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1. Canais iônicos 

 

A membrana celular de eucariotos consiste de um mosaico de lipídios, 

carboidratos e proteínas. As proteínas são o segundo maior constituinte, sendo 

classificadas como periféricas e integrais. As proteínas integrais, também 

conhecidas como transmembrana, possuem uma região hidrofóbica e outra 

hidrofílica. Cada região possui uma composição de aminoácidos e uma 

estrutura secundária característica, permitindo sua interação, através de 

ligações não covalentes, com a membrana plasmática, tanto em sua porção 

hidrofílica, quanto hidrofóbica (belémHill et al, 2012a).  

 

 Cinco tipos funcionais de proteínas transmembrana são encontrados: 

canais, transportadoras (carreadoras), enzimas, receptores e proteínas 

estruturais. Os canais iônicos permitem a passagem de íons, presentes em 

soluções aquosas, pelo processo de difusão, seguindo seu gradiente elétrico e 

químico através da membrana. Este mecanismo de transporte se faz 

necessário, uma vez que a membrana plasmática possui um caráter 

hidrofóbico em seu interior, impossibilitando que solutos hidrofílicos a 

atravessem (Hill et al, 2012a). 

 

Do ponto de vista estrutural, estes canais iônicos são constituídos de 

uma ou mais proteínas que atravessam a membrana, formando uma região 

central, denominada de poro. Este permite a passagem seletiva de diferentes 

íons, como consequência de uma alteração de sua conformacão causada por 

um estímulo, que aumenta ou diminui a sua permeabilidade. De acordo com o 

mecanismo de ativação do canal, estes são classificados em: (1) canais que se 

abrem em resposta ao estiramento, (2) canais controlados por proteínas 

cinases, (3) canais com mecanismo de abertura e fechamento controlado por 

um ligante e (4) canais voltagem – dependentes (Hill et al, 2012b).  
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1.1. Canais iônicos dependentes de voltagem 

1.1.1. Descoberta dos canais voltagem – dependentes  

 

Em meados dos anos 1950, em uma série de artigos, Hodgkin e Huxley 

definiram as três principais características biofísicas envolvidas com a geração 

e a propagação do potencial de ação: ativação dependente de voltagem, 

seletividade iônica e a permeabilidade mediada pelo movimento. No entanto, 

na época, não se sabia da existência dos canais iônicos e, portanto, os autores 

caracterizaram a permeabilidade como sendo uma consequência do 

movimento de alguns componentes da membrana, que se comportam como se 

tivessem uma grande carga, ou um momento dipolo orientado pela diferença 

de voltagem da membrana (Armstrong & Hille, 1998; Hodgkin & Huxley, 1952a; 

Hodgkin & Huxley, 1952b; Hodgkin & Huxley, 1952c; Hodgkin et al, 1949). 

 

As primeiras evidências de como seria a estrutura destes componentes 

de membrana (canais iônicos) surgiram em 1959, quando Mullins propôs que a 

membrana celular possuía poros que somente permitiam a passagem de íons 

após sua desidratação, sendo a seletividade iônica uma consequência da 

diferença em seus raios atômicos (Mullins, 1959). Posteriormente, novas 

evidências apoiaram esta hipótese e demonstrou-se que a força eletrostática 

do Filtro de Seletividade do canal e a termodinâmica do sistema também eram 

importantes para a seletividade (Bezanilla, 2008; Bezanilla & Armstrong, 1972; 

Eisenman & Dani, 1987; Noskov et al, 2004) 

 

Em 1964, Narahashi e colaboradores caracterizaram a tetrodotoxina 

(TTX) como uma toxina que bloqueia especificamente a corrente dos íons Na+ 

(Narahashi et al, 1964). Posteriormente, com a descoberta que o cátion 

tetraetilamônio (TEA) era capaz de bloquear somente a corrente dos íons K+, 

confirmou-se a proposição inicial de que a condutividade dos íons Na+ e K+ 

ocorre por meio de diferentes componentes (canais iônicos) presentes na 

membrana (Armstrong & Binstock, 1965; Tasaki & Hagiwar, 1957). 
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Durante a década de 1970, experimentos eletrofisiológicos utilizando-se 

o TEA permitiram provar que os canais voltagem – dependentes de K+ sofriam 

alterações em suas conformações mediadas pela diferença de voltagem. Uma 

vez que ao se substituir um dos grupos etil do TEA, o bloqueio da corrente 

somente ocorreu após a despolarização da membrana. Também se descreveu 

a competição direta entre o TEA e os íons K+, o que sugeria uma única região 

do canal que ao mesmo tempo era responsável pela seletividade e, pela 

passagem dos íons (posteriormente caracterizada como o Filtro de Seletividade 

do poro do canal) (Armstrong, 1971; Bezanilla, 2008; Bezanilla & Armstrong, 

1972; Hille, 1975). 

 

Apesar das evidências conduzirem a uma provável estrutura dos canais 

iônicos, a confirmação somente ocorreu em consequência do avanço das 

técnicas de biologia molecular, na década de 1980. A clonagem molecular 

permitiu caracterizar a sequência de aminoácidos dos canais iônicos, sendo 

que o primeiro a ser clonado foi o canal voltagem – dependente de Na+ (Noda 

et al, 1984), seguido pela clonagem do canal voltagem – dependente de Ca2+ 

(Tanabe et al, 1987) e, posteriormente determinou-se a estrutura primária do 

canal voltagem – dependente de K+ (Kamb et al, 1987; Papazian et al, 1987; 

Pongs et al, 1988). 

 

 A descoberta da sequência de aminoácidos permitiu a caracterização 

estrutural dos canais em seis segmentos transmembranares, sendo que os 

canais voltagem – dependentes de Na+ e Ca2+ apresentavam quatro repetições 

(domínios) destes seis segmentos transmembranares (Noda et al, 1984; 

Tanabe et al, 1987). Por sua vez, o canal voltagem – dependente de K+ é 

formado por quatro subunidades e, para que seu modelo estrutural fosse 

determinado, utilizou-se de técnicas biofísicas e eletrofisiológicas, com o auxílio 

de toxinas escorpiônicas que serviram como ferramentas experimentais 

(Christie et al, 1990; MacKinnon, 1991a; MacKinnon & Miller, 1989). 

 

Com o aumento do número de sequências determinadas, começou-se a 

estudar a função de grupos de aminoácidos que eram conservados ao longo 

das diferentes sequências primárias. Para tal, experimentos envolvendo 

mutações sítio-dirigidas dos aminoácidos do segmento transmembrana S4 
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foram realizados, comprovando-se sua importância na abertura do canal em 

resposta à diferença de voltagem da membrana (Papazian et al, 1991; Stuhmer 

et al, 1989). Também foram realizados experimentos de mutação sítio-dirigida 

com o Filtro de Seletividade, para verificar sua importância na seletividade 

iônica (Garcia et al, 2001; Heginbotham et al, 1992; Heginbotham et al, 1994; 

Heginbotham & MacKinnon, 1992).  

 

Outro aspecto relevante foi a utilização de toxinas peptídicas isoladas de 

escorpiões, aranhas, anêmonas do mar, serpentes, entre outros animais, que 

serviram de modelos para o estudo da estrutura e função dos canais voltagem 

– dependentes, permitindo a compreensão da funcionalidade das diferentes 

regiões do canal, suas subunidades e unidade auxiliares (Banks et al, 1979; 

Blatz & Magleby, 1986; Dolly et al, 1984; Jenkinson, 2006; Miller et al, 1985). 

 

  O acúmulo de evidências tornava o modelo proposto para os canais 

voltagem – dependente cada vez mais sólido, até que em 1998 determinou-se 

a primeira estrutura tridimensional de um canal de voltagem – dependente de 

K+ (KcsA) com apenas dois segmentos transmembrana, isolado da bactéria 

Streptomyces lividans (Doyle et al, 1998). Posteriormente, outros canais iônicos 

tiveram suas estruturas determinadas: em 2002, Jiang e colaboradores 

determinaram a estrutura de um canal de K+ ativado por Ca2+ (MthK) (Jiang et 

al, 2002a). Em 2003, determinou-se a estrutura de um canal (KVAP) da bactéria 

Aeropyrum pernix (Jiang et al, 2003a) e em 2005 foi determinada a estrutura do 

subtipo de KV1.2 de mamífero (Long et al, 2005a). Em 2007, determinou-se a 

estrutura de um canal quimérico, formado pelas subunidades de KV1.2 e KV2.1 

(Long et al, 2007) e recentemente, a primeira estrutura do canal voltagem – 

dependente de Na+ foi elucidada (Payandeh et al, 2011).  

 

Contudo, pode-se afirmar que concomitantemente aos avanços das 

técnicas de experimentação biológica, novas descobertas foram sendo 

realizadas e, atualmente, dada a grande diversidade de canais já descritos e 

caracterizados, estes são classificados como membros de uma superfamília de 

proteínas, a qual inclui os canais voltagem – dependente de Na+, Ca2+, K+, 

canais ativados por nucleotídeos cíclicos e canais TRP (sigla de ‘Transient 

Receptor Potential’) (Figura 1) (Yu & Catterall, 2004).    
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Figura 1 – Superfamília de canais iônicos. O dendograma representa 143 

membros das diferentes famílias de canais iônicos. Os ramos em azul são 

representados pelos canais voltagem – dependentes de Na+ e Ca2+. Os ramos 

vermelhos indicam os canais seletivos para os íons K+. Em magenta estão os 

canais ativados por nucleotídeos cíclicos e em verde tem-se os diferentes 

“Transient Receptor Potential”. Figura modificada de Catterall e colaboradores 

(Catterall et al, 2005). 

 

1.1.2. Estrutura dos canais voltagem – dependentes  

 

Canais voltagem – dependentes de Na+, Ca2+ e K+ são membros de uma 

superfamília de proteínas integrais com uma arquitetura estrutural semelhante. 

Os canais voltagem – dependentes de Na+ e Ca2+ são compostos de uma 

única cadeia polipeptídica, denominada de α subunidade, responsável pela 

formação do poro do canal, a qual pode estar associada a diferentes 

subunidades auxiliares (Catterall, 1988). A α subunidade é composta por quatro 
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domínios homólogos (I – IV), sendo que cada domínio é formado por um núcleo 

estrutural (‘core motif’) com seis segmentos transmembranares em α hélice 

(segmentos S1 a S6) (Kayano et al, 1988; Noda et al, 1984; Tanabe et al, 

1987).  

 

Por sua vez, os canais voltagem – dependentes de K+ são tetrâmeros, 

ou seja, são formados por quatro proteínas (subunidades), cada qual contendo 

seis segmentos transmembranares em α hélice (S1–S6), que se ligam 

covalentemente para formar o canal. Esses canais podem também estar 

associados a diferentes subunidades auxiliares (KVβ1 – KVβ3) (Baumann et al, 

1987; Kamb et al, 1987; Papazian et al, 1987). 

 

 As subunidades auxiliares possuem sequências primárias que não se 

assemelham à da subunidade principal (α subunidade), e são capazes de 

alterar as propriedades eletrofisiológicas e/ou biofísicas e os níveis e padrões 

de expressão dos canais voltagem – dependentes de Na+, Ca2+ e K+. Além 

disso, estes canais também podem interagir com proteínas adicionais, tais 

como enzimas reguladoras e os elementos do citoesqueleto (Isom et al, 1994). 

 

Os segmentos S1 a S4 dos canais voltagem – dependentes formam o 

“domínio sensor de voltagem”, responsável por alterações de conformação 

estrutural que ocorrem em resposta às diferenças de voltagem da membrana 

(Catterall et al, 2005). O segmento S4 é considerado o principal segmento 

transmembrana do sensor de voltagem, sendo responsável pelo deslocamento 

de cargas positivas (“gating charges”) ao longo do campo elétrico 

transmembranar (Bezanilla, 2000).  

 

Este segmento é composto por aminoácidos positivos (geralmente 

Arginina) e aminoácidos hidrofóbicos. A disposição repetitiva destes 

aminoácidos na cadeia peptídica (um aminoácido positivo, seguido de dois 

aminoácidos hidrofóbicos) confere uma estrutura secundária em α hélice, na 

qual as cadeias laterais dos aminoácidos positivos formam interações 

eletrostáticas com os aminoácidos negativos dos segmentos 

transmembranares S1, S2 e S3 (Catterall, 1988; Papazian et al, 1995; Tiwari-

Woodruff et al, 1997). 
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Os segmentos S5 e S6 formam o “domínio do poro” do canal. Na alça de 

ligação entre os segmentos S5 e S6, tem-se a região do poro, também 

conhecida como “P-region”. Quando quatro “P-regions”, de cada uma das 

subunidades ou domínios dos canais voltagem – dependentes estão 

tridimensionalmente próximas, forma-se o poro por onde ocorre a passagem 

dos íons (Yellen, 1998). No entanto, a passagem dos íons é seletiva, uma vez 

que nesta região se encontram os aminoácidos do Filtro de Seletividade, além 

de outros que estão presentes nos segmentos S5 e S6, que também são 

importantes para a seletividade iônica (Figura 2) (Lopez et al, 1994; Ragsdale 

et al, 1994; Shieh & Kirsch, 1994). 
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Figura 2 – Estrutura dos canais voltagem – dependentes de Na+, Ca2+ e K+.  

Os canais voltagem – dependentes de Na+ e Ca2+ são formados por uma única 

cadeia polipeptídica com quatro domínios (I – IV), cada qual contendo seis 

segmentos transmembrana. O canal voltagem – dependente de K+ (KV) é 

formado por quatro subunidades, cada qual contendo seis segmentos 

transmembrana. Assim como os canais voltagem – dependentes de Na+ e 

Ca2+, o KV pode estar associado a subunidades auxiliares (β subunidade ou 

KChIP). Figura modificada de (Lai & Jan, 2006). 

 

1.1.3. Teoria evolutiva dos canais voltagem – dependentes 

 

Dada à alta identidade da estrutura primária, principalmente na região do 

segmento S4 do domínio sensor de voltagem e, a grande similaridade 

estrutural entre os canais voltagem – dependentes de Na+, K+ e Ca2+, postulou-

se uma divergência evolutiva a partir de uma arquitetura estrutural ancestral em 

comum. Acredita-se que primeiramente surgiram os canais de voltagem – 

dependentes de K+, derivados de canais de K+ ancestrais. Provavelmente, 

estes canais ancestrais eram semelhantes aos encontrados atualmente, desde 

bactérias até mamíferos, com apenas dois segmentos transmembranares em 

cada uma das quatro subunidades, os quais correspondem ao “domínio do 

poro” (segmentos S5 e S6) dos canais voltagem – dependentes com seis 

segmentos.  

 

Acredita-se que este canal ancestral com apenas dois segmentos (que 

não era voltagem – dependente) se associou a outra proteína, a qual 

provavelmente era formada pelos segmentos S1 a S4, responsáveis pelo 

“domínio sensor de voltagem”. A partir daí, surgiram os canais voltagem – 

dependentes de K+ e, a partir destes, surgiram os canais que possuem uma 

extensão de sua cadeia peptídica na região N-terminal, responsável pelo seu 

mecanismo de inativação, os canais de K+ ativados por Ca2+ e os canais de K+ 

ativados por nucleotídeos cíclicos presentes no citosol.  
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Acredita-se, também, que os canais voltagem – dependentes de Na+ e Ca2+ 

evoluíram a partir dos canais de K+ voltagem – dependentes, como 

consequência da duplicação gênica e sucessivas mutações, que resultaram em 

uma única proteína formada por quatro repetições (domínios I – IV) de seis 

segmentos transmembranares. Atualmente, os canais voltagem – dependentes 

da Na+, K+ e Ca2+ são membros da terceira maior superfamília de proteínas 

sinalizadoras presentes no genoma humano, estando atrás somente de 

proteínas cinases e receptores acoplados à proteína G (Anderson & 

Greenberg, 2001; Catterall et al, 2005; Hill et al, 2012c; Yu & Catterall, 2003) 

 

1.1.4. Fisiologia dos canais voltagem – dependentes 

 

Canais voltagem – dependentes de Na+ e K+ são responsáveis pela 

sinalização elétrica celular, estando envolvidos com a liberação de Ca2+ 

intracelular, sinapses elétricas, secreção hormonal de sinapses químicas, 

contração da musculatura, percepção do meio ambiente, além de muitas outras 

funções em células não excitáveis, tais como expressão gênica e divisão 

celular. Em suma, são os principais responsáveis pela geração e propagação 

do potencial de ação e, consequentemente, da integração do funcionamento do 

sistema nervoso (Ackerman & Clapham, 1997). 

 

A geração do potencial de ação é o resultado da diferença de 

permeabilidade da membrana celular aos íons Na+ e K+. Este fenômeno tem 

início quando ocorre uma mudança no potencial de repouso da membrana, 

capaz de gerar a abertura de canais voltagem – dependentes, permitindo, 

consequentemente, a passagem destes íons através da membrana plasmática.  

 

Durante o potencial de ação, observa-se uma diferença na 

permeabilidade dos íons Na+ e K+ e, para se determinar o potencial de 

membrana (Vm) deve-se levar em consideração o fato da corrente total que flui 

através da membrana ser o resultado da soma das correntes iônicas 

individuais, como determinado pela equação de Goldman-Hodgkin-Katz: 
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Onde, Vm é o potencial de membrana, R é a constante dos gases, T é a 

temperatura, z é a valência da carga do íon, F é a constante de Fraday, ln, 

logaritmo na base 10, PK e PNa, permeabilidades dos íons K+ e Na+, [K+]O e 

[Na+]O, são as concentrações dos íons K+ e Na+ no meio extracelular e, [K+]I e 

[Na+]I, são as concentrações dos íons K+ e Na+ no meio intracelular (Hodgkin & 

Huxley, 1952c). 

   

Dessa forma, é possível observar diferentes fases do potencial de ação 

de acordo com a permeabilidade dos íons. Inicialmente, tem-se uma reversão 

do potencial de membrana, causada pelo aumento da permeabilidade dos íons 

Na+, em decorrência da abertura de canais voltagem – dependentes de Na+. 

Posteriormente, estes canais ficam inativados e, concomitantemente, ocorre à 

abertura tardia, por alguns milissegundos, dos canais voltagem – dependentes 

de K+. Aumentando a permeabilidade dos íons K+ e restaurando o potencial de 

repouso da membrana (Hill et al, 2012c).    

 

1.2. Canais voltagem – dependentes de K+ 

1.2.1. Classificação e distribuição 

 

Os canais de K+ são responsáveis por aproximadamente 50% dos genes 

da superfamília de proteínas sinalizadoras, com mais de 80 membros já 

descritos. Estes são classificados em quatro tipos, de acordo com o número de 

segmentos transmembrana e o seu mecanismo de atuação: canais 'inwardly 

rectifying', com dois segmentos transmembrana (Kir), canais com dois poros e 

quatro segmentos transmembranares (K2P ou “leak channels”), canais com 

seis segmentos transmembranares, ativados por Ca2+ (KCa), canais voltagem – 
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dependentes (KV), que também são formados por seis segmentos 

transmembranares, e os canais com oito segmentos transmembranares e dois 

poros. Cada um destes tipos pode ser classificado em famílias e subdividido 

em subfamílias, cada qual contendo vários membros (subtipos) estritamente 

relacionados (Wulff et al, 2009). 

   

Os primeiros estudos realizados com o genoma da popularmente 

conhecida mosca de fruta (Drosophila melanogaster) identificaram quatro 

diferentes subfamílias de canais voltagem – dependentes de K+: Shaker (KV1), 

Shab (KV2), Shaw (KV3) e, Shal (KV4) (Butler et al, 1989). Posteriormente, 

trabalhos realizados com o genoma de mamíferos permitiram a identificação de 

outras quatro subfamílias: KV5, KV6, KV8 e KV9. Estas oito subfamílias são 

caracterizadas pela rápida cinética de ativação e são classificadas como 

pertencentes à família KV. Outros subtipos de canais voltagem – dependentes 

também foram posteriormente caracterizados e classificados como 

pertencentes às famílias EAG, formada pelas subfamílias KV10, KV11 e KV12, e 

família KQT, formada pela subfamília KV7 (subtipos KCNQ1 – KCNQ5) (Figura 

3) (Coetzee et al, 1999; Gutman et al, 2003).  
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Figura 3 – Classificação dos canais seletivos para o íon K+. A – canais 

'inwardly rectifying', com dois segmentos transmembrana (Kir). B – canais com 

dois poros e quatro segmentos transmembranares (K2P ou “leak channels”), C 

– canais com oito segmentos transmembranares e dois poros. D – canais com 

seis segmentos transmembranares que podem ser ativados por Ca2+ (KCa) ou 

dependentes de voltagem (KV). E – Subdivisão dos canais com seis segmentos 

transmembrana em cinco famílias: KV, eag, KQT, SK e slo. As famílias SK e slo 

são formadas por canais ativados por Ca2+, ao passo que as famílias KV, eag e 

KQT são formadas por canais voltagem – dependentes (subfamílias de KV1 – 

KV12). Figura modificada de (Choe, 2002; Coetzee et al, 1999) 

 

Devido à grande quantidade de famílias e subfamílias já caracterizadas, 

apresentaremos a seguir uma descrição mais detalhada a respeito de algumas 
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subfamílias pertencentes à família KV, uma vez que estes canais constituem o 

foco da nossa investigação. 

Subfamília Shaker (KV1) 

 

Já se têm descrito oito genes dentro desta subfamília, os quais 

correspondem aos subtipos de KV1.1 a KV1.8. No entanto, como estes podem 

formar complexos heterotetraméricos no sistema nervoso central, a diversidade 

de subtipos encontrados é muito maior. Estes subtipos também são 

amplamente expressos em diversos órgãos, tais como, coração e rim, em 

tecidos periféricos do sistema vascular e em células do sistema imune (Rudy, 

2010). 

Subfamília Shab (KV2) 

 

Os dois subtipos já caracterizados são os KV2.1 e KV2.2. Estes são 

encontrados no córtex cerebral, hipocampo e cerebelo. Acredita-se que estão 

presentes em todas as células e interneurônios do tecido cerebral e estão 

localizados principalmente e, em grande quantidade, na região do soma e na 

região dendrítica próxima ao corpo celular neuronal. Também já foi descrita a 

presença destes subtipos em células β do tecido pancreático (Dai et al, 2009; 

Hwang et al, 1993; Murakoshi & Trimmer, 1999). 

Subfamília Shaw (KV3) 

 

Cada subtipo de KV3 exibe um padrão peculiar de expressão entre as 

populações de células do sistema nervoso. Os subtipos KV3.1 – KV3.3 são 

expressos no sistema nervoso central e geralmente são encontrados em 

neurônios (tanto no soma, quanto no axônio) com terminações sinápticas 

GABAérgicas e, em interneurônios. Por sua vez, o subtipo KV3.4 não é tão 

usualmente encontrado no cérebro, porém há uma grande expressão destes na 

musculatura esquelética (Lenz et al, 1994; Perney et al, 1992; Veh et al, 1995).   

Subfamília Shal (KV4) 
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Dentre os três subtipos já caracterizados nesta subfamília, somente os 

KV4.2 e KV4.3 são altamente expressos no sistema nervoso central e coração. 

Por sua vez, o KV4.1 é encontrado em baixos níveis de expressão no sistema 

nervoso central (hipocampo e córtex cerebelar) e, fora do sistema nervoso, é 

encontrado em diferentes órgãos: coração, fígado e rim (Serodio & Rudy, 

1998).   

Subfamília ether-à-go-go (erg ou KV11) 

 

Atualmente três subtipos já foram descritos para esta subfamília (KV11.1 

– KV11.3). O subtipo KV11.1 (Erg1) foi primeiramente isolado do coração de 

humanos e, por isso, também é conhecido como hERG (“human ether-à-go-

go”), porém também já foi identificado em interneurônios do sistema nervoso 

central. Os outros dois subtipos (KV11.2 e KV11.3) não são encontrados no 

coração, mas já foi comprovada sua presença no hipocampo. 

Interessantemente, no sistema nervoso central, estes canais também tendem a 

formar heterotetrâmeros (Vacher et al, 2008).  

 

1.2.2. Cinética de ativação e inativação e seletividade 

iônica  

 

Aproximadamente 30% da energia proveniente do metabolismo celular 

são gastos com a manutenção do gradiente eletroquímico dos íons Na+ e K+ 

através da membrana. Esta energia é convertida em movimento do canal, 

possibilitando sua abertura ou fechamento e, consequentemente, aumentando 

ou diminuindo a permeabilidade dos íons através da membrana (Ackerman & 

Clapham, 1997). 

 

Os canais voltagem – dependentes de K+ possuem mais de um 

mecanismo responsável por sua abertura e fechamento. O movimento de 

abertura do canal é denominado de ativação e ocorre em resposta à 

despolarização da membrana. Posteriormente à sua ativação, quando o 

potencial de membrana volta a valores negativos, o canal se fecha, em um 

processo denominado de desativação. Em determinadas situações fisiológicas 
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em que o potencial de membrana é mantido em valores positivos, o canal 

também irá se fechar, porém através de um processo conhecido como 

inativação, mediado tanto pela porção Amino-terminal do canal (denominado 

de “N-type") quanto pela porção Carboxi-terminal ("C-type"). 

Sensor de voltagem  

 

Como já discutido anteriormente, os segmentos S1 a S4 dos canais 

voltagem – dependentes estão envolvidos com as alterações de conformação 

estrutural que ocorrem em resposta à despolarização da membrana (Jiang et 

al, 2003a). Com o intuito de se compreender este fenômeno, os primeiros 

trabalhos realizados, utilizando-se a técnica de “voltage – clamp” definiram que 

diferentes valores de voltagem de membrana causavam diferentes alterações 

na conformação do canal, resultando em diferentes valores de corrente, 

denominada de “gating current” (Armstrong & Bezanilla, 1973; Schneider & 

Chandler, 1973). 

 

Medidas eletrofisiológicas realizadas em canais com mutações sítio – 

dirigidas nos segmentos S2 (substituição de aminoácidos negativos por 

neutros) e S4 (substituição de aminoácidos positivos por neutros) resultaram 

em uma redução na “gating current”. Tal condição permite afirmar que ambos 

os segmentos são extremamente importantes, pois estão diretamente 

envolvidos com a detecção das diferenças de voltagem da membrana e, 

consequentemente, no “gating” (abertura e fechamento) do canal (Papazian et 

al, 1995; Seoh et al, 1996; Tiwari-Woodruff et al, 1997). Outros experimentos 

provaram que os aminoácidos positivos do segmento S4 são capazes de se 

deslocar ao longo da membrana plasmática e até ficarem expostos ao meio 

extracelular, quando a membrana sofre diferentes pulsos de voltagem 

despolarizante (Larsson et al, 1996; Mannuzzu et al, 1996; Yang & Horn, 1995).  

 

Tais evidências, juntamente com análises estruturais dos canais 

voltagem – dependentes de K+ (Doyle et al, 1998; Jiang et al, 2003b; Long et 

al, 2005b), permitiram propor diferentes mecanismos de movimento do domínio 

sensor de voltagem. Primeiramente, Jiang e colaboradores (2003), a partir da 

determinação da estrutura do canal (KVAP) da arqueobactéria termofílica 
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Aeropyrum pernix, concluíram que o segmento S4 se encontrava na interface 

entre o citoplasma e a membrana plasmática e era capaz de se deslocar mais 

de 15 Å ao longo da membrana plasmática, durante sua despolarização. Os 

autores ainda propuseram que os resíduos positivos do segmento S4 estavam 

expostos aos lipídios de membrana, permitindo ao sensor de voltagem “sentir e 

responder” às forças eletrostáticas e hidrofóbicas que estariam envolvidas com 

o “gating” do canal (Jiang et al, 2003a; Jiang et al, 2003b).  

 

No entanto, possíveis interferências decorrentes dos métodos utilizados, 

levaram Long e colaboradores (2005) proporem um novo modelo baseando-se 

na estrutura do KV1.2 que havia sido determinada (Long et al, 2005b). Neste 

modelo, diferentemente do que havia sido proposto para o KVAP, o segmento 

S4 está disposto paralelamente à membrana e os seus aminoácidos positivos 

estão completamente, ou pelo menos parcialmente, isolados da membrana 

plasmática, para que suas cargas estejam protegidas do ambiente lipídico 

(Elinder et al, 2001; Laine et al, 2004). Para que este modelo seja validado, o 

segmento S4 deve estar de um lado interagindo com os segmentos S5 e S6 e 

do outro lado com os segmentos S1 e S3. Dessa forma, o segmento S4 fica 

confinado a uma fenda que permite que seus aminoácidos carregados se 

movam através da membrana sem expô-los ao ambiente lipídico (Long et al, 

2005b). Essa interação do segmento S4 com os segmentos S5 e S6 e o 

acoplamento entre os segmentos S4 e S5 são importantes para a comprovação 

de que os movimentos do domínio sensor de voltagem e do domínio do poro do 

canal ocorrem separadamente, porém estão acoplados (Long et al, 2005b).  

 

Agora, se pensarmos como este sensor de voltagem reage ao campo 

elétrico transmembranar numa situação em que a membrana se encontra 

despolarizada, ou seja, com o interior celular carregado positivamente. Os 

aminoácidos do segmento S4 (que também são carregados positivamente) irão 

sofrer repulsão e se deslocarão para o meio extracelular, causando a abertura 

do poro (“gating”) em consequência ao deslocamento dos segmentos S5 e S6, 

os quais estão acoplados ao S4. Por outro lado, quando ocorrer a 

repolarização da membrana, os resíduos de aminoácidos positivos do S4 se 

deslocarão e ficarão mais próximos do meio intracelular. Durante este 
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deslocamento, denominado de desativação do canal, a região de acoplamento 

entre os segmentos S4 e S5 comprimem suas hélices internas e o poro do 

canal se fecha (Figura 4) (Laine et al, 2003; Long et al, 2005b).  

 

 

Figura 4 – Localização do sensor de voltagem. A – Modelo ilustrativo da 

localização e deslocamento do segmento S4 do canal KVAP. O segmento S4 

se encontra na interface entre o citoplasma e a membrana plasmática e é 

capaz de se deslocar mais de 15 Å ao longo da membrana plasmática, durante 

sua despolarização (Jiang et al, 2003b). B – Modelo ilustrativo proposto para a 

localização do segmento S4 do KV1.2, o qual está disposto paralelamente à 

membrana plasmática (Long et al, 2005b). C – Modelo atualmente aceito para 
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o deslocamento do segmento S4 durante a despolarização da membrana 

plasmática. Quando a voltagem da membrana for menor negativa (VM < 0), o 

canal se encontra no estado fechado e as “gating charges” encontram-se 

próximas ao meio intracelular. Quando ocorre a despolarização da membrana, 

o segmento S4 desloca-se em direção ao meio extracelular. Figura modificada 

de (Chanda et al, 2005; Choe, 2002; Dryga et al, 2012). 

Ativação 

 

O processo de ativação do canal é dependente de voltagem e pode ser 

dividido em duas partes: (1) a alteração da conformação do sensor de voltagem 

e (2) o movimento dos segmentos S5 e S6 do canal (“gating”). Inicialmente, a 

despolarização da membrana causa uma alteração da conformação do sensor 

de voltagem, resultando no movimento de cargas (‘gating charges’) ao longo do 

campo elétrico da membrana plasmática. Conseguintemente a esta 

redistribuição de cargas ao longo do campo elétrico, tem-se o movimento dos 

segmentos S5 e S6, causando a abertura do poro. É possível, portanto, afirmar 

que estes dois mecanismos ocorrem separadamente, porém são energética e 

mecanicamente acoplados (Yellen, 1998). 

 

A alteração da conformação estrutural do sensor de voltagem está 

relacionada à ativação do canal, uma vez que o segmento S4 do sensor de 

voltagem está acoplado aos segmentos S5 e S6. Este acoplamento se dá 

através de uma sequência padrão formada por três aminoácidos: Pro – X – 

Pro, sendo que X pode ser qualquer aminoácido. A comprovação deste 

acoplamento se deu através de mutações nestes aminoácidos, as quais 

causaram drásticas mudanças na cinética de ativação do canal (Liu et al, 1997; 

Schoppa & Sigworth, 1998).   

 

Outros experimentos também envolvendo mutagênese sítio – dirigida 

dos aminoácidos dos segmentos S5 e S6 permitiram inferir que a região do 

“gating” de ativação do canal, responsável pelo processo de abertura e 

fechamento do poro, é formada por aminoácidos específicos presentes na alça 

de ligação entre os segmentos S4 e S5 e, principalmente por alguns 

aminoácidos presentes no segmento S6, ao final de sua porção hidrofóbica, 
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próxima ao meio intracelular. Ensaios eletrofisiológicos utilizando-se o TEA, o 

4-Aminopiridina (4-AP) e o íon Cd2+ corroboraram os resultados previamente 

obtidos, uma vez que estes compostos se mostraram apenas capazes de 

bloquear a passagem dos íons K+ após a ativação do canal (canal no estado 

aberto), ou seja, os seus sítios de ligação encontram-se inacessíveis quando o 

canal está no estado fechado (Figura 5) (Holmgren et al, 1996; Liu et al, 1997).  

 

 

Figura 5 – Mecanismo de ativação do KV. A – Representação esquemática do 

canal no estado fechado. Segmento S4 encontra-se próximo ao meio 

intracelular e os segmentos S6 estão próximos uns aos outros. B – 

Representação do canal no estado aberto. O segmento S4 desloca-se para o 

meio extracelular e o segmento S5 e S6 sofrem alterações de conformação 

estrutural que permitem a passagem dos íons K+. C – Comprovação do 

mecanismo de ativação do KV. O sítio de ligação do TEA, 4-AP e o íon Cd2+ 

somente esta acessível quando o canal se encontra no estado aberto. Figura 

modificada de (Armstrong, 2003). 

Inativação 

 

O processo de inativação é a tendência dos canais se fecharem em 

resposta a uma prolongada despolarização da membrana. O mecanismo 

envolvido neste processo está acoplado à ativação do canal, uma vez que é 

através da ativação mediada pelo domínio sensor de voltagem, que se tem o 

controle indireto da inativação do canal (Yellen, 1998).  
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 O processo de inativação mediada pela porção Amino-terminal do canal 

é denominado de “N–type” ou “Ball-and-chain”, pois é caracterizado por um 

bloqueio intracelular da região do poro do canal, por intermédio de uma porção 

da cadeia polipeptídica da região N–terminal do canal (Choi et al, 1991). Esta 

porção é formada pelos 20 primeiros aminoácidos de cada uma das 

subunidades do canal, sendo que os onze primeiros são hidrofóbicos ou não 

carregados, seguidos por oito aminoácidos hidrofílicos ou carregados 

positivamente (Hoshi et al, 1990).   

 

As primeiras evidências da existência desse mecanismo surgiram: (1) 

através de experimentos com a utilização de células tratadas com protease no 

meio intracelular, o que tornava os canais incapazes de inativarem, enquanto 

sua ativação era mantida inalterada (Armstrong & Bezanilla, 1977; Armstrong et 

al, 1973; Hoshi et al, 1990) e, (2) utilizando-se derivados do TEA cujo bloqueio 

da corrente do canal era dependente de seu estado de conformação estrutural 

(Liu et al, 1997).  

 

Posteriormente, a comprovação desse mecanismo se deu através (1) da 

deleção genética dos primeiros 20 aminoácidos da porção N-terminal do canal, 

os quais ocasionaram a perda do mecanismo de inativação e, da adição 

intracelular de um peptídeo solúvel com a mesma sequência, capaz de 

restaurar a inativação dos canais com a deleção genética (Zagotta et al, 1990) 

e (2) da competição pelo sítio de ligação entre a região N-terminal do canal 

responsável pela sua inativação e bloqueadores intracelulares ou pelo aumento 

na concentração de íons K+ no meio extracelular (Choi et al, 1991; Demo & 

Yellen, 1992). 

  

 O processo de inativação mediada pela região Carboxi-terminal do canal 

é denominado de “C-type”. Este foi primeiramente caracterizado em mutantes 

de canais da subfamília Shaker sem o processo de inativação “N-type”, mas 

que ainda assim eram capazes de inativar o canal, porém em uma escala 

temporal muito maior (segundos ao invés de milissegundos) (Hoshi et al, 1991). 

A inativação “C-type”, assim como a “N-type”, está energeticamente acoplada 

ao processo de ativação do canal (Yellen, 1998). Porém, o processo “C-type” 
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ocorre no meio extracelular, como comprovado pela competição pelo sítio de 

ligação com o TEA, quando presente no meio extracelular (Lopez-Barneo et al, 

1993).  

 

 Esse processo está relacionado a mudanças de conformações 

estruturais do Filtro de seletividade, uma vez que este se torna incapaz de 

conduzir a passagem dos íons K+, pois sofre uma constrição da região 

extracelular. Mutações dos aminoácidos do Filtro de seletividade ou próximos a 

ele causaram uma aceleração na cinética de inativação do canal e, uma 

diminuição na corrente total de íons K+ que passa através do poro, 

comprovando-se a participação do Filtro de seletividade nesse mecanismo de 

inativação (Pardo et al, 1992; Perozo et al, 1993).  

 

 Yellen e colaboradores (2002), ao analisarem a conformação estrutural 

no estado aberto do canal de K+ ativado por Ca2+ (MthK), isolado da bactéria 

Methanobacterium thermoautotrophicum, propuseram um terceiro tipo de 

inativação mediada pelo segmento S6. No entanto, este mecanismo de 

inativação é o processo inverso da ativação do canal, também mediada pelo 

segmento S6 e, por isso, a existência deste terceiro mecanismo de inativação é 

questionada pela comunidade científica (Figura 6) (Jiang et al, 2002b; Yellen, 

2002). 
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Figura 6 – Mecanismos de inativação do KV. Após a abertura do canal, este 

pode inativar-se por intermédio de três mecanismos distintos: “Ball-and-chain”, 

“C-type” e “S6 gate”. Figura modificada de (Yellen, 2002). 

 

Inativação mediada por subunidades auxiliares 

  

 Subunidades auxiliares, também denominadas de β-subunidades, 

podem estar associadas às subunidades principais (α-subunidades) de 

diferentes subtipos de canais, modulando sua cinética (Isom et al, 1994). Por 

exemplo, alguns canais da subfamília Shaker (KV1.1 e KV1.4) podem se 

associar a uma β-subunidade (KVβ1) citoplasmática que estará envolvida com 

o aumento da velocidade da cinética de inativação (Rettig et al, 1994). Outro 

exemplo é a modulação da cinética de inativação de subtipos de canais da 

subfamília de KV4 pela KVβ2 (Nakahira et al, 1996). No entanto, nem todas as 

β-subunidades auxiliares estão estritamente relacionadas à cinética do canal, 

como é o caso da subunidade KVβ2, a qual também está envolvida com a 

facilitação da formação do tetrâmero e o aumento e/ou inibição da  expressão 
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do canal de determinados subtipos de KV (Xu & Li, 1998). Mais recentemente, 

uma proteína chaperona (KChAP) também foi caracterizada como moduladora 

da função e expressão dos subtipos de canais KV1.3, KV2.1 e KV4.3 (Kuryshev 

et al, 2000). 

Seletividade iônica 

 

A seletividade dos canais aos diferentes íons é consequência de 

diferentes fatores físico–químicos, energéticos e elétricos. Os canais voltagem 

– dependentes de K+ são extremamente seletivos aos íons K+, porém permitem 

também a passagem dos íons com raios atômicos semelhantes ao do K+, tais 

como o Rubídio e o Césio, cuja permeabilidade assemelha-se à do íon K+ 

(permeabilidades: K+ ≅ Rb+ > Cs+). No entanto, a permeabilidade a íons com 

raios atômicos menores (por exemplo: Na+ e Li+) é praticamente nula e, por 

isso, muitos estudos vêm sendo realizados para se elucidar o mecanismo 

envolvido na seletividade iônica (Doyle et al, 1998).  

 

O poro do canal voltagem – dependentes de K+ é a região de conexão 

entre as duas hélices (denominadas de “inner hélix” e “outer helix”) dos 

segmentos transmembranares S5 e S6. É formado por aproximadamente 30 

aminoácidos e, consiste da “região do Turret”, da “Hélice do poro” e, do “Filtro 

de Seletividade”, onde se encontra uma sequência de três aminoácidos Gly – 

Tyr – Gly (denominada de “signature sequence”), a qual é encontrada em todos 

os canais de K+, desde os que possuem somente dois segmentos 

transmembrana, até os canais voltagem – dependentes (Choe, 2002).  

 

Tanto no meio extracelular, quanto no meio intracelular, a região de 

entrada dos íons é carregada negativamente, para que se tenha uma atração 

elétrica aos cátions (consequentemente uma alta concentração de cátions) e, 

uma repulsão dos ânions. Ao longo da cavidade interna do poro, a qual é 

preenchida com água, tem-se uma predominância de aminoácidos 

hidrofóbicos, os quais são importantes, pois atuam como uma superfície inerte, 

incapaz de interagir com os íons K+ e influenciar na sua difusão ao longo do 

canal. Por sua vez, a água que está presente na cavidade interna do poro é 
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importante para a estabilização do campo eletrostático do íon K+, facilitando 

sua difusão ao longo da membrana plasmática.  (Doyle et al, 1998; MacKinnon, 

1991b).  

 

O Filtro de Seletividade é extremamente importante para a seletividade 

iônica, uma vez que os átomos de oxigênio do grupo carbonila dos 

aminoácidos, presentes em cada uma das quatro subunidades do canal, 

interagem com os íons K+ para desidratá-lo. Esta desidratação é importante, 

pois quando em solução, os íons K+ estão solvatados, ou seja, cercados por 

uma “gaiola” de átomos polares de oxigênio das moléculas de água, que 

fisicamente impediriam a passagem dos íons pela abertura do poro (~2.5 Å de 

diâmetro). Dessa forma, para que a passagem seja possível, o íon deve ser 

desidratado e, para que o campo eletrostático do cátion seja mantido estável, 

os átomos de oxigênio da água são substituídos pelos átomos de oxigênio do 

grupo carbonila, dos aminoácidos do Filtro de Seletividade (Biggin et al, 2000; 

Choe, 2002). 

 

Ao longo do Filtro de Seletividade, têm-se cinco repetições de grupos 

carbonilas (dos aminoácidos Thr–Val–Gly–Tyr–Gly) que interagem com os íons 

K+, formando seis sítios de ligação. Quatro destes sítios se localizam 

internamente e, dois deles nas extremidades (um no meio extracelular e outro 

no meio intracelular) do Filtro de Seletividade. Os quatro sítios de interação 

internos estão localizados entre os grupos carbonila de dois aminoácidos 

consecutivos, conferindo ao íon K+ oito pontos de interação. No meio 

extracelular, o íon K+ interage com quatro átomos de oxigênio da água e com 

quatro grupos carbonila das Glicinas (Gly) de cada uma das subunidades (uma 

vez que o momento dipolo do grupo carbonila é mais forte que o das moléculas 

de água). Já no meio intracelular, o potássio torna a interagir completamente 

com a água (Choe, 2002). Por sua vez, os íons K+ que se encontram alinhados 

ao longo do Filtro de Seletividade exercem uma força de repulsão entre si, 

forçando o deslocamento unidirecional, no sentido do seu gradiente 

eletroquímico (Biggin et al, 2000; Choe et al, 1999; Hille & Schwarz, 1978).  

 

Para se compreender o motivo da baixa permeabilidade do íon Na+, se 

comparado ao íon K+ (íons K+ são pelo menos 10.000 vezes mais permeáveis 
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que os íons Na+), deve-se levar em consideração a energia envolvida na 

ligação entre o canal e o íon. Medidas experimentais in silico demonstraram 

que a barreira energética necessária para a condutividade do íon Na+ é maior 

que a do K+, uma vez que seu raio atômico é menor (raios atômicos: Na+ (0.95 

Å) e K+ (1.33 Å)). Essa explicação, apesar de paradoxal, está diretamente 

relacionada à dinâmica molecular do Filtro de Seletividade, ou seja, esta região 

do canal não é capaz de se contrair suficientemente para que o íon Na+ interaja 

com os quatro grupos carbonila presentes no poro (sendo capaz de interagir 

com somente dois), consequentemente aumentando sua energia eletrostática e 

diminuindo sua permeabilidade ao longo do canal. Contrariamente, o raio do 

íon K+ permite que este se encaixe perfeitamente aos grupos carbonila do poro 

do canal e, então seja conduzido rapidamente através do canal (Figura 7) 

(Armstrong, 2003; Berneche & Roux, 2001; Dryga et al, 2012; Morais-Cabral et 

al, 2001; Zhou et al, 2001).  
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Figura 7 – Propriedades físico-químicas envolvidas na seletividade iônica. A – 

Estrutura de uma subunidade de um canal voltagem – dependente de K+, 

apresentando o “domínio sensor de voltagem” e o “domínio do poro”. B – 

Topologia do “domínio do poro” do canal, onde 1 indica a região extracelular; 2, 

Filtro de Seletividade; 3, câmara interna contendo água e aminoácidos 

hidrofóbicos; 4, poro hidrofóbico para desidratação dos íons K+; 5, região do 

canal exposta ao meio intracelular. C – Representação do Filtro de Seletividade 

com os seis sítios de ligação para o íon K+. D – Ilustração da solvatação dos 

íons Na+ e K+ e quando estão em contato com os grupos carbonila dos 

aminoácidos do Filtro de Seletividade. Figura modificada de (Allen et al, 2000; 

Armstrong, 2003; Choe, 2002; Yellen, 2002) 

 

1.2.3. Farmacologia e Importância médica (“Canalopatias”) 

 

Em paralelo ao notável progresso da compreensão da diversidade 

molecular, estrutural e funcional dos canais voltagem – dependentes de K+, um 

número cada vez mais crescente de descobertas têm ligado mutações 

genéticas e/ou disfunções destes canais a várias doenças. A caracterização 

mais aprofundada dos mecanismos moleculares envolvidos nessas doenças 

contribuiu para sua etiologia e permitiram o desenvolvimento de estratégias 

para o tratamento (Shieh et al, 2000).  

 

Vários subtipos de canais de K+ de diferentes subfamílias, com 

diferentes cinéticas de ativação/inativação e desativação, regulam a frequência 

cardíaca, definindo o potencial de repouso da membrana, a amplitude e 

duração do potencial de ação e seus períodos refratários (Barry & Nerbonne, 

1996; Roden & Kupershmidt, 1999; Snyders, 1999). A insuficiência cardíaca 

pode ocorrer por consequência de inúmeras etiologias, tais como o enfarte do 

miocárdio, hipertensão e miocardite (Wilson, 1997). Porém, a insuficiência 

cardíaca é sempre caracterizada pelo prolongamento do potencial de ação, 

decorrente de uma alteração da cinética de ativação e inativação dos subtipos 

de KV1.4 e KV4.2 (Dixon et al, 1996; Kong et al, 1998).  
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A Síndrome do QT longo é um tipo de taquiarritmia ventricular congênita, 

caracterizada por uma repolarização ventricular prolongada ou tardia, gerando 

um alongamento temporal entre o início da onda Q e o término da onda T, ao 

longo do ciclo elétrico cardíaco. Esta síndrome está relacionada a um risco 

elevado de fibrilação ventricular, podendo evoluir para uma síncope e morte 

súbita (Ackerman & Clapham, 1997; Sanguinetti & Spector, 1997; Vincent et al, 

1999). Mutações que ocorrem na região Amino-terminal do subtipo de canal 

hERG causam um retardo na sua inativação e, consequentemente, um 

prolongamento no intervalo QT. Pacientes com estas mutações são 

caracterizados como tendo a Síndrome do QT longo do tipo 2, a qual pode ter 

diferentes graus de implicações clínicas, dependendo da diversidade das 

mutações (Chen et al, 1999; Smith et al, 1996; Spector et al, 1996). 

 

Outra doença envolvendo o coração é a Fibrilação Atrial, a qual pode ser 

assintomática ou causar palpitação, fadiga, cansaço decorrente de esforços 

físicos, falta de ar, desmaios, tontura e dor no peito. O subtipo de KV1.5 é 

expresso numa variedade de tecidos em humanos, porém sua presença 

exclusiva na musculatura dos átrios do coração, tornou-o foco de grande 

interesse da indústria farmacêutica. Este canal é responsável pela 

repolarização do potencial de ação atrial, através de uma condutância 

específica de íons K+, denominada de “ultra rapid delayed rectifier” (IKur) e, em 

pacientes com Fibrilação Atrial, este tipo específico de corrente apresenta uma 

disfunção (Fedida et al, 1993; Wang et al, 1993).  

 

Dentre as doenças neuronais, pode-se destacar a Ataxia Episódica, uma 

doença autossômica, na qual os indivíduos afetados têm episódios breves de 

falta de coordenação dos movimentos (ataxia), desencadeada por estresse 

físico e/ou emocional. Mutações encontradas em pacientes com Ataxia 

Episódica são responsáveis pela (1) redução da expressão do subtipo de KV1.1 

no sistema nervoso central e periférico e (2) alteração da função do KV1.1, 

causando uma ativação do canal em valores mais positivos de membrana 

(entre 10 a 40 mV), aumento da cinética de desativação, ou ainda alteração da 

taxa de inativação do tipo “C-type” (Adelman et al, 1995; Boland et al, 1999; 

Bretschneider et al, 1999). 
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O subtipo de KV1.1, bem como o subtipo de KV1.6, também teve sua 

disfunção relacionada a doenças neuromusculares. Essa disfunção causa uma 

hiperexcitabilidade das fibras musculares, as quais, por conseguinte, causam 

miopatias miotônicas e paralisias periódicas, doenças estas que se 

caracterizam por rigidez muscular, fraqueza e dores intermitentes ou 

constantes. Outro exemplo é a Síndrome de Isaac, uma neuromiotonia 

adquirida, que também está relacionada aos canais da subfamília Shaker. 

Nesta síndrome, os anticorpos produzidos pelo próprio organismo bloqueiam a 

corrente dos KV1.1 e KV1.6, causando a hiperexcitabilidade dos nervos motores 

periféricos (Hart et al, 1997; Nagado et al, 1999; Shillito et al, 1995). 

 

O subtipo de KV1.3 é expresso predominantemente em linfócitos 

humanos e tem sido amplamente explorado como alvos farmacológico para a 

terapia imunossupressora. Bloqueadores seletivos desses canais despolarizam 

a membrana plasmática, atenuando o fluxo de Ca2+ para o meio intracelular. 

Inibindo, consequentemente, a ativação das células T quando in vitro e, em 

condições in vivo, causam a imunossupressão do paciente. Portanto, este 

subtipo de canal é muito importante para tratamento de doenças autoimunes, 

tais como a esclerose múltipla, psoríase e hepatite autoimune (Cahalan & 

Chandy, 1997). 

 

Por fim, entre muitos outros exemplos que podem ser citados do 

envolvimento de canais voltagem – dependentes de K+ em doenças, vale 

ressaltar a doença de Alzheimer. Esta doença é a causa mais comum da 

diminuição progressiva da função cognitiva, perda de memória e deterioração 

física em idosos. É caracterizada pela presença de emaranhados 

neurofibrilares intracelulares e placas neuríticas extracelulares, causados pelo 

depósito de um peptídeo (39 a 43 amino ácido) β–amilóide, resultante da 

degradação proteolítica da proteína precursora β–amilóide (β–APP) (Shieh et 

al, 2000). 

 

Na doença de Alzheimer, verifica-se uma significativa morte celular 

neuronal no córtex temporal e parietal, hipocampo, amígdala e prosencéfalo 

basal do sistema colinérgico. Vários mecanismos têm sido associados a essa 

doença neurodegenerativa, como, por exemplo, alterações no metabolismo da 
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β–APP, na transmissão colinérgica, na homeostase do Ca2+, no metabolismo 

oxidativo e nos sistemas de transdução de sinal mediados pela proteína cinase 

C (Hensley et al, 1994; Ito et al, 1994; Mattson et al, 1993; Yankner, 1996).  

 

Estudos in vitro com células colinérgicas (SN56), demonstraram que a 

presença do peptídeo β–amilóide na cultura celular aumentava em 44 a 66% a 

corrente de íons K+ dos canais da subfamília Shaker e, diminuía a viabilidade 

celular. Também se demonstrou que a despolarização prolongada da 

membrana ou o bloqueio da corrente mediada pela aplicação de TEA, 

causavam um aumento da duração do potencial de ação e, elevava os níveis 

de Ca2+ intracelular, prevenindo em mais de 68% a toxicidade mediada pelo 

peptídeo β–amiloide. Tais achados permitiram inferir que os canais da 

subfamília Shaker desempenham um importante papel na regulação da 

toxicidade mediada pela β–amilóide (Colom et al, 1998) 

 

1.3. Canais voltagem – dependentes de K+ são alvos 

biológicos de neurotoxinas animas 

 

Ao longo da evolução, várias espécies de animais desenvolveram um 

arsenal de compostos tóxicos para a captura de presas, defesa contra 

predadores e disputas territoriais. Esses animais desenvolveram um aparelho 

especializado responsável pela produção da peçonha e sua inoculação no 

organismo de outro animal. A maioria das peçonhas são misturas complexas 

de compostos biologicamente ativos, muitas vezes com ações sinérgicas, mas 

que também podem atuar isoladamente, sendo capazes de alterar a 

homeostasia do outro animal (Chippaux & Goyffon, 2006). 

 

Animais peçonhentos fornecem um “reservatório” praticamente 

inexplorado de milhões de peptídeos neurotóxicos, com sequências de 

aminoácidos e estruturas tridimensionais altamente diversas, que são 

extremamente seletivos, sendo capazes de bloquear ou ativar canais voltagem 

– dependentes de K+ de importância clínica e terapêutica e, por isso, passaram 
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a ser importantes ferramentas farmacológicas para o estudo da estrutura e 

função desses canais (Lewis & Garcia, 2003).  

 

As anêmonas do mar, assim como outros animais peçonhentos, 

produzem neurotoxinas que atuam em canais voltagem – dependentes de K+ e, 

inclusive, já tiveram sua importância farmacológica comprovada (Chandy et al, 

1998). No entanto, suas peçonhas vêm sendo pouco exploradas, se 

comparada a de outros animais peçonhentos e, por isso, decidimos fazer das 

neurotoxinas de anêmonas do mar uma ferramenta para a análise fisiológica 

dos canais voltagem – dependentes de K+.   

 

1.4. Anêmonas do mar – Aspectos ecológicos, fisiológicos e 
evolutivos 

 

O Filo Cnidaria é constituído por animais aquáticos bênticos e pelágicos, 

divididos nas classes Anthozoa, Hydrozoa, Scyphozoa e Cubozoa. Apesar dos 

diferentes formatos e hábitats, o corpo de todos os cnidários possui simetria 

radial e o desenvolvimento embrionário é formado por duas camadas celulares: 

a ectoderme que recobre a parte externa do corpo e a endoderme que envolve 

o seu interior, e entre estas camadas celulares há a mesogléia. Não possuem 

uma especialização celular em diferentes órgãos e o sistema nervoso é difuso 

ao longo do corpo. Estes animais divergiram da linhagem dos animais com 

simetria bilateral (Bilateria) logo no início do estágio evolutivo, há cerca de 600 

milhões de anos (Ball et al, 2004).  

 

Anêmonas do mar pertencem à classe Anthozoa e são agrupadas dentro 

da ordem Actiniaria, com pelo menos 45 famílias já descritas. São predadores 

ancestrais que vivem no ambiente marinho, desde o costão rochoso até 

regiões oceânicas profundas, espalhadas pelo mundo todo e podem ou não 

estar em simbiose com peixes, crustáceos, zooxantelas e dinoflagelados 

(Dunn, 1981). Possuem o corpo formado por um pé adesivo, com uma coluna 

levando a um disco oral com tentáculos que circundam a abertura central da 

boca. Nos tentáculos e em outras partes do corpo são encontradas cnidócitos, 
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células compostas por uma cnida, organela subcelular também conhecida 

como cnidocisto, a qual se especializa estrutural e funcionalmente em:  

1- Espirocistos, os quais são constituídos de mucoproteínas ou 

glicoproteínas que ajudam na captura da presa, pois aderem ao seu corpo;  

2- Pticocistos, também são compostos por mucoproteínas, porém são 

utilizados na fixação do animal ao substrato;  

3- Nematocistos, utilizados para captura de presas, defesa contra 

predadores e disputas territoriais (Brusca & Brusca, 2003). 

 

Nos nematocistos é encontrado um túbulo enrolado que é geralmente 

farpado para facilitar a penetração e a fixação na presa ou predador. O seu 

disparo é possível devido ao aumento da pressão osmótica causada por um 

gradiente de prótons que atravessa a membrana que envolve o nematocisto. 

Quando a anêmona sofre um estímulo químico ou mecânico, ocorre a eversão 

do túbulo que é expelido através do opérculo na região apical celular (Anderson 

& Bouchard, 2009). Dessa forma, a peçonha contida nos nematocistos penetra 

na presa, causando sua imobilização, ou ainda, podendo ser útil na defesa 

contra predadores e para disputas territoriais (Thorington & Hessinger, 1998).  

 

1.5. Composição do veneno das anêmonas do mar  

 

Em geral, as peçonhas das anêmonas do mar são complexas misturas 

contendo proteínas e peptídeos com diferentes propriedades, além de 

compostos não protéicos, derivados do metabolismo secundário. Estes 

compostos divergem de uma espécie para outra, quanto a sua estrutura e seu 

potencial alvo de ação. Alguns são encontrados em várias peçonhas, enquanto 

outros são espécie–específicos (Frazao et al, 2012). Os componentes já 

descritos nas peçonhas das anêmonas são:  

1- Fosfolipases A2, capazes de romper fosfolipídios de membranas de 

células nervosas e musculares, causando danos aos nervos e inflamações 

musculares (Talvinen & Nevalainen, 2002);  
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2- Citolisinas que atuam em membranas celulares, causando alterações 

na osmorregulação e consequentemente a lise celular (Anderluh & Macek, 

2002);  

3- Neurotoxinas que interferem na transmissão do impulso nervoso, 

afetando canais voltagem-dependente de sódio e potássio e canais iônicos 

sensíveis à acidez (Castaneda & Harvey, 2009; Diochot et al, 2004; Honma & 

Shiomi, 2006);  

4- Compostos não protéicos (purinas e aminas biogênicas) que se 

acredita estarem envolvidos na dor durante o envenenamento (Welsh, 1964; 

Zaharenko et al, 2012).  

 

1.5.1. Neurotoxinas – Importância, seletividade e 
mecanismos de ação 

 

Neurotoxinas interferem com a transmissão do impulso nervoso, 

modificando a função de algum tipo particular de canal na membrana do nervo 

ou músculo. São ferramentas muito importantes para o estudo dos diferentes 

tipos de canais presentes em membranas excitáveis e, por conseguinte, para 

investigar os mecanismos envolvidos durante a transmissão de impulsos 

nervosos. Algumas delas são muito seletivas e por isso têm permitido rápidos 

progressos na identificação e caracterização de novos receptores de 

membrana (Rees & Bilwes, 1993).  

 

Os peptídeos neurotóxicos de anêmonas do mar possuem massas 

moleculares que variam entre 2,5 e 6 KDa e têm como principal alvo os canais 

iônicos. Até o momento, o que mais se tem descrito na literatura são 

neurotoxinas que atuam sobre canais voltagem-dependente de sódio (NaV) e 

potássio (KV) e um pouco sobre canais iônicos sensíveis à acidez (ASIC`s). Em 

geral, os estudos de neurotoxinas de anêmonas têm sido realizados com o 

intuito de elucidar: 

 

1- Aspectos evolutivos das sinapses, diferenciação tecidual e 

desenvolvimento (Dunn et al, 2006; Holland, 2004; Miller et al, 2005); 

2- Comunicação e a simbiose química (Mebs, 1994); 
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3- Importância médica, tendo em vista que algumas espécies são 

nocivas aos seres humanos durante o envenenamento (Sanchez-Rodriguez et 

al, 2001); 

4- Importância farmacológica e fisiológica exercida pelos efeitos 

biológicos dos diferentes compostos neuroativos encontrados na peçonha 

(Oliveira et al, 2006; Pennington et al, 1995a);  

5- Potencial terapêutico desses compostos (Beeton et al, 2002; Chandy 

et al, 1998; Kalman et al, 1999). 

 

1.5.2. Toxinas que atuam em canais voltagem – 

dependentes de K+ 

 

Atualmente são conhecidos pelo menos 23 diferentes peptídeos, sendo 

10 purificados de seis espécies da família Actiniidae, 7 purificados de 

anêmonas da família Stichodactylidae, 3 da família Thalassianthidae e um da 

família Hormathiidae. Essas toxinas são classificadas em quatro diferentes 

grupos de acordo com sua estrutura primária e atividade biológica (Castaneda 

& Harvey, 2009; Honma & Shiomi, 2006). 

 

Toxinas do tipo 1  

 

Doze peptídeos que possuem entre 34 e 37 aminoácidos representam 

este grupo: Aek (da anêmona do mar Actinia equina) (Minagawa et al, 1998), 

AETX-K (Anemonia erythraea) (Hasegawa et al, 2006), AsKs (A. sulcata) 

(Schweitz et al, 1995), Bgk (Bunodosoma granulifera) (Cotton et al, 1997), HmK 

(Radianthus magnifica) (Gendeh et al, 1997), ShK (Stichodactyla helianthus) 

(Pennington et al, 1995a), κ1.3-SHTX-Sha1a (S. haddoni), κ1.3-SHTX-Sg1a (S. 

gigantean), κ1.3-SHTX-Sm1a (S. mertensii), κ1.3-TLTX-Ca1a (Cryptodendrum 

adhaesivum), κ1.3-TLTX-Hh1a (Heterodactyla hemprichi), e κ1.3-TLTX-Ta1a 

(Thalassianthus aster) (Yamaguchi et al, 2010). Estes peptídeos possuem seis 

resíduos de Cisteína que formam um padrão de pontes dissulfeto C1–C6, C2–

C4 e C3–C5 e apresenta uma sequência primária com moderada similaridade 

estrutural (entre 39 e 100%).  
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Recentemente, propôs-se a subdivisão em subtipos 1a e 1b. O subtipo 

1a é caracterizado pela presença de quatro resíduos de aminoácidos entre a 

segunda e a terceira Cisteína, sendo composto por nove toxinas isoladas de 

anêmonas do mar das famílias Actiniidae, Stichodactylidae e Thalassianthidae. 

O subtipo 1b é formado por três peptídeos que possuem oito aminoácidos entre 

a segunda e a terceira Cisteína, os quais foram isolados de anêmona do mar 

exclusivamente da família Actiniidae (Yamaguchi et al, 2010).  

 

Dentre estas toxinas, somente a ShK e a BgK tiveram suas estruturas 

determinadas, através de experimentos de Ressonância Magnética Nuclear. 

Em ambos os casos há uma predominância de uma estrutura secundária em α 

hélices. ShK possui um motivo estrutural denominado de ‘helical capping motif’ 

(ou 310αα), pois possui três α hélices, sendo que uma delas é formada por 

apenas três aminoácidos e as outras duas estão dispostas paralelamente 

(Lanigan et al, 2001; Tudor et al, 1996) . Por sua vez, a BgK é denominada de 

‘helical cross-like motif’, uma vez que possui três α hélices e uma delas 

encontra-se perpendicular às outras duas (Dauplais et al, 1997). Dessa forma, 

apesar da baixa similaridade entre as estruturas primárias das toxinas do tipo 

1, estas são caracterizadas como tendo um motivo estrutural ‘αα-type’.  

 

Estas toxinas atuam inibindo a corrente do KV através da obstrução 

física do poro do canal, ou seja, através de um conjunto de aminoácidos que 

interagem com a região do poro do KV, causando a obstrução da passagem 

dos íons K+. São por isso, denominadas de bloqueadoras do poro, pois não 

interferem diretamente na cinética de ativação do canal (Diochot & Lazdunzki, 

2009). Em geral, toxinas bloqueadoras do poro dos canais da subfamília 

Shaker (KV1) possuem dois aminoácidos, distantes 6,6 ± 1Å, que formam uma 

“díade funcional” (Dauplais et al, 1997). Esta díade é formada por um 

aminoácido polar (Lys ou Arg), cuja cadeia lateral interage com os aminoácidos 

do poro do canal (Asp ou Glu) e um aminoácido aromático/hidrofóbico (Tyr, 

Phe ou Leu), que interagirá através de forças hidrofóbicas com os aminoácidos 

Tyr e Trp do canal. Estes aminoácidos participam da interação com o canal, 

aumentando sua afinidade, porém não são responsáveis pela sua seletividade. 

No caso da ShK e da BgK, a “díade funcional” é formada pelos aminoácidos 
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Lys22 e Tyr 23 e, Lys25 e Tyr26, respectivamente (Baell et al, 2002; Dauplais 

et al, 1997; Sabatier et al, 2004a; Sabatier et al, 2008; Sabatier et al, 2005).     

 

A toxina ShK foi primeiramente caracterizada como bloqueadora do 

KV1.3 (Pennington et al, 1995a; Pennington et al, 1995b), porém também é 

capaz de bloquear a corrente dos subtipos de KV1.1–4 e KV1.6 (Castaneda & 

Harvey, 2009) e, mais recentemente, foi demonstrado o bloqueio da corrente 

do KV3.2 (Yan et al, 2005). Devido à alta potência com que inibe a corrente do 

KV1.3, diversos trabalhos focaram na caracterização de seu farmacofóro, uma 

vez que este subtipo de KV está envolvido com diversas patologias humanas, 

como já detalhado anteriormente (Chandy et al, 2004; Monaghan et al, 2007). 

Experimentos de mutagênese sítio-dirigida, em que se substituíram os 

aminoácidos da ShK por uma alanina, provaram que os resíduos Ile7, Arg11, 

Hys19, Ser20, Lys22, Tyr23, Arg24 e Phe27 estão envolvidos na interação com 

os aminoácidos Asp376 e Ser379 da região do Turret do KV1.3 e, Tyr400, 

Gly401, Asp402, Hys404 e Val406 do Filtro de Seletividade (Baell et al, 2002; 

Beeton et al, 2011; Harvey et al, 2005; Rashid & Kuyucak, 2012).  

 

A BgK teve inicialmente sua atividade caracterizada em canais das 

subfamílias Shaker (KV1) e Shaw (KV3), sendo seletiva para os subtipos de 

KV1.1–3 (Cotton et al, 1997). Posteriormente, também se comprovou sua 

seletividade para o subtipo de KV1.6 (Racape et al, 2002) e para canais de 

potássio ativados por Ca2+ (Rauer et al, 1999). Estudos de mutagênese sítio-

dirigida realizados com a BgK demonstraram que a substituição da Lys25 

causou a maior perda de afinidade da toxina e, quando se substituíram os 

aminoácidos Phe6, His13, Ser23 e Tyr26, também se observou uma perda 

significativa da potência da toxina (ente 6 e 46 vezes) (Dauplais et al, 1997).  

 

Através de ensaios eletrofisiológicos in silico, Guilquin e colaboradores 

propuseram uma superfície de interação entre a BgK e o KV1.1: os três 

resíduos mais importantes são a Ser23, a Lys25 e a Tyr26 que interagiriam 

com a Tyr375, a Tyr379 e a Asp377 do KV1.1, respectivamente. A Lys25 se liga 

através de interações eletrostáticas entre sua cadeia lateral e o grupo hidroxila 

da Tyr375. A Ser23 forma uma ligação de hidrogênio com a Tyr379 e a Tyr26 

se liga através de interações hidrofóbicas com a Asp377. As interações entre a 
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Arg3 e a Lys7 com o Glu353 de uma das subunidades do canal e da His13 com 

o Glu353 de outra subunidade, formariam um segundo ponto de ancoramento 

ao canal (Gilquin et al, 2005; Gilquin et al, 2002). 

 

As outras toxinas desse tipo tiveram sua atividade comprovada através 

de ensaios de inibição competitiva da ligação da 125I-α-dendrotoxina ou 125I-

dendrotoxina-I, em membranas de sinaptossomas de rato e, portanto, sua 

seletividade não foi determinada. Porém, pode se afirmar que possivelmente 

atuem em KV1.1, KV1.2 e/ou KV1.6, pois são os alvos biológicos descritos para 

estas dendrotoxinas (Gendeh et al, 1997; Hasegawa et al, 2006; Minagawa et 

al, 1998; Yamaguchi et al, 2010). Vale ressaltar que a toxina AsKs também 

teve sua atividade comprovada em KV1.2, utilizando-se como sistema de 

expressão ovócitos de Xenopus laevis (Schweitz et al, 1995). 

 

    Toxinas do tipo 2 

 

Os peptídeos geralmente conhecidos como Kalicludinas ou AsKCs 

(AsKC1, AsKC2 e AsKC3) da anêmona Anemonia sulcata e o peptídeo 

APEKTx1, da anêmona Anthopleura elegantissima, representam este segundo 

grupo. Possuem entre 58 e 63 aminoácidos e atuam em canais da subfamília 

Shaker. A APEKTx1 teve sua seletividade caracterizada através da expressão 

de subtipos de canais voltagem dependentes das subfamílias Shaker, Shaw, 

Shab, Shal e EAG em ovócitos de Xenopus laevis, sendo uma bloqueadora 

específica de KV1.1 (Peigneur et al, 2011; Schweitz et al, 1995). Por sua vez, 

as AsKCs tiveram sua atividade comprovada através de ensaios de inibição 

competitiva indireta da ligação da I-dendrotoxina marcada com 125I em KV1.2.  

 

Estas toxinas também atuam como inibidores de protease, apresentando 

similaridade estrutural com inibidores da tripsina pancreática bovina (BPTI). 

Entretanto, comparando-se os resíduos da BPTI, que estão envolvidos na 

ligação com a tripsina (Lys15, Ala16, Arg17 e Iso19), com os das toxinas do 

tipo 2, observa-se que estas apresentam uma substituição Iso19Pro, 

responsável por uma significativa perda em sua atividade inibitória da tripsina 

(Peigneur et al, 2011; Schweitz et al, 1995).  
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Toxinas do tipo 3 

 

Este terceiro tipo tem um motivo estrutural semelhante à família das β-

defensinas, que inclui peptídeos de várias classes de organismos, envolvidos 

com atividades antimicrobianas, analgésicas, mionecrótica e neurotóxicas 

(Torres & Kuchel, 2004; Yount et al, 2009). As toxinas BDS-I e BDS-II, 

extraídas da anêmona do mar A. sulcata (Diochot et al, 1998) e a APETx1 da 

A. elegantíssima (Diochot et al, 2003) são as representantes deste tipo. A sigla 

BDS é uma abreviação de ‘Blood Depressing Substances’, uma vez que a 

toxina BDS-I foi primeiramente caracterizada como tendo atividades anti-

hipertensiva e antiviral (Beress et al, 1985). A estrutura da BDS-I foi 

determinada em 1989 e é formada por quatro fitas β, sendo que três fitas β se 

encontram dispostas antiparalelas e uma está localizada na região N-terminal 

(Driscoll et al, 1989; Formankay et al, 1989).  

 

BDS-I e BDS-II posuem 43 aminoácidos com 95,3% de identidade, 

sendo que seis são resíduos de Cisteína que formam um padrão: C1–C5, C2–

C4, C3–C6. Em concentrações nanomolares são capazes de bloquear a 

corrente dos íons K+ dos subtipos de KV3.1, KV3.2 e KV3.4 (Diochot et al, 1998; 

Yeung et al, 2005). No entanto, em altas concentrações também causam um 

bloqueio da corrente, em torno de 2 a 20%, dos subtipos de KV1.1–5, KV2.1–2 e 

KV4.1 e KV4.3 (Diochot & Lazdunzki, 2009). O bloqueio da corrente dos canais 

da subfamília Shaw (KV3) ocorre através da modulação da cinética de ativação, 

ou seja, a toxina se liga ao sensor de voltagem do canal, mantendo-o no seu 

estado de repouso. Causando um deslocamento, para valores mais positivos, 

da voltagem necessária para a ativação do canal, o que consequentemente 

acarretaria um retardo em sua cinética de ativação. A mutagênese sítio dirigida 

dos resíduos do sensor de voltagem do KV3.2 (Glu329, Val330, Gly331, Gly334 

e Leu347 ) causaram perda significativa do bloqueio da corrente (Wang et al, 

2007; Yeung et al, 2005). A toxina BDS-I também se mostrou capaz de modular 

a cinética de inativação de canais voltagem-dependentes de Na+ (NaV), assim 

como ocorre com as toxinas de anêmonas do mar: ATX-II, Anthopleurin B, 

AFT-II e Bc-III que atuam no sítio 3 do NaV (Catterall et al, 2007). A BDS-I atua 

retardando a inativação dos subtipos de NaV1.3 e NaV1.7, quando em baixas 
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concentrações e, em altas concentrações, também é capaz de atuar em NaV1.1 

e NaV1.6 (Liu et al, 2012).  

 

APETx1 possui 43 aminoácidos e o mesmo padrão de Cisteínas das 

BDS-I e BDS-II, no entanto, sua identidade estrutural é de apenas 40 %. Esta 

toxina é capaz de bloquear a corrente de KV4.1 somente quando em altas 

concentrações e, por isso, foi classificada como sendo seletiva para canais 

cardíacos e neuronais de humanos dos subtipos hERG1 e hERG3. Assim 

como as BDS-I e II, a APETx1 modula a cinética de ativação e inativação 

destes canais através da ligação com aminoácidos do segmento S3 do canal. 

O aminoácido negativo Ácido Glutâmico, na posição 518 (Glu518) do canal é 

crucial para a interação com o aminoácido positivo Lys18 presente na toxina. 

Além disso, o aminoácido glicina (Gly514) é responsável por interações 

hidrofóbicas com os aminoácidos Leu34, Phe33 e Tyr32 da APETx1 (Diochot & 

Lazdunzki, 2009; Diochot et al, 2003; Zhang et al, 2007). Sua estrutura 

tridimensional também é formada por quatro fitas β, sendo uma na região N-

terminal e as outras três estão dispostas de maneira antiparalelas (Chagot et 

al, 2005a).  Recentemente, demonstrou-se que a APETx1 (1 µM) também é 

capaz de bloquear a corrente de canais voltagem – dependentes de Na+ de 

mamíferos, sem alterar sua cinética de inativação (Peigneur et al, 2012). 

 

Toxinas do tipo 4 

 

A toxina SHTX-I, da anêmona Stichodactyla haddoni, foi caracterizada 

através de ensaios de inibição competitiva da ligação da 125I-α-dendrotoxina, 

em membranas de sinaptossomas de rato. Apesar de não se ter informações a 

respeito da atividade da SHTX-II, sugere-se que este peptídeo também 

bloqueie a corrente de KV, devido à sua alta identidade com a SHTX-I. Estas 

toxinas possuem quatro Cisteínas com um pareamento C1-C3 e C2-C4 

(Honma et al, 2008). 
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 A metodologia empregada para obtenção da peçonha das anêmonas A. 

bermudensis e B. caissarum e o isolamento e purificação das frações (FrIII) 

contendo os peptídeos neurotóxicos mostraram-se muito eficazes, 

permitindo a caracterização de quatro neurotoxinas que atuam em canais 

voltagem – dependentes de K+.  

 

 As neurotoxinas AbeTx1, BcsTx1, BcsTx2 e BcsTx4 são seletivas para os 

subtipos de KV da subfamília Shaker. Seus mecanismos de ação são 

específicos para os diferentes subtipos, podendo bloquear a corrente dos 

íons K+ através da modulação da cinética de ativação ou então pela 

simples obstrução física da passagem dos íons K+ através do poro. 

 

 A expressão dos peptídeos BcsTx1 e BcsTx2, pela anêmona do mar B. 

caissarum, está relacionada com a predação e/ou defesa contra 

predadores. 

 

 As toxinas BcsTx1 e BcsTx2 são os novos membros do tipo 1 (subtipo 1b) 

de neurotoxinas de anêmonas do mar que atuam em KV. Análises sugerem 

uma divergência evolutiva, uma vez que peptídeos com este motivo 

estrutural estão presentes em animais de diferentes Filos. 

 

 A sequência de aminoácidos e o padrão de pontes dissulfeto da AbeTx1 e 

BcsTx4 nos permitem inferir que estes possuem um motivo estrutural 

semelhante ao das “kappa-toxinas” e, por isso, são os primeiros membros 

de um novo tipo (tipo 5) de neurotoxinas de anêmonas do mar que atuam 

em KV. 

 

 A utilização de neurotoxinas de anêmonas do mar como ferramentas para 

o estudo da estrutura e função dos canais voltagem – dependentes de K+ 

se mostrou muito eficaz. 
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ORTS, D.J.B. Neurotoxinas de anêmonas do mar como ferramentas para o 
estudo da fisiologia de canais voltagem – dependentes de potássio. 2013. 
92 folhas. Dissertação (Mestrado). Instituto de Biociências da Universidade de 
São Paulo, Departamento de Fisiologia, São Paulo, 2013. 
 

A peçonha das anêmonas do mar é uma fonte de compostos bioativos, 

incluindo toxinas peptídicas que são ferramentas para o estudo da estrutura e 

função dos canais voltagem dependentes de K+ (KV). Neste trabalho, quatro 

neurotoxinas foram purificadas da peçonha das anêmonas do mar Actinia 

bermudenesis e Bunodosoma caissarum. AbeTx1 e BcsTx4 possuem um 

motivo estrutural semelhante à das “kappa-toxinas” e análises funcionais e 

estruturais permitiram concluir que são os primeiros membros de um novo (tipo 

5) de neurotoxinas de anêmonas do mar que atuam em canais KV. Por sua vez, 

a similaridade estrutural das toxinas BcsTx 1 e BcsTx2 nos permitiu inferir que 

estas são membros do já descrito tipo 1 (subtipo 1b) de neurotoxinas de 

anêmona que também atuam em canais KV. A caracterização funcional foi 

realizada utilizando-se diferentes subtipos de canais KV, expressos em ovócitos 

de Xenopus laevis e as medidas eletrofisiológicas foram feitas empregando-se 

a técnica de “voltage-clamp” com dois microelétrodos. AbeTx1, BcsTx1 e 

BcsTx2  (3 µM) apresentaram uma seletividade de atividade para os subtipos 

de KV1.1–KV1.3, KV1.6 e Shaker IR, ao passo que a BcsTx4 (3 µM) é somente 

capaz de bloquear a corrente dos subtipos de KV1.1, KV1.2 e KV1.6. Os 

mecanismos de ação envolvidos na seletividade da atividade e na potência 

com que estas se ligam aos seus alvos biológicos foram discutidos com base 

nos resultados obtidos e análises fisiológicas permitiram propor que estas 

toxinas atuam como “armas” para defesa contra predadores e/ou para captura 

de presas.  

 

Palavras chave: anêmonas do mar, A. bermudensis, B. caissarum, peçonha, 

neurotoxinas, canais voltagem - dependentes de K+, Xenopus laevis, voltage–

clamp technique. 
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ORTS, D.J.B. Sea anemones neurotoxins as tools to study the physiology 
of voltage–gated potassium channels. 2013. 183 pages. Thesis (Master). 
Instituto de Biociências da Universidade de São Paulo, Departamento de 
Fisiologia, São Paulo, 2013. 
 

The sea anemones venom is a rich source of bioactive compounds, including 

peptide toxins which are tools for studying the structure and function of voltage-

dependent channels K+ (KV). In this work, four neurotoxins were purified from 

the venom of the sea anemones Actinia bermudenesis and Bunodosoma 

caissarum. AbeTx1 and BcsTx4 have a structural motif similar to that of kappa-

toxins and functional and structural analysis showed that they are the first 

members of a new type (type 5) of sea anemone neurotoxins acting on KV 

channels. Moreover, the structural analysis of BcsTx1 and BcsTx2 toxins 

allowed us to conclude that they are members of the previously described type 

1 (subtype 1b) of sea anemone neurotoxins. Functional characterization was 

performed by means of a wide electrophysiological screening on different KV 

channels using oocytes of Xenopus laevis and electrophysiological 

measurements were performed employing the voltage-clamp technique. 

AbeTx1, BcsTx1 and BcsTx2 (3 M) showed a selective activity for KV1.1-KV1.3, 

KV1.6 and Shaker IR, while BcsTx4 (3 µM) only blocks KV1.1, KV1.2 and KV1.6. 

The mechanisms involved in potency and selectivity were discussed based on 

the results obtained and physiological analyses have provided new insights on 

the role of these toxins in the physiology of the sea anemones. 

 

Keywords: sea anemones, A. bermudensis, B. caissarum,venom, neurotoxins, 

voltage-gated potassium channels, Xenopus laevis, voltage–clamp technique. 
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