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RESUMO 

AGUIAR, JULIANA PEREIRA. Influência da Viscosidade e Íons de Hofmeister na Interação 

DNA-Nanoporo Unitário da Alfatoxina, 2014. Dissertação (Mestrado). Universidade Federal 

de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil. 

 

O nanoporo protéico unitário formado pela alfatoxina de Staphylococcus aureus pode ser 

empregado como elemento de reconhecimento molecular no desenvolvimento de  

biossensores, espectrômetro de massas e seqüenciadores de DNA. Genericamente o processo 

de reconhecimento molecular ocorre com a interação analito-nanoporo devido à entrada ou 

permeação de moléculas unitárias no lume aquoso do nanoporo. A presença de uma molécula 

do analito no interior do nanoporo provoca alterações discretizadas na corrente iônica. A 

análise da série temporal funciona como “impressão digital” da molécula ocupante ou 

permeante do nanoporo. A altíssima velocidade de translocação do DNA através do nanoporo 

ainda é uma dificuldade para o sequenciamento preciso e confiável destas moléculas. Neste 

trabalho avaliou-se como o aumento da viscosidade e a presença de íons da série de 

Hofmeister no meio aquoso influenciam na interação DNA-nanoporo, visando encontrar as 

condições adequadas que favoreçam a detecção diferencial de cada uma das bases 

nucleotídicas. A confecção da bicamada lipídica plana e a inserção do nanoporo unitário na 

membrana, bem como os registros de correntes iônicas através dos poros foram obtidas em 

condições  de  fixação  de  voltagem.  Todos  os  experimentos  foram  realizados  a  25
O
C. Na 

solução banhante do nanoporo utilizou-se alguns ânions da família VIIA, juntamente com o 

K
+
, e alguns dos cátions da família IA juntamente com o Cl

-
, todos na concentração de 4M e 

em pH 7,5. A interação do ssDNA (50b-poliA) foi detectada pelo nanoporo através de 

bloqueios na corrente iônica. As constantes cinéticas de interação ssDNA-nanoporo foram 

determinadas da análise de pelo menos um milhão de bloqueios de corrente. A adição de 

glicerol no meio aquoso do nanoporo diminuiu significativamente a condutância do nanoporo 

e condutividade da solução dos íons de Hofmeister. Por outro lado aumentou a viscosidade 

das soluções dos íons de Hofmeister, principalmente no caso do fluoreto de potássio. O 

fluoreto de potássio aumentou em aproximadamente 15%, o tempo de residência do ssDNA 

no nanoporo. Deste modo o aumento na viscosidade juntamente com os íons de Hofmeister, 

especificamente o fluoreto de potássio, aumenta a sensibilidade do nanoporo, porém ainda  

não o suficiente para discriminação adequada das bases nucleotídicas. 

Palavras-Chave: Alfatoxina, Biossensor, Nanoporo, Glicerol, Sequenciador. 



ABSTRACT 

AGUIAR, N. Influence of Viscosity and Hofmeister ions in DNA-single nanopore interaction. 

2014 Qualifying exam (Dissert). Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, 

Brazil. 

 

The single protein nanopore formed by alpha-toxin of Staphylococcus aureus may be used as 

molecular recognition element in the development of biosensors, mass spectrometer and DNA 

sequencers. Generally the process of molecular recognition occurs through analyte-nanopore 

interaction due to input or permeation of single molecules in the aqueous lumen of the 

nanopore. The presence of a molecule inner of the nanopore causes changes in the ionic 

current. The analysis of the time series comprises the changes discretized functions as 

"imprint" of the occupier or permeant molecule in nanopore. The high speed of DNA 

translocation through the nanopore is still a difficulty for accurate and reliable sequencing of 

these molecules. In this study was evaluated how the increase in viscosity and the presence of 

ions of the Hofmeister series in the aqueous environment influence the DNA–nanopore 

interaction, aiming to find better conditions that favor to detect of each nucleotides. Solvent- 

free planar bilayer lipid membranes, with a capacitance of 40pF, were formed by the lipid 

monolayer apposition technique, using DPhPC in hexane. The elevated KCl concentrations 

considerably improve single molecule identification by unitary protein nanopores, in this 

study membrane-bathing solutions contained 4M halide in 5mM TRIS adjusted to pH 7.5 with 

citric acid. The addition of glycerol in the aqueous environment of the nanopore significantly 

decreased the channel conductance and conductivity of the solution of Hofmeister ions. 

Furthermore, the increased viscosity of solutions of the Hofmeister ions, especially in the case 

of potassium fluoride. The potassium fluoride was increased by approximately 15% of the 

residence time the ssDNA into nanopore. Thus, the increase in viscosity with Hofmeister ions, 

especially potassium fluoride, increases the sensitivity of the nanopore, but still not enough 

for adequate discrimination of nucleotide bases. 

 

Keywords: Alpha-toxin. Biosensor, Glycerol, Nanopore ,Sequencer. 
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microporo empregado para contagem de partículas de dimensões micrométricas. A primeira 

demonstração experimental do fluxo de íons através de um poro como uma “entidade molecular” 

inserida em uma bicamada lipídica ocorreu com o antibiótico peptídico gramicidina, uma vez que 

este poro é formado a partir de duas moléculas isoladas, uma em cada monocamada lipídica, que 

ao se acoplarem adquirem a funcionalidade de via de permeação à íons. Na década de 80 ocorreu 

não somente a descoberta do gene da alfatoxina, bem como os primeiros experimentos 

demonstrando sua atividade formadora de poros em biomembranas e em bicamadas lipídicas 

artificiais. No ínicio da década de 90 foi mensurado o valor do diâmetro do nanoporo da 

alfatoxina. A elucidação da estrutura cristalográfica da alfatoxina na metade da década de 90, foi 

decisiva para corroborar algumas observações experimentais da ação hemolítica da alfatoxina. 

Neste mesmo período demonstrou-se pioneiramente que o nanoporo da alfatoxina é permeável e 

apenas detecta DNA de fita simples. Esta descoberta juntamente com a demonstração 

eletrofisiológica da aglomeração de sete subunidades proteicas para formação do nanoporo da 

alfatoxina impulsionaram significativamente a partir do ano 2000, a utilização desse nanoporo 

como elemento sensor para detecção de outros espécimes químicos, e além disso se introduziu a 

terminologia molecular counter Coulter, sensoriamento estocástico, sensores estocásticos. Em 

2006 realizou-se a produção de alfatoxina mutante, portanto, ocorre a primeira melhoria genética 

no nanoporo da alfatoxina, a qual permitiu sua utilização como ferramenta para discriminação de 

moléculas enantioméricas. Neste mesmo ano demonstrou-se que o aumento da força iônica torna 

máxima a interação polietilenoglicol(PEG)-nanoporo e favorece o particionamento deste 

polímero no lume aquoso do nanoporo, propiciando melhorias na capacidade de detecção do 

nanoporo da alfatoxina; resultando no ano seguinte com a primeira demonstração deste nanoporo 

como espectrômetro de massa. Em 2008 demonstrou-se que o aumento na concentração de um 

mesmo sal (KCl de 1 mol L-1 para 4 mol L-1) aumenta em aproximadamente 200 vezes a 

sensibilidade do nanoporo da alfatoxina. Três anos depois se corroborou que não somente o 

aumento de concentração do sal, bem como a composição da solução iônica, influenciam na 

sensibilidade do nanoporo; com a demonstração que os sais da série de Hofmeister, 

especificamente a substituição do KI pelo KF aumentou em aproximadamente 100 vezes a 

sensibilidade do nanoporo da alfatoxina. A partir de 2010 diversos relatos demonstram 

academicamente que o nanoporo da alfatoxina pode ser usado para detectar armas químicas, 

drogas ilícitas, cianotoxinas, porém, somente no final de 2012 ocorre o primeiro anúncio 

comercial de um sequenciador de DNA baseado neste nanoporo. Devido aos relevantes 

resultados obtidos na última década propiciaram nos últimos três anos a utilização de simulação 

de dinâmica molecular para aumentar o entendimento da interação analito-nanoporo da 

alfatoxina................................................................................................................................... 
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Figura 2. Modelo do nanoporo formado pela alfatoxina. A direita visão superior com cada 

subunidade representada em diferentes cores. A esquerda visão lateral com cada domínio 

representado em três cores. Na área central, os retângulos empilhados em três cores específicas 

correspondem a espessura aproximada de cada domínio. A região troncular se insere 

completamente na membrana lipídica, e fica posicionada com a entrada convencionalmente 

denominada TRANS no mesmo plano da superfície da membrana. A região copal não se insere  

na membrana lipídica e a entrada CIS do nanoporo fica distante (∼50 Å) da superfície da 

membrana. A região anelar (parte inferior da copa) fica ancorada na membrana. As barras 

verticais indicam o comprimento de cada região e o diâmetro do nanoporo. Adaptado do Protein 

Data Bank (pdb), código 7AHL................................................................................................... 
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Figura  3.  Esquema  da  montagem experimental  do  nanoporo  da  alfatoxina  como biossensor 

estocástico. (A) Desenho da câmara experimental formada por duas hemicâmaras separadas por 

uma película de Teflon® com um orifício (aproximadamente 40 μm de diâmetro) para a 

formação da bicamada lipídica plana. (B) Primeira etapa de montagem da monocamada lipídica 

ocorre com acréscimo de mais solução em um dos compartimentos da câmara experimental. (C) 

Montagem da segunda monocamada lipídica. A deposição de cada uma das monocamadas 

lipídicas ocorre com a introdução de mais solução em cada um dos respectivos compartimentos 

da câmara. Na região central demonstra-se a mesa de amortecimento com a câmara experimental 

acoplada através de eletrodos à interface eletrônica de aquisição dos registros de corrente iônica. 

Esta interface é composta por amplificador e filtro passa-baixa conectados ao conversor 

analógico-digital acoplado a um microcomputador. Na parte inferior encontra-se um quadro da 

membrana lipídica com um único nanoporo inserido. A entrada e passagem da molécula de 

analitos (bolinha vermelha) através do nanoporo induzem bloqueios característicos na corrente 

iônica. A análise das amplitudes e durações dos bloqueios permite a identificação dos analitos; a 

análise da frequência dos bloqueios permite a quantificação dos analitos. A aquisição, 

armazenamento e análise das séries temporais (impressão digital) são processadas por um 

programa dedicado e a identificação do analito é realizada por comparação em um banco de 

dados de impressões digitais. Este banco de dados é montado com a calibração do sistema e 

registro de corrente iônica com analitos de alto grau de pureza.................................................... 
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Figura 4. Influência da concentração e composição da solução na sensibilidade do nanoporo da 

alfatoxina. A) O valor da concentração do polietilenoglicol (PEG 2000) é menor (0,7 μmol L-1) 

na presença da solução iônica de elevada concentração de KCl (4 mol L-1), portanto, o aumento 

da concentração do KCl de 1 para 4 mol L-1, aumentou a sensibilidade do nanoporo em 

aproximadamente 214 vezes. Adaptado da Ref. 98. B) O valor da concentração do 

polietilenoglicol (PEG 1294) é menor (0,05 μmol L-1) na presença da solução iônica de fluoreto 

de potássio (4 mol L-1), portanto, a substituição do iodeto pelo fluoreto aumentou a sensibilidade 

do nanoporo em aproximadamente 130 vezes. As setas horizontais indicam o menor valor de 

concentração do analito (PEG), considerando a frequência dos bloqueios na corrente iônica, 

maior ou igual a 1 Hz como indicado pela linha vertical. Adaptado da Ref. 100.................. 
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Figura 5. Capacidade do nanoporo da alfatoxina em detectar íons divalentes. (A) Representação 

esquemática do sítio de ligação introduzido por mutação no interior do nanoporo da alfatoxina. 

As setas indicam a interação de um íon (círculo cheio ou vazio) com o sítio de ligação. (B) 

Registros de bloqueios da corrente iônica, característicos de cada íon (Zn+2, Co+2, Cd+2). Cada 

registro resulta de um experimento em que apenas um dos íons foi adicionado à solução 

eletrolítica. (C) Registros da corrente iônica na presença de apenas íons de Co+2 na solução 

eletrolítica (primeiro traçado). Os três traçados inferiores representam sequencialmente os 

registros da corrente iônica à medida que se aumentou a concentração do Zn+2 para 35, 110 e 

231 nmol L-1, respectivamente. As linhas cheias e tracejadas indicam o perfil de bloqueio na 

corrente, característico do Co+2 ou Zn+2, respectivamente. Adaptado da Ref. 25................ 
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Figura 6. Capacidade do nanoporo da alfatoxina na discriminação de moléculas enantioméricas. 

A b-ciclodextrina (bCD) foi acoplada na região mais estreita do nanoporo da alfatoxina mutante, 

diminuindo ainda mais seu diâmetro, portanto, reduz a corrente iônica que passa através do 

nanoporo como indicado pela linha contínua nos registros. a) Registro dos bloqueios na corrente 

iônica característica do (S)-ibuprofeno. A linha tracejada indica a amplitude dos bloqueios; b) 

Registro dos bloqueios na corrente iônica característica do (R)-ibuprofeno; c) Registro dos 

bloqueios da corrente iônica de ambas as formas enantioméricas do ibuprofeno. Ao lado direito 

de cada registro, os respectivos histogramas de amplitude dos bloqueios da corrente iônica. Nota- 

se claramente que o nanoporo é capaz de discriminar as formas enantioméricas do ibuprofeno. 

Adaptado da Ref. 27................................................................................................................ 
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Figura 7. Nanoporo da alfatoxina como espectrômetro de massas. Espectro de massa (superior) 

para o polietilenoglicol (PEG 1500, Mr=1500 g/mol) polidisperso obtido com o nanoporo  

unitário comparado ao espectro de massa (inferior) obtido pelo MALDI-TOF. Os histogramas 

representam o valor médio da corrente para cada amplitude de bloqueio referente a cada  

molécula do polímero. Os números na parte superior em cada “pico” do histograma indicam a 

quantidade de monômeros do etilenoglicol em cada molécula do polímero. Os maiores valores de 

I/Iopen correspondem às moléculas de PEG de menor massa molecular. O I indica o valor de 

corrente iônica através do nanoporo quando este é ocupado pelo polietilenoglicol, e Iopen é o 

valor de corrente quando não há moléculas de PEG no interior do nanoporo da alfatoxina. O 

“pico” indicado pelo número 28 corresponde a análise da amostra de polietilenoglicol (PEG 

1294)  monodisperso.  No  MALDI-MS  devido  ao  processo  de  desorção  e  ionização,     cada 
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Figura 1S. Estrutura do nanoporo Antrax. O nanoporo formado pela toxina do Bacillus anthracis 

é formado por sete subunidades. Uma visão lateral é apresentada em A e uma visão do topo do 

nanoporo é mostrada em B. Retirado do Protein Data Bank (pdb), código 1TZN........................... 
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Figura 2S. Representação esquemática do nanoporo da aerolisina (A) e da alfatoxina (B) 

incorporados em bicamadas lipídicas planas. Ambos os nanoporos apresentam diâmetro que 

permite a translocação de peptídeos. Adaptado da Ref. 4............................................................... 
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Figura 3S. Exemplos de nanoporos da alfatoxina adaptados: (A)  poro  geneticamente 

modificado. Os resíduos dos aminoácidos são inseridos próximo à região mais estreita do poro 

(resíduos em azul); (B) poro contendo uma b-ciclodextrina como adaptador molecular próximo à 
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Figura 4S. (a) Representação molecular do nanoporo proteico da alfatoxina. As três posições de 

mutação (113, 145 e 147), utilizadas para detecção de peptídeos estão indicadas em vermelho, 

azul e roxo, respectivamente. Os nanoporos modificados receberam a denominação de (WT)7, 

(M113F)7, (2FN)7 de acordo com a localização da mutação (b) Registros típicos, bem como a 

corrente residual da interação do peptídeo Y6 com os três nanoporos (WT)7, (M113F)7, (2FN).  

E em (c) o perfil de bloqueios na corrente iônica através do nanoporo na presença simultânea de 

quatro peptídeos: Y6, YPFW, YWPF, e YPWG. Adaptado da Ref. 8...................................... 
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Figura 5S. Representação esquemática do nanoporo da alfatoxina incorporada em um suporte 

resistivo à esquerda. Representação dos registros de bloqueios na corrente iônica características 

da detecção de dois tipos de microcistinas (A) microcistina YR em (B) microcistina RR. 
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Figura 8. Nanoporo da alfatoxina como sequenciador de DNA. Representação esquemática do 

padrão de bloqueios na corrente iônica através do nanoporo da alfatoxina durante a translocação 

de ss-DNA. Observe que a amplitude dos bloqueios indicados pelas faixas coloridas é 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Na última década poros em escala nanométrica têm demonstrado capacidade para 

detecção, identificação e caracterização de diversas moléculas. Este método de medição pode 

fornecer soluções para diferentes segmentos das áreas de saúde e as ciências básicas. No 

entanto, essa mudança de paradigma requer uma melhoria na compreensão da física e da 

química, que governam as interações entre o nanoporo e os analitos (KASIANOWICZ, 2012). 

Em particular a alfatoxina do Staphylococcus aureus, também conhecida por alfa-

hemolisina (α-HL) tem sido amplamente utilizada para a detecção, caracterização e análise de 

várias moléculas, por ser altamente reprodutível e versátil em diversas condições 

experimentais (MOHAMMAD & MOVILEANU, 2012). 

Outros nanoporos proteicos, também, estão sendo aplicados na detecção de inúmeras 

moléculas como, por exemplo, o poro formado pela toxina do Bacillus anthracis que foi 

utilizado para detectar e quantificar proteínas (KASIANOWICZ et al., 2012), o poro formado 

pela aerolisina uma toxina sintetizada pela Aeromonas hydrophila que tem sido utilizada  

como elemento sensor na detecção de proteínas (PASTORIZA-GALLEGO et al., 2011). Mais 

recentemente, num esforço de substituir os nanoporos proteicos, surgiram as plataformas de 

detecção mais robustas, que utilizam nanoporos sintéticos em estado sólido, para detecção de 

DNA fita dupla, polinucleotídeos e proteína (REINER et al., 2011). Estes nanoporos 

sintéticos visam eliminar algumas limitações inerentes ao sistema com nanoporos biológicos, 

mas ainda não atingiram o grau de precisão e caracterização física que seus homólogos 

proteicos (ROBERTSON et al., 2007; CLARKE et., 2009; KASIANOWICZ et al., 2012). 

Dentre os nanoporos biológicos até então descritos, o nanoporo formado pela alfatoxina 

do Staphylococcus aureus ainda é o mais utilizado, por apresentar as seguintes vantagens: 

estrutura cristalográfica conhecida, receptividade à engenharia molecular e alta condutância 

iônica. Além disso, este poro permanece aberto durante longos períodos de tempo, em 

condições experimentais bem definidas, como pH, força iônica, temperatura, elevado 

potencial transmembrana e até em diversas concentrações de agentes químicos desnaturantes 

(KRASILNIKOV et al., 2006; PASTORIZA-GALLEGO et al., 2007; MOHAMMAD & 

MOVILEANU, 2012). 

Devido a essas propriedades, o nanoporo da alfatoxina pode se tornar uma tecnologia 

barata e rápida para sequenciamento de ssDNA (RINCON-RESTREPO et al., 2011). Um dos 
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maiores desafios para implementação desta tecnologia, surge a partir da baixa resolução de 

amplitude da corrente entre as bases enquanto o ácido desoxirribonucleico de fita simples  

 (ssDNA) transloca-se através do lume aquoso do nanoporo. A alta velocidade do movimento 

eletroforético do ssDNA, juntamente com a eletrônica disponível, não permitem fornecer uma 

relação sinal-ruído alta o suficiente, para alcançar a identificação de um único nucleotídeo 

(NA AN et al., 2011). Neste contexto, os pesquisadores têm procurado métodos que retardem 

a velocidade de translocação molecular, através de variações nas condições experimentais e 

modificações no nanoporo, visando melhorar a resolução e sensibilidade desse sensor proteico 

(WANG et al., 2013). 

Assim sendo, o presente trabalho buscou alterar as condições físico-químicas da solução 

banhante do nanoporo, para estudar como osmólitos que aumentam a viscosidade do meio 

juntamente com íons da série de Hofmeister, que são alteradores do grau de estruturação da 

água (HOFMEISTER, 1888), podem influenciar na interação DNA-nanoporo, objetivando 

encontrar as condições adequadas, que possam favorecer à detecção diferencial de cada uma 

das bases nucleotídicas, em meio aquoso. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Geral 

- Avaliar os mecanismos que interferem na velocidade de translocação do DNA através do 

nanoporo da alfatoxina de Staphylococcus aureus visando prever as condições adequadas para 

sua detecção e contribuir para o desenvolvimento de um sensor para sequenciamento 

molecular. 

2.2 Específicos 

- Estudar a influência de osmólitos no aumento da viscosidade e na interação de moléculas do 

DNA com o nanoporo da alfatoxina; 

- Analisar a influência dos ânions do grupo dos halogênios (Cl-, F- e Br-) e cátions do grupo 

dos metais alcalinos (K+ e Cs+) na interação do DNA com o nanoporo; 

- Estabelecer um algoritmo para prever as condições ótimas da utilização dos poros 

nanoscópicos como seqüenciadores moleculares. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Nanoporos proteicos como ferramenta no biossensoriamento 

3.1.1 Biossensor 

Um biossensor pode ser definido como um dispositivo analítico, que integra um 

elemento biológico a um transdutor físico que é capaz de converte uma resposta biológica em 

um sinal mensurável, proporcional à concentração do analito (SU et al.2011; KUMAR & 

RANI, 2013). As aplicações dos bissensores nas áreas de saúde, de alimentos, no meio 

ambiente e no controle do bioterrorismo, são extraordinárias (LIU et al., 2010). 

De um modo geral, um biossensor incorpora um elemento biológico – biorreceptor, 

que pode ser uma proteína (ex: enzimas, anticorpos), ácidos nucleicos (DNA ou RNA), 

estruturas proteicas como canais iônicos ou ainda células inteiras. O biorreceptor é o agente 

responsável pelo reconhecimento específico do analito, isto é, o que se pretende analisar, que 

pode ser, por exemplo, DNA, RNA, genes, proteínas ou metabólitos (INPI, 2010). 

A interação do biorreceptor com o analito desencadeia uma resposta ou reação 

fisiológica que produz uma perturbação bioquímica no biossensor, que pode em seguida ser 

convertida – por um transdutor – num sinal detectável e mensurável, principalmente um sinal 

elétrico como visto na Figura 1. 

De maneira geral, de acordo com o transdutor utilizado, o biossensor pode ser 

classificado como: eletroquímico (amperométrico, potenciométrico e condutimétrico), óptico 

(medida de luminescência, fluorescência), piezoelétrico (relaciona a oscilação da frequência 

dos cristais piezoelétricos com a variação da massa), ou termométrico (KUMAR & RANI, 

2013). 

Os biossensores amperométricos têm sido preferidos pela fácil manipulação e pelo fato 

da concentração do analito ser proporcional à alteração na corrente elétrica. Os biossensores 

amperométricos são baseados na medida de corrente elétrica, resultante de alterações de 

oxidação, ou redução de espécies eletroativas. Durante as análises, o potencial é mantido 

constante, as alterações de corrente verificadas são correlacionadas diretamente com a 

concentração das espécies eletroativas presentes, com a sua produção, ou com a taxa de 

consumo na camada biocatalítica (FURTADO et al., 2008). 
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Dependendo do tipo de interação que ocorre entre a substância a ser determinada e o 

material biológico, o biossensor pode ser classificado como catalítico ou de afinidade 

(GARCÍA-MARTINEZ et al., 2011). 

FIGURA 1. Esquema geral de funcionamento de um biossensor. 

 
Fonte: Adaptado de Rustagi & Kumar, 2013 

 

 

3.1.2 Biossensoriamento com canais iônicos 

O estudo da estrutura das proteínas de membrana constitui uma área de investigação 

biomédica muito promissora, uma vez que de 20-35% das proteínas codificadas pelo genoma 

são proteínas integrais da membrana (canais iônicos, transportadores e receptores) 

(ROBERTSON et al., 2012). Os canais iônicos são talvez, os mais bem conhecidos, porque 

eles constituem a base molecular da atividade muscular e da propagação do impulso nervoso 

(HILLE, 2001). Além disso, atuam controlando o transporte de íons, água e macromoléculas  

para dentro e fora das células, organelas e do núcleo (REINER et al., 2012). 

O crescente interesse em torno dos nanoporos proteicos (canais iônicos) surgiu devido 

às funções essenciais que desempenham em muitos processos fisiológicos em organismos 

vivos (BEHRENDS, 2012). Muitas das propriedades de transporte dos canais iônicos 

biológicos não são bem compreendidas, logo investigar essas propriedades pode muitas vezes 

ser um desafio com sistemas biológicos, devido à sua natureza frágil (BEZANILLA, 2000). A 
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construção de dispositivos artificiais com propriedades de transporte semelhantes às de canais 

iônicos biológicos poderia dar uma nova visão sobre os princípios físicos e químicos de 

operações desses canais (HARREL, 2004). 

A propriedade mais importante, dos canais iônicos como via para a passagem de 

matéria através das membranas, é que eles são os poros através dos quais, os íons se movem 

por eletrodifusão (BEHRENDS, 2012). Estes poros são formados por proteínas de membrana 

que abrangem toda a espessura da membrana celular (~ 4 nm) e são considerados o 

dispositivo primário, utilizado pelas células para comunicar-se com outras células (HILLE, 

2001). 

Os primeiros relatos da proposta de utilização de canais iônicos independentes de 

ligantes, porém dependentes de voltagem, como elementos de reconhecimento em 

biossensores surgiram em meados da década de 90 (WALKER et al, 1994; SACKMANN, 

1996; CORNELL et al, 1997; TURNER, 1997). 

Conceitualmente do ponto de vista biofísico e fisiológico, a análise da ligação de uma 

substância com o canal iria fazer este alterar a sua conformação e condutância. No entanto, 

esse tipo de biomimetismo não é fácil, por várias razões. Em alguns casos, a ligação dos 

analitos nos canais faz com que o canal altere a sua conformação padrão, um processo difícil 

de manter controle experimental. Adicionalmente, muitos canais tendem espontaneamente a 

variar entre diferentes estados condutores, em resposta a um potencial aplicado (REINER et 

al., 2012). Esse problema foi resolvido, com a descoberta do canal formado pela exotoxina 

bacteriana do Staphylococcus aureus, a alfatoxina, possibilitando a sua utilização para uma 

vasta gama de aplicações no biossensoriamento (KASIANOWICZ et al., 2008; ZHAO, 2008; 

WANG et al., 2013). 

Há um grande interesse na utilização de nanoporos formados pela alfatoxina como o 

principal elemento de reconhecimento no sensoriamento estocástico (BAYLEY & CREMER, 

2001). Esse tipo de sensor pode detectar moléculas unitárias que se aproximam do nanoporo 

por difusão e ocupam temporariamente o lume aquoso do nanoporo (RHEE & BURNS, 

2007). Esta ocupação altera a quantidade de íons que cruza o nanoporo, gerando um evento de 

bloqueio. Esse perfil de bloqueio é caracterizado pelo tempo de duração (tempo de residência 

ou permanência) da interação do analito com o nanoporo, juntamente com a amplitude do 

bloqueio. As moléculas unitárias usualmente se aproximam do nanoporo por difusão 
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(fenômeno probabilístico, estocástico, randômico), permitindo a aplicação da terminologia, 

detecção estocástica ou sensor estocástico (KANG et al., 2007; MULERO et al., 2010). 

O nanoporo da alfatoxina tem sido amplamente caracterizado como uma plataforma 

potencial para o sequenciamento de DNA. O nanoporo da alfatoxina contém uma constrição 

de aproximadamente 1,5 nm, o que evita a passagem de fita dupla (ds) de ácidos nucléicos, 

mas permite a passagem da fita simples (ss) dos oligonucleotídeos. Além disso, ele é passível 

de modificação por engenharia genética, e por ter a sua geometria bem definida permite a 

introdução de funcionalidades químicas. Ambas as formas, do tipo selvagem e mutante do 

nanoporo da alfatoxina inserem-se facilmente em bicamadas lipídicas e mantém a integridade 

estrutural sob temperaturas elevadas, várias concentrações de sais, e até na presença de alguns 

agentes químicos desnaturantes (ZHAO, 2008; CRACKENELL et al., 2013). 

 

3.2 Nanoporos proteicos formado por toxinas bacterianas 

 

Diversas espécies vivas evoluíram dotadas com inúmeras toxinas, com seletividade para 

alguns canais iônicos de células excitáveis (DUTERTRE & LEWIS, 2010). Essa descoberta 

foi muito importante, para melhor compreensão das características estruturais e funcionais de 

vários canais iônicos (NESTOROVICH & BEZRUKOV, 2012). 

Por outro lado, há um grupo bastante significativo de toxinas, que em vez, de bloquear os 

canais, são capazes de formar poros condutores nas membranas das células alvo. Essas 

toxinas são denominadas, “toxinas formadoras de poros” ou PFTS (BARTH et al., 2004; 

PARKER & FEIL, 2005). 

As toxinas bacterianas podem ser divididas em dois grupos funcionais distintos: 

endotoxinas e exotoxinas. No contexto proposto, as exotoxinas são as que apresentam maior 

importância, uma vez, que são capazes de existir em dois estados. Uma conformação solúvel 

em água e outra mais estável, inseridas em membranas lipídicas de células eucarióticas 

(PARKER & FEIL, 2005). 

As toxinas com capacidade para formar poros representam aproximadamente 1/3 das 

toxinas proteicas identificadas até o momento (NESTOROVICH & BEZRUKOV, 2012). 

Estudos com essas toxinas, in vitro, vêm fornecendo informações importantes a cerca das 

propriedades biofísicas de vários canais, como por exemplo, condutância de um único canal e 

seletividade iônica (FELD et al., 2010). 
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A maioria das exotoxinas bacterianas age em nível de superfície celular. Elas são 

secretadas como proteínas individuais (monômeros), solúveis em água, que ao atingir as 

células eucarióticas, incorporam na membrana celular e formam grandes poros permeáveis à 

água e aos íons como visto na Figura 2 (BERUBE & WANDENBURG, 2013). 

 
FIGURA 2. Etapas gerais da formação de poros transmembrana gerados a partir de toxinas 

bacterianas. 

 
Fonte: Adaptado de PARKER & FEIL, 2005. As toxinas são secretadas como monômeros solúveis que ao 
atingir a célula hospedeira se oligomerizam e formam poros. 

 

Alguns nanoporos proteicos unitários formados por exotoxinas estão sendo utilizadas 

como elemento de reconhecimento para detecção unitária de diversas moléculas, inclusive 

para o sequenciamento de DNA, como por exemplo: 

Anthrax: A toxina Antraz, secretada pelo Bacillus anthracis, é composta por três 

exotoxinas, o fator de edema (Edema Factor- EF), o fator letal (Lethal Factor- LF) e o 

antígeno protetor (Protective Antigen- PA), sendo o PA o mais imunogênico.  

As exotoxinas não têm atividade tóxica quando administradas separadamente, mas as 

combinações binárias que incluem o PA são extremamente tóxicas. O PA liga-se a um 

receptor da superfície celular, uma proteína de membrana de cerca de 90 kDa que é 

encontrada em várias linhagens celulares de mamíferos. Após isso, é submetida a uma 

clivagem proteolítica e os fragmentos ativados formam um poro heptamérico (Figura 3) que 

se liga a LF e / ou EF. Esse poro também tem sido utilizado como elemento sensor na 

detecção de proteínas, quando inserido em membranas lipídicas planas (LIU et al., 2012); 
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FIGURA 3. Estrutura do poro Antrax. 

 

Fonte: Retirado do Protein Data Bank (pdb), código 7AHL. O poro heptamérico formado pela toxina do 
Bacillus anthracis.Uma visão lateral é apresentada em A e uma visão do topo do nanoporo é mostrada em B 

 

Aerolisina: É uma toxina derivada de Aeromonas hydrophila que também sido 

utilizada como elemento sensor na detecção de proteínas. A Aeromonas hydrophila é uma 

bactéria Gram-negativa, patogênica para certo número de animais (peixes, anfíbios, moluscos) 

e causam doenças gastrointestinais em seres humanos (PARKER & FEIL, 2005). Ela foi 

identificada em 1974 por Bernheimer e Avigag, alguns anos depois foi purificada (HOWARD 

& BUCKLEY, 1985) e finalmente o gene da aerolisina foi sequenciado por Howard e 

colaboradores em 1987. Essa toxina é secretada como pro-aerolisina, que é um precursor 

inativo de 470 aminoácidos com um peso molecular de 52 kDa. O monômero ativado da 

aerolisina se oligomeriza na superfície da membrana, formando um poro heptamérico (Figura 

4A) (PASTORIZA-GALLEGO et al., 2011; NESTOROVICH & BEZRUKOV, 2012). 

Embora a estrutura heptamérica da aerolisina ainda não esteja bem estabelecida, a 

estrutura determinada por microscopia eletrônica indica semelhanças estruturais com o 

nanoporo formado pela alfatoxina (HOWARD et al., 1987). O poro da aerolisina tem um 

formato de cogumelo com um domínio extramembranar que varia entre 10-17Å (PARKER & 

FEIL, 2005).  O comprimento desses dois nanoporos é o mesmo, mas o diâmetro dos poros é 

menor na aerolisina do que na alfatoxina, muito provavelmente pela ausência do domínio 

vestibular no poro formado pela aerolisina, resultando em um modelo semelhante a um rebite 
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(“rivet-like”) do canal como pode ser visto na Figura 4 (PASTORIZA-GALLEGO et al., 

2011);  

Alfatoxina: A maioria das aplicações mais notáveis, com estudos de toxinas e canais 

envolve o uso da alfatoxina (Figura 4B) de Staphylococcus aureus como sensor para 

diferentes analitos (KANG et al., 2007; GURNEV et al., 2009;MULERO et al., 2010;AYUB 

et al., 2013;ERVIN et al., 2014). O nanoporo proteico formado por essa toxina é o elemento 

sensor que utilizamos nesse estudo. A seguir, descrevemos a estrutura e as características 

funcionais desse poro como elemento sensor. 

 
FIGURA 4. Representação esquemática do poro da aerolisina (A) e a alfatoxina (B) 

incorporados em bicamadas lipídicas planas com peptídeos atravessando os canais. 

 

Fonte: Adaptado de Nestorovich & Bezrukov, 2012. 
 

 

 

 

3.3 ALFATOXINA 

3.3.1 Estrutura 

 

O gene que codifica a alfatoxina foi descoberto em 1980 (BERUBE & 

WANDENBURG, 2013). A atividade da alfatoxina em formar canais em bicamadas lipídicas 

planas foi relatada pela primeira vez por KRASILNIKOV e colaboradores em 1981. Ela é 

uma exotoxina proteica de 33 kDa produzida pelo Staphylococcus aureus, liberada na forma 
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de monômeros de polipeptídeos de 293 aminoácidos  solúveis em água (GRAY & KEHOE, 

1984). 

A geometria do poro aquoso e o seu posicionamento assimétrico em relação ao plano 

da membrana já foram elucidados em condições dinâmicas com não-eletrólitos 

(KRASILNIKOV et al., 1988; MERZLYAK et al., 1999). Estudos de dicroísmo circular 

revelaram que a toxina é composta quase que inteiramente por β-folhas com pouca estrutura 

em α- hélice (BERUBE & WANDENBURG, 2013). 

A estrutura cristalográfica tridimensional deste poro foi elucidada (SONG et al., 1996) 

e os dados cristalográficos denotam a existência de sete monômeros delimitando o nanoporo 

aquoso, os quais se inserem em membranas e então se oligomerizam para formar o poro 

heptamérico transmembranar, permitindo a passagem de água e de diversas moléculas pelo 

seu interior (GU et al., 1999; NOSKOV et al., 2004). 

O nanoporo da alfatoxina é formado por três diferentes domínios (extramembranar ou 

copal, intramembranar ou troncular e o anelar), onde somente os dois primeiros participam da 

formação do poro (MERZLYAK et al., 2005). O domínio extramembranar 

(convencionalmente denominado lado “cis”), possui uma entrada de maior diâmetro (∼ 4,6 

nm) que possibilita a entrada de macromoléculas. Por outro lado, o domínio intramembranar é 

completamente inserido na bicamada lipídica (lado trans) apresenta uma entrada 

(convencionalmente denominado lado “trans”) de menor diâmetro (∼ 2 nm), sendo composto 

por 14 folhas β-barril (Figura 5) (BERUBE & WANDENBURG, 2013).  

A parte terminal do domínio “trans” é formada por um anel composto de aminoácidos ácidos 

e básicos, os quais se encontram separados por uma pequena distância de ∼ 4 nm, constituída 

de aminoácidos neutros (MERZLYAK et al., 2005). Estes dois domínios estão separados por 

uma constrição de 1,4 nm de diâmetro, o que torna esse poro, uma ferramenta altamente 

promissora para biotecnologia (BAYLEY & CREMER, 2001; HOWORKA & SIWY, 2009; 

AKSIMENTIEV, 2010). 
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FIGURA 5. Modelo do nanoporo formado pela alfatoxina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado do Protein Data Bank (pdb), código 7AHL. À direita visão superior com cada 
subunidade representada em diferentes cores. À esquerda visão lateral com cada domínio representado em três 
cores. Na área central, os retângulos empilhados em três cores específicas correspondem a espessura 
aproximada de cada domínio. A região troncular se insere completamente na membrana lipídica, e fica 
posicionada com a entrada convencionalmente denominada TRANS no mesmo plano da superfície da 
membrana. A região copal não se insere na membrana lipídica e a entrada CIS do nanoporo fica distante (∼50 
Å) da superfície da membrana. A região anelar (parte inferior da copa) fica ancorada na membrana. As barras 
verticais indicam o comprimento de cada região e o diâmetro do nanoporo. 

 

 
3.3.2 Nanoporo proteico da alfatoxina como elemento de reconhecimento 

molecular 

 

O funcionamento do nanoporo como sensor consiste na inserção de um único poro em 

uma bicamada lipídica plana que separa dois compartimentos com solução iônica. Quando um 

potencial é aplicado, uma corrente iônica máxima flui através do poro carreada pelos íons da 

solução salina banhante de ambos os lados da bicamada como esquematizado na Figura 6. O 

nanoporo contém um sítio de interação para o analito, e toda vez que o analito ocupa o lume, 

induz uma modulação, diminuindo a corrente máxima (bloqueio parcial) (Figura 6) 

(MOVILEANU, 2009; WANG et al.,2013.;WOLNA et al., 2013). 

Na situação mais simples, o elemento sensor tem dois estados - ocupado (pelo analito) 

e não-ocupado - e uma saída característica associada a cada um dos respectivos estados como 
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visto na Figura 6. Deste modo, está técnica permite monitorar os eventos individuais de 

interação, como um contador de moléculas semelhante ao contador Coulter (COULTER, 

1953; BEZRUKOV, et al, 2004). 

 
FIGURA 6. Modelo esquemático do funcionamento do nanoporo de alfatoxina como 

biossensor. 

 
Fonte: Adaptado de WANG et al.,2013. A interação dos analitos com um único nanoporo em uma 
bicamada lipídica plana banhada por solução iônica induz uma modulação da corrente iônica, 
diminuindo a amplitude (bloqueio parcial). 

 

As moléculas unitárias usualmente se aproximam do nanoporo por difusão (fenômeno 

probabilístico, estocástico, randômico), daí então a denominação sensor estocástico. Devido à 

natureza estocástica, as durações dos bloqueios individuais diferem entre si, porém, 

estatisticamente, seguem uma distribuição exponencial. A constante de ajuste da distribuição 

exponencial é definida como o tempo médio do bloqueio, τoff. A mudança na amplitude da 

condutância (Δg) juntamente com o valor da τoff representam a assinatura de identificação do 

analito. Com τoff, podemos calcular a constante de dissociação, koff, do complexo analito-

nanoporo: koff = 1/τoff. Adicionalmente, ao determinar a frequência de eventos de interação 

(bloqueios na corrente), pode-se quantificar o analito medindo o intervalo entre dois bloqueios 

adjacentes. Semelhante ao tempo médio de bloqueio, os intervalos estocásticos também 

seguem uma distribuição exponencial e a constante τon é o intervalo médio interbloqueio. O 

inverso do valor de τon é a frequência de ocorrência dos eventos (f = 1/τon) que é proporcional 

à concentração do analito ([T]), usando este coeficiente como a constante de associação 

analito-nanoporo (kon), por exemplo: f = kon[T] (GU & SHIM, 2010). 

Os biossensores estocásticos apresentam algumas vantagens óbvias em relação aos 

sensores baseados em outros princípios de detecção, dentre elas podemos destacar: detecção 

praticamente simultânea de mais de um analito (multianalito), elevada sensibilidade, rapidez 
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de análise e o analito não precisa, necessariamente, ser marcado (por exemplo, sonda 

fluorescente) para ser detectado como uma entidade unitária (KASIONOWICZ et al.,2007; 

WANG et al., 2010). Em particular, a poro proteico da alfatoxina têm sido amplamente 

utilizado para a detecção, caracterização e análise de diversas moléculas, porque este 

nanoporo é altamente reprodutível e versátil em diversas condições experimentais 

(MOHAMMAD & MOVILEANU, 2012). 

 

3.3.3 Limitações do nanoporo sensor da alfatoxina 

 

Algumas limitações dificultam o desenvolvimento de dispositivos comerciais baseados 

na detecção estocástica por nanoporo proteico. Elas têm sido alvo de diversos estudos que 

visam transpor esses problemas e aperfeiçoar o nanoporo sensor, melhorando a sua 

capacidade analítica. São três as limitações mais importantes: 

1- Miniaturização do sistema experimental: Talvez seja considerada a maior barreira a 

ser ultrapassada nos próximos anos. O objetivo é tornar a aparelhagem experimental - 

composta por amplificador, conversor analógico-digital, câmara de detecção, mesa de 

amortecimento – em um único dispositivo portátil (OUKHALED et al., 2012); 

2- Detecção de moléculas com dimensões muito diferentes do lume do nanoporo: A 

razão entre o diâmetro da molécula do analito e o diâmetro do nanoporo deve apresentar 

valores entre 0,1 e 1, para sua possível análise. Moléculas muito pequenas, do mesmo 

tamanho ou maiores que o nanoporo não conseguem interagir adequadamente, o que impede a 

sua detecção e quantificação adequada pelo sensor. Nesses casos, é comum a utilização de 

adaptadores moleculares e engenharia genética na tentativa de melhorar as características do 

biossensor (BAYLEY & JAYASINGHE, 2004; REINER et al., 2012); 

3- Rápida velocidade de translocação de algumas moléculas pelo interior do nanoporo: 

Essa problemática tem sido abordada, principalmente, na utilização do nanoporo sensor como 

sequenciador de DNA que é a mais promissora aplicação desse dispositivo. Diversas 

alternativas estão sendo propostas na tentativa de resolver esse problema, uma delas é a 

alteração da viscosidade da solução banhante, o que teoricamente induz a diminuição da 

velocidade de translocação (KAWANO et al, 2009; DING et al, 2010). 
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3.3.4 Otimização do nanoporo proteico formado pela alfatoxina 

 

São muitos os esforços para aperfeiçoar e adequar o nanoporo proteico, a fim de aplicá-

lo aos mais diversos fins. Poros funcionalizados apresentam várias potencialidades em 

biotecnologia, incluindo a sua capacidade de agir como um detector em sensoriamento 

estocástico, no sequenciamento de DNA e para atuar como um componente na construção de 

nano e microdispositivos (BANERJEE et al., 2010). 

A molécula da alfatoxina oferece condições de alterações em sua estrutura molecular, 

gerando mutantes e possibilitando o seu remodelamento para produzir nanoporos adaptados à 

detecção de analitos com características físico-químicas diversas, dando origem aos chamados 

nanoporos protéicos funcionalizados ou “adaptados” como mostrado na Figura 7 

(BANERJEE et al., 2010; MOHAMMAD & MOVILEANU, 2012). Eles podem ser 

produzidos utilizando a técnica de mutagênese, na qual é introduzido, geneticamente, algum 

dos vinte aminoácidos naturais no poro proteico gerando uma variedade de cadeias laterais de 

diferentes tamanhos, formas, polaridade e reatividade química. Também pode ser realizada 

mutagênese introduzindo aminoácidos com configuração não usualmente encontrados nos 

seres vivos (MOHAMMAD & MOVILEANU, 2012). 

Os nanoporos também podem ser modificados quimicamente, onde um aminoácido da 

cadeia lateral, geralmente cisteína, é seletivamente modificado com um reagente químico 

permitindo uma diversidade de funcionalidades que podem ser incorporados dentro do poro. 

Uma delas é a adição covalente da extremidade de uma cadeia polimérica, o polietilenoglicol 

(PEG), no interior do nanoporo. Na outra extremidade do polímero é adicionado 

covalentemente um ligante. Esse ligante fica livre na parte externa do nanoporo, a interação 

do polipeptídeo com esse ligante gera um sinal no interior do nanoporo a fim de que a 

corrente iônica seja alterada e o analito detectado (BAYLEY& JAYASINGHE, 2004; 

ROTEM et al., 2012) (Figura 7).  

Os nanoporos protéicos adaptados são utilizados na detecção estocástica de uma 

ampla variedade de moléculas em solução aquosa e constituem uma potencial plataforma 

ultra-rápida e de baixo custo para o sequenciamento de material genético, RNA e DNA 

(MAITRA et al., 2012; ROTEM et al, 2012). 
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FIGURA 7. Exemplos de nanoporos de α-hemolisina de Staphylococcus aureus 

adaptado. 

 

Fonte: Adaptado de BAYLEY & JAYASINGHE, 2004. Em (A) o poro geneticamente 
adaptado, com um anel de 14 resíduos de arginina localizado próximo à região mais 
estreita do lúmen do poro; (B) poro contendo uma cadeia polimérica (PEG) fixada 
covalentemente no interior do nanoporo; (C) poro contendo um adaptador molecular 
(ciclodextrina) dentro do lume. 

 

Como exemplo, Zhao e colaboradores (2009) demonstraram que nanoporos 

modificados com resíduos aromáticos apresentaram uma maior afinidade de interação na 

detecção de peptídeos curtos, incluindo aqueles diferentes em apenas um aminoácido (ZHAO 

et al., 2009). 

Esta modificação permitiu aos nanoporos funcionalizados, diferenciar e simultaneamente 

quantificar diversos peptídeos estruturalmente muito similares (Figura 8). Além disso, há 

estudos para modular a seletividade do poro, com o uso de adaptadores moleculares 

introduzidos no interior do poro formado da α-HL tornando ainda mais estreita a sua 

constrição, e desse modo, favorecendo uma seletividade específica com intuito de facilitar a 

identificação e a quantificação do analito, incluindo a detecção de bases de DNA e RNA (GU 

et al., 1999,AYUB et al., 2013). 
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FIGURA 8. Representação gráfica molecular do nanoporo proteico formado pela 

alfatoxina. 

 

Fonte: Adaptado de ZHAO et al., 2009. Em (a) As três posições de mutação (113, 145 
e 147), utilizadas para detecção de peptídeos estão indicadas em vermelho, azul e roxo, 
respectivamente. Os poros modificados receberam a denominação de (WT)7, 
(M113F)7, (2FN)7 de acordo com a localização da mutação (b) registros elétricos 
típicos, bem como a corrente residual da interação do peptídeo Y6 com os três poros  
(WT)7, (M113F)7, (2FN). E em (c) a detecção simultânea de quatro peptídeos: Y6, 
YPFW, YWPF, e YPWG. 

 

Um exemplo desses adapatadores é a β-ciclodextrina (Figura 9) que apesar de ser muito 

utilizada (BANERJEE ET AL., 2010), não apresenta seletividade específica para moléculas pequenas 

por isso, para sua melhor utilização é necessário também à mutação do nanoporo proteico, o que 

torna essa interação (ciclodextrina-nanoporo) aproximadamente 104 vezes maior do que com a 

toxina do tipo selvagem. (KAWANO et al, 2011). Outra possibilidade de aperfeiçoar o nanoporo 

proteico é a modificação das propriedades físico-químicas da solução banhante do nanoporo. 

Este tipo de abordagem sugere que mudanças em alguns parâmetros da solução, tais como, 

viscosidade (FOLOGEA et al., 2005; KAWANO et al., 2009), grau de estruturação da água, 

tipo de íon dissolvido (RODRIGUES, et al., 2008; RODRIGUES et al., 2011), dentre outros, 

pode alterar a intensidade da interação entre o analito e o nanoporo, favorecendo a capacidade 

de detecção do elemento sensor. Um maior aprofundamento destas propriedades será 

abordado posteriormente na Seção 3.5.3. 
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FIGURA 9. Modelo estrutural da ligação da β-ciclodextrina (anel central) com o 
nanoporo heptamérico mutante da alfatoxina. 

 

 

 

Fonte: Protein Data Bank (pdb), código 3M3R.  O poro foi modificado na posição 113, onde 
foi trocada uma metionina por uma asparagina (M113N). Cada subunidade do nanoporo é 
mostrada em cores diferentes. 

 

3.4 Aplicações do nanoporo da alfatoxina 

  

 Um nanoporo proteico formado pela alfatoxina incorporado em uma bicamada lipídica 

plana possui aplicabilidade em diversas áreas, principalmente pela sua capacidade 

multianalítica e pela ampla variedade de adaptações em sua estrutura molecular (uso de 

mutantes, adaptadores moleculares), que podem ser feitas para adequá-lo às mais diversas 

aplicações. 

 

3.4.1 Detecção de enantiômeros 

KANG e colaboradores em 2006 relataram a propriedade que o nanoporo da alfatoxina 

possui em detectar simultaneamente mais de um analito em meio aquoso. Para isso, foi 

utilizada uma alfatoxina mutante acoplada a uma β-ciclodextrina, na tentativa de aumentar a 

especificidade do nanoporo, na detecção das formas enantioméricas do ibuprofeno (KANG et 

al., 2006) (Figura 10). 

Essa capacidade em detectar mais de um analito é explicada pela interação 

mutuamente exclusiva do analito, graças à restrição de confinamento ao lume aquoso do 

nanoporo. Deste modo, mesmo que dois analitos interajam em um mesmo local, apenas um 

deles terá acesso por vez, e podem ser identificados por gerarem “assinaturas moleculares” 

específicas. 
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A propriedade multianalítica garante vantagens ao nanoporo da alfatoxina em relação 

a outros tipos de sensores como, por exemplo, os imunossensores e os sensores enzimáticos, 

pois nestes últimos a especificidade limita sua utilização na detecção de mais de um analito, já 

que, por exemplo, para cada anticorpo, há um antígeno diferente (KASIANOWICZ et al., 

2001). 

 
FIGURA 10. Demonstração da propriedade multianalítica do biossensor baseado no poro 

protéico formado pela alfatoxina de Staphylococcus aureus inserido em bicamada lipídica plana. 
 

 

Fonte: Adaptado de KANG et al., 2006. Em (a) Registro dos bloqueios na corrente iônica 
característica do (S)-ibuprofeno; b) Registro dos bloqueios na corrente iônica característica do 
enantiômero (R)-ibuprofeno; e, c) Registro dos bloqueios da corrente iônica de ambas as moléculas 
simultaneamente, com seus respectivos histogramas de amplitude de corrente 

 

3.4.2 Espectrômetro de massa 

A determinação da massa, tamanho e concentração de moléculas ou analitos em 

amostras é de grande interesse científico e tecnológico. A técnica padrão atual para 

determinação da massa de moléculas é a espectrometria de massa (MALDI-TOF), que apesar 

de amplamente empregada apresenta como desvantagens: ser um ensaio destrutivo e de 
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dificílima miniaturização à escala nanométrica, portanto, inviabilizando seu emprego nos 

sistemas LAB-ON-A-CHIP (ABONNENC et al., 2010).  

Em 2007 nosso grupo juntamente com pesquisadores do National Institute of Health, 

demonstraram pioneiramente a utilização de nanoporos proteicos unitários, atuando como um 

espectrômetro de massas de moléculas poliméricas (polietilenoglicol) de tamanhos variados  

em solução aquosa (Figura 11).  

 
FIGURA 11 Nanoporo da alfatoxina como espectrômetro de massas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Robertson et al., 2007. Espectro de massa (superior) para o polietilenoglicol 

(PEG 1500, Mr=1500 g/mol) polidisperso obtido com o nanoporo unitário comparado ao espectro de 

massa (inferior) obtido pelo MALDI-TOF. Os histogramas representam o valor médio da corrente 

para cada amplitude de bloqueio referente a cada molécula do polímero. Os números na parte 

superior em cada “pico” do histograma indicam a quantidade de monômeros do etilenoglicol em 

cada molécula do polímero. Os maiores valores de I/Iopen correspondem às moléculas de PEG de 

menor massa molecular. O I indica o valor de corrente iônica através do nanoporo quando este é 

ocupado pelo polietilenoglicol, e Iopen é o valor de corrente quando não há moléculas de PEG no 

interior do nanoporo da alfatoxina. O “pico” indicado pelo número 28 corresponde a análise da 

amostra de polietilenoglicol (PEG 1294) monodisperso. No MALDI-MS devido ao processo de 

desorção e ionização, cada molécula do PEG perde um O ou OH 
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As assinaturas moleculares características, são capazes de promover a distinção destes 

compostos com base na modulação da corrente iônica em função das massas molares das 

cadeias do polietilenoglicol (PEG) (ROBERTSON et al.,2007;STANFORD et al., 2010). Na 

aplicação espectrométrica, o nanoporo apresentou alta sensibilidade, uma vez que foi capaz de 

discriminar as diferentes cadeias poliméricas da amostra de PEG polidisperso diferindo entre 

elas, apenas, em uma única unidade monomérica neutra do etilenoglicol (STANFORD et al., 

2010). 

 

3.4.3 Monitoramento de toxinas na água 

Uma das aplicações mais recentes foi a utilização do nanoporo como elemento sensor, 

na detecção de cianotoxinas na água, mais especificamente as microcistinas. Este trabalho de 

pesquisa, realizado pioneiramente por nosso grupo de pesquisa resultou em uma patente (PAT 

WO2013026123, 2013).  

  As microcistinas são heptapeptídeos cíclicos produzidos por diversas espécies do 

gênero Microcystis, e sua presença em concentração superior a 1 µg/L inviabiliza o uso 

d’água para o consumo humano e prejudica toda cadeia produtiva dependente de água de boa 

qualidade (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014). 

Existem aproximadamente 80 diferentes variantes estruturais de microcistinas, mas, 

todas apresentam alguns aminoácidos na configuração D, ausente nas proteínas presentes no 

organismo humano (SHENG et al., 2007). A grande variabilidade estrutural das microcistinas 

representa um empecilho a mais para o monitoramento, quantificação e identificação 

confiável destas moléculas em meio aquoso, exigindo atualmente o emprego de diversos 

métodos analíticos (SILVA, 2011). 

Na tentativa de melhorar a identificação dessas cianotoxinas, o método baseado no 

biossensor proteico foi desenvolvido para detecção, quantificação e caracterização dessas 

microcistinas em meios aquosos (Figura 12).  

Este método é dotado de elevada sensibilidade, possibilitando o monitoramento dessas 

moléculas em tempo real. 
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FIGURA 12. Modelo estrutural do nanoporo formado pela alfatoxina e a representação dos 

registros de bloqueios na corrente iônica característicos da detecção de dois tipos de microcistinas. 

 

Fonte: Retirado de PAT WO2013026123, 2013). Em (A). microcistina YR em (B) microcistina 
RR pelo nanoporo proteico formado pela alfatoxina,  inserido em uma bicamada lipídica plana 

 

3.4.4 Sequenciador molecular 

Os polinucleotídeos na natureza existem em duas classes: o ácido desoxirribonucleico 

(DNA) e o ácido ribonucleico (RNA). O DNA armazena a informação genética para o 

desenvolvimento e função da maioria dos organismos vivos e alguns vírus. O RNA é 

transcrito a partir de DNA por enzimas para a produção de proteínas, e a maioria dos vírus 

mantém a sua informação genética sob a forma de RNA (MARTIN, 2011). 

O DNA é encontrado em bactérias, no núcleo das células eucarióticas e nas 

mitocôndrias (BARRETT et al., 2013). 

A determinação da estrutura do DNA foi realizada por Watson e Crick em 1953, com 

base em estudos de difração de raios X (BORGES-OSÓRIO, 2013). A estrutura da molécula 

de DNA é formada por monômeros chamados nucleotídeos (Figura 13).  
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FIGURA 13. Estrutura e conformação da Molécula de DNA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 13. Estrutura e conformação da molécula de DNA. A estrutura molecular de uma cadeia 
simples de DNA é mostrada no lado esquerdo, com os grupos de fosfato, o açúcar desoxirribose 
(verde), a base adenina (vermelho claro) e a citosina (amarelo). A conformação da dupla-hélice é 
mostrada à direita. RETIRADO DE MARTIN, 2011. 

 

Cada nucleotídeo na cadeia polimérica é composto por uma base, um açúcar e um 

grupo fosfato. O açúcar (desoxirribose) e o grupo fosfato formam a unidade de repetição da 

estrutura dos polinucleotídeos, cada monômero se une a outro através de uma ligação 

fosfodiéster. O grupo fosfato liga-se ao carbono 3’ do açúcar de um nucleotídeo e ao carbono 

5’ do açúcar do nucleotídeo seguinte (VOET & VOET, 2013). 

A forma na qual as subunidades nucleotídicas estão ligadas confere uma polaridade 

química à fita de DNA. Cada açúcar forma uma protuberância (o fosfato 5’) em um lado e 

uma cavidade (a hidroxila 3’) no outro, cada cadeia completa, forma protuberâncias e 

cavidades entrelaçados, assim todas as subunidades estão alinhadas na mesma orientação. 

Essa polaridade na cadeia de DNA é indicada pela denominação das extremidades 3’ e 

extremidade 5’  (ALBERTS et al, 2013). 

As bases nitrogenadas são assim designadas, pois são formadas por anéis de carbono, 

hidrogênio e nitrogênio. Há quatro tipos de bases: citosina e timina, que são as pirimidinas; e 

adenina e guanina, que são as purinas (ALBERTS et al., 2013). 
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As bases de nucleotídeos podem formar ligações de hidrogênio com bases 

complementares. Essa interação é devido às estruturas moleculares correspondentes e ao 

padrão de ligação de hidrogênio entre guanina e citosina ou adenina e timina. Logo, cada 

molécula de DNA é uma dupla hélice formada a partir de duas fitas simples e complementares 

de nucleotídeos (Figura 13) (MARTIN, 2011). 

Devido a sua fundamental importância para a biologia um dos maiores desafios 

científicos do século XX foi o desvendamento da sequência de nucleotídeos. As técnicas de 

seqüenciamento de DNA vêm beneficiando um grande número de áreas científicas, incluindo 

genética, biologia computacional, ciências biomédicas, medicina diagnóstica, biologia 

molecular, antropologia, arqueologia e ciências forenses. Apesar da grande quantidade de 

informações que se tornou disponível a partir do método de seqüenciamento de Sanger, 

empregado no Projeto Genoma Humano (HGP), está claro que o futuro demanda por outras 

técnicas, rápidas e de menor custo (RHEE & BURNS, 2007; MUTHUKUMA, 2007; AYUB 

et al.,2013). 

Em 1977, surgiu o método de determinação de cadeia de Sanger que se tornou o 

método mais popular de sequenciamento de DNA. O primeiro sequenciador automático foi 

lançado em 1986 (ABI 370) e em 1998 surgiu o primeiro sequenciador de eletroforese capilar, 

o ABI 3700. Com a automatização foi possível realizar grandes projetos de sequenciamento, 

como o genoma humano (VARUZZA, 2011). 

Vários esforços acadêmicos e comerciais estão desenvolvendo novas tecnologias de 

seqüenciamento que visam reduzir o custo do sequenciamento de DNA em várias ordens de 

magnitude, uma vez que, a capacidade de sequenciar rapidamente o genoma humano (por 

exemplo, em 15 minutos) e a um preço acessível (por exemplo, EUA $ 1000) seria um marco 

na medicina (MUTHUKUMA, 2007; RINCON-RESTREPO et al., 2011). A esse preço e 

velocidade, a maioria das pessoas poderia ter seu genoma sequenciado possibilitando um 

tratamento médico personalizado. Graças aos avanços nas técnicas de segunda geração de 

sequenciamento de DNA, o custo de sequenciamento de um genoma humano inteiro é de 

aproxidamente $50,000 dólares americanos (BRANTON et al., 2008; DRMANAC et al., 

2010; RINCON-RESTREPO et al., 2011;WOLNA et al., 2013). 

O sequenciamento de nova geração – Next Generation Sequencing, em inglês, ou 

simplemente NGS– são processos de sequenciamento de DNA que utilizam metodologias 

diferentes da de Sanger, com o objetivo de acelerar e baixar o custo deste  processo. Apesar 
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de se diferenciarem entre si todos os sequenciadores de NGS se baseiam no processamento 

paralelo massivo de fragmentos de DNA. Enquanto que um sequenciador de eletroforese 

processa, no máximo, 96 fragmentos por vez, os sequenciadores de nova geração podem ler 

até bilhões de fragmentos ao mesmo tempo (VARUZZA, 2011). 

Cada tecnologia de sequenciamento possui uma estratégia diferente, mas em geral 

apresentam etapas comums como: preparo da amostra, amplificação da biblioteca e 

sequenciamento (VARUZZA, 2011). Por muitos anos, o Instituto Nacional de Pesquisa do 

Genoma Humano (NHGRI) tem monitorado os custos associados com sequenciamento de 

DNA realizado nos centros de sequenciamento financiados pelo Instituto. Esta informação 

serviu como um ponto de referência importante para avaliar melhorias em tecnologias de 

sequenciamento de DNA e para o estabelecimento da capacidade de sequenciamento de DNA 

do Programa de Sequenciamento do Genoma NHGRI (SPG) (NATIONAL HUMAN 

GENOME RESEARCH INSTITUTE, 2014). 

Em 2004, o NHGRI iniciou um esforço coordenado para apoiar o desenvolvimento de 

tecnologias para reduzir drasticamente o custo do sequenciamento do DNA, um movimento 

que visa ampliar as aplicações da informação genômica em pesquisa médica e de saúde.  Na 

Figura 14 é possível identificar a evolução do custo por megabase sequenciada e o valor por 

genoma. 

Nota-se um primeiro decréscimo em 2004, ano do lançamento do sequenciador 454 da 

Roche® e um decréscimo mais acentuado a partir de 2006 e 2007, anos em que foram 

lançados os sequenciadores de nova geração da Illumina® e da Life Technologies®. 

No gráfico também é mostrado qual seria a redução de custo, se a tecnologia de 

sequenciamento tivesse evoluído segundo a lei de Moore. A Lei de Moore descreve uma 

tendência em longo prazo na indústria de hardware de computador que preconiza a duplicação 

do “poder computacional” a cada dois anos.  

No final de 2010, foi lançado o Ion Torrent Personal Genome Machine (PGM®), o 

primeiro sequenciador a detectar a incorporação dos nucleotídeos através de um 

semicondutor, reduzindo, dessa forma, a complexidade do equipamento e o custo da reação de 

sequenciamento. 
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FIGURA 14. Evolução do custo de sequenciamento por megabase. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Disponível em: http://www.genome.gov/sequencingcosts/. Acesso em 01/03/2014 

 

Este é o primeiro sequenciador NGS que não é baseado no princípio de emissão e 

detecção de luz. Neste caso, o sequenciamento ocorre em um chip contendo milhões de poços 

conectados a semicondutores capazes de detectar variações de potencial do meio reacional em 

função da liberação de um íon de hidrogênio (H+) durante a incorporação de um nucleotídeo. 

Os chips possuem um sistema multicamadas de circuitos com muitas interconexões. O Ion 

Torrent® é diferente, pois a detecção é feita diretamente. A reação de polimerização gera 

naturalmente um H+, ou seja, um próton, que altera o pH do meio. Essa alteração do pH é 

detectada por um transistor  e convertida em um sinal elétrico(ALSEQ, 2014). 

Apesar de diminuir o custo do sequenciamento, as tecnologias de segunda geração, no 

entanto, como as implementadas pela 454 Life Sciences (Roche®), Solex® (Illumina) e 

Applied Biosystems SOLiD ™ (Life Technologies), contam com um lento ciclo de 

processamento enzimático e de imagem. 

Neste contexto, os candidatos mais prováveis para atingir o sequenciamento do 

genoma humano em 15 minutos no valor dos mil dólares americanos serão as plataformas de 

sequenciamento de terceira geração como, por exemplo, o Pacífic Bioscience® que utiliza 

moléculas unitárias e faz sequenciamento em tempo-real, o sequenciamento por síntese 

(SMRT ™) ou o sequenciamento por nanoporo que se baseiam na determinação contínua de 
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sequências de moléculas de DNA individuais em tempo real e que constituem a grande aposta 

de pesquisadores (BRANTON et al, 2008). Na Tabela 1 é possível fazer a comparação, do 

comprimento médio de leitura, do custo do equipamento, do tipo de método empregado e a 

precisão das leituras dessas plataformas mais modernas de sequenciamento. 

Tabela 1. Comparação das plataformas de sequenciamento de nova-geração. Adaptado De 

Braütigam & Gowik, 2010; Michael L. Metzker, 2010. 

 

 

 O uso de nanoporos para o sequenciamento de biopolímeros foi proposto há mais de 

uma década. A primeira prova experimental de translocação de moléculas de DNA foi 

relatada em 1996 usando nanoporo proteico da alfatoxina (KASIANOWICZ et al, 1996). 

Uma potencial vantagem dessa abordagem em relação aos métodos atuais de sequenciamento 

por síntese, é que além de ser uma metodologia muito mais direta, apresenta uma capacidade 

inerente de leitura bidirecional, um verdadeiro sequenciamento de novo (ERVIN et al., 2014). 

Essa tecnologia do nanoporo possibilitará um sequenciamento de ácidos nucléicos, com maior 

rapidez de análise e sem a necessidade de marcação ou amplificação (BAYLEY,2006; 

CLARKE et al.,2009; WOLNA et al,. 2013; WANG, et al., 2013), com medidas da estrutura 

Plataforma Preparação 
da Amostra 

Compriment
o de Leitura 

(pb) 

Custo do 
equipamento 

(US$) 

Gb por 
Corrida  

Método de 
Sequenciamento 

Precisão 

Roche/454’s 
GS FLX 
Titanium 

 
Emulsão em 

PCR 

 
250 ou 400 

bases 
 

 
500,000 

 
0.45 

 
Pirosequen
ciamento 

 

 
99% 

 
Illumina/ 
Solexa’s 

GAI 

 
PCR em fase 

sólida 

 
35-76 bases 

 

 
540,000 

 
18‡ 35 

 
Sequencia
mento por 

síntese 

 
>98,5% 

 
Life/APG’s 

SOLiD 3 

 
Emulsão em 

PCR 

 
até 50 bases 

 

 
595,000 

 
30‡ 50 

 
Sequencia
mento por 

ligação 
 

 
99,94% 

 
Helicos 

BioSciences 
HeliScope 

 
Fragmento 

único 

 
32 

 
999,000 

 
37 

 
Fragmento 

único 

 
≥97-

99,8% 

 
Pacific 

Biosciences 
(target 
release: 

2010 

 
 

Fragmento 
único 

 
 

964 

 
 

NÃO 
AVALIADO 

 
 

NÃO 
AVALIAD

O 

 
 

Tempo-
real 

 
 

≥98-99% 



AGUIAR, J.P. Influência da viscosidade e íons de Hofmeister na interação DNA...                                                    51 

 

              Programa de Pós-graduação em Inovação Terapêutica. Dissertação - Juliana Pereira de Aguiar 

 

dos ácidos nucleicos, com uma precisão a nível de Angstrom (Å) (DEAMER, 2010; 

MAGLIA et al., 2010; STODDART et al., 2010). 

O sequenciamento ocorre da seguinte maneira: a fita simples de DNA transloca-se, 

eletroforeticamente, através do nanoporo unitário; as quatro bases nitrogenadas do DNA 

(adenina, guanina, citosina e timina) interagem individualmente e de forma específica com 

uma parte do nanoporo produzindo modulações características na corrente iônica; deste modo, 

a sequência das modulações na corrente reflete a sequência das bases nitrogenadas do ácido 

nucléico. Esse processo é mostrado na Figura 15. 

 
FIGURA 15.  Gravação de um único canal da alfatoxina mostrando os bloqueios característicos 

dos nucleotídeos ao passar pelo interior do nanoporo. 

 
Fonte: Adaptado de CLARKE et al, 2009. O valor da corrente residual de cada nucleotídeo é 
demonstrado nas quatro faixas de cores (T- vermelho, A- verde, C-azul e G-cinza). 

 

Apesar dos esforços notáveis nos últimos anos, ainda não há um dispositivo comercial 

disponível, baseado nessa tecnologia, pois existem muitos problemas experimentais que 

devem ser superados, até que o complexo nanoporo/bicamada lipídica se torne um dispositivo 

“sequenciador real”. Em 2008, foi criado um projeto, financiado pela União Européia, 

intitulado: “Abordagens Revolucionárias e Aparelhos para Análise de Ácidos Nucléicos” do 

inglês “ The Revolutionary Approaches and Devices for Nucleic Acid (READNA). Esse 

consórcio, inclui projetos para acelerar novas tecnologias de sequenciamento de DNA e 

métodos avançados para melhorar a análise dos dados, mas tinha como objetivo final, 

desenvolver tecnologias que permitam um sequenciamento do genoma humano inteiro, no 

valor total de até mil dólares americanos (1000$), em menos de um dia. Um exemplo disso, é 

o sequenciamento de terceira geração desenvolvido pela Oxford Nanopore Technologies 
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dentro do READNA, que também se baseia na utilização de nanoporos biológicos, mais 

especificamente o nanoporo da alfatoxina. Pretendia-se comercializar essas plataformas entres 

os anos de 2012 e 2013, mas apesar de muitos desafios tecnológicos já terem sido resolvidos, 

esses produtos ainda não chegaram no mercado. Outras empresas, do mesmo projeto, também 

desenvolvem plataformas de sequenciamento baseados em nanoporos biológicos, como por 

exemplo, a Genia Technologies Inc. com previsão de lançamento de seu produto no ano de 

2014 e também as baseadas em nanoporos sintéticos, como a IBM/Roche e a NaBsys Inc. que 

ainda não têm previsão de lançamento de suas plataformas (MCGINN& GUT, 2013). 

O maior problema, inerente às plataformas de sequenciamento baseadas em nanoporo, 

é o insuficiente nível de reconhecimento das bases durante a passagem da molécula do DNA 

através do poro, isto se deve a altíssima velocidade de translocação da molécula de DNA 

através do poro (≤10μs por base) (KASIANOWICZ et al, 1996;KOWALCZYK et al, 2011). 

Este valor está no limite atingível experimentalmente e insuficiente para detectar 

individualmente, cada nucleotídeo. A velocidade desejável para o sequenciamento com o 

nanoporo é 1 ms por base, quando será possível deduzir a sequencia de nucleotídeos com 

precisão, por meio da análise da corrente residual (KING & GOLOVCHENKO, 2005). 

Como foi observado por Deamer em 2010, a velocidade que uma fita de ssDNA passa 

através do poro, sob uma tensão de 120mv, é muito rápida e impede a discriminação entre as 

bases individuais. Considerando a translocação em ~2 μs  e que a corrente iônica é 

normalmente reduzida a 10 pA, isso equivale a 62 milhões de íons por segundo. Conclui-se 

que em 2 μs, apenas 124 íons estariam disponíveis para estabelecer a identidade de uma base 

durante a translocação. O número real é ainda menor, porque, em média, há apenas uma 

diferença de ~2 pA entre purinas e pirimidinas quando ocupando o poro. Este número 

minúsculo de íons não pode fornecer uma relação sinal-ruído suficiente para identificar uma 

única base em escala temporal de microssegundos (DEAMER et al., 2010). 

Para solucionar esses problemas de sequenciamento do DNA, diversos pesquisadores 

têm se voltado para o estudo de estratégias que potencialmente possam modificar alguns 

parâmetros tais como, a viscosidade, o grau de estruturação da água, tipo de íon dissolvido, 

modificação genética do poro, uso de enzimas, dentre outros, que venham a alterar a 

intensidade da interação entre o analito e o nanoporo (energia de interação), diminuindo a 

velocidade de translocação destas moléculas durante o seu curso pelo interior do nanoporo e 

aumentando a sensibilidade e resolução para as etapas de caracterização molecular (KANG et 
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al., 2007; GURNEV et al., 2009;MULERO et al., 2010). Nesse trabalho abordamos duas 

dessas estratégias, o grau de estruturação da água e a modificação da viscosidade buscando a 

melhora na detecção do ssDNA, como descrito nos próximos tópicos. 

 

3.5 Influência dos íons de Hofmeister na interação DNA 

3.5.1 Série de Hofmeister 

 

Em 1887, Franz Hofmeister, professor da Universidade de Praga realizou estudos 

preliminares sobre os efeitos alguns sais sobre a globulina, além de estudos sobre a 

precipitação de com outras proteínas. Em um artigo publicado em 1888, considerado pioneiro, 

Hofmeister observou o efeito desnaturante dos sais, que o permitiu classificar esses sais de 

acordo com sua “capacidade de ordenar as moléculas de água” (LO NOSTRO apud 

HOFMEISTER) 

Com seus achados, Hofmeister concluiu que a eficácia dos sais em precipitar as 

proteínas aumenta com a sua capacidade em “ordenar” a água ao seu redor e classificou um 

primeiro grupo de sais conforme sua eficiência em precipitar proteínas (salting-out) e um 

segundo grupo de sais de acordo com sua eficácia em solubilizar proteínas (salting-in) 

originando a Série de Hofmeister ou série liotrópica (HOFMEISTER, 1888; NINHAM & 

YAMINSKY, 1997; SCHWIERZ et al., 2010, LO NOSTRO & NINHAM, 2012). Desde 

então, esta série tem sido aplicada a diversos fenômenos que envolvem especificidade iônica. 

A sequência de Hofmeister é dividida em duas classes de acordo com sua capacidade 

de estruturar as moléculas de água ao seu redor do íon. Os íons induzem efeitos na estrutura 

da água alterando a formação natural das ligações de hidrogênio, consequentemente, as 

moléculas de água se ordenam de forma diferente ao redor de cada íon. Assim, dependendo da 

quantidade de moléculas de água que se ordenam ao redor do íon podemos classificá-lo em 

caotrópico (fracamente hidratado) ou em cosmotrópico (fortemente hidratado). Como 

exemplos de íons caotrópicos, temos: tiocianato (SCN-), perclorato (ClO4
-), iodeto (I-), 

amônio (NH4
+), entre outros; e de cosmotrópicos temos: sulfato (SO4

2-), fluoreto (F-), cálcio 

(Ca+2), magnésio (Mg+2), entre outros. De modo geral, os cosmotrópicos possuem a 

capacidade de estruturar as moléculas de água e estabilizar proteínas, enquanto que, os 
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caotrópicos desestruturaram as moléculas de água e desestabilizam proteínas (ZHANG & 

CREMER, 2006). 

Quando um íon é adicionado a um dado volume de água, ele liga-se às moléculas mais 

próximas do solvente deste modo, causa uma reorientação dos dipolos moleculares ao redor 

do seu campo elétrico. Os íons cosmotrópicos possuem interação mais forte com moléculas de 

água do que às moléculas de água entre si, já os caotrópicos no contrário, interagem com a 

água mais fracamente do que às moléculas de água entre si (LO NOSTRO et al., 2006). 

A sequência dos íons de Hofmeister representa a influência dos íons na água. Porém, 

esta sequência não é fixa e depende do sistema em estudo, alguns íons podem mudar a sua 

posição na série ou até mesmo invertê-la. Por exemplo, um dado íon pode interagir com 

apenas moléculas de água ou com uma macromolécula podendo apresentar um 

comportamento caotrópico ou cosmotrópico a depender das condições do sistema 

experimental (LEMAY, 2009; KUNZ, 2010). 

 

 

3.5.2 Efeito específico dos íons 

 

Os efeitos específicos dos íons ou efeitos de Hofmeister (Figura 16) são conhecidos 

desde o final do século XIX. Os efeitos dos íons dessa série são observados em várias 

situações como na estabilidade de proteínas (TADEO et al., 2009), interações proteína-

proteína, cristalização de proteínas (COLLINS, 2006), atividade enzimática (NISHIMURA et 

al., 1999), estruturação e desnaturação de macromoléculas biológicas (ZHANG & CREMER, 

2006), crescimento bacteriano (LO NOSTRO et al., 2006). 

Além disso, a Série de Hofmeister é observada em muitos fenômenos físico-químicos 

como tensão superficial (PEGRAM & RECORD, 2007), concentração micelar crítica 

(WANG & SATOH, 2009) e estabilidade coloidal (LÓPEZ-LÉON et al., 2005).  

  Esses efeitos específicos dos íons também ocorrem em soluções aquosas simples de 

eletrólitos. Propriedades tais como a viscosidade, densidade, índice de refração, elevação do 

ponto de ebulição, a pressão osmótica dentre outras, se mostram alteradas dependendo da 

composição e concentração de sal adicionado (ELBERLING et al., 2003). 
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FIGURA 16. Sequência dos ânions e cátions da Série de Hofmeister. Fonte :Adaptado de 
Müller & Faude, 2008. 

 

 

 
Fonte : Adaptado de Müller & Faude, 2008. Íons classificados de acordo com as suas atuações 
(ou propriedades) na camada de hidratação em íons cosmotrópicos ou caotrópicos e alguns 
exemplos dos efeitos específicos promovidos por estes íons 

 

Sais e, fundamentalmente, íons determinam a estrutura e função das principais 

moléculas (proteínas, carboidratos, lipídeos, DNA) indispensáveis na manutenção dos seres 

vivos. Eles participam da regulação osmótica das células e nos principais processos vitais. 

Qualquer sistema biológico vai sofrer um estresse significativo quando concentrações 

específicas de sal são variadas ou um é substituído por outro (ZHANG & CREMER,2010). 

Os mecanismos moleculares responsáveis pelo o efeito da adição de sais em soluções 

de não-eletrólitos é muito complexo, devido aos diferentes tipos de interações 

intermoleculares que envolvem os íons, o solvente e as moléculas de soluto (KUNZ ET AL., 

2004).  

  Diversos pesquisadores discutem esses efeitos baseado em diferentes teorias (LO 

NOSTRO & NINHAM, 2012):  

  Teoria da hidratação: Nessa teoria, os íons atraem as moléculas do solvente formando 

camadas de hidratação. Neste processo íons e moléculas de não-eletrólito, incluindo 

moléculas de gás dissolvidas, competem pelas mesmas moléculas do solvente, o que pode 

provoca a precipitação do composto a partir da solução. Em geral os ânions são mais 

hidratados do que os cátions (pelo menos, em termos de números de hidratação padrão). Aos 

ânions é atribuído a responsabilidade pelo efeito salting-out e aos cátions o efeito salting-in, e 
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o efeito de salting de um eletrólito líquido depende do equilíbrio destas duas tendências 

opostas de hidratação.   

  As moléculas de água confinados na camada de hidratação são fortemente 

influenciadas pelo campo iônico e flutuam continuamente. A Figura 17 mostra a interação 

dessas três camadas interdependentes com uma macromolécula, neste caso uma proteína. A 

primeira e a terceira camada competem pelas ligações de hidrogênio com a segunda camada. 

Se íons ou solutos neutros são adicionados na solução banhante interagindo, inicialmente, 

com a camada externa, eles irão afetar a capacidade da camada de transição em solvatar a 

superfície da proteína (PARSEGIAN & ZEMB, 2011; LO NOSTRO & NINHAM, 2012;). 

 
FIGURA 17. Representação esquemática das três camadas de hidratação de uma molécula de 

proteína e da interação de íons cosmotrópicos e caotrópicos com essas camadas. 
 

 

 

 

  

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Lo Nostro, 2012. A camada L1 ou camada de solvatação; camada L2 ou de 

transição e L3 camada mais externa (bulk layer). O círculo verde representa um íon cosmotrópico, 

enquanto que o círculo laranja representa um íon caotrópicos 

 

Em particular, um íon cosmotrópico presente na camada mais externa irá "desviar" as 

moléculas de água da segunda camada que participam da hidratação protéica, deste modo à 

solução fica mais “pobre” de solvente para hidratar a proteína, que, eventualmente, minimiza 

a área de exposição ao solvente, aumentando sua rigidez tornando-se uma molécula mais 

compacta.Por outro lado, a presença de íons caotrópicos na terceira camada promove a 
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solvatação da superfície da proteína pela camada de transição; a solução torna-se um melhor 

solvente para a proteína, que se desenrola, expondo mais a sua superfície para o solvente (LO 

NOSTRO & NINHAM, 2012;). 

Teoria Dipolo-Água: Essa teoria considera que as moléculas do solvente da camada de 

hidratação ao redor de um íon são orientados: os cátions atraem o átomo de oxigênio 

parcialmente negativo, enquanto que os ânions atraem o hidrogênio parcialmente positivo. Por 

conseguinte, os íons podem desempenhar um papel significativo realçando ou desfavorecendo 

a orientação das moléculas de água para o soluto dos não-eletrólitos (salting-in e de salting-

out, respectivamente), dependendo da carga iônica. Na realidade, o que se tem é que a 

hidratação e ordenação dos dipolos são mecanismos acoplados. 

Teoria eletrostática: Acredita-se que os efeitos de Hofmeister aparentemente se 

realizam via mudanças na estrutura da água através de forças eletrostáticas e forças 

dissipativas de Debay-London (LO NOSTRO et al., 2006). Forças eletrostáticas dependem 

apenas da carga iônica. Elas não se alteram, por exemplo, se um íon de sódio for substituído 

por um íon de potássio. As forças de dispersão atuam entre o íon e o seu ambiente. Estas 

forças surgem de flutuações eletrodinâmicas e dependem da polarizabilidade de cada íon são, 

portanto, íon específico. Na concentração de sal da maioria dos sistemas biológicos, as forças 

eletrostáticas são omitidas e as forças de dispersão podem dominar (BOSTRÖM et al., 2002; 

MOREIRA et al., 2006). 

A Figura 18 ilustra esquematicamente o efeito das forças de íons perto de uma 

superfície. No painel da esquerda observa-se a situação representada por um modelo clássico, 

onde as forças eletrostáticas agem e determinam a acumulação e a repulsão de íons a partir de 

uma superfície, dependendo da carga iônica. O painel da direita ilustra o efeito das forças de 

dispersão as quais competem com as interações eletrostáticas repulsivas podendo produzir 

uma atração em um íon polarizável (soft) com carga igual a da superfície (LO NOSTRO & 

NINHAM, 2012). 
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FIGURA 18. Efeitos de forças sobre os íons perto de uma superfície. 

 

 

 

 

 
Fonte: Adaptado De Parsons & Ninham, 2011As forças eletrostáticas (esquerda) e forças 
dissipativas (direita) atuam nos cátions e ânions. As forças dissipativas podem ser repulsivas ou 
atrativas dependendo do íon presente na solução 

 

Contudo, os efeitos específicos dos íons não conseguem ser bem explicados apenas 

pelas teorias clássicas baseadas nas forças eletrostáticas. O tamanho dos íons e a estrutura da 

água devem ser considerados também, pois os íons afetam a estrutura e a dinâmica da água, 

principalmente, nas suas camadas de hidratação (XIE et al., 2014). Com uma abordagem 

relativamente simples, Collins (2004) propôs uma teoria para explicar os efeitos de 

Hofmeister. Intitulada Lei de Correspondência de Afinidades da Água (em inglês: “Law of 

Matching Water Affinities”) essa lei é útil para o entendimento dos efeitos específicos dos 

íons qualitativamente e baseia-se, principalmente, na concepção de que íons de cargas opostas 

em solução formam esferas internas de pares iônicos espontaneamente somente quando estes 

íons possuem energias livres de hidratação absolutas similares (afinidades de água iguais) 

(COLLINS,2004). 

A energia livre de hidratação absoluta de um íon é uma função monotônica da 

densidade de carga de superfície, a partir disso, segundo essa lei, há uma tendência de íons 

com cargas iguais se ordenarem de acordo com o tamanho: ânions grandes formam esferas 

internas de pares iônicos com cátions grandes, enquanto que, ânions pequenos formam esferas 

internas de pares iônicos com cátions pequenos.  

  Basicamente, nessa teoria, íons simples são considerados como uma esfera com uma 

carga pontual no centro. Quando os íons são pequenos, as moléculas de água circundantes 

estão firmemente ligadas (íons cosmotrópicos), enquanto que, quando os íons são grandes a 
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camada de hidratação fica ligada fracamente ao íon (íon caotrópico) (KUNZ & NEUEDER, 

2010). Partindo da premissa da lei de Collins, sais com combinação de cátion-ânion 

cosmotrópico-cosmotrópico ou caotrópico-caotrópico (ou seja, associação de íons que 

possuem valores próximos de energias livres de hidratação) possuem uma tendência de 

formar par iônico mais forte do que combinações cátion-ânion cosmotrópico-caotrópico ou 

caotrópico-cosmotrópico (XIE et al., 2014). Vários grupos vêm tentando validar os conceitos 

de Collins utilizando métodos de simulação computacional (VLACHY et al., 2009; XIE & 

GAO, 2013; XIE et al., 2014). Fennel e cols. (2009) investigaram a interação íon-íon em meio 

aquoso por meio de simulações por dinâmica molecular, permitindo uma interpretação 

microscópica das observações empíricas da lei de Collins, e observaram que as simulações 

foram consistentes com as proposições da lei (FENNEL et al., 2009) 

3.5.3 Influência dos sais em sistemas confinados 
 

Os canais iônicos representam um ambiente onde ciclos sistemáticos de hidratação e 

desidratação ocorrem fisiologicamente com as espécies transportadas. Os efeitos de 

Hofmeister devem ser perceptíveis nos casos em que as dimensões do canal correspondem ao 

diâmetro do íon a ser transportado, como os canais de K+ dependentes de voltagem 

(COLLINS, 1995). 

Um dos primeiros estudos avaliando a influência dos íons nas características cinéticas 

dos canais iônicos foi realizado por Grigorjev e Bezrukov em 1994. Eles avaliaram a 

influência dos íons halogênios (F-, Cl-, Br-, I-), formando sais com o K+, nas propriedades 

biofísicas (condutância e seletividade) do canal iônico formado pelo antibiótico roflamycoin. 

Tanto a condutância quanto a seletividade iônica foram dependentes do tipo de eletrólito. A 

condutância do canal iônico unitário aumentou ao longo da série F- < Cl- < Br- < I- . Com 

relação à seletividade, observou-se uma redução gradual da seletividade aniônica do canal 

iônico ao longo da sequência F- > Cl- > Br- > I-. Houve uma inversão na seletividade, partindo 

de uma seletividade aniônica com KF para uma seletividade catiônica com KI. Foi 

estabelecido que quanto maior for a natureza caotrópica do ânion, mais forte é a ligação dos 

ânions na estrutura protéica do canal e este desenvolve uma seletividade catiônica devido a 

redução da barreira eletrostática para os cátions (MACHADO, 2014). 

O estudo dos efeitos dos íons em sistemas confinados, como os sensores estocásticos 

baseados no nanoporo protéico unitário, também vem se intensificando nos últimos anos, 
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tendo em vista a grande importância biotecnológica deste sensor (KANG et al., 2007; 

MULERO et al., 2010; GURNEV et al., 2009).  

  No estudo de  Rodrigues e cols. (2008) foi mostrado que o simples aumento da 

concentração do KCl (de 1M para 4M) melhora qualitativamente as características do sensor 

formado pela alfatoxina de Staphylococcus aureus em bicamada lipídica plana. Nesse estudo, 

foi estabelecida uma forte relação entre o aumento da concentração do sal com o nível de 

resolução do sensor, demonstrado na determinação do parâmetro denominado limite de 

detecção. Este parâmetro é diretamente proporcional à concentração do analito o que permite 

avaliar a sensibilidade do sensor. A menor concentração do analito detectável pelo sensor 

estocástico (com o nanoporo proteico em bicamada lipídica plana) pode ser definido como o 

valor de concentração que leva ao aparecimento dos eventos de interação (analito-nanoporo) 

com a frequência a partir de 1 Hz (Figura 19). 

 

FIGURA 19. Gráfico que relaciona o limite de detecção versus concentração do KCl em 
molar (M) com as concentrações do analito (PEG 2000). 

 

 

Fonte: Adaptado de Rodrigues et al., 2008. Os menores valores de detecção do PEG ocorrem 
quando utilizado o KCl como solução banhante em concentração de 4M. 

 

        A composição iônica da solução que banha o sensor nanoscópico também pode 

alterar a energia de interação do analito com o nanoporo, modificando a sensibilidade do 
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sensor (GURNEV et al., 2009; MACHADO et al., 2010). A sensibilidade do sensor 

depende muito fortemente do tipo do eletrólito que compõe a solução banhante (Figura 

20) e isto foi evidenciado por Rodrigues e colaboradores em 2011 onde avaliaram a 

influência de ânions da família VIIA, formando sais com o K+, nas propriedades de 

detecção estocástica do nanoporo-sensor formado pela alfatoxina. Demonstrou-se que na 

presença dos halogênios extremos (menor e maior tamanho, F- e I-) a sensibilidade do 

sensor diferiu em mais de cem vezes. 

 

FIGURA 20. Gráfico que relaciona o limite de detecção versus concentração do analito (PEG). 

 

 

Fonte: Adaptado de Rodrigues et al., 2011. Para facilitar a determinação da concentração do 
analito (setas horizontais), a frequência dos eventos da interação do nanoporo com analito dever 
ser 60igual ou maior do que 1 Hz (linha vertical). A solução banhante da membrana foi composta 
por sais de potássio com os ânions F-, Cl-, Br- e I- (4 M), tamponado com Tris (5mM) em pH 7,5. 
O modelo de analito polimérico utilizado foi o polietilenoglicol de peso molecular 1294 (PEG 
1294). 

 

Deste modo, estabeleceu-se uma forte relação proporcional entre o aumento do nível 

de resolução do sensor para moléculas unitárias e o tipo e concentração da solução salina 

utilizada, levando a necessidade de novos estudos que verifiquem o potencial de novas 

soluções capazes de aumentar a energia de interação do complexo analito – nanoporo. 
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3.6 Viscosidade 

Outra estratégia para diminuir a velocidade de translocação do DNA, é a utilização de 

substâncias que aumentem o coeficiente de viscosidade da solução banhante. A viscosidade é 

uma das medidas utilizadas para a caracterização reológica de diferentes tipos de produtos. A 

viscosidade de um líquido mede a resistência interna oferecida ao movimento relativo das 

diferentes partes desse líquido, ou seja, a resistência ao fluxo (ZORTÉA et al., 2011).  

  O parâmetro físico-químico que permite relacionar a viscosidade com a série de 

Hofmeister de maneira quantitativa é o coeficiente B de viscosidade de Jones-Dole. Os íons 

podem ser sistematicamente classificados como caotrópicos ou cosmotrópicos a partir do sinal 

do coeficiente. O coeficiente B de viscosidade Jones-Dole correlaciona-se com a densidade de 

carga dos íons e oferece informações relativas à solvatação dos íons (JENKINS & MARCUS, 

1995; COLLINS, 1997). Para uma ampla faixa de concentrações, entre 5 x 10-3 a 1 M, a 

viscosidade específica é definido pela seguinte equação: 

η / η0 = 1 + Ac1/2 + Bc     (Eq. 1) 

onde, c é a concentração do sal; η é a viscosidade da solução eletrolítica aquosa; η0 é a 

viscosidade da água pura à mesma temperatura; A é um termo eletrostático, que em 

concentrações moderadas do sal é igual a 1; e B é uma medida direta da força das interações 

íon-água normalizada com a força de interações água-água na solução.  

  Com estes estudos de Jones e Dole foi mostrado que geralmente alguns íons 

cosmotrópicos tornam a água mais viscosa e os íons caotrópicos a tornam mais fluida (tabela 

2) quando comparada com a viscosidade da água pura à mesma temperatura (JENKINS & 

MARCUS, 1995; MARCUS, 2009; LO NOSTRO & NINHAM, 2012).  

De acordo com a tabela 2, o coeficiente B permite-nos dividir os íons em dois grupos: 

coeficientes B com sinal negativo para íons fracamente hidratados (íons caotrópicos, η < η0) e 

coeficientes B com sinal positivo para íons fortemente hidratados (íons cosmotrópicos, η > η0) 

(LO NOSTRO & NINHAM, 2012). Nessa mesma tabela, são também apresentados os valores 

de ADHN (apparent dynamic hydration numbers– números de hidratação dinâmica aparente) 

que indicam o número de moléculas de água fortemente ligadas ao íon (KIRIUKHIN& 

COLLINS, 2002). 

Além disso, outras substâncias, como o glicerol, são normalmente utilizadas em estudo 

de viscosidade. A viscosidade do glicerol é cerca de mil vezes a viscosidade da água, além do 
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mais, ele se torna interessante entre os solventes não aquosos, porque, como a água, ele é um 

solvente ligado por hidrogênios com elevada permissividade relativa. Assim, é natural 

perceber semelhanças entre esses dois solventes (HAMMADI, 2004). 

 
TABELA 2: Valores dos coeficientes B de viscosidade Jones-Dole (B) e dos ADHN 

(apparent dynamic hydration numbers– números de hidratação dinâmica aparente) para diversos 

cátions e ânions. Fonte: tabela adaptada de COLLINS, 2006; SINHG, 2007 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Soluções aquosas de glicerol são amplamente utilizadas em estudos experimentais de 

fenômenos de fluxo. Cerca de duas décadas atrás, SABIROV e colaboradores, (1993) 

demonstrou que canais iônicos inseridos em membranas lipídicas planas são estáveis e 

funcionam bem em soluções concentradas de não eletrólitos, incluindo glicerol e 

etilenoglicóis. Foi mostrado que o aumento da viscosidade das soluções por não-eletrólitos 

diminui a constante de entrada das moléculas do analito no nanoporo (KRASILNIKOV et al., 

1999; FOLOGEA et al., 2005; KAWANO et al., 2009).  

Cátions B ADHN Ânions B ADHN 

Mg+2 0.385 5.8 PO4
-3 0.590 5.1 

Ca+2 0.285 2.1 HPO4
-2  4.0 

   H2PO4
-2  1.9 

   CH3CO2
- 0.250  

Ba+2 0.22 0.35 SO4
-2 0.208 1.8 

H+  1.93    

Li+ 0.150 0.6 F- 0.1 5.0 

   HO-  2.8 

Na+ 0.086 0.22 HCO2
- 0.052 2.0 

K+ -0.007 0 Cl- -0.007 0 

NH4
+ -0.007 0 Br- -0.032 0 

Rb+ -0.030 0 NO3
- -0.046 0 

Cs+ -0.045 0 ClO4
- -0.061 0 

   I- -0.068 0 

   SCN- -0.103 0 
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Não-eletrólitos são capazes não somente de aumentar a viscosidade das soluções, mas 

diminuem a condutividade das soluções e, como consequência disso, a condutância dos canais 

iônicos (KRASILNIKOV, 2002). O valor da condutância é um parâmetro muito importante 

porque influi significativamente na razão sinal/ruído. O ideal é encontrar os não–eletrólitos 

com habilidade de aumentar a viscosidade de maneira mais acentuada do que diminuir a 

condutividade da solução salina. 

Em um estudo realizado por Fologea e colaboradores (2005), foi mostrada a redução 

da velocidade de translocação de uma molécula de DNA através de um nanoporo no estado 

sólido (poro de nitreto de silício de 4-8 nm), com o simples controle de alguns parâmetros 

como a temperatura, a concentração do sal e principalmente a viscosidade. A viscosidade da 

solução de KCl foi alterada por adição de glicerol (0-50%), mantendo a concentração 

constante de KCl a 1,5 M. Observou-se que os tempos de residência aumentam linearmente 

com a viscosidade (Figura 21 ).  

 
FIGURA 21. Bloqueio da corrente e tempo de translocação do DNA em função do aumento 

da viscosidade gerado pela adição de glicerol (0-50%). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Adaptado de Fologea et al., 2005. Solução de KCl 1,5 M e voltagem aplicada de 120 mV 

 

 

 

O aumento da viscosidade de cerca de 5 vezes (50% de adição de glicerol) aumenta o 

tempo de translocação e, assim, a resolução temporal, cerca de 5 vezes. Além disso, o 
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bloqueio de corrente ainda é grande o suficiente para a análise adequada dos sinais 

(FOLOGEA et al., 2005). 

Em outro estudo, realizado por Kawano e colaboradores (2009) também foi 

demonstrado que o controle preciso dos parâmetros de translocação, ajustando a viscosidade, 

fornece um meio potencial para melhorar o sequenciamento utilizando métodos baseados em 

nanoporos proteicos (Figura 22). No estudo em questão, as soluções banhantes utilizadas 

foram compostas por KCl acrescidas de concentrações diferentes de glicerol (0, 12.5%, 40% e 

63% de glicerol), o que levou a um aumento da viscosidade. A figura 23 mostra que a 

velocidade de translocação de uma fita de DNA 50pb na solução de glicerol a 63% é mais do 

que 20 vezes menor do que a da solução aquosa e corresponde a um tempo de residência de 

66 ±20 µs por nucleotídeo. 

 
FIGURA 22. Tempo (a) velocidade (b) de translocação de uma fita de DNA poli-A 50 pb em 

função da viscosidade da solução. 
 

 

FIGURA 22. Tempo (a) velocidade (b) de translocação de uma fita de DNA poli-A 50 pb em função 
da viscosidade da solução. Os dados correspondem a 0, 12,5%, 25% , 40% e  63% de glicerol em 
soluções  mistas contendo 1,0 M de KCl, 10 mM de Tris, 1 mM de EDTA. Todas as medições foram 
realizado a -120 mV (lado cis negativo) em 24±1 ° C. O tempo de translocação de uma fita de DNA 
50pb na solução de glicerol a 63% é mais do que 20 vezes menor do que a do solução aquosa. 
Adaptado de KAWANO et al., 2009. 

 

Em estudo ainda mais recente, de LUAN e colaboradores (2012), com simulações de 
dinâmica molecular, foi investigado a dinâmica de uma fita simples de DNA em solução 
aquosa de glicerol, confinados em um nanoporo sintético de SiO2 4nm de diâmetro(Figura 
23).  

 
 



AGUIAR, J.P. Influência da viscosidade e íons de Hofmeister na interação DNA...                                                    66 

 

              Programa de Pós-graduação em Inovação Terapêutica. Dissertação - Juliana Pereira de Aguiar 

 

FIGURA 23. Sistema de simulação do nanoporo sintético SiO2 de  4nm de diâmetro (cinza) na 
presença da fita simples de DNA (fita colorida), glicerol (verdes) e água (bolas vermelhas). 

 

Fonte: Retirado de Luan et al., 2012 
 

Foram avaliados o coeficiente de atrito e a mobilidade eletroforética, parâmetros que 

governam a translocação do ss-DNA em glicerol nesse tipo de nanoporo. Os resultados foram 

comparados com a translocação do ss-DNA em um nanoporo preenchido com água e foi visto 

que, o coeficiente de atrito da molécula de ss-DNA é cerca de 18 vezes maior na presença de 

glicerol do que em água, isso justifica o prolongamento do tempo de permanência do ssDNA 

no nanoporo nessa condição (LUAN et al., 2012). 
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4. METODOLOGIA 

4.1 Construção das bicamadas lipídicas planas 
 

Todas as bicamadas lipídicas planas livres de solvente foram confeccionadas conforme as 

técnicas convencionais de construção de membranas (MONTAL & MUELLER, 1972). Esta 

técnica consiste basicamente na formação de uma bicamada lipídica por aposição de dois 

filmes monomoleculares de lipídeo, num orifício de uma partição de Teflon 

(Politetrafluoretileno) que separa dois compartimentos de uma câmara experimental (Figura 

24A), também de Teflon, contendo soluções aquosas.  

  Os filmes monomoleculares de lipídeo foram obtidos a partir da deposição de 10-20 µl 

de uma solução de lipídeo diftanoil glicerofosfocolina da Avanti Polar Lipids (USA) 2% (p/v) 

em hexano (Merck) sobre as soluções aquosas. Decorridos 10 minutos, com a evaporação do 

hexano, ocorria à formação espontânea dos filmes lipídicos monomoleculares na superfície da 

solução aquosa de cada compartimento. 

 
FIGURA 24. Representação da sistema experimental. 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora. Foto da câmara de Teflon e esquema representativo do processo de 
construção e da monitoração da bicamada lipídica plana. A) Câmara de Teflon com indicação dos 
lados cis e trans, e eletrodos de conexão da solução aquosa (verde e amarelo) ao sistema eletrônico 
de monitoramento e aquisição. B) Etapas da formação: (1) filmes lipídicos sobre as superfícies das 
soluções, (2) deposição do segundo filme lipídico e (3) bicamada lipídica plana completamente 
formada. As setas indicam o sentido da elevação do nível da solução; C) Etapas da monitoração: (1) 
onda triangular aplicada ao sistema e (2) resposta de corrente capacitiva do sistema. 
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Após o período de tempo necessário para evaporação do solvente, o nível do líquido do 

compartimento Trans foi elevado por adição de mais solução, formando a primeira 

monocamada, para em seguida elevar o lado oposto e completar a formação da bicamada. A 

formação da membrana foi monitorada usando lupa binocular e pelo aumento nos valores da 

corrente capacitiva do sistema.  

  Após a construção da bicamada lipídica realizou-se a incorporação de um único 

nanoporo pela adição da proteína alfatoxina Calbiochem (USA) (Figura 24B) na solução que 

banhava o lado Cis da membrana. Posteriormente, adicionou-se o ss-DNA (Integrated DNA 

Technologies, USA)  ao compartimento “cis” da câmara experimental e registrava-se a 

corrente iônica que fluía através do nanoporo, quando submetido a variações do potencial de -

200 a 200 mV (incrementos de 20 mV), nas soluções composta por um dos cátions da família 

IA (formando sais com Cl-) ou por um dos ânions da família VIIA (formando sais com K+) na 

concentração de 4M adicionada do tampão Tris (Hidroximetilamino metano) 5mM, e pH de 

7.5. Todos os experimentos foram realizados em temperatura ambiente de 23±2 ºC.  

  Posteriormente os experimentos foram repetidos acrescentando-se às soluções com 

cátions ou ânions, o glicerol em concentrações percentuais de 5, 10, 20, 30, 50 e 70 (w/v). 

Todas as soluções foram preparadas com substâncias de altíssimo grau de pureza (99,99%), 

filtradas e com condutividades determinadas por meio de um condutivímetro de alta precisão 

(Radiometer analytical, Modelo: CDC 230) (Figura 25A). As medidas de viscosidade foram 

realizadas em colaboração com o Laboratório Multiusuário de Nanotecnologia (LMNano) do 

Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste-CETENE. Foi utilizado o equipamento 

Reômetro oscilatório Digital (Anton Paar, Physica MCR 301) (Figura 25B). 
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FIGURA 25. Equipamentos. 

 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora. Em A. Condutivímetro de alta precisão (Radiometer analytical, 
Modelo: CDC 230 B. Reômetro oscilatório Digital (Anton Paar, Physica MCR 301). 
 
 
 

4.2 Sistema de monitoração e aquisição em tempo real das “assinaturas moleculares” 

Em todos os experimentos o sistema utilizado para aplicação do potencial transmembrana, 

monitoração e aquisição dos registros foi constituído por um gerador de funções (Hewlett 

Packard, modelo 3310B), um filtro Butterworth (Frequency devices, modelo 902), um 

amplificador de patch clamp (Axonpatch 200B) e uma placa conversora analógico-digital 

(Digidata 1440) acoplada a um microcomputador IBM PC, executando o Programa PClamp 

10 (Axon Instruments) (Figura 26). 

Com a finalidade de minimizar a interferência de perturbações mecânicas e 

eletromagnéticas, a câmara experimental era mantida sobre uma mesa de amortecimento de 

alto desempenho (TMC 63-500) e blindada por uma gaiola de Faraday de alta eficiência. A 

conexão dos compartimentos da câmara ao sistema de medidas elétricas era feita através de 

pontes salinas do tipo Ágar-KCl (3% em peso de Ágar em KCl 3 M) e eletrodos de prata-

cloreto de prata (Ag/AgCl). 
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FIGURA 26. Sistema de aquisição eletrônica do biossensor formado pela alfatoxina. 

 
Fonte: Adaptado de Stefureac, 2012.  A) Modelo da câmara de Teflon. B) Canal de alfatoxina 
incorporado na bicamada lipídica. (C) Diagrama da interface eletrônica de aquisição dos registros de 
corrente. 
 

A análise dos dados foi realizada com o software pClamp ou Sview. Os valores 

médios de τon e τoff  , que representam o tempo da permanência do poro no estado desocupado 

e ocupado, respectivamente, podem ser usados posteriormente para obter informações da 

cinética e termodinâmica das interações, entre o poro da proteína e as substâncias 

(JAYAWARDHANA, 2010; RODRIGUES et al., 2011).  Estas constantes são obtidas através 

da análise da distribuição de milhares dos eventos de bloqueio e não bloqueio, 

respectivamente. É possível calcular esses valores através das seguintes equações: 

Nanoporo + ssDNA                               Complexo Nanoporo-ssDNA (Eq. 2) 

 

 

Constante de associação kon = 1 /(τon x Canalito) (Eq. 3) 

Constante de dissociação koff = 1/τoff (Eq. 4) 

Constante de formação kf = kon / koff  (Eq. 5) 

Onde : 

kon é a constante de associação; 

Kon 

Koff 
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koff é a constante de dissociação; 

kf     é a constante de formação  

C é a concentração do analito; 

τon é o tempo de interação entre os bloqueios; 

τoff é o tempo de residência; 
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5. RESULTADOS 

5.1 Short communication para submissão ao periódico Sensors and Actuators B: Chemical 
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Influence of viscosity on the rate of translocation of 
ssDNA in protein nanopore formed by alpha-toxin 
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ABSTRACT 

Stochastic sensing technology based nanopore to DNA sequencing is the most promising 
third-generation sequencing method. It has superior read length, speed, and sample 
requirements compared with state-of-the-art second-generation methods. However, the 
nucleotide bases identification still presents substantial difficulty because the resolution of the 
technique is limited compared with the measured signal/noise ratio. This high speed of DNA 
translocation through the nanopore is still a difficulty for accurate and reliable sequencing of 
these molecules. In this study was evaluated how the increase in viscosity and the presence of 
ions of the Hofmeister series in the aqueous environment influence the ssDNA–nanopore 
interaction, aiming to find better conditions that favor to detect of each nucleotides. Here we 
demonstrate that the viscosity increase induced by potassium fluoride influence on the 
sensitivity of the nanopore, however, still not sufficient to allow discrimination of nucleotide 
bases. 

Keywords: Nanopore, Alphatoxin, Hofmeister ions, Viscosity, Ionic 
channel 

1. Introduction 

The single protein nanopore formed by alpha-toxin of the Staphylococcus aureus has been 
widely used for the detection, characterization and analysis of several molecules in aqueous 
systems.1 However, the real potential to use it as an alternative technique for DNA 
sequencing.2 This method, compared to current methods of sequencing by synthesis, is that 
besides being a much more direct approach, presents an inherent ability to bidirectional read, 
a true de novo sequencing.3 In addition, it will provide sequencing of nucleic acids with 
greater rapidity of analysis and without marking or amplification.4-8 Electrophoretically there 
is translocation of a single-stranded DNA through the single nanopore; Each one of four 
known nitrogenous bases of DNA (adenine, guanine, cytosine and thymine) have an 
individual interaction and in a distinct way with the nanopore producing specific modulations 
in the ionic current. Thus the sequence of modulations in the ionic current reflects the 
sequence of nitrogenous bases of nucleic acid.  
One of the biggest challenges for implementation of this technology comes from the low 
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resolution of the ionic current amplitude between the bases when the translocation of ssDNA 
occur through the nanopore aqueous lumen. This is due to high speed of DNA translocation 
through the nanopore is still a difficulty for accurate and reliable sequencing of these 
molecules (NA AN et al., 2011).9 In this context, researchers have sought methods that slow 
the molecular translocation through variations in experimental conditions, changes in the 
nanopore to improve the resolution and sensitivity of this protein sensor.8 Thus, the present 
study sought to alter the physicochemical conditions of the bulk solution the nanopore to 
investigate how osmolytes which increase the viscosity of the medium along with the 
Hofmeister series ions, which are altering the degree of structuring of water,10  can influence 
the ssDNA-nanopore interaction, aiming to find appropriate conditions, which favor the 
identification of each of the nucleotide bases in aqueous media detection. 
 
2. Experimental 

All the solutions were prepared with deionized water. Wild-type Staphylococcus aureus 
alpha-toxin (a-HL) was purchased from Calbiochem (Madison, WI). 1,2-diphytanoyl-sn-
glycero-3-phosphocholine (DPhPC) was purchased from Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL). 
High quality (>99.99%) halides (KCl, KF, KBr, LiCl, CsCl ) were purchased from Sigma (St. 
Louis, MO). ssDNA-poliA was purchased from Integrated DNA Technologies, USA. The 2-
amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol (TRIS) and citric acid were from Schwarz/Mann 
Biotech (Cleveland, OH) and Fluka (Buchs, Switzerland), respectively. Solvent-free planar 
bilayer lipid membranes, with a capacitance of 40 pF, were formed by the lipid monolayer 
apposition technique, using DPhPC in hexane (J. T. Baker, Phillipsburg, NJ) at 25 ± 1oC. 
Because it was recently shown that the elevated KCl concentrations considerably improve 
single molecule identification by unitary protein nanopores,11,12 in this study membrane-
bathing solutions contained 4 M ions Hofmeister series in 5 mM TRIS adjusted to pH 7.5 
with citric acid. The ssDNA was used as a representative analyte and added to the cis 
compartment of the experimental chamber. a-HL was added from the cis side of the 
membrane in a concentration sufficient to form unitary protein nanopores in planar lipid 
membrane. If not mentioned otherwise, the applied potential was 120 mV. A positive current 
is defined by cation flow from trans to cis. Single a-HL nanopore incorporation and 
measurement of molecular signature parameters (mean duration and amplitude of the 
blockage), kinetic constants of the ssDNA-nanopore interactions were done essentially as 
described by Rodrigues et al. (2011).13 In short, the characteristic time, τon, was obtained from 
the collected time intervals between the end of one blockade event and the onset of the next. 
The τoff is the characteristic time of ssDNA staying in the pore, was obtained from the 
collected time intervals of blockades. Experiments were done using an Axopatch 200B 
amplifier (Axon Instruments, Foster City, CA) in voltage-clamp mode. Membrane potential 
was maintained using Ag/AgCl electrodes in 3 M KCl 2% agarose bridges assembled within 
standard 200-mL pipette tips. Currents were filtered by a low-pass eight-pole Bessel filter 
(Model 9002; Frequency Devices, Haverhill, MA) at 15 kHz and directly saved into computer 
memory with a sampling frequency of 50–250 kHz. 
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3. Results and Discussions 

3.1. Conductance: First, we examined the conductance of single a-HL channels surrounded 
by 4 M solutions of the ions Hofmeister series. At the chosen pH (7.5), the channel was in 
high conductance state at all transmembrane potentials from 200 mV to -200 mV in all 
solutions. Conductance-voltage curves of a-HL channels in KF, KBr and CsCl solutions were 
found to be slightly asymmetric (data not shown), similar to that in KCl.14 On the other hand, 
in LiCl solution the conductance-voltage is almost symmetric, similar to that described in 
other studies;15 in this case of LiCl, the trans entrance of the stem is electrically neutral 
because of Li- binding to Asp127 and Aps128. Such behavior probably results from the 
asymmetry in charge distribution between the channel openings and in the channel structure 
itself. The channel conductance was considerably higher in solutions of KCl, KBr and CsCl 
compared with KF and LiCl solution (Table 1). This finding appears to be in accordance with 
ionic conductivities of the ions Hofmeister series16 because a strong correlation between ionic 
conductivity of ion Hofmeister series and ion channel conductance was established (Table 1). 
This result is consistent with earlier data for the channel obtained at low salt concentrations.17 
In addition, we found that the ability of a-HL to form ion channels was influenced 
considerably by the ions Hofmeister series. It was highest in KCl (~10 pM of aHL is 
sufficient to form a single channel in the planar lipid bilayer) and smallest in KF solution 
(where up to 1 nM of aHL must be added). In KBr, LiCl and CsCl solutions, the channel-
forming activity was of intermediate magnitude. This result is consistent with earlier 
observations that the rate of a-HL channel formation is inversely proportional to the size of 
the anions.18 

Table 1. Viscosity, ionic conductivity the solution of the ions Hofmeister and alpha-toxin 
nanopore conductance. 
 

Solution 
(4M) 

Ionic conductivity 
(mS/cm) 

Nanopore conductance 
(nS) 

Viscosity 
(Pa/s) 

KCl 533.33 ± 1.16 (n=6) 3.812 ± 0.02 (n=161) 0.00386 ± 3.11E-04 
KF 235.40 ± 0.66 (n=3 2.558 ± 0.01 (n=166) 0.00508± 4.83E-04 
KBr 366.00 ± 0.02 (n=3) 3.845 ± 0.01 (n=104) 0.00394± 4.33E-04 
CsCl 315.07 ± 4.56 (n=3) 3.356 ± 0.004 (n=181) 0.00417± 3.4E-04 
LiCl 161.73 ±1.25 (n=3) 1.674 ± 0.004 (n=118 0.0048± 3.27E-04 

 

3.2. Single molecule events: As expected, high-resolution recordings of ssDNA/aHL 
interactions in the presence of different of the ions Hofmeister series revealed a huge 
difference in the frequency and duration of current blockades (Fig. 1). Results obtained in 
KCl, KBr, KF and CsCl solutions indicate that the frequency of events is high in the presence 
of KBr (Fig 1A, lower in the presence of KCl (Fig 1B) and KF (Fig 1C; lowest in 4 M CsCl 
(Fig 1D). 
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Figure 1. Registration typical ionic current through the nanopore of alpha-toxin in the solutions (4 M) of KBr, 
KCl, CsCl or KF, pH 7.5, in the presence of 300 nM ssDNA 50bpoliA. Applied potential 120 mV. 

The length of the current blockages was greater in KF solution, indicative of increased 
residence time of ssDNA into nanopore lume (Fig. 2). The KF solution increasing the sojourn 
time by approximately five times that of the KCl solution (Fig 2 A). On the other hand, time 
inter-blockages were greater in the presence of KCl solution (Fig 2 B). The KF solution 
viscosity was approximately 25% greater than the viscosity of the KCl solution, therefore 
increased the residence time of ssDNA into the nanopore (Table 1). 
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Figure 2. Influence of anion type on the kinetic parameters of ssDNA-nanopore interaction. The residence time 
of the ssDNA in the nanopore increased due to potassium fluoride solution. 
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4. Conclusions 

The increase in viscosity in the aqueous solution of potassium fluoride-induced increases the 
residence time of the ssDNA inside the nanopore, but not enough to allow proper 
identification of nucleotide bases. 
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5.2 Artigo de revisão 

Artigo de Revisão de Literatura publicado no periódico Química Nova 
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BIOSSENSORIAMENTO ESTOCÁSTICO VIA NANOPORO PROTEICO INDIVIDUAL NO DESENVOLVIMENTO 
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STOCHASTIC BIOSENSING BY A SINGLE PROTEIN NANOPORE IN THE DEVELOPMENT OF ANALYTICAL TOOLS. 
Studies employing a single protein nanopore as a molecular recognition element in the development of analytical devices - biosensors, 
spectrometers, DNA sequencing - have increased considerably in the last decade. Several studies show the potential of these 
bionanostructures for future stochastic biosensing technology. Stochastic biosensing is an approach that relies on the observation 
of individual binding events between analyte molecules and a single receptor. This approach is inherent to the organisms that use a 
single protein nanopore as a key element to start, manage and maintain the chemical and biophysical processes of living cells. Here, 
we discuss  alpha-toxin as a bacterial exotoxin and prototype of a protein nanopore in real-time detection and characterization of 
molecules in aqueous systems.

Keywords: alpha-toxin; biosensor; nanopore; stochastic biosensing.

INTRODUÇÃO

Na última década a nanobiotecnologia alcançou notáveis avanços 
no desenvolvimento de dispositivos e métodos analíticos para detec-
ção, identificação, caracterização e quantificação de moléculas; na 
realização de diagnóstico médico; para o monitoramento ambiental; 
no controle de qualidade de alimentos; no combate ao terrorismo e 
controle de potabilidade da água, dentre outras aplicações.1-4 Nesse 
contexto estão os processos bioinspirados ou biomiméticos em que 
se utilizam nanoestruturas biológicas como elemento de reconheci-
mento molecular para o desenvolvimento de uma classe inovadora 
de sensores, cujo mecanismo de funcionamento se baseia em nano-
poros individuais dotados com a capacidade de biossensoriamento 
estocástico.1 O biossensoriamento estocástico é uma abordagem que 
se baseia na observação de eventos de ligação entre as moléculas in-
dividuais de analitos e um único receptor. A denominação estocástico 
para esse biossensoriamento é atribuída, primeiramente, em relação 
à série temporal aleatória de flutuações discretas registradas, devido 
à detecção por um único nanoporo, de cada molécula do analito, 
portanto, as moléculas são detectadas uma a uma, ou seja, de maneira 
unitária ou individual. Secundariamente, o mecanismo de detecção 
ocorre com a entrada aleatória de cada molécula do analito em um 
único nanoporo, e isto é devido essencialmente à difusão molecular, 
ou seja, um fenômeno estocástico.5-7

Os nanoporos proteicos ou canais iônicos naturalmente encontrados 
em membranas biológicas são as macromoléculas fundamentais no 
desencadeamento de vários processos físico-químicos indispensáveis 
à manutenção da vida. A inerente capacidade destas macromoléculas 
proteicas de perceberem parâmetros físicos (por exemplo, campo 
elétrico), reconhecerem espécies químicas (como por exemplo, a ace-
tilcolina) e principalmente selecionarem os elementos químicos (como 
por exemplo, íons sódio) transferidos entre os meios intra e extracelular, 
propicia efetivamente a interação célula-célula e célula-microambien-
te.8 Em virtude desta versatilidade funcional, os nanoporos proteicos 
são considerados, atualmente, a principal nanobioestrutura capaz de 
realizar o biossensoriamento estocástico, portanto, bioinspiradores à 
exploração como elemento de detecção, quantificação, monitoração 

e caracterização de moléculas individuais. No entanto, essa mudança 
de paradigma requer um incremento significativo na compreensão 
da física e da química, que governam a interação nanoporo-analito.9 
Conceitualmente, do ponto de vista biofísico, a análise da interação 
de uma substância com o canal iônico faz com que este altere sua 
conformação e consequentemente varie sua condutância. Por outro 
lado, esse tipo de biomimetismo não é fácil por várias razões, pois em 
alguns casos a ligação da substância no canal iônico induz, do ponto 
de vista químico, uma alteração conformacional média, portanto, um 
processo difícil de manter o controle experimental preciso. Além do 
mais, muitos canais iônicos tendem espontaneamente a variar entre 
diferentes estados condutores, em resposta ao potencial elétrico.10 Essas 
dificuldades foram praticamente superadas com a utilização do nano-
poro proteico formado pela exotoxina bacteriana de Staphylococcus 
aureus, a alfatoxina ou alfa-hemolisina (α-HL).11-13 O funcionamento 
deste nanoporo unitário como elemento sensor deve-se ao fato dele 
ser a única via resistiva em um suporte isolante que separa dois com-
partimentos contendo soluções eletrolíticas, sendo que em uma delas 
se coloca o analito. O fluxo de corrente iônica através do nanoporo é 
alterado de maneira discreta quando ocorre a entrada ou permeação 
de moléculas individuais do analito no lume aquoso do nanoporo, ge-
rando uma série temporal de flutuações que está correlacionada com a 
massa e configuração espacial das moléculas analisadas.11 Devido aos 
resultados promissores com a alfatoxina, outros nanoporos proteicos 
também estão sendo aplicados na detecção de inúmeras moléculas, 
inclusive no sequenciamento de DNA de fita simples (ssDNA);14 
por exemplo, o nanoporo formado pela toxina do Bacillus anthracis, 
utilizado para detectar e quantificar proteínas;9 o poro formado pela 
aerolisina, uma toxina derivada de Aeromonas hydrophila que também 
tem sido utilizada como elemento sensor na detecção de proteínas.15 

Recentemente, num esforço de substituir os nanoporos proteicos, 
surgiram algumas plataformas mais robustas, que utilizam nanoporos 
sintéticos em materiais sólidos, para detecção de DNA de fita dupla, 
polinucleotídeos e proteína.16 Estes nanoporos sintéticos visam eliminar 
algumas limitações inerentes ao sistema com nanoporos biológicos, 
mas eles ainda não atingiram o grau de precisão e caracterização física 
apresentada por seus homólogos proteicos.2,9,17 Apesar disso, acredita-se 
que a evolução da organização dessas estruturas nanométricas sinté-
ticas e biológicas em configurações pré-definidas (biossensores, por 
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exemplo) pode garantir que a nanotecnologia irá desempenhar papel 
crucial em muitas tecnologias-chave para o presente milênio.18,19 Neste 
contexto, o nanoporo formado pela alfatoxina de Staphylococcus aureus 
se tornou o modelo de nanoporo proteico para detecção, identificação, 
caracterização e quantificação de moléculas em meio aquoso. Isto 
se deve as suas vantagens sobre os outros nanoporos proteicos, tais 
como estrutura cristalográfica elucidada,20 receptividade à engenharia 
molecular 21,22 e grande valor de condutância iônica. Adicionalmente 
o elevado acúmulo de conhecimento sobre esse nanoporo propiciou o 
estabelecimento das condições experimentais em que ele permanece 
aberto por longos períodos de tempo, mesmo quando ocorre pequenas 
variações em parâmetros físico-químicos, dentre os quais se destacam a 
força iônica, pH, temperatura, potencial transmembrana e concentração 
de agentes químicos desnaturantes.23,24

Devido a essas características, neste trabalho descrevemos, princi-
palmente, como o canal da alfatoxina se tornou o protótipo de nanoporo 
proteico para o desenvolvimento de biossensores estocásticos e como 
o progresso de estudos diversos, conforme demonstrado na Figura 1, o 
transformaram em uma ferramenta molecular para: detecção de íons di-
valentes25 e monovalentes,26 moléculas enantioméricas,27 cianotoxinas,28 
cocaína,29 armas químicas;30 atuação como espectrômetro de massa;31 
e sequenciamento de DNA de forma barata e rápida.2

BIOSSENSORIAMENTO COM NANOPOROS 
INDIVIDUAIS PROTEICOS

O estudo da estrutura das proteínas de biomembranas é promis-
sor e de grande interesse para química, biologia e medicina, uma 
vez que de 20 a 35% de todas as proteínas codificadas pelo genoma 

representam canais iônicos, transportadores e receptores localizados 
na membrana plasmática.32 Dentre as proteínas integrais da membra-
na plasmática, os nanoporos são os mais bem estudados, pois eles 
constituem a base molecular da atividade muscular e da propagação 
do impulso nervoso.8 Além disso, eles atuam controlando o transporte 
de íons, água e macromoléculas (ácidos nucléicos e proteínas) para 
dentro e fora das células, algumas organelas e até no núcleo.10 O 
crescente interesse em torno dos nanoporos proteicos surgiu devido 
às funções essenciais que eles desempenham em diversos processos 
fisiológicos.33 Muitas das propriedades de transporte dos nanoporos 
proteicos ainda não são bem compreendidas e a investigação dessas 
propriedades diretamente nos sistemas biológicos é um desafio, 
devido à sua inerente fragilidade.34 A característica mais relevante 
dos nanoporos proteicos é que eles são as vias através das quais os 
íons se movem por eletrodifusão.33 Estes nanoporos são formados 
por proteínas integrais que abrangem toda a espessura da membrana 
celular (~ 4 nm), e são consideradas as moléculas indispensáveis para 
comunicação entre as células.8

Os primeiros relatos da proposta de utilização de nanoporos 
proteicos como elemento de reconhecimento em biossensores 
surgiram em meados da década de 90.35-38 Há um grande interesse 
na utilização de nanoporos proteicos como o principal elemento 
de reconhecimento nos biossensores estocásticos.1 Esse tipo de 
biossensor detecta moléculas unitárias que entram e ocupam 
temporariamente o lume aquoso de um único nanoporo.5 Esta ocu-
pação altera momentaneamente a quantidade de íons fluindo pelo 
nanoporo, gerando um evento de bloqueio, ou seja, uma redução 
discreta na corrente iônica. O bloqueio na corrente iônica pode ser 
caracterizado por um intervalo de tempo, representativo da duração 

Figura 1. Evolução dos estudos visando à aplicação de poros no desenvolvimento de ferramentas analíticas. O counter Coulter foi o primeiro dispositivo prá-
tico baseado em um microporo empregado para contagem de partículas de dimensões micrométricas. A primeira demonstração experimental do fluxo de íons 
através de um poro como uma “entidade molecular” inserida em uma bicamada lipídica ocorreu com o antibiótico peptídico gramicidina, uma vez que este 
poro é formado a partir de duas moléculas isoladas, uma em cada monocamada lipídica, que ao se acoplarem adquirem a funcionalidade de via de permeação 
à íons. Na década de 80 ocorreu não somente a descoberta do gene da alfatoxina, bem como os primeiros experimentos demonstrando sua atividade formadora 
de poros em biomembranas e em bicamadas lipídicas artificiais. No ínicio da década de 90 foi mensurado o valor do diâmetro do nanoporo da alfatoxina. A 
elucidação da estrutura cristalográfica da alfatoxina na metade da década de 90, foi decisiva para corroborar algumas observações experimentais da ação 
hemolítica da alfatoxina. Neste mesmo período demonstrou-se pioneiramente que o nanoporo da alfatoxina é permeável e apenas detecta DNA de fita simples. 
Esta descoberta juntamente com a demonstração eletrofisiológica da aglomeração de sete subunidades proteicas para formação do nanoporo da alfatoxina 
impulsionaram significativamente a partir do ano 2000, a utilização desse nanoporo como elemento sensor para detecção de outros espécimes químicos, e 
além disso se introduziu a terminologia molecular counter Coulter, sensoriamento estocástico, sensores estocásticos. Em 2006 realizou-se a produção de alfa-
toxina mutante, portanto, ocorre a primeira melhoria genética no nanoporo da alfatoxina, a qual permitiu sua utilização como ferramenta para discriminação 
de moléculas enantioméricas. Neste mesmo ano demonstrou-se que o aumento da força iônica torna máxima a interação polietilenoglicol(PEG)-nanoporo e 
favorece o particionamento deste polímero no lume aquoso do nanoporo, propiciando melhorias na capacidade de detecção do nanoporo da alfatoxina; resul-
tando no ano seguinte com a primeira demonstração deste nanoporo como espectrômetro de massa. Em 2008 demonstrou-se que o aumento na concentração 
de um mesmo sal (KCl de 1 mol L-1 para 4 mol L-1) aumenta em aproximadamente 200 vezes a sensibilidade do nanoporo da alfatoxina. Três anos depois se 
corroborou que não somente o aumento de concentração do sal, bem como a composição da solução iônica, influenciam na sensibilidade do nanoporo; com 
a demonstração que os sais da série de Hofmeister, especificamente a substituição do KI pelo KF aumentou em aproximadamente 100 vezes a sensibilidade 
do nanoporo da alfatoxina. A partir de 2010 diversos relatos demonstram academicamente que o nanoporo da alfatoxina pode ser usado para detectar armas 
químicas, drogas ilícitas, cianotoxinas, porém, somente no final de 2012 ocorre o primeiro anúncio comercial de um sequenciador de DNA baseado neste 
nanoporo. Devido aos relevantes resultados obtidos na última década propiciaram nos últimos três anos a utilização de simulação de dinâmica molecular para 
aumentar o entendimento da interação analito-nanoporo da alfatoxina
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do analito no nanoporo, juntamente com um valor de amplitude, que 
está correlacionado com o volume ocupado por cada molécula do 
analito no interior do nanoporo. Atualmente, o nanoporo formado 
pela alfatoxina de Staphylococcus aureus vem sendo utilizado de 
maneira acadêmica para uma vasta gama de aplicações no biossen-
soriamento estocástico.11-13,39-41

NANOPOROS PROTEICOS FORMADOS POR EXOTOXI-
NAS BACTERIANAS

As toxinas bacterianas podem ser divididas em dois grupos 
funcionais: endotoxinas e exotoxinas. As exotoxinas são as que 
apresentam maior importância, uma vez que são capazes de existir 
em dois estados conformacionais: uma conformação solúvel em água 
e outra mais estável, inseridas na membrana plasmática de células 
eucarióticas.42 As exotoxinas consideradas termodinamicamente mais 
estáveis após sua inserção nas membranas lipídicas naturais ou arti-
ficiais são genericamente denominadas toxinas formadoras de poros 
(TFPs).42,43 De acordo com a estrutura dos seus domínios, as TFPs 
utilizam dois mecanismos para formar nanoporos na membrana da 
célula: por inserção de alfa-hélices ou por inserção de grampos que 
se organizam em uma estrutura β-barril.44

Alguns nanoporos proteicos unitários formados por exotoxinas 
estão sendo utilizados como elemento de reconhecimento para detec-
ção de diversas moléculas, inclusive para o sequenciamento de DNA. 
Dentre estas exotoxinas destacamos as mais relevantes:

Alfatoxina: é uma proteína de 33 kDa produzida pelo 
Staphylococcus aureus e liberada na forma de monômeros de polipep-
tídeos de 293 aminoácidos. Neste texto abordamos como esta toxina 
se tornou o protótipo de nanoporo proteico para o desenvolvimento de 
biossensores estocásticos, portanto, ela será descrita detalhadamente 
nas próximas páginas.

Antraz: Esta toxina, secretada pelo Bacillus anthracis, é compos-
ta por três exotoxinas, o fator de edema (Edema factor- EF), o fator 
letal (Lethal factor- LF) e o antígeno protetor (Protective antigen- 
PA). Essas exotoxinas não têm atividade tóxica quando administradas 
separadamente, mas as combinações binárias que incluem o PA são 
extremamente tóxicas. O PA liga-se a um receptor na superfície 
celular, uma proteína de membrana de cerca de 90 kDa encontrada 
em várias linhagens celulares de mamíferos. Após sua ligação, o PA 
é submetido a uma clivagem proteolítica e os fragmentos resultantes 
formam um nanoporo heptamérico, como pode ser visto na Figura 
1S, que se liga a LF e/ou EF. Esse nanoporo, quando inserido em 
membranas lipídicas planas, tem sido utilizado como elemento sensor 
na detecção de proteínas.45

Aerolisina: É uma toxina derivada de Aeromonas hydrophila 
e também tem sido utilizada como elemento sensor na detecção de 
proteínas. A Aeromonas hydrophila é uma bactéria Gram-negativa, 
patogênica para alguns animais e causa doenças gastrointestinais 
em seres humanos.46 Ela foi identificada em 1974 por Bernheimer e 
Avigag,47 tendo sido purificada depois de alguns anos.48 Finalmente 
o gene da aerolisina foi sequenciado por Howard e colaboradores 
em 1987.49 Essa toxina é constituída por quatro domínios que se oli-
gomerizam formando um poro heptamérico na membrana da célula 
alvo após sua ativação por endoproteases, como mostrado na Figura 
S2. Ela é secretada como pro-aerolisina, que constitui um precursor 
inativo de 470 aminoácidos com um peso molecular de 52 kDa.50 Os 
domínios 1 e 2 reconhecem o receptor de membrana, o domínio 3 é 
responsável pela oligomerização, e o domínio 4 é responsável pela 
inserção na membrana e formação do nanoporo. Como demonstrado 
em outras toxinas formadoras de poros, a aerolisina é desprovida 
de atividade enzimática.51 Embora a estrutura heptamérica do poro 
da aerolisina ainda não esteja totalmente elucidada, sua estrutura 

determinada por microscopia eletrônica indica semelhanças com o 
nanoporo formado pela alfatoxina.48,50

ALFATOXINA DE Staphylococcus aureus COMO 
FERRAMENTA ANALÍTICA

O gene codificante da alfatoxina foi descoberto em 1980,46 e sub-
sequentemente foi relatada a sua atividade formadora de nanoporos 
em membranas biológicas52 e em bicamadas lipídicas artificiais.53 Ela 
é uma exotoxina proteica de 33 kDa, produzida pelo Staphylococcus 
aureus, liberada na forma de monômeros de polipeptídeos de 293 
aminoácidos solúveis em água.54

A geometria do nanoporo da alfatoxina e o seu posicionamento 
assimétrico em relação ao plano da membrana também foram elucida-
dos em condições dinâmicas empregando não-eletrólitos.55-57 Estudos 
de dicroísmo circular revelaram que a toxina é composta quase que 
inteiramente por β-folhas com pouca estrutura em α-hélice.46 A es-
trutura cristalográfica tridimensional deste nanoporo foi elucidada20 
e os dados cristalográficos denotam a existência de sete monômeros, 
como mostrado na Figura 2, delimitando o nanoporo aquoso, os quais 
se inserem em bicamadas lipídicas e então se oligomerizam para 
formar um poro heptamérico transmembranar, permitindo então a 
passagem de água, íons e diversas moléculas pelo seu interior.58,59 
Estudos eletrofisiológicos referentes à cinética de incorporação das 
subunidades proteicas na bicamada lipídica corroboram a estequio-
metria de 7 monômeros para formação de um nanoporo funcional.60

O nanoporo da alfatoxina é formado por três domínios (extramem-
branar ou copal, intramembranar ou troncular, e o anelar); somente 
os dois primeiros participam da formação do poro.61 O domínio ex-
tramembranar (convencionalmente denominado lado “CIS”) possui 
uma entrada de maior diâmetro (∼ 4,6 nm) que possibilita a captura 
de macromoléculas como pode ser observado na Figura 2.

Biossensores estocásticos

A idéia da utilização de poros micrométricos para contagem 
de partículas foi pioneiramente proposta por Wallace H. Coulter 
em 1953, resultando anos depois na comercialização do conhecido 
contador de Coulter (Coulter counter), amplamente empregado para 
contagem de células sanguíneas; podemos considerar os biossensores 
estocásticos baseados em nanoporos, como descendentes nanométri-
cos desse contador.11,62 Resumidamente, no Coulter counter partículas 
microscópicas (como por exemplo, células) passam através de um 
poro (microporo ou microcapilar) e causam uma modulação (blo-
queio) detectável na corrente que flui através dele. A frequência das 
modulações está correlacionada com o número de partículas, enquanto 
que a amplitude delas é proporcional ao tamanho da partícula.40 No 
caso dos biossensores estocásticos, a relação entre o tamanho mole-
cular e a amplitude do bloqueio é muito importante, pois, é indicativo 
de quais moléculas individuais podem ser detectadas, essencialmente 
aquelas que apresentam valor de diâmetro semelhante ao diâmetro 
do nanoporo. Biossensores estocásticos baseados em nanoporos pro-
teicos individuais podem detectar, identificar e caracterizar analitos, 
simplesmente por meio da análise da série temporal das flutuações 
discretas nos registros da corrente iônica que flui pelo nanoporo.63 

Eles são ideais para serem usados como biossensores por diversas 
razões: o analito ao interagir com o nanoporo gera um sinal pelo 
bloqueio estérico temporário do poro ou pela mudança no poten-
cial eletrostático perto ou dentro do poro; o analito não precisa ser 
marcado (com sonda fluorescente, por exemplo) para ser detectado 
como molécula individual; a técnica permite a detecção de mais de 
um analito presente concomitantemente na solução,25,64 e também 
apresenta alta sensibilidade e rapidez na análise.65 O princípio do 
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biossensor estocástico baseado no nanoporo proteico unitário formado 
pela alfatoxina consiste essencialmente na interação de cada molécula 
individual do analito com um único nanoporo.65 O resultado de cada 
interação se reflete na variação temporária (bloqueio) da corrente 
iônica que passa através do nanoporo como representado na parte 
inferior da Figura 3.

O nanoporo unitário incorpora-se espontaneamente em uma 
bicamada lipídica plana montada em um oríficio de uma película de 
Teflon®, que separa dois compartimentos com solução salina como 
mostrado na Figura 3A. Como visto na Figura 3, a montagem da 
membrana ocorre pela deposição no oríficio de cada uma das mono-
camadas lipídicas (Figura 3B), devido ao acréscimo na quantidade de 
solução contida em cada um dos compartimentos (Figura 3C). Como 
visto na Figura 3, quando um potencial elétrico é aplicado através da 
membrana com um único nanoporo incorporado, uma corrente iônica 
flui através do lume aquoso do nanoporo. Toda vez que o analito entra 
e ocupa o lume, induz uma variação (flutuação) discreta (bloqueio), 
diminuindo a corrente iônica máxima como visualizado no primeiro 
retângulo da parte inferior esquerda na Figura 3. Na situação mais sim-
ples considere que o nanoporo apresente dois estados - ocupado (pelo 
analito) e não-ocupado - e um sinal de saída característico associado 
a cada um dos respectivos estados. A frequência da ocorrência dos 
bloqueios está relacionada com a concentração do analito, enquanto 
os valores médios dos tempos de duração no estado ocupado e de 
amplitude dos bloqueios permitem a identificação do analito, uma 
vez que representam uma “impressão digital” do mesmo.13

Os intervalos de tempo de duração dos bloqueios diferem entre 
si, e podem ser descritos estatisticamente por uma distribuição ex-
ponencial. Neste contexto, a constante de ajuste desta distribuição 
exponencial é definida como o tempo médio do bloqueio (τoff). As 
variações de amplitude dos bloqueios juntamente com o valor do 
τoff representam a “impressão digital” para identificação do analito. 
O valor de τoff possibilita calcular a constante de dissociação (koff) 
do complexo analito-nanoporo, por meio da expressão koff = 1/τoff. 

Adicionalmente, a determinação da frequência dos bloqueios na 
corrente iônica, representativos da interação analito-nanoporo, pos-
sibilita quantificar a concentração do analito. Operacionalmente isto 
pode ser determinado mensurando-se os intervalos de tempo entre 
os bloqueios sucessivos. Similarmente aos tempos de bloqueios, os 
intervalos de tempo entre bloqueios também são descritos por uma 
distribuição exponencial, cuja constante de ajuste (τon) representa o 
intervalo de tempo médio entre os bloqueios. O inverso do valor de 
τon corresponde à frequência de ocorrência dos bloqueios (f=1/τon), 
sendo este parâmetro proporcional à concentração ([T]) do analito. 
A partir deste coeficiente e da constante de associação (kon) analito-
-nanoporo, obtemos: f = kon[T].66,67

Neste contexto, demonstra-se que a cinética entre o estado ocu-
pado (presença do analito) e não ocupado (ausência do analito) no 
nanoporo evidenciado experimentalmente pelas flutuações discretas 
no registro da corrente iônica fornece informações relevantes que 
permitem quantificar e identificar o analito.11

Nos próximos tópicos citaremos algumas das aplicações do 
nanoporo da alfatoxina na detecção, quantificação e caracterização 
de moléculas em meio aquoso. Por outro lado, previamente discu-
tiremos algumas limitações deste método, bem como as estratégias 
físico-químicas empregadas na tentativa de superá-las.

Limitações e estratégias de melhorias do nanoporo proteico da 
alfatoxina

Similarmente a outras metodologias e técnicas analíticas algumas 
limitações dificultam o desenvolvimento de dispositivos comerciais 
baseados no biossensoriamento estocástico via nanoporo proteico 
individual. São três as mais relevantes limitações: a reprodutibilida-
de e estabilidade das membranas lipídicas artificiais; a detecção de 
moléculas de tamanhos muito diferentes do diâmetro do nanoporo e a 
alta velocidade de translocação através do nanoporo, principalmente 
de moléculas poliméricas com carga residual.

Figura 2. Modelo do nanoporo formado pela alfatoxina. A direita visão superior com cada subunidade representada em diferentes cores. A esquerda visão lateral 
com cada domínio representado em três cores. Na área central, os retângulos empilhados em três cores específicas correspondem a espessura aproximada de 
cada domínio. A região troncular se insere completamente na membrana lipídica, e fica posicionada com a entrada convencionalmente denominada TRANS no 
mesmo plano da superfície da membrana. A região copal não se insere na membrana lipídica e a entrada CIS do nanoporo fica distante (∼50 Å) da superfície 
da membrana. A região anelar (parte inferior da copa) fica ancorada na membrana. As barras verticais indicam o comprimento de cada região e o diâmetro 
do nanoporo. Adaptado do Protein Data Bank (pdb), código 7AHL
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As técnicas para montagem de bicamadas lipídicas planas são 
empregadas desde a década de 70 e devido aos recursos tecnológicos 
atuais é possível a obtenção de oríficios circulares com bordas bem 
delineadas e diâmetro de até 10 µm em películas de Teflon® ultrafinas 
que facilitam a montagem de membranas de lipídeos sintéticos com 
elevada reprodutibilidade.68 A estabilidade mecânica e durabilidade 
da bicamada lipídica como suporte para o nanoporo ainda é sofrível, 
pois toda montagem experimental deve ficar isolada de perturbações 
mecânicas por meio do uso de mesas de amortecimento de alto de-
sempenho. Por outo lado, melhorias consideráveis na durabilidade da 
membrana já foram relatadas. Recentemente foi desenvolvida uma 
câmara experimental miniaturizada e com dispositivo refil em que a 
bicamada lipídica fica aprisionada de maneira similar a um sanduíche, 
entre dois folhetos de agarose semi-sólida.69 Nessa montagem a longe-
vidade da membrana foi prolongada em vários dias. Adicionalmente, 
a agarose aumentou consideravelmente a estabilidade mecânica da 
membrana, permitindo inclusive a movimentação manual da câmara 
experimental na ausência da mesa de amortecimento, e a bicamada 
lipídica se manteve intacta com o nanoporo incorporado e ainda 
funcional.69

A razão entre o valor do diâmetro da molécula do analito e o 
valor do diâmetro do nanoporo deve permanecer entre 0,1 e 1, pois 
somente nesta faixa é que temos uma relação sinal/ruído adequada, 
que possibilita uma análise segura da série temporal de registro das 
flutuações discretas da corrente iônica, ou seja, uma “impressão 
digital” confiável.11 Moléculas muito menores que o diâmetro do 

nanoporo conseguem permear através do lume aquoso do nanoporo, 
porém, devido ao seu pequeno diâmetro, somente alteram o ruído 
intrínseco ao registro da corrente iônica e não geram flutuações dis-
cretas. As moléculas do mesmo tamanho do diâmetro do nanoporo 
podem entrar e obstruir completamente o nanoporo, impossibilitando 
o registro da corrente iônica. Por outro lado, as moléculas maiores 
que o diâmetro do nanoporo não entram nele e também não geram 
flutuações discretas no registro da corrente iônica. Nestas condições 
não há como obter séries temporais efetivamente representativas da 
dinâmica da interação analito-nanoporo, portanto, torna-se inviável 
utilizar o nanoporo como elemento de biossensoriamento estocástico.

Em relação à alta velocidade de translocação de moléculas 
poliméricas com carga residual é relevante considerar aqueles casos 
em que é importante a identificação sequencial de cada uma das 
unidades monoméricas, ou seja, realizar o sequenciamento mole-
cular. Neste contexto, o caso mais emblemático é o heteropolímero 
constituído por adenina, timina, citocina e guanina, ou seja, o ácido 
desoxirribonucléico (DNA).70,71 Essa problemática tem sido aborda-
da, principalmente, na utilização do nanoporo da alfatoxina como 
sequenciador de DNA, a aplicação considerada de maior relevância 
dessa ferramenta analítica. O nanoporo da alfatoxina é permeável ao 
DNA de fita simples (ssDNA), porém, devido ao seu grande número 
de grupamentos fosfatos, esta molécula apresenta uma elevada carga 
negativa, e isto é o principal fator responsável por sua altíssima ve-
locidade de translocação, com valores menores que 10 μs por base.72 
Neste caso, diversas alternativas foram propostas na tentativa de 

Figura 3. Esquema da montagem experimental do nanoporo da alfatoxina como biossensor estocástico. (A) Desenho da câmara experimental formada por 
duas hemicâmaras separadas por uma película de Teflon® com um orifício (aproximadamente 40 µm de diâmetro) para a formação da bicamada lipídica 
plana. (B) Primeira etapa de montagem da monocamada lipídica ocorre com acréscimo de mais solução em um dos compartimentos da câmara experimental. 
(C) Montagem da segunda monocamada lipídica. A deposição de cada uma das monocamadas lipídicas ocorre com a introdução de mais solução em cada 
um dos respectivos compartimentos da câmara. Na região central demonstra-se a mesa de amortecimento com a câmara experimental acoplada através de 
eletrodos à interface eletrônica de aquisição dos registros de corrente iônica. Esta interface é composta por amplificador e filtro passa-baixa conectados ao 
conversor analógico-digital acoplado a um microcomputador. Na parte inferior encontra-se um quadro da membrana lipídica com um único nanoporo inse-
rido. A entrada e passagem da molécula de analitos (bolinha vermelha) através do nanoporo induzem bloqueios característicos na corrente iônica. A análise 
das amplitudes e durações dos bloqueios permite a identificação dos analitos; a análise da frequência dos bloqueios permite a quantificação dos analitos. 
A aquisição, armazenamento e análise das séries temporais (impressão digital) são processadas por um programa dedicado e a identificação do analito é 
realizada por comparação em um banco de dados de impressões digitais. Este banco de dados é montado com a calibração do sistema e registro de corrente 
iônica com analitos de alto grau de pureza
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minimizar esse empecilho, uma delas é o aumento da viscosidade da 
solução eletrolítica, abordagem que teoricamente induz a diminuição 
da velocidade de translocação, porém, os resultados experimentais 
até então demonstram que os incrementos na viscosidade ainda não 
foram suficientes para permitir a discriminação adequada das bases 
nucleotídicas de maneira a viável para o sequenciamento de DNA.73,74

São muitos os esforços para melhoramento das condições ex-
perimentais e aperfeiçoamento do nanoporo da alfatoxina, com a 
finalidade de aplicá-lo para detecção de diferentes moléculas.75

A molécula da alfatoxina apresenta condições que favorecem 
alterações em sua estrutura molecular por meio de técnicas de enge-
nharia genética que propiciam a produção de nanoporos mutantes. 
Assim sendo, é possível realizar o remodelamento na molécula da 
alfatoxina para produzir nanoporos adaptados à detecção de analitos 
com características físico-químicas diversas; originando os nanopo-
ros proteicos funcionalizados (“adaptados” ou “planejados”) como 
mostrado na Figura 3S.24,76 Técnicas de mutagênese sítio específicas 
foram realizadas para introdução de D-aminoácidos não encontrados 
nos mamíferos superiores.24 O nanoporo da alfatoxina também pode 
ser modificado quimicamente por meio do uso de substâncias que rea-
gem seletivamente com o grupamento lateral de alguns aminoácidos, 
permitindo a incorporação de uma diversidade de funcionalidades ao 
nanoporo.76 Os nanoporos proteicos funcionalizados já estão sendo 
academicamente utilizados no biossensoriamento estocástico de uma 
ampla variedade de moléculas em solução aquosa e potencial platafor-
ma ultrarrápida e de baixo custo para o sequenciamento de DNA.77,78 

Zhao e colaboradores demonstraram, em 2009, que nanoporos mo-
dificados com resíduos aromáticos apresentam uma maior afinidade 
de interação na detecção de peptídeos curtos, incluindo aqueles que 
diferem em apenas um aminoácido como mostrado na Figura 4S.78

Em outros estudos foi possível modular a seletividade do nanopo-
ro da alfatoxina com o uso de adaptadores moleculares introduzidos 
na sua constrição, reduzindo ainda mais o diâmetro daquela região 
e, desse modo, favorecendo maior especificidade com o objetivo de 
facilitar a identificação e a quantificação de analitos, incluindo a de-
tecção de bases do DNA.58,79,80 O melhor exemplo desses adaptadores 
é a β-ciclodextrina.76,81

Outra abordagem para o aperfeiçoamento da capacidade de 
detecção do nanoporo da alfatoxina é a modificação da solução 
eletrolítica banhante do nanoporo. A fundamentação química para 
esta abordagem se baseia no fato de que mudanças dos parâmetros 
físico-químicos da solução eletrolítica influenciam na interação 
entre as moléculas.82 Assim sendo, as alterações na condutividade, 
viscosidade e grau de estruturação da água da solução banhante do 
nanoporo da alfatoxina, devido a sais de Hofmeister, influenciam na 
intensidade da interação entre o analito e o nanoporo, possibilitando 
a sintonização da sensibilidade deste elemento sensor.23,83

A série de Hofmeister ou série liotrópica é constituída por sais que 
podem ser divididos em duas classes, caotrópicos e cosmotrópicos, 
em função de sua capacidade de organizar as moléculas de água ao 
redor do íon.84 A eficácia desses sais em precipitar macromoléculas 
poliméricas aumenta com a sua capacidade de maior estruturação 
das moléculas de água devido à presença de íons cosmotrópicos, 
consequentemente gerando o efeito salting-out.85 Os íons caotrópicos 
são responsáveis pelo efeito salting-in, uma vez que causam deses-
truturação no grau de organização da água.86

Os efeitos específicos dos íons dessa série são observados em 
várias situações como na estabilidade de proteínas,87 interações pro-
teína-proteína, cristalização de proteínas,88 atividade enzimática,89 
desnaturação de macromoléculas biológicas90 e crescimento bac-
teriano.91 Além disso, a série de Hofmeister é observada em outros 
fenômenos físico-químicos como tensão superficial,92 concentração 
micelar crítica93 e estabilidade coloidal.94 Esses efeitos também 

ocorrem em soluções aquosas de eletrólitos, pois parâmetros como 
a viscosidade, densidade, índice de refração, elevação do ponto de 
ebulição, pressão osmótica, dentre outras, mostram-se alterados 
dependendo da composição e concentração do sal.95

Os nanoporos proteicos representam uma região de confinamento 
(“nanotubo de ensaio”) onde ciclos sistemáticos de hidratação e de-
sidratação ocorrem naturalmente com diversas espécies permeantes. 
Os efeitos de Hofmeister devem ser perceptíveis nos casos em que as 
dimensões do nanoporo se aproximam ao valor do diâmetro do íon a 
ser transportado como, por exemplo, os canais de K+ dependentes de 
voltagem.87 Um dos primeiros estudos para verificar a influência dos 
íons de Hofmeister nas propriedades dos canais iônicos foi realizado 
por Grigorjev e Bezrukov em 1994.95 Eles avaliaram a influência 
dos íons halogênios (F-, Cl-, Br-, I-) com o potássio nos parâmetros 
biofísicos (condutância e seletividade) do canal iônico formado pelo 
antibiótico roflamycoin. Estes parâmetros foram dependentes do 
tipo de eletrólito. A condutância do canal iônico unitário aumentou 
em acordo com a série de Hofmeister (F-< Cl-< Br-< I-). Por outro 
lado, a seletividade aniônica apresentou redução gradual, porém, 
totalmente inversa com a série de Hofmeister.95 Estabeleceu-se então 
que quanto maior for a natureza caotrópica do ânion, mais forte é a 
ligação dos ânions na estrutura proteica do canal e este desenvolve 
uma seletividade catiônica devido à redução do fator eletrostático 
para os cátions.96,97

O estudo dos efeitos de Hofmeister em sistemas confinados, como 
os biossensores estocásticos baseados no nanoporo da alfatoxina, 
também tem se intensificado nos últimos anos, tendo em vista o 
potencial biotecnológico desse nanoporo.6,7,98

Neste contexto, Rodrigues23 e colaboradores demonstraram que o 
aumento na concentração da solução de KCl (de 1 mol L-1 para 4 mol 
L-1) melhorou qualitativamente a sensibilidade do biossensor formado 
pelo nanoporo da alfatoxina.23,98 Nesses estudos, estabeleceu-se uma 
forte correlação entre o aumento da concentração de um mesmo sal 
com o nível de sensibilidade do nanoporo em relação a detecção 
do polietilenoglicol (PEG), como demonstrado na determinação do 
limite de detecção representado na Figura 4A.98 A sensibilidade deste 
biossensor também depende fortemente do tipo de eletrólito que 
compõe a solução banhante, como descrito por Rodrigues98 e cola-
boradores em 2011.98 Nesse estudo avaliou-se a influência de ânions 
da família VIIA no biossensoriamento estocástico via nanoporo da 
alfatoxina.99,100 Estabeleceu-se que o ânion halogênio influencia nas 
propriedades deste sensor, pois a presença do F- na solução banhante 
do nanoporo da alfatoxina aumentou em aproximadamente 130 vezes 
a sua sensibilidade, como pode ser visto na Figura 4B.100 Deste modo, 
estabeleceu-se uma forte relação proporcional entre o aumento do 
nível de resolução do sensor para moléculas unitárias e a composição 
e concentração da solução salina, levando à necessidade de mais 
estudos que verifiquem o potencial de outras soluções capazes de 
aumentar a energia de interação do complexo analito–nanoporo.100 
Sugerimos, então, a possibilidade de realizar a sintonia da sensibi-
lidade do nanoporo da alfatoxina por meio da escolha adequada da 
solução eletrolítica.

Aplicabilidade do nanoporo da alfatoxina

O nanoporo proteico unitário formado pela incorporação da alfa-
toxina em bicamada lipídica plana tem sido aplicado para detecção, 
monitoração e caracterização de moléculas relevantes em diversos 
setores da atividade humana. Isto é possível devido à capacidade 
de multidetecção desse nanoporo, relativa facilidade de adaptações 
em sua estrutura molecular e sua elevada estabilidade molecular. As 
adaptações moleculares no nanoporo podem ser realizadas por meio 
de mutações sítio específicas ou modificação química seletiva, e 
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permitem a incorporação de funcionalidades ao nanoporo. A elevada 
estabilidade molecular viabiliza a variação de parâmetros físico-quí-
micos da solução eletrolítica, enquanto a integridade funcional do 
nanoporo é mantida, permitindo a adequação de sua sensibilidade a 
diversos analitos.

Detecção de íons divalentes e monovalentes em explosivos líquidos
Braha25 e colaboradores, utilizando um nanoporo de alfatoxina 

mutante (substituição dos aminoácidos das posições 123, 125, 133 
e 135 por histidinas), conseguiram detectar simultaneamente íons 
divalentes em meio aquoso, como demonstrado na Figura 5.25 Estas 
mutações introduziram um sítio de ligação no interior do nanoporo, 
que é ocupado de maneira mutuamente exclusiva pelos íons divalentes 
adicionados em um dos lados da bicamada lipídica como mostrado 

na Figura 5A. Na Figura 5B observam-se os registros de bloqueios 
da corrente iônica, induzidos por íons Zn+2, Co+2, Cd+2. O nanoporo 
mutante realizou a detecção dos íons de Co+2 e Zn+2 presentes simul-
taneamente na solução como indicado na Figura 5C.

Em outro estudo, Jayawardhana26 e colaboradores demonstraram, 
em 2009, que o método do biossensoriamento estocástico baseado no 
nanoporo da alfatoxina também é rápido e sensível na detecção de cá-
tions monovalentes. A detecção com eficácia e rapidez de cátions mo-
novalentes pode ser útil, uma vez que alguns deles são componentes de 
explosivos líquidos utilizados em atentados terroristas. Normalmente 
esses explosivos são misturas binárias nas quais apenas um ou ambos 
os compostos são líquidos. Além disso, os componentes isolada-
mente não são explosivos e podem ser de maneira furtiva facilmente 
transportados. Nesse trabalho utilizou-se o nanoporo da alfatoxina 

Figura 4. Influência da concentração e composição da solução na sensibilidade do nanoporo da alfatoxina. A) O valor da concentração do polietilenoglicol 
(PEG 2000) é menor (0,7 µmol L-1) na presença da solução iônica de elevada concentração de KCl (4 mol L-1), portanto, o aumento da concentração do KCl de 
1 para 4 mol L-1, aumentou a sensibilidade do nanoporo em aproximadamente 214 vezes. Adaptado da Ref. 98. B) O valor da concentração do polietilenoglicol 
(PEG 1294) é menor (0,05 µmol L-1) na presença da solução iônica de fluoreto de potássio (4 mol L-1), portanto, a substituição do iodeto pelo fluoreto aumentou 
a sensibilidade do nanoporo em aproximadamente 130 vezes. As setas horizontais indicam o menor valor de concentração do analito (PEG), considerando a 
frequência dos bloqueios na corrente iônica, maior ou igual a 1 Hz como indicado pela linha vertical. Adaptado da Ref. 100

Figura 5. Capacidade do nanoporo da alfatoxina em detectar íons divalentes. (A) Representação esquemática do sítio de ligação introduzido por mutação 
no interior do nanoporo da alfatoxina. As setas indicam a interação de um íon (círculo cheio ou vazio) com o sítio de ligação. (B) Registros de bloqueios da 
corrente iônica, característicos de cada íon (Zn+2, Co+2, Cd+2). Cada registro resulta de um experimento em que apenas um dos íons foi adicionado à solução 
eletrolítica. (C) Registros da corrente iônica na presença de apenas íons de Co+2 na solução eletrolítica (primeiro traçado). Os três traçados inferiores repre-
sentam sequencialmente os registros da corrente iônica à medida que se aumentou a concentração do Zn+2 para 35, 110 e 231 nmol L-1, respectivamente. As 
linhas cheias e tracejadas indicam o perfil de bloqueio na corrente, característico do Co+2 ou Zn+2, respectivamente. Adaptado da Ref. 25
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do tipo selvagem com um adaptador, a boromicina, e como solução 
banhante do nanoporo, além dos eletrólitos normalmente utilizados 
(KCl ou NaCl), foi adicionado também um líquido iônico, o Cloreto 
de Butilmetilimidazol (BMIM-Cl). Nessas condições, o nanoporo 
detectou vários componentes iônicos presentes na composição de 
explosivos líquidos, tais como: cloreto de trietilamônio (TEA), cloreto 
de dietilamônio (DEA), hidrocloreto 4-(2cloretil) morfolina (CM), 
dicloridrato de hidrazina (HZ), cloreto de tetraetilamonio (TMA), 
cloreto de potássio (KCl) e cloreto de amônio (NH4Cl).26

Discriminação de moléculas enantioméricas
Kang27 e colaboradores relataram, em 2006, a capacidade que o 

nanoporo da alfatoxina possui em discriminar concomitantemente 
analitos enantioméricos. Nesse estudo foi utilizada uma alfatoxina 
mutante acoplada a uma β-ciclodextrina (βCD) para aumentar a 
especificidade do nanoporo, permitindo a detecção das formas enan-
tioméricas do ibuprofeno, como representado na Figura 6.27

Detecção de armas químicas
O combate ao terrorismo tornou-se uma prioridade internacional 

devido ao aumento das ameaças nos últimos anos. Uma das neces-
sidades urgentes em combater o terrorismo é melhorar a capacidade 
atual de detecção e identificação com precisão e rapidez, de agentes 
químicos que podem ser usados para ataque terrorista ou como arma 
química. No estudo de Liu30 e colaboradores foi demonstrada a utili-
zação do nanoporo formado pela alfatoxina na detecção de explosivos 
como o trinitrotolueno (TNT), agente químico bastante utilizado 
em aplicações militares e industriais. Adicionalmente o nanoporo 
formado pela alfatoxina mostrou-se bastante eficaz na detecção de 
organofosforados, os quais representam um dos grupos químicos mais 
tóxicos de substâncias químicas desenvolvidas para fins militares. 
Os organofosforados são utilizados em alguns defensivos agrícolas. 
O limite de detecção desse composto detectado pelo nanoporo da 
alfatoxina foi significativamente inferior aos limites exigidos pelo 
exército americano.30 Para a detecção do organofosforado PMPA 

(pinacolil metilfosfanato) a β-ciclodextrina foi utilizada com um 
adaptador molecular acoplado no nanoporo objetivando diminuir 
o diâmetro da constrição e, assim, aumentar a interação do PMPA 
com o nanoporo. Esse acoplador melhorou a detecção das molé-
culas unitárias do organofosforado. Esse estudo demonstrou que o 
nanoporo da alfatoxina apresenta grande potencial para aplicações 
na área de segurança.

Detecção de drogas ilícitas
Em estudo realizado por Kawano29 e colaboradores foi descrita 

uma metodologia para a detecção rápida e altamente seletiva de 
cocaína utilizando um nanoporo proteico acoplado com um aptâ-
mero de DNA.29 Os aptâmeros são ácidos nucléicos geneticamente 
modificados para terem propriedades específicas de reconhecimento 
para moléculas. Eles demonstraram que o nanoporo foi capaz de 
detectar uma concentração baixíssima de cocaína, 300 ng/mL, em 
apenas 60 segundos. Além disso, este sistema pode ser aplicado 
não só para a cocaína, mas para uma grande variedade de analitos, 
dependendo apenas da especificidade do aptâmero. Estudos nesta 
diretriz são de extrema importância, pois se acredita que esse mé-
todo possa auxiliar no desenvolvimento de um teste para drogas 
ilícitas em tempo real.

Espectrômetro de massa para homopolímeros
A determinação da massa, tamanho e concentração de moléculas 

em amostras é de grande interesse científico e tecnológico.101,102 A 
principal técnica padrão para determinação da massa de moléculas é a 
ionização e dessorção a laser assistida por matriz (MALDI).103,104 Esta 
técnica, apesar de amplamente empregada, apresenta o inconveniente 
de ser um ensaio destrutivo e não permitir a análise em meio líquido.96 
Graças aos estudos que demonstram maior sensibilidade do nanoporo 
da alfatoxina em soluções eletrolíticas com valor de concentração de 
aproximadamente 4 mol L-1,23,98 foi possível pioneiramente utilizar 
este nanoporo como espectrômetro de massa para o polietilenoglicol 
(PEG). Foram analisadas amostras polidispersas de PEG 1500 e 
também amostras monodispersas de PEG 1294.18,31 Demonstrou-se 
uma boa correlação entre os espectrogramas obtidos com o nanoporo 
da alfatoxina e pela técnica do MALDI como visto na Figura 7, por-
tanto, o nanoporo consegue discriminar polietilenoglicóis, diferentes 
em apenas uma unidade monomérica. Um diferencial importante no 
emprego do nanoporo da alfatoxina como espectrômetro de massa 
é que todo o processamento da amostra ocorre em meio aquoso, 
portanto, não há à destruição do polímero, possibilitando inclusive 
o reaproveitamento das moléculas analisadas.

Sequenciador de ácido desoxirribonucléico
O uso de nanoporos para o sequenciamento de biopolímeros 

foi proposto há mais de uma década, com a primeira demonstração 
experimental da translocação de ácido desoxirribonucléico de fita 
simples (ss-DNA) através do nanoporo proteico da alfatoxina.105 
Uma vantagem importante dessa abordagem em relação aos métodos 
de sequenciamento por síntese é que, além de ser uma técnica mais 
direta, ela apresenta uma inerente capacidade de leitura bidirecional 
do ss-DNA, possibilitando que a mesma fita de DNA seja sequencia-
da novamente.106,107 A tecnologia de detecção baseada em nanoporo 
possibilitará um sequenciamento de ácidos nucléicos, com maior 
rapidez de análise e sem a necessidade de marcação ou amplificação 
do DNA.2,108,109 Nesta tecnologia a fita de ss-DNA sofre um processo 
de nanoeletroforese translocando-se por meio do nanoporo, gerando 
bloqueios na corrente iônica característicos de cada base nucleotídica, 
como representado na Figura 8.2

Significativos avanços na aplicação de nanoporos proteicos no 
desenvolvimento de sequenciadores de DNA ocorreram nos últimos 

Figura 6. Capacidade do nanoporo da alfatoxina na discriminação de 
moléculas enantioméricas. A b-ciclodextrina (bCD) foi acoplada na região 
mais estreita do nanoporo da alfatoxina mutante, diminuindo ainda mais seu 
diâmetro, portanto, reduz a corrente iônica que passa através do nanoporo 
como indicado pela linha contínua nos registros. a) Registro dos bloqueios 
na corrente iônica característica do (S)-ibuprofeno. A linha tracejada indica 
a amplitude dos bloqueios; b) Registro dos bloqueios na corrente iônica ca-
racterística do (R)-ibuprofeno; c) Registro dos bloqueios da corrente iônica 
de ambas as formas enantioméricas do ibuprofeno. Ao lado direito de cada 
registro, os respectivos histogramas de amplitude dos bloqueios da corrente 
iônica. Nota-se claramente que o nanoporo é capaz de discriminar as formas 
enantioméricas do ibuprofeno. Adaptado da Ref. 27
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seis anos, devido principalmente ao incentivo dado pelo financiamento 
da União Européia ao projeto intitulado “Dispositivos e Abordagens 
Revolucionárias para Ácidos Nucléicos” (The Revolutionary 
Approaches and Devices for Nucleic Acid - READNA). Esse projeto 
tinha como objetivo principal desenvolver plataformas de sequen-
ciamento de DNA que permitissem sequenciar o genoma humano 
com custo total de até mil dólares e tempo máximo de 24 horas.14 
O nanoporo da alfatoxina preencheu esses requisitos e se tornou a 
plataforma de sequenciamento de terceira geração anunciada recen-
temente pela Oxford Nanopore Technologies.110 Outros grupos ainda 
trabalham no desenvolvimento de plataformas de sequenciamento de 
DNA, porém, baseados em nanoporos sintéticos.77,111

Monitoração de microcistinas na água
As microcistinas são heptapeptídeos cíclicos tóxicos produzidos 

por diversas espécies de bactérias do gênero Microcystis, e sua pre-
sença no meio aquoso em concentração superior a 1 μg L-1 torna a 
água inadequada à ingestão pelos seres humanos.112,113 Atualmente 
já foram relatadas mais de 80 diferentes variantes estruturais de 
microcistinas, e todas apresentam alguns D-aminoácidos. Dentre 
elas destacam-se a microcistina LR (MC-LR), microcistina RR, 
microcistina YR, sendo a primeira considerada a mais tóxica. A 
MC-LR é um potente inibidor de fosfatases de proteínas e apre-
sentam toxicidade considerável para mamíferos, podendo levar à 
desorganização celular total do tecido hepático.114 As microcistinas 
são encontradas em reservatórios de água doce, porém, desde que 
a MC-LR foi encontrada em águas salgadas, estudos adicionais 
têm sido relatados para a detecção delas.115 A grande variabilidade 
estrutural das microcistinas representa um empecilho a mais para a 
monitoração, caracterização e identificação confiável destas molé-
culas em meio aquoso, exigindo atualmente o emprego de diversos 
métodos analíticos, dentre os quais se destacam os bioensaios com 
ratos, imunoensaios (ELISA), ensaios bioquímicos dependentes da 
inibição de atividade enzimática, cromatografia líquida de alto de-
sempenho (HPLC) e espectrometria de massas.116 Adicionalmente, 
ensaios com microscopia de força atômica foi relatado na identifi-
cação de microcistina,115 e também a utilização do método analítico 
sem uso da acetonitrila, para análise de microcistinas por cromato-
grafia líquida de alta eficiência.117

Recentemente relatou-se que o nanoporo da alfatoxina é capaz 
não somente de detectar, mas também discriminar até 3 variantes de 
microcistinas em meio aquoso.28 Nesse estudo demonstrou-se que o 
método baseado neste nanoporo permite a diferenciação concomitante 
de até três microcistinas presentes em solução de elevada força iônica 
como observado na Figura 5S.28

CONSIDERAÇÕES FINAIS

O biossensoriamento estocástico é inerente a todos os seres vivos 
e desempenha um papel importante para sua sobrevivência, uma vez 
que possibilitam aos organismos uni ou multicelulares interagirem 
adequadamente com os diversos meios até os dias atuais. Por outro 
lado, mesmo com vários estudos sobre os fenômenos celulares, so-
mente com o advento da Nanobiotecnologia foi possível ao homem 
iniciar de maneira sistemática o emprego de processos biomiméticos 
e nanobioestruturas no desenvolvimento de métodos e potenciais 
dispositivos práticos baseados no biossensoriamento estocástico, 
como os biossensores formados por nanoporos proteicos unitários ou 
individuais. Os nanoporos proteicos têm-se mostrado, principalmen-
te do ponto de vista acadêmico, como ferramentas moleculares de 

Figura 7. Nanoporo da alfatoxina como espectrômetro de massas. Espectro 
de massa (superior) para o polietilenoglicol (PEG 1500, Mr=1500 g/mol) 
polidisperso obtido com o nanoporo unitário comparado ao espectro de massa 
(inferior) obtido pelo MALDI-TOF. Os histogramas representam o valor mé-
dio da corrente para cada amplitude de bloqueio referente a cada molécula 
do polímero. Os números na parte superior em cada “pico” do histograma 
indicam a quantidade de monômeros do etilenoglicol em cada molécula do 
polímero. Os maiores valores de I/Iopen correspondem às moléculas de PEG 
de menor massa molecular. O I indica o valor de corrente iônica através do 
nanoporo quando este é ocupado pelo polietilenoglicol, e Iopen é o valor de 
corrente quando não há moléculas de PEG no interior do nanoporo da alfa-
toxina. O “pico” indicado pelo número 28 corresponde a análise da amostra 
de polietilenoglicol (PEG 1294) monodisperso. No MALDI-MS devido ao 
processo de desorção e ionização, cada molécula do PEG perde um O ou 
OH. Adaptado da Ref. 18

Figura 8. Nanoporo da alfatoxina como sequenciador de DNA. Representação esquemática do padrão de bloqueios na corrente iônica através do nanoporo 
da alfatoxina durante a translocação de ss-DNA. Observe que a amplitude dos bloqueios indicados pelas faixas coloridas é característica de cada base nucle-
otídica, representadas por: T=timina, A=adenina, C=citosina, G=guanina. Adaptado da Ref. 2
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medição capazes de quantificar, detectar, identificar e caracterizar uma 
grande variedade de moléculas, desde as mais simples, como íons, 
até as mais complexas, como o DNA. Por outro lado, ainda há muito 
a ser teoricamente elucidado e tecnicamente aperfeiçoado, até que a 
sociedade possa se beneficiar com a ampla utilização de dispositivos 
práticos baseados nos nanoporos proteicos unitários. Com relação 
à abordagem teórica faz-se necessário aumentar significativamente 
o entendimento dos mecanismos moleculares da interação analito-
-nanoporo, enquanto se aperfeiçoa o futuro dispositivo prático em 
termos de miniaturização, portabilidade e longevidade da bicamada 
lipídica, atualmente considerado um bom suporte para o nanoporo 
proteico. O emprego de simulação de dinâmica molecular (SDM) vem 
sendo utilizada e pode esclarecer ou corroborar alguns achados expe-
rimentais importantes, bem como permitir a predição de resultados 
dificeis de serem obtidos com precisão pelas técnicas experimentais 
atuais. A SDM permite, por exemplo, estudar teoricamente o fluxo 
dos íons através dos nanoporos proteicos e as interações eletrostáticas 
do analito no interior do nanoporo.

Finalmente, o foco principal das pesquisas sobre o biossensoria-
mento estocástico via nanoporo da alfatoxina consiste em produzir 
dispositivos comerciais direcionados à solução de problemas rela-
cionados à saúde da sociedade moderna, em que os indivíduos estão 
cada vez mais expostos a nanopoluentes, cuja ação maléfica nos 
humanos e outros seres ainda não está adequadamente compreendida.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Algumas imagens dos sistemas utilizados neste trabalho estão 
disponíveis em http://quimicanova.sbq.org.br, na forma de arquivo 
PDF, com acesso livre.
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Estrutura dos nanoporos proteicos biológicos

Anthrax: Depois de se ligar aos receptores na membrana plasmá-
tica da célula alvo e sofrer uma ativação proteolítica, o componente 
antígeno protetor da toxina do antraz formar um pré-poro heptamérico 
como na Figura 1S. O pré-poro sofre uma conversão dependente do 
pH que permite a translocação dos fatores de edema e letal para o 
citosol.1

Aerolisina: O poro da aerolisina tem um formato de cogumelo 
com um domínio extramembranar que varia entre 10-17 Å.2 O com-
primento dos poros da aerolisina e da alfatoxina é aparentemente o 
mesmo, mas o diâmetro é menor na aerolisina do que na alfatoxina, 
muito provavelmente pela ausência do domínio vestibular no poro 
formado pela aerolisina, resultando em um modelo semelhante a um 
rebite,3 como indicado na Figura 2S.

Limitações e estratégias de melhorias do nanoporo proteico da 
alfatoxina

Os nanoporos da alfatoxina podem ser modificados utilizando a 
técnica de mutagênese, na qual é introduzido, geneticamente, algum 
dos vinte aminoácidos naturais no poro proteico gerando uma varie-
dade de cadeias laterais de diferentes tamanhos, formas, polaridade 
e reatividade química. Também pode ser realizadas mutagêneses 
introduzindo aminoácidos com configuração D não usualmente en-
contrados nos mamíferos superiores como na Figura 3S.5

Figura 1S. Estrutura do nanoporo Antrax. O nanoporo formado pela toxina do Bacillus anthracis é formado por sete subunidades. Uma visão lateral é apre-
sentada em A e uma visão do topo do nanoporo é mostrada em B. Retirado do Protein Data Bank (pdb), código 1TZN

Outra forma de melhorar a detecção do nanoporo 
é a utilização de adaptadores moleculares como a 
β-ciclodextrina como visto na Figura 3S, que apesar de 
ser muito utilizada, não apresenta seletividade específi-
ca para moléculas pequenas por isso, para sua melhor 
utilização é necessário também à mutação do nanoporo 
proteico, o que torna essa interação (ciclodextrina-
-nanoporo) ~104 vezes mais forte que com o nanoporo 
na sua forma selvagem.6,7

No trabalho de Zhao e colaboradores foi investigado a transloca-
ção de peptídeos aromáticos através do nanoporo proteíco formado 
pela alfatoxina, como mostrado na Figura 4S. O nanoporo sofreu 
modificações aromáticas em suas paredes internas com o objetivo 
de aumentar a afinidade de ligação dos peptídeos com o nanoporo, 
aumentando assim a sensibilidade do nanoporo. Demonstrou-se a 
detecção de vários peptídeos incluindo aqueles que diferiam em 
apenas um aminoácido, além de oferecer uma técnica potencial para 
o sequenciamento de proteínas.8

Aplicações do nanoporo da alfatoxina

Monitoramento de microcistinas na água
Os métodos atualmente disponíveis para detecção e caracteri-

zação de cianotoxinas na água, como cromatografia líquida de alta 
performance, ressonância magnética nuclear e a espectroscopia de 
massa, são muito trabalhosos para implementação do monitoramento 
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Figura 3S. Exemplos de nanoporos da alfatoxina adaptados: (A) poro geneticamente modificado. Os resíduos dos aminoácidos são inseridos próximo à região 
mais estreita do poro (resíduos em azul); (B) poro contendo uma b-ciclodextrina como adaptador molecular próximo à região de constrição

Figura 4S. (a) Representação molecular do nanoporo proteico da alfatoxina. As três posições de mutação (113, 145 e 147), utilizadas para detecção de peptídeos 
estão indicadas em vermelho, azul e roxo, respectivamente. Os nanoporos modificados receberam a denominação de (WT)7, (M113F)7, (2FN)7 de acordo com 
a localização da mutação (b) Registros típicos, bem como a corrente residual da interação do peptídeo Y6 com os três nanoporos (WT)7, (M113F)7, (2FN). E 
em (c) o perfil de bloqueios na corrente iônica através do nanoporo na presença simultânea de quatro peptídeos: Y6, YPFW, YWPF, e YPWG. Adaptado da Ref. 8

Figura 2S. Representação esquemática do nanoporo da aerolisina (A) e da alfatoxina (B) incorporados em bicamadas lipídicas planas. Ambos os nanoporos 
apresentam diâmetro que permite a translocação de peptídeos. Adaptado da Ref. 4
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Figura 5S. Representação esquemática do nanoporo da alfatoxina incorporada em um suporte resistivo à esquerda. Representação dos registros de bloqueios 
na corrente iônica características da detecção de dois tipos de microcistinas (A) microcistina YR em (B) microcistina RR. Adaptado da Ref. 9

em tempo real de microcistinas. Na tentativa de melhorar a identifi-
cação dessas cianotoxinas, o método baseado no nanoporo proteico 
foi desenvolvido para detecção, quantificação e caracterização de 
microcistinas em meios aquosos como visto na Figura 5S. Ele é do-
tado de elevada sensibilidade, permitindo um monitoramento dessas 
moléculas em tempo real.9,10
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6. CONCLUSÕES 

O nanoporo formado pela alfatoxina detecta o ssDNA poli-A (50b); 

Os íons de fluoreto aumentam o tempo de permanência do ssDNA no lume aquoso do 
nanoporo formado pela alfatoxina; 

Os íons de fluoreto diminuem o tempo interbloqueio do ssDNA no nanoporo formado pela 
alfatoxina; 

Os parâmetros biofísicos de tempo de permanência e tempo de chegada do ssDNA poli-A 
(50b) são influenciados pela composição iônica da solução banhante do nanoporo. 
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7. PERSPECTIVAS 

Estudar a influência dos sais de Hofmeister e de líquidos iônicos na interação do ssDNA e 

também de outros polímeros como polivinilálcool (PVA), polivinilpirrolidona (PVP), 

Poliestireno (PS) com o nanoporo protéico unitário da alfatoxina visando descobrir as 

condições físico-químicas mais adequadas para caracterização de analitos poliméricos. 

Adicionalmente realizar simulações de docking molecular dos polímeros (DNA ,PVA, 

PVP, PS) com a região de constrição do nanoporo da alfatoxina. 
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9. ANEXOS 
 

Anexo A: Depósito de patente sobre a utilização do nanoporo proteico na detecção, 

identificação e quantificação em tempo real de microcistinas em meio aquoso. 
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Anexo B: 

Resumos apresentados na XXVIII Reunião Anual da FESBE (2013). 
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Anexo C: Simpósio Nordestino de Biomedicina.Revista de Biomedicina, 2014. 
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