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Resumo

Canais ibnicos sdo os elementos essenciais da excitabilidade da membrana,
responsaveis pela transmissdo e transducdao de sinais em neurdnios, sendo esses canais
passiveis de modulacdo via toxinas peptidicas e anestésicos gerais. No primeiro capitulo
desse trabalho sdo estudadas as k-KTx, que sdo toxinas peptidicas escorpi6nicas com o
motivo estrutural Csa/a ativas em canais de potassio dependentes de voltagem. A k-KTx 2.2
Omtx2 em um estudo prévio foi considerada um modulador da secrecdo de insulina em
ilhotas pancreaticas isoladas e uma avaliacdo das toxinas das k-KTx 2.6 Ocyc9 e k-KTx 2.2
Omtx2 demonstrou potencial efeito nos canais Cay2.3. Neste presente trabalho, a atividade
das toxinas Ocyc9 e Omtx2 foi avaliada nos canais Cay2.3, Ky, Nay, TRP, nAchr, ENaC. Em
concentragdoes entre 100 nM e 10 uM, ambas as toxinas nao apresentaram efeito nos canais
testados. Esses resultados, junto com os descritos por Sarmiento (2019), indicam que a
modulacdo da secrecdo de insulina dependente de glicose ndo pode ser justificada pela
interacdo das k-KTx 2.2 e 2.6 com canais i6nicos descritos em células B pancreaticas. As k-
KTx sdo compreendidas como bloqueadores de poros de baixa afinidade e necessitam de
altas concentragdes para induzir bloqueio. As toxinas Ocyc9 e Omtx2, a 500 uM, inibiram a
amplitude de correntes nos canais Ky1.1, Ky1.3, Ky1.4 e Shaker IR, com a indicacdo que a
inibicdo ocorre associada ao deslocamento da probabilidade de abertura, caracterizando o
funcionamento como uma toxina modificadora de gating. A caracterizacdo de k-Ktx como
modificadoras de gating corrobora com dados previamente descritos na literatura com a
modulacdo das cinéticas de ativacao, entretanto, ndo era descrita a capacidade de modular a

probabilidade de abertura com a possivel estabilizacdo do estado fechado.

O segundo capitulo estuda a interacdo de anestésicos gerais com canais ibnicos
dependentes de voltagem. O mecanismo de a¢do dos anestésicos gerais foi compreendido
por décadas pela interacao inespecifica com membranas celulares, sendo substituida com
observacdo da interacdo com canais idnicos. O anestésico intravenoso propofol inibiu os
canais Nay com mecanismo associado ao acoplamento da ativa¢do-inibi¢do, todavia o canal
Nayl.4 apresentou um mecanismo de inibicdo que ndo indica estar relacionado ao
acoplamento. O sedativo TCE 5 mM inibiu os canais Nay com hiperpolarizagdao nas
probabilidades do SSI, com efeito predominante em Nayl.7, indicando possivelmente o

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



corrente, contudo esse efeito foi revertido em Ky1.2-FRAKT com potencializacdo das
correntes, interagindo com a regido do Linker S4-S5, assim como proposto previamente para
propofol e sevoflurano. Foi desenvolvido um modelo celular com caracteristicas neuronais e
expressao dos canais Kv1.2 (Kv1.2SH-SY5Y-RA-Ky1.2) funcional para investigacdo do efeito
isolado de Kv1.2 na presenca de Sevoflurano sobre a excitabilidade de membrana. Esse
modelo foi capaz de demonstrar a hiperpolarizacdo na repolarizacdo apds potencial de acao,

efeito consistente com a potencializagao da condutancia de Ky1.2 por sevoflurano.

Abstract

lon channels are essential elements of membrane excitability, responsible for signal
transmission and transduction in neurons, and can be modulated by peptide toxins and
general anesthetics. In the first chapter of this work, k-KTx, which are scorpion peptide
toxins with the Csa/a structural motif active on voltage-dependent potassium channels, are
studied. In a previous study, k-KTx 2.2 Omtx2 was considered a modulator of insulin
secretion in isolated pancreatic islets, and an evaluation of the toxins k-KTx 2.6 Ocyc9 and k-
KTx 2.2 Omtx2 demonstrated potential effects on Cay2.3 channels. In the present work, the
activity of Ocyc9 and Omtx2 toxins was evaluated on Cay2.3, Ky, Nay, TRP, nAchr, and ENaC
channels. At concentrations between 100 nM and 10 uM, both toxins showed no effect on
the tested channels. These results, along with those described by Sarmiento (2019), indicate
that the modulation of glucose-dependent insulin secretion cannot be justified by the
interaction of k-KTx 2.2 and 2.6 with ion channels described in pancreatic B-cells. k-KTx are
understood as low-affinity pore blockers requiring high concentrations to induce inhibition.
At 500 uM, Ocyc9 and Omtx2 toxins inhibited the amplitude of currents in Ky1.1, Ky1.3,
Kv1.4, and Shaker IR channels, indicating that the inhibition is associated with a shift in the
opening probability, characterizing their function as gating modifier toxins. The
characterization of k-KTx as gating modifiers supports previously described data in the
literature on the modulation of activation kinetics; however, their ability to modulate the

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

The second chapter studies the interaction of general anesthetics with voltage-
dependent ion channels. For decades, the mechanism of action of general anesthetics was

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



observation of interaction with ion channels. The intravenous anesthetic propofol inhibited
Nay channels with a mechanism associated with activation-inhibition coupling; however, the
Nay1.4 channel showed an inhibition mechanism not related to coupling. The sedative TCE 5
mM inhibited Nay channels with hyperpolarization in SSI probabilities, predominantly
affecting Nayl.7, possibly indicating a mechanism associated with analgesic effect. In Kv1.2
channels, TCE at 5 mM promoted current inhibition; however, this effect was reversed in
Kv1.2-FRAKT with current potentiation, interacting with the S4-S5 linker, as previously
proposed for propofol and sevoflurane. A neuronal characteristic cell model with Ky1.2
channel expression (Ky1.2SH-SY5Y-RA-Ky1.2) was developed to investigate the isolated effect
of Kv1.2 in the presence of sevoflurane on membrane excitability. This model demonstrated
hyperpolarization during repolarization after action potential, consistent with potentiation of

Kv1.2 conductance by sevoflurane.
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Introducgao

Eletrofisiologia

A eletrofisiologia, por definicdo, é o estudo dos fen6menos elétricos em organismos
gue teve como primeiro explorador Luigi Galvani na Itdlia, aproximadamente em 1780. No
entanto, a primeira descricdo de atividade elétrica em um organismo ocorreu 10 anos antes
por John Walsh ao relatar a capacidade de enguias e arraias elétricas de gerarem choques
elétricos (Piccolino and Bresadola, 2002). Os primeiros estudos de Galvani utilizando uma
preparacgao de juncdo neuromuscular de pernas de sapos demonstraram que o estimulo com
a descarga da Leyden Jar — um sistema capaz de armazenar eletricidade estatica e liberar ao
contato, um tipo de capacitor atualmente — induzia contragdo muscular (Piccolino, 1998;

Parent, 2004).

O primeiro instrumento de eletrofisiologia criado foi um galvanémetro
eletromagnético por Leopoldo Nobili em 1825, capaz de registrar pela primeira vez o sinal
elétrico proveniente de uma preparagao neuromuscular. Entretanto, o pesquisador explicou
0 processo como uma atividade termoelétrica proveniente da diferenca de temperatura

entre os extremos da preparacdo (Nobili, 1828).

Emil du Bois-Reymond, em 1848, registrou a variagdo em um potencial de membrana
apos uma despolarizacdo, ou seja, observou o fendmeno elétrico relacionado a um potencial
de acdo o que chamou de negative Schwankung - Flutuagdo negativa (Du Bois-Reymond,

1848).

Julius Bernstein, em 1868, aprimorou o registro das flutuacdes negativas com a
criacdo de um equipamento para registro em alta frequéncia, o Diferenttial Rheotome, e foi
responsavel pela formulagdo da hipdtese da membrana (Carmeliet, 2019). Sua hipétese de
membrana celular assumia que a célula é cercada por uma membrana seletivamente
permedvel aos ions K" e, devido a diferenca de concentracdo de ions K* entre os
compartimentos celulares, um potencial intracelular negativo era gerado (Nilius, 2003;

Carmeliet, 2019).
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No final do mesmo século, Meyer e Overton estudando a relacdao entre o coeficiente
de particdo Odleo/dgua de um anestésico e a permeabilidade a membrana celular,
observaram que quanto maior o coeficiente, maior seu potencial narcético (Meyer, 1899;
Missner and Pohl, 2009). Com essas observacbes, propuseram que a membrana celular
possui uma alta densidade de componentes lipossoltveis (Overton, 1902; Missner and Pohl,

2009).

Os trabalhos com ax6nio gigante de lula comegaram em 1936 por John Z. Young, com
a descricdo de uma estrutura similar a tubos transparentes com 0,5 - Imm de didmetro que
se prolongava pelo corpo (Carmeliet, 2019). Em 1939, em uma carta a revista Nature, foram
publicados os primeiros registros de potencial de acdo por Hodgkin e Huxley em ax6nio
gigante de lula com a técnica de current clamp. Posteriormente, os dados foram discutidos

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

Kenneth S. Cole e George Marmont em 1947 criaram a técnica de voltage clamp que
foi aprimorada por Hodgkin e Huxley, com auxilio de Bernard Katz, resultando na publicacao
de cinco artigos em sequéncia na mesma revista em 1952 que revolucionaram a
eletrofisiologia e foram agraciados com a premiacdo do Nobel em 1963 (Huxley, 2002;
Carmeliet, 2019). Nos cinco artigos, foram descritas as rela¢cdes corrente voltagem dos
axonios gigantes (Hodgkin et al., 1952), as altera¢cdes nas correntes i6nicas frente a
diferentes concentracgdes idnicas (Hodgkin and Huxley, 1952b) e as condutancias no axonio
(Hodgkin and Huxley, 1952c, 1952d), levando ao modelo conhecido como Modelo Hodgkin-

Huxley para correntes totais em uma membrana (Hodgkin and Huxley, 1952a).
_ dv 4 3
I_cmLE?+gLam(V—E;wQ+gKn(VR—EJ+gMn1hUﬁ—EM)

Compreendendo a corrente total como igual a somatdria da corrente capacitiva de
membrana (Cm), a condutancia de vazamento (g..), @ condutancia dos canais de potassio

(g«) e a condutancia dos canais de sodio (gn.) (Hodgkin and Huxley, 1952a).

Ao observarem as correntes isoladas de potassio, perceberam que se ajustariam em
uma funcdo exponencial de ¢)"com n = 4, referente a 4 particulas de gating para abertura
do canal de potassio — algo que décadas apds foi compreendido como os sensores de

voltagem (Hille, 2001; Bezanilla, 2002; Hopper et al., 2022). A corrente de sédio foi definida
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com duas fases, a fase de ativacdo e a fase de inativacdo rapida do canal, e se ajustaria na
funcdo exponencial ()™ com m=3 para ativacdo e a fase de inativagcdo com uma exponencial ¢
)" com h=1. Assumir a presenca de particulas de gating iguais a quatro para os canais de
sodio e potassio, sendo que o canal de sédio possui 3 para ativacdo e uma para inativacao,
foi revoluciondrio na época, ainda mais por ndo terem conhecimento da estrutura das

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

Técnica de Two Electrode Voltage Clamp — TEVC

A técnica Two Electrode Voltage Clamp assim como o nome a descreve utiliza dois
eletrodos para perfurar uma célula e controlar a voltagem de membrana. Para esse tipo de
técnica sdo utilizados ovécitos da ra africana Xenopus laevis, devido a alta capacidade de
sintese proteica que esta célula possui e facilidade de injetar o RNA mensageiro para a

expressao da proteina de interesse (Guan et al., 2013).

Utilizando a figura para exemplificar o funcionamento de um circuito elétrico de um
Two-Eletrode Voltage Clamp: o eletrodo 1 é responsavel por registrar a voltagem de
membrana Vm e o eletrodo 2 é responsavel por controlar e medir a corrente que flui através

da célula (Guan et al., 2013).

Eletrodo 1 LR Eletrodo 2

.'4

Cm

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

O eletrodo 1 estd ligado diretamente a um Voltage Follower (Al), que emite uma

voltagem de saida aproximadamente igual a voltagem de membrana (Vm) para o
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amplificador de “clampeamento” (A2). Esse amplificador A2 é um amplificador diferencial de
alto ganho que compara Vm com o sinal de comando de voltagem (Vc). O amplificador A2
gera uma voltagem de saida que produz uma corrente proporcional a diferenca (&) entre Vm
e Vc para ser injetada através do eletrodo 2 na célula e, assim, controla a voltagem na
membrana, ou seja, o voltage clamp. Simultaneamente ao controle da voltagem de
membrana pelo eletrodo 2, ocorre o registro da corrente que estd sendo conduzida, sendo
essa a corrente da membrana relativa a variagdes de voltagem imposta pelo amplificador,

gue pode representar a atividade de canais i6nicos (Guan et al., 2013).

- oy Yy

Figura 2 — Fotografias do sistema de eletrofisiologia Two Electrode Voltage Clamp. (A) Fotografia do sistema no
laboratodrio do Professor Jan Tytgat — KU Leuven Bélgica. (B) Fotografia via lupa da cAmara de registro. (C)
Ovdcitos isolados de Xenopus laevis.
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Técnica de Patch Clamp

Em 1976, os pesquisadores Erwin Neher e Bert Sakmann publicaram o primeiro artigo
com a técnica de patch clamp com a descricdo das condutancias flutuantes nas fibras

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

Neste trabalho, foi descrita a necessidade da utilizagdo de uma micropipeta para
isolar um pequeno pedaco (patch) da membrana e reduzir os ruidos da preparacdo. Dentro
da micropipeta existe um eletrodo conectado diretamente a um circuito de aterramento
virtual, do inglés virtual-ground, que permite a manutencdo do clampeamento da voltagem
na regidao do patch, além da capacidade de registrar as correntes(Neher and Sakmann,
1976). A parte intracelular do tecido esta clampeada com uma preparacao de Two-Electrode

Voltage Clamp (Neher and Sakmann, 1976).

Posteriormente, em 1980, o mesmo grupo de pesquisadores aprimoraram a técnica
com melhores micropipetas devido ao melhor polimento (Sigworth and Neher, 1980) e ao
diametro de acesso aprimorado, obtendo selos, ou seja, interacdo da pipeta com a
membrana celular de alta resisténcia, algo que ficou conhecido como giga selo devido a
magnitude da resisténcia em GQ, permitindo registros com menores ruidos de fundo e
capacidade de “clampear” a voltagem na membrana sem a necessidade de um sistema Two-

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

Diversas configuracbes de patch clamp para a exposicdo da membrana foram
desenvolvidas apds o giga selo, cada uma permitindo realizagdo de estudos com a célula
inteira (whole cell), apenas uma porcdo da membrana (outside-out), por¢do da membrana
com a face intracelular exposta (inside-out), além do melhoramento da configuragao inicial

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

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

Transmissao de sinais nos organismos

O mecanismo para transmissdo rapida de sinais no mesmo organismo ou entre
organismos que foi selecionado ao longo da evolucdo foi a sinalizacdo elétrica, como é
observado entre comunidades de bactérias em biofilme (Prindle et al., 2015) e na resposta

rapida de captura de insetos por plantas carnivoras (Hedrich and Kreuzer, 2023).

A transmissdo de um sinal ao longo de um axonio neuronal ocorre com a gerac¢do de
potenciais de acdo, devido a ativacdo sequencial de canais ibnicos que permitem a
despolarizacdo e a repolarizacbes rapidas da membrana celular, propagando esse sinal
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despolarizante como pulso elétrico de uma extremidade a outra de um neurbnio e que pode
levar a liberacdo de neurotransmissores nas fendas sinapticas entre neurdnios (Hille, 2001;

Raghavan et al., 2019).

O potencial de acdo ocorre quando a voltagem de membrana atinge o limiar de
disparo devido a um estimulo excitatério. Apds atingir o limiar de disparo, um canal
associado a influxo de cation (normalmente Na*, mas em alguns sistemas pode ser guiado
exclusivamente por Ca®') (Catterall et al., 2017), que amplifica o sinal excitatdrio, promove a
rapida despolarizacdo da membrana e atinge o limiar de ativacdo de canais de Ca* e K,
sendo o efluxo deste Ultimo ion responsdvel pela repolarizagdo da membrana (Raghavan et

al., 2019).

O ion Ca*, diferente dos outros ions envolvidos no potencial de a¢do, ndo apenas
carrega um sinal elétrico, como também é responsdvel pela transducdao do sinal elétrico,
uma vez que o Ca’* é um segundo mensageiro intracelular para contracdo muscular,
liberacdo de vesiculas sindpticas, apoptose e regulacdo génica (Dolphin, 2020; Catterall,

2023).

Canais idnicos

Os canais i6nicos sdo poros macromoleculares compostos de diversas subunidades,
estruturado como proteinas transmembranicas que permitem a passagem de um ion
especifico ou um conjunto de cations/anions pela regido conhecida como poro, sendo que o

fluxo i6nico ocorre de forma passiva impulsionado pelo potencial eletroquimico (Hille, 2001).

Os canais ionicos diferenciam-se de simples poros celulares por possuirem
seletividade ao ion transportado e mecanismo de resposta a estimulo para abrir/fechar o
poro, chamado de gating (Goldschen-Ohm and Chanda, 2017) , podendo ser de diferentes
naturezas, como, por exemplo, elétrico, quimico ou mecéanico (Pak et al., 2015). O estimulo
ao qual o canal i6nico é sensivel determina seu tipo, como os canais idnicos dependentes de
voltagem - VGIC (Ky, Nay, Cay), os canais i0nicos dependentes de ligante - LGIC (receptores de
neurotransmissores, sensores quimicos, cGMP, ativados por outro ion) e os sensiveis a

estimulos mecanicos (Canais Piezzo) (Alexander et al., 2023).
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Canais dependentes de ligantes — Receptores ionotropicos de acetilcolina - nAchRs

Os receptores de acetilcolina ionotrdpicos sdo proteinas transmembrancias que
associam um sinal agonista da acetilcolina, nicotina ou outro agonista colinérgico com a
abertura do poro seletivo para os cétions Na* e Ca®', associados diretamente a respostas
excitatérios nos organismos (Alkondon et al., 1998; Zoli et al., 2018). Nos tecidos ndo
nervosos, estes receptores estdo associados com o processo de inflamacdo celular e a

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

Cada subunidade possui um dominio N-terminal extracelular de aproximadamente
200 residuos de aminodcidos bem conservados, quatro dominios transmembranicos (TM),
um grande loop citoplasmatico entre os dominios TM3-TM4 e uma regido C-terminal
(Albugquerque et al., 2009). No dominio extracelular, no N-terminal esta presente o Cys-Loop
espacado por 13 residuos de aminoacidos em mamiferos e pode existir a presenca de um
par de cisteinas (Cys-Cys) em sequéncia que é essencial para ligacdo do agonista, presenta
apenas nas subunidades alfa (Albuquerque et al., 2009). O segmento M2 em cada
subunidade é responsdvel por delimitar o poro iGnico, enquanto os segmentos M1 e M3

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

S3o descritas 16 isoformas desses canais em mamiferos, sendo 9 tipos de
subunidades alfas (al-a7, a9, a10) e 7 ndo alfas (B1-B4, 9, v, e €) definidas pela presenga do
par Cys-Cys préximo ao TM1 (Albuquerque et al., 2009). Os receptores de acetilcolina sdo
estruturados em homo pentameros de subunidades alfas idénticas ou hetero pentameros
com a combinacdo de subunidades alfas e betas. As combinag¢des de subunidades propiciam
diferentes caracteristicas cinéticas e funcbGes aos receptores e as diferenciam entre

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

Os homo pentameros a7 possuem uma cinética rapida de ativacao e estdo presentes
em sinapses rapidas (Borroni and Barrantes, 2021), enquanto que a subunidade a7
associada a subunidade B2 apresenta funcdes metabotrépicas devido ao influxo de Ca* e a

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

Canais de potassio dependentes de voltagem - Ky

Os canais de potdssio dependentes de voltagem (Ky) sdo a maior familia de canais
descritos atualmente, contando com 78 genes para expressdo da subunidade alfa formadora
de poro (Huang and Jan, 2014) e 13 genes para a subunidade beta auxiliar (Abbott, 2022).
Inicialmente as familias dos canais de potdssio de mamiferos foram divididas em 4 (Kv1-4),
devido a similaridade com os genes descritos para Droshophila, Shaker, Shab, Shaw e Shal,
sendo entdo nomeado Ky1, K2, Ky3 e K4, respectivamente (Vacher et al.,, 2008).
Posteriormente foram descritas outras subunidades e a familia, sendo atualmente

contabilizadas 12 familias.

Os canais Ky sdo homo tetrameros ou hetero tetrameros, com quatro dominios
principais (MacKinnon, 1991) referentes a cada dominio (D1-D4) e os mondmeros sdo
estruturados em 6 alfas hélices transmembrancias, conhecidas como S1-S6 (Figura 5A)

(Selvakumar et al., 2022).

As alfa hélices S1-S4 de cada dominio estdo posicionadas na regido periférica do
canal e sdo responsaveis pela deteccdo na variagdo de voltagem e, por esta razao, sao
conhecidas como regido sensivel a voltagem e possuindo como fator essencial as alfa hélices

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

As alfa hélices S4, as hélices sensoras de voltagem, possuem uma alta densidade de
residuos de aminodcidos carregados positivamente (lisinas e argininas) que, frente a
variacoes do campo elétrico, se deslocam e promovem o processo de gating (Bezanilla,
2002) com mudanca conformacional em todo o canal e abertura do poro i6nico, mecanismo
também presente nos canais de sédio e cdlcio dependentes de voltagem (Bezanilla, 2018;
Mandala and MacKinnon, 2022). O deslocamento da alfa hélice S4 devido a variacdo na
voltagem de membrana promove a movimentacdo conjunta do linker intracelular S4-S5 e
das alfa hélices S5 e S6 (Kalstrup and Blunck, 2018), finalizando com a abertura do poro
i6nico, sendo tal processo caracterizado como o Coupling eletromecanico (Long et al., 2005)

para iniciar a condutancia.
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As alfas hélices S5-S6 dos quatro dominios ficam posicionadas na regido central do
canal i6nico quando estruturado na membrana e sdo responsaveis pela formacdo da
cavidade hidratada do poro i6nico e o filtro de seletividade (Figura 5C, D) (Kuang et al.,
2015). A seletividade ao ion K* se da pela presenca de 5 residuos de aminoacidos (TVGYD) na
regidao p-loop (Doyle et al.,, 1998), que apresenta nas cadeias laterais oxigénios de
agrupamentos carbonil que interagem exclusivamente com o ion K' para remover e
simultaneamente mimetizar a camada de solvatacdo, deixando este momentaneamente
menor que o ion Na' e permitindo assim apenas a conducdo deste ion seguido de re-

hidratacdo (Kuang et al., 2015).

N C-terminal

N-terminal

Figura 5 - Estrutura tridimensional do canal de Potassio dependente de voltagem Ky1.3. (A) Representagdo tipo
ribbon do monémero do dominio 1 do canal Ky1.3 com representagdo das alfas hélices. (B) Representagdo
ribbon da visdo lateral do Canal Ky1.3 com os 4 dominios formados. (C) Representacdo ribbon Visdo superior
do canal Ky1.3 com ion potassio no centro. (D) Representac¢do surface da visdo superior do canal de Ky1.3.
Pdb: 7ssx. Modelos visualizados com software ChimeraX.
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O Dominio T1, ou dominio de tetramerizacdo, se encontra na porcao N-terminal,
possuindo a funcdo de regular a interacdo com outras subunidades, tanto alfas quanto
auxiliares, e a estabilidade do canal i6nico (Figura 5B) (Strang et al., 2001). As subunidades
auxiliares ou ndo formadoras de poro sdo classificadas em transmembrancias ou citosdlicas,
com participa¢do nos processos de expressdao, modificacdes pds-traducionais e regulacdo da

atividade do canal (Abbott, 2022).

Canais de sédio dependentes de voltagem - Nay

A subunidade alfa formadora de poro i6nico dos canais de sddio dependentes de
voltagem eucarioticos (Nay) se assemelham estruturalmente com os canais Ky por serem
constituidos de quatro dominios (D1-D4) e cada um dos dominios serem formados por seis
alfa hélices (S1-S6). Entretanto, diferem inicialmente dos canais Ky por serem constituidos
por dominios continuos em uma Unica longa cadeia proteica que apresenta 24 segmentos
transmembranicos (4 dominios x 6 segmentos por dominio)(Catterall et al., 2017). Todavia,
canais de sédio dependentes de voltagem de procariotos (NayAb, NaChBac, NayRh, NayMs
NavAepl, entre outros) sdo estruturados em 4 proteinas e estdo associados em um homo
tetramero assim como os canais Ky (Payandeh and Minor, 2015).

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

! sendo o gating m

seria governado por um processo com particulas de gating m*h
relacionado a ativacdo do canal e o gating h com o cessamento da condutadncia com a
inativacdo rapida do canal, que, atualmente, apds diversos estudos estruturais, sido
entendidos como os sensores de voltagem (Catterall et al., 2012). Os quatros sensores de
voltagem dos canais Nay possuem sensibilidades diferentes a voltagem e frente a
despolarizagao da membrana e se movem em velocidades diferentes. Esse padrao é definido

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

2013).

Os sensores dos dominios D1, D2 e D3 sdo os mais rapidos e suficientes para o
processo de ativacdo do canal com abertura do poro i6nico (Goldschen-Ohm et al., 2013),
enquanto que o sensor do dominio 4 é o mais lento de todos e estd, com a sua

movimentac¢ao, associado ao deslocamento da al¢a intracelular D3-D4 que possui o motivo
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IFM que, por sua vez, blogueia o poro i6nico do lado intracelular ao fim da movimentacao do
sensor D4, caracterizando o processo de inativacdo rapida (Capes et al.,, 2013), um

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

O filtro de seletividade se encontra na regidao central do poro idnico, no P ., entre as
alfa hélices S5-S6 e os quatro residuos sdo responsaveis por conferir a seletividade ao ion
Na" em preferéncia ao ion K" (Ahern et al., 2016). Em procariotos, um campo de forca
conhecido como Sy, do inglés high field strength binding site, formado pelas cargas
negativas dos residuos de acido glutamico (EEEE) sdo responsaveis pelo filtro de seletividade
(Chakrabarti et al., 2013). J4 nos canais de eucariotos, o filtro de seletividade ocorre devido a
presenca de quatro residuos diferentes em cada dominio, conhecido como DEKA Jocus, acido
aspartico (D) do dominio um, acido glutamico (E) do dominio dois, lisina (K) do dominio trés

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

Na,1.2 DI FRLMTQDFWENLYQL -
Na,1.2 DII FRVLCGE-WIETMWD-
Na,1.2 DIII LQVATFKGWMDIMYA-
Na,1.2 DIV FQITTSAGWDGLLAP-
NaChBac FQVVTLESWASGVMRP
NaVvAb FQVVTLESWASGIMRP

Figura 6 — Alinhamento das sequéncias do filtro de seletividade de eucariotos e procariotos. Os quatro
dominios do Nav1.2 de Homo sapiens, NaChBac de Bacillus halodurans e Nayab de Aliarcobacter butzleri.

Canais de cdlcio dependentes de voltagem - Cay

Os canais de cdlcio dependentes de voltagem (Cay), assim como o nome ja indica,
possuem seletividade ao ion Ca** em comparac3o aos outros ions presentes em mamiferos
(Catterall, 2023). Os canais Cay possuem uma maior identidade com os canais Nay em
comparacdao com os Ky, uma vez que os quatro dominios da subunidade alfa sdo expressos
em apenas uma proteina continua, assim como ocorre nos canais Nay, estruturado em 24

segmentos transmembranicos, dividido em quatro dominios (Catterall, 2023).

A seletividade ao ion Ca** é devida aos residuos de acido glutdmico (EEEE) e/ou de

acido glutamico e acido aspartico (EEDD)(Ellinor et al., 1995), conhecidos como posicdo 0, e

que formam um anel de cargas no centro que coordenam a passagem do ion Ca** (Yao et al.,
2024).
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Sdo contabilizados 10 genes relativos a expressdo da subunidade alfa (CACNA1-) e os
canais expressos podem ser classificados tanto pelo tipo de corrente, probabilidade de
abertura ou farmacologia (Ertel et al., 2000; Hille, 2001; Dolphin, 2006). Os canais da familia
Cay1 possuem correntes do tipo L, tal classificacdo vem da condicdo possuirem correntes
Long Lasting, ou duradouras, em compara¢ao com as outras familias, sendo os canais Cay1.1,
Cavl.2, Cayl.3 e Cayl.4 os integrantes desta familia e sensiveis as dihidropirimidinas

(Lipscombe et al., 2004).

Cada integrante da familia dos Cay2 possui diferentes tipos de correntes, Cay2.1
possuem correntes classificadas como P/Q dependo do splicing alternativo e tecido de
expressao (Richards et al.,, 2007). O canal Cay2.2 apresenta corrente do tipo N, associado
com sua expressdo em neurdnios do sistema nervoso central e terminais pré-sinapticos
(Jurkovicova-Tarabova and Lacinova, 2019). O canal Cay2.3, por sua vez, ganha a classificacdo
como tipo R devido a sua resisténcia a inibidores comuns (Catterall, 2023), sendo que
atualmente ndo existe composto totalmente seletivo, sendo o com maior seletividade a

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

Os canais da familia 3 possuem correntes descritas como pequenas “tiny” ou
transientes, por isso sdo classificadas como do tipo T, além de serem as Unicas caracterizadas
com a probabilidade de abertura Low Voltage Activated (LVA), ou seja, necessitam de uma
pequena variacdo da voltagem de membrana para ativarem, sendo os demais canais High

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

Canalopatias

Canalopatias sdao doencgas genéticas ou de fatores adquiridos provocadas pelo
funcionamento incorreto de um canal i6nico, causada por mutacdo em seus respectivos
genes levando a mudanca na sequéncia de aminoacidos da cadeia principal ou subunidades
acessorias (Kim, 2014). Os canais id6nicos estdo presentes em quase todos os tecidos
humanos, desde o tecido epitelial, até os tecidos de drgdos internos (Staruschenko et al.,
2023) e o mal funcionamento destes pode provocar uma doenga, um conjunto de

desordens, ou até mesmo o mal desenvolvimento fetal (Kim, 2014).
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Canais idnicos presentes em neurdnios nociceptores, como os canais Nay1.7, Nay1.8 e
Nay1.9 (McDougall and O’Brien, 2024), quando apresentam mutac¢des que provocam ganho
de fungdo estdo relacionados com patologias de dores crénicas e hipersensibilidade (Cregg
et al., 2010), j& mutacdes que provocam perda de funcdo se relacionam com insensibilidade

a estimulos e percepgao de dor (Marchi et al., 2022).

A Epilepsia é uma doenca caracterizada pela atividade anormal do cérebro, podendo
ser focal ou generalizada, com excesso de impulsos nervosos excitatérios ou auséncia de
inibitérios que podem provocar o status epiléptico (Menezes et al., 2020). Diversos genes ja
foram relacionados com os diferentes espectros de epilepsia existentes. Dentre 70 genes
relacionados em 8565 pacientes foram encontrados 14 genes para canais idnicos ou
receptores (Lindy et al., 2018). Os canais Nay sdo um alvo de mutacGes observadas na
epilepsia, por estarem relacionados com principal ion iniciador de potenciais de acdo, com
1528 mutacOes descritas para gene SCN1A (Nayl.1) e nos outros genes SCN2A (Nay1.2),
SCN3A (Nay1.3), SCN8A (Nay1.6) e SCN9A (Nayl1.7) contabilizando mais muta¢bes (Menezes
et al., 2020).

Além de doencgas que envolvem diretamente o sistema nervoso central, outras
canalopatias podem ser citadas. As que envolvem o sistema cardiovascular, como a
sindrome de brugada e do QT-longo esta relacionada aos genes SCN5A (Nay1.5), KCNQ1
(Ky7.1), hErgl (Frosio et al.,, 2023). No musculo esquelético, mutacGes nos genes SCN4A
(Nay1.4),CACN1A (Cayl.1), CLCN1 (Canal de cloreto) e KCNJ2 (Kir2.1) podem causar

miotonias ndo distréficas e paralisias periddicas (Vivekanandam et al., 2020).

Mutagdes nos genes KCNJ11 (Kir6.2) e ABCC8 (SUR1), responsaveis pela formagao do
canal Karp (Ashcroft, 2005), sdo fatores genéticos para doencas envolvendo o metabolismo
pancreatico como, por exemplo, hiperinsulinismo congénito da infancia, diabetes neonatal e

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

Moduladores e bloqueadores de canais ionicos dependentes de voltagem

Compostos que interagem com canais ibnicos possuem potencial farmacolégico
(Camerino et al., 2007) como analgésicos, anestésicos locais, anestésicos gerais, além de

funcionarem como étimas ferramentas moleculares para a investigacdo da funcdo de canais

28



ibnicos (Wisedchaisri and Gamal EI-Din, 2022), como, por exemplo, a identificacdo das
subunidades a e B dos canais Na, realizada com auxilio de uma a-NaTx do escorpido Leiurus

quinquestriatus (Beneski and Catterall, 1980).

Existem dois mecanismos cldssicos de interacdo com o canal ibnico, sendo o primeiro
caracterizado como bloqueio do poro i6nico, ou seja, o composto interage diretamente com
a regido responsavel pelo fluxo i6nico e provoca a oclusdo, cessando a condutancia, como
ocorre para Tetrodotoxin (Lipkind and Fozzard, 1994) e Lidocaina (Hille, 1977) nos canais
Nay, Tetraetilamonio (Lenaeus et al., 2005), 4-aminopiridina (Choquet and Korn, 1992) e a-
Ktx de escorpides (Banerjee et al., 2013) em canais Ky e as Fenilalquilaminas e w-conotoxinas

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

O segundo mecanismo de interacdo é conhecido como modulacdo de gating, que se
trata da interacdo com regides proximas aos sensores de voltagem ou diretamente com a
alfa hélice S4, alterando cinéticas de ativacado, inativacao e disponibilidade dos canais, como
é descrito para a-NaTx e B-Natx de escorpido para os canais Nay (Catterall et al., 2007), w-

Agatoxins (McDonough, 2007) e Di-hidropiridinas (Tang et al., 2016) para os canais Ca,.

29



Capitulo 1 — k-KTx Ocyc9 e Omtx2, fracas bloqueadoras ou
moduladoras de gating?

1.1 - Introducao

Escorpides: Generalidades

Os escorpides sdo artrépodes quelicerados integrantes da classe Aracnidea,
subdivididos em 22 familias e 2822 espécies catalogadas em 2024 (Rein, 2024b)
considerados entre os animais mais antigos ainda existentes, cujo ancestral esta datado em,
aproximadamente, 450 milhdes de anos atrds como um organismo aqudtico do periodo
Siluriano (Jeyaprakash and Hoy, 2009; Gopalakrishnakone et al., 2015). O corpo é
caracterizado pela presenca de oito patas, segmentado em prossoma, com cefalotérax, e
opistosoma, com mesossoma e metassoma. No prossoma, estdo localizados os seguintes
apéndices: queliceras, pedipalpos e quatro pares de pernas. O opistossoma é dividido em
mais duas partes, o mesossoma, referente ao tronco e o metassoma, que é conhecido como
a cauda e possui ao seu final a presenca de um télson, responsavel pela inoculagdo da

peconha (Brazil and Porto, 2011).

Os diferentes géneros de escorpides apresentam diferencas morfolégicas quanto ao
tamanho do télson e das pincas, sendo essas diferencas relacionadas com a estratégia para
captura de presas (Simone and van der Meijden, 2021; Garcia et al., 2022); a injecdo de
peconha com aguilhdo bem desenvolvido para perfurar tecidos e injetar toxinas
especializadas (Zhu et al., 2020) ou o aprisionamento e esmagamento com grandes pingas

(Van Der Meijden et al., 2010).

Em 2022, foram registrados no Sinan (Sistema de Informagao de Agravos de
Notificagdo) 292.440 casos envolvendo acidentes com animais pegonhentos do Brasil, destes
acidentes 62% dos casos, 183.738 registros foram com escorpides, causando 92 d&bitos
(Ministério da Saude, 2024). Em 10 anos de registros, foi observado um aumento de 149,3%

nas notificacdes de acidentes envolvendo picadas de escorpido (Ministério da Saude, 2022).

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

estao na familia Buthidae, com Tityus serrulatus, Tityus stigmurus, Tityus bahiensis e Tityus
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obscurus (Guerra-Duarte et al., 2023). Os principais alvos moleculares envolvidos com o
processo de envenenamento com a peconha desses escorpides sdo 0s canais i0nicos,
principalmente os canais de sédio dependentes de voltagem (Wisedchaisri and Gamal EI-Din,

2022; Mendes et al., 2023).

Género Opisthacanthus

A familia Hormuridae (Monod and Prendini, 2015) possui representantes distribuidos
em 11 géneros, sendo que o género Opisthacanthus pode ser subdivido em 9 subgéneros:
cayaporum, lepturus, lecomtei, africanus, asper, laevipes, rugulosus, validus e
madagascariensis (Lourenco et al., 2018; Rein, 2024a). Entre as 34 espécies conhecidas
atualmente, a primeira espécie descrita foi o Opisthacanthus elatus, encontrado nos
territorios entre Colémbia e Panama, e, posteriormente foram encontradas espécies com

caracteristicas morfoldgicas similares no continente africano (Lourenco et al., 2018).

Popock em 1893 prop6s um novo género para os escorpides com caracteristicas de
Opisthacanthus encontrados no continente africano, chamando-os de Opisthocentrus e
manteria no género Opisthacanthus apenas as espécies encontradas nos continentes
americanos (Pocock, 1893). Tal proposta foi recusada na época e foi aceito que o género
Opisthacanthus teria sofrido um processo de segregacdo durante a movimentacdo das
placas tectonicas que formavam o supercontinente Gondwana e, por este motivo, podem
ser encontrados na Africa, Madagascar, América do Sul, América Central e Caribe (Pocock,

1893; Lourenco et al., 2018).

Componentes da peconha de escorpidao

Na peconha de escorpides podem ser encontrados componentes moleculares como
peptideos, proteinas, aminas biogénicas, lipidios e sais. Entre esses componentes, 0s
peptideos sdo os grandes responsaveis pelos efeitos de intoxicacdo apds uma picada (Ortiz

et al., 2015).
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Os peptideos da peconha de escorpides

Os peptideos da peconha de escorpides podem ser classificados em duas principais
categorias: aqueles sem a presenca de pontes dissulfetos (NDBPs) e peptideos com pontes

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

Os NDBPs representam, aproximadamente, um terco dos peptideos totais existentes
na peconha, possuem entre 13 e 56 residuos de aminodacidos e a maioria deles é cationica
(Ortiz et al., 2015). Os NDBPs possuem a estrutura em random coil em meio aquoso, mas se
reestruturam rapidamente em alfa hélices anfipaticas ao entrarem em contato com
membranas celulares e ao interagir com estas podem promover a formagao de poros,
propiciando atividade citolitica (Figura 7A) (Zeng et al., 2005; Almaaytah and Albalas, 2014).
A presenca de peptideos antimicrobianos na peconha de escorpiGes é compreendida como
uma forma de resposta imune inata dos escorpides contra possiveis patdégenos, uma vez que
o orificio do télson esta constantemente exposta ao ambiente e vulnerdvel as infeccdes por

microrganismos (Baltutis et al., 2022).

Os DBPs sdo compostos de 13 a 70 residuos de aminodacidos, com a formacao de duas
a quatro pontes dissulfeto, que conferem aos peptideos a capacidade de serem altamente
compactados e com resisténcia a temperatura e pH (Ortiz et al., 2015; Xia et al., 2023). A
presenca das pontes dissulfeto é essencial para a existéncia das estruturas compactadas,
como as alfa hélices e folha beta estabilizadas por cistina (CSap) que é encontrado em

toxinas ativas em canais de sédio e de potassio (Figura 7B, C) (Xia et al., 2023).
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™~
IsCT Vm24
pdb:1T52 pdb:2K90

Ts3 Omtx2
pdb:5CY0 pdb:1WQD

Figura 7 - Estruturas de toxinas peptidicas de escorpido. (A) Toxina NDBP IsCT de Opisthacanthus
madagascariensis. (B) a-KTx Vm24 de Vaejovis mexicanus. (C) Ts3 a-NaScTx de Tityus serrulatus. (D) k-KTx
Omtx2 de Opisthacanthus madagascariensis. Figuras geradas com software ChimeraX — Universidade da
California. Residuo cisteina e pontes dissulfeto coloridos em amarelo.

Toxinas ativas em canais de potassio dependente de voltagem

O banco de dados publico Kalium, especializado em ligantes para os canais de
potassio, apresenta 1599 agonistas descritos, desses 212 sdo toxinas de escorpido com
atividade eletrofisioldgica descrita ou alta identidade com toxinas identificadas (Krylov et al.,

2023).

As toxinas de escorpido ativas em canais de potdssio sdao denominadas KTxs,
apresentam entre 23-64 residuos de aminoacidos e suas estruturas sdao estabilizadas por 2-4
cistinas (Rodriguez De La Vega et al., 2003; Quintero-Hernandez et al., 2013; Xia et al., 2023).
S3o descritos 4 motivos estruturais para as KTxs com os padrdes de cistinas bem definidos,

sendo CSa/B, CSa/a, Kunitz e ICK (Kuzmenkov et al., 2015).
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O motivo estrutural alfa hélices e folha beta estabilizado por cistina (CSap) é o
predominante entre as toxinas (Figura 7B, C), sendo presente nas familias: a-KTx, B-KTx e y-

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

O motivo estrutural duas alfas hélices paralelas estabilizado por duas cistina CSa/a
apresenta a distribuicdo de cistinas C1-C4 e C2-C3, sendo que, na sequéncia primaria, o
espacamento entre a cisteina C1 e C2 é de 4 aminoacidos e o espacamento entre a C3 e C4
também é de quatro aminodcidos, sendo as k-KTx a Unica familia com esse padrao (Figura

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

O motivo Kunitz é conservado em toxinas com atividade de inibidores enzimaticos,
sendo uma atividade comum nas toxinas 6-KTx que apresentam esse motivo. A estrutura
dessas toxinas apresenta duas folhas betas antiparalelas e uma ou mais regides de alfa
hélices, com a presenca de seis ou oito cisteinas que se ligam em padrdes [C1-C5, C2-C3, C4-

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

As toxinas A-KTxs apresentam o motivo estrutural ICK inhibitor cistine knot (Gao et
al., 2013), normalmente encontrado em toxinas de aranhas (Cardoso and Lewis, 2019),
possuindo uma folha beta estabilizada por trés cistinas, que também é encontrado em KTx,
com a formacdo de um anel de cistinas com as [C1-C4 e C2-C5] com a terceira cistina [C3-C6]

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

A familia e-KTx foi a ultima a ser descrita, com apenas duas toxinas participantes
desta familia (Tsll e Ts12) e apresentam o padrdo de cistina ICK, entretanto sdo
encontradas 4 cistinas diferentes das A-KTxs e os elementos estruturais secundarios ndo sao

bem definidos (Cremonez et al., 2016).

A familia das toxinas k-KTx

Existem 5 subfamilias de k-KTxs que foram definidas pela analise de suas sequéncias
de aminoacidos, cujo alinhamento multiplo gera consensos de sequéncia primdria, devido ao
padrdo de alinhamento conservado das cisteinas e residuos considerados chaves (Figura 8)
(Vandendriessche et al.,, 2012). A subfamilia 1, representada pelas toxinas hefutoxins 1,

hefutoxins 2 e hefutoxins 3 (Srinivasan et al., 2002), foi definida pelo padrdo de assinatura
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dos residuos GXN,CARP,CWB,XGXDAXTCKXXC, sendo que N, corresponde a Ndo polar, A, a

aromatico, P, a Polar, B, a Basico e A a acido (Figura 8) (Vandendriessche et al., 2012).

A subfamilia 2, com as toxinas de Opisthacanthus madagascariensis Omtx1, Omtx2,
Omtx3, Omtx4 (Chagot et al., 2005), as toxinas de Opisthacanthus cayaporum Ocyc8 e Ocyc9
(Silva et al., 2009) , a toxina de Pandinus imperator Pi6 (Olamendi-Portugal et al., 2017) e as
toxinas de Heterometrus petersii HSP053.1, HSP053.2 apresentam o padrdo de assinatura

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

A subfamilia 3, com as toxinas de Heterometrus petersii HSP040C.1, HSP040C.3,
HSP040C.4 e HSP040C.5, tem como assinatura proposta XWINAFNN,CMKISSDXKYCKXXCG
(Figura 9) (Vandendriessche et al., 2012).

Na peconha dos escorpibes Heterometrus petersii e Heterometrus laoticus foram
caracterizadas duas toxinas com sequéncias de baixa identidade com as demais k-KTxs,
devido a isso foram propostas duas novas familias, sendo cada uma delas a represente Unica
desta familia. A familia k-KTx 4 com a toxina HSP040C.2 de Heterometrus petersii e a familia
K-KTx 5 com a toxina de Heterometrus laoticus HelaTx1 (Figura 8) (Vandendriessche et al.,

2012).
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Familia k-KTx 1

Hefu3(1.3) GFGCYRSCWKAGHDEETCKKECS 23
Heful(1l.1) GHACYRNCWREGNDEETCKERC- 22
Hefu2(1.2) GHACYRNCWREGNDEETCKERCG 23
Padrao GXn,Ca Rp, CWe XGXDa XTCKXXC

% RN Yedew FeaFedeNVede %

Familia k-KTx 2

Oocyc8(2.5) YDACVNACLEHHPNVRECEEACKNPVPP 28
Pi6(2.9) VDACYEACMHHHMNSDDCIEACKNPVPP 28
HeTx203(2.7) GNACIEVCLQHTGNPAECDKACD- -~~~ 23
HeTx204(2.8) GNACIEVCLQHTGNPAECDKPCDK---- 24
0cyc9(2.6) FPPCVEVCVQHTGNVKECEAACG--~--~- 23
omtx1(2.1) -DPCYEVCLQQHGNVKECEEACKHPVE- 26
omtx2(2.2) -DPCYEVCLQQHGNVKECEEACKHPVEY 27
omtx4(2.4) -DPCYEVCLQQHGNVKECEEACKHP--- 24
omtx3(2.3) NDPCEEVCLQHTGNVKACEEACQ---~-~ 23
Padrdo XXn, CXXn, C XXX, Ny XX Ca Xy, CX

Familia k-KTx 3

HSP040C.1(3.1) QWINACFNVCMKISSDKKYCKYLCGKN 27
HSP040C.5(3.4) QWINACFNVCMKISSDKKYCKYLCGKS 27
HSP040C.3(3.2) HWINACFNICMKISSDQKYCKSFCG-- 25
HSP040C.4(3.3) HWINACFNICMKISSDQKYCKSFCG-- 25
Padrao XWINACFNN CMKISSDXKYCKXXCG

JE PR PR P PR P S X L I I S A P N e
BRI WHRHRARATRTET 0 WRRS w

Familia k-KTx 4
HSP040C. 2(4. 1) DIPCFETCMKLYHIPKLCYIKCRKH 25

Familia k-KTx 5
HelaTx1l SCKKECSGSRRTKKCMQKCNREHGH 25

A_:Acido A :Aromatico
P :Polar X : Qualquer residuo

N :Ndo polar B, :Basico

[BY

B

Figura 8 - Alinhamento multiplo das sequéncias de aminodcidos das toxinas das familias de k- KTxs.
Alinhamento das 5 familias de k-KTxs e assinatura padrdo em vermelho para as familias com esta
classificagao.

Importante mencionar as toxinas Tt28 e Tsl6 que, segundo suas sequéncias
primarias, sdo descritas como a-KTx da familia 20. Entretanto, os membros da familia a-KTx
apresentam o enovelamento Csaf e foi demonstrado que a toxina Tt28 apresenta o

enovelamento Csa/a caracteristico de k-KTx, contudo apresenta trés cistinas (Saucedo et al.,
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2012). Atualmente, ndo existe uma classificacio exata para essas duas toxinas e,
provavelmente, uma nova familia sera descrita com o surgimento de novos integrantes. Com
intuito de evitar confusdes, é importante notar que a toxina Tt28 foi classificada como «-
BUTX-Tt2b, seguindo outro padrdo de nomenclatura que utiliza o alvo molecular como
método de classificagdo (King et al., 2008), aonde « se refere as toxinas que inibem canais Ky,

sem correlacdo com a estrutura ou a sequéncia (Saucedo et al., 2012).

Opisthacanthus cayaporum

No Brasil, sdo encontradas apenas duas espécies de Opisthacanthus, dentre essas o
Opisthacanthus cayaporum é encontrado na regido de Tocantins, Amazonas e Pard (Brazil
and Porto, 2011). O primeiro trabalho com a pegonha foi realizado em 2008, com o
fracionamento da pegonha por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) resultando em
80 fragdes, nas quais foram identificados 221 componentes com massas moleculares entre
229.2 e 61.144,0 Da e 17 peptideos foram sequenciados (Schwartz et al., 2008). Ensaios de
sucrose gap utilizando corddo nervoso ventral de barata e nervo cidtico de rato
demonstraram que 3,54 mg/mL de peconha bruta reduziram a amplitude do potencial de
acao de maneira dose dependente nos nervos de barata, mas foram sem efeito sobre o

potencial de acdo registrado no nervo ciatico de ratos (Schwartz et al., 2008).

Em 2009, foi construida uma biblioteca de cDNA a partir da glandula de peconha de
Opisthacanthus cayaporum, tendo sido obtidas sequéncias precursoras para 61 diferentes
produtos celulares, com caracteristicas de toxinas peptidicas e proteinas celulares (Silva et
al., 2009). Entre as sequéncias encontradas, foram descritos dois peptideos da classe NDBPs,
OcyC1 e OcyC2, toxinas peptidicas que possuem similaridade com toxinas k-KTx, sendo estas
intituladas OcyC8 e OcyC9 e uma toxina com identidade com a-KTx da familia 6, intitulada

OcyC12 (a-KTx 6.16).

A toxina OcyC8 (k-KTx 2.5) a 16 uM foi capaz de reduzir a amplitude dos canais hKy1.1
e hKy1.4 com ICso de 217446 pM e 7118,9 uM, respectivamente, além da capacidade de

atrasar a cinética de ativacdo dos canais hKy1.1 (Camargos et al., 2011).
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A toxina OcyKTx2 (a-KTx 6.17) foi capaz de inibir de forma reversivel a corrente do
canal de potdssio Shaker-B de Drosophila melanogaster e hKy1.3 com Kd de 93,5 nM para

Shaker B e Kd de 18,0 nM para hKy1.3 (Schwartz et al., 2013).

Opisthacanthus madagascariensis

O escorpido Opisthacanthus madagascariensis é encontrado na ilha de Madagascar,
em regides semiaridas e secas (Lourenco et al., 2018). O primeiro trabalho com a pec¢onha
do escorpido foi realizada em 2001, com a caracterizacdao de uma peptideo antimicrobiano
(AMP), de cadeia linear, denominado IsCT, capaz de atuar contra bactéria Gram positivas e
Gram negativas, além de apresentar atividade hemolitica (Dai et al., 2001). O mesmo grupo
caracterizou outros trés peptideos lineares e os denominaram de IsCT2, IsCTf e IsCT2f,
peptideos que apresentaram atividade antimicrobiana. Foi proposto que os peptideos IsCTf
e IsCT2f sdo fragmentos de digestdao enzimatica dos peptideos IsCT e IsCT2 que pode ocorrer
naturalmente dentro da pegonha (Dai et al.,, 2002). Posteriormente, foram realizados
diversos trabalhos com andlogos de IsCT para compreensado dos residuos essenciais para o

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

IsTx é uma toxina que foi isolada apenas da pe¢onha de individuos machos, com 41
residuos de amino acidos e que foi classificada com uma a-KTx6 devido a sua estrutura de

Csa/P descrita por ressonancia nuclear magnética (Yamaji et al., 2004).

Utilizando a técnica de NMR, outros quatro peptideos foram identificados na
peconha de Opisthacanthus madagascariensis, sendo esses os peptideos Omtx1l, Omtx2,
Omtx3 e Omtx4, todos esses peptideos contendo 2 pontes dissulfeto e estrutura de Csa/a
(Chagot et al., 2005). Foi observado com as toxinas Omtx1, Omtx2 e Omtx3, na concentragao
de 500 uM, promoveram inibicdo parcial dos canais Ky1.1, Ky1.2 e Ky1.3, efeito esperado em
altas concentracbes para k-KTxs (Chagot et al., 2005). Nesse mesmo trabalho, foi
mencionado pelos autores que a toxina Omtx2 foi capaz de alterar a liberacdo de insulina
dependente de glicose em ilhotas pancreaticas isoladas de camundongos, embora esse

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

A toxina Omtx3 foi avaliada quanto a atividade anticoagulante, ndo tendo

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

A observacdo de Chagot et al., 2005, sobre a capacidade de alterar a liberacdo de
insulina, inspirou o trabalho de doutorado da pesquisadora Beatriz Sarmiento, com o estudo
das toxinas Omtx2, Ocyc9 e o analogo Ocyc9Mod, que apresenta as substituicoes Val5Tyr e
Gly23Lys para a formacao da diade funcional (Sarmiento, 2019). Tais toxinas foram avaliadas
sobre a atividade dos canais i6nicos envolvidos no processo de liberacdo de insulina de
células beta pancreaticas (K,2.1, BK (KCal.1), KATP (KIR6.2 / SUR 1), Ca,1.2, Ca,1.3s e Ca,2.3).
Foi observado um potencial efeito das toxinas Omtx2 e Ocyc9 no canal Cay2.3 na

concentragdo de 300 nM (Sarmiento, 2019).

Mecanismo de secre¢ao de insulina por células beta pancredticas - dependéncia do

metabolismo oxidativo e do potencial de membrana

As ilhotas de Langherans sdao compostas por cinco tipos celulares, as células a, B, 6, €
e PP, cada uma responsavel pela secrecdo de um hormoénio diferente, sendo que as células a

e B sdo as majoritdrias (60-90%) nas ilhotas (Da Silva Xavier, 2018; Gil-Rivera et al., 2021).

A insulina € um hormoénio peptidico de 51 residuos de aminodcidos, expresso como
preproinsulina e, apés modificagdes pds-traducionais no lumen do reticulo endoplasmatico e
no complexo de Golgi (Vakilian et al., 2019), é armazenada em vesiculas secretoras com alta
concentracdo do ion Zn*', que é essencial para a biossintese de insulina (Bosco et al., 2014).
Como mostrado na Figura 9, seis cadeias de insulina e dois ions zincos se associam para a

formacao de um cristal (Poudel et al., 2017).
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Figura 9 - Estrutura do cristal do hexdmero de insulina aprisionando o ion Zn** estabilizando a estrutura. PDB
ID: 1MSO.

A secrecao de insulina frente ao aumento dos niveis de glicose no sangue é um
processo que associa metabolismo oxidativo da glicose com variagdo no potencial de
membrana (Henquin and Meissner, 1984). As células B-pancreaticas sdo responsaveis por
detectar o nivel de glicose no sangue, associar o metabolismo rdpido da glicose e sinalizar,
via secrecdo do hormonio insulina, para que os outros tecidos do corpo captem glicose

(Vakilian et al., 2019).

Em baixas concentragbes de glicose no sangue, a producdo de ATP pelas
mitocOndrias € minima, consequentemente a concentracdo intracelular de ATP é baixa,
sendo insuficiente para induzir o bloqueio do fluxo de potdssio sensivel a ATP pelos canais
Kare (Kir6.2 Surl) (Ashcroft, 2005). A auséncia de bloqueio por ATP mantém o poro i6nico
aberto, que permite o efluxo continuo de K" e propicia o estabelecimento do potencial de

repouso, proximo ao potencial de reversao do ion K* (Ashcroft et al., 1984).

O aumento da glicemia plasmatica inicia o processo da glicdlise, seguido do aumento
de ATP intracelular, que, por sua vez, induz o fechamento dos canais Karp (Ashcroft et al.,
1984), aumentando a resisténcia de membrana, promovendo/facilitando a despolarizacdo

da membrana com ativacao de diferentes canais i6nicos, até a final ativacdo de canais de
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calcio dependentes de voltagem que permite o aumento de cdlcio intracelular e a liberacao

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

Durante a secrec¢dao de insulina, as células B apresentam dois padrdes elétricos
associados aos eventos intracelulares (Rorsman and Ashcroft, 2018). No primeiro padrao,
sao detectados conjuntos de disparos de potencial de agdo com duragao de 20-60 segundos,
gue sdo guiados predominantemente pelos canais de Cay e, consequentemente, ocorre o

aumento de Ca*" intracelular (Rorsman and Ashcroft, 2018; Gil-Rivera et al., 2021).

Devido ao aumento de calcio intracelular, os canais Cay sdo inibidos pelos
mecanismos de inibicdo dependente de calcio (CDI)(Lee et al., 2000; Sang et al., 2021), o que
provoca a reducdo tempordria da atividade e cessamento do padrdo de disparos, seguido da
repolarizacdo da membrana celular (Santos et al.,, 1991). Apds a repolarizagdo, inicia-se o
segundo padrdo elétrico, com variacdo de voltagem entre estados de repouso e o platé do
limiar de disparos antes de retornar ao primeiro padrdao (Rorsman and Ashcroft, 2018). Esse
segundo padrdo é essencial para a reducdo de cdlcio intracelular e a recuperag¢ao CDI dos

canais Cay, possibilitando subsequentes despolarizacdes (Gil-Rivera et al., 2021).

Humanos e camundongos apresentam diferentes conjuntos de canais ibnicos que
associam o inicio da despolarizacdo da membrana até o influxo de Ca®* para ativar a
maquinaria de liberacdo da secrecdao (Braun et al., 2008). Em humanos, o inicio da
despolarizacdo e a fase ascendente do potencial de acdo ocorrem com a colaboracdo
adicional do canal Cay3.2, que possui um limiar de ativagdao mais negativo que os demais
canais presentes incluindo os canais de sédio dependentes de voltagem Nay1.6 e Nayl1.7,

além da participacdo dos canais Cay2.1 (Braun et al., 2008).
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1.2 - Justificativa

As k-KTx, definidas pelo padrdo estrutural CSa/a, sdo pertencentes a uma das
familias de toxinas com um dos menores nimero de representantes descobertos. Descritas
como toxinas de baixa poténcia comparando as demais toxinas que tem atividade na escala
de nanomolar, necessitando de concentragdes acima de 10 puM para desempenhar
atividades em canais de potdssio dependentes de voltagem. A necessidade de altas
concentragdes para apresentar atividade pode ser um indicio que os canais de potdssio
dependentes de voltagem ndo sdo os alvos moleculares principais das toxinas com motivo

estrutural CSa/a.

A toxina de motivo estrutural CSa/a, OmTx2, foi indicada como capaz de alterar a
secrecao de insulina em ilhotas isoladas (Chagot et al., 2005), posteriormente outro trabalho
descreveu que as toxinas Ocyc9 e Omtx2 inibem os canais Cay2.3e (Sarmiento, 2019), um

canal conhecido como resistente a diversos inibidores classicos.

A descricdo da atividade de toxinas CSa/a no canal Cav2.3e e associagdo com o
mecanismo de secre¢do de insulina em células beta pancredticas influéncia em diversos
aspectos: trata-se da descricdo da atividade no canal Cay2.3e, que n3do possui um
bloqueador especifico; Aplicacdo farmacolégica para tratamento de doencas neuroldgicas
(Benkert et al., 2019) e metabdlicas associadas a excesso de secrecdo de insulina (Marini et
al., 2024); Caracterizagdao de diferentes alvos moleculares associados com toxinas que

apresentam o motivo estrutural CSa/a.

1.3 — Objetivos do capitulo 1
e Avaliacdo da atividade das toxinas Ocyc9 e Omtx2 no canal Cay2.3.

e Busca dos canais idnicos envolvidos na modulagdo da secre¢do de insulina

dependente de glicose por k-KTx.

e Investigacdo da interacdo das k-KTx em alta concentracdo em canais de

potassio dependentes de voltagem.
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1.4 - Metodologia capitulo 1

1.4.1 - Origem das toxinas Ocyc9 e Omtx2

As toxinas Ocyc9 e Omtx2 foram sintetizadas comercialmente, solicitados 10 mg do
peptideo Ocyc9 e 10,5 mg do peptideo Omtx2, ambos com grau de pureza 95% garantido
por cromatografia liquida de alta eficiéncia e conferido posteriormente com analises na

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

A Toxina Ocyc9-Nativa foi obtida por meio da purificacdo da peconha bruta extraida
de espécimes de Opisthacanthus cayaporum coletados em Tocantins e mantidos em
cativeiro no biotério da Universidade de Brasilia sob licenga do IBAMA n° 048/2007-CGFAU.
Foram obtidos 48,49 ug de Ocyc9-Nativa.

1.4.2 - Cromatografia dos peptideos sintéticos Ocyc9 e Omtx2

As amostras obtidas comercialmente foram analisadas no sistema de cromatografia
liqguida de alta eficiéncia LC10A Shimadzu (Kyoto, Japao) para conferéncia do grau de pureza.
A fase estacionadria escolhida foi a coluna analitica C18 Core-Shell Phenomenex (Califérnia,
EUA) com as especificagdes 250 x 4,60 mm, 4 microns. Para eluicdo, utilizou-se gradiente
binario de solucdo aquosa de TFA 0,12% (A) e de solucdo de acetonitrila de TFA 0,1 % (B),
com fluxo de 1,0 mL/min e detec¢do a 216 nm de absorbéancia. O gradiente iniciou-se com
0% de b seguido do gradiente de 0 a 60 % de B em 60 minutos. As fracdes foram coletadas

manualmente, secas a vacuo e armazenadas a -20C até posterior analise.

1.4.3 - Cromatografia da fra¢ao de pe¢onha bruta contendo o peptideo Ocyc9

A fracdo cromatografica da pegonha bruta contendo o peptideo Ocyc9 foi obtida de
trabalhos prévios (Sarmiento, 2019), seca a vdcuo e armazenada a -20C. A fracdo foi
submetida a etapas adicionais de cromatografia, sendo o gradiente de 0-10% de solucdo B
até 10 minutos, seguido de um gradiente de 10-30% de solugao B entre 15 e 50 minutos da

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

Os peptideos foram submetidos a técnica de espectrometria de massas MALDI
(Matrix Assisted Laser Desorption/lonization), com um detector do tipo TOF (Time of flight),
no equipamento MALDI TOF/TOF Ultraflex Il (Bruker Daltonic, Alemanha). Os peptideos
foram solubilizados em agua ultrapura e dissolvidos em matriz saturada de acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (acetonitrila/agua/3% TFA; 5:4:1) na proporg¢do de 2 pL de amostra para 2
puL de matriz. Andlises foram realizadas no modo linear a fim de analisar a pureza dos
compostos observando as massas médias detectadas entre 1-20 kDa refletido para avaliar as
massas mono isotdpicas usando o software FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics, Alemanha). A
massa tedrica foi calculada usando o software Compass Isotope Pattern (Bruker Daltonics,

Alemanha).

1.4.5 - Quantificagdo de proteina — Método colorimétrico do Acido Bicinconinico (BCA)

O kit comercial BCA Protein Assay Kit® (ThermoFisher, EUA) foi utilizado para a
guantificacao dos peptideos purificados com o método “Enhanced” descrito pelo fabricante,
para a deteccdo de concentragdes entre 5 e 250 pg/mL. A absorbancia foi analisada a 562
nm em um leitor de placa FlexStation 3 (Molecular Devices, EUA) e comparada com a curva-
padrdo obtida simultaneamente com os padrdes de calibracdo fornecidos pelo fabricante

contendo albumina bovina.

1.4.6 - Cultura de células de mamifero

Células HEK293T (Human Embryonic Kidney 293 cells transfected with SV40 origin of
replication) foram cultivadas em meio DMEM High Glucose (Sigma-Aldrich; D7777),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco) e com adicdo de 1% da solucdo de

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

Células HEK (Human Embrionic Kidney 293 cells) com expressdo estavel dos canais
Nay1l.1, Nayl.2, Nayl1l.3, Nayl.4, Nayl.5 e Nayl.6 foram cultivadas em meio DMEM High
Glucose (Sigma-Aldrich; D7777), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 1% de
solucdo MEM (Non Essential Aminoacids) e antibidtico de selecdo G418 na concentracdo de

0.4 mg/mL.
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Células CHO (Chinese hamster ovary cells) com expressdo estavel do canal Nay1.7 foi
cultivada em meio DMEM High Glucose (Sigma-Aldrich; D7777), suplementado com 10% de

soro fetal bovino (Gibco) e antibiético de sele¢cdo G418 na concentragdo de 0.5 mg/mL.

Todas as células foram cultivadas em placas de petri de 6 cm de diametro, a 372 C,
em uma atmosfera umedecida contendo 5% de CO,. O processo de manutengdo das células,
repicagem, foi realizado em intervalos de 2 a 3 dias, utilizando tripsina como agente

desagregador.

1.4.7 - Transfecgao transiente das células com DNAs plasmideais.

Células HEK293T (Human Embryonic Kidney 293 cells) foram transfectadas com os
plasmideos para a montagem do canal de calcio dependente de voltagem (~1 pug de DNA por
subunidade) junto com plasmideo para proteina verde fluorescente (GFP) (~0,1 ug de DNA).
Para a transfeccdo foi utilizado o reagente Lipofectamine® 3000 (Thermo Fisher Scientific,

EUA), em meio Opti-MEM® (Gibco).

Em um tubo de 1.5mL foram adicionados 30 uL de Opti-MEM, os plasmideos de
interesse e 2 uL do reagente p3000 pertencente ao kit e em um segundo tubo de 1,5mL
contendo 30 uL de Opti-MEM foram adicionados 1 uL de Lipofectamina 3000. O material do
primeiro tubo de 1,5mL contendo o reagente p3000 foi adicionado por gotejamento ao tubo
de 1,5 mL que possui Opti-MEM e Lipofectamina. O material foi incubado por 15 minutos em
temperatura ambiente e posteriormente foi adicionado ao cultivo celular em placa de petri @
3 cm de HEK293T em meio Opti-MEM. As correntes foram medidas 1 a 2 dias apds a

transfecgao.

Foram utilizados os seguintes pares de insertos e plasmideos: plasmideos Cav2.3. em
no vetor pcDNA3, Cacnb2a no vetor pMT2, Cacna2dl no vetor pcDNA3.1/Hygro e pECFP-C1
(Clontech).

1.4.8 - Patch Clamp em configuracdao Whole Cell

As correntes de cdlcio (lc,) foram registradas com a técnica de Patch Clamp na
configuracdo Whole Cell com um amplificador HEKA EPC 10 e controlado via software

PatchMaster (HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Alemanha).
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Experimentos foram realizados a temperatura ambiente (21 a 252 C). Pipetas de
vidro borossilicato foram fabricadas imediatamente antes do uso com um Puller horizontal
(Sutter Instruments, USA) e apds o preenchimento com a solugdo interna foram detectadas

resisténcias de pipeta entre 1,5 e 2,5 MQ.

Para o registro das correntes do canal Cay2.3e, as micropipetas foram preenchidas
com solucdo interna contendo (mM): 135 CsCl, 1 MgCl,, 4 Na2-ATP, 10 HEPES, 10 EGTA, pH
7,4 corrigido com CsOH. As células foram banhadas em uma solugao externa contendo (mM)
170 Colina-Cl, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 10 HEPES (pH 7,4 CsOH). As correntes foram ativadas com um
protocolo I/V de -50 mV até 30 mV com duragdo de 200 ms e, apds ativagdo, o canal foi
estimulado com a voltagem que promoveu correntes com maiores amplitudes (Vwua) durante

200 ms e com repeticdes a cada cinco segundos.

Para o registro das correntes dos canais Nay, as micropipetas foram preenchidas com
solucdo interna contendo (mM) 105 CsF, 27 CsCl, 5 NaCl, 2 MgCl,, 10 EGTA, 10 HEPES (pH
ajustado para 7,3 com CsOH). As células foram banhadas em uma solugdo externa contendo
(mM): 130 NaCl, 5 KCI, 2 MgCl,, 2 CaCl2, 10 HEPES, 10 Glicose (pH 7,4). As correntes foram
ativadas com um protocolo double-step com a primeira parte do protocolo contendo um
pulso de voltagem de duracdo de 30 ms com variacao de voltagem em turnos de -100 até 30
mV, com acréscimo de 5 mV por sweep (Turnos), seguido imediatamente de uma segunda

parte do protocolo com estimulo Unico de -10 mV por 10 ms.

1.4.9 Andlise do registro eletrofisiolégico — Correntes dos Canais Cay

Devido a condigao imposta durante a técnica Patch Clamp Whole Cell de dissolugao
do citosol com a solugcdo de pipeta, ocorre a reducdo na disponibilidade de fatores
intracelulares que modulam os canais de calcio dependentes de voltagem promovendo uma
reducdo na amplitude de corrente. Para contornar essa condicdo, sdo acrescentados
componentes na solucdo de pipeta como EGTA e ATP dissédico, além de realizar uma analise

da tendéncia linear na reducdo de correntes, o Rundown.

E necessario calcular o valor previsto da corrente de controle (lpreq) correspondente
ao valor atual na presenca da toxina, assumindo a tendéncia linear na auséncia da toxina.

Para esse cdlculo se leva em consideracdo o nimero de sweeps decorridos desde a aplicacdo
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do a toxina, calculada pela equagdo: lpred=(liavagem=lcontrote)/ [(#SW Lavagem=#SW control) (BSWroxina -
HSW controt)+lcontrot) ], ONAE leontrole € @ amplitude atual da Ultima varredura antes da aplicacdo de
toxina, loxina € @ amplitude da corrente avaliada na presencga da toxina, lwashout € @ amplitude
da corrente da ultima varredura da eliminacdo da toxina, IPred é a amplitude da corrente de
controle assumindo comportamento linear Rundown, #SW o1 € 0 NUMero da varredura em
gue O lcontrol fOi medido, #SWruina € 0 NUmero da varredura em que a |l foi medida e
#SWwashout € 0 NUMero da varredura em que 0 lyashout fOi medido. A porcentagem de inibicao
foi calculada da seguinte forma: Inibicdo = (loxinaX100) / lpreq -100. Todos os dados foram

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

1.4.10 — Isolamento de ovdcitos de Xenopus laevis

A cirurgia de ovariectomia parcial foi realizado em espécimes fémeas de Xenopus
laevis com intuito de isolar ovdcitos em estagios 4 e 5. Os espécimes foram anestesiados por
imersdo por 15 minutos em 34gua do aqudrio de manutencdo contendo tricaina
metanosulfonato na concentracdo de 1g/L e bicarbonato de sédio (pH 7,5), em metodologia
previamente estabelecida (Liman et al., 1992; Peigneur et al., 2021). Os animais sdo

monitorados diariamente no processo pds-operatdrio no Complexo Aquatico da KU Leuven.

Os |ébulos ovarianos removidos foram submetidos ao processo para digestdo
enzimatica da camada de células foliculares que envolve os ovdcitos com colagenase tipo 1A
de Clostridium histolyticum na concentracdo de 1,5 mg/mL em solucdo MBS (Modified
Barths Solution) sem calcio (5 mM HEPES, 88 mM NaCl, 1 mM KCl, 2,5 mM NaHCOs;e 1 mM
MgSO, e pH 7,8), em rotagdo constante, 16°C por 2 horas e 30 minutos em um tubo de 15
mL. Posteriormente os ovécitos foram lavados cinco vezes seguidas com a total troca de 15
mL de MBS sem cadlcio para total remogdo da enzima. Ovdcitos foram armazenados em

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

Os experimentos realizados com animais neste trabalho foram aprovados pelo
comité de ética para Pesquisa Animal da KU Leuven (Projeto n® P186/2019). Todas as
instalacdes e procedimentos adotados estdo de acordo com as diretrizes da Unido Europeia

sobre o bem-estar dos animais de laboratério declaradas na Directive 2010/63/EU.
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1.4.11 — Preparagao de RNA mensageiro e purificagao

Plasmideos contendo os genes para os canais rKy1.1, hKy1.3, rKy1.4, rKy1.5, rky1.6,
rkv4.2, rkv4.3, hK,7.1,hKy7.2, hKy7.3, hK,7.4, hK,7.5, KQT1 (Caenorhabditis elegans) hK,10.1,
hKy11.1, Shaker-IR (Drosophila melanogaster), rNay1.8, rB1 (Subunidade Beta Nay), ENaC
aBy, LmGIuCl (Locusta migratoria), hTRPA1 e hTRPV1 foram linearizados com enzima de
restricdo a 3' do gene de interesse, purificados com o kit comercial DNA Cleanup (Invisorb) e

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

O DNA linear foi utilizado para a transcricdo de mRNA com o kit comercial T7, T3
mMessage mMMACHINE ou Sp6 (Ambion). Posteriormente o mRNA foi purificado com o kit
Rneasy MinElute Cleanup (Qiagen) e quantificado por espectrofotometria (Nanodrop,

Thermofischer) e armazenado a -80°C.

1.4.12 - Injegao de RNA mensageiro

Aliquotas de 10-50 uL de mRNA na concentra¢do de 1ng/nL foram injetados nos
ovécitos com auxilio do micro injetor (Nanoliter Injector A203XVZ, World Precision
Instruments, Sarasota, FL, USA). Foram utilizadas pipetas de vidro produzidas a partir de
capilares de vidro com ID = 0,530 mm % 25 um, OD 1,20 mm (World Precision Instruments,
USA) e apds rompimento da ponta é obtido um didmetro interno de 10 — 20 um. As pipetas
foram preenchidas com éleo de parafina e o mRNA foi sugado por pressdo negativa aplicado
pelo micro injetor. Apds injecdo os ovdcitos foram incubados a 16°C por 1-5 dias para
expressao do canal de interesse, sendo conferida diariamente com a técnica de Two

Electrode Voltage Clamp.

1.4.13 — Two Electrode Voltage Clamp.

Os registros foram realizados com um amplificador GeneClamp 500, digitalizadora
digitada 1440A (Axon Instruments) controlado via software pClamp Clampex 10.4 (Axon
Instruments) conectado a um computador com sistema operacional Windows XP. Todos os
registros foram realizados em temperatura ambiente (18-22°C). Os dados experimentais
foram exportados com o software pClamp Clampfit 10.4 (Axon Instruments) e analisados

com OriginPro8 (OriginLab). Os microeletrodos foram fabricados com capilares de
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borossilicato estirado com um sistema puller PUL-1000 (World Precision Instruments) e apds
preenchimento com solucdo interna composta de KCl 3 M apresentam resisténcia de pipeta

entre 0,5 e 2,5 MQ.

Os registros foram realizados com solucdo ND96 composta de 96 mM NaCl, 2 mM
MgCl,, 2 mM KCI, 5 mM HEPES, 1,8 mM CaCl, e pH 7,5. Para registro de condi¢des com
auséncia/reducdo da concentra¢do do ion Na* foi utilizado uma solucdo de ND96 modificada
com substituicdo da concentracdo de Na* por K* intitulada Solucdo HK High K* composta de

96 mM KCl, 2 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 5 mM HEPES e pH 7,5.

Para os canais dependentes de ligante LmGIuCl, nAchR, TRPV1 e TRPA1, os agonistas
foram dissolvidos diretamente na solugdo ND96 na concentracdao de 100uM de acido L-
glutamico (LmGluCl), 100uM de cloreto de acetilcolina (nAchR), 10 uM de capsaicina ou 20
UM de AITC (Oleo de mostarda, Isotiocianato de Alila). Os canais dependentes de ligante
nAChR e LmGIuCl foram ativados com pulsos de solugdo contendo agonista diretamente na
camara de registros com um sistema de perfusdo controlado manualmente com fluxo de

2mL/min.

1.4.14 — Protocolo de registros — Two Electrode Voltage Clamp

Os canais Ky foram registrados com aquisicdo de 1000 Hz e os dados filtrados com
filtro do tipo Bessel a 500 Hz. Os canais Ky1.x, Shaker IR e Ky4.x foram registrados a partir de -
90 mV com despolarizagées de 0 mV por 500 ms, seguido de um pulso a — 50 mV por mais
500 ms (Figura 10 A). Os canais K,7.x e Ky10.1 foram registrados com despolariza¢des a 20
mV por 700 ms a partir de uma voltagem de repouso de -90 mV (Figura 10 B), correntes
capacitivas e de vazamentos foram canceladas com um protocolo -p/4 com holding de -90
mV e intervalos de 5 s. O canal hERG1 (Ky11.1) foi estimulado a partir do repouso de -90 mV
a 0 mV por dois segundos, seguido de um pulso Unico de -120 mV por dois segundos para o

registro da corrente de cauda (Figura 10 C).

Os canais ENaC, nAchr e LmGIuCl foram registrados com uma voltagem de repouso
de -70 mV durante 200 segundos, com aquisicdo a 1000 Hz e filtrados com filtro tipo Bessel a
500 Hz. O canal ENaC foi inicialmente estabilizado com a solu¢do HK com a substituicao

momentanea da solucdo por ND96, que possui o ion Na* e permite a ativacdo do canal, o
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ovécito foi clampeado com voltagem de membrana de -70mV. As toxinas foram aplicadas

durante o registro das correntes estimuladas por ND96.

Canais TRP foram registrados com protocolos de rampa, com voltagem de membrana
em -120mV e despolarizacdo gradual de -120 a 80 mV durante 2 segundos, com intervalo de
um segundo entre repeti¢des, com aquisicdo de 1 kHz e filtrados com filtro tipo Bessel a 500

Hz (Figura 10 D).

O canal rNay1.8 foi registrado com aquisi¢cdo a 20 kHz e filtrado com filtro tipo Bessel
a 2 kHz. Correntes capacitivas e de vazamentos foram canceladas com um protocolo -p/4
com holding de -90 mV e intervalos de 5s. As correntes foram ativadas com um protocolo
double-step, com consiste em uma porgao inicial do protocolo para registro das correntes
referentes a ativacdo do canal e uma segunda porcdo referente a estimativa da inativagdo do
canal. As correntes foram inicialmente ativadas a partir de um potencial de repouso de -90
mV incrementos de voltagem de 5 mV por sweep com duracdo de 50 ms, atingindo uma
voltagem maxima de 40 mV para o registro da ativacao dos canais, seguido por uma segunda
porcdo do protocolo com voltagem Unica de 0 mV por 50 ms para o registro da porcdo

inativada de canais i6nicos (Figura 10E).
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Figura 10 - Protocolos de voltagem Two-Electrode Voltage Clamp. (A) Protocolo de pulso com estimulos a 0 mV
e -50 mV em sequéncia para Ky1.1, Ky1.3, Ky1.4, Ky1.5, Ky1.6, Shaker IR, Ky4.2 e Ky4.3. (B) Estimulo e 20 mV
durante 700ms para os canais Ky7.1, Ky7.2/Ky7.3, Ky7.4, Ky7.5, KQT1 e Ky10.1. (C) Protocolo para indugdo de
correntes de cauda em Kv11.1 (hErgl). (D) Protocolo de leitura das correntes ativadas por ligante utilizando
uma voltagem de repouso para nAChRs, ENAC, LmGIuCl. (E) rampa de voltagem de -120mV até 80 mV para
os canais TRPV1 e TRPAL. (F) protocolo de voltagem double-step utilizando em Nay1.8 para ativacdo de
correntes na ativagdo e correntes disponiveis na inativagao.

1.4.15 — Analises de dados eletrofisiologicos

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

Ohm,

_ I
9= (V—Vrev)

onde V representa o potencial de estimulo que ativou a corrente, | a corrente do ion
de interesse no dado potencial V, e Vg, € 0 potencial de reversdao do ion de interesse

calculado a partir das solugdes internas e externa com a equacdo de Nernst,

VRev=RL 11 [ Ion|Externa
F [Ion] Interna
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onde R é a constante dos gases ideais, T a temperatura em Kelvin, F é a constante de
Faraday, [lon]eemsa € @ concentracdo do ion sddio no meio externo e [lon]inens € a

concentrac¢do do ion no meio interno.

Os dados experimentais de condutancia foram ajustados em uma equacdo simples de

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

_ 1
90U PO="Tv=v, W

onde V,,; é a voltagem em que metade dos canais estdo no estado aberto, k é slope
de voltagem. Os valores de AV,,, foram estipulados pela diferen¢a entre o AV, na condicdo

controle menos AV, na presenca do composto avaliado.

As correntes obtidas relacionada a disponibilidade de canais na inativacdo foram
ajustados em equacdo simples de Boltzmann para avaliacdo da Steady-State Inactivation
(SsI)

SSI=——

T
1+el(v Vlk|

Ve

A porcentagem de inibicdo dos canais foi estipulada pela seguinte formula,

% Inibicdo :( 100 x ImaxToxina )_ 100

ImaxControle
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1.5 — Resultados

1.5.1 Cromatografia dos peptideos sintéticos Ocyc9 e Omtx2

Foram obtidos comercialmente cerca de 10 mg dos peptideos Ocyc9 e Omtx2 com as
pontes dissulfeto ja formadas na conformacgao especificada e com grau de pureza de 99%.
Para confirmacdo da pureza dos peptideos sintéticos foi realizado uma etapa de
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC) utilizando uma coluna
analitica.

A cromatografia do peptideo sintético Ocyc9 obteve o mesmo padrdo de fragdes

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

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

(Figura 11).
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Figura 11 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia RP-HPLC Ocyc9 sintético. 27 ug do peptideo foram utilizados
nessa cromatografia. O peptideo elui aos 25.45 % de ACN.

A cromatografia do peptideo sintético Omtx2 mostrou apenas uma fracdo

predominante eluindo em 23,10% de acetonitrila (Figura 12).
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Figura 12 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia RP-HPLC Omtx2 sintético. 55 pg do peptideo foram
utilizados nessa cromatografia. O peptideo Omtx2 elui aos 23,10% de ACN.

1.5.2 - Cromatografia do peptideo natural Ocyc9

A peconha bruta de Opisthacanthus cayaporum foi fracionada por HPLC em projeto
anterior e a fragdo liofilizada contendo o peptideo Ocyc9 foi submetida a etapas de
cromatografia conforme descrito anteriormente (Sarmiento, 2019). Na ultima etapa de

purificagdo (Figura 13), a Ocyc9 eluiu a 23,53% de acetonitrila.
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Figura 13 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia RP-HPLC em coluna C18. O peptideo elui aos 23,53% de
ACN.
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1.5.3 - Espectrometria de massa dos peptideos sintéticos Ocyc9 e Omtx2

Adicional ao processo de cromatografia para confirmacdo da pureza dos peptideos
foi realizada a espectrometria de massas com a técnica MALDI ToF no modo refletivo para
avaliacdo das massas monoisotodpicas. O peptideo sintético Ocyc9 apresentou uma massa
monoisotépica [M+H]" de 2545,13 Da (Figura 14). O peptideo sintético Omtx2 possui massa
monoisotépica [M+H]* de 3146,40 Da. (Figura 15).
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Figura 14 - Espectrometria de massa MALDI TOF, peptideo sintético Ocyc9. Foi detectada a massa
monoisotdpica [M+H]" = 2545.13 Da. Foram detectados os adutos de s6dio [M+Na]* de 2567.13 e de
potassio [M+K]* de 2583.09.
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Figura 15 - Espectrometria de massa MALDI TOF, peptideo sintético Omtx2. Foi detectada a Massa
monoisotdpica [M+H]* = 3146.40 Da e os adutos de sodio [M+Na]* = 3168.33 e de potassio [M+K]" =
3184,31

Os valores de massa monoisotdpica tedrica (Tabela 1) e massa monoisotdpica
experimental apresentam uma diferenca de 0,07 Da para o peptideo sintético Ocyc9 e 0,10
Da para o peptideo sintético Omtx2. Essa minima diferenga de massas é um indicativo que
os peptideos sintetizados correspondem aos peptideos nativos e estdo com pontes

dissulfeto oxidadas.

Tabela 1 - Sequéncia e massas moleculares monoisotdpicas dos peptideos. Massa tedrica monoisotopica
calculada via software Isotope Pattern (Bruker Daltonics).

Toxin Massa Massa

a Sequéncia Teoérica Experimental AA
Ocyc9 FPPCVEVCVQHTGNVKECEAACGE 2545.06 254513 42
Omtx2 DPCYEVCLQQHGNVKECEEACKHPVEY 3146.50 3146.40 41

1.5.4 - Espectrometria de Massa do peptideo natural Ocyc9

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

peptideo purificado se trata da Ocyc9. Foi detectado uma massa monoisotdpica [M+H]" =
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2545.52 Da (Figura 16). Comparando o valor da massa experimental com a massa tedrica
(Tabela 1) verifica-se uma diferenca de 0.39 Da. Essa baixa diferenca entre os valores de

massa indica que o peptideo purificado é o de interesse.
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Figura 16 - Espectrometria de massa MALDI ToF do peptideo Nativo Ocyc9. Foi detectada a massa
monoisotdpica [M+H]" de 2545.52 e os adutos de so6dio [M+Na]* de 2567.51 e de potassio [M+K]* de
2583.51.

1.5.5 - Quantificacdo dos peptideos

Os peptideos utilizados neste trabalho foram quantificados utilizando a metodologia
colorimétrica BCA. Os peptideos sintéticos foram quantificados e observou-se conformidade

com a quantidade solicitada.

Obteve-se 48,49 ug da toxina Ocyc9 nativa purificada da peconha de Opisthacanthus
cayaporum. Devido a baixa quantidade de material de origem natural, este foi separado para
experimentos comparativos com o peptideo sintético Ocyc9 e possivel confirmacdo de

atividade.
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1.5.6 - Busca de sequéncias homologas em bancos de dados e alinhamento multiplo

As sequéncias das toxinas Ocyc9 e Omtx2 foram submetidas em busca por
sequéncias homdlogas em bancos de dados e foram encontradas sete sequéncias, sendo

gue o conjunto das sequéncias representam todos os integrantes das k-kTx2 (Figura 17).

10 20
| — |
Kappa-Ktx2.5 ocyc8 1  YDACVNACLEHHPNVRECEEACKNPVPP 28
Kappa-KTx2.9 Pi6 1  VDACYEACMHHHMNSDDCIEACKNPVPP 28
Kappa-KTx2.8 Hetx204 1  GNACIEVCLQHTGNPAECDKPCDK---- 24
Kappa-KTx2.7 Hetx203 1  GNACIEVCLQHTGNPAECDKACD----- 23
Kappa-KTx2.6 Ocyc9 1  FPPCVEVCVQHTGNVKECEAACGE---- 24
Kappa-KTx2.1 omtxl 1  -DPCYEVCLQQHGNVKECEEACKHPVE- 26
Kappa-KTx2.2 omtx2 1 -DPCYEVCLQQHGNVKECEEACKHPVEY 27
Kappa-KTx2.4 omtx4 1  -DPCYEVCLQQHGNVKECEEACKHP--- 24
Kappa-KTx2.3 omtx3 1  NDPCEEVCLQHTGNVKACEEACQ----- 23

Figura 17 - Alinhamentos miultiplo das sequéncias com identidade com Ocyc9 e Omtx2. As sequéncias com
homologia identificadas nos bancos de dados UniProt KB e Swiss-Prot. Representacdo do padrao das pontes
dissulfeto Cys1-Cys4 e Cys2-Cys3.

1.5.7 - Eletrofisiologia em canal de calcio dependente de voltagem Ca,2.3e

Estudos preliminares a este trabalho indicaram que as toxinas Ocyc9 e Omtx2
apresentavam atividade bloqueadora sobre os canais de cdlcio tipo R, Cay2.3e, nas
concentragdes de 100 e 300 nM (Tabelas 2 e 3)(Sarmiento, 2019). Com intuito de confirmar
os resultados preliminares, a subunidade alfa do canal Cay2.3e foi coexpressa com a
subunidade auxiliar 2a em HEK293T e as correntes foram registrados com a metodologia de

Patch Clamp Whole Cell.

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

Erro
OcyC9 C1 Cc2 C3 Media padrao

300nM  77,90% 78,24% 69,56% 75,23% 0,0284

1uM 58,79% 47,07% 83,78% 63,22% 0,1083

3uM 85,28% 87,91% 74,55% 82,58% 0,0409

*Significancia estatistica: p value:0,73 (One way Anova-Turkey), " C: Célula
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Tabela 3 - Dados preliminares Omtx2 em Cav2.3e. Porcentagem de bloqueios das correntes. Retirado da tese
de doutorado de Beatriz Sarmiento (Sarmiento, 2019) C1-3 representam observagdes individuais

Erro
OmTx2 C1 c2 Cc3 Média padrao

300 nM 72,45% 69,61% 71,03% 0,0142
Tum 76,03% 68,95% 64,77% 69,92% 0,0328

3uM 32,74% 41,33% 47,35% 40,47% 0,0424

Ensaios realizados com a concentracdo de 300 nM e 3 uM das toxinas sintéticas
Ocyc9 e Omtx2 demonstraram auséncia de efeito bloqueador significativo das toxinas sobre
o canal Cay2.3e, com inibicdes de 11.60+3.86%, 3.21+1.52% para Ocyc9 e Omtx2 a 300 nM,
respectivamente, e inibicdes de 3.70+7.35% e 0.07+2.19% para Ocyc9 e Omtx2 a 3 uM,
respectivamente (Figura 18 A-D). Devido a diferenca nos valores de inibicdo da toxina Ocyc9
sintética entre os dados preliminares e os obtidos neste trabalho, optou-se por utilizar o
peptideo Ocyc9 nativo na concentragcao de 300 nM para confirmacado dos resultados obtidos

(Figura 18 E).

A toxina Ocyc9 nativa testada na concentra¢ao de 300 nM apresentou um valor
médio de inibicdo de 1,77+1,63% (n=8) (Figura 18 E, Tabela 4). Este resultado indica a
auséncia de efeito da toxina nativa nos canais Cay2.3e a 300 nM, confirma a auséncia de
efeito demonstrada nos experimentos utilizando peptideo sintético e difere dos resultados

preliminares.

59



>

Ocyc9 300 nM

w

Ocyc9 3 uM

} 0.0,
00 s ]
5 % 5
el el
© ©
N N
£ 05 ﬁ% g
5 %{ﬂé}% 5 08 %
e Mﬁ@@ ° jL %
c c
& t g
e i i
3 S %{> %%
@5}@ 3 ?%Q%& %
-1.04 §
104 ©
0 25 50 75 100125150 175 200 225 250 0 20 40 60 80 100 120 140
Numero Sweep Numero Sweep
C Omtx2 300 nM D Omtx2 3 pM
0.09 — oo I .
—_ — 1[;%9
s s
el el
© ©
N N
g g
5 054 5 -05-
c c
) 2 %
c c
o o
8 8 g
545 &
5528871} -
oeo -1.01
_1-07 @ ° T T T T T T T T T
5 1o 20 30 40 %0 e 70 0 50 100 150 200 250 300 350 400
Numero Sweep Numero Sweep
E Ocyc9 300 nM - Nativa F

007 ]

| e

Corrente normalizada (l;,)
—0—t
00—

Solugéo External

Solugéo External + Toxina

A
0 25 50 75 100125150 175200225250

. mmmmmm Solucgdo External + Cd?*
Numero Sweep

Figura 18 - Caracteriza¢do da atividade das toxinas Ocyc9 e Omtx2 no canal Cay2.3e. Correntes foram
registradas considerando o decaimento da amplitude natural rundown. (A) Ocyc9 300 nM. (B) Ocyc9 3 uM.
(C) Omtx2 300 nM. (D) Omtx2 3 puM. (E) Ocyc9 nativa 300 nM. (F) Trago de corrente representativa de
Cay2.3.. Registros com a técnica patch clamp whole cell em células HEK293T com expressdo transiente de
canais Cay2.3e

O grupo de pesquisa parceiro da Universidade de Innsbruck, na Austria, onde foram
realizados os estudos preliminares confirmaram em experimentos independentes a auséncia
do efeito inibitério das k-Ktx Ocyc9 e Omtx2 sobre os canais Cay2.3e nas concentragdes de 1

uM e 10 pM.
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Tabela 4 - Resumo da atividade nos canais Cav2.3e obtidos neste trabalho. Valores médios de porcentagem de
inibicdo e erro padrao.

Concentragao Média n

Ocyc9 Sintética 300 nM 11.6+3.86 5
3 uM 3.70+7.35 4

Ocyc9 Nativa 300 nM 1.77+1.63 8
Omtx2 Sintética 300 nM 3.21+1.52 3
3 uM 0.07+2.19 8

2.5.8 - Eletrofisiologia em canais Ky screening a 10 uM

Com intuito de compreender o espectro de atividades que as toxinas Ocyc9 e Omtx2
podem apresentar sobre os canais de potdssio dependentes de voltagem foram realizados
experimentos na concentra¢ao de 10 uM nos canais rKy1.1, hKy1.3, rKy1.4, rKy1.5, rKy1.6,
Shaker IR (Drosophila melanogaster), rky4.2, rK\4.3, hK,7.1, hKy7.2/7.3, hK,7.4, hK,7.5, KQT1
(Caenorhabditis elegans), hKy10.1 e hKy11.1.

A toxina Ocyc9, na concentracdo de 10 uM, ndo apresentou atividade bloqueadora
ou moduladora nos 15 canais Ky testados, representando as familias Ky1.x, Kv4.x, Ky7.x,

Kv10.1 e Ky11.1 (Figuras 19 e 20, Tabela 5).
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Figura 19 - Screening canais Ky Ocyc9 10 uM Bloco 1. (A) Ky1.1. (B) Ky1.2. (C) Ky1.3. (D) Ky1.4. (E) Ky1.5. (F) Ky1.6.
(G) Shaker IR. (H) Kv4.2. (I) Kv4.3. Tracos em preto representa correntes registradas na condi¢do controle e
tracos azuis representam correntes registradas na condi¢do de 10 uM de Ocyc9. Registros com a técnica

Two electrode voltage clamp em ovécitos.
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Figura 20 - Screening canais Ky Ocyc9 10 uM Bloco 2. (A) Ky7.1. (B) Ky7.2/3. (C) Ky7.4. (D) Ky7.5. (E) KQT1. (F)
Kv10.1. (G) Ky11.1. Tragos em preto representa correntes registradas na condicao controle e tracos azuis
representam correntes registradas na condi¢do de 10 pM de Ocyc9. Registros com a técnica Two electrode
voltage clamp em ovdcitos.

Tabela 5 - Porcentagem de inibicdo dos canais Ky - Ocyc9 10 uM. Valores médios de porcentagem de inibicdo e
erro padrao.

Subtipo Kv1.1 Kv1.3 Kv1.4 Kv1.5 Kv1.6 Kv4.2 Kv4.3 Kv7.1
% Inibicdo -0.23+0.63 -0.67+£1.98 -0.52+1.77 -0.85+0.27 0.78+1.09 1.97+2.01 6.52+2.91 0.22+0.81
n 5 6 3 4 4 3 3 7
Subtipo Kv7.2/3 Kv7.4 Kv7.5 Kv10.1 Kv11.1 ShakeriR KQT1
% Inibicdo 2.36+x1.42 2.03x0.46 4.63+3.12 1.55+0.35 8.83%x1.76 -1.98+1.18 3.35+2.20
n 3 4 3 3 6 4 3
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A toxina Omtx2 na concentragdo 10 uM ndo apresentou atividade bloqueadora ou

moduladora nos 15 canais testados (Figura 21 e 22, Tabela 6).

A-Ky1.1 B-Ky1.3 C-Ky1.4

D-Ky1.5 E-Kv1.6 F - Shaker IR

100 ms

G-K4.2 H - Ky4.3
200 nAmn:J WMMM 70 ”‘:“Lms

Figura 21 - Screening canais Kv Omtx2 10 uM Bloco 1. (A) Ky1.1. (B) Ky1.2. (C) Ky1.3. (D) Ky1.4. (E) Ky1.5. (F)
Kv1.6. (G) Shaker IR. (H) Kv4.2. (1) Kv4.3. Tragos em preto representa correntes registradas na condicdo

controle e tragos azuis representam correntes registradas na condicdao de 10 uM de Omtx2. Registros com a
técnica Two electrode voltage clamp em ovdcitos.
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Figura 22 - Screening canais Kv Omtx2 10 uM Bloco 2. (A) Ky7.1. (B) Ky7.2/3. (C) Ky7.4. (D) Ky7.5. (E) KQT1. (F)
Kv10.1. (G) Ky11.1. Tragos em preto representa correntes registradas na condicao controle e tracos azuis
representam correntes registradas na condi¢do de 10 pM de Omtx2. Registros com a técnica Two electrode
voltage clamp em ovdcitos.

Tabela 6 - Porcentagem de inibi¢do dos canais Kv — Omtx2 10 uM. Valores médios de porcentagem de inibi¢do
e erro padrao.

Subtipo Kv1.1 Kv1.3 Kv1.4 Kv1.5 Kv1.6 Kv4.2 Kv4.3 Kv7.1
%Inibicdo -0.80+0.83 0.57+1.45 2.11+2.67 1.85+1.35 1.21x0.29 -0.74+1.85 2.12+1.63 0.38+0.57
n 5 6 3 5 3 3 3 6

Subtipo Kv7.2/3 Kv7.4 Kv7.5 Kv10.1 Kv11.1 ShakerIR KQT1
%Inibicdo  2.09+1.17 -3.53+x1.87 3.62+0.58 -0.01£3.62 2.09+3.82 -0.76+1.02 5.70+0.74
n 3 3 3 3 6 5 3
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O screening das k-KTx Ocyc9 e Omtx2 a 10 uM nos 15 subtipos de canais de potassio

dependentes de voltagem demonstram auséncia de inibicdo com significancia estatistica

(Figura 23).
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Figura 23 - Graficos comparativos da porcentagem de inibi¢do das toxinas Ocyc9 e Omtx2 em canais Kya 10
M.

1.5.9 — Eletrofisiologia em canais dependentes de ligantes

O segundo grupo de receptores estudados como possiveis alvos moleculares das k-
KTxs Ocyc9 e Omtx2 foram os canais dependentes de ligantes, sendo os primeiros
representantes testados os receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChrR) a7 e a3p4. Os
receptores nAChR foram ativados com a perfusdo de 10 uM de cloreto de acetilcolina
solubilizado em solugdao ND96, com pulsos inferiores a um segundo de perfusdo e com
intervalos de 60 segundos. Apds o registro de trés ativacdes na condicdo controle foram
adicionadas as toxinas Ocyc9 e Omtx2 na concentrac¢do final de 10 uM e a capacidade de
inibir a ativagdo dos receptores frente a um novo estimulo de cloreto de acetilcolina foi
avaliada. As toxinas Ocyc9 e Omtx2 a 10 uM ndo apresentaram capacidade inibitoria nestes

receptores (Figuras 24 e 25).

66



A-nAChR a, B - nAChR a3B,

ACh10 uM ACh 10 pM + Ocyc9 10 uM ACh10 upM Ocyc9 10 uM + ACh 10 uM

~ - - T/
\

|
05 HAL { 06 pAL b
3s 5s

Figura 24 - Receptores nicotinicos de acetilcolina, avaliacdo do efeito antagonista da Ocyc9 10 pM. (A)
Receptor de acetilcolina a7. (B) Receptor de acetilcolina a3p4. Correntes foram ativadas com a perfusdo em
pulsos de cloreto de acetilcolina a 10 uM. Registros com a técnica Two electrode voltage clamp em ovdcitos.
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Figura 25 - Receptores nicotinicos de acetilcolina, avaliagdo do efeito antagonista da Omtx2 a 10 pM. (A)
Receptor de acetilcolina a7. (B) Receptor de acetilcolina a334. Correntes foram ativadas com a perfusdo em
pulsos de cloreto de acetilcolina a 10 uM. Registros com a técnica Two electrode voltage clamp em ovdcitos.

As toxinas Ocyc9 e Omtx2 foram testadas quanto a capacidade agonista e
antagonista frente ao canal de cloreto dependente de glutamato do invertebrado Locusta
migratdria, denominado LmGIuCl. Os canais de CI" foram ativados com a perfusdao durante
aproximadamente um segundo de 100 uM de Glutamato (acido glutdmico monossddico)
solubilizado em solugao ND96. Apds registro de condi¢ao controle foram adicionados 10 uM
de Ocyc9 ou Omtx2 na cdmara de registro para avaliacdo da capacidade agonista e
posteriormente era realizado um pulso de 100 uM de Glutamato para avaliar a capacidade

antagonista das toxinas. As toxinas ndo apresentaram atividade sobre o receptor testado na

concentracdo de 10 uM (Figura 26).
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Figura 26 - Avaliacdo da atividade da toxina Ocyc9 a 10 puM no canal de cloreto dependente de Glutamato de
Locusta migratéria (LmGIuCl). Barra na parte superior da figura representa a solugdo perfundida
momentaneamente, cor cinza para solu¢do ND96, Azul para solugdo ND96 com adi¢do de 100 uM de
Glutamato e vermelho para ND96 com a toxina. Registros com a técnica Two electrode voltage clamp em
ovacitos.
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Figura 27 - Avaliacdo da atividade da toxina Omtx2 a 10 uM no canal de cloreto dependente de Glutamato de
Locusta migratoria (LmGIluCl). Barra na parte superior da figura representa a solugdo perfundida
momentaneamente, cor cinza para solugdao ND96, Azul para solugdo ND96 com adicdo de 100 uM de
Glutamato e vermelho para ND96 com a toxina. Registros com a técnica Two electrode voltage clamp em
ovacitos.

As toxinas Ocyc9 e Omtx2 foram avaliadas quanto a capacidade de interagir com os
canais epiteliais de sédio ENaC afy. As correntes foram ativadas com o aumento da
concentracdo extracelular do ion Na* (96mM) com a perfusdo da solucdo ND96 e desativadas
com a perfusdo da solugcdo HK que apresenta baixa concentracdo de Na* (2 mM). Apods trés
pulsos de ND96 para registro da amplitude maxima das correntes foi realizado um pulso
longo e durante o pulso foram adicionadas as toxinas na concentracdo de 10 uM (Figuras 28
e 29). Nao foram observadas alteracées na amplitude das correntes de ENaC na presenca
das toxinas Ocyc9 e Omtx2 na concentragao de 10 uM.
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Figura 28 - Avaliacdo no bloqueio de correntes Na* em canais ENaC afy — Ocyc9 10 pM. Barra na parte superior
da figura representa a solugao perfundida momentaneamente, cor cinza para solugao ND96, Azul para
solugdo HK (High K+) e vermelho para ND96 com a toxina. Registros com a técnica Two electrode voltage
clamp em ovdcitos.
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Figura 29 - Avaliacdo no bloqueio de correntes Na* em canais ENaC affy — Omtx2 10 uM. Barra na parte
superior da figura representa a solugdo perfundida momentaneamente, cor cinza para solugao ND96, Azul
para solucdo HK (High K+) e vermelho para ND96 com a toxina. Registros com a técnica Two electrode
voltage clamp em ovdcitos.

As toxinas Ocyc9 e Omtx2 foram testadas quanto a capacidade de afetar as correntes
dos canais idnicos Receptores de Potencial Transiente Canonico (TRPV1) e Anquirina
(TRPA1). As correntes foram ativadas com duplo estimulo, utilizando protocolos de rampas
de voltagem associadas com a perfusdo do ligantes especifico. O receptor TRPV1 foi ativado
com o ligante Capsaicina (CAP) na concentracdo de 10 uM solubilizado em solucdo ND96. O
receptor TRPA1 foi ativado com o ligante AITC na concentracdo de 20 puM. Durante a
ativacdo maxima com o ligante especifico foram individualmente adicionadas a camara de
registro as toxinas na concentracao final de 10 uM. As toxinas Ocyc9 e Omtx2 nao

apresentaram atividade bloqueadora nos receptores TRP testados (Figura 30 e 31).
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Figura 30 - Avaliacdo da atividade da toxina Ocyc9 em canais TRP. (A) Canal TRPV1 estimulado com rampa de
voltagem e capsaicina a 10 uM. (B) Canal TRPA1 estimulado com rampa de voltagem e AITC a 20 uM.
Registros com a técnica Two electrode voltage clamp em ovdcitos.
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