-/- 

apresentam maior resistência a indução anestésica por clorofórmio, halotano, sevoflurano, 

desflurano e pentobarbital (Heurteaux et al., 2004). 
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Canais de potássio dependentes de voltagem (KV)

Os  efeitos  de  anestésicos  gerais  sobre  os  canais  de  potássio  dependentes  de 

voltagem são demonstrados desde o primeiro canal mutante clonado de Drosophila, onde a 

mosca apresentava tremores nas pernas sobre anestesia de éter (Salkoff and Wyman, 1981; 

Tempel et al., 1987). 

A família dos canais de potássio dependentes de voltagem é a mais diversa entre os 

canais  existentes,  possuindo  papéis  essenciais  no  controle  da  excitabilidade  neuronal 

(Gamper  and  Wang,  2021).  As  regiões  de  expressão  dos  KV nos  neurônios  centrais  são 

atualmente bem descritas (Vacher et al., 2008), com a família Kv1 predominante nos axônios 

e terminais nervosos (Jan and Jan, 2012), essenciais para a regulação dos disparos e padrão 

dos potenciais de ação.

Microinfusão  de  anticorpos  anti  KV1.2  (Alkire  et  al.,  2009) e  de  uma  toxina 

bloqueadora  específica  de  Kv1  (Lioudyno  et  al.,  2013) no  núcleo  medial  talâmico, 

responsável por suprimir a excitabilidade durante a anestesia, foram capazes de reverter 

momentaneamente o estado inconsciente de camundongos anestesiados com Sevoflurano.

Os canais Shaker B, KV1.2 e KV1.5 demonstraram sensibilidade a sevoflurano 1 mM, 

com potencialização das correntes  (Barber et al.,  2012).  Em concentrações menores (0,2 

mM) sevoflurano também induziu redução no pico da corrente em KV1.4 e KV1.5, além de 

confirmar o efeito potencializador em KV1.1 e KV1.2 (Lioudyno et al., 2013).

O canal KV1.2 é modulado de forma dose-dependente por sevoflurano, apresentando 

dois  mecanismos  separados,  aumento  de  condutância  e  facilitação  probabilidade  de 

abertura em voltagens mais negativas (Liang et al., 2015). Os dois efeitos ocorrem devido a 

mecanismo moleculares distintos e em sítios alostéricos diferentes, sendo um dependente 

de voltagem envolvendo o linker S4-S5 e a alfa hélice s6 e o segundo independente de 

voltagem envolvendo uma região  externa  próxima ao  filtro  de  seletividade  (Woll  et  al., 

2017).

Estudos  baseados  na  ideia  que  os  anestésicos  gerais  atuam  no  processo  da 

transdução mecânica  da  dependência  de  voltagem e abertura  do poro iônico  avaliaram 

mutações  no linker S4-S5  no canal  K-Shaw2  (Harris  et  al.,  2000;  Barber  et  al.,  2011).  A 
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inserção do  linker S4-S5 de K-Shaw2 no canal KV1.2  (intitulado KV1.2-FRAKT) nas posições 

319-329 aumenta a capacidade potencializadora do sevoflurano sobre o canal (Liang et al., 

2015), além de tornar sensível a propofol. Substituições individuais dos resíduos do linker S4-

S5 demonstraram que a substituição pontual G329T (KV1.2-G329T) conferiu a capacidade de 

ser potencializado por sevoflurano  (Liang et al.,  2015). Junto com as informações citadas 

anteriormente Liang et al demonstrou a criação de um modelo mínimo com ΔT1-Kv1.2 e 

ΔT1-Kv1.2-G329T para o estudo da interação de anestésicos (Liang et al., 2015).

Canais de sódio dependentes de voltagem (NaV)

Os canais  NaV são os principais  responsáveis  por detectar  pequenas variações na 

voltagem de membrana e permitir a despolarização total da membrana por gerar a fase 

ascendente dos potenciais de ação na maioria dos tecidos (Hille, 2001).

Dentre as nove isoformas de canais NaV, oitos são expressas e detectadas no sistema 

nervoso central (Wang et al., 2017a). As isoformas NaV1.1, NaV1.2 e NaV1.6 são amplamente 

expressas no cérebro (Wang et al., 2017a), como NaV1.1 predominante nos corpos celulares 

e  segmentos  iniciais  do  axônio,  enquanto  NaV1.2  é  expresso  em  dendritos  e  axônios 

(Westenbroek et  al.,  1989) e NaV1.3 com expressão no soma e dendritos  (Vacher et  al., 

2008). NaV1.5 foi inicialmente detectado no miocárdio e associado como específico desse 

tecido, entretanto estudos posteriores demonstraram a expressão no cérebro de ratos e 

mRNA  em  neurônios  corticais  humanos  (Donahue  et  al.,  2000),  além  do  subsequente 

registro de correntes em neurônio piramidais da camada 5 no lóbulo frontal  (Wang et al., 

2017b). NaV1.6 no sistema nervoso central, em maior densidade nos nodos de Ranvier, do 

sistema nervoso central e periférico  (Caldwell  et al.,  2000),  demonstrando a importância 

desse canal para a condução dos potenciais de ação. As subunidades NaV1.7, NaV1.8 e NaV1.9 

são expressas predominantemente no sistema nervoso periférico, como os gânglios da raiz 

dorsal e estão associados com a nocicepção (Bennett et al., 2019). 

Os  anestésicos  gerais,  tanto  inalatório  e  intravenosos,  atuam  em  canais  NaV 

reduzindo  a  amplitude  das  correntes  e  alterando  a  disponibilidade  de  canais  devido 

hiperpolarização em curvas de  steady-state inactivation (Herold and Hemmings Jr.,  2012; 

Zhou, 2012). 
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Canais  de  sódio  bacteriano  (NaChBac)  também  são  sensíveis  a  sevoflurano  em 

concentrações  clínicas,  demonstraram  efeitos  excitatórios  e  inibitórios  na  presença  de 

sevoflurano  (Barber  et  al.,  2014).  Em  baixa  concentração  foi  observado  características 

excitatórias,  com  aumento  da  amplitude  de  corrente  e  facilitação  da  probabilidade  de 

abertura  com  variação  para  potenciais  mais  hiperpolarizados  concentração  de  0.2  mM, 

todavia na concentração de 2 mM foi observado a inibição de corrente com aceleração na 

cinética de inativação rápida (Barber et al., 2014). 

Os agentes anestésicos utilizados neste estudo

Os anestésicos gerais atualmente são classificados em dois grandes grupos devido ao 

método  de  administração,  podendo  ser  voláteis  e  aplicados  via  inalação  ou  serem 

administrados intravenosamente (Pardo, 2018). A diversidade estrutural das moléculas com 

capacidades anestésicas é uma das indicações da ausência de receptor específico que induz 

a inconsciência terapêutica, desde moléculas pequenas como gases inertes (Giacalone et al., 

2013) até grandes moléculas como a alfa-cloralose (Ishizawa, 2007). 

Anestésicos voláteis

A  maioria  dos  gases  voláteis  propostos  como  agentes  anestésicos  eram 

inflamáveis/explosivos.  Devido  a  isso,  a  halogenação  de  carbonos  foi  proposta  para  a 

redução da inflamabilidade, dentre esses compostos foi gerado o halotano, com introdução 

na clínica em 1956. Todavia seu uso foi associado à falência do fígado (Robinson and Toledo, 

2012).

A pressão parcial dos gases anestésicos ao final da expiração pulmonar (end-tidal), ou 

seja a pressão alveolar, é a mesma pressão parcial no cérebro durante a anestesia, conceito 

definido por Seymore S. Kety (1915–2000) (Pardo, 2018). Essa definição foi essencial para a 

caracterização  do  MAC  (Minimum  alveolar  concentration),  que  é  a  concentração  do 

anestésico  na  expiração que  permite  a  imobilização  de  50% dos  pacientes  frente  a  um 

estímulo nocivo (Eger et al., 1965).

Sevoflurano  (Figura  37)  foi  sintetizado  em  1975  (Wallin  et  al.,  1975),  com  as 

características físico-químicas de ser incolor, volátil, não inflamável, ponto de ebulição de 
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58,6° C e solubilidade de 1,48 g/L  (PubChem, 2024).  Devido ao odor mais agradável em 

comparação a outros gases anestésicos e ausência de irritação nas vias respiratórias, pode 

ser utilizado em idosos, adultos e crianças, todavia existe uma variação no MAC entre esses 

grupos, sendo 3,3-2,5% para recém-nascidos e crianças, 2,05 % para adultos (Scheller et al., 

1988) e 1,45% para idosos (De Hert and Moerman, 2015). 

O F

CF3

F3C

SevofuranoFigura 37 – Representação da estrutura molecular Sevoflurano. 

Anestésicos Injetáveis

O primeiro  composto utilizado para  anestesia  intravenosa foi  o  hidrato  de cloral 

(Figura  38)  em  1872,  administrado  por  Pierre-Cuprien  (Robinson  and  Toledo,  2012).  O 

Hidrato  de  Cloral,  2,2,2-trichloroethane-1,1-diol,  foi  sintetizado  a  primeira  vez  em  1832 

(Liebig,  1832),  e  indicado  inicialmente  para  o  tratamento  de  insônia  e,  atualmente, 

recomendado para sedação moderada via oral em procedimentos não invasivos pediátricos 

(Fong et al., 2021), além de apresentar pouca interferência em leituras de EEG (Malviya et 

al., 1997).

OH
Cl

OH

ClCl
OH

Cl

ClCl

Hidrato de cloral Tricloroetanol

Figura  38 - Conversão metabó lica do hidrato de cloral em Tricloroetanol. Reação metabolizada  in vivo pelo 
conjunto das enzimas álcool desidrogenases.

Trata-se  de  um fármaco  sedativo  hipnótico  não  opioide,  não  benzodiazepínico  e 

possui como metabólito ativo o 2,2,2-Tricloroetanol (TCE), produto da ação enzimática de 

álcool desidrogenases (Figura 38). 
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Posteriormente,  foram  testados  outros  agentes  intravenosos,  como  barbitúricos, 

morfina associada com escopolamina e tiopental  de sódio.  Até que, em 1977, quando o 

propofol foi desenvolvido (Kay and Rolly, 1977) e revolucionou com o desenvolvimento da 

técnica conhecida como TIVA - Total intravenous anestesia, sem a necessidade do auxílio de 

gases voláteis para alcançar a anestesia geral (Robinson and Toledo, 2012).

O  propofol,  2,6  diisopropilfenol  (Figura  39),  é  um  anestésico  exclusivamente 

intravenoso, utilizado para indução e manutenção da anestesia, além de não induzir náuseas 

(Pardo,  2018).  Utilizando  amplamente  devido  à  sua  indução  e  recuperação  rápida,  com 

tempo de meia vida de aproximadamente 10 minutos em perfusões de três horas e até 30 

minutos em perfusões de oitos horas (Bateman and Kesselheim, 2015; Pardo, 2018). 

Figura 39 – Representação da estrutura molecular do Propofol; 2,6 diisopropilfenol

Os alvos moleculares dos anestésicos propofol,  sevoflurano e tricloroetanol  estão 

resumidos na tabela 13.

Tabela  13 -  Alvos moleculares dos anestésicos.  LGIC – sigla em inglês para canais iônicos dependentes de  
ligantes; VGIC - sigla em inglês para canais iônicos dependentes de voltagem. I – Inibidor, A – Ativador.

Agente LGIC Referência VGIC Referência

Propofol GABA (A) (McGrath et al., 2020) Kv1.2-G329T (A) (Bu et al., 2018)

NMDA (I) (Yamakura et al., 1995) Kv1.2-FRAKT (A) (Liang et al., 2015)

GlyR (A) (Moraga-Cid and Peoples, 
2011)

Kv1.5 (I) (Kojima et al., 2015)

Kv2.1 (I) (Zhang et al., 2016)

K-Shaw (A) (Liang et al., 2015)

Kv11.1 (I) (Han et al., 2016)

BK (A) (Klockgether-Radke et al., 
2004)

TRPV1 (A) (Fischer et al., 2010)
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TRPA1 (A) (Fischer et al., 2010)

NavMS (I) (Yang et al., 2021)

NaChBac (I) (Yang et al., 2018)

NaV1.4 (I) (Haeseler et al., 2001)

NaV1.4-R1448H 
(I)

(Haeseler et al., 2001)

HCN1 (I) (Cacheaux et al., 2005)

HCN2 (I) (Cacheaux et al., 2005)

HCN3 (I) (Cacheaux et al., 2005)

TCE GABAA (A) (Krasowski and Harrison, 2000) TREK-1 (A) (Harinath and Sikdar, 2004)

5-HT3 (A) (Lovinger and Zhou, 1993) TRAAK (A) (Harinath and Sikdar, 2004)

GlyR  (A) (Krasowski and Harrison, 2000) BK (A) (Gruss et al., 2002)

AMPA (I) (Fischer et al., 2000) INa+ TTXR (I) (Kim et al., 2023)

NMDA (I) (Scheibler et al., 1999) mitoKATP (A) (Zaugg et al., 2002)

Sevoflurano GABAA (A) (Woll et al., 2018) Kv1.1 (A) (Lioudyno et al., 2013)

GlyR (A) (Downie et al., 1996) Kv1.2 (A) (Barber et al., 2012)

NMDA (I) (Hollmann et al., 2001) Kv1.2-G329T (A) (Liang et al., 2015)

HCN rato (I) (Schwerin et al., 2021) KV1.2-FRAKT (A) (Liang et al., 2015)

Kv1.3 (A) (Lioudyno et al., 2013)

Kv1.5 (A) (Barber et al., 2012)

Kv1.4 (I) (Lioudyno et al., 2013)

Kv7.1 (I) (Kim et al., 2007)

Kv7.1 (I) (Kim et al., 2007)

K-Shaw (A) (Liang et al., 2015)

NaV1.2 (I) (Rehberg et al., 1996)

Nav1.4 (I) (Yokoyama et al., 2011)

Nav1.6 (I) (Pal et al., 2015)

Nav1.7 (I) (Yokoyama et al., 2011)

Nav1.8 (I) (Yokoyama et al., 2011)

NaChBac (I) (Barber et al., 2014)
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2.2 - Justificativa

A anestesia geral é considerada uma das maiores revoluções da medicina moderna, 

vencendo  a  barreira  da  dor  e  permitindo  o  avanço  em  processos  cirúrgicos  com 

procedimentos mais duradouros e precisos (Pardo, 2018), entretanto o mecanismo de ação 

não é completamente compreendido. 

Canais  iônicos  dependentes  de voltagem estão envolvidos  em diversos  processos 

celulares e,  em maior  importância para esse trabalho,  com a capacidade de controlar  o 

potencial de membrana, iniciar e propagar potenciais de ação e liberação de vesículas com 

neurotransmissores (Hille, 2001; Catterall et al., 2017). 

Modelos para explicar o funcionamento de anestésicos gerais sugerem que o estado 

final da anestesia é obtido via a modulação de diversos receptores, ou seja, trata-se de um 

efeito devido à inespecificidade dos agentes,  sendo os canais iônicos um dos alvos mais 

propostos tanto para o efeito final quanto os efeitos adversos  (Franks, 2008; Herold and 

Hemmings Jr., 2012).

A compreensão dos efeitos em diversos canais iônicos é essencial para decifrar os 

mecanismos  de  ação  envolvidos  na  anestesia  geral.  Devido  a  isso  é  proposto  a 

caracterização da atividade dos anestésicos Propofol e Tricloroetanol em isoformas de canais 

de sódio, além do desenvolvimento de uma plataforma celular com características neuronais 

para estudo da influência de anestésicos e outros fármacos em canais iônicos específicos na 

excitabilidade celular. 

100



2.3 - Objetivos

O Objetivo geral desse capítulo é a análise dos efeitos de anestésicos gerais sobre as 

correntes  de  canais  iônicos  dependentes  de  voltagem  para  compreensão  das  possíveis 

associações com a indução e manutenção da anestesia. 

 Caracterização da atividade do Propofol nas isoformas de canais de sódio em 

concentração subclínica, na faixa de manutenção e saturante.

 Caracterização da atividade de Tricloroetanol a 5 mM nas isoformas de canais 

de sódio e na isoforma de canal de potássio Kv1.2 e o mutante Kv1.2-FRAKT

 Desenvolvimento de um modelo celular SH-SY5Y para estudos de anestésicos 

gerais e avaliação do modelo celular com a utilização de Sevoflurano.
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 2.4 - Metodologia

2.4.1 - Cultivo celular e diferenciação células SH-SY5Y

A linhagem de neuroblastoma humano (ATCC SH-SY5Y), que possui características de 

neurônios prematuros, foi cultivada em meio DMEM/F12 (1:1), suplementado com 10% de 

soro fetal bovino (SFB) e 100 μM de penicilina/estreptomicina.

As  células  foram  mantidas  em  uma  incubadora  a  37°C  e  5%  de  CO2.  Após 

plaqueamento de células SH-SY5Y não-diferenciadas em placas de petri pré-tratadas com 

colágeno,  as  células  foram  tratadas  com  10  μM  de  ácido  retinoico  diluído  em  meio 

Glutamax, suplementado com 15% de SFB, a cada dois dias, por seis dias. Após este período, 

foi adicionado 12,5 ng/ml de brain-derived neurotrophic factor (BDNF) e, após 24 horas, as 

células foram usadas para experimentação.

2.4.2 – Genes transfectados 

Para a expressão dos canais murinos KV1.2-WT e KV1.2-FRAKT foi o utilizado o vetor 

pcDNA3.1(-). O inserto para expressão do canal KV1.2-WT escolhido foi a ORF principal da 

sequência de referência NCBI NM_008417. O inserto para a expressão de KV1.2-FRAKT foi 

construído a partir da ORF de NM_008417 com as modificações pontuais necessárias. Os 

genes foram obtidos comercialmente.

Foi realizada a transformação bacteriana de E.coli DH10B foram transformadas com 

vetores  de  interesse  e  selecionadas  com a  resistência  a  ampicilina  conferida  pelo  vetor 

pcDNA3.1(-).  Para  a  utilização  dos  vetores  de  expressão  em  etapas  subsequentes  foi 

realizada uma extração plasmidial em larga escala (Maxi-prep) com o KIT PureLink™ Expi 

Endotoxin-Free Maxi Plasmid Purification Kit (ThermoFisher) para a garantia da ausência de 

endotoxinas.

Os  vetores  foram  transfectados  em  células  HEK293T  e  SH-SY5Y  utilizando 

lipofectamina 300,  como previamente descrito  nos  métodos do capítulo  1,  tópico 1.4.7, 

página 44.
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2.4.3 – Patch Clamp Whole Cell

As correntes iônicas foram registradas com a técnica de Patch Clamp na configuração 

Whole Cell com um amplificador HEKA EPC 10 e controlado via software PatchMaster (HEKA 

Elektronik  Dr.  Schulze  GmbH,  Alemanha).  Experimentos  foram  realizados  a  temperatura 

ambiente (21 a 25º C). Pipetas de vidro borossilicato foram fabricadas imediatamente antes 

do uso com um Puller horizontal (Sutter Instruments, USA) e após o preenchimento com a 

solução interna foram detectadas resistências de pipeta entre 1,5 e 2,5 MΩ.

Soluções de registros e protocolos de estímulo 

As  correntes  dos  canais  NaV em  células  HEK  NaV1.1-NaV1.6  e  CHO  NaV1.7  foram 

registradas com a solução de preenchimento de pipeta constituída (mM) 105 CsF, 27 CsCl, 5 

NaCl,  2  MgCl2,  10  EGTA,  10  HEPES  (pH ajustado para  7,3  com CsOH).  As  células  foram 

banhadas em uma solução externa contendo (mM): 130 NaCl, 5 KCl, 2 MgCl2, 2 CaCl2, 10 

HEPES, 10 Glicose (pH 7,4).  As correntes foram registradas com um protocolo double-step 

com a primeira parte do protocolo contendo um pulso de voltagem de duração de 30 ms 

com variação de voltagem em turnos de -100 até 30 mV, com acréscimo de 5 mV por sweep 

(Turnos), seguido imediatamente de uma segunda parte do protocolo com estímulo único de 

-10 mV por 10 ms.

As correntes dos canais KV foram registradas com uma solução de preenchimento de 

pipeta constituída (mM) de 140 KCl,  2  MgCl2,  1  CaCl2,  10  EGTA,  10 HEPES,  com pH 7.2 

corrigido com KOH. A solução externa é constituída de (mM) 155 NaCl, 4,5 MgCl2, 2 CaCl2, 5 

HEPES e  pH 7.4  corrigido com NaOH.  As  correntes  foram registradas  com protocolo  de 

variação  de  voltagem com pulsos  com duração 50  ms  a  partir  -70  mV até  80  mV com 

incrementos de 10 mV por sweep. 

As  correntes  endógenas  das  células  SH-SY5Y  e  SH-SY5Y  diferenciada  com  ácido 

retinóico  e  BDNF  (SH-SY5Y-RA)  foram  registradas  com  um  conjunto  de  solução  de 

preenchimento de pipeta e externa que permite o funcionamento dos canais condutores dos 

íons potássio, sódio e cálcio. A solução de preenchimento de pipeta é constituída de 140 KCl, 

5 NaCl, 10 EGTA, 10 HEPES, 4 MgATP, com pH 7.3 corrigido com KOH. A solução externa é  

constituída 155 NaCl, 4,5 KCl, 1 MgCl2, 2 CaCl2, 10 Glicose, 5 HEPES com pH 7.4 corrigido com 
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NaOH.  Para a inibição dos canais NaV foi utilizado 300nM de tetrodotoxina e para a inibição 

de canais KV  foi utilizado 20 mM de Tetraetilamônio. As correntes foram registradas com 

protocolo de variação de voltagem com pulsos com duração 500 ms a partir -70 mV até 60 

mV com incrementos de 10 mV por sweep com o potencial de repouso em -80 mV. 

Os dados foram analisados assim como descritos  no tópico  1.4.15 do capítulo  1, 

página 50.

Para o registro do potencial de membranas nas células SH-SY5H-RA as células foram 

forçadas a potenciais de repouso próximos a -80 mV com a injeção de -70 pA, processo  

necessário devido as células apresentarem um potencial de repouso próximo de -30 mV que 

inativaria os canais de sódio dependentes de voltagem. A indução dos potenciais de ação 

ocorreu com pulsos com incrementos por sweep de 5 pA até o valor máximo de 50pA, cada 

pulso durando 100 ms. 

Para a análise dos potenciais de ação foi construído um script em linguagem python 

3.12 e processado em um ambiente virtual Jupyter Notebook. Para a detecção do potencial 

de repouso foi  analisada o valor do potencial  de membrana 10 ms antes dos pulsos de 

estímulos. Um evento de potencial de ação foi considerado quando ocorre uma variação 

superior ou igual a 15 mV/ms, sendo esse ponto considerado o também o limiar de ativação.  

O valor pico do potencial de ação foi definido como o valor de amplitude máxima detectada 

após ocorrência de um evento de potencial de ação. O valor do potencial de membrana após 

repolarização foi definido como o valor mínimo detectado 20 ms após um potencial de ação.

As osmolaridades das soluções foram avaliadas com a utilização de um osmômetro 

de ponto de congelamento (KNAUER 7-400S) para garantir uma variação de osmolaridade 

menor que 30 mOsmol entre as soluções externa e solução de preenchimento de pipeta e  

evitar danos osmóticos na membrana celular.

Solubilização dos anestésicos em solução de experimento

Propofol nas concentrações de 10  µM, 30  µM e 100  µM foi preparado a partir da 

formulação medicamentosa Propotil®, que consiste em uma solução de Propofol 1%, 200 mg 

de Propofol em 20 mL de veículo contendo 10% óleo de soja, 1.2% de fosfatídeo de ovo  

purificado, 2.25% de glicerol, hidróxido de sódio e água. 
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O volume necessário para preparo das amostras foi adicionado a soluções externa 

para registro no patch clamp contendo 0.05% de DMSO para garantir  a  solubilidade do 

propofol. Soluções foram preparadas imediatamente antes do uso. 

2.4.4 – Análises estatísticas

As análises estatísticas foram realizadas com o Software GraphPad versão 10. Para a 

comparação na variação entre duas médias observadas nas mesmas células após adição do 

anestésico foi utilizado o teste t pareado. Para a comparação se houve algum tratamento 

entre isoformas avaliadas foi utilizado o teste anova one way com pós teste de tukey.

2.4.5 - Metodologia para perfusão de anestésico volátil Sevoflurano

Sevoflurano  (0,0250  g,  16,425  µL)  (densidade  1,522  g/L)  foi  adicionado  a  50  mL 

solução externa de Patch Clamp para a composição de uma solução estoque de 2,5 mM (500 

ppm) e utilizada para a formulação da solução de trabalho de 0,3 mM (60 ppm). As soluções 

de estoque e de trabalho foram preparadas imediatamente antes dos registros e amostras 

de um 1 mL foram recolhidas para quantificação posterior.

A solução de trabalho a 0,3 mM foi rapidamente adicionada em uma seringa Gas-

Tight SGE de 25 mL com ausência de bolhas de ar  e impulsionada com uma bomba de  

seringa para o fluxo de 0.5 mL/min. As vias de perfusão foram montadas com mangueiras de 

OD  0.3  mM  (adicionar  nome  da  marca  de  vias  resistentes)  e  associadas  com  microfill  

(micropipetas flexíveis, microfill de Gauge 28) para aproximar a células durante o registro 

eletrofisiológico.

2.4.6 - Quantificação de anestésicos voláteis – CG/MS Headspace

1 mL de solução de trabalho após finalização dos registros foram armazenadas em 

frascos de 20 mL específicos para o equipamento de GC/MS (22.5 mm x 75.5mm, fundo 

redondo), lacradas com tampas de alumínio do tipo crimp revestidas em PTFE e submetidas 

a quantificação em GC/MS na configuração  Headspace.  Para as análises foi  utilizado um 

GC/MS  com  cromatógrafo  GC-2010,  detector  GCMS-QP2010  Plus  e  injetor  AOC-5000 

(Shimadzu, Japão). O forno para os frascos de analitos foi aquecido a 50  ̊C, com agulha do 
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injetor a 55  ̊C e coluna cromatográfica a 35  ̊C. Foram injetados 250 µL de “ar Headspace”, 

com  Split-Ratio de  10.   O  pico  contendo Sevoflurano eluiu  aos  1,67  min  e  sua  área  foi 

utilizada para quantificação e comparação com uma curva de calibração (Figura 40). 

Figura 40 - Quantificação de Sevoflurano por CG/MS com injeção Headspace. (A) Cromatografia em fase gasosa 
dos  padrões  para  curva  de  calibração.  (B)  Ion  detectados  na  fração  cromatográfica.  (C)  Curva  de 
quantificação com os padrões.
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2.5 - Resultados

2.5.1 –  Modulação do funcionamento de isoformas de canais de sódio dependentes de 

voltagem por propofol.

Foi  avaliada  a  capacidade  do  sedativo  hipnótico  propofol  em  modular  o 

funcionamento  das  diferentes  isoformas  de  canais  de  sódio  dependentes  de  voltagem 

(NaV1.1  a  NaV1.7)  em  concentrações  definidas  como  subclínica  (10  µM),  na  faixa  de 

manutenção de anestesia (30 µM) e saturante (100 µM). Foram analisados três parâmetros: 

A  inibição  do  pico  de  corrente  (Figura  41),  a  modulação  na  probabilidade  de  abertura 

durante a ativação (Figura 42) e modulação disponibilidade de canais na inativação (Steady-

state inactivation) (Figura 44).

Em todos os subtipos de canais foi observado atividade de inibitória, sendo que, na 

concentração de 10 µM, não houve diferença estatística entre os grupos testados. Todavia, é 

interessante  ressaltar  que  em  doses  subclínicas  de  10  µM  de  propofol  causaram  um 

aumento na amplitude de corrente de 5,16±2,73% no canal NaV1.4, enquanto, em todos os 

outros canais, foi observada inibição de corrente (Figura 42).

Figura 41 – Inibição do pico de corrente em canais de sódio dependentes de voltagem por Propofol em três 
concentrações.  Dados apresentados como valores  médios  e  barras  de erro padrão.  n≥3 para todos as 
análises. 
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Na presença de 30 µM de propofol, o efeito observado no canal NaV1.4 apresentou 

diferença estatística em relação aos demais canais (anova one-way, p<0,0001), com inibição 

de 62,83±8,94%. Na concentração de 100 µM, o canal mais afetado foi o NaV1.4 com inibição 

de 88,94±1,62%, seguido dos canais NaV1.3 com 55,43±6,45% e NaV1.7 com 40,03±8,73% 

(Tabela 14).

Propofol, nas concentrações de 10 µM, 30 µM e 100 µM, modulou a probabilidade 

de abertura entre 2-3 mV na maioria dos canais (Figura 43, Tabela 14). O canal NaV1.4 sofreu 

modulação na concentração de 10  µM, com deslocamento da probabilidade de abertura 

para potenciais mais negativos, caracterizando um aumento na excitabilidade, porém nas 

concentrações  de  30  e  100  µM  foi  observado  um  deslocamento  para  potenciais  mais 

positivos, demonstrando uma diminuição na excitabilidade do canal (Figura 44)
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Figura 42 - Probabilidade de abertura durante ativação (pO) em subtipos de NaV modulada por Propofol a 10 
M. (A) NaV1.1. (B) NaV1.2. (C) NaV1.3. (D) NaV1.4. (E) NaV1.5. (F) NaV1.6. (G) NaV1.7. Registros realizado com 
a técnica patch clamp Whole cell em células HEK e CHO

Figura 43 - Avaliação da variação do V1/2 nos canais de só dio dependentes de voltagem apó s aplicação de três 
concentraçõ es de Propofol (10 µM, 30 µM e 100 µM). Valores em média e barras de erros representam o 
erro padrão. Valores negativos representam o deslocamento do V1/2 para potenciais polarizantes, valores 
positivos  representam  o  deslocamento  para  potenciais  mais  despolarizantes.  (*)  Representa  diferença 
estatística significativa em Anova com pó s teste de Tukey 's em comparação a todas as médias.

A modulação promovida pelo Propofol nos canais NaV tornou-se mais claro quando 

observado  o  resultado  da  disponibilidade  de  canais  durante  a  inativação  (SSI),  com  a 

deslocamento  do  valor  de  V1/2h  para  valores  mais  negativos  em  todos  os  canais  e 

concentrações.  Na  concentração  de  10  µM,  todos  os  canais  tiveram  o  funcionamento 

modulado  na  mesma  intensidade  (Figura  45A)  com  variação  entre  4  e  8  mV,  já  na 

concentração  de  30  µM  houve  diferença  estatística  no  grau  de  modulação  sofrida  em 

NaV1.4, com um ΔV1/2h de -21.55±2.85 (Figura 45B, Tabela 14). 
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Figura 44 -  Steady-State Inactivation (SSI) dos Canais NaV modulados por Propofol.  (A) NaV1.1. (B) NaV1.2. (C) 
NaV1.3. (D) NaV1.4. (E) NaV1.5. (F) NaV1.6. (G) NaV1.7. Registros realizado com a técnica patch clamp Whole 
cell em células HEK e CHO

Na  concentração  saturante  de  100  µM,  foi  observada  uma  alteração  na 

disponibilidade de canais inativados, sendo os canais mais afetados o NaV1.4 e NaV1.3, com 

uma modulação de -29,43±2,31 mV e -25,41±2,57 mV, respectivamente, e o menos afetado 

foi o canal NaV1.5, com uma modulação de apenas -9,43±2,46 mV (Tabela 14).
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Figura 45 - Avaliação da variação do V1/2h em canais de só dio dependentes de voltagem apó s aplicação de três 
concentraçõ es de Propofol (10 µM, 30 µM e 100 µM). Valores em média e barras de erros representam o 
erro padrão. Valores negativos representam o deslocamento do Vh1/2  para potenciais polarizantes, valores 
positivos  representam  o  deslocamento  para  potenciais  mais  despolarizantes.  (*)  Representa  diferença 
estatística significativa em Anova com pó s teste de Tukey’s em comparação a todas as médias.

Tabela  14 – Parâmetros da modulação das isoformas de NaV por Propofol. % Inibição representa a taxa de 
inibição da amplitude no pico da corrente.  V1/2 representa a voltagem em que metade dos canais estão 
ativados. V1/2h representa a voltagem em que metade dos canais estão inativados. Valores apresentados em 
média e erro padrão. * indica valores que apresentaram diferença estatística em teste t pareado. 

Nav1.1 Nav1.5

% Inibição Δ V1/2 (mV) Δ V1/2h (mV) % Inibição Δ V1/2 (mV) Δ V1/2h (mV)

10 µM 7,21±5.08 -3.69±0.42* -4.17±1.09* 10 µM 5,79±3.80 -2.26±1.06* -7.57±0.64*

30 µM 7,44±3.65 -2.91±0.98 -9.39±1.67* 30 µM 13,95±4.02* -1.78±0.4* -7.03±1.98*

100 µM 26,20±4.82* 1.14±1.09 -16.70±1.53* 100 µM 21,57±1.48* -3.27±1.27 -9.43±2.46*

Nav1.2 Nav1.6

% Inibição Δ V1/2 (mV) Δ V1/2h (mV) % Inibição Δ V1/2 (mV) Δ V1/2h (mV)

10 µM 3,77±2.06 -2.08±0.19* -4.15±0.60* 10 µM 11,55±4.25 -1.49±0.95 -8.00±1.50*

30 µM 10,59±6.26 -2.45±4.00 -10.46±1.26* 30 µM 25,64±5.25* -0.91±1.48 -8.62±1.00*

100 µM 31,67±4.89* -0.29±0.59 -17.63±3.17* 100 µM 26,97±2.67* -1.62±1.23 -12.48±1.08* 

Nav1.3 Nav1.7

% Inibição Δ V1/2 (mV) Δ V1/2h (mV) % Inibição Δ V1/2 (mV) Δ V1/2h (mV)

10 µM 5,23±4.53 -3.45±1.12 -7.22±1.97* 10 µM 5,78±4.20 -2.50±1.95 -3.18±1.44*

30 µM 9,97±2.74* -0.18±1.55 -6.45±0.92* 30 µM 14,10±3.86* -0.69±0.94 -7.62±0.93*

100 µM 55,43±6.45* -2.27±0.55* -25.41±2.57* 100 µM 40,03±8.73* -1.41±3.23 -17.93±2.31*

Nav1.4

% Inibição Δ V1/2 (mV) Δ V1/2h (mV)

10 µM -5,16±2,73 -3.87±1.97* -1.73±1.17

30 µM 62,83±8.94* 4.48±2.13* -21.55±2.85*

100 µM 88,94±1.62* 7.67±1.44* -29.43±2.31*
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2.5.2 – Caracterização da atividade de tricloroetanol nas isoformas de canais NaV.

O  metabólito  ativo  do  hidrato  de  cloral,  tricloroetanol  (TCE),  foi  avaliado  na 

concentração de 5 mM em canais de sódio dependentes de voltagem (Figura 46, 47). Foi 

observado a inibição de corrente nas sete isoformas testadas, sendo as duas isoformas com 

maiores taxas de inibição NaV1.7 com 20.02±2.4% e NaV1.4 com 16.42±1.21% (Tabela 15).
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Figura  46 - Inibição do pico de corrente das isoformas de NaV com 5 mM de TCE.  Valores de média e erro 
padrão.

A inibição de corrente nas isoformas Nav1.1-Nav1.7 ocorreram sem modulação das 

probabilidades  de  abertura  na  ativação  (pO),  entretanto  foi  observado  a  ocorrência  de 

modulação na disponibilidade de canais, steady-state inactivation (SSI), com a tendência da 

hiperpolarização das curvas em volta de -3 mV nas isoformas NaV1.1-NaV1.6 (Tabela 15). 
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Figura  47 - Probabilidades de abertura ativação e disponibilidade de canais inativados das isoformas NaV na 
presença de TCE a 5 mM. (A) NaV1.1. (B) NaV1.2. (C) NaV1.3. (D) NaV1.4. (E) NaV1.5. (F) NaV1.6. (G) NaV1.7. 
Círculos representam a curva de disponibilidade de canais durante inativação na condição controle (preto) e 
na condição TCE (azul). Quadrados representam a curva da probabilidade de abertura na ativação controle 
(preto)  e  na  presença  de  TCE  (Vermelho).  Curvas  foram  ajustadas  em  função  de  Boltzmann.  Valores 
demonstrados em média e erro padrão.

Na isoforma NaV1.7 ocorreu modulação na SSI com o deslocamento de -11.43±2.20 

mV com diferença estatística as demais isoformas (Figura 48), indicando ser a isoforma mais 

afetada.
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Figura 48 - Gráficos comparativos da variação no valor de V1/2h do TCE em canais NaV. Valores de média e erro 
padrão. (*) representa diferença estatística em teste ANOVA one-way com pós teste de Tukey.

Os resultados obtidos demonstram que a inibição induzida por TCE a 5mM ocorre 

devido à modulação na disponibilidade de canais inativados, sem alterar a probabilidade de 

abertura na ativação e ausência de modulação na capacidade dos canais se recuperarem 

após inativação (Figura 49).
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Figura 49 – Avaliação da recuperação da inativação das isoformas na presença de 5 mM de TCE. (A) NaV1.1. (B) 
NaV1.2. (C) NaV1.3. (D) NaV1.4. (E) NaV1.5. (F) NaV1.6. (G) NaV1.7.  Registros realizado com a técnica patch 
clamp Whole cell em células HEK e CHO
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Tabela 15 – Parâmetros da modulação das isoformas de NaV por TCE. % Inibição representa a taxa de inibição 
da amplitude no pico da corrente.  V1/2 representa a voltagem em que metade dos canais estão ativados. 
V1/2h representa a voltagem em que metade dos canais estão inativados. Τ (Tau) representa a constante de 
tempo do ajuste na função exponencial da recuperação da inativação. Valores apresentados em média e  
erro padrão. * indica valores que apresentaram diferença estatística em teste t pareado. 

TCE 5 mM

% Inibição n ΔV1/2 (mV) n ΔV1/2h (mV) n ΔΤ (ms) n

NaV1.1 13.31±1.57* 6 -0.44±0.90 4 -3.57±0.39* 4 -0.05±0.06 6

NaV1.2 10.92±1.97* 6 -1.02±0.42 5 -4.24±0.24* 5 0.02±0.14 6

NaV1.3 4.72±0.74* 6 -0.49±0.24 4 -2.80±0.40* 4 -0.81±0.13 6

NaV1.4 16.42±1.21* 5 0.47±0.15 4 -3.43±0.52* 4 -0.76±0.11 6

NaV1.5 7.75±1.92* 6 -0.94±0.35 6 -3.54±0.12* 6 -0.05±0.21 6

NaV1.6 12.67±1.12* 7 0.47±0.33 7 -2.38±0.25* 7 -0.20±0.05 6

NaV1.7 20.02±2.40* 6 -2.32±0.75 6 -11.43±2.20* 6 0.37±0.58 6

2.5.3  –  Avaliação  da  modulação  de  isoformas  de  canais  de  potássio  dependentes  de 

voltagem por Tricloroetanol.

O metabólito TCE foi avaliado quanto à capacidade de modular os canais da família 

relacionada  a  Shaker,  com  as  isoformas  Kv1.3,  Kv1.2  e  o  mutante  Kv1.2-FRAKT,  que 

apresenta linker S4-S5 de K-Shaw2. 

O primeiro canal avaliado foi o KV1.3, a fim de compreender a sensibilidade que este 

canal possui foi realizada uma curva dose resposta e foi observado um EC50 de 26,68 mM 

(Figura  50  A).  Estudando  a  probabilidade  de  abertura  do  canal  na  presença  de  uma 

concentração próxima ao EC50 de TCE (25 mM) não foi observada modulação (Figura 50 C), 

indicando que o mecanismo para a atuação não envolve a modulação na probabilidade de 

abertura.
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Figura  50 –  Caracterização  da  modulação  de  TCE  em KV1.3.  (A)  Curva  EC50  da  inibição  de  amplitude  de 
corrente. (B) Traços brutos de corrente em Kv1.3 ativados a 40 mV na presença de TCE a 25 mM, traços  
pretos representam a condição controle e azuis na presença de TCE. (C) Curva da probabilidade de abertura  
da ativação, círculos pretos representam a condição controle e azuis na condição com 25 mM de TCE.  
Registros realizado com a técnica patch clamp Whole cell em células HEK293T.

TCE foi testado na concentração de 5 mM, demonstrando potencial inibidor do canal 

WT Kv1.2 com redução da amplitude de corrente em 9,97±3,01% (n=3) em estímulos de 40 

mV  (Figura  51  A).  A  inibição  de  corrente  ocorreu  com  ausência  de  modulação  na 

probabilidade de abertura (Figura 51 B). 

Figura 51 - Caracterização da modulação de TCE em KV1.2. (A) Traços brutos de corrente em Kv1.2 ativados a 40 
mV na presença de TCE a  5  mM. (B)  Curva da probabilidade de abertura da ativação.  Círculos  pretos 
representam a condição controle e azuis na condição com 25 mM de TCE. Registros realizado com a técnica 
patch clamp Whole cell em células HEK293T.

No canal mutante Kv1.2-FRAKT, com o  linker S4-S5 de K-Shaw, foi  observado um 

efeito  potencializador  da  condutância  na  presença  de  TCE  5  mM,  com  aumento  de 

24,87±8.71% (n=5), em estímulo de 40 mV (Figura 52 A-B). O efeito potencializador ocorreu 

com ausência de modulação na probabilidade de abertura (Figura 52 C).
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Figura 52 - Caracterização da atividade do Tricloroetanol a 5 mM em KV1.2-FRAKT. (A) Tricloroetanol a 5 mM 
potencializa a amplitude de corrente de KV1.2-FRAKT. (B) Curva condutância por voltagem de Kv1.2 FRAKT e 
TCE 5 mM. (C) Probabilidade de abertura Kv1.2 FRAKT na presença de TCE 5 mM. Traços e símbolos em 
preto representa a condição controle e em Azul represente a condição com TCE 5 mM. Registros realizado  
com a técnica Patch clamp Whole Cell em células HEK293T.

2.5.4 Resultados modelo celular SH-SY5Y-RA

Para construção de um modelo celular para estudos da interação de anestésicos em 

canais iônicos foi escolhida a célula SH-SY5Y, que se trata de um subclone de uma linhagem 

de  neuroblastoma  que  apresenta  a  expressão  endógena  de  canais  de  sódio  e  potássio 

dependentes de voltagem (Figura 53 A). Com o intuito de induzir a diferenciação celular e o  

desenvolvimento de características neuronais foi realizada tratamento com ácido retinóico 

(RA) e fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF). Este cultivo celular após diferenciação 

foi nomeado de SH-SY5Y-RA. 
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Figura  53 –  Caracterização  das  correntes  endógenas  e  probabilidades  de  aberturas  do  modelo  SH-SY5Y 
diferenciada com ácidos retinóico. (A) Corrente endógenas de SH-SY5Y. (B) Curvas corrente por voltagem 
das densidades de corrente das células SH-SY5Y e SH-SY5Y-RA. (C) Demonstração de potenciais de ação 
induzidos em células SH-SY5Y-RA. Probabilidade de abertura durante ativação das correntes de entrada (D) 
e das correntes de saída (E). (F) Análise estatística dos valores de V1/2 nas correntes de entrada e saída, 
realizada com teste t não pareado. Registros realizado com a técnica Patch clamp Whole Cell em células SH-
SY5Y.

O processo de diferenciação não alterou a densidade de corrente (Figura 53 B), mas 

ao comparar a probabilidade de abertura das correntes de saída, associadas com os canais 

de potássio, e as correntes de entrada, associadas com os canais de sódio majoritariamente 

observa-se  que  em  ambos  ocorreu  o  deslocamento  da  probabilidade  de  abertura  para 

potenciais mais negativos (Figura 53 D, E), indicando um aumento da excitabilidade celular, 

com uma alteração de aproximadamente -8 mV para as correntes de saída e -7 mV para as  

correntes de entrada (Figura 53 F). 

O aumento da excitabilidade celular permitiu o registro de potenciais de ação na 

configuração  current-clamp.  Todavia,  a  célula  não  apresenta  um  potencial  de  repouso 

natural que permite o registro, sendo assim necessária a injeção de corrente negativa para 

obtenção de uma voltagem de repouso próxima de -80 mV (Figura 53 C). Para o registro das 

densidades de corrente e da probabilidade de abertura, as células foram tratadas quando 

119



necessário  com 300nM de  tetrodotoxina  (TTX)  para  inibir  canais  de  NaV ou  20  mM de 

Tetraetilamônio (TEA) para inibir canais KV.

Figura 54 - Registro de potenciais de ação induzidos. (A) Traços do potencial de ação das células SH-SY5Y-RA 
com sevoflurano a 0,3 mM. (B) parâmetros calculados do potencial de ação das células SH-SY5Y-RA e análise 
estatística test T pareado. (C) Traços do potencial de ação das células SH-SY5Y-RA-KV1.2 com sevoflurano a 
0,3 mM. (D) parâmetros calculados do potencial de ação das células SH-SY5Y-RA-KV1.2 e análise estatística 
test T pareado. Registros realizado com a técnica Patch clamp Whole Cell em células SH-SY5Y.

As  células  SH-SY5Y-RA  foram  avaliadas  em  quatro  parâmetros  iniciais  quanto  às 

propriedades dos potenciais de ação induzidos: o potencial de repouso quando estabilizadas 

com -70 pA, o limiar de disparos quando a variação é superior a 15 mV/mS, o valor máximo  

do pico e a voltagem de membrana após repolarização (AHP). Os potenciais de ação em 

células SH-SY5Y-RA na presença de 0,3 mM de Sevoflurano apenas apresentaram variação 

quanto à inibição do pico máximo, redução de 3,33±2,84 mV, para -7,52±2,98 mV (p<0,001), 

aproximadamente 10 mV (Figura 54 A, B). 

Células SH-SY5Y-RA transfectadas com canal KV1.2, nomeadas de SH-SY5Y-RA-KV1.2, 

apresentaram  uma  amplitude  máxima  do  potencial  de  ação  relativamente  menor,  -

5,53±3,69  mV,  em  comparação  a  SH-SY5Y-RA,  que  apresentou  3,33±2,84  mV.  Quando 

tratadas com 0,3 mM de sevoflurano, o único parâmetro que demonstrou variação foi o 
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potencial  de  membrana  após  repolarização  com  variação  de  -47,13±3,04  mV  para  -

49,95±3,22 mV (p=0.037) (Figura 54 A, B). 

 

2.6 Discussão

Caracterização  da  atividade  do  anestésico  propofol  em  canais  de  sódio 

dependentes de voltagem

A concentração plasmática de propofol que previne a movimentação em humanos é 

entre 3-4 µg/mL, aproximadamente 16,8-22 µM, atingindo quase 44 µM de pico durante a 

indução.  A  concentração  para  que  os  pacientes  acordem  pós  procedimento  é  de 

aproximadamente 6 µM (1,07±0,13 µg/mL) e com o estado orientado de 5,3 µM (0,95±0,19 

µg/mL)  (Shafer  et  al.,  1988).  Estudos  com  pacientes  submetidos  a  neurocirurgias 

anestesiados  com  propofol  demostraram  que  ocorre  um  acúmulo  no  tecido  nervoso, 

atingindo concentrações superiores às detectadas no sangue (Van Hese et al., 2020; Kawata 

et al., 2024). 

Para este trabalho, foi  escolhido utilizar 3 concentrações de Propofol:   uma dose 

subclínica abaixo da dose de manutenção e indução de 10 µM, uma concentração próxima à 

dose de manutenção de 30 µM e uma dose saturante de 100 µM.

Os  resultados  obtidos  com  propofol  nos  canais  NaVs  demonstraram  ser  dose 

dependentes, com a hiperpolarização da curva de steady-state inactivation e promovendo a 

inibição de corrente em todos os canais testados em concentrações superiores a 10  µM 

(Tabela 14).  Nos canais  Nav1.1-Nav1.3 e NaV1.5-NaV1.7,  o  resultado observado concorda 

com o previamente descrito quanto ao acoplamento da ativação e inativação no mecanismo 

de ação do propofol sobre os canais NaV  de procariotos (Yang et al., 2018). Os canais, na 

presença  de  Propofol  10-100  µM,  foram  fracamente  modulados  na  probabilidade  de 

abertura nos potenciais  negativos,  chegando ao máximo de -3  mV.  Todavia,  a  curva de 

inativação (Figura 45) apresentou variações de -6 a -10 mV na concentração próxima de 

manutenção da anestesia (30  µM), induzindo a inibição da amplitude da corrente (Figura 

42).
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O acoplamento da ativação e inativação para NaVs de procariotos proposto por Yang 

et al (2018) consiste na observação experimental da modulação positiva na ativação, com 

aceleração  nas  cinéticas  de  ativação  e  desativação,  que  induz  o  deslocamento  da 

probabilidade de abertura para potenciais mais negativos e isso acelera a entrada no estado 

inativado (Fineberg et al., 2012) com a demonstração da hiperpolarização das curvas de SSI 

(Yang et al., 2018). 

O canal bacteriano NaChBac demonstrou ser modulado sobre o processo de ativação 

em concentrações a partir de 0,3 µM e com máxima modulação a 3 µM, em concentrações 

superiores  ocorreu  redução  na  potência  de  modulação  (Xiao  et  al.,  2020).  Já  quando 

analisada a disponibilidade de canais inativados foi relatado que a modulação ocorre desde a 

concentração de 0,3 µM e se estende até a concentração máxima testada de 30 µM (Xiao et 

al., 2020). A conclusão dos autores sobre esse padrão foi que a modulação na probabilidade 

de abertura na ativação ocorre preferencialmente em concentrações mais baixas (0,3-10 

µM), enquanto a modulação na disponibilidade de canais inativados ocorre em todas as 

concentrações testadas e de forma dose dependente (Xiao et al., 2020).

O  canal  NaV1.4  apresentou  um  fenômeno  diferente  em  comparação  às  demais 

isoformas,  na  concentração  de  10  µM  com  efeito  compreendido  como  excitatório, 

apresentando deslocamento na probabilidade de abertura para potenciais mais negativos (-

3,87 mV), ausência de modulação na SSI e um aumento na amplitude de corrente de 5,16% 

(Figura 47, Tabela 14). 

Figura  55 – Probabilidades de abertura ativação e disponibilidade de canais inativados do canal Nav1.4 na 
presença de Propofol. (A) 10 µM. (B) 30 µM. (C) 100 µM. Círculos representam a curva de disponibilidade de 
canais  durante  inativação  na  condição  controle  (preto)  e  na  condição  Propofol  (azul).   Quadrados 
representam a curva da probabilidade de abertura na ativação controle (preto) e na presença de Propofol  
(Vermelho). Curvas foram ajustadas em função sigmoidal de Boltzmann. Valores demonstrados em média e 
erro padrão. Patch clamp Whole Cell
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Nas concentrações maiores, foi registrada a modulação na probabilidade de abertura 

para potenciais mais positivos, com variações de 4-7 mV, com forte variação na SSI para 

potenciais  mais  negativos  e  inibição  de  corrente  de  60-80%,  indicando  não  seguir  o 

mecanismo  proposto  para  o  acoplamento ativação-inativação  e  promovendo  o 

desacoplamento da ativação e inativação exclusivamente em NaV1.4 (Figura 47).

Durante anestesia leve, em baixas concentrações de propofol ou outro anestésicos 

pode  ocorrer  um  fenômeno  conhecido  como  excitação  paradoxal,  que  apresenta 

clinicamente como movimentação anormal, alucinações e desorientação (Jeong et al., 2011), 

além da observação de um aumento de ondas do tipo beta (≈20 Hz) em eletroencefalograma 

(McCarthy  et  al.,  2008).  O  efeito  observado  em  NaV1.4  a  10  µM  com  o  aumento  da 

amplitude de correntes e modulação preferencial da ativação excitatória (Figura 55 A) pode 

ser  um  dos  agentes  associados  com  o  os  movimentos  anormais  durante  a  excitação 

paradoxal.

O Propofol é um agonista do receptor GABAA, sendo essa sua função associada com a 

capacidade de indução e com os efeitos finais da anestesia  (Zhou and Guan, 2021). Neste 

presente trabalho, todas as isoformas testadas em concentrações próximas à utilizada na 

clínica, 30 µM, apresentaram algum nível de inibição e modulação, demonstrando potencial 

colaborador  nos  efeitos  finais  e  adversos  da  anestesia  geral.  Os  efeitos  em NaV1.4,  por 

exemplo,  podem estar  associadas  com a  imobilização induzida  e  os  efeitos  adversos  na 

depressão  respiratória  por  inibição  da  musculatura  esquelética  intercostal  associada.  A 

modulação do canal NaV1.4 apresenta algumas características similares às observadas em 

certas condições de mutações que provocam perda de função -  Loss of fuction, como no 

caso das mutações S246L e 1442E em SCN4A, que apresentam a hiperpolarização da curva 

SSI,  e,  nas  quais,  os  pacientes  demonstram  ataques  de  paralisia  respiratória  e  apneia 

(Tsujino et al., 2003).

 Caracterização  da  atividade  do  sedativo  tricloroetanol  em  canais  de  sódio  e 

potássio dependentes de voltagem.

Tricloroetanol  a  5  mM,  nos  canais  de  sódio  dependentes  de  voltagem  (NaV1.1-

NaV1.7), inibiu a corrente de todos os canais testados, com o canal NaV1.7 sendo o mais 
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afetado com 20% de inibição (Tabela 15). A redução de amplitude dos picos de corrente 

indica que o efeito está associado diretamente com a alteração na disponibilidade de canais,  

com observação na modulação da SSI, com variação de -11 mV para NaV1.7.

Correntes  de  canais  NaV resistentes  a  TTX  (300  nM)  registradas  em   neurônios 

nociceptivos da raiz do gânglio dorsal (DRG) demonstram sensibilidade a TCE com IC50 de 18 

mM  e  modulação  da  SSI,  com  uma  inibição  mais  potente  das  correntes  persistentes, 

demonstrado um IC50 de 3,3mM, sendo essas provavelmente associadas ao canal NaV1.8 e ao 

possível alvo do efeito analgésico do TCE (Kim et al., 2023). O canal NaV1.7 é sensível a TTX e 

não foi registrado no trabalho de Kim et al, todavia também está presente na DRG (Dib-Hajj 

and  Waxman,  2019) e  os  resultados  do  presente  trabalho  também  indicam  a  possível 

participação no efeito analgésico do TCE  (Field et al.,  1993; Krauss and Green, 2006) por 

inibir as correntes devido à modulação na SSI. 

Os estudos da interação do TCE com canais de potássio atualmente se limitam aos 

canais da família K2P, com efeito ativador em TREK-1 e TRAAK (Harinath and Sikdar, 2004), e 

também efeito potencializado no canal mitocondrial mitoKATP (Zaugg et al., 2002). 

 Para compreender a  magnitude dos efeitos em canais  da família  Shaker-Related 

(Kv1.x) foi inicialmente analisada a capacidade de inibição de corrente no canal KV1.3 (Figura 

50), com a observação de um EC50 de 26,68 mM. A análise de probabilidade de abertura da 

ativação  a  25  mM  não  demonstrou  modulação,  indicando  que  outros  mecanismos  são 

associados com a inibição.

O  canal  KV1.2  é  amplamente  expresso  no  cérebro,  associado  com  a  controle  da 

excitabilidade celular, com a manutenção do potencial de repouso, repolarização e o padrão 

de disparos  (Robbins and Tempel, 2012). Anticorpos anti-Kv1.2  (Alkire et al., 2009) e uma 

toxina bloqueadora de Kv1.2 (Lioudyno et al., 2013) perfundidas no núcleo medial talâmico 

durante anestesia por sevoflurano demonstraram reverter momentaneamente a sedação de 

camundongos, indicando a importância do canal KV1.2 durante a manutenção da anestesia. 

O metabólito ativo TCE a 5 mM reduziu a amplitude de correntes no canal K V1.2-WT 

em aproximadamente 9%, caracterizando um efeito inibitório similar ao descrito para KV1.3 

(Figura  51).  Já  quando  avaliado  no  canal  KV1.2-FRAKT  foi  observado  um  efeito 
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potencializador  com  aumento  da  condutância  nos  potenciais  de  -40  até  80  mV,  com 

ausência de deslocamento na probabilidade de abertura.

 A incapacidade de propofol modular KV1.2 WT sugere uma interação fraca com o 

linker S4-S5, uma vez que foi demonstrado por Photolabeling a interação na região, mas com 

ausência de modulação (Bu et al., 2018). Os canais KV1.2-FRAKT (Liang et al., 2015) e o Kv1.2 

G329T apresentam efeito potencializador do propofol, diferente do Kv1.2 que é insensível 

(Bu et al.,  2018). Os canais Kv1.2/ KV1.2-FRAKT apresentaram similaridades no padrão de 

comportamento na presença de TCE, indicando que o linker S4-S5 de Kv1.2 não permite a 

interação forte de TCE, mas quando substituído para o de K-Shaw2 (KV1.2-FRAKT) ocorre a 

interação e potencialização do canal, assim como descrito para o propofol (Bu et al., 2018). 

Outra molécula similar ao anestésico propofol, AziPm, demonstrou o mesmo padrão que o 

TCE, com inibição em Kv1.2 e potencialização de Kv1.2-FRAKT, sendo associada a capacidade 

de inibição com o resíduo L321, indicando a possibilidade que o TCE apresente interação 

com  esse  resíduo  (Bu  et  al.,  2018).  Simulações  computacionais  com  o  modelo  atômico 

existente  do  TCE  (Kiametis  et  al.,  2018) e  as  estruturas  de  Kv1.2  poderiam  fornecer 

informações adicionais sobre o mecanismo de interação do TCE com o linker S4-S5, além da 

influência do resíduo L321.

Modelo celular SH-SY5Y-RA para avaliação da interação de anestésicos

O modelo celular SH-SY5Y-RA foi desenvolvido com a ideia de ser uma plataforma 

para testes de diferentes compostos em uma célula que apresenta características neuronais 

mínimas, apresentando correntes endógenas associadas à despolarização de membrana e à 

repolarização, além da capacidade da inserção de novas características de correntes com a 

transfecção de plasmídeos para expressão de canais iônicos.

O processo de diferenciação celular com ácido retinóico associado com BNDF das 

células SH-SY5Y induz o fenótipo de neurônios maduros dopaminérgicos, com indução da 

formação de neuritos,  o  aumento da expressão dos marcadores  de neurônios  maduros, 

como sinaptofisina,  β-tubulina III e proteína nuclear neuronal (Pifferi et al., 2024), além do 

aumento  de  marcadores  associados  às  características  dopaminérgicas,  como  o 
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transportador de dopamina DAT, receptores D2 e D3 e da enzima tirosina hidroxilase (Goldie 

et al., 2014; Ferrari et al., 2020).

O processo de diferenciação celular  propiciou uma alteração na probabilidade de 

abertura das correntes associadas a canais de sódio e potássio, em ambas as probabilidades 

ocorreu deslocamento para potenciais mais negativos, efeito associado com um aumento na 

excitabilidade,  fazendo  com  que  os  canais  abram  com  menores  variações  de  voltagem 

(Figura 53 D, E). Para uma avaliação completa da diferenciação celular torna-se necessário 

além da avaliação das correntes iônicas uma futura análise da presença dos marcadores de 

neurônios maduros dopaminérgicos por metodologias de imuno-histoquímica.

O deslocamento nas probabilidades de abertura após o processo de diferenciação 

celular possibilitou condições necessárias para registros de potências de ação nestas células 

(Figura  53  C).  É  importante  ressaltar  algumas  limitações  quanto  aos  potenciais  de  ação 

registrados nessas células. O primeiro fator é a necessidade da injeção de corrente (-70 pA) 

para obtenção de potenciais de repouso que não inativem os canais. Segundo, as células  

apresentam um potencial de ação induzido único, independente do tempo de estímulo ou 

amplitude de corrente, indicando não possuir a maquinaria de canais necessária para total 

hiperpolarização  e  retorno  ao  limiar  de  ativação,  impossibilitando  um  estudo  quanto  à 

frequência dos disparos. Além das limitações relacionadas ao modelo celular, é necessário 

aprimorar  os  scripts de  análise  em  python  utilizados  neste  presente  trabalho,  para  a 

obtenção de outros parâmetros fundamentais,  como uma melhor detecção do limiar de 

ativação, duração fase ascendente, duração da fase descendente e o cálculo da largura do 

potencial de ação na metade da amplitude - Action potential half-width.

O valor de MAC –  Minimum Alveolar Concentration de sevoflurano observado para 

adultos é de  2,05 %  (Scheller et al.,  1988) e 2,40% para ratos.  Considerando o valor do 

coeficiente de partição dos anestésicos e as correções da temperatura, foi identificada uma 

concentração de 0,30 mM para humanos e 0,35 mM para ratos (Crawford et al., 1992) em 

solução aquosa com os MAC de 2,05% e 2,40%, respectivamente  (Franks and Lieb, 1994, 

1996). Considerando esses valores, o sevoflurano foi diretamente solubilizado na solução de 

experimento para a concentração de 0,3 mM, próxima aos valores calculados a partir dos 

MAC descritos anteriormente.
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Sevoflurano a 0,3 mM demonstrou reduzir  a amplitude do potencial  de ação nas 

células  SH-SY5Y-RA,  tal  efeito  pode  estar  associado  diretamente  com  a  redução  de 

amplitude de correntes dos canais de sódio  (Barber et al.,  2014),  os demais parâmetros 

calculados  não  demonstraram  variação.  Ao  observar  os  efeitos  nas  células  com  alta 

densidade de expressão de KV1.2,  em SH-SY5Y-RA-KV1.2 foi  registrada uma repolarização 

com valores  mais  negativa  potencial  de  membrana  após  repolarização,  esse  efeito  está 

diretamente associado com o aumento da condutância dos canais Kv1.2 na presença de 

sevoflurano (Barber et al., 2012; Lioudyno et al., 2013). 

Simulações  computacionais  do  sevoflurano  em  KV1.2  indicam  a  interação 

principalmente  nas  regiões  do  linker S4-S5  e  a  hélice  S6  com  a  ocupação  desses  sítio 

dependente da concentração  (Stock et al., 2017) A interação ocorre preferencialmente no 

estado  aberto  do  canal,  com  o  aumento  da  concentração  (1-100  mM)  é  observado  o 

deslocamento da probabilidade de abertura para potenciais mais negativos (-1mV até -30 

mV) (Stock et al., 2018) . 

O  modelo  celular  SH-SY5Y-RA-KV1.2  foi  capaz  de  refletir  o  efeito  da  modulação 

sevoflurano 0,3 mM sobre KV1.2 no potencial de ação, indicando ser um modelo interessante 

para avaliação de como a modulação de alvos específicos adicionados via transfecção pode 

afetar diretamente a excitabilidade de membrana na presença de anestésicos. 

2.7 Conclusão

Existe uma seletividade nos alvos que os anestésicos gerais interagem, promovendo 

a redução de atividade dos alvos relacionados à excitabilidade neuronal como os canais NaV, 

CaV,  NMDA, AMPA e aumento da atividade dos alvos relacionados à hiperpolarização de 

membrana e à inibição neuronal (KV, K2P, GABAA)  (Zhou and Guan, 2021). Atuando com uma 

seletividade a resposta neuronal, mas com inespecificidade molecular. 

O  anestésico  injetável  propofol  demonstrou  ser  ativo  nos  canais  NaV nas  três 

concentrações testadas e indicando agir sobre acoplamento da ativação-inativação (Yang et 

al.,  2018) para  inibição  de  corrente  nos  canais  NaV1.1-1.3  e  Nav1.5-NaV1.7.  A  isoforma 

NaV1.4 apresentou maiores taxa de inibições e modulações nas probabilidades de abertura, 

entretanto  os  resultados  indicados  neste  trabalho  não  demonstram  acoplamento  da 
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ativação-inativação,  uma  vez  que  foi  observado  um  deslocamento  na  probabilidade  de 

abertura para potenciais mais positivos. 

Tricloroetanol  foi  capaz  de  inibir  as  isoformas  de  NaV devido  à  modulação  da 

disponibilidade de canais na inativação, com efeito mais potente no canal NaV1.7, sendo esse 

o possível alvo relacionado com o efeito analgésico descrito para esse sedativo. Nos canais 

Kv1.2 e Kv1.2-FRAKT, TCE atuou de forma similar ao descrito para o análogo fotoativo de 

propofol  -  AziPM,  apresentando  efeito  inibitório  no  canal  em  sua  condição  nativa  e 

capacidade potencializadora na isoforma mutante, sendo possivelmente o efeito inibitório 

associado ao resíduo L321 (Bu et al., 2018).

O modelo SH-SY5Y-RA tem como finalidade o estudo de como alvos moleculares de 

anestésicos podem afetar em um modelo mínimo os potenciais de ação. A hiperpolarização 

observada  no  potencial  de  ação  após  repolarização  em  células  SH-SY5Y-RA-KV1.2  na 

presença de sevoflurano foi capaz de demonstrar como a potencialização dos canais KV1.2 

afeta os parâmetros da excitabilidade de membrana individualmente.

2.8 Perspectivas Futuras

-  Investigação do mecanismo de ação que provoca o deslocamento diferencial  da 

probabilidade de abertura do canal NaV1.4 na presença de Propofol.

- Aprimoramento na metodologia de análise dos potenciais de ação induzidos em SH-

SY5Y-RA.

-  Análise  dos  marcadores  moleculares  de  SH-SY5Y-RA  para  as  características  de 

neurônios maduros dopaminérgicos. 

- Utilização dos mutantes Kv1.2-FRAKT e ΔT1-Kv1.2-G329T no modelo celular SH-SY5Y 

com Sevoflurano, Propofol e TCE.
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