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- Resumo - 

A aranha Phoneutria nigriventer é uma das principais responsáveis por acidentes de 

araneismo na região sudeste do Brasil. Os sintomas predominantes causados por sua peçonha 

resultam em hiperexcitabilidade geral. Duas toxinas presentes no veneno, a Pntx2-5 e a PnTx2-6 

possuem 48 resíduos de aminoácidos cada, com peso molecular de 5112,3 e 5289,3 Da, 

respectivamente. A toxina PnTx2-6 foi considerada o componente mais tóxico do veneno da 

aranha, por apresentar efeitos similares aos do veneno total, modificando os canais de sódio. Por se 

diferirem em apenas cinco resíduos de aminoácidos, comparamos os efeitos das toxinas PnTx2-5 e 

PnTx2-6 em canais de sódio de células GH3, alem de comparar os efeitos da PnTx2-6 em canais de 

sódio de diferentes tipos celulares (neuronal e muscular esquelético). 

Nossos dados mostram que ambas as toxinas aumentam a constante de tempo para a 

inativação dos canais de sódio em todas as preparações estudadas, com o surgimento de um 

componente que não inativa. Além disso, em músculo esquelético de rã, a PnTx2-6 reduz a 

amplitude da corrente de sódio, desloca as curvas de ativação e estado estacionário da inativação 

para valores hiperpolarizados e aumenta o tempo necessário para a recuperação da corrente de 

sódio. A afinidade da PnTx2-6 em sarcolema de rã foi 25 vezes menor que em células GH3. Nessas 

células, a PnTx2-6 modificou os parâmetros relacionados à inativação dos canais de sódio (a curva 

do estado estacionário da inativação e a recuperação da inativação da corrente de sódio) e o tempo 

para o pico da corrente. A PnTx2-5 modificou a curva de inativação no estado estacionário, mas 

não modificou o tempo para o pico e a recuperação da corrente de sódio. As toxinas da aranha não 

alteram a amplitude da corrente de sódio em células GH3. 

Uma diferença que nos chamou a atenção entre a PnTx2-6 e a PnTx2-5 em células GH3 foi 

a diferença em suas afinidades: o K0,5 da PnTx2-6 é 3 vezes menor que da PnTx2-5. Além disso, a 

PnTx2-5 se liga de forma reversível, sendo lavada do seu sítio ativo. Quando a célula é fortemente 

despolarizada esta toxina se desliga mais rápido. A PnTx2-6 não se deslocou do seu sítio ativo em 

nossas condições experimentais, nem mesmo com fortes despolarizações. 

A análise do dicroísmo circular da Pntx2-6 sugere que ela seja formada predominantemente 

por folhas-  e estrutura randômica, apresentando baixa proporção de -hélice. O espectro de 

fluorescência do triptofano mostrou que estes resíduos estão expostos na superfície da molécula. 

Visto que um triptofano e uma tirosina estão substituídos na PnTx2-5, estes aminoácidos podem 

estar envolvidos na ligação da toxina ao canal de sódio, sendo importantes para conferir o maior 

K0,5 desta toxina quando comparada à PnTx2-6. 
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- Abstract - 

The spider Phoneutria nigriventer is the major responsible for the araneism accidents in the 

Southeast of Brazil. The predominant symptoms of the envenomation indicate a general 

hyperexcitability. Two toxins of the venom, PnTx2-5 and PnTx2-6 have 48 amino acids each, and 

molecular weight 5112.3 e 5289.3 Da, respectively. The toxin PnTx2-6 is the most toxic 

component of the spider venom, and produces similar effects of the whole venom, modifying the 

sodium channels. As PnTx2-5 and  PnTx2-6 diverge in 5 amino acids, we compared their effects on 

the sodium channel currents of GH3 cells, and compared the effects of PnTx2-6 on sodium currents 

of neuronal and skeletal muscle fibers.  

The data show that both toxins increase the time constant of inactivation of sodium current 

in all preparation tested, and produce a non-inactivating component. Additionally, in frog skeletal 

muscle PnTx2-6 decreases the sodium channel current amplitude, shifts the activation and steady-

state inactivation voltage dependences to hyperpolarized potentials, and increases the time for 

recovery from inactivation. The PnTx2-6 affinity in skeletal muscle is 25 times lesser than that of 

GH3 cells. In these cells, PnTx2-6 modified the parameters related to the inactivation of sodium 

channels (the voltage-dependence of steady-state inactivation curve and the recovery from the 

sodium current), and the time to peak of the current as well. PnTx2-5 modifies the steady state 

inactivation curve, but does not modify the time to peak nor the recovery from inactivation of the 

sodium current. The toxins do not modify the amplitude of the sodium channel in GH3 cells.  

The main difference PnTx2-6 and PnTx2-5 on GH3 cells was their affinities: the K0,5 of  

PnTx2-6 is 3 times smaller than PnTx2-5. In addition, PnTx2-5 binds reversibly and can be washed 

from its binding site. When the cell is strongly depolarized, this toxin unbind faster, However, 

PnTx2-6 is not displaced from its binding site in ours experimental condition, even after strong 

depolarization 

The circular dichroism analysis of Pntx2-6 suggests that its secondary structure is formed 

predominantly by -sheet and random coil, with a small proportion -helix. The tryptophan 

fluorescence spectra show that these residues are exposed on PnTx2-6. One tryptophan and one 

tyrosine are replaced in PnTx2-5 when compared to PnTx2-6, and these amino acids may be 

involved in the binding of the toxin to the sodium channel, and their absence may account for the 

difference of affinities.  
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- Abreviações - 

A  Absorbância 

AaHII  Toxina tipo II do escorpião Androctonus autralis hector 

BSA   Soro albumina bovina 

CD   Dicroísmo circular 

CssIV  Toxina tipo IV do escorpião Centruroides suffusus suffusus 

D  Domínio 

HEPES  Ácido N-2-hidroxietilpiperazina-Nô-2 etanosulfônico 

I
125

  Iodo radioativo 

SNC  Sistema nervoso central 

SNP  Sistema nervoso periférico 

STX  Saxitoxina  

TEA-Cl  Cloreto de tetraetilamônio 

TTX  Tetrodotoxina 

Ui  Unidades internacionais 
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- Introdução - 

prendizado, memória, movimento, sensações, e outros processos complexos são todos 

coordenados por sinais elétricos (potenciais de ação) conduzidos ao longo das fibras de 

células nervosas. O potencial de ação das células excitáveis, tipicamente consiste de 

uma fase rápida de despolarização, causada pelo influxo transmembrana de íons sódio, que pode 

ser acompanhado pelo influxo de íons cálcio, e finalmente termina pela repolarização, com o efluxo 

dos íons potássio, concomitante com a interrupção do influxo de sódio (Halon & Wallace, 2002). 

Canais de sódio, cálcio e potássio sensíveis à voltagem mediam seletivamente os movimentos 

destes íons. Os canais iônicos sensíveis à voltagem recebem este nome por responderem a 

mudanças no potencial elétrico entre os meios extra e intracelular, para isso, possuem um sensor de 

voltagem, que levará à ativação do canal. 

Estruturalmente relacionados e altamente seletivos estes canais são membros da família 

dos canais sensíveis a voltagem (Strong et al. 1993). Canais de potássio sensíveis à voltagem são 

formados por 4 subunidades com 6 segmentos transmembrana cada, que juntas, formam o canal 

funcional, que pode estar associado a outras subunidades modulatórias. Os canais de sódio e de 

cálcio têm apenas uma subunidade funcional, que é formada por quatro domínios homólogos com 

seis segmentos transmembrana cada e guardando grande homologia com as subunidades dos canais 

de potássio. Acredita-se que os canais de sódio e de cálcio surgiram de um canal iônico ancestral, 

estruturalmente similar aos canais de potássio, que sofreu dois ciclos de duplicação gênica (Hille, 

2001). De acordo com esta hipótese, um gene que codifica um canal iônico com seis segmentos 

transmembrana sofreu um primeiro ciclo de duplicação resultando em um gene que codifica um 

canal iônico de doze segmentos transmembrana, precursor dos domínios I e II, que foram se 

divergindo e desenvolvendo uma assimetria que foi transmitida aos domínios III e IV, formados 

após o segundo ciclo de duplicação. Evidências que suportam esta hipótese e mostram a estreita 

relação filogenética entre os canais iônicos sensíveis à voltagem têm sido mostradas. Ren e 

colaboradores (2001) expressaram e caracterizaram um canal iônico de bactéria (Bacillus 

halodurans) que codifica um canal com características estruturais similares aos canais de potássio, 

com um único domínio com seis segmentos transmembrana, alta similaridade na região do poro 

com os canais de cálcio sensíveis à voltagem, e que é bloqueado pelos mesmos bloqueadores de 

canais de cálcio, mas que é seletivo para sódio. Outra evidência foi a clonagem um canal iônico de 

rim de rato que possui 12 segmentos transmembrana (Ishibashi et al, 2000). Este canal apresenta 

alto grau de identidade na sequencia de aminoácidos com os canais de sódio e de cálcio, sendo 

postulado que este canal poderia ser o ancestral de dois domínios destes canais. 

A 
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- Estrutura dos canais iônicos sensíveis à voltagem - 

As correntes de sódio foram primeiro registradas por Hodkgin e Huxley, que utilizando 

técnicas de voltage clamp demonstraram as três características que definem os canais de sódio: (1) 

ativação dependente de voltagem; (2) rápida inativação e (3) condutância iônica seletiva (Hodgkin 

& Huxley, 1952). Mas a proteína do canal de sódio foi isolada somente em 1980, através de 

marcação de fotoafinidade de uma toxina do tipo a de escorpião (Beneski & Catterall, 1980) que 

permitiu a identificação de duas subunidades, uma com 260 KDa e outra com 36 Kda, que foram 

denominadas Ŭ e ɓ, respectivamente. Em 1984, Noda e colaboradores sequenciaram o cDNA que 

codificava a cadeia polipeptídica completa da subunidade a do canal de sódio de eletroplaca do 

peixe elétrico (Eletrophorus electricus). A seqüência de aminoácidos então deduzida revelou uma 

grande proteína, com 4 domínios internos homólogos, cada um contendo 6 segmentos 

transmembrana em Ŭ-hélice. A subunidade Ŭ (figura 1) é composta pelo sensor de voltagem, poro 

seletivo e partícula de inativação. Associada a esta subunidade, podemos encontrar subunidades 

acessórias, que modulam a atividade e/ou expressão da subunidade Ŭ, chamada subunidade ɓ. Em 

canais de sódio, até o momento, foram descritas três subunidades ɓ: ɓ1, ɓ2 e ɓ3. 

 

Em 2001, Sato e colaboradores mostraram a estrutura tridimensional do canal de sódio em 

uma resolução de 19 Å através de microscopia crio-eletrônica. Examinando a estrutura 

Figura 1: Provável topologia transmembrana da subunidade a do canal de sódio, mostrando a posição 

intracelular das regiões N e C- terminal, os quatro domínios I, II, III e IV, com 6 segmentos transmembrana 

(S1-S6) cada domínio. Observe também a alça P, entre os segmentos S5 e S6 de cada domínio, que se 

invagina na membrana formando as paredes do poro.  
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tridimensional, o canal de sódio tem a forma de um sino com 47% de sua massa no lado 

intracelular e 24% no lado extracelular. A imagem mostra quatro massas transmembrana arranjadas 

simetricamente em torno de um eixo central (poro), perpendicular à membrana. Entretanto, o poro 

central não conecta diretamente os lados intra e extracelulares, ao invés disso, ele divide-se em 4 

ramificações que o conecta à solução do banho. Mas a característica mais inesperada da estrutura é 

a presença de 4 poros transmembrana, localizados perifericamente, um em cada domínio. Especula-

se que façam parte do poro do gating, que acomodaria o movimento do sensor de voltagem (Sato et 

al., 2001; Catterall, 2001) (Figura 2).  

Em 2003 foi resolvida a estrutura tridimensional do canal de potássio (KvAP, da bactéria 

Aeropyrum pernix) por difração de raio-X com a resolução de 1,9Å (Jiang et al, 2003a). A 

estrutura, um tanto surpreendente, mostrou que diversas alças que se imaginava estarem expostas 

nos ambiente intra ou extracelular estão inseridos no ambiente lipídico da membrana, e sugere que 

o sensor de voltagem (segmento S4), funcione como um óremoô, puxando o segmento S5 no 

momento da despolarização. Tal mudança conformacional levaria à abertura do canal. 

Experimentos funcionais utilizando anticorpos monoclonais e inibidores reforçam esta 

interpretação (Jiang et al., 2003b). Porém este modelo não é 

compatível com os modelos construídos a partir da 

acessibilidade de aminoácidos modificados às faces intra ou 

extracelular, de canais no repouso ou ativados, o que gera 

muitas duvidas se a estrutura do cristal representa, de fato, a 

estrutura da proteína nativa (Gandhi et al., 2003) 

Adicionalmente, é difícil conciliar a estrutura 

tridimensional proposta para o canal de potássio a partir de 

difração de raio-X (Jiang et al., 2003a) com a estrutura para o 

canal de sódio obtida por microscopia (Sato et al., 2001). É 

possível que a estrutura dos canais iônicos tenha sido 

modificada no processo de evolução e que não seja tão 

conservada quanto se imaginava 

inicialmente. Por outro lado, parece ser ainda prematuro considerar qualquer um dos modelos como 

definitivo. 

Figura 2: Representação tridimensional do canal de sódio 

sensível à voltagem proposto por Sato et al. (2001). Em verde 

está representado o poro central condutor de íons e suas 

ramificações que se conectam aos ambientes intra e 

extracelulares. Em vermelho está indicado o poro de gating do 

canal, contendo os segmentos S4, e suas conexões ao poro 

central. Os números 1 a 4 permitem a orientação do poro do 

canal de sódio em visão intracelular (C) e em seção transversal 

(D). 

A 

B 

C 

D 
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- Sensor de voltagem - 

A proposta de que o segmento S4 fosse o sensor de voltagem surgiu da constatação da 

presença de uma carga positiva (Lys ou Arg) a cada 3 resíduos de aminoácidos nestes segmentos. 

Se a estrutura deste segmento for de uma -hélice, que é a estrutura mais favorável para um 

segmento transmembrana, então haverá 3,6 resíduos de aminoácidos por volta, o que colocaria 

próximos estes resíduos positivos. Se as cargas de S4 estão inserida em um ambiente hidrofóbico, 

então elas devem estar pareadas a resíduos carregados negativamente em segmentos 

transmembrana adjacentes. Os aminoácidos básicos do segmento S4 podem estar alinhados a 

cargas negativas presentes nos segmentos transmembrana S1, S2 e S3 (Fozzard & Hanck, 1996). 

Se por um lado há a vantagem deste alinhamento no compartilhamento dos prótons e diminuição 

do campo elétrico local, há a desvantagem de se formar pontes salinas, aumentando incrivelmente a 

energia necessária para rompê-la durante o movimento do segmento S4. Esta teoria é inviável, já 

que pequenas mudanças no campo elétrico da membrana devem alterar o posicionamento deste 

segmento. Se moléculas de água tiverem acesso ao espaço entre os segmentos interagindo com as 

cargas, isto impediria a formação destas pontes salinas, sem neutralizar a atração entre os resíduos. 

Segundo o modelo proposto por Sato e colaboradores (2001), a presença de quatro poros de gating, 

medindo 15 Å cada abriga moléculas de água, corroborando com esta teoria. Estes poros 

permitiriam um movimento rotacional do segmento S4 em direção ao lado extracelular quando a 

despolarização acontecesse, e este movimento estaria acoplado à abertura do canal. 

O movimento do segmento S4 no campo elétrico da membrana gera uma corrente que se 

relaciona ao movimento das cargas, chamada de corrente de gating. Juntos, experimentos de 

mutagênese sítio-dirigida e correntes de gating mostraram que a contribuição do segmento S4 de 

cada domínio para a abertura do canal não é a mesma, visto que há quatro cargas positivas 

conservadas no domínio I, cinco nos domínios II e III, e oito do domínio IV (Keynes, 1994).  

De todas as mutações que afetaram a ativação do canal de sódio, os efeitos mais 

pronunciados foram observados na neutralização do 4
o
 resíduo carregado dos domínios I, II e III. 

Isto é esperado, já que a neutralização de uma única carga do segmento S4 de um domínio que tem 

menos cargas deverá ter um efeito mais pronunciado que de um domínio de muitas cargas. Se há 

cooperatividade dependente de voltagem entre os sensores de voltagem (Keynes & Elinder, 1998), 

então uma mutação que afete o movimento de um segmento S4 resultará no deslocamento da 

dependência de ativação do canal como um todo.  

Estudos de corrente de gating mostraram que os segmentos S4 dos domínios I e II se 

movem mais rápido que os domínios III e IV, contribuindo mais para a ativação do canal. Cha e 

seus colegas (1999) determinaram a sequencia de desativação (a volta do segmento S4 para o 
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estado fechado) dos segmentos S4 de todos os domínios do canal de sódio de músculo esquelético 

humano. Eles observaram que, após a despolarização, uma repolarização repentina desativa 

primeiro o segmento S4 do domínio II, seguido pelo domínio I. Os segmentos S4 dos domínios III 

e IV desativam somente após a inativação ser removida, ficando imobilizados por ela. No entanto, 

o segmento S4 do domínio III desativa mais rapidamente que o domínio IV.  

- Poro - 

As alças que conectam os segmentos S5 e S6 são longas, complexas e completamente 

diferentes das outras alças. Parte desta região, também chamada de alça P, invagina-se na 

membrana formando parte das paredes do poro. A alça P é altamente conservada dentro da família 

de canais de sódio sensíveis à voltagem, como esperado para canais que têm propriedades de 

permeação similares (Fozzard & Hank, 1996).  

Mutações pontuais neste segmento alteram a condutância unitária do canal, seletividade e 

ligação de toxinas que bloqueiam o canal se ligando no poro: TTX e STX (Terlau et al., 1991; 

Chiamvimonvat et al., 1996). Os aminoácidos que determinam a seletividade dos canais de sódio 

(localizados na parte ascendente da alça P) são formados por um anel constituído por 4 

aminoácidos: um acido aspártico, um acido glutâmico, uma lisina, e uma alanina (formando um 

motivo conhecido como DEKA), um em cada domínio, de forma equivalente (Terlau et al., 1991; 

Heinemann et al., 1992). Este motivo é análogo ao descrito em canais de cálcio, onde há quatro 

resíduos ácidos coordenados de forma similar (Yang et al., 1993). Quando os resíduos de lisina e 

alanina do canal de sódio são substituídos por ácido glutâmico, há uma perda da seletividade iônica 

ao sódio, conferindo ao canal seletividade aos íons cálcio (Heinemann et al., 1992).  

Foram descritos outros resíduos que alteram a seletividade iônica ou a ligação de toxinas 

na superfície do canal, que em geral estão localizados também na porção ascendente da alça P, mas 

estes resíduos tiveram um efeito menos drástico que os resíduos do domínio DEKA (Terlau et al., 

1991; Chiamvimonvat et al., 1996; Tsushima et al., 1997). 

Experimentos de substituição por cisteínas sugerem que o poro do canal de sódio é 

assimetricamente organizado e dinâmico (Chiamvimonvat et al., 1996; Benitah et al., 1999). A alça 

P do domínio II é a mais superficial, dos domínios I e III intermediárias, e do domínio IV mais 

interna (Chiamvimonvat et al., 1996). Resíduos de cisteínas introduzidas na alça P podem formar 

pontes dissulfeto internas, que não seriam possíveis se não houvesse uma grande flexibilidade 

dentro da região do poro (Pérez-Garcia et al., 1996; Benitah et al., 1997). 
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Resíduos de aminoácidos nos lados N e C-terminal do anel DEKA são acessíveis pelo lado 

extracelular do poro do canal, mas não pelo lado intracelular (Chiamvimonvat et al., 1996; Pérez-

Garcia et al., 1996; Tsushima et al., 1997), sugerindo que a alça P não abrange todo o poro do canal 

(Yamagishi et al., 1997). Os resíduos do N-terminal do anel de DEKA (parte descendente da alça 

P) mostraram acessibilidade a cada 3 ou 4 aminoácidos, consistente com uma estrutura de a-hélice 

nesta região (Yamagishi et al., 2001). Já a análise estrutural da região ascendente mostra que 

1996). Assim, a alça P do canal de sódio pode ser modelado por um m-hélice-volta-fita-

(Lipkind & Fozzard, 2000). 

- Inativação - 

Inativação é o processo cinético dependente de potencial que leva a oclusão do poro 

durante a aplicação de um pulso despolarizante. 

Tratamento do lado intracelular da célula com enzimas proteolíticas, especificamente 

bloqueiam a inativação, indicando que a alça responsável pela inativação do canal de sódio se 

encontra no compartimento intracelular (Armstrong et al., 1973; Armstrong, 1981). Estudos 

utilizando anticorpos sítio-específicos e mutagênese sítio-dirigida identificaram a alça intracelular 

entre os domínios III e IV como crucial para a inativação do canal de sódio (Vassilev et al., 1988; 

Stühmer et al., 1989; Hartmann et al., 1994). Mutações de três aminoácidos hidrofóbicos desta alça, 

isoleucina, fenilalanina e metionina (motivo conhecido como IFM), previne a inativação rápida 

(West et al., 1992) primariamente por desestabilizar o estado inativado do canal (Kellenberger et 

al., 1996). Pequenos peptídeos contendo o motivo IFM são capazes de restaurar a inativação rápida 

de canais de sódio em mutantes desta alça, sugerindo que o peptídeo IFM liga-se dentro do poro do 

canal de sódio e o bloqueia durante a inativação (Eaholtz et al., 1994; Peter et al., 1999). Este 

modelo é confirmado por resultados mostrando que um resíduo de cisteína substituindo a 

fenilalanina no motivo IFM torna-se inacessível à reação com reagente cisteína-específico durante 

o processo de inativação (Kellenberger et al., 1996). Isto implica na presença de resíduos de 

aminoácidos na boca interna do poro que estão envolvidos nas mudanças conformacionais que 

acoplam ativação e inativação e ligam o motivo IFM no estado inativado.  

Há diversos candidatos ao sítio receptor do motivo IFM. Mutações de uma fenilalanina e 

um conjunto de três aminoácidos (valina, isoleucina e leucina) presentes no segmento S6 do 

domínio IV, aumentam enormemente a constante de tempo para a inativação, desestabilizando o 

estado inativado (McPhee et al., 1994; McPhee et al., 1995). Várias mutações que produzem 

paramiotonia congênita humana estão localizadas na alça entre os segmentos S4 e S5 do domínio 

III, estas mutações também afetam a cinética de inativação e a recuperação do estado inativado 
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(Yang et al., 1994; Ji et al., 1995). Adicionalmente, alguns aminoácidos presentes na alça 

intracelular S4-S5 do domínio IV (Filatov et al., 1998; McPhee et al., 1998) são necessários para 

uma inativação rápida e eficiente.  

Embora a alça de inativação (alça entre os domínios III e IV) seja a principal responsável 

pelo processo de inativação, ela é incapaz de transferir as características cinéticas da inativação de 

uma isoforma de canal de sódio à outra (Hartmann et al., 1994; Makita et al., 1996). Montegazza e 

colaboradores (2001) sugeriram que segmento C-terminal do canal de sódio exercesse esta função. 

Em quimeras entre canais de sódio neuronal e cardíaco, a inativação do canal cardíaco é acelerada, 

na presença do C- terminal do canal neuronal, e a inativação do canal neuronal fica mais lenta, 

semelhante à da isoforma cardíaca, na presença do C- terminal cardíaco. Desta forma o segmento 

C- terminal pode interagir com a alça de inativação, modulando a cinética de inativação. 

Alternativamente, o C- terminal poderia exercer seu efeito modulatório interagindo também com o 

sítio receptor da partícula de inativação (a alça entre os segmentos S4-S5 do domínio III ou do 

domínio IV, ou com a parte mais intracelular do segmento S6 do domínio IV), ou ainda, através de 

um sítio alostérico em outra região do canal ainda não identificada. A estrutura secundária do 

segmento C- terminal mostra evidências de que a região mais próxima ao segmento S6 forma um 

motivo de seis -hélices, e a região mais distal não apresenta estrutura secundária definida (random 

coil) (Cormier et al., 2002). Além disto, o motivo em -hélice apresenta um padrão bipolar, com 

uma região rica em aminoácidos positivos, e outra região com aminoácidos carregados 

negativamente, sugerindo um importante papel no mecanismo de inativação (Cormier et al., 2002). 

Sirota e colaboradores (2002) fizeram a modelagem molecular da alça entre DIII e DIV do 

canal de sódio de cérebro de rato IIA (que inclui o motivo IFM). Esta região possui 53 

aminoácidos, e apresenta 12 resíduos com cargas positivas e 5 com cargas negativas. O modelo 

prediz 2 segmentos helicoidais entre os aminoácidos F1476-K1482 e T1491-K1502. Além disso, 

foi encontrado um motivo de ñgrampo de cabeloò (hairpin, em inglês) entre os resíduos T1491-

P1512, que pode ser responsável pela aproximação da tríade hidrofóbica IFM em direção ao seu 

sítio de ligação. Esta função deve explicar, pelo menos parcialmente, a presença de cargas 

conservadas evolutivamente nesta região e cuja função ainda não havia sido encontrada (Moorman 

et al., 1990; Patton et al., 1992). O trabalho também explora a possibilidade de haver um 

desenovelamento do hairpin no momento de despolarização, levando à mudanças conformacionais 

envolvida na inativação do canal. 
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- Acoplamento ativação/inativação - 

Inicialmente acreditava-se que a ativação e a inativação do canal de sódio fossem eventos 

independentes (Hodgkin & Huxley, 1952). Hoyt (1963, 1968) foi o primeiro a propor que fossem 

eventos acoplados, mesmo tendo limitações experimentais que pudessem estar distorcendo suas 

análises. Mais tarde, os dados de Hoyt foram refinados e confirmados por Goldman & Schauf 

(1972). Atualmente, a ideia mais aceita é que a dependência de voltagem da inativação seja devido 

ao seu acoplamento à ativação, um mecanismo importante para reduzir o influxo de sódio para 

dentro da célula durante a geração do potencial de ação (Armstrong & Bezanilla, 1977) para que 

ele seja rápido. 

Esforços têm sido feitos para se compreender como este acoplamento acontece. Em 1995, 

OôLeary e colaboradores mostraram que a substitui«o de duas tirosinas adjacentes, localizadas na 

alça entre os segmento S4-S5 do domínio III, afeta a dependência de voltagem da cinética de 

ativação e inativação, sugerindo ter um importante papel no acoplamento normal entre o sensor de 

voltagem da ativação e a partícula de inativação. Foi também encontrada uma alanina na alça S4-

S5 do domínio IV que quando substituída por glutamina mostrava efeitos similares à substituição 

das duas tirosinas descrita por OôLeary (Tang et al., 1998). Por®m este acoplamento ainda n«o foi 

completamente elucidado. 

- Modulação por subunidades  - 

Como visto anteriormente, o canal de sódio pode ser modulado por subunidades acessórias 

chamadas de subunidades . Embora a subunidade  modifique as propriedades da subunidade  

dos canais de sódio, elas não são essenciais para a formação de um canal funcional. Há três tipos de 

subunidades ɓ descritas: 1, 2 e 3. As subunidades 1 e 3 estão associadas à subunidade  não 

covalentemente, enquanto a subunidade 2 está ligada através de pontes dissulfeto. 

As subunidades ɓ são glicoproteínas, que possuem apenas um segmento transmembrana, 

flanqueado por um grande domínio extracelular N-terminal e um pequeno domínio intracelular C-

terminal. O domínio extracelular, sozinho, interage e modula a subunidade  (McCormick et al., 

1999; Qu et al., 2001). As subunidades 1 e 2 são as únicas glicoproteínas transmembrana cujo 

domínio extracelular contém um motivo semelhante às imunoglobulinas (Isom & Catterall, 1996). 

Makita e colaboradores (1996b) mostraram que aminoácidos das alças entre os segmentos S5-S6 

dos domínios I e IV determinam a interação funcional entre as subunidades  e 1. 
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A co-expressão das subunidades 1, 2 e 3 e da subunidade  do canal Nav1.2 em 

ovócitos de Xenopus aceleram a cinética de ativação e inativação do canal, além de deslocar para 

valores hiperpolarizados a dependência de voltagem da inativação (Isom et al., 1992, 1995a; 

Morgan et al., 2000). A co-expressão da subunidade 1 com a mesma isoforma da subunidade  

em células de pulmão de hamster também causou um deslocamento para valores mais negativos na 

dependência de voltagem inativação, porém, deslocou para a mesma direção a dependência de 

voltagem da ativação e não alterou a cinética de ativação ou inativação do canal (Isom et al., 

1995b).  

Qu e colaboradores (2001) publicaram um trabalho onde expressaram os três tipos de 

subunidade  células de rim embrionário humano, HEK 293, muito utilizada em estudos de 

expressão heteróloga. Como subunidade , foi utilizada a isoforma Nav1.2 (neuronal), uma das 

mais bem caracterizadas. Por isso, a descrição do efeito das 3 subunidades  será baseada nos 

experimentos de Qu e colaboradores. 

A co-expressão das subunidades 1 ou 2 não alterou a cinética de ativação, inativação ou 

recuperação da inativação. Quando co-expressas juntas ou separadas, estas subunidades deslocaram 

a dependência de voltagem da ativação e inativação da corrente de sódio para valores mais 

positivos. 

Resultados similares foram obtidos com a co-expressão da subunidade 3 que também 

deslocou fortemente a dependência de voltagem da ativação e inativação para valores positivos. A 

co-expressão de ambas, 2 e 3, causou um deslocamento similar ao de 3 sozinho. Além disso, a 

subunidade 3 aumentou a corrente de sódio persistente significantemente, efeito que não foi visto 

quando foi expressas as subunidades 1 e/ou 2. Foi a primeira evidência de uma subunidade b 

aumentar a corrente persistente, que pode ser relacionado ao aumento da excitabilidade do 

neurônio; e deve ser importante para a integração do sinal sináptico nos dendritos e pela geração de 

descargas epileptiformes (Crill, 1996). A corrente de sódio persistente tem um importante impacto 

fisiológico e patofisiológico.  

Estes resultados sugerem que o efeito da subunidade  sobre a subunidade  depende da 

carga genética e da via de transdução de sinal da célula recipiente (Qu et al., 2001). 

- Diversidade e nomenclatura dos canais de sódio sensíveis à voltagem  

  Uma grande variedade de canais de sódio tem sido identificadas por análise 

eletrofisiológicos e clonagem molecular. Em 2000 foi proposta uma nomenclatura para normalizar 

todos estes canais, eliminando a confusão decorrente da multiplicidade de nomes. O nome consiste 
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do símbolo químico do principal íon permeante (Na) com o principal regulador fisiológico 

(voltagem) indicado como um subscrito (Nav). O número seguinte à subscrição indica a subfamília 

gênica (Nav1) e o numero seguido do ponto decimal identifica a isoforma especifica do canal (por 

exemplo, Nav1.1). Processamentos alternativos de cada membro da família são identificados por 

uma letra minúscula que segue os números (por exemplo, Nav1.1a) (Goldin et al., 2000). Até o 

momento foram identificados e funcionalmente expressos 9 isoformas de canais de sódio em 

mamíferos, todas possuem mais de 50% de identidade na seqüência de aminoácidos, sendo 

considerados membros de uma mesma subfamília (tabela 1) (Goldin et al., 2000; Goldin, 2002). Há 

uma décima isoforma, chamada de Nax, que tem aproximadamente 50% de identidade de seqüência 

aos outros canais de sódio de mamíferos, como esta isoforma não foi funcionalmente expressa, é 

possível que este gene não codifique um canal de sódio sensível à voltagem (Goldin, 2002). 

Tabela 1: Subunidades a de canais de sódio de mamíferos.  

Tipo 

Numero de 

acesso no 

óGenbankô 

Símbolo do 

gene 

Processamento 

alternativo 

Tecido primário de 

expressão 

Nav1.1 

X03638 (r) 

X65362 (h) 

AF003372 (cb) 

 

SCN1A Nav1.1a 
SNC 

SNP 

Nav1.2 

X03639 (r) 

X61149 (r) 

X65361 (h) 

M94055 (h) 

 

SCN2A Nav1.2a SNC 

Nav1.3 Y00766 (r) SCN3A 
Nav1.3a 

Nav1.3b 
SNC 

Nav1.4 

M26643 (r) 

M81758 (h) 

 

SCN4A  Músculo esquelético 

Nav1.5 

M27902 (r) 

M77235 (h) 

 

SCN5A  
Músculo esquelético  

desenervado, coração 

Nav1.6 

L39018 (r) 

AF049239 (r) 

AF049240 (r) 

U26707 (cm) 

AF04617 (cm) 

AF050736 (h) 

AF225988 (h) 

AF003373 (cb) 

 

SCN8A Nav1.6a 
SNC 

SNP 

Nav1.7 

U35238 (c) 

X82835 (h) 

U79568 (r) 

AF000368 (r) 

 

SCN9A  
SNP 

Células de Schwann 

Nav1.8 

X92184 (r) 

U53833 (r) 

Y09108 (cm) 

SCN10  Gânglio da raiz dorsal 
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Abreviações: c, coelho; cb, cobaia; cc, cachorro; cm, camundongo; r, rato; h, humano. SNC, sistema nervoso 

central; SNP, sistema nervoso periférico. 

a Este gene foi originalmente denominado de SNC6A e SNC7A, mapeados em humanos e camundongos, 

respectivamente. Entretanto, é provável que representem o mesmo gene, e o símbolo SNC6A provavelmente será 

descartado. (Adaptado de Goldin et al., 2000). 

Os genes que codificam Nav1.1, Nav1.2, Nav1.3, Nav1.7 e Nax estão agrupados juntos no 

cromossomo 2 em humanos e camundongos. Nav1.1, Nav1.2, Nav1.3 e Nav1.7 compartilham de 

características comuns, como expressão no sistema nervoso e inibição por concentrações 

nanomolares do bloqueador típico de canais de sódio sensíveis a voltagem: tetrodotoxina (TTX). 

Nav1.5, Nav1.8 e Nav1.9, estão agrupados no cromossomo 9 em humanos e cromossomo 3 em 

camundongos. Estas isoformas também compartilham características em comum, incluindo o fato 

de todas serem resistentes a TTX. O gene para Nav1.4 está localizado no cromossomo 11 em 

humanos e 17 em camundongos, e o gene para Nav1.6 está localizado no cromossomo 15 em 

humanos e 12 em camundongos. As propriedades destes dois canais são, geralmente, similares 

aquelas dos canais expressos em sistema nervoso, incluindo bloqueio por concentrações 

nanomolares de TTX (Goldin, 2002). 

- Toxinas que agem em canais de sódio - 

Por serem críticos na excitabilidade, os canais de sódio servem como alvos específicos de 

muitas neurotoxinas. Estas toxinas ocupam diferentes sítios receptores presentes na superfície do 

canal de sódio e têm sido usadas como ferramentas para o mapeamento funcional e caracterização 

molecular do canal. 

Devido à sua alta especificidade, toxinas naturais foram primeiro utilizadas para distinguir 

as espécies moleculares responsáveis pelas correntes de sódio, de potássio e de cálcio. 

Posteriormente vêm sendo utilizada para identificar os subtipos de canais dentro de cada família de 

canais íon-específicos (Chahine et al, 1998).  

U60590 (cc) 

 

Nav1.9 

AF059030 (r) 

AJ237852 (r) 

AF118044 (cm) 

AB031389 (cm) 

AF126739 (h) 

AF188679 (h) 

AF109737 (h) 

AF150882 (h) 

 

SCN11 Nav1.9a SNP 

Nax 

M91556(h) 

M96578 (r) 

Y09164 (r) 

L36179 (cm) 

SNC7A 

SNC6A
a
 

 

Coração, útero, músculo 

esquelético, astrócitos, gânglio 

da raiz dorsal 
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Toxinas que atuam em canais de potássio e de cálcio agem geralmente inibindo as 

correntes que passam por estes canais. Porém, dentre as toxinas que agem em canais de sódio, 

várias agem modificando os canais de forma que suas propriedades cinéticas sejam alteradas. A 

partir da década de 60, quando um potente bloqueador específico para os canais de sódio foi 

descrito (TTX), houve um grande avanço nos estudos dos canais de sódio. Atualmente diferentes 

toxinas extraídas e purificadas de algumas espécies de animais, plantas e microorganismos são 

usadas como ferramentas importantes para identificação, isolamento e estudo de propriedades 

cinéticas do canal de sódio. A maneira como o canal é modificado dependerá do sítio receptor ao 

qual ela se liga. Um resumo das características de cada sítio conhecido, bem como dos aminoácidos 

envolvidos na sua formação, está mostrado na tabela 2, e sua localização está sendo mostrado na 

figura 3. 

Ao sítio 1 se ligam toxinas guanídicas heterocíclicas solúveis em água, como a TTX 

(Nahashi et al, 1960), inicialmente isolada de uma espécie de baiacu japonês (Fugu rubripes); a 

saxitoxina - STX (Kao, 1966), isolada do dinoflagelado marinho do gênero Gonyaulax catenella; e 

toxinas polipeptídicas como as m-conotoxinas (m-CTX), isoladas do molusco marinho Conus 

geographus (Yanagawa et al, 1987; Sato et al, 1991). Estas toxinas se ligam no lado extracelular do 

canal de sódio bloqueando o fluxo de íons sódio e, conseqüentemente, o potencial de ação em 

nervo e músculo (Narahashi et al, 1964, 1967; Nakamura et al, 1965; Kao e Nishiyama,1965; 

Catterall, 1992)  

A localização do sítio receptor da TTX e STX envolve resíduos de aminoácidos de todos 

os domínios, aparentemente formando anéis dentro do poro: um mais externo formado por 

aminoácidos ácidos (E387, E945, D1426 e D1717) e outro mais interno, formado pelo filtro de 

seletividade (D384, E942, K1422 e A1714) (Noda et al, 1989; Terlau et al, 1991). Foram 

identificadas também outras mutações que reduzem a ligação da TTX, como D400A, Y401 e 

E403D no domínio I, T759A e E758 no domínio II e D1532 no domínio IV (Penzotti et al, 1998; 

Choudhary et al, 2003). A baixa afinidade do canal de sódio cardíaco a TTX levou a hipótese de 

que este canal não tivesse algum(ns) dos 8 aminoácidos envolvidos na ligação da TTX. 

Curiosamente, a clonagem da isoforma cardíaca mostrou que a maior diferença era a substituição 

de um resíduo aromático (Fen ou Tyr) na posição 385 por uma cisteína. Desta forma, este resíduo 

também foi identificado como sendo importante para a ligação da toxina guanídica (Noda et al, 

1989; Heinemann et al, 1992; Satin et al, 1992). Porém, mutações que afetam significativamente a 

ligação da TTX e STX apenas reduzem fracamente a afinidade da µ-CTX (Chahine et al, 1998), 

indicando que embora a ligação destas duas classes de toxinas sejam competitivas sobre o canal de 

sódio, devam haver interações distintas (Stefan et al, 1994; Dudley et al, 1995), como pode ser 

visto na tabela 2. 
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Compostos policíclicos apolares, como a veratridina, aconitina, batracotoxina e 

grayanotoxina, se ligam ao sítio 2 do canal de sódio. Estas toxinas se ligam preferencialmente no 

estado ativado causando uma ativação persistente mesmo no potencial de repouso da membrana 

(Catterall, 1977), que pode ser explicada pelo deslocamento do potencial de ativação para valores 

negativos, pelo bloqueio da inativação e pela redução da seletividade, efeitos eletrofisiológicos 

desta classe de toxinas (Ulbricht, 1969; Albuquerque et al, 1971; Catteral, 1980). A região 

transmembrana do segmento S6 do domínio I e IV foi identificada como sendo importante 

componente do sítio receptor nos canais de sódio (Trainer et al, 1996; Linford et al, 1998; Wang & 

Wang, 1999). A ligação de toxinas ao segmento IV-S6 provavelmente é a responsável pelo 

bloqueio da inativação, já que este segmento está intimamente relacionado à inativação dos canais 

de sódio. Foi mostrado que o aminoácido Y1586 participa da ligação da grayanotoxina mas não da 

batracotoxina (Kimura et al, 2000), mostrando que também no sítio 2, a ligação destas toxinas se 

sobrepõe, mas que há determinantes moleculares que são distintos. 

Ao sítio 3 se ligam toxinas de escorpião do tipo Ŭ e toxinas de anêmonas. De acordo com 

suas diferentes propriedades farmacológicas, as -toxinas podem ser divididas em 3 subgrupos: -

clássica, -like e inseto -toxina (Gordon et al., 1996; Gordon et al., 1998). As toxinas -clássicas 

são altamente tóxicas para mamíferos e as inseto -toxinas são altamente tóxicas para insetos. As 

-like são tóxicas para ambos, mamíferos e insetos. 

As Ŭ-toxinas são famílias distintas de polipeptídeos que possuem baixa homologia de 

sequência (Rogers et al., 1996), mas que inibem a inativação do canal de sódio, estabilizando o 

canal no estado aberto. Além disto, esta classe de toxinas pode deslocar para valores 

hiperpolarizados o potencial de membrana que dá 50% da condutância máxima (Gonoi & Hille, 

1987; Sheets & Hanks, 1999), sugerindo que a inativação do canal exerça um importante papel na 

determinação da relação voltagem x condutância. Estudos de correntes unitárias (El-Sherif et al., 

1992; Cannon & Corey, 1993) e de gating (Sheets & Hanck, 1995) sugerem que a atividade 

primária destas toxinas é inibir a inativação do canal se ligando ao estado aberto, sem significativa 

alteração na ativação ou na inativação a partir do estado fechado. A associação e dissociação das 

toxinas do tipo  de escorpião é extremamente dependente de potencial (Thamkun et al., 1984; 

Campos, 2002). 

Por serem toxinas básicas, é provável que resíduos carregados negativamente na superfície 

do canal contribuam para a ligação destas toxinas. De fato, foi identificado um resíduo ácido entre 

os segmentos transmembrana S3 e S4 do domínio IV como importante na ligação das -toxinas 

(Rogers et al., 1996; Cestèle & Catterall, 2000). A comparação da estrutura das toxinas de 

anêmonas e de escorpião (Loret et al., 1994) mostrou que cinco resíduos de aminoácidos estão 

localizados em posições similares nas duas toxinas. Dentre eles, quatro são básicos, constituindo 
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dois distintos pólos carregados positivamente sobre a superfície destas toxinas. Em síntese, as -

toxinas ligam-se à alça entre os segmentos S3-S4 do domínio IV através de interações eletrostáticas 

com um resíduo ácido, outras regiões do canal de sódio que tinham sido anteriormente implicadas 

na ligação das toxinas do tipo , como as regiões S5-S6 dos domínios I e IV (Tejedor & Catterall, 

1988), não foram encontrados resíduos ácidos cruciais para ligação destas toxinas. Análise 

estrutural identificou uma superfície hidrofóbica conservada entre as -toxinas (Li et al., 1996) que 

parece ser parte do sítio funcional destas toxinas com o canal de sódio (Fontecilla-Campos et al., 

1988; Li et al. 1999; Sun et al., 2003). Modificações químicas (Kharrat et al., 1989) e análise de 

mutagênese em resíduos aromáticos da superfície hidrofóbica conservada (Sun et al., 2003) 

indicam que estes resíduos aromáticos conservados estão especificamente envolvidos tanto no 

efeito farmacológico quanto na estabilidade estrutural da toxina. Embora os sítios das toxinas do 

tipo a de escorpião e das toxinas de anêmonas se sobreponham, estas toxinas apresentam interação 

distintas com o canal de sódio. 

Outra classe de toxinas escorpiônicas, denominadas -toxinas, se ligam ao sítio 4 do canal 

de sódio, deslocando fortemente a dependência de voltagem da ativação para valores mais 

negativos (Vijverberg et al., 1984). Através de quimeras de canais de sódio de músculo esquelético 

de rato e cardíaco (que apresentam sensibilidades diferentes às toxinas do tipo ), o domínio II foi 

identificado como responsável pela ligação e efeito de uma toxina tipo  do escorpião Tityus 

serrulatus (Marcotte et al., 1997). Cestèle e colaboradores (1998) propuseram um modelo onde 

uma potente toxina do tipo  do escorpião Centruroides suffusus suffusus (Css IV) se liga a 

resíduos de aminoácidos que são exteriorizados quando o segmento S4 do domínio II se move, no 

momento da despolarização, mantendo o canal em um estado parcialmente ativo. Neste estado a 

inativação é favorecida, reduzindo o número de canais disponíveis e conseqüentemente o pico da 

corrente de sódio. Isto explica porque a toxina requer um pré-pulso despolarizante para a sua 

ligação. Mostraram também que a mutação G845N, na alça próxima ao segmento S4 do domínio II, 

abole o deslocamento da dependência de voltagem da ativação, por impedir que a toxina se ligue à 

terminação extracelular da conformação ativada deste segmento, porque introduz desfavoráveis 

interações de natureza estérica ou de polaridade.  

Poliésteres cíclicos como as brevetoxinas e as ciguatoxinas se ligam ao sítio 5 (Catteral e 

Gainer, 1985), resultando na inibição da inativação e no deslocamento da dependência de potencial 

da ativação para valores mais negativos. A ligação destas toxinas ao sítio 5 modula a ligação de 

toxinas que se ligam aos sítios II (Trainer et al., 1993) e IV (Cestèle et al., 1995). 

Mais recentemente foi identificado, em canal de sódio de inseto, um novo alvo de 

neurotoxinas, o sítio receptor 6, que liga a -conotoxina e inibe a inativação da corrente de sódio 

(Gordon et al., 1996). Este sítio receptor ainda não foi bem caracterizado. 
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Tabela 2: Sítios receptores identificados nos canais de sódio. 

Sítio Toxina Domínio Animoácidos Referências 
Sítio 1 Tetrodotoxina 

Saxitoxina 

 

 

 

 

µ-conotoxina 

ISS2-S6 

 

IISS2-S6 

IIISS2-S6 

IVSS2-

S6 

 

ISS2-S6 

IIS5-S6 

IIISS2-S6 

IV SS2-

S6 

D384, E387, Y385, D400, Y401, 

E403 

E758, E942, E945 

K1422, D1426 

A1714, D1717, D1532 

 

D400, Y401, W402, E403 

A728, A730, E758 

W1239, D1241 

W1531, D1532 

Noda et al., 1989; Terlau 

et al., 1991; Heinemann et 

al., 1992, Penzotti et al., 

1998; Choudhary et al., 

2003. 

 

 

Stefan et al., 1994; 

Dudley et al., 1995; 

Chahine et al., 1995 e 

1998. 

Sítio 2 Veratridina 

Batracotoxina 

Grayanotoxina 

IS6 

IVS6 

 

I433, N434, L437 

F1579, N1584, I1760, F1764 

Y1586 

Trainer et al., 1996; Wang 

et al., 1998 

Sítio 3 Ŭ-escorpiotoxina 

toxina de 

anêmona 

toxina de aranha 

IS5-S6 

IVS5-S6 

IVS3-S4 

 

E1613 

E1616, V1620, L1624 

Tejedor & Catterall, 

1988, Rogers et al., 1996. 

Sítio 4 ɓ-escorpiotoxina IS5-SS1 

IIS1-S2 

IIS3-S4 

IIISS2-S6 

 

G845 

Cestèle et al., 1998. 

Sítio 5 Brevetoxinas 

Ciguatoxina 

IS6 

IVS5 

 Trainer et al., 1991; 

Tainer et al., 1994.  

Sítio 6 -conotoxina   Gordon et al., 1996. 

(Adaptado de Cestèle & Catterall, 2000) 

 

 

Figura 3: Localização dos principais sítios receptores das neurotoxinas sobre os canais de sódio de 

mamíferos. Para os sítios de ligação das toxinas do tipo Ŭ (s²tio 3) e ɓ (s²tio 4) est«o destacados somente 

aqueles que, quando ausentes, diminuem a afinidade de ligação pelo menos 5 vezes. Figura retirada do artigo 

de Cèstele & Catterall, 2000. 
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- Toxinas da aranha Phoneutria nigriventer - 

No Brasil, as aranhas que provocam acidentes graves em humanos estão reunidas em 

quatro gêneros principais: Phoneutria, Loxosceles, Latrodectus e Lycosa. 

Na região sudeste, os acidentes são causados predominantemente pela picada da aranha 

Phoneutria nigriventer. Popularmente conhecida como armadeira, esta aranha possui hábitos 

noturnos, é solitária e agressiva. A P. nigriventer, descrita originalmente por Keyserling em 1891, 

pertence à classe Arachinidae, subordem Labidognatha, família Ctenidae. Os sintomas do acidentes 

com esta aranha são: dor excruciante que se irradia do local da picada, câimbras dolorosas, 

tremores, convulsões tônicas, paralisia espástica, sialorréia, sudorese, priaprismo, taquicardia, 

arritmias e perturbações visuais (Fontana, 1990). 

Fontana e Brazil (1985) mostraram que, em preparação nervo-frênico-diafragma de rato, a 

peçonha da aranha P. nigriventer induz despolarização não uniforme da membrana da fibra 

muscular e aumento na frequência de potenciais miniaturas na placa motora. Este efeito era 

bloqueado por TTX ou por redução da concentração de sódio extracelular, sugerindo um efeito 

sobre os canais de sódio. Brazil e colaboradores (1988) observaram o efeito da mesma peçonha em 

aurículas isoladas de cobaia, revelando que a principal causa dos sintomas cardíacos é a liberação 

de neurotransmissores pelas terminações nervosas intracardíacas, dados confirmados 

posteriormente em músculo liso vascular de coelho (Antunes et al., 1993). O veneno da aranha é 

também capaz de alterar a permeabilidade da barreira hemato-encefálica, particularmente no 

hipocampo de ratos, causando edema vasogênico mais significativo um dia após a injeção (Lê 

Sueur et al., 2003). 

O veneno da aranha Phoneutria nigriventer é composto por uma mistura de polipeptídios e 

moléculas ativas biologicamente, sendo a maior parte neurotóxicas (Brasil & Vellard, 1925). 

Resende Jr. e colaboradores (1991) isolaram, através de cromatografia líquida de fase reversa e gel 

filtração, os peptídeos neurotóxicos do veneno, encontrando cinco frações ativas: PhTx1, PhTx2, 

PhTx3, PhTx4 e M. 

Quando injetado intracerebroventricular (i.c.v.) de camundongo, o efeito da fração PhTx2 

era acentuadamente excitatório, incluindo salivação, lacrimejamento, priapismo, convulsões e 

paralisia espástica das extremidades anteriores e posteriores (Resende Jr. et al, 1991), reproduzindo 

os efeitos predominantes da injeção do veneno. Esta fração também estimulou a liberação de 

glutamato de sinaptosomas de córtex de rato seguindo um aumento do influxo de cálcio (Romano-

Silva et al., 1993). Experimentos eletrofisiológicos (Araújo et al., 1993) mostraram que esta fração 

tem efeitos complexos sobre os canais de sódio, inibindo a cinética da inativação e deslocando a 

dependência de potencial tanto da ativação como da inativação para valores mais negativos.  
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Da fração PhTx2 foi possível identificar 9 isoformas (Cordeiro et al., 1992). Essas toxinas 

apresentam alta proporção de cisteínas (Resende Jr. et al., 1991), uma característica comum a 

muitas outras neurotoxinas de veneno de aranhas (Cordeiro et al., 1995; Escoubas et al., 2000). 

Dentre as 9 isoformas da fração PhTx2 (PnTx2-1 a PnTx2-9) 4 já foram totalmente 

seqüenciadas: PnTx2-1, PnTx2-5, PnTx2-6 e PnTx2-9, sendo identificados 53, 48, 48 e 32 resíduos 

de aminoácidos, respectivamente. As isoformas PnTx2-1, PnTx2-5 e PnTx2-6 apresentam alto grau 

de identidade entre si (figura 4), exceto quando comparado à PnTx2-9. 

PnTx2- 1  ATCAGQDKPCKET-- CDCCGERGECVCALSYEGKYRCI CRQGNFLIAWHKLASCK 

PnTx2- 5  ATCAGQDQTCKVT-- CDCCGERGECVCGGP------ CI CRQGNFLIAAYKLASCKK 

PnTx2- 6  ATCAGQDQPCKET-- CDCCGERGECVCGGP------ CI CRQGYFWIAWYKLANCKK 

PnTx2- 9  SFCIP - FKPCKSDEN-- CCKKFK- CKTTG- IVK ---- LCRW 

Figura 4: Comparação da sequência de aminoácidos das toxinas da fração PhTx2. As sequências foram 

alinhadas baseando-se nos resíduos de cisteína, em vermelho (Cordeiro et al., 1992). PnTx2-1, PnTx2-5 e 

PnTx2-6 apresentam alto grau de homologia: 81% entre a PnTx2-1 e as outras duas e 87% entre a PnTx2-5 e 

PnTx2-6. PnTx2-9, menos tóxica e menos conservada, apresenta 31% de homologia com a PnTx2-1, 21% 

com a PnTx2-5 e 25% com a PnTx2-6. Em negrito, estão sendo destacados os aminoácidos diferentes entre 

as sequencias PnTx2-5 e PnTx2-6. 

 
Os sintomas da injeção da toxina PnTx2-6 em camundongos incluem: priaprismo 

(Richardson, comunicação pessoal) lacrimejamento, hypersalivação, sudorese e agitação seguidos 

de paralisia espastica das extremidades anteriores e posteriores e morte (Le Sueur et al., 2003).  

Penaforte (2000) clonou diversas toxinas da P. nigriventer e expressou a isoformas PnTx2-

6, porém a expressão não foi funcional. Foi identificado que estas toxinas são expressas com um 

peptídeo sinal do lado N-terminal de 17 a 20 aminoácidos, seguido por um propeptídeo rico em 

glutamato e pela seqüência da toxina madura. Talvez estes peptídeos possam estar dirigindo o 

enovelamento da toxina, e este seja o motivo da expressão de uma toxina não-funcional. Além 

disto, estas toxinas foram expressas junto com uma proteína de fusão, para permitir sua purificação, 

e esta proteína pode estar alterando a conformação da toxina nativa. Há outros relatos na literatura 

de toxinas recombinantes e/ou mutantes não funcionais, dificultando os estudos estrutura/função 

destas toxinas (Zilberberg et al., 1997; Sun et al., 2002). 

As isoformas PnTx2-5 e PnTx2-6 apresentam 89% de homologia, o que significa somente 

cinco aminoácidos diferentes. Elas podem ser consideradas, portanto, mutantes naturais, o que 

torna interessante estudar comparativamente os efeitos de ambas. A PnTx2-6 já havia sido estudada 

por Matavel e colaboradores (2002), porém sobre a isoforma PnTx2-5 havia somente estudos 

preliminares (Araújo et al., 1993), mostrando efeito sobre a inativação de canais de sódio.  

Dentre os aminoácidos não idênticos, como pode ser visto na figura 4, houve a substituição 

de uma treonina por uma prolina, uma valina por um glutamato, uma asparagina por uma tirosina, 
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uma leucina por um triptofano e uma serina por uma asparagina, em posições similares na PnTx2-5 

e PnTx2-6, respectivamente.  

A isoforma PnTx2-6 reproduz o efeito da fração PhTx2, e conseqüentemente do veneno 

total, sendo considerada a principal isoforma presente na peçonha da aranha Phoneutria nigriventer 

(Araújo et al., 1993; Mattiello-Sversuta & Cruz-Hofling, 2000). Os sintomas causados pela PnTx2-

6 sugerem atividade no sistema nervoso central e no sistema nervoso autônomo (Cordeiro et al., 

1992). Matavel e colaboradores (2002, artigo anexo) mostraram que a isoforma PnTx2-6 altera a 

cinética de inativação da corrente de sódio, deixando-a mais lenta, um efeito de toxinas do tipo a. 

Porém, ela também desloca para valores hiperpolarizados a dependência de voltagem da ativação e 

do estado-estacionário da inativação, um efeito mais comumente encontrado em toxinas do tipo , 

mas que pode ser encontrada também em toxinas do tipo a (Graham et al., 1996; Sheets & Hanck, 

1999; Gordon & Gurevitz, 2003). A coexistência de efeitos típicos de toxinas do tipo a e  sugere 

que a interação da PnTx2-6 com o canal de sódio ocorra de maneira distinta das toxinas do tipo a e 

, podendo envolver ñmacros²tiosò, especialmente do s²tio 3 ou ocorrer em um sítio receptor ainda 

não identificado na superfície do canal de sódio. Os dados apresentados por Matavel et al. (2002) 

foram obtidos em músculo esquelético de rã usando a técnica do loose patch-clamp. Para uma 

análise cinética mais detalhada, foram feitos experimentos usando técnicas mais precisas.  

No presente trabalho, nós estudamos o efeito das toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 em células 

neuro-endócrinas (GH3) utilizando a técnica de whole-cell patch-clamp, buscando estabelecer uma 

relação entre as suas estruturas e as respectivas atividades. 
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- Objetivos - 

- Objetivos gerais y 

 Comparar os efeitos das toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6, da aranha Phoneutria nigriventer, sobre os 

canais de sódio dependentes de voltagem de células GH3. 

 Comparar os efeitos da toxina PnTx2-6 sobre os canais de sódio dependentes de voltagem de 

células GH3 e de músculo esquelético de rã. 

- Objetivos específicos - 

o Comparar o efeito das toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 sobre a relação corrente x voltagem da corrente 

de sódio. 

o Comparar o efeito das toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 sobre a dependência de voltagem da ativação da 

condutância da corrente de sódio. 

o Comparar o efeito das toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 sobre a dependência de voltagem do estado 

estacionário da inativação da corrente de sódio. 

o Comparar o efeito das toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 sobre a recuperação da inativação da corrente de 

sódio. 

o Medir as constantes de tempo da inativação da corrente de sódio na presença e ausência de ambas 

toxinas. 

o Estimar a proporção de canais modificados pelas toxinas. 

o Medir a afinidade da PnTx2-5 e da PnTx2-6 sobre os canais de sódio de células GH3. 

o Medir a afinidade da PnTx2-6 sobre os canais de sódio da fibra muscular esquelética. 

o Observar o comportamento espontâneo da corrente de sódio de células GH3 ao longo do tempo. 

o Determinar o coeficiente de extinção da PnTx2-6 em água. 

o Estimar a participação proporcional de diferentes estruturas secundarias na toxina PnTx2-6. 

o Verificar a exposição dos triptofanos na superfície da toxina PnTx2-6. 

o Relacionar as diferenças funcionais da PnTx2-5 e da PnTx2-6 com as diferenças na seqüência de 

aminoácidos. 
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- Metodologia - 

- p,EEI; F7J9> LEBJ7=; 9B7CFo - 

  Rãs (Rana catesbeiana) pesando entre 60-80 gramas foram sacrificadas por 

descerebração e desmedulação, e imediatamente o músculo semitendinoso era removido e 

conservado em solução de Ringer Normal (em mM: NaCl 115; KCl 2,5; CaCl2 1,8; HEPES 5; pH 

7,2 com NaOH). Um fino fragmento deste músculo era removido e fixado, através dos tendões, em 

uma câmara com sistema de refrigeração (10 ï 12
o
C) e levado a um microscópio estetoscópio (Carl 

Zeiss) onde os registros eletrofisiológicos foram medidos. O terra foi conectado ao banho através 

de uma ponte de agar conectado a um eletrodo de Ag/AgCl. 

  Foi utilizado o método do loose patch clamp similar ao descrito por Stuhmer e 

colaboradores (1983), mas com as modificações introduzidas por Araújo et at. (1993). Este método 

é essencialmente idêntico à modalidade cell attached patch clamp (Hamill et al., 1981), exceto que 

a área da membrana é muito maior e não é necessária a formação de um contato de altima 

resistência entre a membrana e a ponta da pipeta, característico do patch clamp convencional. 

  As pipetas foram feitas com capilares de microhematocrito de vidro com resistência entre 

0,2 e 0,6 Mɋ e preenchida com Ringer Normal acrescido de 4-aminopiridina (10 mM), para 

bloquear as correntes de K
+
 (Guillespie & Hunter, 1975), e 0,1% de albumina , para evitar adsorção 

inespecífica da toxina.Exceto no controle, a PnTx2-6 em diferentes concentrações foi acrescida à 

solução da pipeta. Para evitar as correntes dos canais presentes na borda da pipeta e, portanto, fora 

do controle do potencial aplicado, os canais de sódio foram inativados através da despolarização 

das fibras para -43,4 ± 1,6 mV (Araújo et al, 1993) usando solução de alto K
+
 (em mM: acetato de 

sódio 88; acetato de potássio 16; KCL 11; propionato de cálcio 1,8; HEPES 5; pH 7,2 com KOH). 

O potencial de pipeta foi mantido em +50 mV, por pelo menos 10 minutos, de forma que somente 

os canais circunscritos pela pipeta, e que portanto tinham sua voltagem controlada, tinham a 

inativação removida. 

  Quando a pipeta estabelecia um intimo contato com a membrana da fibra muscular, um 

selo era formado, o que originava uma resistência (Rs) de aproximadamente 3 vezes o valor da 

resistência da pipeta (Rp). O fato de RS atingir valores pequenos, segundo Stuhmer e colaboradores 

introduz uma dificuldade: as correntes de fuga através desta resistência pode ser grande o suficiente 

para causar uma queda significativa de voltagem através de Rp. Assim, a voltagem na superfície da 

membrana será diferente da voltagem aplicada pelo amplificador no interior da pipeta, porque Rp e 
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RS funciona como divisor de voltagem, e o potencial aplicado na pipeta (Vp) aparecerá na 

superfície da membrana (Vm) de forma atenuada (Vm = Vp * A). Nos nossos experimentos o fator 

de atenuação A (A = RS / (Rp + RS)) situava-se entre 0,6 e 0,8. O amplificador de loose patch 

clamp (Dagan 8900 com um probe de loose patch clamp modelo 8970 e um resistor de feedback de 

10 Mɋ) podia corrigir esta atenua«o analogicamente por meio de um circuito em ponte que 

compensava o divisor de voltagem formado por Rp e Rs. Esse divisor era balanceado com os 

resistores variáveis R1 e R2, de forma que o potencial Vm sempre acompanhava a voltagem de 

comando. 

  As correntes iônicas foram filtradas eletronicamente (filtro passa baixa com freqüência de 

corte de 10 KHz) amostradas e digitalizadas a uma freqüência de 30 KHz através de um conversor 

analógico-digital de 12 bits (Engenharia Eletro-Eletronica, São Paulo). A aquisição e analise dos 

dados foram realizadas através de microcomputador de arquitetura IBM-PC-486, usando um 

programa em linguagem Pascal feito pelo professor Paulo Sergio Lacerda Beirão. As correntes 

lineares, de fuga e capacitiva, foram excluídas dos registros pelo uso do protocolo P/4 (Armstrong 

& Bezanilla, 1977), que subtraía da corrente total gerada pelo pulso teste ao somatório de 4 

correntes produzidas por pulsos de ¼ da amplitude do pulso teste. Esta amplitude eh insuficiente 

para desencadear a abertura dos canais de sódio e que, portanto, continham apenas os componentes 

resistivos e capacitivos lineares. 

- Células GH3 - 

  A linhagem GH3 (adquirida da American Type Culture Collection, EUA), proveniente de 

células tumorais de pituitária anterior de rato, são células esféricas e crescem de forma esparsa. As 

células GH3 expressam canais de potássio, cálcio (subtipo L e T; Armstrong & Metteson, 1985; 

Kushmerick et al., 1999; Kalapothakis et al., 1998) e sódio (Kushmerick et al., 1998, Monrajas et 

al., 2000), possuem um crescimento rápido e são de fácil manutenção e manipulação. Elas foram 

mantidas em cultivo celular em garrafas de poliestireno de 25 ou 75 cm² em meio DMEM 

(Dubelcoôs Modified Eagles Medium, Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(Cultilab, Brasil), 10 Ui de penicilina e 10 mg/mL de estreptomicina em estufa de atmosfera úmida 

com 5% de CO2. O meio de cultura era trocado 2 ou 3 vezes por semana. Uma vez por semana as 

células foram soltas da garrafa de cultivo utilizando 1 mM de EDTA em tampão fosfato 50 mM 

(pH 7,4) ou com 1 mM de EDTA acrescido de 0,1% (p/v) de tripsina em meio DMEM, sem soro 

ou antibiótico, e plaqueadas em lamínulas de vidro (Corning
®
) em baixa densidade, sendo utilizada 

após 2 a 5 dias. Aproximadamente 10% das células foram recolocadas em um frasco novo e 

utilizadas até, no máximo, a passagem 20. KCl e CaCl2 eram adicionados ao meio das placas de 

forma a elevar neste meio suas concentrações para 10 mM e 9,3 mM, respectivamente. Esta 
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estratégia, descrita por Monjaraz e colaboradores (2000), aumenta a expressão de canais de sódio 

expressos na membrana das células GH3. 

- p3>EB; 9;BB F7J9> 9B7CFo - 

  Correntes macroscópicas foram registradas a temperatura ambiente (21-25°) com a 

técnica de patch-clamp na configuração whole-cell (Hamill et al., 1981) usando um amplificador 

EPC-9 (Heka Instruments, Germany) conectado por meio de um conversor analógico-digital a um 

computador Power-Mac.  

Os registros foram filtrados em filtro Bessel passa-baixa com freqüência de corte de 2,8 

KHz e amostrados a uma freqüência de 20 ou 25 Khz. Os experimentos eram acompanhados em 

um microscópio invertido (Olympus) no aumento de 400 vezes. A capacitância das células foi 

medida no inicio de cada experimento e estavam entre 11 e 27 pF. A resistência em série foi 

monitorada durante todo o experimento e aqueles com resistência em série maior que 2 vezes o 

valor da resistência da pipeta foram descartados. Imediatamente antes de cada pulso era feita uma 

compensação automática da capacitância da célula e da capacitância gerada pela micropipeta. Alem 

disso, as correntes lineares de fuga e capacitivas foram excluídas dos registros pelo uso do 

protocolo P/4, exatamente como descrito anteriormente para os experimentos do loose patch clamp. 

Pipetas foram feitas de vidro comum usando um estirador de pipetas vertical (Narishige, 

Japão), com dois estágios de estiramento e tinham a resistência entre 1,5 - 3,5 Mɋ. As pipetas 

foram preenchidas com a solução interna 1 nos experimentos utilizando a PnTx2-5 contendo (em 

mM): NaCl 10; TEA-Cl 20; EGTA 10; CsF 90; CsOH 20; HEPES 10; pH 7,2 ajustado com CsOH. 

Nos experimentos usando a PnTx2-6, a solução interna 2 da pipeta continha (em mM): NaCl 10; 

TEA-Cl 35; EGTA 5; CsF 100; HEPES 10; pH 7,2 ajustado com CsOH. Césio e TEA-Cl foram 

usados para bloquear os canais de potássio sensíveis à voltagem, EGTA é um quelante de cálcio e 

mantinha a concentração de cálcio intracelular em níveis muito baixos, dificultando o resselamento 

da membrana, e o fluoreto estabiliza a membrana da célula (Kostyuk et al., 1975) possibilitando 

experimentos mais longos. 

No início dos experimentos a lamínula contendo as células era colocada em uma placa de 

petri de 35 mm e preso por meio de um dispositivo em acrílico que a mantinha imóvel e reduzia o 

volume da placa de petri. O meio de cultura era trocado pela solução externa contendo (em mM): 

NaCl 140; CsCl 5; MgCl2 2; CdCl2 0;1; CaCl2 1; glicose 5; HEPES 10; pH 7,4 ajustado com 

NaOH. Durante todo o experimento foi mantida uma perfusão controle que consistia da solução 

externa acrescida de 0,1% de albumina, utilizada para evitar a adsorção da toxina. A perfusão foi 

mantido através de uma micropipeta com diâmetro de aproximadamente 500 µm ligada a um 
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solenóide que permitia a troca de até 2 soluções (controle e toxina), cujo fluxo foi regulado para 

150 a 250 µL/minuto. Preso através de um imã na placa foi montado um sistema de sucção que 

mantinha o volume da placa de petri em níveis adequados para o experimento.  

Soluções estoque de toxinas eram preparadas em concentrações pelo menos 20 vezes 

maiores do que a concentração de ensaio, e continha 0,1% de albumina. Estas soluções eram 

mantidas congeladas até o uso. 

- Purificação das toxinas - 

  As toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 foram purificadas e gentilmente cedidas pelo Dr. Michel 

Richardson ou pela Dra. Marta N. Cordeiro da Fundação Ezequiel Dias (FUNED). Brevemente, a 

fração PnTx2 foi purificada por cromatografia de filtração em gel e cromatografia de fase reversa 

em sistema FPLC (Resende Jr. et al., 1991), a partir da fração solúvel do veneno total da aranha 

Phoneutria nigriventer. As isoformas PnTx2-5 e PnTx2-6 eram separadas da fração PnTx2, por 

cromatografia de fase reversa em sistema HPLC (Cordeiro et al., 1992). 

A pureza das toxinas nos experimentos com GH3 foi verificada em espectrometria de 

massa (espectrômetro Q-TOF, Micromass ï Manchester, UK) e as amostras apresentaram um pico 

predominante, com massas de 5112,3 Da e 5289,7 Da para a PnTx2-5 e PnTx2-6, respectivamente 

(figura 5). 

Todos os experimentos foram utilizados o mesmo lote para cada uma das toxinas. Nos 

experimentos eletrofisiológicos foram utilizadas as seguintes concentrações das toxinas: 

PnTx2-5  10 nM, 70 nM, 100 nM, 200 nM, 1 mM e 3 mM.  

PnTx2-6  10 nM, 50 nM, 100 nM e 300 nM. 

Nos experimentos de competição, foram utilizadas concentrações de PnTx2-6 entre 10
-10

 e 

10
-6
 M. 
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A. PnTx2-5 
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B. PnTx2-6 
Tx2-6 (Alessandra)
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Figura 5: As massas das toxinas PnTx2-5 (A) e PnTx2-6 (B), observadas no espectômetro de massa, foram 

5112,3 0,4 Da e 5289,30,03 Da, respectivamente. Estes valores são próximos de suas massas teóricas de 

5113,6 Da e 5289,7 Da, respectivamente. 

- Estatística - 

A análise estatística foi feita usando o teste t de Student (usando o programa SigmaPlot 5,0; 

Jandel Scientific, USA) onde foram verificadas as alterações observadas nos registros obtidos na 

presença da PnTx2-5 e PnTx2-6 em relação ao controle. Significância estatística adotada era 

determinada por teste t não pareado, tomando como índice de significância p < 0,05. Símbolos com 

barras de erro e valores dos parâmetros significam média ± erro padrão da média. Os ajustes dos 

5112,3±0,41Da 

5289,3±0,03Da 
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parâmetros das equações aos dados foram feitos por cálculo numérico utilizando o programa 

SigmaPlot. As equações utilizadas estão descritas ao longo do texto. 

- Experimento de competição nos canais de sódio em cérebro de mamífero y 

Para determinarmos o sítio de ligação da toxina PnTx2-6 na superfície dos canais de sódio 

sensíveis à voltagem, foram feitos experimentos de competição com típicas toxinas que se ligam 

aos sítios 3 e 4: a toxina do tipo  do escorpião Androctonus australis hector (AaHII) e a toxina do 

tipo  do escorpião Centruroides suffusus suffusus (CssIV), respectivamente. Estas toxinas foram 

marcadas com 
125

I através do método da lactoperoxidase, como descrito abaixo. Os experimentos 

foram feitos em preparação sinaptosomal bruta (P2) de cérebro total de rato ou em sinaptosomas 

cérebro-corticais de rato. As toxinas AaHII e CssIV foram gentilmente cedidas pela Dra. Marie-

France Martin Eauclaire (Université de la Méditerranée ï Marselha, França). 

- Iodação de toxinas: método da lactoperoxidase - 

A reação de marcação das toxinas AaHII e CssIV foi realizada segundo método 

enzimático proposto por Thorell & Johansson (1971), e modificado por Rochat e colaboradores 

(1977). Em um tubo contendo 5 nanomoles de toxina, foi adicionado tampão fosfato 50 mM (pH 

7,4), 0,5 mCi de Na
125

I (Amersham Pharmacia Biotech, UK), 1,25 g de lactoperoxidase (Sigma), 

e 3 adições seqüenciais de 5 L de solução de peróxido de hidrogênio, diluída 1/50.000, com 

intervalos de 1 minuto entre cada adição. A reação foi paralisada pela diluição da mistura de 

marcação com tampão fosfato 50 mM (pH 7,4) contendo albumina (20 mg/mL). 

Para retirada do iodeto radioativo livre, toda a mistura de reação foi transferida para um 

tubo contendo a resina de troca catiônica Dowex (1-X8, Serva-Heidelberg, USA), previamente 

saturada com tampão fosfato 50 mM (pH 7,4) contendo albumina (20 mg/mL). Após agitação e 

sedimentação da resina, o sobrenadante contendo a toxina marcada foi removido. Foram feitas três 

lavagens da resina com 250 L de tampão fosfato 50 mM (pH 7,4) contendo albumina 20 mg/mL 

para otimizar a recuperação da toxina marcada. Os sobrenadantes das quatro lavagens, contendo a 

toxina radioiodada, foram reunidos e a solução resultante foi armazenada em tubo dentro de um 

recipiente de chumbo, a 4º C, até o momento de utilização. 
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- Cromatografia em papel - 

Para verificar a eficiência de marcação das toxinas pelo método da lactoperoxidase foram 

feitas cromatografias em papel Whatman nº 1, utilizando-se como fase móvel o solvente metanol 

saturado com iodeto de potássio. 

Com a finalidade de se estimar a radioatividade incorporada na toxina, à quantidade de 

toxina recuperada da resina Dowex e à radioatividade específica da toxina radioiodada, foi 

comparada a distribuição da radioatividade nos perfis cromatográficos, antes e após a exposição 

das toxinas à resina Dowex. Foram aplicados em um ponto central, a dois centímetros da base da 

fita de cromatografia (1,8 cm de largura x 18 cm de altura), 5 L de toxina radioiodada antes da 

exposição ao Dowex ou 10 L da toxina radioiodada exposta ao Dowex.  

Após a corrida cromatográfica, as fitas de papel foram secadas e cortadas em tiras de 1 cm 

e a radioatividade foi medida em um contador gama (1275 Mini Gamma Counter ï LKB ï Wallac).  

A atividade específica (AE) de cada toxina foi estimada através da equação: 

   AE = Radioatividade da toxina após exposição ao Dowex  (equação 1) 

          Quantidade de toxina utilizada para a marcação 

O resultado foi expresso em CPM/fmol. 

- Preparação sinaptosomal bruta (P2) de cérebro total de rato - 

A preparação foi feita segundo Gray & Whittaker (1962). Ratas wistar, pesando entre 200 e 

250 g, foram decapitadas e o encéfalo retirado. O cerebelo foi desprezado e utilizado o cérebro a 

10% (p/v), que foi homogeneizado em tampão fosfato (10 mM, pH 7,4) contendo sacarose (0,32 

M) em potter de vidro. Durante a preparação, o tecido foi mantido em um banho de gelo. O 

processo de homogeneização foi repetido por 3 vezes, com intervalos de 2 minutos. Em seguida, a 

suspensão foi centrifugada a 1000 g durante 10 minutos, a 4º C, em uma centrífuga Sorval. O 

sobrenadante foi recolhido e submetido a uma centrifugação adicional a 15000 g durante 20 

minutos, a 4º C. Foi obtido, nessa fase, um precipitado que corresponde à fração sinaptosomal 

bruta. 

O precipitado foi ressuspendido em tampão de incubação Tyrode (em mM: NaCl 136; KCl 

5; KH2PO4 2,5; MgSO4 1; CaCl2 2; glicose 5; Tris-HCl 25; pH 7,4), utilizando-se a relação 10 

mL/g (considerava-se o peso inicial do tecido). A suspensão foi homogeneizada manualmente, no 

próprio tubo da centrífuga (com um pistilo), e centrifugada novamente a 15000 g durante 20 
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minutos, a 4º C. Em seguida, o precipitado foi ressuspendido em 2 mL de tampão de incubação e o 

conteúdo protéico desta preparação foi dosado pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951). 

- Preparação de sinaptosomas cérebro-corticais de rato - 

A preparação foi obtida de acordo com Dunkley e colaboradores (1988). Ratas Wistar, 

pesando entre 200 e 250 g, foram decapitadas e o encéfalo retirado. O córtex foi dissecado, 

colocado em solução de gradiente (0,32 M sacarose, 1 mM EDTA, 0,25 mM ditiotreitol, pH 7.4), a 

10% (p/v) e homogeneizado em potter de vidro, repetindo-se essa operação por 3 vezes com 

intervalos de 2 minutos. A preparação foi mantida por todo o tempo em um banho de gelo para 

evitar a degradação do tecido. Em seguida, foi centrifugada em uma centrífuga Sorval a 1000 g por 

10 minutos, a 4º C. O sobrenadante foi coletado e ressuspendido em solução de gradiente. Dois mL 

desta suspensão foram cuidadosamente depositados sobre um gradiente de percoll (23%, 15%, 

10%, 3%) e centrifugado por 5 minutos (32500 g a 4º C). As frações correspondentes aos 

sinaptosomas foram coletadas, transferidas para outro tubo e adicionada solução de incubação 

Tyrode (como descrito no item anterior), na diluição de 1:4, e centrifugado por 15 minutos (15000 

g, a 4º C). O sobrenadante foi desprezado e foi repetida a operação de lavagem para retirada do 

percoll. O precipitado foi ressuspendido em 2mL de tampão de incubação e o conteúdo protéico foi 

estimado pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951). 

- Experimento de competição com a toxina tipo  - 

Nos experimentos de competição da PnTx2-6 com a toxina tipo  de escorpião AaHII 

iodomarcada (AaHII*) foi utilizado 50 g de preparação sinaptosomal bruta (P2) de cérebro total 

de rato (à fresco), 10
-10 

M da toxina AaHII* e 10
-7
 M da toxina AaHII fria (não marcada). Foram 

utilizadas diferentes concentrações da toxina PnTx2-6 fria (10
-10

 M a 10
-6
 M). O experimento foi 

dividido em 4 grupos, completando um volume final de 200 mL:  

a. ligação total (onde foi adicionado apenas a 10
-10

 M da AaHII* e o tecido); 

b. ligação específica (onde foi adicionada 10
-10

 M da AaHII*, 10
-7
 M da AaHII fria e o 

tecido); 

c. deslocamento pela PnTx2-6 (foi adicionado 10
-10

 M AaHII*, o tecido e diferentes 

concentrações da PnTx2-6); e 

d. ligação não específica do tubo (foi adicionado apenas a 10
-10

 M da AaHII*, sem tecido). 

Os tubos foram incubados de 30 a 40 minutos a 37
o
C, tempo suficiente para se alcançar um 

estado de equilíbrio de ligação da toxina ao seu sítio receptor. A solução de incubação utilizada foi 

(em mM): Hepes 25; glicose 10; colina 140; KCl 5,4; MgSO4 0,8; CaCl2 1,8; pH 7,4. Após o 
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período de incubação, a toxina radioiodada ligada ao tecido foi separada da toxina livre por 

centrifugação da suspensão em microcentrífuga a 11.000 g por 5 minutos. Em seguida, os tubos 

foram lavados uma vez com 1 mL de solução de lavagem (a mesma de incubação, exceto que a 

concentração do tampão Hepes foi 5 mM e da albumina, 7 mg/mL). A radioatividade contida nos 

tubos foi quantificada em um contador gama (1275 Mini Gamma Counter, LKB, Wallac) e foi 

considerada como a ligação total da toxina. 

Na situação a foi medida a ligação total da AaHII*: a ligação específica no seu sítio 

receptor e a ligação inespecífica. Quando foi adicionado uma concentração 1000 vezes maior da 

AaHII fri a (situação b), esta deslocou a AaHII* do seu sítio de ligação específico, que foi lavada no 

passo subsequente, restando apenas aquela ligada nos sítios inespecíficos. Desta forma, a 

especificidade da toxina foi calculada como:  

Ligação específica = ligação total ï ligação não específica 

Na situação d, foi visto qual a proporção da AaHII* se ligava inespecificamente no tubo (já 

que não havia tecido), este valor foi subtraído de todos os demais para se fazer uma estimativa mais 

realista da ligação da toxina nos seus sítios específicos. Os experimentos foram realizados pelo 

menos em triplicatas. 

Tendo em mãos estes dados pudemos, então, comparar o deslocamento (quando existiu) da 

AaHII* pelas diferentes concentrações da PnTx2-6 (situação c). 

- Experimento de competição da toxina tipo  - 

Nos experimentos de competição da PnTx2-6 com a toxina tipo b de escorpião CssIV 

iodomarcada (CssIV*) foi utilizado 5 g de preparação de sinaptosoma cérebro-cortical de rato, 10
-

10 
M da toxina CssIV*, 10

-7
 M da toxina CssIV não marcada e 10

-6
 M da PnTx2-6 não marcada para 

observarmos o grau de deslocamento da CssIV* do seu sítio. O experimento foi realizado nas 

mesmas condições do experimento de competição da toxina do tipo , exceto que foi utilizada a 

técnica da filtração rápida, em contraste com a centrifugação. Foram utilizados filtros GF/B (25 

mm), previamente saturados em solução Scatchard (em mM: HEPES 25; glicose 10; colina 140; 

KCl 5,4; MgSO4 0,8; pH 7,4 com Tris 1 M) acrescido de 20% (p/v) de albumina e 0,3% de 

polietilenimina, que eram conectados a um sistema à vácuo. A suspensão experimental foi filtrada, 

ficando retida no filtro apenas os sinaptosomas. Os filtros foram lavados com 5 mL de solução 

Scatchard lavagem (em mM: HEPES 5; glicose 10; colina 140; KCl 5,4; MgSO4 0,8; CaCl2 1,8; 

albumina 0,5% p/v; pH 7,4 com Tris 1 M) e secados pelo sistema de vácuo. 
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- Determinação da concentração da PnTx2-6 - 

Vários métodos de determinação de concentração usam propriedade de absorbância de 

resíduos aromáticos (280 nm) e são muito precisos. Porém, para se utilizar tal estratégia é 

importante ter informações sobre o coeficiente de extinção () da proteína ou peptídeo. Sabe-se 

também, que a absorção dos resíduos aromáticos mudam dependendo do ambiente que ele está 

inserido. O  de nenhuma toxina da aranha Phoneutria nigriventer foi determinado até o presente 

trabalho, além disso, nada se sabia sobre suas estruturas secundárias e terciárias, já que tais toxinas 

não possuem similaridade com nenhum peptídeo com estrutura depositada no banco de dados. 

Afim de determinarmos o  da toxina PnTx2-6, foi feita uma diluição da toxina em 20 mM de 

tampão fosfato pH 6,5 e 6 M de cloreto de guanidina (Edelhooch, 1967). O  da PnTx2-6 foi 

calculado segundo a seguinte equação: 

280 (proteína) = (número de W) x 5690 + (número de Y) x 1280 + (número de C) x 125 

(equação 2) 

 

De acordo com a equação, em condições desnaturantes, o e da proteína é diretamente proporcional 

ao número de triptofanos, tirosinas e cisteínas da proteína. É importante manter a toxina nas 

condições acima para o cálculo do e pois garante que a toxina está desenovelada e que não haverá 

nenhuma mudança no espectro devido a interação dos resíduos (Ramos, 2003). Uma vez feita a 

medida da absorbância a 280 nm da toxina em condições desnaturantes, o cálculo da concentração 

é feito de acordo com a lei de Beer-Lambert: 

A =  x I x C      (equação 3) 

Onde A é a absorbância da proteína a 280 nm,  é o coeficiente de extinção (M
-1
 cm

-1
), I é o 

caminho ótico da cubeta de quartzo (cm) e C é a concentração da proteína (M
-1
). 

- Fluorescência do triptofano - 

A fluorescência espectroscópica é o fenômeno de emissão de luz por uma molécula 

excitada quando ela transita para um nível de energia mais baixo (Lakowicz, 1999). O principal 

fluoroforo em proteínas é o resíduo de triptofano, devido a sua alta fluorescência e à sensibilidade 

às propriedades estruturais e dinâmicas das proteínas. A fluorescência produzida eh a razão entre o 

numero de fótons emitidos e absorvidos, e pode ser reduzido por supressão (quenching em inglês) 

(Ramos, 2003). Os registros foram feitos no fluorímetro ABL2 Spectronic em cubetas de quartzo 

de 1 cm de caminho ótico. A amostra foi excitada a 280 nm e o espectro de emissão foi coletado 

entre 300 e 450 nm à temperatura de 20° C. 
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- Dicroísmo circular y 

 Moléculas assimétricas em solução são opticamente ativa, isto significa que quando elas 

interagem com uma luz polarizada circularmente, elas absorvem a luz polarizada para direita e para 

esquerda com eficiência diferente.Esta diferença na absorção produz um feixe de luz polarizada 

elipticamente que pode ser medido por um espectropolarímetro de dicroísmo circular que o 

converte em elipcidade (Ū) como mostrado na equa«o abaixo:  

Ū = 2.303 (AE ï AD)       (equação 4) 

       4l 

Onde AE e AD são a absorbância para a esquerda ou para a direita da luz polarizada circularmente. 

Podemos notar na equação que o sinal do espectro CD pode ser negativo ou positivo dependendo 

da absorção preferencial da luz polarizada à direita ou à esquerda (Ramos, 2003). 

 Esta técnica é sensível para determinar a estrutura secundaria de proteínas e é usada para 

quantificar -hélices, folhas-  e estruturas randômicas (random coil) nas proteínas (Fasman, 1996). 

-Hélices e folhas-  são estruturas muito compactas que estão presentes na proteína enovelada e 

estruturas randômicas é a forma desenovelada da proteína. Os dados medidos por CD são expressos 

como elipcidade (Ū) em miligraus, que pode ser convertido, para prote²nas, em m®dia da elipcidade 

molar dos resíduos pelo equação: 

[Ū] =    Ū           (equação 5) 

        10lCn 

Onde C é a concentração da proteína em mol/L e n é o numero de resíduos na proteína. A unidade 

usada neste caso é deg . cm
2
 . dmol

-1
 e é geralmente a escolhida para apresentar dados relacionados 

a proteínas pois permite uma rápida informação sobre a quantidade de estrutura quando comparada 

diferentes proteínas ou mutantes de uma mesma proteína. 

Para se determinar a estrutura secundária da toxina PnTx2-6 foi feito o espectro de 

dicroísmo circular, no comprimento de onda da luz UV entre 190 e 260 nm na temperatura de 23° 

C, exceto quando mencionado no texto. Foi utilizado o espectropolarímetro (Jasco J-810) em 

cubetas de quartzo com 0,2 ou 1 cm de caminho ótico. A toxina foi inicialmente diluída em água. 

Os dados foram obtidos em intervalos de 0,5 nm com uma taxa de 50 nm/min. Todo os espectros 

de CD são resultantes da média de 20 varreduras. O espectro final foi corrigido subtraindo o 

espectro da linha de base correspondente obtida sobre condições idênticas. 
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- Resultados - 

 Dentro do nosso objetivo de caracterizar toxinas da Phoneutria nigriventer ativas sobre 

canais de sódio, iniciamos nosso trabalho estudando a toxina PnTx2-6 com o método do loose 

patch clamp, dando continuidade ao trabalho anteriormente realizado com a fração tóxica PhTx2 

(Araújo et al., 1993). Os resultados obtidos, que deram origem à minha dissertação de mestrado 

(Matavel, 1999) e à uma publicação (Matavel et al., 2002), mostraram ações complexas da PnTx2-

6 sobre correntes de sódio de músculo esquelético de rã. Embora muitos aspectos da ação desta 

toxina tenham sido revelados, algumas perguntas não foram adequadamente respondidas e novas 

perguntas vieram à tona. Além disso, a baixa afinidade observada (K0,5 = 0,81 mM). sugeria que a 

toxina poderia ser menos ativa nas isoformas de músculo esquelético dos canais de sódio. Isto nos 

levou a utilizar células GH3 e a metodologia do whole cell patch clamp. Também fizemos 

experimentos de competição com típicas toxinas de escorpião de tipo  e do tipo  para 

determinarmos o sítio de ligação da PnTx2-6 nos canais de sódio.  

Muitas toxinas da aranha Phoneutria nigriventer já foram clonadas, porém, a expressão 

funcional destas toxinas ainda não foi conseguida (Penaforte, 2000). Isto tem sido um obstáculo 

para a realização de mutações sítio-dirigidas nestas toxinas, com vistas a estudos relacionando 

estrutura e função. Por isso, nós comparamos o efeito eletrofisiológico da PnTx2-6 com a PnTx2-5, 

uma toxina da mesma aranha que apresenta a seqüência de aminoácidos idêntica à PnTx2-6 exceto 

pela substituição de 5 aminoácidos. Como foi dito anteriormente, podemos considerar a PnTx2-5 

como uma esp®cie de ñmutante naturalò da PnTx2-6. Desta forma analisamos alguns aspectos 

estruturais da toxina PnTx2-6 e discutimos como estes aminoácidos diferentes podem estar 

influenciando a ligação de cada uma destas toxinas ao seu respectivo sítio receptor na superfície do 

canal de sódio da linhagem celular GH3. 

Portanto, este trabalho apresenta o estudo comparativo da PnTx2-6 em dois tipos distintos 

de canais de sódio sensíveis à voltagem: o de células musculares esqueléticas, NaV1.4 (Goldin, 

2002), e o de células neuroendócrinas GH3; além de estudo comparativo da PnTx2-5 e da PnTx2-6 

em canais de sódio de células GH3. Recentemente foi mostrado que as células GH3 expressam 

canais de sódio Nav1.1, Nav1.2, Nav1.3 e Nav1.6, alem das subunidades 2 e 3 (Vega et al., 2003). 

No entanto, a adição do tratamento com potássio e cálcio para aumentar a expressão dos canais 

(veja em ñmetodologia ou Monrajaz et al., 2000) somente aumenta significativamente a express«o 

das isoformas Nav1.2 e Nav1.3 (Vega et al., 2003). 
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Para a apresentação dos dados foram usadas concentrações acima dos seus respectivos K0,5, 

ou seja, 1 M de PnTx2-6 para os canais de sódio de músculo esquelético de rã, 100 nM para a 

PnTx2-6 em células GH3 e 200 nM para a PnTx2-5 em células GH3. 

- Caracterização dos canais de sódio das células GH3 - 

Como esperado para estes tipos de canais neuronais, os canais expressos pelas células GH3 

são sensíveis ao bloqueio pela TTX (figura 6). Neste experimento a membrana da célula foi 

despolarizada para 0 mV, a partir de um potencial de ï100 mV gerado por um pré-pulso 

hiperpolarizante, com intervalos de 3 segundos. A célula foi mantida sob perfusão controle nos 

instantes iniciais do experimento e a TTX foi adicionada imediatamente antes do 10º pulso 

despolarizante. Observe que o bloqueio é completo, aparece imediatamente após a adição de 300 

nM de TTX e é completamente removido pela lavagem. Além de mostrar a sensibilidade à TTX, 

este tipo de experimento demonstra a eficácia do sistema de perfusão empregado. 

 

 

Figura 6: Bloqueio dos canais de sódio das células GH3 por TTX 300 nM. A célula foi despolarizada 

para 0 mV com intervalo de 3 segundos entre os pulsos. Figura representativa de 5 experimento nas 

mesmas condições. 
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- Efeito das toxinas PnTx2-6 e PnTx2-5 sobre as correntes de sódio - 

A figura 7 (A-C) mostra registros normalizados representativos, pareados e sobrepostos, do 

efeito típico da toxina PnTx2-6 em músculo esquelético de rã no potencial de ï14 mV (A), e das 

toxinas PnTx2-6 (B) e PnTx2-5 (C) sobre canais de sódio de células GH3 no potencial de 

membrana de 0 mV. Nota-se em todos os casos um retardo da inativação e um aumento da corrente 

persistente, vista no final do pulso. Estes efeitos são característicos de toxinas de escorpião do tipo 

, que retardam a inativação impedindo que ela se complete, e podem explicar a 

hiperexcitabilidade, que caracteriza a sintomatologia do envenenamento por estas toxinas. O 

decaimento da corrente de sódio durante a inativação pode ser ajustada a uma equação exponencial 

com uma única constante de tempo (rápida) nos registros controle de ambas as preparações. Na 

parte (B) o registro obtido na presença de 100 nM de PnTx2-6 mostra que o decaimento da corrente 

é nitidamente mais lento do que o controle desde o pico máximo da corrente. Diversamente, a 

análise do registro na presença PnTx2-5 sugere que o decaimento pode ser ajustado a uma equação 

exponencial com mais de uma constante de tempo, devido a um componente rápido, igual ao do 

controle, e a um componente mais lento, que inativa lentamente. Os registros obtidos em células 

GH3 controle, PnTx2-5 e PnTx2-6 foram normalizados para o pico, sobrepostos (para facilitar a 

comparação do efeito das 2 toxinas) e mostrados na parte (D) da figura 7. É possível perceber que 

os efeitos das duas toxinas sobre os canais de sódio foram diferentes. Outra diferença notável é a 

reversibilidade do efeito das toxinas. Na figura 7B não está sendo mostrado o registro após a 

lavagem, pois, dentro do tempo de lavagem que foi feita (de até 10 minutos, como será mostrado 

mais adiante), o efeito da PnTx2-6 se mostrou irreversível. Na parte (C) da figura, os registros 

controle e depois da lavagem estão sobrepostos, o que mostra a reversão do efeito da toxina PnTx2-

5 (200 nM) após a lavagem. Os valores médios obtidos são comparados na Tabela 4. 
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Figura 7: Registros normalizados sobrepostos. A. controle e na presença de 1 µM de PnTx2-6 em 

músculo esquelético de rã no potencial de ï14 mV; B. controle e PnTx2-6 100 nM; C. o controle, 

PnTx2-5 200 nM e lavagem. Os registros B e C foram feitos em células GH3 no potencial de membrana 

de 0 mV, e estão pareados. Na parte D da figura, está sendo mostrado o registro controle e na presença 

das duas toxinas em células GH3 para melhor comparação. 
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- Relação corrente x voltagem - 

Inicialmente analisaremos a dependência de voltagem do canal de sódio na presença e 

ausência das toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6. Com este objetivo, construímos os gráficos da figura 8, 

que representa a relação corrente x voltagem (I x V). Para os experimentos em sarcolema de rã 

(figura 8A), o potencial da área da membrana sob estudo era subitamente levada do repouso (-92 

mV) a valores entre ï76 mV a + 68 mV (incremento de 8 mV). Na presença da toxina a corrente 

máxima foi reduzida em 55% e o potencial de ativação da corrente de sódio foi deslocado para 

valores mais negativos. Os pontos experimentais foram ajustados com a equação 6, da dependência 

de voltagem para a corrente de sódio. 

INa = (gNa(Max) * (Vm ï VRev)) / (1 + exp((Vg - Vm) / kg))  (equação 6) 

Onde INa é a corrente de sódio, gNa(Max) é a condutância máxima ao sódio, Vm é o potencial 

da membrana submetido à célula, VRev é o potencial de reversão da corrente de sódio, Vg é o 

potencial que ativa 50% da condutância máxima e kg é o fator de inclinação da condutância. Os 

valores da média dos ajustes e o erro padrão são mostrados na legenda da figura 8. A análise 

estatística dos parâmetros indica que a toxina modificou todos os parâmetros encontrados nos 

ajustes destas curvas.  

Os experimentos utilizando o loose patch clamp, não permitiu a realização de 

experimentos pareados controle e na presença de toxina. Portanto, não foi possível observar a 

redução da amplitude da corrente sequencialmente no mesmo fragmento de membrana. A 

metodologia do whol-cell patch clamp, por outro lado, permite que esta estratégia seja utilizada. 

Para verificarmos se as toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 modificam a amplitude das correntes de sódio 

em células GH3, fizemos o experimento mostrado no gráfico da figura 9, que mostra, na parte A, a 

média do valor da amplitude máxima da corrente de sódio de 3 experimentos antes e durante a 

aplicação da PnTx2-6 (100 nM). Os valores obtidos em cada experimento foram normalizados para 

o valor médio dos 5 primeiros pontos, que foram considerados 100%. Observe que não houve 

mudança na amplitude da corrente de sódio induzida pela PnTx2-6 (no potencial de 0 mV). Na 

presença da PnTx2-5 200 nM (parte B da figura 9) que mostra a media de 4 experimentos 

normalizados pela condição controle, podemos observar que esta toxina também não influenciou a 

amplitude da corrente (no potencial de 0 mV). Podemos concluir que as toxinas PnTx2-5 e PnTx2-

6 não alteram a amplitude da corrente de sódio em células GH3. 
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Figura 8: Relação corrente x voltagem da corrente de sódio. Os pontos foram ajustados utilizando a 

equação 6. A. Experimentos em músculo esquelético de rã utilizando a técnica loose patch clamp. Os 

valores de ajuste no controle (n=12) e na presença de 1 M de PnTx2-6 (n=7) foram, respectivamente: 

gNa(Max) = 54,5±9,4 e 26,5±2,9 mS/cm²; VRev = 67,3±1,7 e 57,8±1,3 mV; Vg = -31,5±1,6 e ï39,2±2,6 mV e 

kg = 5,5±0,1 e 7,28±0,3 mV. B. Relação corrente x voltagem no controle (círculos brancos, n=12) e na 

presença da PnTx2-6 100 nM (círculos pretos, n=5), com os respectivos parâmetros de ajuste: gNa(Max) = 

0,63± 0,05 e 0,49±0,07 pS/pF; VRev = 68,9±2,0 e 65,1±2,4 mV; Vg = -20,5±0,9 e ï28,7±0,5 mV e kg = 

4,9±0,2 e 6,6±0,4 mV. C. Relação corrente x voltagem no controle (círculos brancos, n=21), na presença 

de 200 nM de PnTx2-5 (círculos pretos, n=4) e lavagem (círculos vermelhos, n=3), com os respectivos 

valores de ajuste: gNa(Max) = 0,82±0,07, 1,18±0,28 e 1,17±0,39 pS; VRev = 66,0±1,5, 63,0±0,6 e 68,4±1,8 

mV; Vg = -22,3±1,1 mV, -33,7±0,7 e -35,7±0,5 mV; kg = 5,3±0,3, 6,1±0,7 e 4,1±0,7 mV. 
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A análise do parâmetro da condutância (GNa(Max)) da relação corrente x voltagem, confirma 

que não houve mudança significativa deste parâmetro na presença ou ausência das toxinas da 

aranha em células GH3 (veja a legenda da figura 8 ou a tabela 4). Para a construção dos gráficos 

das figuras 8B e 8C foram aplicados pulsos de voltagem despolarizantes (pulso teste) entre ï70 a 

+80 mV com incremento de 5 mV, a partir de um pré-pulso de ï100 mV durante 100 ms para 

favorecer o estado fechado dos canais de sódio e ter uma proporção maior de canais disponíveis 

para serem abertos durante o pulso teste. Este procedimento foi utilizado em todos os protocolos, 

exceto quando explicitado em contrário. O valor máximo da corrente (I) em cada potencial foi 

dividido pela capacitância (Cp) da célula para normalizar a corrente em relação à área da célula em 

cada experimento (densidade de corrente, DC = I / Cp). Foi construído, então, um gráfico I x V 

onde foi feito o ajuste com a equação 6 e os parâmetros anotados para análise estatística. Nenhum 

parâmetro foi estatisticamente diferente quando comparados aos controles (dos experimentos com a 

PnTx2-5 e com a PnTx2-6). Na construção da figura 8, a densidade máxima de corrente foi 

normalizada para o valor 1, já que este parâmetro não foi alterado, para facilitar a visualização da 

dependência de potencial. No gráfico é possível observar um deslocamento significativo, para 

potenciais mais negativos (hiperpolarizados), da fase de ativação da corrente de sódio na presença 

das toxinas. Isto significa que os canais estão se abrindo em potenciais onde normalmente estariam 

predominantemente fechados. O efeito sobre o deslocamento será mais bem investigado na figura 
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Figura 9: Efeito das toxinas PnTx2-6 

e PnTx2-5 sobre o pico das correntes 

de sódio em células GH3. A. Efeito da 

PnTx2-6 (100 nM, n=3) sobre o pico da 

corrente em células GH3. As correntes 

foram normalizadas pela média dos 5 

primeiros pontos de aplicação da toxina. 

B. Efeito da PnTx2-5 sobre o pico da 

corrente de sódio de células GH3. A 

amplitude máxima da corrente de sódio 

foi normalizada em relação à média das 

amplitudes no controle (n=4). A barra 

preta representa perfusão com solução 

controle, e a barra vermelha, aplicação 

da toxina (200 nM). As linhas contínuas 

contornando os pontos mostram a 

variação dos experimentos e 

representam o erro padrão da média. 
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10. Diferentemente dos canais de sódio de músculo esquelético, os parâmetros VRev e kg não 

mostraram diferença estatística. 

- Dependência de potencial da condutância - 

Para melhor quantificar o efeito das toxinas sobre a fase de ativação da corrente de sódio, 

foi calculada a condutância do canal em cada potencial [gNa = I / (Vm ï Vr)] e normalizada em 

relação a condutância máxima. O ajuste foi feito usado a equação de Boltzmann para a ativação:  

gNa / gNa max = {1 + exp[(Vg ï Vm) / kg]}
-1
   (equação 7) 

(todos os termos foram definidos anteriormente).  

A figura 10 mostra os pontos experimentais calculados e a curva resultante deste ajuste. 

Analisando o gráfico, podemos perceber que o potencial que ativa 50% dos canais de sódio está 

deslocado para valores hiperpolarizados na presença de ambas as toxinas, nos dois tipos celulares. 

No experimento em músculo esquelético (figura 10A), a PnTx2-6 induziu um deslocamento 

significativo de ï7,4 mV, além de modificar também a inclinação da curva (kg), indicando que a 

dependência de voltagem da ativação do canal foi diminuída, o que significa que a condutância dos 

canais modificados pela toxina varia de forma um pouco menos acentuada com o potencial da 

membrana do que na situação controle. Nos experimentos com a célula GH3, na presença da 

PnTx2-6 o deslocamento foi de ï7,8 mV (figura 10B) e na presença da PnTx2-5 o deslocamento 

foi de ï11,2 mV (figura 10C), ambos foram estatisticamente diferentes de seus respectivos 

controles (p<0.05). O valor do parâmetro kg foi diferente somente na presença da toxina PnTx2-6 

em relação ao seu controle. A PnTx2-5 não mostrou diferença estatística em relação a este 

parâmetro. 

Na parte C da figura 10 são mostrados os experimentos controle, na presença da PnTx2-5 e 

após lavagem. Curiosamente, o deslocamento da curva não foi revertido pela lavagem, mas o efeito 

sobre a inativação foi, o que sugere que a toxina foi removida pela lavagem. Este deslocamento é 

mais típico dentre as toxinas tipo  (Drumond, 2000; Cestèle et al., 1998). Embora possa ser 

encontrado também em algumas toxinas tipo  (Chen et al., 2000; Chen & Heinemann, 2001), ou 

em toxinas de outras aranhas (Nicholson et al., 1996; Little et al., 1998), este efeito não é visto nas 

toxinas tipo  típicas (Campos, 2002). Esta discussão será retomada nos próximos parágrafos. 
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Figura 10: Curva de ativação da corrente de sódio. Para o ajuste dos pontos foi utilizada a equação 7. A. 

Experimento em músculo esquelético de rã. Os valores dos parâmetros de ajuste foram, para controle (círculos 

brancos, n=12) e PnTx2-6 1 M (círculos pretos, n=7), respectivamente: Vg = -30,8±1,6 e ï38,7±2,9 mV; kg = 

5,8±0,2 e 7,7±0,4 mV. B. Experimento em células GH3 mostrando o controle (círculos brancos, n=12) e PnTx2-6 

100 nM  (círculos pretos, n=5), com os seguintes valores de ajuste, respectivamente: Vg = -19,8±0,9 e ï27,6±0,6 

mV; kg = 5,3±0,2 e 7,4±0,4 mV. C. Experimento em células GH3 mostrando o controle (círculos brancos, n=21) e 

PnTx2-5 200 nM (círculos pretos, n=4) e lavagem (círculos vermelhos, n=3), com os seguintes valores de ajuste, 

respectivamente: Vg = -21,3±1,1, ï32,5±0,5 e ï34,7±0,8 mV; kg = 5,9±0,3, 6,8±0,9 e 4,8±0,9 mV. 
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- Estado estacionário da inativação das correntes de sódio - 

Como o efeito predominante das toxinas em questão é sobre a inativação dos canais de 

sódio, foi feita uma avaliação mais completa possível deste processo. Para isso, foi estudada a 

dependência de voltagem da inativação, uma vez que o processo de ativação e inativação dos 

canais para sódio são eventos acoplados. Como a dependência de voltagem da ativação foi 

deslocada para valores hiperpolarizados (figura 10), esperava-se que a dependência de voltagem da 

inativação também estivesse alterada. Desta forma, foi registrada a dependência voltagem da 

inativação em relação ao pré-pulso aplicado e está representado na figura 11, no gráfico chamado 

de dependência de potencial do estado estacionário da inativação ou hÐ. Para os menos 

familiarizados com a terminologia em eletrofisiologia, óhô representa o processo de inativa«o no 

modelo de Hodgkin & Huxley (1952). 

A distribuição dos canais de sódio nos seus diferentes estados conformacionais (aberto, 

fechado e inativado) depende do potencial de membrana. Potenciais despolarizantes favorecem o 

estado inativado, enquanto potenciais hiperpolarizantes favorecem os estados fechados, o estado 

aberto ocorre apenas transitoriamente. Foram aplicados pulsos despolarizantes (que ativavam a 

corrente máxima no controle) a partir de pré-pulsos suficientemente longos (100 ms) para permitir 

a redistribuição completa dos canais entre os diferentes estados conformacionais. Isto significa que 

após pré-pulsos hiperpolarizantes haverá uma grande corrente, refletindo a grande quantidade de 

canais no estado fechado e, portanto, disponíveis para serem abertos. Na medida em que o pré-

potencial caminha em direção aos potenciais mais despolarizados, mais canais de sódio irão se 

inativar durante o pré-pulso e menos corrente será vista no pulso teste. Desta forma, a corrente 

gerada no pulso teste revela a quantidade de canais não inativados pelo pré-pulso, e foi normalizada 

pela corrente máxima para a construção dos gráficos da figura 11.  

No experimento em sarcolema (figura 11A) foi aplicado o pulso despolarizante de ï12 mV, 

e pré-pulsos que variavam de ï132 a ï44 mV (com incremento de 8 mV). Os pontos do gráfico 

foram ajustados segundo a equação de Boltzmann para a inativação (equação 8). Os parâmetros 

(vistos na legenda da figura 11) mostram que a PnTx2-6 desloca a curva do estado estacionário da 

inativação de -10 mV, na mesma direção que aquela vista nas curvas de ativação (para valores 

hiperpolarizados), e modificou o fator de inclinação da curva. 

h  = {(1)/{1+exp[(V-Vh)/kh]}}     (equação 8) 

Onde V é o potencial do pré-pulso, Vh é o potencial onde 50 % dos canais estão inativados, kh é o 

fator de inclinação da inativação. 
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Figura 11: Estado estacionário da inativação da corrente de sódio. Os pontos foram ajustados segundo a 

equação 8, para os controles e na presença da PnTx2-6 em sarcolema de rã, e segundo a equação 9 para os 

experimentos com as toxinas em células GH3. A. Experimentos realizados em músculo esquelético de rã. Os 

valores dos parâmetros de ajuste foram, para controle (círculos brancos, n=12) e na presença de 1 M de 

PnTx2-6 (círculos pretos, n=7),  respectivamente:  Vh  = -72,8±2,1 e ï82,8±2,0 mV; kh = 6,7±0,2 e 9,0±0,9 

mV. B. O gráfico mostra o deslocamento da dependência de voltagem da inativação da corrente de sódio no 

controle (círculos brancos, n=12) e na presença de 100 nM de PnTx2-6 (círculos pretos, n=5) em células 

GH3. Com os respectivos valores de ajuste: Vh = -59,2±1,4 e ï79,5±3,8 mV; kh = 6,5±0,2 e 15,8±0,7 mV; o 

componente c, presente somente na presença da toxina foi de 0,092±0.017. C. Dependência de voltagem da 

inativação da corrente de sódio no controle (círculos brancos, n=15), na presença de 200 nM de PnTx2-5 

(círculos pretos, n=4) e lavagem (círculos vermelhos, n=3) em células GH3. Com os respectivos valores de 

ajuste: Vh = -61,5±1,7, -75,5±3,0 e ï70,3±2,2 mV; kh = 5,8±0,1, 9,5 ± 0,1 e 6,9±0,1 o componente c, foi de 

0,124 ± 0.017 na presença da PnTx2-5 e 0,029 ± 0,004 na lavagem. 
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A inativação dos canais de sódio das células GH3 não é dependente de voltagem (Cota & 

Armstrong, 1989), a dependência de potencial vista é proveniente do acoplamento da inativação 

com a ativação do canal. Nestes experimentos foram aplicados pré-pulsos, não para ï100 mV como 

foram feitos para todos os demais protocolos descritos para as células GH3 nesta tese, mas pré-

pulsos de voltagem que variaram de ï120 a ï25 mV (com incremento de 5 mV), seguidos de pulso 

despolarizante para 0 mV (por 20 ms). As figuras 11B e 11C mostram, então, a relação entre a 

voltagem do pré-pulso e a corrente de sódio normalizada do pulso teste na presença das toxinas 

PnTx2-6 e PnTx2-5. Os pontos, na presença das toxinas, foram mais bem ajustados segundo uma 

equação de Boltzmann modificada para a inativação: 

h  = {(1ïc)/{1+exp[(VïVh)/kh]}} + c    (equação 9) 

Onde c é a proporção de canais que não inativam. Como esperado, verificamos que o 

estado estacionário da inativação depende da voltagem do pré-pulso aplicado. Observe que as 

toxinas da aranha Phoneutria nigriventer deslocaram fortemente a curva para valores 

hiperpolarizados, como havia sido observado com a curva da condutância. Além disso, pode-se 

observar uma proporção significativa de canais que não se inativam, mesmo em potenciais muito 

despolarizados. A PnTx2-6 deslocou a curva -20,3 mV com 9,2% de canais de sódio que não 

inativaram. A figura 11C mostra que a PnTx2-5 deslocou a curva ï14 mV e manteve uma 

proporção de 12,4% de canais de sódio que não inativaram (componente c). A lavagem da PnTx2-5 

não remove o deslocamento da curva, porém o componente que não inativa c, bem como o fator de 

inclinação da curva (kh), retornam aos níveis do controle após a lavagem. Observando os 

parâmetros de ajuste na legenda da figura, podemos observar que o fator de inclinação da curva 

(kh) foi alterado em todas as condições, o que significa que os canais de sódio na presença das 

toxinas PnTx2-5 ou PnTx2-6 sentem menos as pequenas variações na voltagem da membrana. 

- Recuperação da inativação da corrente de sódio - 

Partimos, então, para a análise da recuperação da inativação dos canais de sódio. Uma 

recuperação da inativação apropriada permite que o impulso nervoso dispare em uma alta 

freqüência. Como a peçonha da aranha Phoneutria nigriventer causa hiperexcitabilidade, 

imaginamos que este parâmetro pudesse ter sido comprometido. A recuperação da inativação mede 

o tempo de hiperpolarização necessário para os canais de sódio transitar do estado inativado para o 

estado fechado. Foram aplicados 2 pulsos despolarizantes com intervalo hiperpolarizante de tempo 

variável entre eles, o 2
o
 pulso foi normalizado em relação à corrente máxima e está sendo mostrado 

na figura 12. Nos experimentos em músculo esquelético (figura 12A) o 1
o
 pulso despolarizante foi 
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de ï44 mV por 100 ms (tempo suficiente longo para inativar os canais de sódio), seguido de um 

pulso hiperpolarizante de ï124 mV com intervalo de tempo que  variou de 0,5 a 7 ms (com 

incrementos de 0,5 ms) e finalmente, outro pulso despolarizante de ï12 mV por 7 ms onde foram 

obtidos os registros. A equação 10 foi usada para ajustar os pontos: 

f(x) = 1 ï exp (-T/ r)    (equação 10) 

Onde T é o tempo de hiperpolarização e r é a constante de tempo da recuperação da 

inativação. O parâmetro r informa sobre a constante de tempo de saída do estado inativado, e não 

foi estatisticamente diferentes no controle ou na presença da PnTx2-6 em músculo esquelético de 

rã. 

Nos experimentos com GH3 (figura 12B e 12C) foram gerados 2 pulsos despolarizantes 

para 0 mV com duração de 20 ms e intervalo de tempo variável entre eles (de 0,5 a 20 ms a cada 

0,5 ms). Os pontos foram mais bem ajustados segundo uma equação com duas exponenciais 

(equação 11): 

f(x) = a*exp (-T/ 1) + b*exp(-T/ 2)   (equação 11) 

Onde os parâmetros (1 e 2) sendo mostrado na legenda da figura e representa as 

constantes de tempo de saída dos canais de sódio do estado inativado e as respectivas proporções 

de canais que transitam com cada uma destas taxas (a e b), T é o tempo de hiperpolarização.  

A parte B da figura 12 mostra a recuperação dos canais de sódio na presença de 500 nM da 

toxina PnTx2-6. Observe que a recuperação em intervalos inferiores a 5 ms é mais rápida na 

presença da PnTx2-6 do que no controle. Isto significa que a toxina facilita a transição do canal de 

sódio do estado inativado para o estado fechado. A análise estatística mostrou que a proporção de 

cada componente, a e b, da exponencial não foi diferente, mas as constantes de tempo de cada um 

dos componentes (Ű1 e Ű2) foram. Observe também que no controle há aproximadamente 10% de 

canais disponíveis após 0,5 ms de pulso hiperpolarizante, enquanto que na presença da PnTx2-6 há 

quase 35% de canais disponíveis, o que reflete, em parte, a proporção de canais que não inativaram. 

Na presença de 200 nM de PnTx2-5 (figura 12C) não houve mudança significativa nos valores das 

2 constantes de tempo, nem da contribuição de cada uma delas. Observe que a constante de tempo 

lenta foi aproximadamente 6 vezes o valor da constante de tempo rápida, mas a contribuição da 

mesma foi de 2
 
a 3 vezes menor que a contribuição da constante rápida.  
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Figura 12: Recuperação da corrente de sódio. A. Experimentos em músculo esquelético de rã no controle 

(círculos brancos, n=11) e na presença de 1 M de PnTx2-6 (círculos pretos, n=7). A equação 10 foi usada para o 

ajuste dos pontos, com as seguintes constantes de tempo: controle = 1,60±0,14 ms e PnTx2-6 = 2,14±0,23 ms. Os 

gráficos B e C mostram a recuperação da corrente de sódio em células GH3. Os pontos foram ajustados com a 

equação 12. B. Símbolos brancos representam controle (n=6), e pretos, na presença de 500 nM de PnTx2-6 (n=5). 

Os valores de ajuste foram, respectivamente: a = 0,84±0,04 e 0,79±0,02; b = 0,16±0,04 e 0,21±0,02; 1 = 1,99± 0,24 

e 0,91±0,07 ms; 2 = 4,37±1,09 e 10,65±0,77 ms. C. Círculos brancos representam o controle (n=8) e pretos, 

PnTx2-5 200 nM (n=7), com os respectivos valores de ajuste: a = 0,69±0,05 e 0,72± 0,02; b = 0,34±0,06 e 

0,28±0,02; 1 = 1,51±0,35 e 1,27±0,15 ms; 2 = 8,17±1,55 e 6,46±0,99 ms. 
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- Análise da cinética de inativação - 

Vimos que todos os parâmetros referentes à de inativação analisados até o momento foram 

modificados pela PnTx2-6 nas células GH3, mas nem todos foram modificados pela PnTx2-5 em 

células GH3 ou pela PnTx2-6 em células musculares esqueléticas. Resolvemos analisar, então, a 

cinética de inativação dos canais de sódio. A diferença cinética de inativação na presença de ambas 

as toxinas em relação ao controle é indiscutível pela análise dos registros (figura 7), mas para 

quantificar tal efeito ajustamos o decaimento da corrente de sódio com uma equação exponencial 

simples (equação 12), ou com o somatório de duas equações exponenciais (equação 13), em 

diferentes potenciais nos experimentos no músculo de rã, e no potencial de membrana de 0 mV 

para os experimentos com GH3: 

f(x) = a*exp (-T/ 1) + c    (equação 12) 

f(x) = a*exp (-T/ 1) + [b*exp(-T/ 2) + c   (equação 13) 

Onde a e b são fatores de amplitude das constantes de tempo rápida (1) e lenta (2) do 

decaimento da corrente de sódio; T é o tempo a partir do pico da corrente de sódio; e c, o 

componente persistente da corrente de sódio. 

Durante a inativação, a corrente de sódio controle decai com apenas 1 componente 

exponencial rápido em todas as situações analisadas. Na figura 13A podemos observar que (em 

músculo esquelético de rã) no controle ou na presença da PnTx2-6 há um componente exponencial 

rápido que varia com o potencial da membrana, tornando-se mais rápido com a despolarização 

(veja o inserto da figura). Este componente rápido não foi diferente no controle ou na presença da 

toxina. Porém, é claro o aparecimento de um componente lento na presença da PnTx2-6. No 

potencial de pico (-13 mV) as correntes do controle decaíram com a constante de tempo de 0,79 ± 

0,10 ms, enquanto que na presença de 1 mM de PnTx2-6 o decaimento foi de 0,69 ± 0,08 ms para o 

componente rápido e 9,8 ± 4,2 ms para o componente lento.  
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Figura 13: A. Variação da constante de tempo com o potencial da membrana na ausência (círculos 

brancos) e presença (símbolos pretos) de 1 µM de PnTx2-6 em músculo esquelético de rã. Os círculos 

representam a constante de tempo rápida, e os quadrados, a constante de tempo lenta. O inserto da figura 

mostra, em maior escala, a constante de tempo rápida da corrente de sódio. B. Curva dose-resposta da 

corrente da Na
+
. Usando diferentes concentrações de toxina na pipeta: 100 nM, 300 nM, 500 nM, 1 M e 5 

M, a corrente registrada no potencial de ï14 mV (pico da corrente) era ajustada a uma (controle) ou duas 

exponenciais (toxina), utilizando as equações 12 e13. A proporção de canais modificados em relação ao 

número total de canais varia com a concentração com um K0,5 (concentração que modifica metade dos 

canais) de 0,81 M e uma proporção máxima de 0,68. 

 




















































