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RESUMO

Varios peptideos de escorpides classificados na familia das toxinas de escorpido kappa-
KTx sao considerados como bloqueadores fracos no canal de potassio. A maioria desses
peptideos tem atividade nos Kv a concentragbes na ordem de pM; portanto, € possivel
que o alvo molecular desses peptideos ndo tenha sido encontrado ainda. Nesse trabalho,
€ apresentado o isolamento, identificagdo e caracterizagao eletrofisiolégica do peptideo
OcyC9 (Kappa-KTx 2.6) da peconha do escorpiao Opisthacanthus cayaporum de quem
a sequéncia do precursor foi previamente descrita pelo nosso grupo (UNIPROTKB-KW
C5J893). Devido a alta similaridade do peptideo OcyC9 com a toxina OmTx2 isolada do
escorpiao Opisthacanthus madagascariensis, estimou-se que o peptideo de estudo
poderia induzir os mesmos efeitos bioldgicos que a OmTx2. OcyC9 foi purificado por
HPLC e a massa molecular monoisotépica experimental de [M + H] *: 2545,03 Da e nao
apresenta modificacdo poés-traducional. O desenho e sintese comercial do peptideo
analogo (OcyC9 modificado) foram realizados, além da sintese do peptideo OcyC9
(natural) em decorréncia da baixa disponibilidade do peptideo nativo. Para a
caracterizagao eletrofisiolégica, OcyC9, OcyCOMOD e OmTx2 foram quimicamente
sintetizados e a atividade eletrofisiologica foi avaliada. OcyC9 demonstrou ser um
bloqueador da corrente de K* (58,5%) a 500 uyM e OcyCO9MOD (48,18%) a 250 uM no
canal Kv1.3. Posteriormente, foram testados outros alvos moleculares como os canais
Kv2.1, BK (KCa1.1), Karp (KiIrR6.2 / SUR 1) e canais de calcio nesse trabalho.

Palavras chaves: Canal de Ca*?, Canal de K*, Escorpido, k-KTx, OcyC9, Opisthacanthus

cayaporum, Toxina.



ABSTRACT

Several scorpion peptides classified into the kappa-KTx scorpion toxin family are
considered as weak blockers on potassium channel. Most of these peptides have activity
in Kv in highest yM concentrations; therefore, it is possible to think that maybe the
molecular target of these peptides has not been found yet.Here, the isolation, identification
and electrophysiological characterization of the Kappa-KTx peptide named OcyC9
(Potassium channel toxin Kappa-KTx 2.6) from the scorpion Opisthacanthus cayaporum
is described. A predicted mature sequence precursor (UNIPROTKB-KW C5J893) of the
OcyC9 peptide was previously described by our group. Due to the high similarity of the
OcyC9 peptide with the OmTx2 peptide isolated from the scorpion Opisthacanthus
madagascariensis, we estimated that OcyC9 peptide could induce the same biological

effects as the OmTx2.

OcyC9 peptide was purified by HPLC with an experimental monoisotopic molecular mass
of [M+H]*:2545.03 Da and post traditional modification was not found. For the
electrophysiological characterization, OcyC9, OcyC9MOD and OmTx2 were chemically
synthesized and the electrophysiological activity was evaluated. OcyC9 was shown to be
a blocker of K* current (568.5%) on Ky.1.3 at 500 yM and OcyC9MOD (48.18%%) at 250
MM. OmTx2 was previously characterized by other group showing the weak effect on this
channel as well, leading the doubt about their proper molecular target and also their
pharmacologic effect. After that we tested other targets such as Kv 2.1, BK (KCa 1.1), Karp
(Kir 6.2/SUR 1) and calcium channels.

Keywords: Ca*?channels, K* channels, k-KTx, OcyC9, Opisthacanthus cayaporum

Scorpion, toxin.
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l. INTRODUCAO

1. Generalidades sobre os escorpides

Os escorpibes sao os artropodes peconhentos mais antigos que tém
sobrevivido as transformagdes geoclimaticas sem mudangas fenotipicamente
consideraveis (Barnes, 2005; Bergeron and Bingham, 2012). Eles encontram-se
distribuidos nas regifes tropicais e subtropicais do mundo todo, principalmente nas
savanas, desertos e florestas (Lucas and Meier, 1995; Polis, 1990) com habito
noturno, reproducdo sexual e fecundacéo interna. Sua dieta € a base de insetos,
aranhas, outros escorpifes, serpentes, lagartos e até roedores (Bergeron and
Bingham, 2012). A grande maioria deles pode ser encontrada debaixo das pedras
e/ou nas cascas das arvores; requerendo cuidado aquele que apresenta habito
domiciliar (Bioclon, 1997; Lucas et al., 1992).

Morfologicamente, os escorpides apresentam uma estrutura segmentada
incluindo a cabeca (Prosoma), abdémen (Mesosoma) e cauda (Metasoma). Os
apéndices principais incluem os pedipalpos, pectines, oito pés e um télson no apice
da cauda (Hjelle, 1990). Sistematicamente, os escorpides pertencem ao filo
Arthropoda, subfilo Chelicerata, classe Arachnida, ordem Scorpionida com 22 familias
e aproximadamente 1.500 espécies distribuidas no mundo todo(Brownell and Polis,
2001; Lourengo, 2003a; Prendini and Wheeler, 2005; Sissom, 1990). No Brasil,
existem quatro familias (Bothriuridae, Buthidae, Chactidae e Hemiscorpiidae) com
aproximadamente 20 géneros, e quase 120 espécies de escorpides descritas
(Lourenco, 1991; Lourenco, 2002; Lourenco, 2003b).

Em alguns paises, o0 escorpionismo é um problema de saude publica, Estima-
se que acontecam mais de um milh&o de acidentes por ano (Chippaux and Goyffon,
2008);consequentemente faz-se necessaria uma atencdo médica devido ao alto
indice de mortes (Chippaux, 2012). As espécies dos géneros Androctonus, Buthus e
Leiurus (Norte da Africa e Médio Oriente), Centruroides e Tityus (Continente
Americano), Mesobuthus (Asia) e Parabuthus (Africa) s&o as maiores responsaveis

pelos acidentes com humanos (Caliskan et al., 2013),sendo a familia Buthidae a que
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envolve a maioria das espécies mais perigosas e toxicas aos humanos (Francke,
1985).

2. O género Opisthacanthus

A familia Hemiscorpiidae contém 12 géneros (Soleglad et al., 2015) incluindo
Opisthacanthus, Hadogenes e Cheloctonus que s&o considerados animais néo
perigosos para o homem. Portanto, devido a baixa toxicidade da sua peconha existem
poucos estudos. O género Opisthacanthus encontra-se distribuido no Caribe, América
Central, América do Sul, Africa e Madagascar(Lourenco, 2003) e atualmente, esse
género compreende 28 espécies, sendo que no Brasil, 0 género tem duas espécies:

Opisthacanthus borboremai e O. cayaporum (Lourenco and Fe, 2003).

2.1. Opisthacanthus madagascariensis

Trabalhos realizados com a peconha do escorpido africano O.
madagascariensis tém evidenciado que a peconha bruta do escorpido contém
principalmente peptideos de massas moleculares entre 4 e 5 KDa, assumindo que a
maioria sao neurotoxinas de cadeia curta (Dai et al., 2002). O IsCT foi o primeiro
peptideo linear citotdéxico caracterizado, possui massa molecular de 1501,9 Da,13
residuos de aminoacidos com o C-terminal amidado, mas nao possui cisteinas na sua
sequéncia (Dai et al., 2001). Esse peptideo demonstrou ter atividade antimicrobiana
tanto para bactérias Gram positivas quanto para Gram negativas, e ser hemolitico (Dai
et al., 2001).

Posteriormente, Dai e colaboradores,em 2002,purificaram e caracterizaram
trés novos peptideos nomeados de IsCT2 (1463,9 Da), IsCTf (1242,80 Da) e IsCT2f
(1204,74 Da) que possuem uma alta similaridade com o peptideo IsCT, previamente
descrito (Dai et al., 2001),embora IsCT2, IsCTf e ISCT2f ndo possuam amidacdo no
extremo C-terminal. IsCT2 demonstrou um amplo espectro de atividade sobre
bactérias (Gram positivas e negativas) e fungos; no entanto, a atividade hemolitica
gerada foi fraca(Dai et al., 2002). Finalmente, os peptideos ISCTf e IsCT2f nao

apresentaram atividade hemolitica nem antimicrobiana, o que pode ser explicado
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devido a esses peptideos ndo apresentarem uma estrutura anfipdtica e em

decorréncia, uma perda da atividade citolitica (Dai et al., 2002).

Com a descoberta do peptideo ISTX isolado da peconha do escorpido O.
madagascariensis em 2004 descreveu-se pela primeira vez um peptideo inibidor de
canal de K* que esta presente apenas na peconha do escorpidao macho (Yamajil et
al., 2004). IsTX € um peptideo de 41 residuos de aminoacidos que apresenta uma
conformacao estrutural do tipo (a/B), sendo classificado como toxina de escorpido da
familia a-KTx 6 que possui uma a hélice e duas fitas  estabilizadas por 4 ligagdes
dissulfeto (Yamaijil et al., 2004).IsTX apresentou uma grande similaridade a HsTX1
isolada de Heterometrus spinifer (Lebrun et al., 1997). ISTX bloqueia o subtipo de
canal Kv1.3 com uma afinidade menor (Kv1.3, 1.59 uM; Kv1.1, 12.7 uM) quando
comparada ao bloqueio desse subtipo de canal pela toxina HsTX1, além de ter
afinidade para canais de K* ativados por Ca?* (Yamajil et al., 2004).

As Omtoxinas isoladas da peconha do escorpido O. madagascariensis sao
peptideos pequenos entre 23 e 27 residuos de aminoacidos. OmTx1,0mTx2 e OmTx3
foram purificados da peconha e apresentam massas moleculares de 2984 Da,3148
Da e 2518 Da, respectivamente (Chagot et al., 2005). OmTx1 e OmTx4 apresentam
uma alta similaridade com OmTx2, diferenciando-se s6 no extremo C- terminal,
enquanto que OmTx1 e OmTx2 sao idénticos exceto pelo residuo de aminoacido
adicional tirosina presente no extremo C-terminal de OmTx2 (Chagot et al., 2005).
Andlises eletrofisioldgicas sobre os canais do tipo Kv1.1, Kv1.2 e Kv1.3 expressos em
oocitos de Xenopus laevis demostraram que, em concentracdo de 500 uM o peptideo
OmTx1 induziu 17%, 12% e 24% de blogueio nos canais, respectivamente. OmTx2
(500 uM) gerou um pequeno bloqueio nos canais Kv1.1 (8%) e Kv1.2 (10%), enquanto
no canal Kv1.3 o bloqueio foi de 36% (Chagot et al., 2005).

Finalmente, 500 uM do peptideo OmTx3 bloqueou Kv1.1 (33%), Kv1.2 (8%) e
Kv1.3 (70%) indicando que essas toxinas possuem os canais K* como alvo molecular
(Chagot et al., 2005). Desta forma, foram classificadas como k-KTx por possuirem
dobramento (a/a) com duas a hélices ligadas pelo loop e estabilizadas por 2 ligagdes

dissulfeto. Além disso, as toxinas apresentam a diade funcional que caracteriza os
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peptideos bloqueadores de canais de K*, exceto o peptideo OmTx3 que ndo tem o
residuo aromatico na primeira a hélice (Chagot et al., 2005). E importante destacar
gue sugere-se gque o peptideo OmTx2 modula a secrecéo de insulina dependente da
glicose nas células pancreaticas e nenhum dos peptideos foi téxico para
camundongos nem diferentes insetos (Chagot et al., 2005), sugerindo uma possivel
aplicacéo biotecnoldgica do peptideo.

2.2. Opisthacanthus cayaporum

O. cayaporum (Figura 1) é uma espécie endémica que esta distribuida desde o
sul do Par4 até a regido central de Tocantins. Esse escorpido caracteriza-se por ter
hébito gregario (Lourenco, 1981) e viver em cupinzeiros. A diferenciagédo sexual pode
ser realizada nessa espécie pela contagem do numero de dentes no pente nos
individuos adultos (7 e 9 cm) sendo que nos machos o pente possui entre 10-12

dentes e nas fémeas, entre 7-8 dentes (Lourencgo, 1981).

Figura 1. Exemplar do escorpido Opisthacanthus cayaporum. (Foto: Thalita Camargos).

Schwartz e colaboradores, em 2008, separaram 80 fracdes da peconha bruta
do escorpido O. cayaporum mediante HPLC. Essas fra¢cbes foram analisadas por
espectrometria de massa MALDI-TOF-MS e LC/ESI-MS identificando-se o total de 221
massas moleculares, sendo que 42% dos componentes possuem massas entre 229,2
a 2.985.3 Da,37% com massas entre 3045,0 a 7258,6 Da e 12% entre 7458,4 a 9429
Da.
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Destacando que aproximadamente 60% dos componentes da peconha bruta
do escorpido de estudo possui massas moleculares inferiores a 5 KDa, permitiu-se
inferir que a maioria dos compostos sao peptideos curtos entre 40-45 residuos de
aminoacidos aproximadamente. Por degradacdo de Edman foram identificados e
sequenciados 17 peptideos a partir das fracdes mais abundantes e representativas
da peconha, entre os quais um peptideo do tipo escorpina (8315 Da) com atividade
antimicrobiana, duas proteinas do tipo fosfolipase A2 (14 kDa) e peptideos

bloqueadores de canal de K*(Schwartz et al., 2008).

A pecgonha bruta do escorpido foi avaliada quanto ao seu efeito em nervos
isolados de ratos e insetos (baratas) usando o ensaio de sucrose-gap. Obteve-se a
ED50 de 1,1 mg/mL para nervos de insetos e, na concentracdo de 3 mg/mL apenas
uma reducdo de 9% no potencial de acédo (AP) nos nervos de ratos; sugerindo, a
especificidade da peconha por insetos. Embora, a peconha desse escorpiao nao seja
considerada de importancia clinica, os efeitos observados sugeriram a presenca na
peconha de peptideos especificos para Na* (Schwartz et al., 2008). Além disso,
comparando-se o perfil cromatogréfico e o espetro de massas moleculares, observou-
se ndo ha variacdes qualitativas importantes entre as peconhas de machos e fémeas
(Figura 2 e 3) (Schwartz et al., 2008).
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Figura 2. Comparacdo dos perfis cromatograficos da peconha bruta de machos (Preto) e fémeas

(Cinza) obtidos com a injecdo de 1 mg de peconha bruta do escorpido O. cayaporum em coluna C18
mediante RP-HPLC com gradiente linear de 0% da solu¢éo A (0,12% TFA em agua) a 60 % da solucdo
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B (0,10% TFA em ACN.). Observam-se diferencas quantitativas entre os perfis cromatograficos de
machos e fémeas. Adaptado de (Schwartz et al., 2008).
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Figura 3. Espectros de massa (MALDI-TOF) da pegonha bruta do escorpido O. cayaporum. A. Espectro
de massa da peconha de fémea. Espectro de massa da pe¢onha do macho. Os componentes com
massas moleculares de 8315 e 8930 Da apresentaram uma maior concentracdo na peconha de
machos, enquanto que massas moleculares de 4909 e 7929 Da na peconha de fémeas. Somente foram
observadas diferencas qualitativas. Os dados foram adquiridos na faixa de 1000 e 10000 Da usando 1
mg de amostra. Adaptado de(Schwartz et al., 2008).

Posteriormente, Silva e colaboradores (2009) caracterizaram pela primeira vez
o transcritoma da glandula da peconha do escorpido O. cayaporum. A cobertura média
da biblioteca de cDNA obtida foi de 2230 ufc/mL com 66% de clones recombinantes.
O total de 118 sequéncias de nucleotideos foram identificadas e agrupadas em 61
sequéncias Unicas (17 contigs e 44 singlets). Cerca de 36% dos transcritos obtidos
correspondem a peptideos parecidos a toxinas, 39% transcritos de processos

celulares e 2 % de compostos Unicos do escorpido (Silva et al., 2009).

Foram identificados dois tipos de componentes, principalmente precursores de
peptideos com sequéncias similares a toxinas, entre os quais peptideos do tipo
escorpina, 3 peptideos antimicrobianos pequenos, 3 bloqueadores para canal de K*,
e proteinas envolvidas em diferentes processos celulares (Silva et al., 2009). Esses

resultados foram comparados com aqueles obtidos na analise protedmica realizado
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na mesma pecgonha, encontrando uma consideravel correspondéncia entre os dois

conjuntos de dados.

Entre os transcritos foi encontrado o precursor OcyC1l cuja massa molecular
tedrica monoisotopica € de 1433,83 Da e se correlaciona ao peptideo purificado da
peconha com massa molecular experimental de 1432,8 Da (Schwartz et al., 2008).
Ele apresenta 75% de similaridade com o peptideo antimicrobiano ISCT, isolado da
peconha do escorpido O.madagascariensis (Dai et al., 2001) e igualmente o OcyC2
com massa molecular experimental de 1286.84 Da. Tanto OcyC1 como OcyC2 sé&o
peptideos semelhantes a outros peptideos antimicrobianos encontrados nas
peconhas de Mesobuthus martensii (BmKnl e BmKn2) (Zeng et al., 2004; Zeng et al.,
2001) e Hadrurus gertschi (Hge027 e Hge028) (Schwartz et al., 2007),no entanto o
transcrito OcyC3 apresenta homologia com o peptideo pandinin 2 (Corzo et al., 2001)
e o peptideo BmKb1 (Luo et al., 2005) isolados da peconha dos escorpifes Pandinus
imperator e Mesobuthus martensii, respectivamente. O transcrito do OcyC3 tem uma
massa molecular monoisotépica teorica de 2946,72 Da que nao foi encontrada na
andalise protedmica (Schwartz et al., 2008). OcyC1, OcyC2 e OcyC3 tém sido
classificados como peptideos que ndo possuem ligacdes dissulfeto (Silva et al.,
20009).

No momento, sabe-se que o escorpiao de estudo O. cayaporum ndo €
considerado de importancia médica e, as pesquisas realizadas tem se focado nas
abordagens de proteoma e transcritoma da pegconha desse escorpido (Schwartz et al.,
2008; Silva et al., 2009),além da identificacdo da kappa-KTx 2.5 e OcyKTx2,que séo
peptideos que interagem com o canal de K* (Camargos et al., 2011; Schwartz et al.,
2013) (Quadro 1).

3. Toxinas que atuam em canais ibnicos

O estudo de toxinas isoladas de animais peconhentos, principalmente de
escorpides, tem permitido conhecer melhor as caracteristicas dos diferentes tipos de
canais ibnicos, devido a alta especificidade e afinidade das toxinas (Rodriguez De La
Vega et al., 2003). A peconha de escorpides € uma mistura complexa de enzimas,
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lipideos, aminas biogénicas, sais, nucleotideos, polipeptideos e peptideos (Possani et
al., 2000), sendo esses ultimos aqueles capazes de interagir com eficacia e afetar a
permeabilidade da membrana aos ions Na*, Cl, Ca*? e K*tanto de células excitaveis
guanto as nao excitaveis (Possani et al., 2000; Zhijian et al., 2006). A maioria desses
compostos tem sido identificados diretamente na peconha. No entanto, devido ao
incremento de novas estratégias de analise ao nivel de proteoma e transcritoma, o
namero de compostos identificados esta aumentando significativamente. Portanto, as
novas abordagens podem ajudar a identificar a presenca de outros compostos com

arranjos estruturais diferentes no futuro préximo (Rodriguez de la Vega et al., 2013).

Segundo diversos autores (Possani et al., 1999; Rodriguez de la Vega and
Possani, 2004; Tan et al., 2006; Tytgat et al., 1999), as toxinas de escorpido podem
ser classificadas segundo: 1. O canal ibnico envolvido (sddio, célcio, cloreto e
potéssio); 2. O receptor especifico ao qual a toxina se liga; 3. A estrutura tridimensional
da toxina e, 4. O tipo de resposta induzida (ativacdo / inativacao do canal). Toxinas de
escorpido que interagem com os canais de Na*, Ca*?, Cl- e K* tém sido descritas e

caracterizadas.

3.1. Toxinas que modulam os canais de sodio

As toxinas que interagem com o0s canais de sédio dos mamiferos séo particularmente
as de maior importancia médica. Essas toxinas sdo conhecidas como NaScTxs e tém
se caracterizado por modular a atividade desses canais alterando as correntes do ion
na membrana da célula, o que, nas células excitaveis, resulta em uma modificacdo no
potencial de acdo (Rodriguez de la Vega and Possani, 2007). Tais toxinas de 58 a
76 residuos de aminoé&cidos com 3 ou 4 ligagdes dissulfeto (Rodriguez de la Vega and
Possani, 2005) e se classificam em dois grupos: as a-toxinas, que retardam a
inativagao do canal pela interagdo com o segmento 3 do dominio IV na subunidade a
do canal (Bosmans and Tytgat, 2007; Couraud et al., 1982; Meves et al., 1986;
Rodriguez de la Vega and Possani, 2005) e as p-toxinas, que deslocam o potencial
de ativacdo para potenciais de membrana mais negativos, devido a ligacdo ao sitio 4
do dominio Il na mesma subunidade do canal (Rodriguez de la Vega and Possani,
2007; Weinberger et al., 2010; Zhijian et al., 2006).
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Quadro 1. Descricdo das atividades biolégicas e das principais caracteristicas dos transcritos e/ou
peptideos isolados, encontrados nas abordagens de transcritoma e proteoma, respectivamente, da
peconha do escorpido O. cayaporum.

Transcritos / Peptideo Massa Similaridade Atividade bioldgica
isolado molecular
(Da)
Peptideos especificos para insetos
como LalT (Liocheles australasiae)
OcyC10 8,112 Sem atividade descrita
(Matsushita et al., 2007).
OcyC11 8558,68 Lal(Liocheles australasiae) Sem atividade descrita
(Matsushita et al., 2007).
OcyC7 5,905 Peptideos tipo escorpina-like Sem atividade descrita
(Silva et al., 2009).
OcyC12 5084,25 Peptideo IsTx Sem atividade descrita
(O. madagascariensis)
(Yamaijil et al., 2004).
OcyC8
k-KTxs 2.5 3132,26 Omtoxinas (O.madagascariensis)  k-KTxs 2.5 bloqueia reversivelmente os canais de
(Peptideo isolado) (Chagot et al., 2005). k-KTxs 2.5 sintético: IC50 : 71 uM (hKv1.4); 217 \
(hKv1.1); k-KTxs 2.5 nativo: 16 uM diminui a corre
em 20% no canal hKvl.1 e em 50% no canal hKv
k-KTxs 2.5 néo efeito: rkv1.1, rKv1.2, rKv1.3, rKv:
rkvl.5, rkv1.6, hERG, Shaker,rkv2.1, rKv3.1, rKv
rkv4.3 a 250 uM nem Nav1.2, Navl.3, Navl1.4, Ne
e DmNavl a 2,5 uM (Camargos et al., 2011).
OcyKTx2 3807 a-KTx6.17 inibe a totalidade da corrente no canal
K+ do tipo Shaker com Kd de 82 nM e Kv1.3 de
a-KTx6.17 linfécitos humanos com Kd de 18 nM (Schwartz e
. . 2013).
(Peptideo isolado) )
OcyC9 2545 Omtoxinas (O. madagascariensis) Sem atividade descrita

(Chagot et al., 2005).

30



3.2. Toxinas que modulam os canais de cloreto

Poucas toxinas de escorpides foram descritas como moduladoras de canais de
CI'. Entre elas a clorotoxina (CITx), isolada do escorpido Leiurus quinquestriatus que
contém 36 residuos de aminoacidos (DeBin and Strichartz, 1991), e que anos depois,
foi demostrado que ndo se liga a canais de Cl- e sim, a proteina de matriz
metaloproteinase-2 (MMP-2) (Deshane et al., 2003). CITx tem se estabelecido como
um peptideo promissor para um possivel tratamento de canceres do tipo glioma,
melanoma, neuroblastoma etc (Dardevet et al., 2015). GaTx1 foi a primeira toxina
descrita na peconha do escorpido Leiurus quinquestriatus hebraeus de 3,7 KDa e com
4 ligagOes dissulfeto que age nos canais envolvidos no transporte do ion CI- nas
membranas celulares, cujas alteracdes levam a doencas como fibrose cistica,

regulando com alta afinidade a condutancia desse anion (Fuller et al., 2007).

Recentemente, foram identificados dois novos peptideos da familia das
clorotoxinas. AaCtx é o primeiro peptideo isolado da peconha do escorpido
Androctonus australis e possui 70% de similaridade com a CITx. AaCtx foi ativo na
invasdo e migracao das células de glioma humano (Rjeibi et al., 2011). Bs-Tx7, isolado
a partir da peconha do escorpido Buthus sindicus, tem 66% de identidade com
clorotoxina (CITx) e 82% com GaTxl. Bs-Tx7, em concentracbes micromolares,
aumenta a atividade da Metalloproteinas de Matriz 2 humana (hMMP2), indicando a
importancia dessa toxina nas doencas associadas a diminuicdo da atividade do MMP2

(Potencial marcador de tumores celulares) (Ali et al., 2016).

3.3. Toxinas que modulam ou blogueiam os canais de potassio

Tomando em conta os dados do Uniprot, dos 400 ligantes polipeptidicos que
estdo reportados e isolados de animais, 250 sao toxinas de escorpido, o que reforca
a ideia de que a peconha de escorpides se constitua em uma fonte diversificada de
ligantes para canais de K* (Mouhat et al., 2008). KTx é terminologia dada as toxinas
isoladas da pegconha de escorpido que interagem com os canais de K*. As toxinas KTx
sdo peptideos que agem como bloqueadores do poro do canal (Quintero-Hernandez
et al., 2013), que ao se ligarem aos canais impedem o fluxo do ion potassio atraves

das membranas celulares, gerando assim, uma alteracéo na excitabilidade celular.
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As KTx caracterizam-se por possuirem entre 20 a 95 residuos de aminoacidos
estabilizados por 2 a 4 liga¢des dissulfeto (Rodriguez de la Vega and Possani, 2004).
Segundo o arranjo estrutural e a funcdo das KTxs, esses peptideos foram
classificados em 6 subfamilias a, B, y, d, k e A- KTxs (Chagot et al., 2005; Kuzmenkov
et al., 2016; Srinivasan Kellathur et al., 2002; Tytgat et al., 1999). Recentemente
foram descritos dois peptideos que constituem uma nova familia de toxinas
bloqueadoras de canal de K*, as €-KTx, que se caracterizam por ndo possuirem as
estruturas secundarias classicas de a-hélice e folha-g (Cremonez et al., 2016) (Figura
4).
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Figura 4. Estruturas tridimensionais de KTxs representantes de cada uma das sete subfamilias. A.
Noxiustoxin (a-KTx), codigo PDB 1SXM do escorpido Centruroides noxius. B.Toxina Hge36 Scorpine-
like peptide (B-KTx), codigo PDB 5IPO do escorpido Hadrurus gertschi. C Toxina ErgTx1 (y - KTx),
cédigo PDB 1PX9 do escorpido Centruroides noxius. D. k-Hefutoxin (k-KTx), cédigo PDB 1HP9) do
escorpido Heterometrus fulvipes. E. Toxina LmKKT-1a do tipo Kunitz (6-KTx), cédigo PDB 2 M01 do
escorpido Lychas mucronatus. F. Toxina AMK1 do tipo ICK (A-KTx), c6digo PDB 1C6W do escorpido
Mesobuthus eupeus. G. Toxina Tsll com a conformagdo da nova subfamilia (e-KTx), codigo PDB
2MSF do escorpido Tityus serrulatus.

3.3.1. a-KTx

Essa subfamilia caracteriza-se por ter 165 sequéncias peptidicas descritas,
distribuidas em 29 grupos segundo a sua estrutura primaria (Chen et al., 2012a;
Diego-Garcia et al., 2014; Diego-Garcia et al.,, 2013; Zeng et al., 2012)
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(http://www.uniprot.org/docs/scorpktx 22-04-2019). As a-KTx possuem de 20 a 40
residuos de aminoéacidos (Kuzmenkov et al., 2016), com arranjo em duas fitas 8 unidas
a uma a-hélice por 3 ou 4 ligacdes dissulfeto (Rodriguez de la Vega and Possani,
2004; Tytgat et al., 1999) e apresentam atividade sobre os canais de potassio
dependentes de voltagem e/ou canais de potassio ativados por célcio (Rodriguez de
la Vega and Possani, 2004).

Noxiustoxin (a-KTx2.1) (Figura 4A) foi a primeira toxina bloqueadora de canal
de K* dessa subfamilia identificada e isolada da peconha do escorpido Centruroides
noxius (Possani et al., 1982). Posteriormente, Charybdotoxin (ChTX; a-KTX1.1) foi
isolada da peconha do escorpido Leiurus quinquestriatus hebraeus e considerada
como peptideo padrdo que inibe canal de K* do tipo Kv1 (Garcia et al., 1994; Miller et
al., 1985). Outros exemplos séo lberiotoxin (IbTX; a-KTX1.3)(Galvez et al., 1990),
Margatoxin (MgTX; a-KTX2.2) (Garcia et al., 1994), Kaliotoxin (KTX; a-KTX3.1) (Romi
et al., 1993) e Agitoxin-2 (AgTX2; a-KTX3.2)(Garcia et al., 1994).

Nos ultimos anos, novos peptideos tém sido descritos e classificados nessa
subfamilia, conferindo mais uma vez que as a-KTx sdo importantes bloqueadores para
os canais de Kv. A maioria das a-KTx tém sido isoladas das pe¢onhas dos escorpides
da familia Buthidae; mesmo assim, as a-Ktx também sao identificadas nas familias
Chactidae, Euscorpiidae, Vaejovidae, Caraboctonidae, Hemiscorpiidae, e
Scorpionidae (Cologna et al., 2011; Diego-Garcia et al., 2013; He et al., 2013).

3.3.2. B-KTx

Esses peptideos contém aproximadamente de 45 a 75 residuos de
aminoacidos e possuem na sua estrutura uma a-hélice e duas fitas-8, unidas por 3
ligagbes dissulfeto (Diego-Garcia et al., 2008; Kuzmenkov et al., 2016; Rodriguez de
la Vega and Possani, 2004; Tan et al., 2006; Tytgat et al., 1999). Essa subfamilia pode
ser subdividida em trés grupos. O primeiro deles inclui os peptideos relacionados a
TsTx-KB como, por exemplo, TsTx-K@ de Tityus serrulatus, TtrBKTx de T. trivittatus,
TdiBKTx de T. discrepans, TstBKTx de T. stigmurus, Tco 42.14 de T. costatus,
MeuTXKB1 e MeuTXKB2 de Buthus eupeus, AaTXKp de A. australis e BUTXKp de B.
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occitanus (Quintero-Hernandez et al., 2013); sendo que os peptideos TsTx-KB de
Tityus serrulatus que bloqueia Kv 1.1 com ICso de 90 nM, e TstBKTx de T. stigmurus
que bloqueia os canais Kv1.1, Kv1.2 e Kv1.3 (Diego-Garcia et al., 2008). MeuTXKf1
de Mesobutus eupeus bloqueia os canais Kv com baixa afinidade (Zhu et al., 2010),
enquanto que AaTXKp de A. australis é o primeiro peptideo ativador seletivo do canal
Kv7.4 e também tem efeito sobre os subtipos K.7.3, Kv7.2 e Kv7.5 (Landoulsi et al.,

2013), atividades eletrofisioldgicas obtidas experimentalmente.

Ao segundo grupo pertencem os peptideos homélogos da BmTXKp (Figura
4B), ou seja aqueles peptideos identificados dos escorpides da familia Buthidae como,
por exemplo, BmTXKB, BmTXKB2, TdiKIK, TtrKIK, TcoKIK e TstKMK (Almeida et al.,
2013; Diego-Garcia et al., 2008), e Caraboctonidae, como HgeBKTx (Diego-Garcia et
al., 2008).Finalmente, o ultimo grupo dessa subfamilia sdo os peptideos Scorpine-like
(Figura 4B; Figura 5C), conhecidos como peptideos 6rfaos com, pelo menos, 18
peptideos. Quanto a relacdo estrutura-fungao, as B-KTx caracterizam-se por terem
sua regiao N-terminal como a responsavel pela atividade citolitica e antimicrobiana,
devido a sua similaridade com as defensinas de insetos; e a regido C-terminal
responsavel pelo bloqueio dos canais para K*, uma vez que interage diretamente com
o poro do canal (Diego-Garcia et al., 2008). Tem se identificado para esses peptideos
atividades antibacteriana, antimalarica e antifungica (Conde et al., 2000; Uawonggul
et al., 2007). As B-KTx tém sido identificadas a partir de analises de proteoma e
transcritoma de Buthideos, Caraboctonus, Euscorpius, Liochelideos e Escorpionideos
(Ma et al., 2012).

Também foram identificadas moléculas como opiscorpina isolada do escorpido
Opistophthalmus carinatus (Zhu and Tytgat, 2004), HS1 do escorpiao Heterometrus
laoticus (Uawonggul et al., 2007), HgeScplp 1 e 2 do escorpido Hadrurus gertschi
(Diego-Garcia et al., 2008; Schwartz et al., 2007), Heteroscorpine 1 (Uawonggul et al.,
2007), SJEO05C, SJE056C1 e 2 do escorpidao Scorpiops jendeki (Ma et al., 2009),
Ev37 do escorpido Euscorpiops validus (Feng et al., 2013), Tco 41.46-2 do escorpido
Tityus costatus Karsch (Diego-Garcia et al., 2005), UySCI1 e 2 do escorpido Urodacus
yaschenkoi (Luna-Ramirez et al., 2013), que possuem grande similaridade com as

escorpina-like.
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Beta-KTx 2~ -———---- KLVEYAVPVGT LRTIL QTVVHEVGET QFGCPATOGY CDDHC QD IKEEEGFCHGFECECGI FHGF
TeT¥¥E-beta -———-—-—- KLVAL IFPNDQLRSILEAVVHEVART QFGCE AYE ¥ CNDHCND IE RFD GECHEFECECAKD ———

MeuTrF-heta-1 GFREEHFIRFVEYAVPEATLRETVL] TVVHEVGET] FRCPAYQGYC DDHC QD IEEEEGFCHGFECECGIF MG

B.

HyebetaKTx ESTVGELEFE LNQAVDEVEE VLNES EYMCP WSS FCKQHC AR L GE SGQCDLLEC IC S - - ——-

Beta-KTx 5&8.1 -----—-—------- EVLAGVED LNNMSELGCP FIDEWCEDHC D SEEL VGEC ENFDC SCVEL GGE

Beta-FTx 18  -—--—-—----m—— KILAGVED LNNMZELGCE FIDEWNCEDHC E SEFLVGECENFDC SCVEL GGE

Beta-KTx 17  —----—-—mo—mmme TAGVAD LNNMAELGCE FIEENCEDHC E SEFQ VEHC ENFDC SCVEL GGEE

c.

Jocorpine 0 mmmmmmmmm e e e GLIHEVTEVQIQLC AFNQDMAGWCEESC Q4 AF GENGYC HEFTEC KCGEFR LETRRE
Panzscorpine GIINEEEIQFEIDE RMENT VLGN AKA TV HEMAKNE FQCHANMD ML GNCEFHC QT-3GEEGYCHGTEC KCGTE L3T- --

Opiscorpine-Z FWLNEESTONEIDE KT GEN FLGGM AKL VY HELAKNE FMC HANMD PTGA CETHC QKAS GEKGYCHGETEC KCGVE LAT- --
Opiscorpine-1 FWFNEES ITONEIDE KT GEN FLGGH AFAYY HELAENE FHC VANYD MTES CDTHC QFAS GEEGYCHGTEC KCGVE LAY- --

Opiscorpine-3 FWLNEES ITONEIDEKIGEN FLGGH ARAVYHELAENE FMC VANYD MTES CDTHC QFAS GEEGYCHGTEC KCGVE LAY- --

Figura 5. Alinhamento das sequéncias das BKTx. A. Peptideos relacionados a TsTx-KB. B. Peptideos
homologos da BmTXK}. C. Peptideos do tipo Scorpine.

3.3.3. k- KTxs

As k-KTxs tém sua estrutura formada por duas a-hélices (CSa/a) paralelas
estabilizadas por 2 ligacbes dissulfeto (Nirthanan et al., 2005; Quintero-Hernandez et
al., 2013; Srinivasan Kellathur et al., 2002) e, quimicamente, sdo de natureza basica.
Mediante analises de proteoma e transcritoma, 18 sequéncias foram identificadas
(Chen et al., 2012a) (http://www.uniprot.org/docs/scorpktx 22-04-2019). No entanto,
esse tipo de arranjo estrutural também tem sido identificado nas toxinas de moluscos
das espécies Conus floridanus floridensis e C. villepinii (Mdller et al., 2005) e da planta
Viscum album (Pal et al., 2008).

S&o descritos cinco peptideos para o género Heterometrus distribuidos assim:
k-Hefutoxin 1 (Figura 4D) e 2 isolados da pegonha do escorpiao Heterometrus fulvipes
(Srinivasan Kellathur et al., 2002), k-KTx1.3, HeTx203, HeTx204 isolados da peconha
do escorpido Heterometrus spinifer (Nirthanan et al., 2005) e seis para 0 género
Opisthacanthus (Camargos et al., 2011; Silva et al., 2009), as nomeadas Omtoxinas,
OmTx1, OmTx2, OmTx3 e OmTx4 isoladas do escorpido Opisthacanthus
madagascariensis (Chagot et al., 2005) e, finalmente, OcyC8 e OcyC9 do escorpido
Opisthacanthus cayaporum (Camargos et al., 2011; Silva et al., 2009).
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Foram realizadas analises filogenéticas para avaliar a relagdo entre as k-KTxs
descritas e, segundo a arvore de consenso obtida pela inferéncia Bayesiana, observa-
se que existe claramente uma divisdo das k-KTxs em 5 grupos (Figura 6)
(Vandendriessche et al., 2012), enquanto Quintero-Hernandez e colaboradores

classificam as k-KTxs em 4 subfamilias (Quintero-Hernandez et al., 2013).

k-KTx5
HI15-1-1
HSPO40C2
k-KTx4 OmTx 1
'—:;E OmTx 2
0 80
OmTx 4
0%
Ocv(C8
22 OomTx 3
k-KTx2 0.96 —— OCVC9

< HSPO53C.1

I-— HSPO53C.2
081 HSPO40C.1
k-KTx3 [

0.93 HSPO40C.5
) 7 !E HSPO40C. 3
HSPO40C.4

096 X" Hefutoxin1

Q.59 - L= x-Hefutoxin2

K - Hefutoxin 3

k-KTx1

HSPOO9SC
—_—

Figura 6. Cladograma por inferéncia bayesiana. O cladograma de consenso mostrado suporta a diviséo
sugerida para Subfamilia k-KTx. Modificado de (Vandendriessche et al., 2012).

3.3.31.k-KTxs 1

K- Hefutoxin 1 também conhecido com k-KTx1.1 foi o primeiro peptideo isolado
da peconha do escorpido Heterometrus fulvipes e o primeiro representante dessa
subfamilia, caracteriza-se por bloquear as correntes nos subtipos Kv1.2 com IC de 150
MM e Kv1.3 com IC de 40 uM. Tém se descrito que a interacdo desse peptideo com
os Ky é similar a interacdo das a-KTx, devido a presenca do aminoacido lisina e do
residuo hidrofébico (geralmente fenilalanina ou tirosina); residuos de aminoacidos que
estdo completamente expostos na superficie e interagem diretamente com o canal
(Srinivasan Kellathur et al., 2002). Com 60% de identidade ao peptideo k-KTx1.1, o

peptideo k-KTx1.3 isolado da pegonha do escorpido Heterometrus spinifer apresentou
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uma atividade bloqueadora sobre os subtipos Ky1.1, Kv1.2 e Ky1.3 (Nirthanan et al.,
2005).

K-Hefutoxin 1 bloqueia a totalidade da corrente no canal Ky10.1; portanto,
visando investigar e entender a relagao estrutura-funcéo dessa toxina com o canal
foram testados varios analogos (Moreels et al., 2016). k-Hefutoxin 2 (k-KTx1.2) e k-
hefutoxin 3 (k-KTx1.3) sdo peptideos homaologos naturais de k-Hefutoxin 1, isolados
da peconha do escorpido Heterometrus fulvipes e Heterometrus spinifer,
respetivamente. Os analogos nomeados N1-k-Hefutoxin 1 (Glicina no extremo N-
terminal deletado), N2-k- Hefutoxin 1 (Glicina e Histidina no extremo N-terminal
deletados), Y5A-k- Hefutoxin 1 (substituicdo do residuo tirosina por alanina na posicao
5) e K19A-k- Hefutoxin 1 (substituicdo do residuo lisina por alanina na posicéao 19),

caracterizam-se por apresentarem alteracdes especificas nas suas sequéncias.

Além, dos analogos k-Hefutoxin A e k-Hefutoxin B que apresentam alteracdes
na formacédo das ligacdes dissulfeto (Figura 7). Portanto, Moreels e colaboradores
demostraram que a presenca da diade funcional (Tyr5/Lys19), os residuos de
aminoécidos (Gly1/His2) no extremo N-terminal e o extremo C-terminal amidado sdo
caracteristicas importantes para que a toxina k-Hefutoxin 1 possa interagir com o

canal (Kv10.1) nesse caso (Moreels et al., 2016).

K-Hefutoxin 1

C - " TCKERC-
K-Hefutoxin A ’

C C 'TCKERC-
K-Hefutoxin B c c CHERC-

Figura 7. Disposicdo das ligacdes dissulfeto na toxina k-Hefutoxin 1 nativa, e seus anélogos.
Modificada de (Moreels et al., 2016).
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HSPOO9C também conhecido como k-KTx 1.4, encontrado no transcritoma da
glandula da peconha do escorpido Heterometrus petersii (Ma et al., 2010) é homologo
a k-Hefutoxin do escorpido H. fulvipes (Srinivasan Kellathur et al., 2002), mas ndo tém

alvo molecular definido ainda.

3.3.3.2. k-KTxs 2

As nomeadas Omtoxinas k-KTx 2.1 (OmTx1), k-KTx 2.2 (OmTx2), k-KTx 2.3
(OmTx3) e k-KTx 2.4 (OmTx4) do escorpido Opisthacanthus madagascariensis;
OcyC8, OcyC9 do escorpido Opisthacanthus cayaporum; e HSP053.1-2 do escorpiéao
Heterometrus petersii fazem parte desse grupo apresentando 60% de identidade entre
elas, mas quando comparada com o peptideo k-KTx1.1 (k- Hefutoxin) do grupo k-KTxs
1 aidentidade é de 20%. O peptideo k-KTx 2.3 induz uma reducéo de 70% na corrente
no canal Kv1.3 a 500 pM (Chagot et al., 2005). k-KTx 2.5, melhor conhecida como
OcyC8, inibe as correntes do subtipo de canal Kv1.1 e Kv1.4 com IC de 217 e 71 pM,
respectivamente; ressaltando que a toxina OcyC8 apenas afetou os canais humanos
expressos em células de mamifero, e ndo os homaologos de rato expressos em o0citos
de Xenopus laevis (Camargos et al., 2011), Com relacao ao peptideo OcyC9 nenhum

alvo molecular foi definido ainda.

O peptideo HSP053.1, também conhecido como k-KTx 2.7 isolado da peconha
do escorpido Heterometrus petersii que tem como alvo molecular o canal Ky7.1, auma
concentragdo de 10 pM inibe as correntes em 17.8%. No entanto, o peptideo
HSP053.2 também conhecido como k-KTx 2.8 isolado do mesmo escorpido possui
atividade inibitéria sobre o canal Kv1.3 diminuindo a corrente em 35,1% a 1 uM, e em
subtipo Kv7.1 diminuindo a corrente em 44,9% a 10 puM (Chen et al., 2012a).

Com as analises do transcritoma da glandula da peconha do escorpido
Heterometrus spinifer, foi possivel identificar 2 novos membros desse grupo,
nomeados HeTx204 e HeTx203 (Chen et al., 2012a); peptideos que adotam o arranjo
estrutural (CS-a/a) estabilizado por 4 cisteinas, padrdo semelhante ao peptideo
OmTx3 (Chagot et al.,, 2005). HeTx204 e HeTx203 diferem apenas por um unico

residuo de aminoacido e apresentam uma alta homologia com os outros membros do
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grupo. O peptideo HeTx204 quando testado a concentra¢cdes micro molares possui a
capacidade de bloquear canal Kv1.3 a 1 uM diminuindo a corrente em 35%, e o canal
Kv7.1 a 10 pM diminuindo a corrente em 45%. Acredita- se que o efeito nesses canais
€ devido a presenca dos residuos basicos Lys20 e Lys24 no peptideo; no entanto, o
peptideo HeTx203 bloqueia levemente apenas o canal Kv7.1 a 10 uM diminuindo a
corrente em 18% (Chen et al., 2012a).

3.3.3.3. k-KTxs 3

A terceira divisdo ou grupo das k-KTx esta representada pelos peptideos
HSP040C.1 (k-KTxs 3.1), HSP040C.3 (k-KTxs3.2), HSP040C.4 (k-KTxs 3.3), e
HSP040C.5 (k-KTxs 3.4) encontrados no transcritoma da glandula da pegconha do
escorpido Heterometrus petersii (Ma et al., 2010).Todos eles tém em suas sequéncias
a presenca da diade funcional; que pode estar formada pelos residuos F7/K21 no
peptideo k-Hefutoxina 1 ou F7/K18 no peptideo OmTx1 (Vandendriessche et al.,
2012). Sugerindo entdo que o peptideo HSP040C é um estado intermediario entre as
OmTxs e as k-hefutoxins, o que levaria a pensar que tanto as OmTxs e k-hefutoxins
podem ter uma origem evolutiva comum (Chagot et al., 2005). Os peptideos
HSP040C.1 e HSP040C 5 caracterizam-se por terem nas suas sequéncias uma lisina
adicional (K18), que possivelmente poderia induzir a insensibilidade dos canais de K*
dependentes de voltagem como foi demostrado com o peptideo k-Hefutoxina 3
(Vandendriessche et al., 2012).

3.3.3.4. kK-KTxs 4 e k-KTxs 5

HSP040C.2 e HI15-1-1 (k-KTx 5.1) possuem sequéncias unicas mostrando
pouca semelhanga com os outros membros da subfamilia k-KTx; portanto, eles sao
0S Unicos representantes do grupo k-KTx 4 e k-KTx 5, respectivamente
(Vandendriessche et al., 2012). HSP040C.2 também conhecida como k-KTx 4.1 foi
encontrada no transcritoma da glandula da peg¢onha do escorpido Heterometrus
petersii (Ma et al., 2010); esse peptideo caracteriza-se por ter a diade funcional
(F5/K16) similar aquela observada no peptideo OmTx1 (Vandendriessche et al.,
2012). O peptideo HI15-1-1 também, conhecido como k-KTx 5.1, isolado da peconha
do escorpido Heterometrus laoticus, é o primeiro membro caracterizado dessa
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subfamilia; apresenta 77 % de identidade com o peptideo OcyKTx3 isolado do
escorpido Opisthacanthus cayaporum (Schwartz et al., 2008); no entanto, dessa

toxina s6 se conhecem os primeiros 13 residuos de aminoacidos do N-terminal.

K-KTx 5.1 caracteriza-se por bloquear os subtipos K.1.1-Kv1.6 e Ky1.8;
ressaltando que o efeito foi mais sensivel para os canais Kv1.1 e Ky1.6 com IC 9,9 uM,
sendo que a toxina se liga diretamente ao poro do canal (Vandendriessche et al.,
2012). Sabe-se que as k-KTx além de inibirem as correntes de K* também podem
modificar a cinética da abertura do canal “gating” (Camargos et al., 2011; Srinivasan
Kellathur et al., 2002).

A grande maioria das k-KTx séo consideradas blogueadoras fracas para canal
de K*, devido a baixa afinidade dessas toxinas sobre esses canais, 0 que
provavelmente pode sugerir que o seu alvo molecular seja outro (Nirthanan et al.,
2005).

E importante destacar a presenca das diferentes k-KTx encontradas no
escorpido Heterometrus petersii (Figura 8); onde tem se encontrado um total de sete
sequéncias, sendo que quatro (HSP040C.1; HSP040C.5; HSP040C.3; HSP040C.4)
formam o grupo das k-KTx 3, e uma sequéncia Unica da toxina HSP040C.2 no grupo
K-KTx 4 foram obtidas a partir do transcritoma da glandula da pe¢onha, sem atividade
biolégica avaliada ainda. Entretanto, duas sequéncias (HSP053C.1; HSP053C.2)
foram identificadas na peconha com atividade biolégica sobre canal de K* previamente

descrita.

HSP@53C.1 GNACT EVICLQHTGNPAECDKACD }_ K —Kix 2
HSP@53C. 2 GNACI EVICLQHTGNPAECDKPCD

HSP@4QC . 2 DIPCFETCMKLYHIPKLCYIKCRKH —> x—Ktx4
HSP@4aC. 1 QWINACFNVICMKISSDKKYCKYLEGKN

HSP@4QC. 5 QWINACFNVEMKISSDKKYEKYLEGKS | x—-Kix3
HSP@4aC . 3 HIWINACFNICMKISSDQKYCKSFCG

HSP@40C .4 QWI CHSFCG--

NACFNICMKISSDQKY

Figura 8. Alinhamento das sequéncias das k-KTx encontradas no escorpido Heterometrus petersii. k-
KTx 3 e k-KTx 4 encontradas no transcritoma; e k-KTx 2 isolada da peconha com atividade biol6gica
testada
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3.3.4. 5-KTxs

Recentemente, foi caracterizada uma nova subfamilia de toxinas de escorpido
de cadeia longa que age no canal de K*, e que possui propriedades inibitérias de
serinoproteases e bloqueadores de canal de K* (Chen et al., 2012a; Schwartz et al.,
2007; Zhao et al., 2011). Este tipo de toxinas pode ter aproximadamente 60-70
residuos de aminoacidos com 6 a 8 ligagfes dissulfeto. O dobramento estrutural do
tipo Kunitz formado por duas fitas B antiparalelas flanqueadas por uma a hélice nos
segmentos C-terminal e N-terminal estabilizadas por 3 ligacdes dissulfeto, onde a
primeira ligagdo é realizada entre o extremo C-terminal da a hélice e uma das fitas f3;
e a segunda e terceira ligagbes comunicam o extremo C-terminal da a hélice com o
C-terminal e N-terminal, respetivamente (Figura 4 E) (Chen et al., 2013). Analises da
sequéncia de aminoacidos tém evidenciado que esses tipos de toxinas poderiam
adotar o dobramento tipo Kunitz (Smith et al., 2011); no entanto, estudos da estrutura
tridimensional ainda n&o sdo muito claros (Chen et al., 2013).

Peptideos do tipo Kunitz estdo presentes em mudltiplos organismos incluindo
plantas, animais e microrganismos (Chakrabarty et al., 2006; Hansen et al., 2007). A
primeira toxina identificada dessa subfamilia foi a a-dendrotoxin isolada da peconha
de serpente (Szopa, 1973). Posteriormente, toxinas com esse tipo de dobramento
foram isoladas e identificadas nas glandulas da peconha de serpentes e de aranhas,

em anémonas do mar, caracois e em lagartos (Yuan et al., 2008).

Toxinas de escorpido do tipo Kunitz tém sido encontradas e caraterizadas como
inibidores de canal Kv1.3 (Chen et al., 2012a). Chen e colaboradores (2013)
demostraram que estas toxinas possuem uma organizacdo gendmica unica e que é
diferente das outras KTxs caracterizadas, sendo evidente a ampla diversidade de
toxinas de escorpidao que podem interagir com o canal de K*. Como por exemplo, a
toxina LmKTT-12 encontrada na biblioteca do cDNA da glandula do escorpido Lychas
mucronatus, caracteriza-se por inibir as correntes do canal Kv1.3, Kv1.2, Kv1.1, sendo
a maior reducéo de 50 % no canal Kv1.3 a 1 puM. Atualmente, existem 7 toxinas (Hg1,
BmKTT 1, BmKTT 2, BmKTT 3, LmKTT-1a, LmKTT-1b, LmKTT-1c) que fazem parte

das 6-KTxs e podem ser classificadas em 3 grupos (Chen et al., 2013).
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3.3.5. A-KTxs

Os peptideos da quarta subfamilia caracterizam- se por adotar a conformacéo
ICK (Inhibitor Cystine Knot) formados por 3 fitas  antiparalelas estabilizadas por 3
ligacdes de cisteina; esse arranjo estrutural € principalmente encontrado nas toxinas
de caracdis e aranhas (Smith et al., 2011; Zhu et al., 2003). O ICK é uma modificacao
estrutural que € compartilhada com um grande grupo de polipeptideos incluindo
organismos evolutivamente distantes como plantas, fungos, moluscos marinos e
insetos (Zhu et al., 2003).Peptideos isolados da peconha de escorpiées que possuem
esta modificagdo sao poucos, e seus alvos moleculares séo limitados a determinados
receptores como canais de K* ou receptores de Ryanodina (Gao et al., 2013). As
toxinas de escorpido ImKTx1 e AMK1 (Figura 4F) compartilham a modificacdo ICK e
funcionalmente foram caracterizadas como bloqueadoras de canal de K* (Gao et al.,

2013).

3.3.6. e-KTx

Com o descobrimento do peptideo Tsl1l isolado da peconha do escorpido T.
serrulatus, Cremonez e colaboradores (2016) demostraram a estrutura terciaria na
toxina mediante RMN mostrado que a Tsl1ll ndo possui as estruturas secundarias
classicas (a-hélice e folha-B) (Figura 4G). Segundo a andlise funcional, pode-se inferir
gue essas toxinas sdo principalmente bloqueadoras de canal de K* quando
comparadas com outros alvos moleculares, e devido a sua baixa homologia com
outras KTx sugere-se que essas toxinas podem ser consideradas como 0s primeiros
representantes de uma nova subfamilia, nomeadas €-KTx. Tsll apresentou alta
similaridade com o peptideo Ts12; sendo que foram nomeadas como €-KTx 1.1 e €-

KTx 1.2, respetivamente (Cremonez et al., 2016).

3.4. Toxinas que modulam os canais de Calcio

Toxinas que blogueiam ou modulam a atividade dos canais de calcio
dependentes de voltagem tém sido isoladas de varias espécies, principalmente das
aranhas (King, 2007). No entanto, a w-conotoxina isolada do caracol marinho tem sido

a toxina mais estudada e melhor caracterizada (Norton and Olivera, 2006; Olivera et
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al., 1994). A maioria das toxinas que tém sido isoladas e caracterizadas nas peconhas
de escorpides sao principalmente bloqueadoras ou moduladoras para canais de K* e
Na*, mas poucas para canais de Ca?* tém sido descritas (Norton and McDonough,
2008). Existem basicamente dois grupos: o primeiro deles inclui as toxinas que
interagem com os canais de Ca?* de membrana e possuem cadeia longa, como por
exemplo, a Kurtoxina, com 63 residuos de aminoacidos isolada da peconha do
escorpido Parabuthus transvaalicus que modifica a condutancia do ion no canal de
calcio do tipo T (Chuang et al., 1998).

O segundo grupo amplamente estudado é o das calcinas, peptideos que
possuem 33 ou 35 residuos de aminoacidos (Schwartz et al., 2009) e que interagem
com o0s receptores de Ryanodina presentes na membrana do reticulo
sarcoplasmatico, induzindo a liberacdo de célcio intracelular (Valdivia and Possani,
1998). As calcinas séo peptideos extremamente basicos, propriedades que as tornam
bons candidatos para permear a membrana (Lindgren et al., 2000; Rorsman et al.,
2012b). Por exemplo, temos a Imperotoxina (Zamudio et al., 1997), Maurocalcina
(Fajloun et al., 2000), Hemicalcina (Shahbazzadeh et al., 2007), Hadrucalcina
(Schwartz et al., 2009) e Opicalcinas 1 e 2 (Zhu et al., 2003), sendo que esses dois
altimos ainda ndo foram purificados nem testados quanto a suas atividades bioldgicas.

4. Canal de Potassio

Os sinais elétricos sdo essenciais para o desenvolvimento dos processos
fisiologicos dos organismos, sendo esses processos dependentes do bom
funcionamento dos canais ionicos (Frank et al., 2005). Os canais de K* sdo muito
importantes na regulagdo de processos fisiologicos como excitabilidade celular,
liberacdo de neurotransmissores, regulacdo de secre¢ao de fluidos, secrecdo de
hormonios e ativacéo de linfocitos (Wickenden, 2002). Mais de 100 subtipos de canais
seletivos a K* foram descritos, com uma ampla distribuicdo nos tecidos (Miller, 2000).

Os Kvs constituem a maior familia dos canais responsaveis pelo impulso
nervoso, 0s quais podem se ativar ou ndo, em decorréncia ao gradiente de voltagem

gue passa pela membrana plasmatica. Esse tipo de canal é caracterizado por ter na
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sua estrutura basicamente quatro subunidades homologas; cada uma com seis
hélices transmembréanicas. Esses canais idnicos interagem frequentemente com as
toxinas isoladas de animais venenosos, seja obstruindo o poro do canal (bloqueando
o canal) ou modulando e alterando as propriedades fisicas do mesmo (Mouhat et al.,
2008).

Os canais de K* estdo localizados nas membranas celulares e tém como funcéo
controlar o transporte e o fluxo do ion K* nas células; eles sdo extremamente
importantes para o funcionamento das células tanto excitaveis quanto as ndo
excitaveis presentes em todas as espécies, exceto alguns parasitas (Kuo et al., 2005).
Uma vez elucidada a estrutura do canal de K* da bactéria Streptomyces lividans
nomeado de KcsA pelo grupo de MacKinnon (Doyle et al., 1998), identificou-se que
esse canal primitivo € um tetr@mero formado por 4 subunidades idénticas com 2
dominios transmembréanicos (TM) ligados por uma regido chamada poro, onde reside
o filtro de seletividade do canal que basicamente estd formado por uma série de
residuos de aminoacidos altamente especificos (T/SXGXGX) (Heginbotham et al.,
1994).

O canal de K* esta formado principalmente pelas subunidades a e 8, sendo que
a subunidade a é responsavel pela estrutura e a maioria das funcdes do canal;
engquanto a subunidade B afeta a cinética do canal (Pongs et al., 1999; Rettig et al.,
1994; Scott et al.,, 1994) com a capacidade de influenciar e/ou modular as
propriedades farmacoldgicas e biofisicas dos canais (Heinemann et al., 1996;
Wickenden, 2002).

As pesquisas realizadas sobre canais de K* mostram que € necessario 0 uso
de ferramentas moleculares altamente especificas que possam modular a atividade
do canal. Quimicamente, existem trés tipos de ligantes que podem interagir com 0s
canais de K*; os principais sdo: ions metalicos, substancias de baixa massa molecular
e polipeptidios (Wulff and Zhorov, 2008), que podem bloquear (fisicamente obstruem
0 poro) ou alterar a cinética do canal, modificando suas propriedades (Catterall et al.,
2007). Entre esses ligantes, as toxinas de escorpido tém sido usadas principalmente

para entender melhor o papel fisiolégico dos canais de K*.
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De acordo com a estrutura primaria e secundaria, as KTxs podem atuar sobre
subtipos especificos de canais para potassio (Panyi et al., 2006). Esta propriedade
das KTx foi fundamental na caracterizacdo da funcao e na identificacdo dos diversos
subtipos de canal i6nico (Abdel-Mottaleb et al., 2008; Martin-Eauclaire and Bougis,
2012; Rodriguez De La Vega et al., 2003). Portanto, baseado na estrutura e funcao,
dos canais de K*, estos podem ser agrupados em 4 familias: (Figura 9): Canais de K*
dependentes de voltagem (Kv, com 12 subfamilias) (Gutman et al., 2005), Canais de
K* ativados por calcio (Kca, com 5 subfamilias) (Wei et al., 2005), canais de K*
retificadores de influxo (Kir, com 7 subfamilias) (Kubo et al., 2005) e, finalmente,

canais de K* com 2 poros in tandem (K2P, com 16 subfamilias) (Goldstein et al., 2005).

4.1. Canais de K* retificadores de influxo (Kir)

A familia do tipo Kir caracteriza-se por apresentar o padrao estrutural do canal
KcsA, suas subunidades contém 2 segmentos transmembranicos (TM) ligados ao
dominio formador do poro e organizados como tetrameros. Tém se descrito para
mamiferos 15 genes diferentes que codificam esse tipo de canal e estdo agrupados
em 7 subfamilias (Kir 1.x a Kir 7.x) (Hibino et al., 2010; Kubo et al., 2005). A funcdo
desse tipo de canal é regulada pelos nucleotideos (ATP, ADP), fosforilacao, proteina
G e fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato. Esses canais favorecem a entrada de K* na célula
que podem ser reguladas pelo ion Mg?* e pela presenca do ATP que interagem com
o poro permitindo assim, manter o potencial de repouso (Hibino et al., 2010; Kubo et
al., 2005) (Figura 9A). Esta familia de canais inclui os retificadores internos fortes (Kir
2.1-2.4), os ativados por proteinas G (Kir 3.1-3.4) e os sensiveis ao ATP (Kir 6.1-6.2)
gue possuem receptores do tipo sulfonilureia (SUR) (Alexander Sph, 2009).

4.1.2. Canal de K* dependente de ATP (Katp)

O canal de K* dependente de ATP (Karp) foi detectado pela primeira vez nos
midécitos cardiacos distribuidos nas membranas do sarcolema (Noma, 1983) e pode
ser encontrado nas células  pancreaticas (Henquin, 2000), neurénios (Amoroso et
al., 1990; Ashford et al., 1988), coracdo, musculo esquelético (Bernardi et al., 1993;

Spruce et al., 1987) e musculo liso vascular (Aguilar-Bryan and Bryan, 1999; Spruce
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etal., 1987). O papel do canal Kate € muito importante na relagédo entre o metabolismo
energético da célula e excitabilidade da membrana, devido a atividade desses canais
ser reduzida pela presenca do ATP intracelular e incrementada pela presenca de
MgADP (Koster et al., 2005; Schwappach et al., 2000). A reducdo do metabolismo
celular leva a abertura dos canais Katp, produzindo efluxo de K*, gerando a
hiperpolarizacdo da membrana e supresséo da atividade elétrica, consequentemente
inibindo a contracdo muscular, a liberacdo de neurotransmissores ou a secrecao de

horménios (Ashcroft, 2005).
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Figura 9. Esquema representativo das principais estruturas dos canais idnicos para potassio. A. Canal
Kir; B. Canais K2P; C. Canal Ky; D e E. Canais ativados por calcio SKCa e BKCa, respectivamente.
Adaptado e modificado de (Kuzmenkov et al., 2015).

O canal Katp esta formado por 4 subunidades (Kir6) e 3 receptores do tipo
Sulfonilureia (SUR1, SUR2A, e SUR2B) (Aguilar-Bryan and Bryan, 1999; Babenko
and Bryan, 2003; Clement et al., 1997; Chan et al., 2003; Inagaki et al., 1997; Koster
et al., 2005). As subunidades Kir possuem 2 dominios transmembranares (M1 e M2)

e os receptores SUR 17 dominios transmembranares (TMD1-17) que se acoplam
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formando uma estrutura de estequiometria octamérica (Nichols, 2006; Shyng and
Nichols, 1997).Essa conformacao pode mudar dependendo do tipo de tecido no qual
€ expresso, como por exemplo o canal Katep expresso nas células B do pancreas e
nos neurdnios esta composto por Kir6.2/SUR1 e no musculo cardiaco e esquelético
por Kir 6.2/SUR2A (Inagaki et al., 1997; Isomoto et al., 1996, Kinoshita et al., 2004;
Koster et al., 2005; Miura et al., 2003; Okuyama et al., 1998; Schwanstecher et al.,
1998; Suzuki et al., 2001; Teramoto, 2006) (Figura 10).
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Figura 10. Estrutura do canal de Kare Kir6.2/SUR1 humano. O receptor de sulfoniluréias (SUR1) que
possui 17 segmentos transmembrana juntamente com 2 dominios de ligacdo de nucleotideos
intracelulares chamados NBD1 e NBD2. Modificado de (Lee et al., 2017).

Os receptores SUR sao sensores intracelulares da relacdo ATP/ADP, que por
sua vez regulam as atividades das subunidades Kir e portanto, a ele tem sido atribuida
a responsabilidade de ativar o canal; enquanto, as subunidades Kir sdo responsaveis
pela formagéo do poro do canal iGnico e a inibicdo do mesmo. Portanto, a inibigdo do
ATP resulta da interagcdo com as subunidades Kir 6 enquanto que a ativacdo pelos
nucleotideos com Mg*? refletem a interacdo com os receptores SUR (Quayle et al.,
1997). Farmacologicamente, tem se descrito que na presenca de compostos como
glibenclamide e tolbutamide (sulfoniluréias) e pinacidil e cromakalim o fechamento e
abertura do canal Karp estdo, respectivamente, favorecidos (Ashcroft and Ashcroft,
1990; Ddorschner et al., 1999; Doyle and Egan, 2003; Uhde et al., 1999). Como por
exemplo, o aumento na relagdo ATP/ADP ou a presenca de sulfoniluréias induzem a
inativacdo do canal e em decorréncia, a despolarizacdo da membrana, o que leva a
abertura de canais de calcio favorecendo o fluxo do ion ao interior da célula (aumento
na concentracdo do calcio intracelular), gerando processos fisiolégicos como
contracdo muscular (Gollasch et al., 1996; Jackson, 2000, 2005; Kinoshita et al., 2004,
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Miura et al., 2003); ou liberacdo de insulina pelas células 3 do pancreas (Ashcroft and
Rorsman, 1989; Koster et al., 2005).

4.2. Canais de K* com 2 poros in tandem

A familia do tipo Kzp é codificada por 15 genes diferentes nos mamiferos e
apresenta 4 segmentos transmembranicos (TM) na sua estrutura; onde as
subunidades a sofrem dimerizacdo na formacédo do canal. O primeiro gene que
codifica para Kzr foi isolado do tecido neuromuscular de Drosophila melanogaster
(Goldstein et al., 1996). Esses canais sao regulados por uma ampla gama de fatores
como pH, temperatura e a voltagem da membrana celular (Goldstein et al., 2005; Plant
et al., 2005) (Figura 9B).

4.3. Canais de K* dependentes de voltagem (Kv)

Os canais Kv como proteinas transmembranares tém um papel importante na
sinalizacdo do Ca?* intracelular, na regulagdo da pressdo sanguinea (Brenner et al.,
2000b), secrecao de hormonios (Boyd, 1992), na imunidade (Deutsch et al., 1991), na
liberacdo de neurotransmissores e na conducédo do impulso nervoso (Hu et al., 2001),
na proliferacdo e migracdo celular, entre outros. Nas células excitaveis sdo 0s
principais responsaveis pela repolarizagdo da membrana celular, apés o disparo do
potencial de acdo. Os Ky representam a familia mais abundante dos canais de K*
previamente descritos, sendo codificados por genes diferentes em humanos (Gutman
et al., 2005; Pongs and Schwarz, 2010) (Figura 9C). Os Kv podem ser classificados
em 12 subfamilias, cujas subunidades reguladoras tém sido organizadas segundo o

grau de similaridade nas sequéncias (Chandy, 1991; Gutman et al., 2005).

4.3.1. Canal de K* do tipo Shaker (Kv1.1- Ky1.8)

O canal de K* do tipo Shaker esta associado com a subfamilia Kvl, com oito
genes diferentes descritos (Kv1.1-Ky1.8) assim: genes KCNA para mamifero (humano)
e tipo Shaker para Drosophila melanogaster (Kamb et al., 1987), sendo evidente que

esta subfamilia € expressa tanto em células de mamifero quanto de inseto, mas com
48



variagbes estruturais. Segundo sua funcdo, esse grupo de canais pode ser
classificado em dois grupos; o primeiro deles esta formado pelos canais do tipo
retificadores retardados Kv1.1-Kv1.8, e o segundo com um Unico representante de
ativacao rapida, o Kv1.4 (Gutman et al., 2005). Esta subfamilia tem sido amplamente
estudada, inferindo-se que existe um grande numero de peptideos especificos
isolados de animais venenosos que tém a capacidade de interagir e bloquear esses

canais.

Os Kvl apresentam uma ampla distribuicdo: Cérebro (Kv1.1-Kv1.4, Ky1.6-
Kv1.8), sistema nervoso (Kv1.1-Kv1.2), coragdo (Kv1.1, Kv1.2 e Kv1.4-Ky1.8), musculo
esquelético (Kvl.1, Kvl.4, Kv1.7 e Ky1.8), masculo liso (Kvl1.2 e Kv1.5), pancreas
(Kv1.1-Kv1.3), pulméo (Kv1.Kv1.7), placenta (Kv1.7), rim (Kv1.5 e Ky1.8), retina (kv1.1 e
Kv1.2), colon (Kv1.5 e Kv1.6), células hematopoiéticas, linfocitos e osteoclastos (Kv1.3)
e a maioria dos peptideos bloqueadores desses canais foram isolados de serpentes,
escorpides e anémonas e sdo caracterizados por terem uma alta afinidade para os
subtipos Kv1.1 e Kv1.3; enquanto que os subtipos Kv1.4 e Kv1.5 nédo tiveram ligantes

peptidicos especificos descritos até o momento (Mouhat et al., 2008).

4.3.2. Canal de K* do tipo Shab (Kv2.1 e Kv2.2)

Os dois subtipos de canais que fazem parte dessa subfamilia sdo codificados
por dois genes (KCNB). K2.1 e K2.2 estdo distribuidos no cérebro, coracéo, rim,
musculo esquelético, pulmao, retina e pancreas. Os peptideos naturais que tém sido
descritos com a capacidade de interagir como esses subtipos de canal foram
caracterizados e isolados da peconha de aranhas (Mouhat et al., 2008) e, até a data,
somente um ligante peptidico de escorpido interage com o subtipo Kv2.1(Bagdaany
et al., 2005) (http://kaliumdb.org/ 03-04-2019).

4.3.3. Canal de K* do tipo Shaw (Kv3.1-K\3.4)

Quatro genes do tipo KCNC codificam para os subtipos Kv3.1-K3.4. As

propriedades eletrofisiolégicas desses canais sugerem um papel especifico na
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repolarizacdo da membrana (Kanemasa et al., 1995; Weiser et al., 1994). As correntes
do canal Kv3 ndo séo afetadas por toxinas de escorpido nem toxinas de serpente que
blogueiam outros Kv (Coetzee et al., 1999; Rudy et al., 1999) mas tem sido reportado
que peptideos presentes na peconha de anémona Anemonia sulcata bloqueiam os
subtipos Kv3.2 e Kv3.4 (Diochot et al., 1998; Mouhat et al., 2008). Estes canais estédo
distribuidos assim: Muasculo esquelético (Kv3.1 e Kv3.4), pancreas (Kv3.2 e K.3.4),
figado (Kv3.3), baco e linfécitos (Kv3.1) (Mouhat et al., 2008).

4.3.4. Canal de K* do tipo Shal (Kv4.1-Kv4.3)

Os subtipos de canal Kv4.1-Kv4.3 que fazem parte desta subfamilia séo
codificados por 3 genes do tipo KCND, distribuidos principalmente no cérebro,
coracao, musculo liso, neurénios e apresentam um mecanismo de inativacao rapida
(Isbrandt et al., 2000; Mouhat et al., 2008). Os trés subtipos sado bloqueados por
toxinas isoladas de escorpifes e aranhas; como por exemplo, a toxina AmmTX3
isolada da peconha do escorpido Androctonus mauretanicus bloqueia com alta
afinidade os subtipos Kv4.2 e Kv4.3 (Maffie et al., 2013) enquanto que as toxinas das
aranhas interagem com o sensor da voltagem do K4 (Swartz, 2007; Wang et al.,
2004). As correntes caracterizam esses subtipos de canais sdo bloqueadas
especificamente por pequenas toxinas de escorpidao da subfamilia das a-KTx15, uma
interacdo diferente quando comparada com a interacdo das toxinas de aranha

conhecidas como moduladoras (Bougis and Martin-Eauclaire, 2015).

4.3.5. Canal de K* do tipo Kv7 (Kv7.1-K\7.5)

O canal de K* desse tipo é codificado por cinco genes do tipo KCNQ dando
origem aos subtipos Kv7.1-K\7.5 e cada um deles desenvolve papéis fisiopatologicos
diferentes, em varios tipos de células (Soldovieri et al., 2011). Estes subtipos de canal
encontram-se distribuidos assim: K\7.1 (coracdo, pancreas, orelhas, rim, pulméao,
colon e placenta), Kv7.2 (ganglio nervo simpatico e cérebro), Kv7.3 (cérebro, retina,
colon, olhos), Kv7.4 (orelha) e Kv7.5 (cérebro, masculo esquelético e nervo simpético)

(Howard et al., 2007). A estrutura deste tipo de canal caracteriza-se por ter um dominio
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C-terminal longo (300-500 residuos de amino&cidos) com quatro a-hélices, sendo que
as duas hélices proximas faciltam a oligomerizacdo (Howard et al., 2007).
Recentemente, foi identificado o primeiro peptideo ativador do subtipo Kv7.4 isolado
da peconha do escorpido Androctonus australis nomeado AaTXKb(2-64) quem
aumenta as correntes maximas do canal a 50 pg/mL da toxina; AaTXKb(2-64)
também ativa os canais Kv7.3 Kv7.2 e Ky7.5 (Landoulsi et al., 2013).

4.3.6. Canal de K" do tipo EAG

O canal EAG esta formado por representantes de trés subfamilias que séo:
Kv10, também conhecido como “Ether-a-gogo” que incluem os subtipos Kv10.1 e
Kv10.2; Kv11 também conhecido como “Eag-related gene” com os subtipos Kv11.1-
Kv11.3 e “Eag-like” com os subtipos Kv12.1-K12.3 (Engeland et al., 1998; Ludwig et
al., 1994; Saganich et al., 1999; Sanguinetti et al., 1995; Shi et al., 1998; Shi et al.,
1997). A estrutura deste tipo de canal é caracterizada por um dominio PAS (per-Ant-
Sim) no N-terminal e um dominio cNBHD (cyclic nucleotide binding) no C-terminal;
onde residuos de aminoacidos conservados presentes nos dois dominios séo
importantes para determinar a cinética de ativa¢do do canal, uma vez que acontece a
mutacgdo de algum desses residuos, a oligomerizagdo desses dominios ndo acontece
(Stevens et al., 2009).

Estes canais sdo encontrados no sistema nervoso central e sao pouco
estudados, exceto o canal Kv11.1, melhor conhecido como canal ERG1. O subtipo
Kv10.1 (EAG1) tem despertado interesse devido a sua relacdo com condicdes
patologicas de proliferacdo anormal das células que levam ao desenvolvimento de
processos ontogénicos (Pardo et al., 1999; Pardo and Stiihmer, 2008; Rodriguez-
Rasgado et al., 2012), o que pode sugerir que o canal Ky10.1 possa ser um alvo
molecular terapéutico (Huang and Jan, 2014; Ludwig et al., 2000; Martin et al., 2008;
Ouadid-Ahidouch et al., 2016; Pardo et al., 2012). Peptideos inibidores para os
subtipos Kv10.1 e Ky11.1 foram descritos em escorpifes, aranhas e anémonas

(Jiménez-Vargas et al., 2012).
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4.4. Canal do tipo Kligand (Canal de K* ativado por ligantes)

Este tipo de canal possui 2 ou 6 segmentos transmembranicos e um dominio
citosolico (usualmente o C-terminal), que atua como dominio receptor para permitir a
ligacdo de diferentes mensageiros como cAMP (Clayton et al., 2008), ion calcio (Jiang
et al., 2002; Yuan et al., 2010) e NADP (Albright et al., 2006; Roosild et al., 2002).
Dependendo do mensageiro que se ligue ao canal, eles podem ter propriedades e
caracteristicas estruturais diferentes, mas o mecanismo de gating é similar entre todos

eles.

4.5. Canais de K* ativados por Calcio

Os canais de potassio ativados por calcio sdo ativados por voltagem e pelo
aumento dos niveis intracelulares de calcio. Estes canais podem ser divididos em trés
grupos: os canais do tipo BKca, de elevada condutancia; IKca, canais com condutancia
intermédia, e SKca, canais de baixa condutancia. Os canais IKca € 0S SKca sdo
sensiveis a voltagem e sdo ativados a baixas concentracbes de calcio intracelular
(<1uM) e desempenham um papel importante nos processos dependentes da

sinalizacao do calcio nas células excitaveis e ndo excitaveis (Wei et al., 2005).

A familia do tipo IKca € SKca estdo formados por subunidades que contém 6
segmentos TM (S1-S6) com uma regido formadora de poro (P) localizada entre os
segmentos S5 e S6. No canal IKca, 0 segmento S4 é quase insensivel as mudancgas
do potencial de membrana. Estes tipos de canais sdo caracterizados por serem
codificados por 4 genes e serem ativados pelo ion célcio via calmodulina (Kohler et
al., 1996; Wei et al., 2005) (Figura 9D).

Os representantes da familia BKca séo codificados por 4 genes do tipo Slo em
humanos. Os membros desta subfamilia caracterizam-se por serem ativados tanto
pelas mudancas do potencial de membrana quanto pela presenca dos ions Ca?*, Na*
ou CI- dependendo da isoforma do canal (Salkoff et al., 2006) (Figura 9E). Os canais
BKca apresentam 11 segmentos transmembranares (S0-S10), onde os segmentos
(S0-S6) constituem a parte central do canal e os segmentos S7-S10 sdo o0s
responsaveis pela sensibilidade do canal ao ion Ca?*. Destaca-se que o segmento SO
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interage com a subunidade (3, responsavel pela cinética de abertura e fechamento do
canal. Esta subunidade [3 esta formada por dois dominios transmembranicos com uma

grande alca extracelular, e as porcdes NH, e COOH terminais estdo localizadas no

citoplasma (Berkefeld et al., 2006; Ghatta et al., 2006; Wang and Sigworth, 2009).

5. Propriedades eletrofisiologicas dos Ky

Os canais de potassio dependentes de voltagem possuem propriedades
eletrofisiol6gicas heterogéneas relacionadas com os diferentes tipos de corrente, com
o grau de sensibilidade aos compostos farmacologicos, com as variacbes na
voltagem, entre outros. Primeiramente, a corrente do tipo A caracteriza-se por ser uma
corrente transitoria com baixo limiar de ativacdo, que € evidente principalmente nos
subtipos Kv1.4, Kv3.3, Kv3.4 e Kv4, além de se caracterizarem por apresentarem uma
inativacdo rapida e serem extremamente sensiveis ao composto 4-AP (4-
aminopiridina) (Mouhat et al., 2008). No entanto, os canais Kv1 similares aos subtipos
Kv2, Kv3.1, Kv3.2, Kv7.1 até K\7.5 caracterizam-se por apresentarem uma inativacao
lenta (Gutman et al., 2005; Mouhat et al., 2008).

A corrente do tipo M esta relacionada principalmente aos canais Kv7.2, Kv7.3 e
Kv7.5 que é ativada a baixas despolarizacBes (variacbes da voltagem proximas ao
potencial de acéo). Suas propriedades de inativacdo nao estdo muito bem elucidadas,
exceto para o subtipos Kv7.2 (Gutman et al., 2005; Mouhat et al., 2008). Os membros
da familia Eag (Kv10 e Kv12.1) caracterizam-se por serem ativados lentamente e sua
inativacdo acontecer durante a repolarizagcédo, enquanto que nos subtipos Kv12.2 e
Kv12.3 a inativagéo é independente da voltagem e as correntes retificadoras do influxo
ocorrem a valores de voltagem proximas ou inferiores ao potencial de repouso
(Gutman et al., 2005; Mouhat et al., 2008).

Diferentes membros das familias K5, K6, K8 e K9 ndo sao canais
propriamente ditos. Estes subtipos tém sido nomeados como subunidades
modificadoras que sdo responsaveis por aumentar a diversidade funcional de outros

tipos de canais; como por exemplo, os subtipos K\5.1, Kv6.1 e Kv6.2 podem regular a
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atividade do canal Kv2.1 ou K\9.1 até K\9.3 que modulam a atividade dos canais do
tipo Shab (Gutman et al., 2005; Kramer et al., 1998; Zhu et al., 1999).

6. Mecanismo de acéo do canal de K*

O canal de potassio € fundamental na repolarizacdo da membrana, apds a
despolarizacdo mediada pelo ion sédio (algumas vezes pelo ion célcio) quando
acontece o potencial de agao; e para se obter o balanco i6nico, a seletividade do canal
tem que ser extremamente alta com um fluxo idnico abundante. Esse fluxo iénico é
controlado pelo “gating” do canal (abertura e fechamento); uma vez que o canal esteja
aberto, a passagem dos ions de K* ocorre através do filtro de seletividade, e quando
o canal fechar, esse fluxo é interrompido e controlado. A abertura e fechamento do
canal de K* dependente de voltagem (Kv) sédo gerados como resposta as mudancgas

na voltagem da membrana.

O Kv é um tetrdmero que estd composto por seis segmentos transmembranicos,
0s 4 primeiros segmentos (S1-S4) correspondem ao médulo da deteccéo da voltagem
qgque é fundamental para gerar a resposta frente as mudancas do potencial de
membrana. Esse processo envolve a transformacéo da energia do campo elétrico
acumulado na membrana em energia mecanica que é transferida para o dominio do
poro (S4) e induz as alteracdes conformacionais necessarias que levam a abertura
do canal (Jiang et al., 2003; Long et al., 2005; Long et al., 2007). O segmento S4 € o
sensor da voltagem (Cha et al., 1999; Glauner et al., 1999), e os dois ultimos
segmentos (S5-S6) formam o dominio do poro (Figura 11).

O S4 percebe a alteragdo do potencial de membrana, o que leva a uma
mudanca conformacional que por sua vez esta acoplada ao portao (gate) do dominio
formador do poro (Miller, 2000; Panyi et al., 2006). Os residuos de aminoacidos
positivos e basicos do sensor de voltagem (S4) estdo em contato por ligacdes salinas
com as cabecas dos fosfolipidios da bicamada celular e com os residuos de
aminoacidos presentes nos segmentos S1 e S3. Uma vez que o0 segmento S4 entra
em contato com as cabecas dos fosfolipidios detecta as variacdes da voltagem na

membrana, fazendo com que as cadeias laterais iniciem um deslocamento sobre os
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residuos fixos presentes nos segmentos S1 e S3, levando consigo mudancas
conformacionais (Treptow et al., 2009). E importante destacar que o processo de
ativacdo do canal que leva a abertura do poro s6 acontece quando todos 0s quatro
sensores da voltagem séo ativados (Zagotta et al., 1994), permitindo o fluxo dos ions
até a fase de inativacao acontecer. A estrutura e o mecanismo de a¢ado do poro desse
canal é parecido com o funcionamento dos canais de Na* e Ca?*. O canal de K* no
seu estado aberto pode permitir o fluxo de 108 a 108 ions de K* por segundo (Grissmer
et al., 1994; Hess and Tsien, 1984).

Dominio de Sensor  Dominio do
da voltagem poro

. e o /

N- TERMINAL C-TERMINAL ....

Loop
P

Figura 11. Representacdo esquematica da organizacdo dos canais Kv. A. Estrutura do canal na sua
conformacao aberta. B. Estrutura do canal na sua conformacado fechada. C. Representacdo de uma
das a subunidades do canal. Modificado de (Barros et al., 2012).

7

O sitio ativo do canal de K* € o dominio do poro que resulta da interagéo de
quatro subunidades a diferentes, onde cada uma delas contribui em uma regido
especifica para a formacdo do poro, o dominio sensor da voltagem e 0s quatro
dominios citoplasméticos. Além disso, esse sitio ativo esta formado por quatro
residuos de aminodcidos conservados (T7sV76G77Y78G79) que constituem o filtro

seletivo do canal (Loop P) (Berneche and Roux, 2000; Heginbotham et al., 1994; Zhou
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and MacKinnon, 2003), permitindo de maneira altamente especifica a passagem dos
ions de K* (Sansom et al., 2002) (Figura 11).

Quando os ions de K* sédo transportados no filtro de seletividade, passam por
quatro sec¢des uniformemente distribuidas formadas pelos atomos de oxigénio
providos pelos grupos carbonilas da cadeia principal dos segmentos S5 e S6; nessas
secdes os ions se ligam em um estado desidratado essencialmente, rodeado por oito
atomos de oxigénio da proteina, quatro acima e quatro embaixo de cada ion (Figura
12). A distribuicdo dos atomos de oxigénio no filtro de seletividade € muito semelhante
a distribuicdo das moléculas de agua em torno ao ion hidratado observado na
cavidade central (Liu et al., 2012; Lockless et al., 2007; MacKinnon, 2003; Noskov and
Roux, 2006; Thompson et al., 2009). Os oxigénios presentes nos grupos carbonila dos
residuos de aminoécidos Y78, G77, V76 e T75 das quatro subunidades formam entre
si sitios de ligagéo para o ion K* (S1-S4); portanto, cada ion esta rodeado por 8 atomos
de oxigénio simulando a hidratacdo do ion em solucao (Figura 12). Essas sec¢fes tém
um tamanho de aproximadamente 3 A, constituindo a parte mais estreita do poro
(Hille, 1973).

K* K*
Sitio de
interagio O <4 so-p
externo
O +2
AN
S2
Sitio de . < >
interacdo
« s1

interno %

Figura 12. Representacéo do filtro de seletividade de KcsA, apresentando os sitios de interacdo do ion
ao longo do filtro (S1, S2, S3, S4, S0) e a sequéncia de residuos de aminoacidos que sao responsaveis
pela seletividade do poro (G79, Y78, G77, V76, T75). Modificado de (Treptow and Tarek, 2006).

No interior do poro, o ion de K* tem o sitio de interacdo S1 formado pelos
oxigénios das carbonilas e as hidroxilas do residuo de aminoacido T75; enquanto na
parte externa do poro, o ion tem o Ultimo sitio de interagdo que € o sitio S4 formado

pelo grupo carbonila dos residuos de aminoacidos Y78 e G77. Tem se descrito a
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existéncia do sitio de ligacdo SO formado pelos oxigénios da carbonila do residuo de
aminoacido Y78 e quatro moléculas de agua, sendo o SO o sitio de ligacdo do ion na
superficie do poro do canal (Figura 12) (Cheng et al., 2011; Thompson et al., 2009).
Sob concentragdes fisiologicas, aproximadamente dois ions de K* ocupam o filtro de
seletividade (Zhou and MacKinnon, 2003).Finalmente, na regido final ao interior do
poro esta presente uma estrutura nomeada T1 (Figura 11) que estd ligada a uma
proteina globular (no dominio citoplasmatico), que € responsavel pelo fechamento do
poro; impedindo assim, o fluxo do ion e levando ao processo de inativacao do canal,
que também é regulada pela voltagem (Barros et al., 2012; Choe, 2002). O canal de
K* apresenta trés estados conformacionais: Estado de repouso, ativado e inativado
(inativacéo do tipo C e N) e todo esse processo é regulado pelo Gating (Jiang et al.,
2003).

7. Interacdo das KTx com o canal de K*

Acredita-se que a interacdo das toxinas escorpidnicas com os Ky dependem
principalmente da presenca de varios residuos de aminoacidos localizados na folha 3
da toxina (Ménez, 1998; Miller, 1995). As toxinas que interagem com 0s canais de K*
podem ser bloqueadoras ou moduladoras, destacando-se que as toxinas isoladas da
peconha dos escorpibes s&do blogqueadoras. Sabe-se que as KTx afetam
principalmente os Kve, em grau menor, os canais BKca e SKca. Uma vez que a maioria
dos peptideos que apresentam o dobramento do tipo CS a/p interagem com os Ky, foi
estabelecido um modelo de interacdo baseado nesse tipo de toxinas (Catterall et al.,
2007; Jiménez-Vargas et al., 2012; Swartz, 2004).

Existem toxinas que interagem com as a-hélices do canal na regido do torreéo,
localizada no loop extracelular entre o segmento S5 e o filtro de seletividade; sitio de
interacdo descrito para toxinas isoladas de escorpido e anémonas (Frénal et al., 2004,
Xu et al.,, 2003). Como por exemplo, toxinas que interagem com o canal Kv11.1
(Korolkova et al., 2004) que possui dois dominios de interagdo com o alvo: um residuo
de aminoéacido hidrofébico que interage com a regido do torredo constituido
principalmente por uma hélice anfipatica, como também um dominio hidrofilico no
contato com a parte inferior do vestibulo exterior. A regido hidrofobica formada pelos
residuos de aminoacidos Y14, Y16 e F36 fornecem uma regido de interacao
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fortemente hidrofébica enquanto os residuos de aminoacidos D3 e K25 fornecem a
regido principalmente hidrofilica (Xu et al., 2003). Este modelo de interacdo é
conhecido como modelo de duas cabecas onde as toxinas como BeKm-1 (Zhang et
al., 2003) e CnERGL1 (Pardo-Lopez et al., 2002) fazem esse tipo de interagcdo com o

canal e sdo conhecidas como bloqueadores do tipo turret (Figura 13 A).

O modelo nomeado “anel de residuos basicos” é representado por quatro
residuos de aminoacidos lisina ou arginina que estao presentes na maioria das toxinas
bloqueadoras de canal de K*, onde os residuos de aminoacidos carregados
positivamente formam ligacdes salinas com os residuos de amino&cidos carregados
negativamente, presentes na subunidade a do canal (M'barek et al., 2003; Mouhat et
al., 2004)(Figura 14B). Estudos de modelagem molecular da interacdo da toxina Pi4
com o canal Ky1.2 forneceram informacdes adicionais do processo de reconhecimento
e interacdo do canal com toxina; sendo evidente que o anel composto por 4 residuos
de aminoacidos basicos (Arg10, Argl9, Lys30 e Lys33) é fundamental para conhecer
gue existem mais pontos de interacdo da Pi4 e o canal além da diade funcional
(M'barek et al., 2003). Toxinas como Pil (Fajloun et al., 2000) Pi2 (Gobmez-Lagunas
et al., 1996; Rogowski et al., 1996); e TsTXa (Ellis et al., 2001; Rogowski et al., 1994)
possuem esse modelo de interacdo (anel) com o canal Kv1.2 (M'barek et al., 2003).

Estudos realizados com o segmento sintético da toxina Noxiustoxin sugeriram
que nao so6 a diade funcional seja importante para bloguear o canal Kv1 (Martinez et
al., 1998). Além disso, foi evidente que as toxinas podem interagir com o canal por
meio da interacdo da a-hélice, e ndo somente da folha B como ja foi descrito. O
segmento sintético da Noxiustoxin corresponde a estrutura da a hélice (Frau et al.,
2001) e tem a capacidade de bloquear as correntes do Ky nas células granulares do
cérebro. Estudos com as toxinas BeKm-1 (Korolkova et al., 2002), BmPO05 (Wu et al.,
2002), Pil(Mouhat et al., 2004), PBTx1 (Huys et al., 2004) e BmTx3A (Isabelle et al.,
2004) demostraram o mesmo tipo de interacdo, onde a presenca de residuos basicos
na a-hélice da toxina interagem com o poro do canal, conhecido como modelo

apamina-like (Rodriguez de la Vega and Possani, 2004) (Figura 13C).
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O tipo de interagao de maior frequéncia encontrado entre os ligantes e o canal
de K* é aquele que envolve oclusédo do poro do canal na presenca da toxina; no caso
das toxinas de escorpifes, basicamente a folha B da estrutura da toxina entra em
contato com o poro do canal Ky (Jouirou et al., 2004). Tem sido descrito que essa
atividade bloqueadora é dependente da “diade funcional” que é uma chave molecular
importante para interagir com o canal Kv1 (Dauplais et al., 1997); Espera-se que a
cadeia lateral do residuo basico (Lisina) da diade se posicione no poro do canal idnico,
0 que gera a sua ocluséo. Atualmente, a diade funcional tem se atribuido a capacidade

de bloquear o canal com alta afinidade.

Uma ampla variedade de KTxs possuem na sua estrutura a diade funcional
(Dauplais et al., 1997) formada principalmente por dois residuos de aminoacidos
altamente conservados, o primeiro deles é a lisina e o segundo pode ser tirosina,
fenilalanina (Dauplais et al., 1997; Shakkottai et al., 2001) ou leucina (Gasparini et al.,
1998) separados por uma distancia de 6-7 A. O residuo aromético ou alifatico da diade
funcional pode interagir com a tirosina ou com o triptofano de uma das subunidades a
via forcas hidrofébicas (Jouirou et al., 2004; M'barek et al., 2003; Mouhat et al., 2004).
A importancia da diade funcional no bloqueio do canal tem sido evidente quando
realizadas substituic6es da lisina por outro residuo de aminoacido, a toxina diminui

sua afinidade consideravelmente(Banerjee et al., 2013; Carlier et al., 2000).

A diade funcional encontrada nas toxinas isoladas de animais peconhentos,
tem se estabelecido como uma caracteristica molecular importante para garantir a
interacdo das toxinas com o canal de K* dependente de voltagem do tipo Kv1,
principalmente (Dauplais et al., 1997; Gasparini et al., 1998; Gilquin et al., 2002;
Ménez, 1998; Savarin et al., 1998), bloqueando o poro do canal e, em decorréncia, 0
bloqueio total da corrente. No entanto, toxinas que nédo possuem essa diade podem
ter afinidade para bloquear o fluxo dos ions de K* quase em 100% (Batista et al., 2002;
Huys et al., 2004; Huys and Tytgat, 2003) sugerindo que a falta da diade funcional
pode ser critica no reconhecimento do canal, mas néo € téo critica para o bloqueio da
corrente. Finalmente, todas essas contribuicdes quanto as caracteristicas da estrutura

primaria e o tipo de dobramento na estrutura terciaria sdo chaves determinantes para
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estabelecer o grau de reconhecimento, e a interacdo da toxina com os diferentes

subtipos de canais.
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Figura 13. Modelos de interagdo toxina-canal ibnico para potassio e distribuicdo de aminoacidos
chaves na toxina. A. Modelo da interagédo do tipo “Turret” da toxina ErgTx1 com o canal HERG. B.
Residuos de aminoacidos chaves para a interagéo do tipo “Anel de residuos basicos” da toxina Pi4. C.
Modelo apamin-like de duas toxinas, a Tsk e a Scytx com residuos basicos situados na a-hélice. D.
Modelo da “Diade funcional” da toxina AgTx2 com o canal do tipo Shaker (Bloqueador do poro).
Modificado de (Rodriguez de la Vega and Possani, 2004; Xu et al., 2003).

8. Canal de Célcio

Canais de célcio voltagem-dependentes (CCVD) sao proteinas com multiplas
subunidades encontradas nas membranas plasmaticas das células excitaveis,
incluindo neurénios, miécitos (cardiaco, esquelético e musculo liso) e nas células a e
B do pancreas (Hille, 2001). Eles séo os alvos farmacologicos para o tratamento de
um amplo espetro de patologias como hipertensdo, arritmia cardiaca, epilepsia,
perturbacdes do sono, dor crénica, doencas neurodegenerativas e diabetes (Norton
and McDonough, 2008).

Os CCVDs séo ativados ap0s despolarizagdo da membrana e controlam o
influxo do fon em resposta a potenciais de acdo. Dessa forma, o ion Ca*? é usado

como segundo mensageiro na sinalizacao elétrica desencadeando diversas funcdes
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intracelulares como secrecdo de hormoénios (Catterall et al., 2013), acoplamento de
excitacao-transcricdo (Wheeler et al., 2012), acoplamento excitagdo-contracéo
(Bannister and Beam, 2013).

Os CCVDs sédo complexos proteicos formados pela subunidade formadora de
poro a1 organizada em 4 dominios homoélogos (I-1V) cada um deles como 6 segmentos
transmembréanicos (S1-S6), onde o segmento S4 é responsavel pelo sensor de
voltagem. O loop formado entre os segmentos S5 e S6 em cada dominio contém um
par de residuos de glutamato que determina a condutancia e a seletividade do canal
para o ion calcio (Catterall, 2000)(Figura 14).

O canal de calcio caracteriza-se por ter multiplas subunidades auxiliares na sua
estrutura: a subunidade B (Ruth et al., 1989), a subunidade y com 4 segmentos
transmembranicos que induzem pequenos mas significativos efeitos no gating do
canal (Jay et al., 1990), a subunidade a2 que contém varios sitios de glicosilacéo e
varias sequéncias hidrofébicas (Ellis et al., 1988); porém, alguns estudos indicam que
€ uma proteina de membrana extrinseca extracelular ligada a membrana por meio de
ligagdes dissulfeto com a subunidade a2d (Gurnett et al., 1996). A subunidade a26 é
codificada pelo mesmo gene que codifica a subunidade a2, e tem sido descrito que a
presenca dessa subunidade induz pequenos efeitos na expressdo e no gating do
canal (De Jongh et al., 1990; Jay et al., 1991).
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Figura 14. Representacao esquematica do canal de calcio voltagem dependentes com cada uma das
suas subunidades Modificado de (Catterall, 2011).
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Sabe-se que as subunidades auxiliares modulam as propriedades do canal;
porém, as caracteristicas eletrofisiolégicas e farmacolégicas no canal de célcio
dependem principalmente da existéncia de multiplas subunidades a1 (Hofmann et al.,
1994) que € o principal sitio de regulacdo por segundos mensageiros, farmacos e
toxinas (Catterall, 2000).

Segundo o perfil eletrofisiolégico e farmacolégico tém sido identificados
diferentes tipos de correntes de calcio, originando a seguinte classificacdo e
nomenclatura: a subfamilia Cavl (Cavl1.1-Cavl.4) que inclui as correntes do tipo L (Hui
etal., 1991; Snutch et al., 1991; Strom et al., 1998; Williams et al., 1992b); a subfamilia
Cav2 (Cav2.1Cav2.3) que inclui as correntes dos tipos P/Q (Bourinet et al., 1999;
Sather et al., 1993; Stea et al., 1994), N (Dubel et al., 1992; Williams et al., 1992a) e
R (Randall and Tsien, 1995; Soong et al., 1993; Zhang et al., 1993); a subfamilia Cav
3 (Cav3.1-Cav3.3) que inclui as correntes do tipo T (Perez-Reyes et al., 1998). No
geral, os Cav sdo regulados por diferentes mecanismos como fosforilagdo de
proteinas, interacBes com proteina G, interacbes com proteinas efetoras e pelo ion
calcio (informacgé&o adicional ver (Catterall, 2000).

8.1. Cavl

A subfamilia Cavl caracteriza-se por ter correntes do tipo L, devido as suas
correntes de entrada de longa duragéo durante a despolarizacéo, alta voltagem de
ativacdo, alta condutancia, inativacao lenta dependente da voltagem (Reuter, 1983;
Zamponi et al., 2015). Esse tipo de canal encontra-se principalmente no musculo
esquelético, o que permitiu a purificacdo e caracterizagdo bioquimica de suas
subunidades e, a clonagem de subunidade a1 formadora de poros (Zamponi et al.,
2015).

Essa subfamilia apresenta 4 isoformas: Cavl.l presente no musculo
esquelético e que pode interagir fisicamente com 0s canais sensiveis a Ryanodina
(RyR1) no reticulo sarcoplasmético levando a uma rapida liberagéo de célcio (Tanabe
et al., 1987). Cavl.2 e Cavl.3 presentes no coracao, cérebro e células endocrinas, e
que apresentam sensibilidade diferente aos antagonistas (Zamponi et al., 2015).

Esses tipos de canais tém uma maior importancia nas células pancreaticas, onde tém
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sido melhor caracterizados, encontrando-se que o canal Cav1.2 nas células [
pancreéaticas de camundongos sdo responsaveis pela fase rapida da liberacdo de
insulina (Barg et al., 2001; Schulla et al., 2003; Sinnegger-Brauns et al., 2004), e a sua
delecdo leva a irregularidades na liberagdo do hormdnio e, uma intolerancia na
absorcao da glicose (Schulla et al., 2003) enquanto que a presenca do canal Cavl.3
nao tem sido associada ao processo de secrec¢éo da insulina nos camundongos (Barg
et al.,, 2001; Sinnegger-Brauns et al., 2004) mas, € necessario nos processos de

proliferagdo das células 3 pancreaticas (Namkung et al., 2001).

No entanto, a presenca do canal Cav1.3 nas células 3 pancreaticas no humano
€ mais predominante (Rorsman and Braun, 2013). Finalmente, o canal Cavl.4 esta
presente na retina e a expressao heterdloga desse canal permitiu identificar que as
correntes mostram uma rapida ativacdo, inativacao € lenta e, a abertura do canal se
da a potenciais de membrana mais negativos quando comparado com o canal Cavl.2
(Koschak et al., 2014).

Farmacologicamente, os Cavl sé@o o alvo molecular de varios bloqueadores que
tém sido amplamente utilizado nas doencgas cardiovasculares, sendo as 1,4-
dihidropiridinas (DHPs) os mais utilizados e com maior afinidade para a o estado
inativado do canal (Bean et al., 1986; Berjukow and Hering, 2001; Hamilton et al.,
1987; Koschak et al., 2001); enquanto que compostos como fenilalquilaminas e
benzotiazepinasttm uma maior afinidade pelo estado aberto bloqueando o poro
(Shabbir et al., 2011).

Tem-se encontrado peptideos blogueadores de origem animal de alta afinidade
para esses tipos de canais; como por exemplo, os peptideos Calciseptine e FS2
isolados da peconha da serpente Dendroaspis polylepis (de Weille et al., 1991,
Watanabe et al., 1995), Glacontryphan-M isolado do veneno do Conus marinho Conus
marmoreus (Hansson et al., 2004), CSTX-1 isolado da peconha da aranha Cupiennius
salei (Kubista et al., 2007) e Calcicludine isolado da pe¢conha Dendroaspis angusticeps
(Schweitz et al., 1994).
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8.2. Cav2

Os canais de célcio do tipo Cav2 sao codificados por trés genes (CACNA1A,
CACNA1B e CACNALE) que codificam para os subtipos Cav2.1, Cav2.2 e Cav2.3,
respectivamente (Dubel et al., 1992; Mori et al., 1991; Williams et al., 1992a). A
subfamilia do canal Cav2 caracteriza-se por apresentar diferentes tipos de correntes
(P/Q, N e R) com propriedades biofisicas e farmacoldgicas especificas, em
decorréncia ao splicing alternativo presente nesses tipos de canais (Zamponi et al.,
2015). No geral, este tipo de canais caracteriza-se por ter uma inativacédo a voltagens
mais negativos e € mais rapida do que nas correntes do tipo L, porém mais positivas
e lentas do que as correntes do tipo T (Nowycky et al., 1985). As trés isoformas do
canal Cav2 estdo envolvidas ndo apenas na liberacéo rapida de neurotransmissores,
mas também na liberacao de horménios pelas células secretoras (Albillos et al., 2000;
Alvarez et al., 2013; Santana et al., 1999; Wykes et al., 2007). Ressaltando que a fase
tardia na liberagao de insulina nas células 3 pancreaticas € mais dependente do canal

Cav2.3 nos camundongos (Jing et al., 2005).

Tem se descrito que as isoformas Cav2.1 e Cav2.2 interagem com os KCa de
grande condutancia e assim fornecer o influxo de célcio necessario para sua ativacao
(Berkefeld and Fakler, 2008; Berkefeld et al., 2006); com isso, permite-se que 0S
canais Cav2 regulem a excitabilidade alterando as condutancias de potassio (Loane
et al., 2007). Desde o ponto de vista farmacoldgico, o canal Cav2.1 primeiramente
descrito nas células de Purkinge é bloqueado especificamente pelo peptideo w-
agatoxin IVA isolado da peconha da aranha Agenelopsis aperta (Adams et al., 1993;
Olivera et al., 1994). O canal Cav2.2 (corrente tipo N) é bloqueado especificamente
pelo peptideo w-conotoxin GVIA isolado do caracol Conus geographus (Olivera et al.,
1984). Desta forma, as toxinas w-conotoxina GVIA e a w-agatoxina IVA tém sido
utilizadas como ferramentas experimentais para diferenciar as correntes do tipo N e
P/Q; além disso, essas duas toxinas explicam os dois principais mecanismos de a¢ao:
w-conotoxina GVIA como bloqueador do poro (Ellinor et al., 1994; Feng et al., 2001,
Reynolds et al., 1986) e w-conotoxina IVA gque modifica o gating do canal, ja que esse
peptideo principalmente bloqueia 0 movimento do sensor da voltagem do que ocluir
o poro (Mintz et al., 1992).
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O canal Cav2.3 € bloqueado, sem especificidade, pelo peptideo sintético SNX-
482 isolado da peconha da aranhaHysterocrates gigas (Newcomb et al., 1998) devido
gue essa toxina também tem como alvo molecular os canais Cavl1.2 (Bourinet et al.,
2001) e canais de potassio com correntes do tipo A (Kimm and Bean, 2014). Estas
toxinas peptidicas sdo potentes bloqueadores da transmissdo sinaptica (Catterall,
2000); portanto, esses bloqueadores poderiam ser potencialmente utilizados em
distarbios convulsivos (Dibué et al., 2013) e na terapia da dor (Matthews et al., 2007).
No entanto, para esse tipo de canais ndo foram descritos bloqueadores especificos
(Schneider et al., 2013).

8.3. Cav3

O canal Cav3 ou também conhecido como canais do tipo T séo codificados por
3 genes (CACNA1G, CACNA1H e CACNALlIl) dando origem a 3 subunidades
Cav3.1(Perez-Reyes et al., 1998), Cav3.2 (Cribbs et al., 1998) e Cav3.3 (Lee et al.,
1999) que, por sua vez, apresentam splicing alternativo, incrementando assim sua
diversidade funcional (Swayne and Bourinet, 2008). As correntes no canal de calcio
do tipo Cav3 séo ativadas a potenciais de membrana mais negativos, com inativagao
rapida, desativacao lenta e pequena condutancia (Carbone and Lux, 1984). Destaca-
se gue os Cav3 ndo precisam de subunidades auxiliares e sdo ideais para regular a

excitabilidade neuronal (Zamponi et al., 2015).

Os canais do tipo T podem estar associados fisica e funcionalmente com
membros do canal de potassio do tipo KCa (Anderson et al., 2013; Anderson et al.,
2010; Engbers et al., 2012; Engbers et al., 2013; Rehak et al., 2013). Um exemplo
dessa associacédo foi descrita na regulacdo dos disparos neuronais (Turner and
Zamponi, 2014). Além da regulacdo da excitabilidade neuronal, os Cav3 tém sido
associados com a secrecdo de hormoénios, como liberacdo de catecolaminas das
células cromafins (Carabelli et al., 2007) e mais recentemente, importante nas fun¢des

cardiovasculares e no sistema renina-angiotensina (Hansen, 2014).

Farmacologicamente, esses tipos de canais sdo insensiveis aos farmacos

antagonistas que bloqueiam os Cavl e aos peptideos que bloqueiam o canal Cav2. O
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peptideo Kurtoxin isolado da peconha do escorpido Parabuthus transvaalicus foi o
primeiro descrito que inibe o canal Cav3.1 com alta afinidade (Chuang et al., 1998).
No entanto, esse peptideo interatua com outras isoformas de canal de célcio, incluindo
canais do tipo N e L (Sidach and Mintz, 2002) e canais de sddio (Zhu et al., 2009). Os
peptideos KLI e KLII presentes na peconha do escorpido P. transvaalicus bloqueiam
o canal de sodio e, com menor afinidade, também o subtipo Ca.3.3 (Olamendi-
Portugal et al., 2002).

Os peptideos Protoxin | e |l isolados da aranha Thrixopelma pruriens, descritos
inicialmente como inibidores do canal de sddio (Schmalhofer et al., 2008), bloqueiam
os canais Cav3 (Edgerton et al., 2010). Protoxin | bloqueia com afinidade maior o canal
Cav3.1 que os canais Cav3.3 e Cav3.2 (Bladen et al., 2014; Ohkubo et al., 2010).
Protoxin Il tem maior afinidade pelo subtipo Cav3.2 e parece agir como modificador do
gating do canal (Bladen et al., 2014; Edgerton et al.,, 2010). Uma descoberta
interessante para esse tipo de canal foi o peptideo PsPTx3 isolado da peconha da
aranha Theraphosidae quem aparentemente tem seletividade para o canal Cav3.2

(aplicacéo de patente FR2940973; Franca).
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Il. RELEVANCIA CIENTIFICA

Para estudar um canal idnico é necessario o uso de metodologias que permitam
medir, mesmo que indiretamente, a atividade do canal. O uso de técnicas
eletrofisiologicas como Patch-Clamp facilita medir e avaliar essas atividades,
permitindo identificar moduladores ou bloqueadores do canal, que alteram o fluxo
normal do ion na célula. Tem-se descrito diferentes compostos que podem modular a
atividade desses canais, 0 que tem contribuido para um conhecimento maior em
relacdo a estrutura-funcéo do proprio canal, destacando-se que as toxinas isoladas
de animais peconhentos principalmente de escorpifes. Por serem compostos
altamente especificos com alvo molecular principalmente os canais i6nicos, essas
toxinas sdo ferramentas farmacoldgicas Uteis nos estudos eletrofisiologicos
(Rodriguez De La Vega et al., 2003).

As pesquisas realizadas com toxinas isoladas de escorpides tém sido focadas
em baixa porcentagem de compostos bioativos, levando em conta que existem mais
de 1500 espécies de escorpides conhecidas, sendo que 0s compostos mais
estudados foram isolados de peconhas de escorpides da familia Buthidae, devido a
sua importancia médica (Possani et al., 2000). Existem familias de escorpifes que
ndo sdo de interesse clinico; portanto, os estudos com essas peconhas sdo poucos
sendo que os alvos moleculares e o potencial farmacolégico dessas toxinas sdo

desconhecidos.

Com base na literatura, pode se perceber que a maioria das KTx descritas
geram alteracdes eletrofisioldgicas, atividades biolégicas consideraveis a baixas
concentracbes (na ordem de pM), o que pode ser interpretado como uma
especificidade da toxina por um subtipo de canal. OcyC9 faz parte da subfamilia das
conhecidas k-KTx, cujas atividades biologicas tém sido avaliadas sobre diferentes
subtipos de Ky, evidenciando que as alteracdes eletrofisiologicas geradas estdo na
ordem de pM, principalmente sobre os Ky do tipo Shaw (Camargos et al., 2011; Chagot
et al., 2005; Nirthanan et al., 2005; Srinivasan Kellathur et al., 2002); sugerindo, assim,
gue a especificidade destas toxinas para um alvo molecular em particular ndo esta

definido ainda.
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Il. OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Caracterizar eletrofisiologica o peptideo OcyC9, uma k-KTx originalmente
descrita a partir da biblioteca de cDNA da glandula de peconha do escorpido

Opisthacanthus cayaporum, e seu anélogo

1.1. Objetivos especificos

¢ |dentificar se o peptideo OcyC9 esta presente na peconha bruta.

e Purificar o peptideo OcyC9 mediante cromatografia liquida de alta eficiéncia
RP-HPLC e espectrometria de massa MALDI-TOF.

e Desenhar o peptideo analogo da OcyC9 e sintetiza-lo.

e Avaliar os peptideos sintéticos OcyC9, OcyCOMOD e OmTx2 quanto a
atividade nos canais de potéssio do tipo Kv1.3, Kv2.1, BK (KCal.1l), Kate (KR
6.2/SUR 1) e canais de calcio do tipo Cavl.2 e Cavl.3s por meio de ensaios

eletrofisiol6gicos em patch-clamp.
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II. MATERIAIS E METODOS

1. Animais

Exemplares de Opisthacanthus cayaporum (machos e fémeas) coletados em
Palmas, Tocantins, sob licenca do IBAMA n° 048/2007-CGFAU, foram mantidos em
terrarios apropriados no Laboratério de Neurofarmacologia da Universidade de

Brasilia, com agua ad libitum e alimentados com baratas.

2. Extracdo e Quantificacdo da peconha

A peconha dos escorpifes adultos de O. cayaporum foi extraida por meio de
estimulacdo elétrica préxima ao telson. A peconha foi solubilizada em agua ultrapura
(Millig) e centrifugada a 10.000 g por 5 min. Apés centrifugacéo, o sobrenadante foi
retirado, seco a vacuo e armazenado a -20°C, até seu uso. A quantificacdo foi
realizada por espectrofotometria a 280 nm. O processo de extragao foi realizado uma

vez por més.

3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Aliquotas de 1 mg de peconha bruta do escorpido O. cayaporum foram
fracionadas mediante cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) em fase reversa
utilizando uma coluna C18 analitica (250 x 4,60 mm, 4 micron, Phenomenex, Inc,
USA). A cromatografia foi realizada em um gradiente linear da solucdo A (0,12% acido
tricloroacético -TFA em agua) a 60% da solucdo B (0,10% TFA em acetonitrila), com
um fluxo de 1 mL/min, por 60 min. A deteccdo foi realizada por leitura das
absorbéancias a 216 e 280nm. As fracGes foram coletadas manualmente e secadas a

vacuo, e armazenadas a -20°C até seu uso.

Os procedimentos anteriormente descritos foram realizados pela Doutora

Thalita Camargos.
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4. Recromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC).

As fracdes de interesse da peconha do escorpido O. cayaporum foram
recromatografadas em RP-HPLC utilizando coluna de fase-reversa C18 analitica (250
X 4,60 mm, 4 micron, Phenomenex, Inc.,USA) e injetadas em um volume de 200 pL
(Millig). A recromatografia foi realizada com gradientes otimizados da solugdo B
(0,10% TFA em acetonitrila), a um fluxo de 1 mL/min, por 55 min. A detecgéo foi
realizada por leitura das absorbancias a 216 e 280 nm. As fracbes foram coletadas

manualmente, secadas a vacuo e armazenadas a -20°C, até seu uso.

5. Determinacdo das massas moleculares por espectrometria de massa

A identificacdo das massas moleculares da fracdo OcyC9 foi realizada no
espectrometro de massa do tipo MALDI-TOF/TOF UltraFlex Il (Bruker Daltonics,
Alemanha). Cada fracdo recromatografada foi ressuspendida em um volume de 10 pL
de agua deionizada (Milliq). Posteriormente, cada fracao foi misturada com uma matriz
saturada de acido a-ciano-4-hidroxi-cinamico (HCCA) dissolvida em
acetonitrila/agua/TFA3%, na proporcao 3:1 (3 uL matriz: 1 yL amostra). As amostras
para analisar foram depositadas em uma placa do tipo Anchorchip (600 mm), e secas
a temperatura ambiente. As massas moleculares obtidas foram medidas no modo
refletivo positivo, e 0s espectros de massas foram elaborados utilizando o software

FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics, Alemanha).

O sequenciamento do peptideo OcyC9 foi realizado por MS/MS utilizando a
solucéo tampé&o redutora bicarbonato de aménio 100 mM/DTT 50 mM e a matriz &cido
a-ciano-4-hidroxi-cindmico (HCCA) como explicado abaixo:

Uma vez que a amostra do peptideo OcyC9 foi dissolvida em 10 uL de agua
ultrapura (Milliq), foram tomados 1 pL do peptideo e misturados com 1 pL da solucdo
redutora (bicarbonato de amoénio 100 mM/DTT 50 mM) previamente depositada em
tubo de PCR. Posteriormente, o tubo foi colocado a temperatura de 60°C por 30 min
no termociclador. Apos o tempo de incubacédo, 1 pL da amostra na solugéo redutora

(peptideo + solucéo redutora) foi misturado com 2 pL da matriz HCCA e depositadas
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em uma placa do tipo Anchorchip (600 mm), e secas a temperatura ambiente.
Destaca-se que a solucéo redutora tem que ser preparada na hora do ensaio.

Apés aquisicdo, o0s espectros foram analisados mediante o programa
FlexAnalysis 3.4 (Bruker Daltonics, Alemanha). As massas moleculares e a sequéncia
obtida foram comparadas com a sequéncia encontrada na analise do transcritoma da
glandula de peconha de O. cayaporum (Silva et al., 2009).

6. Desenho do peptideo analogo

O desenho do peptideo analogo (OcyC9 MOD) foi realizado baseado nas
andlises de homologia entre as sequéncias que apresentaram maior grau de

similaridade com o peptideo OcyC9, utilizando a ferramenta BLAST.

7. Sintese de peptideos

A toxina sintetica OcyC9 (nativa e o analogo) foram adquiridas da Pepmic Co.,
Ltd, Suzhou, China, que posteriormente foram confirmadas mediante cromatografia
HPLC e espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF. O peptideo OmTx2, presente
na pegonha do escorpidao. O. madagascariensis foi adquirido como controle das

atividades.

8. Caracterizacao eletrofisiolégica

8.1. Transformacdao das células

1 pL de cada cDNA formadora do canal K.2.1 foi transferido para tubos
eppendorf contendo 100 pL de células competentes (ET12567). As amostras foram
colocadas no gelo durante 20 minutos, logo depois transferidas a 42°C por 1 minuto
e depois 2 minutos a mais no gelo (choque térmico). Apdés choque térmico, as
amostras foram transferidas para tubos falcon de 15 mL contendo 900 pL de meio
SOC (Sigma) e incubadas a 37°C durante uma hora. Apds incubacgdo, as amostras

foram centrifugadas por 5 minutos a 4000 rpm.
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Volumes de 30 mL de agar e 30 pL de antibiético ampicilina (100 mg/mL) foram
misturados em tubos falcon de 50 mL e posteriormente transferidos para as placas de
petri. Uma vez que o meio se solidifica e com ajuda da aca bacterioldgica, o pellet
obtido das amostras foi transferido e levado para incubagao overnight a 37°C para o
crescimento das colbnias de bactéria. Uma das coldnias produzidas foi isolada e
transferida para 100 uL de meio LBBS (Broth medium) suplementado com 100 pL
ampicilina (100 mg/mL) e levada para a incubadora com agitagcdo overnight.
Posteriormente, o cDNA amplificado foi obtido conforme as instrugbes do kit “Pure
yield plasmid Maxiprep system” (Promega) e quantificado no NanoDrope para

posterior transfecgao.

8.2. Transfecc¢ao e Cultura de Células de linhas estaveis

8.2.1. Canal do tipo Shaker (Kv1.3) e BK (KCal.l)

Células HEK (Human Embrionic Kidney 293 cells) expressando canais de
potassio do tipo Shaker (Kv1.3) em mamiferos e humanos BK (KCal.l) foram
cultivadas em 5 mL de meio DMEM (Sigma) suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino e 1% de penicilina/estreptomicina. No caso das células expressando o canal
KCal.l foi acrescentado 100 pL de G418 (50 mg/mL) (Sigma) no médio de cultura.

As células foram incubadas em atmosfera umedecida contendo 5% de CO2 a 37°C.
8.2.2. Canal do tipo Shab (Kv2.1)

Células CHO (Chinese Hamster Ovary) foram transfectadas com o vetor
contendo 0,1 pg de cDNA do canal do tipo Shab (Kv2.1) (0,48 pg/ pL), 0,1 pg de GFP
(0,043 pg/ pL) e 4 pL de LIPOFECTAMINE (1mg/mL)(Invitrogen) em 208 pL de meio
OPTIMEM (Gibco). As células foram incubadas em atmosfera umedecida contendo

5% de CO2 a 37°C e apds dos dias, usadas nos ensaios eletrofisioldgicos.

8.2.3. Canal Katp

Células HEK (Human Embrionic Kidney-stable cell line) expressando canais
humanos para potassio dependentes de ATP (Katp) do tipo Kir 6.2/Surl doadas pelo
professor Andrew Tinker (Universidade de Londres). As células foram descongeladas

e mantidas em meio MEM (Minimum essential medium Eagle’s) (Sigma)
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suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino e 1% de penicilina /estreptomicina
durante uma semana. Apds adeséo e divisdo, as células foram transferidas para o
meédio seletivo MEM + 727 ug/ uL de G418 (Sigma) + 364 ug/ uL de Zeocin (Invitrogen)
e incubadas em atmosfera umedecida contendo 5% de CO2 a 37°C. A transferéncia
das células para o meio seletivo garantirhd as caracteristicas de uma linha celular
estavel. Para maiores informagbes de como foi transformada, transfectada e

estabilizada a linha celular ver (Giblin et al., 1999).

8.2.4. Canal Cavl.2, e Cav1.3s (C-terminally short splice variant)

Linhagens celulares estaveis HEK 293 que expressam constitutivamente as
subunidades auxiliares B3 e a2d-1 foram induzidas com Doxycycline para expressar
a subunidade a1 dos canais Cav1.2, Cavl.3s e Cav2.3. As células expressando Cavl.2
e Cavl.3s foram cultivadas em meio DMEM (Sigma) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Invitrogen), 2 mM de L-Glutamina (Invitrogen), 10 U/mL penicilina G
(Sigma) e mantidas a 37°C e 5% COz. 24 horas apoés o plagueamento das células em
placas de petri de 35 mm, a expressao da subunidade a1 foi induzida usando 1 pg/mL
de Doxycycline (Sigma) e logo depois, as células foram mantidas a 5% de CO2 a 30°C.
Experimentos foram realizados apés 20-72 h da indugdo. Para maiores informacdes

das condi¢6es para manter as linhas celulares estaveis ver (Ortner et al., 2017).

8.3. Experimentos em Whole-cell Patch-Clamp

8.3.1. Experimentos em Whole-cell Patch-Clamp (Kv1.3)

Registros eletrofisioldgicos de fixacdo de voltagem (voltage-clamp) no modo
Whole-Cell foram realizados a temperatura ambiente (22-25°C) em amplificador EPC-
10 patch-clamp (HEKA Eletronics, Rheinland-Pfalz, Germany) e logo depois
analisados com o software Fitmaster 2.4 (HEKA Eletronics). As micropipetas foram
forjadas com o micropipette puller (Model P-1000; sutter instruments U.S.A). As
micropipetas utilizadas tiveram uma resisténcia de 0,9-1,4 MQ. As correntes de
potassio foram registradas com filtro (2,9 kHz). Para os experimentos, foram utilizadas

células que apresentarem uma resisténcia em série (Rs) menor que 6 MQ e uma
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compensacdo da Rs de no minimo, 70%. As micropipetas foram preenchidas com
solugéo interna contendo (mM): 140 KF, 2 MgCl2, 1 CaClz, 10 EGTA, 10 HEPES, pH
7,2 ajustado com KOH. Para a mensuracdo das correntes foi usada uma solucéo
externa contendo (mM): 155 NaCl, 4,5 KCI, 1 MgClz, 2 CaClz, 5 HEPES, pH 7,4
ajustado com NaOH.

8.3.2. Experimentos em Whole-cell Patch-Clamp Kv2.1, BK (KCa 1.1),
Katp (Kir 6.2/SUR 1)

Registros eletrofisiolégicos de fixacdo de voltagem (voltage-clamp) no modo
Whole-Cell foram realizados a temperatura ambiente (22-25°C) usando o0s
amplificadores Multiclam 700B e Axopatch 200A e o digitalizador Axon Digidata 1440
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA) e logo depois analisados com o software pClamp
10.2 (Molecular Devices). As micropipetas foram forjadas com o micropipette puller

(Model P-1000; sutter instruments U.S.A) com uma resisténcia de 2 a 5 MQ no banho.

Como solucéo de banho foi usada Normal Ringer contendo (mM): 145 NacCl,
5 KCl, 1 MgClz, 2,5 CaClz, 5,5 glicose, 10 HEPES, com pH 7,35 e osmolaridade de
300 mOsm/L para os registros das correntes nos canais Kv2.1 e BK (KCal.1). No caso
do canal de Katp (Kir 6.2/Surl) foi usada solu¢do de banho contendo (mM): 140 KCl,
1,2 MgClz, 2,6 CaClz, 5 HEPES, com pH 7,4 ajustado com KOH.

Para os registros das correntes de potassio (Kv2.1 e BK (KCal.l)), as
micropipetas foram preenchidas com solugcao interna contendo (mM): 55 EGTA, 5
CaClz, 10 MgCl2,140 KF, 10 HEPES, pH 7,22 ajustado com KOH; para os registros
das correntes do canal Karp (Kir6.2/Surl) contendo (mM): 140 KCI, 1,2 MgClz, 1
CaClz, 10 EGTA, 5 HEPES, 1 MgATP, 0,5 Na UDP, pH 7,2 ajustado com KOH. Usando
o programa online “Maxquilator” for determinado a quantidade de ATP livre disponivel
na solucdo interna e conferido que estivesse dentro dos parametros normais para

diminuir o efeito bloqueador do canal na presenc¢a do nucleotideo livre.

Os dados foram coletados usando um filtro primario do tipo Bessel a 10kHz e
ou filtro secundario Bessel a 2,9kHz. A compensacao da resisténcia em série foi até
60% para minimizar o erro da voltagem e ter boas condigcbes no voltage-clamp e,

foram analisadas 3 células para cada subtipo de canal.
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8.3.3. Experimentos em Whole-cell Patch-Clamp Cavl1.2 e Cav1.3s

Os registros eletrofisiolégicos foram realizados na configuracdo Whole-cell a
temperatura ambiente (22-25°C) usando um amplificador Axopatch 200 B (Molecular
Devices). Os registros foram digitalizados usando Digidata 1322A (Molecular Devices)
a 40-50 kHz, e logo depois analisados com o software pClamp 10.2 (Molecular
Devices). A correcao do leak foi realizada online usando o protocolo P/4 ou off-line. A
resisténcia em série foi compensada entre 60-90%. Todas as voltagens foram
corrigidas com potencial de juncao liquida de 9 mV. As micropipetas foram forjadas
com o micropipette puller (Model P-1000; sutter instruments U.S.A) e polidas com MF-

830 Microforge (Narishige) com uma resisténcia de 2 a 3 MQ no banho.

Como solucéo de banho contendo (mM): 2 CaClz, 170 cloro -Cl, 1 MgClz, e 10
HEPES, pH 7,3 ajustado com CsOH foi usada. Para os registros das correntes de
Célcio (Cavl.2 e Cavl.3s), as micropipetas foram preenchidas com solucéo interna
contendo (mM): 135 CsCl, 10 Cs-EGTA, 1 MgClz, 10 HEPES, e 4 ATP-Naz, pH 7,4

ajustado com CsOH. Foi usado 2 mM Ca*? como carregador.

8.4. Protocolo Experimental

O efeito dos peptideos OcyC9, OcyCOMOD e OmTx2 sobre as correntes

ibnicas nos diferentes canais foram avaliados como segue:

As células foram perfundidas por um sistema de perfusao acionado por pressao
de ar (BPS-8 Valve Control System, ALA Scientific Instruments) ou por gravidade com
solucéo de banho contendo 0,1 mg/mL de Albumina sérica bovina (BSA) na presenca
ou auséncia de toxina, e fluxo de ~0,6 mL/min. Para excluir a possibilidade de
contaminacgao do sistema de perfuséo e para ter o controle dos efeitos potenciais da
prépria perfusdo, cada dia antes de medir os efeitos das toxinas, os registros dos
controle com a solucdo de banho foram realizadas usando o mesmo tubo que
subsequentemente foi usado para as toxinas. Para garantir que as células exibam as
propriedades farmacoldgicas tipicas foram usados controles positivos adequados

para cada subtipo de canal.
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As correntes de potéssio no canal Kv1.3, foram registradas a partir do potencial
de repouso de -80 mV por 10 ms, seguido de um estimulo de 50 mV por 15 ms e uma
hiperpolarizagédo de -120 mV por 15 ms. O protocolo P/4 (leak substraction) foi
utilizado nessas condi¢cdes. No canal Kv2.1 as correntes foram registradas cada 15
segundos, com variacdes de voltagem de -100 mV a + 50 mV, e potencial de repouso
de -100 mV, O protocolo P/4 foi usado e como controle positivo 10 mM TEA, enquanto
gue no canal BK (KCal.1) as correntes foram registradas cada 15 segundos, com
variacfes de voltagem de -90 mV a + 50 mV, e potencial de repouso de -90 mV, e

controle positivo de 100 mM TEA.

No canal Katp as correntes foram ativadas cada 100 ms com variacdes de
voltagem de -100 mV a + 50 mV com incrementos de 10 mV a partir de potencial de
repouso de 0 mV. As correntes foram registradas em condicdes simétricas de potassio
(140 mM), e ap6s 5 minutos de estabelecida a configuracdo whole cell. Foi usado o
protocolo de rampa (-100 mV a + 50 mV) para a administracdo da toxina e usado como

controle positivo 100 uM de Tolbutamide (Sigma).

No canal de calcio, uma vez estabelecida a configuracdo Whole-cell e apés a
abertura da célula, o protocolo I-V foi aplicado para determinar a Voltagem méaxima da
célula (Vmax). Logo depois, o protocolo de 100 ms/ 0.1 Hz a partir de -89 mV até o
Vmax foi aplicado e depois de alguns sweeps, o tubo 1 (sempre contendo apenas
solugdo de banho com 0,1 mg/mL de BSA) foi aberto, normalmente a corrente
aumenta devido a perfuséo liquida. Assim que a corrente se estabilizou (3 sweeps
constantes), as células foram perfundidas com a solucdo de banho contendo 0,1
mg/mL de BSA no tubo 2 (registros de controle) ou as soluc¢des de toxina. No final dos
registros, as correntes foram completamente bloqueadas pelo inibidor Isradipine (3
UM para Cavl.2 e Cavl.3s)

A relacéo (I-V) foi obtida aplicando um pulso de 20 ms (long square pulse) em
varias voltagens partindo do potencial de repouso de -89 mV. As curvas |-V resultantes

foram ajustadas com a seguinte equacgao:

| = Gmax (V - Vrev)/(l + eXp[-(V'VO,S)/k])
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Onde | é a amplitude do pico da corrente, Gmax € a condutancia maxima, V é a
voltagem, Vrev € potencial de reversao extrapolado, Vo.s a voltagem de ativacdo meia-

méaxima, e k é o fator de inclinacéo.

Os compostos foram testados a 100 ms (long square pulse) a partir do potencial
de repouso de -89 mV até a Vmax para cada célula por separado com uma frequéncia
de 0,1 Hz. Um pequeno prépulso de -99 mV foi usado para a subtracédo do leak off-

line.
9. Analise estatistica
Os dados foram submetidos ao teste ANOVA de uma via seguido do teste T

(Tuckey) e prova t de student (p<0,05) segundo o caso e tamanho da amostra. As
andlises foram realizadas usando o software Graph Pad Prisma verséo 5.
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V. RESULTADOS

1. Purificacao, identificacédo e sequenciamento do peptideo OcyC9.

OcyC9 é um peptideo cuja sequéncia de aminoacidos foi deduzida de uma das
EST (Expressed Sequences Tag) da biblioteca de cDNA construida a partir do RNA
poli (A)* obtido da glandula da peconha do escorpido Opisthacanthus cayaporum, que
codifica para um peptideo maduro de 24 residuos de aminoacidos (Figura 15) (Silva

et al., 2009) e com uma massa monoisotédpica teorica de 2548,09 Da.

Schwartz e colaboradores, em 2008, reportam o fingerprint das massas
moleculares das fra¢des da peconha bruta do escorpido, encontrando-se uma massa
proxima de 2.545,2 Da que elui entre 29 e 33 min (Schwartz et al., 2008); portanto,
foram esses parametros levados na conta para comprovar se o peptideo OcyC9 de

fato era produzido na peconha.

1 ATG RAAG ACT TCT ARG ATG ATT TGT GCT TTIT CTA TTG GIT CTG GIT 45

1 M K T ] K M I C B F L L v L v 15
45 GTC GGAR ACR TTC AAT GAT ATA AGT GGA GCR TAT GGA GAR TAC GTG a0
16 v G T F N D I S G A Y G E Y v 30
91 GAG GAC CAG CAC AGC TTC ARA ATT GAA AGG CGT TTT CCA CCA TGC 135
31 E D Q H ] F K I E R R F P 13 c 43

136 GTA GAA GTA TGC GTT CAG CAT ACT GGC AAT GTA AAR GAR TGT GARL 180
48 v E v C v 2 H T G N v K E C E 60

181 GCR GCA TGC GGT GAR TAR 148
6l A 2 c = E *

Figura 15. Sequéncia deduzida do peptideo OcyC9 a partir de um clone de cDNA. Peptideo sinal os
primeiros 27 residuos de aminoacidos, pro-peptideo de 28-39 residuos de aminoacidos e a sequéncia
do peptideo madura sublinhada. Tomada de (Silva et al., 2009).

Aliquotas de 1 mg da peconha bruta do escorpido O. cayaporum foram usadas
para o fracionamento em coluna C18 analitica mediante HPLC em fase reversa com
gradiente linear de 0% a 60% de ACN, observando-se um total de 80 fragOes
cromatograficas (Figura 16). Analisando-se o perfil cromatografico é evidente que seis

fracbes com uma intensidade maior a 200 mV sao as fracbes mais representativas e
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abundantes da peconha e, poderia-se dizer que a maioria dos compostos presentes
na peconha € de natureza hidrofébica que eluem a partir de 20% de ACN (Figura 16).

Uma vez conhecida a provavel sequéncia madura linear da toxina OcyC9
(Figura 15) determinou-se sua massa tedrica monoisotopica de [M+H]*=2549,09 Da.
Um componente com massa molecular aproximada de [M+H]*= 2545,09 Da (massa
oxidada) foi procurado nas fracbes cromatograficas que eluem na faixa de 29 e 33
min (Schwartz et al., 2008) mediante andlise de espectrometria de massa MALDI-

TOF, encontrando-se a fragdo com tempo de retengdo de 34,92 minutos (Figura 16).

e
Ch1 230nm

mADbs
(230nm)

RT 34.92

It
u—f ].J .|.er.|.|“] A 'LHJ'%. U] '«-J‘ \.H_,J'i '\J“"’““‘JrL Ul W \JWJ L\,Jf WA —

b 2 J.I|] E-I.'l"""

=

Tempo de retencio
(Min)

Figura 16. Perfil cromatografico da peconha bruta do escorpido Opisthacanthus cayaporum. A fragcédo
indicada (seta) foi recromatografada para posterior identificacé@o e purificacdo do peptideo.

Posteriormente, essas fracdes foram recromatografadas (Figura 17) e as
massas moleculares dos componentes foram determinadas; conseguindo identificar
uma massa monoisotdpica experimental de [M+H]*: 2.545,03 Da (Figura 18) que
corresponderia ao peptideo OcyC9 que eluiu aproximadamente aos 27% de ACN.
Observa-se também no espectro de massa a presenca da massa do ion molecular
ligado ao ion Na* e K* com massas de [M+H]*: 2566,98 e 2582,97, respectivamente.
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Figura 17. Perfil cromatogréafico da recromatografia do peptideo OcyC9. A fracdo indicada (seta) que
elui com RT 27 min corresponde ao peptideo identificado e purificado da pe¢gonha bruta do escorpido
Opisthacanthus cayaporum. Gradiente de 15 a 40% de B, em 55 minutos, a fluxo de 1 mL /min.

A sequéncia do peptideo OcyC9 representa o estado reduzido da toxina onde
as ligacdes dissulfeto entre as cisteinas presentes na sua sequéncia ndo estdo
formadas ainda; uma vez que as ligacdes dissulfeto sao formadas, o peptideo OcyC9
encontra-se no seu estado oxidado, sendo esse ultimo o estado no qual a toxina
encontra-se na peconha. Portanto, para determinar a totalidade da sequéncia da
toxina OcyC9 foi importante usar a solugéo redutora (bicarbonato de aménio 100
mM/DTT 50mM) para transformar a toxina de seu estado oxidado para seu estado
reduzido; e assim, conseguir visualizar aqueles residuos de aminoacidos presentes

entre as ligacdes dissulfeto.

Destaca-se que na solucdo o DTT (Dithiothreitol) ou também conhecido como
reagente de Cleland, € o agente redutor normalmente utilizado para reduzir as
ligacGes dissulfeto presentes nas proteinas, e assim evitar a formagéo das ligacdes

dissulfeto intramoleculares e intermoleculares entre os residuos de cisteinas.
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Figura 18. Espectrograma da massa molecular de OcyC9. A figura ilustra a resolucdo monoisotdpica
do peptideo OcyC9 [M+H]+: 2.545,03 Da obtido em MALDI TOF/TOF.

No entanto, o DTT nao conseguiu reduzir aquelas ligacdes dissulfeto
inacessiveis aos solventes, sendo necessario que o processo de reducdo seja
realizado sob condicbes desnaturantes como por exemplo, o uso de altas
temperaturas (Cleland, 1964; Lukesh 11l et al., 2012).

O peptideo OcyC9 foi misturado com a solucéo de bicarbonato de aménio 100
mM/DTT 50mM a temperatura de 60°C por 30 minutos; 1 uL daquela mistura foi
aplicado na placa de MALDI com 2 uL de matriz HCCA, e levado para analise por
espectrometria de massa; conseguindo identificar que o peptideo OcyC9 possui no
seu estado oxidado uma massa de [M+H]*: 2545,03 Da e no estado reduzido de
[M+H]*: 2549,00Da (Figura 19) conferindo assim, o sucesso da reducéo e obtencgao

da toxina reduzida, estado ideal para seu posterior sequenciamento.
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Figura 19. Espectrograma da massa molecular de OcyC9 no seu estado oxidado e reduzido. A figura
ilustra a resolugao monoisotédpica do peptideo OcyC9: A. OcyC9 com uma massa [M+H]+: 2.545,03 Da
(Estado oxidado); B. OcyC9 com uma massa [M+H]+: 2.549,00 Da (Estado reduzido) obtido em MALDI
TOF/TOF.

Apbs identificacao, purificacdo e reducao do peptideo OcyC9, mediante analise
de espectrometria de massas MALDI-TOF (MS/MS) foi determinada a sequéncia total
do peptideo (FPPCVEVCVQHTGNVKECEAACGE) de 24 residuos de aminoacidos
com a presenca de 4 cisteinas formando 2 liga¢gdes dissulfeto (Figura 20); que quando
comparada com a sequéncia reportada por Silva e colaboradores (Silva et al., 2009);

foi possivel conferir que de fato o animal produz a toxina encontrada no transcritoma.
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Figura 20. Sequéncia completa do peptideo OcyC9. As séries “b” e “y” estdo apresentadas no topo
direito.

Destaca-se que a presenca da amidacéo do extremo C-terminal também pode
ser importante na atividade para algumas neurotoxinas, quanto que para outras
toxinas nao é relevante (Estrada et al., 2011; Merkler, 1994); portanto, era necessario

analisar e conferir se 0 peptideo OcyC9 era amidado ou néo.

Usando as analises dos espectros de massa obtidos apds fragmentacdo do
peptideo, pode-se observar (Figura 21) uma diferenca de 18,02 Da entre a massa do
ion molecular e a perda da molécula de agua no primeiro residuo de aminoacido do

C-terminal “E”.
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Figura 21. Espetro de massa de OcyC9. A figura ilustra a diferenca de 18,02 Da entre a massa
molecular do ion [M+H]+: 2.549,15 e a perda da molécula de agua no primeiro residuo de aminoacido
do C- terminal “E”.

Além disso, a auséncia do sinal de amidacdo na sequéncia (Figura 15), a
concordancia entre as massas telrica e experimental monoisotopica de
[M+H]*:2549,09Da e [M+H]*:2.549,00, respectivamente, determinou-se que O

peptideo OcyC9 néo é amidado.

2. Atividade eletrofisiolégica
2.1. Efeito dos peptideos sobre o canal Kv1.3

2.1.1. Efeito de 500 uM do peptideo OcyC9 sobre o canal Kv1.3

O peptideo OcyC9 na concentracao de 500 uM (n=5) gera uma diminui¢édo da
corrente do canal Kv1.3 que é dada exclusivamente pela presenca da toxina (Figura
22). Foi determinado que o peptideo OcyC9 na concentracdo avaliada inibe em 58,5%
(RCF=0,4150) a corrente com erro padréo de 0,02 e uma significancia estatistica em
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p=0,03. Além disso, pode-se observar que, na presenca do peptideo, a fase da
ativacdo do canal se vé alterada (Figura 23), o que foi analisado no deslocamento da
constante de tempo de ativacao (Tau) com uma varia¢do de 1,087 ms no controle para
4,405 ms na presenca do peptideo (Tabela 1). Portanto, poderia se sugerir que o

peptideo poderia modular a cinética de ativacao do canal.

Efeito do peptideo OcyC9 500 uM sobre o canal

K,1.3
3,5
[ ] [ ] [ ] [ ] [ ]
3 [ ] [ ] [ ] [ ]
TOXINA
2,5 TOXINA
- LAVAGEM
< 2
c [ ] [ ] L ]
~
— 15 [ ]
1
0,5
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Sweeps

Figura 22. Efeito de 1 pM do peptideo OcyC9 sobre o canal Kv1.3 (n=5). A figura ilustra a cinética ou
“Time-course” do canal Kv1.3 na presenca do peptideo OcyC9 (500 uM). As setas correspondem ao
momento da aplicacdo e remog¢&o do composto.

Tabela 1. Andlise do deslocamento do TAU no canal Kv1.3 na presenca do peptideo OcyC9.

Média TAU Erro Média TAU Erro
controle Padrdo da média toxina padrdo da média
1,087 ms 0,07 4,405 ms 1, 30
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—— Controle
—— OcyC9 (500 pM)
— Lavagem OcyC9

RCF=0,4150 + 0,02
Bloqueio= 58,5%
p value= 0,03

0,5 nA

5ms

=

Figura 23. Efeito de 500 uM do peptideo OcyC9 sobre o canal Kv1.3 (n=5). A figura ilustra as correntes
do ion K*. Na cor preta a corrente controle, na cor vermelha a corrente na presenca do peptideo OcyC9
e na cor azul a corrente apos lavagem da toxina. *RCF= corrente persistente; * S.E.M.=Erro padrdo da
média; p value= significAncia estatistica (t student).

2.1.2. Efeito de 250 pM OcyC9 MOD sobre o canal Kv1.3

O peptideo OcyCOMOD na concentracao de 250 uM (n=3) gera uma diminuicédo
da corrente do canal Kv1.3 que é dada exclusivamente pela presenca da toxina (Figura
24). Foi determinado que o peptideo OcyCO9MOD na concentracdo avaliada inibe em
48,18% (RCF= 0,5181) a corrente com erro padrdao de 0,04 e uma significancia
estatistica em p= 0,009. Além disso, pode-se observar que na presenca do peptideo
a fase da ativacdo do canal se vé alterada (Figura 25), o que foi analisado no
deslocamento do Tau com uma variacdo de 2,21 ms no controle para 8,621ms na
presenca do peptideo (Tabela 2). Portanto € possivel que o peptideo module a cinética

de ativagcédo do canal.

Tabela 2. Analises do deslocamento do TAU no canal Kv1.3 na presenca do peptideo OcyC9 MOD.

Média TAU Erro Média TAU Erro
controle Padréo da média toxina padréo da média
2,21 ms 0,16 8,621 ms 0,39
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Efeito do peptideo OcyC9 MOD 250 uM sobre o

canal K,1.3
6
s e o o o e o o o o
TOXINA
TOXINA
4 LAVAGEM
<
c 3 e o o o
N—r
2
1
0
0 2 4 6 8 10 12 14
Sweeps

Figura 24. Efeito de 250 uM do peptideo OcyC9MOD sobre o canal Ky1.3 (n=3). A figura ilustra a
cinética ou “Time-course” do canal Kv1.3 na presenca do peptideo OcyC9MOD (250 puM). As setas
correspondem ao momento da aplicacdo e remog¢éo do composto.

—— Controle
—— OcyC9 MOD (250 pM)
Lavagem OcyC9 MOD

RCF=0,5181 + 0,04
Bloqueio= 48,18%
p value= 0,009

0,8 nA
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Figura 25. Efeito de 250 uM do peptideo OcyC9 MOD sobre o canal Kv1.3 (n=3). A figura ilustra as
correntes do ion K*. Na cor preta a corrente controle, na cor vermelha a corrente na presenca do
peptideo OcyC9 MOD e na cor azul a corrente, apos lavagem da toxina. *RCF= corrente persistente; *
S.E.M.= Erro padrédo da média; p value= significancia estatistica (t student).
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2.2. Efeito dos peptideos sobre o canal Kv2.1

2.2.1. Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9 sobre o canal Kv2.1

O peptideo OcyC9 na concentracdo de 1 pM (n=3) ndo gerou efeito sobre a
corrente do canal Kv2.1, observando-se que na presencga da toxina ndo ha mudancgas
na cinética do canal; o que se acontece na presenca do controle positivo TEA (10 mM)
(Figura 26). Portanto, foi determinado que o peptideo OcyC9 na concentracdo
avaliada nao inibe a corrente (RCF=1), sendo que a corrente controle e a corrente na
presenca da toxina (Figura 27) sdo as mesmas, e € mantida apos lavagem da toxina.
O peptideo OcyC9 na concentracdo de 1 uM nao gerou efeito bloqueador sobre o

canal Kv2.1 ou alterou a cinética de ativagdo e inativagédo do canal (Figura 27).

Efeito do peptideo OcyC9 1 uM sobre o canal
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Figura 26. Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9 sobre o canal Kv2.1 (n=3). A figura ilustra a cinética ou
“Time-course” do canal Kv2.1 na presenca do controle positivo TEA (10 mM) e o peptideo OcyC9 (1
UM). As setas correspondem ao momento da aplicacdo e remog¢&o do composto.
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—— Controle
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Figura 27. Efeito de 1 pM do peptideo OcyC9 sobre o canal Kv2.1 (n=3). A figura ilustra as correntes
do ion K*. Na cor preta a corrente controle, na cor vermelha a corrente na presenca do peptideo OcyC9
(1uM) e na cor azul a corrente do controle positivo TEA (10 mM). *RCF: corrente persistente; * S.E.M=
Erro padrdo da média.

2.2.2. Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9 MOD sobre o canal Kv2.1

O peptideo OcyCOMOD na concentracdo de 1 pM (n=3) nao gera efeito
nenhum sobre a corrente do canal Kv2.1, observando-se que na presenca da toxina
ndao ha mudancas na cinética do canal; o que se acontece na presenca do controle
positivo TEA (10 mM) (Figura 28). No entanto, nas andlises comparativas dos tracos
controle vs toxina, pode-se observar que o peptideo OcyCIMOD na concentracao
avaliada parece inibir a corrente em 1% (RCF=0,99) com erro padrao de 0,002, porém

nao foi estatisticamente significativo em p= 0,23 (Figura 29).

Essa pequena diminuicdo da corrente na presenca da toxina pode ser em
decorréncia ao decréscimo da corrente ao longo do experimento, o que foi verificado
com os tracos apos lavagem da toxina, 0s quais se mantém na mesma posicdo da
corrente na presenca da toxina. E importante lembrar que o gréafico escolhido é aquele
que representa a média dos dados. O peptideo OcyC9MOD na concentragéao de 1 uM
ndo gerou efeito bloqueador sobre o canal Kv2.1 ou alterou a cinética de ativacao e

inativacao do canal (Figura 29).
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Figura 28. Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9 MOD sobre o canal Kv2.1 (n=3). A figura ilustra a cinética
ou “Time-course” do canal Kv2.1 na presenc¢a do controle positivo TEA (10 mM) e o peptideo OcyC9
MOD (1 pM). As setas correspondem ao momento da aplicacdo e remog¢&o do composto.
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— TEA (10 mM)
—— OcyC9 MOD (1 uM)

RCF=0,99 + 0,002
Bloqueio= 1%
p value= 0,23
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Figura 29. Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9 MOD sobre o canal Kv2.1 (n=3). A figura ilustra as
correntes do ion K*. Na cor preta a corrente controle, na cor vermelha a corrente na presenga do
peptideo Ocyc9 MOD (1uM) e na cor azul a corrente do controle positivo TEA (10mM).*RCF=corrente
persistente; * S.E.M. = Erro padrao da média; p value= significancia estatistica (t student).

2.2.3. Efeito de 1 uM do peptideo OmTx2 sobre o canal Kv2.1

O peptideo OMTx2 na concentracdo de 1 pM (n=3) ndo gera efeito nenhum
sobre a corrente do canal Kv2.1, observando-se que na presenca da toxina ndo ha

mudancas na cinética do canal; o que se acontece na presenca do controle positivo
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TEA (10 mM) (Figura 30). Portanto, foi determinado que o peptideo OmTx2 na
concentracéo avaliada n&o inibe a corrente (RCF=1,01) sendo que a corrente controle
e a corrente na presenca da toxina (Figura 31) sdo as mesmas, e € mantida apés
lavagem da toxina. O peptideo OmTx2 na concentracdo de 1 uM nao gerou efeito
blogueador sobre o canal Kv2.1 ou alterou as cinéticas de ativagédo e inativacdo do
canal (Figura 31).

Efeito do peptideo OmTx2 1 uM sobre o canal
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Figura 30. Efeito de 1 uM do peptideo OmTx2 sobre o canal Ky2.1 (n=3). A figura ilustra a cinética ou
“Time-course” do canal Kv2.1 na presenca do controle positivo TEA (10 mM) e o peptideo OmTx2 (1
UM). As setas correspondem ao momento da aplicacdo e remog¢&o do composto.

—— Controle
—— TEA (10 mM)
—— OmTx2 (1 uyM)
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Bloqueio= 0%
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Figura 31. Efeito de 1 uM do peptideo OmTx2 sobre o canal Kv2.1 (n=3). A figura ilustra as correntes
do ion K*. Na cor preta a corrente controle, na cor vermelha a corrente na presenca do peptideo OmTx2
(1uM) e na cor azul a corrente do controle positivo TEA (10mM). *RCF= corrente persistente; * médiat
S.E.M. = Erro padréo.
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2.3. Efeito dos peptideos sobre o canal BK (KCal.l)

2.3.1. Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9 sobre o canal BK (KCal.1l)

O peptideo OcyC9 na concentracdo de 1 uM (n=3) ndo produziu efeito sobre a
corrente do canal BKCal.l, observando-se que na presenca da toxina ndo ha
mudancas significativas na cinética do canal; o que se acontece na presenca do
controle positivo TEA (100 mM) (Figura 32). No entanto, nas analises dos tracos do
controle vs toxina, pode-se observar que o peptideo OcyC9 na concentracéo avaliada
parece inibir a corrente em 7% (RCF=0,93), com erro padrao de 0,01, porém nao
significativo estatisticamente em p= 0,18 (Figura 33). O peptideo OcyC9 na
concentracdo de 1 uM nédo gerou efeito bloqueador sobre o canal BKCal.1 ou alterou

as cinéticas de ativacao e inativacdo do canal (Figura 33).

Efeito do peptideo OcyC9 1 uM sobre o canal
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Figura 32. Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9 sobre o canal KCal.1l (n=3). A figura ilustra a cinética
ou “Time-course” do canal BKCa1.1 na presenga do controle positivo TEA (100 mM) e o peptideo
OcyC9 (1 uM). As setas correspondem ao momento da aplicacéo e remog¢ao do composto.
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—— Controle
—— OcyC9 (1 uM)
—— TEA (100 mM)

RCF=0,93 + 0,01
Bloqueio= 7%
p value= 0,18

Figura 33. Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9 sobre o canal BKCal.1(n=3). A figura ilustra as correntes
do ion K*. Na cor preta a corrente controle, na cor vermelha a corrente na presenca do peptideo Ocyc9
(1uM) e na cor azul a corrente do controle positivo TEA (100mM). *RCF= corrente persistente; * S.E.M.
= Erro padrdo da média; p value= significancia estatistica (t student).

2.3.2. Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9 MOD sobre o canal BK (KCa
1.1)

O peptideo OcyCIMOD na concentracdo de 1 uM (n=3) ndo gera efeito sobre
a corrente do canal BKCal.1, observando-se que na presenca da toxina ndo ha
mudancas significativas na cinética do canal; o que se acontece na presenca do
controle positivo TEA (100 mM) (Figura 34). No entanto, nas analises dos tracos do
controle vs toxina, pode-se observar que o peptideo OcyCOMOD na concentracao
avaliada parece inibir a corrente em 7% (RCF=0,93) com erro padrédo de 0,01, porém
nao significativo estatisticamente em p= 0,48 (Figura 35). O peptideo OcyC9MOD na
concentracdo de 1 uM né&o gerou efeito bloqueador sobre o canal BKCal.1 ou alterou

as cinéticas de ativacao e inativacao do canal (Figura 35).
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Figura 34. Efeito de 1 pM do peptideo OcyC9 MOD sobre o canal BKCal.1 (n=3). A figura ilustra a
cinética ou “Time-course” do canal BKCa1.1 na presenga do controle positivo TEA (100mM) e o
peptideo OcyC9 MOD (1uM). As setas correspondem ao momento da aplicacdo e remogdo do
composto.
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—— OcyC9 MOD (1 pM)
—— TEA (100 mM)
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Bloqueio= 7%
p value= 0,48
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Figura 35. Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9 MOD sobre o canal BKCal.1 (n=3). A figura ilustra as
correntes do ion K*. Na cor preta a corrente controle, na cor vermelha a corrente na presenca do
peptideo OcyC9 MOD e na cor azul a corrente do controle positivo TEA (100 mM). *RCF= corrente
persistente; * S.E.M. = Erro padrdo da média; p value = significancia estatistica (t student).
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2.3.3. Efeito de 1 uM do peptideo OmTx2 sobre o canal BK (KCal.1)

O peptideo OmTx2 na concentracdo de 1 puM (n=3) ndo gera efeito sobre a
corrente do canal BKCal.l, observando-se que na presenca da toxina ndao ha
mudancas significativas na cinética do canal; o que se acontece na presenca do
controle positivo TEA (100 mM) (Figura 36). No entanto, nas analises dos tracos do
controle vs toxina, pode-se observar que o peptideo OmTx2 na concentracdo avaliada
parece inibir a corrente em 7% (RCF=0,93) com erro padrdo de 0,01, porém nao
significativo estatisticamente em p=0,16 (Figura 37). O peptideo OmTx2 na
concentracéo de 1 uM né&o gerou efeito bloqueador sobre o canal BKCal.1 ou alterou

a cinética de ativagéo e inativagédo do canal (Figura 37).

Efeito do peptideo OmTx 2 a1l uM sobre o canal

BK (KCal.l)
1,2
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0 [ I )
0 5 10 15 20 25
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Figura 36. Efeito de 1 uM do peptideo OmTx2 sobre o canal BKCal.1 (n=3). A figura ilustra a cinética
ou “Time-course do canal BKCal.1 na presenca do controle positivo TEA (100mM) e o peptideo OmTx2
(1 uM). As setas correspondem ao momento da aplicacédo e remogédo do composto.
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—— Controle
—— OmTx2 (1uM)
—— TEA (100 mM)

RCF=0,93 + 0,01
Bloqueio= 7%
p value= 0,16

0.2 nA

90 ms

Figura 37. Efeito de 1 uM do peptideo OmTx2 sobre o canal BKCal.1 (n=3). A figura ilustra as correntes
do ion K*. Na cor preta a corrente controle, na cor vermelha a corrente na presenca do peptideo OmTx2
(1uM) e na cor azul a corrente do controle positivo TEA (100mM). *RCF= corrente persistente; * S.E.M.
= Erro padrdo da média; p value= significancia estatistica (t student).

2.4. Efeito dos peptideos sobre o canal Kate (Kir 6.2/SUR 1)

2.4.1. Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9 sobre o canal Katp (Kir
6.2/SUR 1)

O peptideo OcyC9 na concentracdo de 1 uM (n=3) ndo gera efeito sobre a
corrente do canal Katp (Kir 6.2/SUR1), observando-se que na presenca da toxina ndo
h& reducéo das correntes positivas ou negativas do ion K* (Figura 38). Para um melhor
entendimento, visualizagcdo da farmacologia caracteristica desse tipo de canal e o
efeito dos compostos testados, apresentamos os tragos das correntes do ion K* nas
figuras 39, 40 e 41.
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Efeito do peptideo OcyC9 1 uM sobre o canal

Tolbutamide 100 uM

Lavagem Tolbutamide

Kz 6.2/SUR 1
2
[ ]
1 ° L ] s
~~
< [ )
c .O L
~ -100 -50 °® 50 @ Controle
L -1
® L
o -2
®
o
] -3 Ocyc9 1 uM
L
-4 ® Lavagem Ocyc9

Potencial de membrana

Figura 38. Efeito de 1 pM do peptideo OcyC9 sobre o canal Kir6.2/SURL1 (n=3). A figura ilustra o efeito
dos compostos testados nas correntes do ion K+ no canal Kir6.2/SUR1. Corrente controle na cor azul,
corrente na presenca do controle positivo Tolbutamide (100 puM) na cor vermelha, corrente na presenca
do peptideo OcyC9 (1 uM) e, na cor verde e azul claro as respetivas lavagens dos compostos.

Controle

R ——

7

04 na

30ms

Figura 39. Tragos das correntes controle do ion K* no canal Kir6.2/SURL1.

Lavagem Tolbutamide
Tolbutamide 100 pM

0.4 na

J0ms

DEnA

Figura 40. Tragos das correntes do ion K* no canal Kir6.2/SUR1 (n=3). A. Na presenca de Tolbutamide

(100 puM). B. Apos lavagem de Tolbutamide.
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Figura 41. Tracos das correntes do ion K* no canal Kir6.2/SUR1 (n=3). A. Na presenca do peptideo
OcyC9 (1 uM). B. Apds lavagem do peptideo.

2.4.2. Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9 MOD sobre o canal Katp (Kir
6.2/SUR 1)

O peptideo OcyCI9MOD na concentracdo de 1 uM (n=3) ndo gera efeito sobre
a corrente do canal Katp (Kir 6.2/SUR1), observando-se que na presenca da toxina
nao ha reducdo das correntes positivas ou negativas do ion K* (Figura 42). Para um
melhor entendimento, visualizacdo da farmacologia caracteristica desse tipo de canal
e o efeito dos compostos testados, apresentamos os tracos das correntes do ion K*
nas figuras 43, 44 e 45.

Efeito do peptideo OcyC9 MOD 1 pM sobre o canal

K,=6.2/SUR 1
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s ¢ Lavagem Tolbutamide
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Figura 42. Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9 MOD sobre o canal Kir6.2/SUR1 (n=3). A figura ilustra o
efeito dos compostos testados nas correntes do ion K+ no canal Kir6.2/SUR1. Corrente controle na cor
azul, corrente na presenca do controle positivo Tolbutamide (100 pM) na cor vermelha, corrente na
presenca do peptideo OcyC9 MOD (1 uM) e, na cor verde e azul claro as respetivas lavagens dos
Compostos.
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Figura 43. Tracos das correntes controle do ion K* no canal Kir6.2/SUR 1.
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Figura 44. Tragos das correntes do ion K* no canal Kir6.2/SUR1. A. Na presencga de Tolbutamide (100
pUM). B. Apds lavagem de Tolbutamide.
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Figura 45. Tragos das correntes do ion K* no canal Kir6.2/SUR1. A. Na presenca do peptideo OcyC9
MOD (1 uM). B. Ap6s lavagem do peptideo.
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2.4.3. Efeito de 1 uM do peptideo OmTx 2 sobre o canal Katp (Kir
6.2/SUR 1).

O peptideo OmTx2 na concentracdo de 1 puM (n=3) ndo gera efeito sobre a
corrente do canal Kate (Kir 6.2/SUR1), observando-se que na presenga da toxina ndo
ha reducédo das correntes positivas nem negativas do ion K* (Figura 46). Para um
melhor entendimento, visualizacdo da farmacologia caracteristica desse tipo de canal
e o efeito dos compostos testados, apresentamos os tracos das correntes do ion K*
nas figuras 47, 48 e 49.

Efeito do peptideo OmTx2 1 uM sobre o canal
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Figura 46. Efeito de 1 uM do peptideo OmTx2 sobre o canal Kir6.2/SUR1 (n=3). A figura ilustra o efeito
dos compostos testados nas correntes do ion K* no canal Kir6.2/SUR1. Corrente controle na cor azul,
corrente na presenca do controle positivo Tolbutamide (100 pM) na cor vermelha, corrente na presenca
do peptideo OmTx2 (1 uM) e, na cor verde e azul claro as respetivas lavagens dos compostos.
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Figura 47. Tragos das correntes controle do ion K* no canal Kir6.2/SUR 1.
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Tolbutamide 100 uM Lavagem Tolbutamide
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Figura 48. Tracos das correntes do ion K* no canal Kir6.2/SUR1. A. Na presenca de Tolbutamide (100
puM). B. Apds lavagem de Tolbutamide.
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Figura 49. Tracos das correntes do ion K* no canal Kir6.2/SUR1. A. Na presenca do peptideo OmTx2
(1 uM). B. Apés lavagem do peptideo.

2.5. Cinética nos Canais Cavl.2 e Cavl.3sna presenca dos controles
positivos e negativos

Nos registros controle nas linhagens celulares expressando canais Cavl.2 e
Cavl.3s, as correntes do ifon Ca*? caracterizam-se por ter um comportamento
randémico, uma diminui¢ao linear constante ao longo do tempo “Rundown”; portanto,
para avaliar os efeitos dos peptideos, o comportamento randémico préprio do canal

tem que ser corrigido.

Na figura 50 apresenta-se como exemplo a relacao | vs # de sweeps controle
de uma célula para cada canal avaliado, observando-se o “Rundown” e os efeitos dos

controles positivos (Isradipine para Cavl.2 e Cav1.3s), dessa forma pode-se diferenciar
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0 que de fato é o efeito do composto e assim verificar que a farmacologia do canal
funciona. Pode se inferir que os canais Cavl.2 e Cavl.3s ttm um comportamento

randémico similar (“Rundown” no canal Cav1.3sé um pouco menor do que Cavl.2),

Cav 1.2 Cavids
0
Isradipine wl 10 D Isradipine,***” 0 &
i a 1] ' 1) ) L5 i}
L]
s\ 02
L]
03 .
&.: 2 I *
f’ ™ f =:’ o .l
0,5 AT
L.
2| 06 “__“_.-l
. ’.'. . ....'l'-
- 07 RUTPL LT N T o
08
Sweeps Sweeps

Figura 50. Cinética nos Canais Cav1.2 e Cavl.3s ha presencga dos controles positivos e negativos (n=1).
A. Cinética do canal Cav1.2. B. Cinética do canal Cav1.3s.

O comportamento randémico aqui observado € proprio da linha celular estavel
expressando esses tipos de canais que tem sido farmacologicamente caraterizados
(Ortner et al., 2017).

2.6. Efeito dos peptideos sobre o Canal Cavl.2

2.6.1. Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9 sobre o canal Cavl1.2

O peptideo OcyC9 na concentracdo de 1 uM (n=2) ndo gera efeito nenhum
sobre a corrente do canal Cavl.2, observando-se que na presenca da toxina ndo ha
mudancas significativas na cinética do canal; o que se acontece na presenca do

controle positivo Isradipine (3 uM) (Figura 52).

Para determinar a porcentagem de bloqueio com maior acuracia € corrigido o
comportamento randémico do canal; para isso, € necessario estimar o valor da

corrente controle (lpred,controle) COrrespondente ao mesmo tempo do valor da corrente
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na presenca da toxina; assumindo a tendéncia randomica linear na auséncia da
toxina, levando em consideracao o numero de sweeps decorridos a partir da aplicacéo
da toxina. A porcentagem de bloqueio foi determinada com a seguinte formula:
|pred,controle:

(| Lavagemtoxina-|controle)/ (#SWIavagemtoxina-#SWcontroIe)*(#SWtoxina-#SW controle)+ Icontrole

Onde;

lcontrole= COrrente do ultimo sweep antes da aplicacdo da toxina;

Itoxina= corrente do ultimo sweep na presenca da toxina,;

ILavagem toxina= coOrrente do ultimo sweep da lavagem da toxina;

lpred, controle= amplitude da corrente, assumindo o linear “Rundown” entre lcontrole €

ILavagem toxina,;

# SW controle= NUmero do sweep no qual a lcontrole foi medida;
# SW toxina= NUmero do sweep no qual a loxina foi medida;

# SW lavagem toxina= NUmero do sweep no qual a liavagem toxina foi medida;

Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9 sobre o canal
Ca, 1.2

0,2
0 N LILIITTYN Sweeps
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]
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Figura 51. Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9 sobre o canal Cav1.2 (n=2). A figura ilustra a cinética ou
“Time-course” do canal Cav1.2 na presenca do peptideo OcyC9 (1 uM) e do controle positivo Isradipine
(3 uM). Icontrole= | dltimo sweep antes da aplicacdo da toxin. Itoxina= | Ultimo sweep na presenca da
toxina. lLavagemtoxina= | Ultimo sweep da lavagem da toxina. lpred, controle= Amplitude da corrente, assumindo
o linear “rundown” entre lcontrole € ILavagem toxina.
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Portanto, foi determinado que o peptideo OcyC9 na concentracao avaliada ndo
inibe a corrente (RCF=1,06), sendo que a corrente controle e a corrente na presenca
da toxina (Figura 53) se sobrepdem, e € mantida apos lavagem da toxina. O peptideo
OcyC9 na concentracdo de 1 pM nao gerou efeito bloqueador sobre o canal Cavl1.2

ou alterou as cinéticas de ativacdo e inativagdo do canal (Figura 53).

—— Controle

—— OcyC9 (1uM)

—— Lavagem OcyC9
Isradipine (3 pM)

RCF= 1,06 + 0,003
Bloqueio= 0%
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/"“ 3%

0.4 nd
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Figura 52. Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9 sobre o canal Cavl.2 (n=2). A figura ilustra as correntes
do ion Ca*2. Na cor preta a corrente controle, na cor vermelha a corrente na presenca do peptideo
OcyC9 (1uM), na cor azul a corrente ap6s lavagem da toxina e na cor cinza o controle positivo Isradipine
(3uM). *RCF= corrente persistente; * SEM= Erro padrdo da média

2.6.2. Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9MOD sobre o canal Cavl.2

O peptideo OcyCOMOD na concentracao de 1 uM (n= 2) nao gera efeito sobre
a corrente do canal Cavl.2, observando-se que na presen¢ca da toxina ndo ha
mudancas significativas na cinética do canal; o que se acontece na presenca do
controle positivo Isradipine (3 pM) (Figura 54). Portanto, foi determinado que o
peptideo OcyCI9MOD na concentracdo avaliada néo inibe a corrente (RCF=1,01) ou

alterou as cinéticas de ativacéo e inativagdo do canal (Figura 55).

Na figura 55, pode-se observar que sob efeito do peptideo OcyCOMOD, mesmo
gerando 0% de bloqueio, os tracos das correntes controle e da toxina nao coincidem.

Isso é reflexo do comportamento randémico do canal ao longo do tempo (Figura 54),
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0 que também é visualizado no traco correspondente a corrente ap0s lavagem da
toxina. Dai a importancia de predizer a corrente controle (lpred, controle) para a definir o

efeito da toxina.

Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9MOD sobre o
canal Ca, 1.2
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Figura 53. Efeito de 1 uM do peptideo OcyCO9MOD sobre o canal Cav1.2 (n=2). A figurailustra a cinética
ou “Time-course do canal Cavl.2 na presenc¢a do peptideo OcyCOMOD (1 puM) e do controle positivo
Isradipine (3 pM). lcontrole= | Ultimo sweep antes da aplicagdoda toxina. Itoxina= | Ultimo sweep na
presenca da toxina. lLavagem toxina= | Ultimo sweep da lavagem da toxina. lpred, controle= amplitude da
corrente, assumindo o linear “rundown” entre lcontrole € ILavagem toxina.
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Figura 54. Efeito de 1 uM do peptideo OcyCOMOD sobre o canal Cavl1.2 (n=2). A figura ilustra as
correntes do fon Ca*2. Na cor preta a corrente controle, na cor vermelha a corrente na presenca do
peptideo OcyCOMOD (1 uM), na cor azul a corrente apés lavagem da toxina e na cor cinza o controle
positivo Isradipine (3 uM). *RCF= corrente persistente; * SEM: Erro padrdo da média.
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2.7. Efeito dos peptideos sobre o canal Cav1.3

2.7.1. Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9 sobre o canal Cavl1.3s

O peptideo OcyC9 na concentracdo de 1uM (n=2) ndo gera efeito sobre a
corrente do canal Cavl.3s, observando-se que na presenga da toxina n&o ha
mudancas significativas na cinética do canal; o que acontece na presenca do controle

positivo Isradipine (3 uM) (Figura 58).

Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9 sobre o canal
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Figura 55. Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9 sobre o canal Cavl.3s (n=2). A figura ilustra a cinética
ou “Time-course do canal Cav1.3s na presenga do peptideo OcyC9 (1 uM) e do controle positivo
Isradipine (3 pM). Icontrole= | Gltimo sweep antes da aplicacéo da toxina. Itoxina= | Ultimo sweep na
presenca da toxina. ILavagem toxina= | Ultimo sweep da lavagem da toxina. lpred, controle= Amplitude da
corrente, assumindo o linear “rundown” entre lcontrole € ILavagem toxina.

No entanto, nas analises dos tracos do controle vs toxina, pode-se observar

que o peptideo OcyC9 na concentracdo avaliada parece inibir a corrente em 1%

(RCF=0,99) com erro padrao de 0,03, porém néo significativo estatisticamente em p:

0,5 (Figura 59). Apesar dos tracos da corrente na presenca da toxina e apos sua

lavagem parecerem similares, € perceptivel uma tendéncia do efeito de “Rundown” no
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canal (Figura 58). O peptideo OcyC9 na concentracdo de 1 pM ndo gerou efeito
blogueador sobre o canal Cav1.3s ou alterou as cinéticas de ativacao e inativagdo do

canal (Figura 59).
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Figura 56. Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9 sobre o canal Cavl.3s (n=2). A figura ilustra as correntes
do ion Ca*2. Na cor preta a corrente controle, na cor vermelha a corrente na presenca do peptideo
OcyC9 (1 uM), na cor azul a corrente apds lavagem da toxina e, na cor cinza o controle positivo
Isradipine (3 uM). *RCF= corrente persistente; * SEM= Erro padrao da média; p value= significancia
estatistica (t student).

2.7.2. Efeito de 1 uM do peptideo OcyCOMOD sobre o canal Cavl.3s

O peptideo OcyC9MOD na concentracédo de 1uM (n=2) ndo gerou efeito sobre
a corrente do canal Cavl.3s, observando-se que na presenca da toxina ndo ha
mudancas significativas na cinética do canal; o que se aconteceu na presenca do

controle positivo Isradipine (3 uM) (Figura 60).

No entanto, nas analises dos tracos do controle vs toxina, pode-se observar
gue o peptideo OcyCOMOD na concentracéo avaliada parece inibir a corrente em 4%
(RCF=0,96) com erro padrao de 0,02, porém nao significativo estatisticamente em p=
0,37 (Figura 61). Apesar dos tracos de corrente controle e na presencga da toxina
serem um pouco diferentes, apds da lavagem da toxina € perceptivel uma tendéncia

do efeito de “Rundown” no canal (Figura 60). O peptideo OcyC9MOD na concentragéo
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de 1 puM néo gerou efeito bloqueador sobre o canal Cav1.3s ou alterou a cinética de

ativacao e inativagao do canal (Figura 61).

Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9MOD sobre o canal
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Figura 57. Efeito de 1 uM do peptideo OcyC9MOD sobre o canal Cavl.3s (n=2). A figura ilustra a
cinética ou “Time-course” do canal Cav1.3s na presenca do peptideo OcyCO9MOD (1 uM) e do controle
positivo Isradipine (3 uM). Icontrole= | Ultimo sweep antes da aplicagdo da toxina. ltoxina= | Ultimo sweep
na presenca da toxina. ILavagem toxina= | Ultimo sweep da lavagem da toxina. Ipred, controle= Amplitude da
corrente, assumindo o linear “rundown” entre lcontrole € ILavagem toxina.
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Figura 58. Efeito de 1 uM do peptideo OcyCIMOD sobre o canal Cavl.3s (n=2). A figura ilustra as
correntes do ion Ca*2. Na cor preta a corrente controle, na cor vermelha a corrente na presenca do
peptideo OcyCOMOD (1pM), na cor azul a corrente apés lavagem da toxina e na cor cinza o controle
positivo Isradipine (3 uM). *RCF= corrente persistente; * SEM= Erro padrdo da média; p value =
significancia estatistica (t student).
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2.7.3. Efeito de 1 uM do peptideo OmTx2 sobre o canal Cavl.3s

O peptideo OMTx2 na concentracado de 1uM (n=2) ndo gerou efeito sobre a
corrente do canal Cavl.3s, observando-se que na presenga da toxina n&o ha
mudancas significativas na cinética do canal; o que acontece na presenca do controle

positivo Isradipine (3 uM) (Figura 62).

No entanto, nas analises dos tracos do controle vs toxina, pode-se observar
gue o peptideo OMTx2 na concentracdo avaliada parece inibir a corrente em 9%
(RCF=0,9086) com erro padréo de 0,03, porém néo significativo estatisticamente em
p= 0,20 (Figura 63). Apesar dos tracos de corrente do controle e na presenca da toxina
serem um pouco diferentes, apos da lavagem da toxina a corrente permanece
constante é perceptivel uma tendéncia do efeito de “Rundown” no canal (Figura 62).
O peptideo OMTx2 na concentracdo de 1 UM ndo gerou efeito bloqueador sobre o

canal Cav1.3s ou alterou as cinéticas de ativacéo e inativacdo do canal (Figura 63).
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Figura 59. Efeito de 1 uM do peptideo OmTx2 sobre o canal Cav1.3s (n=2). A figura ilustra a cinética
ou “Time-course” do canal Cavl1.3s na presenga do peptideo OmTx2 (1 pM) e do controle positivo
Isradipine (3 pM). Icontrole= | Gltimo sweep antes da aplicacéo da toxina. Itoxina= | Ultimo sweep na
presenca da toxina. ILavagem toxina= | Ultimo sweep da lavagem da toxina. lpred, controle= Amplitude da
corrente, assumindo o linear “rundown” entre lcontrole € ILavagem toxina.
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Figura 60. Efeito de 1 uM do peptideo OmTx2 sobre o canal Cav1.3s (n=2). A figura ilustra as correntes
do ion Ca*2. Na cor preta a corrente controle, na cor vermelha a corrente na presenca do peptideo
OmTx2 (1puM), na cor azul a corrente apos lavagem da toxina e, na cor cinza o controle positivo
Isradipine (3 uM). *RCF= corrente persistente; * SEM= Erro padrdo da média; p value = significAncia
estatistica (t student).
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VI. DISCUSSAO

Silva e colaboradores (2009) reportaram pela primeira vez o peptideo OcyC9
cuja sequéncia de aminoacidos foi deduzida da biblioteca de cDNA construida a partir
do RNA poli (A)* obtido da glandula da peconha do escorpido Opisthacanthus
cayaporum (Silva et al., 2009). Portanto, o desenvolvimento desse trabalho traz a
purificacdo, identificacao e caracterizacao eletrofisioldgica do peptideo na procura do
seu alvo molecular. Nessa ordem de idéias, comprovou-se que o peptideo OcyC9 esta
presente na peconha do escorpido O. cayaporum (Figura 16) com massa molecular
monoisotopica de [M + H] +: 2545,03 Da (Figura 18),constituido por 24 residuos de
aminoacidos, duas ligacdes dissulfeto e 100% da sequéncia foi determinada (Figura
20).

Bougis e colaboradores (1989) foram os primeiros a estudar a presenca de
modificacdes pos-traducionais das toxinas do escorpido Androctonus australis,
analisando as sequéncias dos seus precursores e suas respetivas sequéncias
maduras (Bougis et al., 1989). Além disso, sabe-se que a maioria das toxinas isoladas
de escorpido caracterizam-se por ter modificacbes pos-traducionais, principalmente
amidacao no extremidade C-terminal, o que tem sido descrito como uma modificacao
importante para definir o potencial toxico da toxina e, acredita-se que a carga adicional
dada pela presenca do grupo amino na sequéncia favorece a atividade biolégica das
toxinas (Benkhadir et al., 2004; Legros et al., 2005; Rodriguez de la Vega and Possani,
2005). Destaca-se que a presenca da amidacao do extremidade C-terminal pode ser
importante na atividade para algumas neurotoxinas, mas que para outras toxinas nao
é relevante (Estrada et al., 2011; Merkler, 1994); portanto, era necessario analisar e

conferir se o peptideo OcyC9 é amidado ou nao.

Baseados na literatura tem-se estabelecido que para toxinas de escorpido a
presenca de 3 residuos de aminoacidos, principalmente GKK, localizados no final da
extremidade C-terminal da sequéncia precursora, o que € conhecido como sinal de
amidacao (Coelho et al., 2014), sugere que a toxina seja amidada. O precursor da
OcyC9 na sua extremidade C-terminal ndo possui esse sinal de amidagéo (Figura 15);
portanto, pode-se inferir, a priori, que o peptideo ndo é amidado. Este tipo de
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modificacdo pos-traducional pode ser identificado usando diferentes técnicas como
por exemplo esterificagéo de Fischer (Powell et al., 1995). Infelizmente, o uso dessas
técnicas requer de uma quantidade suficiente de material para sua avaliacao e, devido
a pouca disponibilidade do peptideo natural ndo foi possivel usa-la. Nesse cenario, as
analises dos espectros de massa obtidos na fragmentacao do peptideo foram usadas
para identificar a presenca ou ndo de amidacao.

Baseados na natureza das reacdes quimicas para esse tipo de compostos, a
diferenca de 18 Da entre a massa do ion molecular e a perda de uma molécula de
agua do primeiro residuo de aminoacido do C-terminal “E” € um indicativo da presenca
do grupo carboxilico; pelo contrério, se apresentasse uma diferenca de 17 Da seria 0
indicativo da presenca do grupo amino. Baseado nesse parametro de andlise, com
uma diferenca de 18,02 Da (Figura 21) e, a auséncia do sinal de amidacdo na
sequéncia precursora, além da concordancia entre as massas tedrica e experimental
monoisotopica no estado reduzido de [M+H]*=2549,09Da e [M+H]*= 2.549,03,

respectivamente, determinou-se que o peptideo OcyC9 ndo é amidado naturalmente.

Como foi sugerido por Silva e colaboradores (Silva et al., 2009), o peptideo
OcyC9 apresenta uma alta similaridade com as chamadas Omtoxinas isoladas da
peconha do escorpido O. madagascariensis; membros da subfamilia das k-KTx;
portanto, a sequéncia de aminoacidos do peptideo OcyC9 foi classificado como k-KTx
2.6. Atualmente, tem-se descritas 18 toxinas agrupadas em diferentes grupos levando
em conta sua similaridade na suas sequéncias, as quais tém sido identificadas tanto
por analise de transcritoma como de proteoma (Camargos et al., 2011; Chagot et al.,
2005; Jungo et al., 2012; Kuzmenkov et al., 2016; Ma et al., 2010; Schwartz et al.,
2008; Silva et al., 2009). Mesmo assim, foram realizadas as analises de similaridade
usando Blast e alinhamento usando Clustal 6mega versdo 2.1 para atualizar as
analises sobre a similaridade do peptideo OcyC9 com outras toxinas e, assim, tentar

estabelecer o possivel alvo molecular do mesmo.

Realizado o alinhamento verificou-se que o peptideo de estudo apresenta maior
similaridade com as Omtoxinas (Figura 6), principalmente OmTx1, OmTx2 e OmTx4
com 65,22 % (Figura 82).
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Toxina % (I)

OcyC FPPCVEVCVQHTGNVKECEAACGE 100
OcyC YDACVNACLEHHPNVRECEEACKNPVPE 45,83
OmTx1 DPCYEVCLQQHGNVKECEEACKHPVE 65,22
OmTx2 DPCYEVCLQQHGNVXECEEACKHPVEY 65.22
OmTx3 NDPCEEVCLQHTGNVKACEEAACQ 62,22
OmTx4 DPCYEVCLQQHGNVKECEEACKHP 65,22

Figura 61. Alinhamento do peptideo OcyC9. A figura ilustra a porcentagem de similaridade da toxina
OcyC9 com as Omtoxinas da subfamilia k-KTx. “*” residuos de aminoacidos idénticos,“:” residuos de

aminoacidos conservativos e, “.” residuos de aminoacidos semiconservativos.

A presenca de residuos de aminoacidos especificos nas sequéncias das
toxinas isoladas da peconha de escorpifes que favorecem sua interacdo com o canal
de K* tem sido amplamente descrita. Estudos sugerem a presenca da diade funcional
(Lys, Phe ou Tyr) como uma caracteristica importante para que a toxina consiga
interagir com os Ky, principalmente (Dauplais et al., 1997). Toxinas da subfamilia das
K-KTx como as Omtoxinas (OmTx1l, OmTx2 e OmTx4) (O. madagascarienses)
caracterizam-se por terem na sua estrutura a presenca da diade funcional (Y4 -K 22)
(Chagot et al., 2005).

Mesmo assim, alguns estudos tém mostrado que a presenca da diade funcional
nao é um pré-requisito para a ligacdo da toxina aos canais Kv (Martinez et al., 1998);
nesse caso, outros residuos podem atuar para formar "interacées"” com estes canais
(Batista et al., 2002; Mouhat et al., 2004; Xu et al., 2003). E o caso da k-KTx 2.5 de O.
cayaporum que nédo possui a diade funcional e, na concentracéo de 16 uM bloqueou
0s subtipos de canal Kv1.4 (20%) e Kv1.1 (50%) (Camargos et al., 2011). Toxinas de
moluscos marinhos do género Conus que apresentam como arranjo estrutural Csa/q,
possuem atividade blogueadora nos canais de K*, mesmo sem possuirem a diade
funcional (Mdller et al., 2005).
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Com base nos dados da literatura e no alinhamento aqui obtido, podemos inferir
que a toxina OcyC9 poderia induzir os mesmos efeitos biologicos que aqueles
induzidos pela toxina OmTx2, que sugere ter a capacidade de modular a liberacdo de
insulina das células B pancreaticas, além de bloquear alguns subtipos do canal Ky
(Chagot et al., 2005). OmTx 1, 2 e 3 foram avaliadas eletrofisiologicamente sobre 0s
canais Kv1.1, Kv1.2 e Kv1.3 expressos em od6citos de Xenopus laevis, com capacidade
de interagir e bloquear esses canais na concentracédo de 500 yM, destacando-se que,
nessa concentracdo, o bloqueio gerado pela OmTx2 (8% Kv1.1, 10 % Kv1.2 e 36%
Kvl.3) e OmTx 1 (17% Kv1.1, 12% Kv1.2 e 24% K,1.3) foi pequeno; enquanto que
OmTx3 gerou um bloqueio maior, principalmente no canal Kv1.3 (33 % Kvl1.1, 8 %
Kvl.2 e 70% Kv1.3) (Chagot et al., 2005). OcyC9 quem tem similaridade com as
OmTxs, poderia se supor que o0 peptideo de estudo possa ter também atividade
nesses subtipos de canal.

Os peptideos sintéticos OcyC9 nativo e seu analogo foram avaliados nas
células HEK expressando canais de potassio do tipo Kv1.3 mamifero, encontrando-se
que o peptideo OcyC9 a 500 uM bloqueia em 58,5% (Figura 23) e seu analogo
OcyC9MOD a 250 uM blogueia em 48,18 % (Figura 25) da corrente do ion potassio
no Kvl.3. Em termos de atividade bloqueadora, os resultados aqui obtidos séo
comparaveis com os resultados obtidos por Chagot e colaboradores em 2005 para a
toxina OmTx2 (Chagot et al., 2005). Porém, pode-se inferir que o peptideo OcyC9
gera um efeito bloqueador maior (58,5%) que o da toxina OmTx2 (36%) na mesma
concentracdo avaliada; o que poderia significar que a auséncia da diade funcional na
toxina OcyC9 nao é importante para interagir com os Ky, nesse caso Kv1.3. Como foi
observado por Camargos e colaboradores em 2011, com o peptideo k-KTx 2.5 do
escorpido O. cayaporum que ndo possui a diade funcional e na concentracdo de 16

MM bloqueia 50% as correntes no canal Kv1.1 (Camargos et al., 2011).

Mesmo assim, com 48,18% de bloqueio gerado pelo peptideo analogo OcyC9
MOD (diade funcional incluida) na concentragdo de 250 yM, poderia se inferir que a
presenca da diade funcional € importante ou ajuda de alguma forma ao
reconhecimento e a interacdo com o canal, devido a porcentagem de bloqueio gerado

com a metade da concentracdo usada com o peptideo nativo.
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E importante ressaltar que o peptideo analogo foi avaliado a 500 uM, mas n&o
foi possivel registrar o efeito devido a que no momento de colocar essa concentragao
no banho, imediatamente perdia-se a célula. Portanto, pode se inferir que o bloqueio
gerado no Kv1.3 pelos peptideos aqui avaliados, a presenga ou ndo da diade funcional
ndo é muito relevante para a interacdo com o canal ou, 0 mecanismo de interacédo

dessas toxinas com o canal pode ser outro.

Pensar em um mecanismo de interacao diferente, pode-se inferir pela possivel
alteracdo da cinética da ativacao do canal Kv1.3 na presenca dos peptideos OcyC9 e
OcyC9MOD, ja que é visivel uma alteracdo no padrao normal do traco da corrente
(Figuras 23 e 25). Segundo o parametro de analise TAU, pode-se observar que na
presenca da toxina ha um deslocamento do Tau comparado com os valores Tau
controle (Tabelas 2 e 3), o que poderia sugerir que as toxinas estariam modulando a
cinética do canal Kv1.3, possivelmente retardando a abertura do canal.

Esse comportamento modulador observado € caracteristico dos efeitos
induzidos pelas toxinas de aranhas, que sdo de natureza moduladora, ressaltando
gue principalmente as toxinas modificadoras do gating do canal tém sido isoladas das
peconhas de aranhas, quem alteram a estabilidade relativa dos estados fechados,
aberto ou inativados (Swartz, 2007). Toxinas de escorpidao que modificam o gating do
canal tém sido descritas para o canal de sodio; por exemplo, as a e 3 toxinas presentes
na peconha do escorpido Centruroides sculpturatus, as primeiras toxinas
modificadoras do gating descritas (Cahalan, 1975; Koppenhdofer and Schmidt, 1968a,
b; Wang and Strichartz, 1983); porém, toxinas do tipo inibidoras tém sido descritos

para os canais Kve Cav (French and Zamponi, 2005; Swartz, 2007).

Hanatoxin, peptideo isolado da pe¢onha da aranha Grammostola spatulata €,
até o momento, o exemplo melhor descrito de peptideo modificador do gating do canal
gue interage com o0 sensor da voltagem, originalmente descrito por induzir uma
inibicdo fraca nos Kvs e um bloqueio forte nos canais Kv2.1 e Kv4.2 (Swartz and
MacKinnon, 1995). Estudos de interacéo da toxina com o canal Kv2.1 mostraram que
a toxina interage com o dominio S1-S4, e inibe a abertura do canal, priorizando a

estabilizacdo do estado fechado. Ao contrario, foi observado no canal Shaker Ky, onde
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a toxina muda o shift da relacdo condutancia-voltagem para potenciais de membrana
mais negativos, fazendo com que a abertura do canal com a despolarizacdo da

membrana seja mais facil (Milescu et al., 2013).

Uma caracteristica intrigante da interacdo da hanatoxin com o canal Shaker Ky
€ a pronunciada fase lenta da abertura do canal que é observada na presenca da
toxina, o que pode ser comparavel com os efeitos induzidos no canal Kv1.3 na
presenca dos peptideos OcyC9 e OcyCIMOD (Figuras 23 e 25). No caso da hanatoxin
para esclarecer esse particular comportamento, analises especificas na cinética de
ativacao e inativagdo do canal foram realizadas, encontrando-se que ainda seja
perceptivel a leve abertura do canal, o efeito real esta na pronunciada fase lenta da
inativacdo do canal na presenca da hanatoxin (Milescu et al.,, 2013); permitindo
concluir que essa toxina interage com a alfa hélice S3b no dominio do sensor da
voltagem S1-S4 no canal Shaker Ky, priorizando a estabilidade do estado aberto do
canal (Milescu et al., 2013).

Pode-se pensar que a alteracdo da cinética de ativacdo do canal Kv1.3 na
presenca dos peptideos aqui avaliados poderiam ser comparaveis aos induzidos com
a hanatoxin no canal Shaker Ky (pronunciada fase lenta da abertura do canal);
portanto, 0 mecanismo de interacdo dos peptideos OcyC9, OcyC9 MOD e hanatoxin
poderiam ser similares. Mas para conferir essa premissa, seria necessario aprofundar
na avaliacdo das cinéticas de ativacdo e inativacdo do canal na presenca e auséncia
da toxina, usando protocolos eletrofisiolégicos especificos e acurados nesse sentido.
Desta forma, pode-se inferir simplesmente que a cinética do canal Kv1.3 na presenca

dos peptideos de estudo se vé drasticamente alterada.

Até o momento, ndo tem se reportado toxinas de escorpido com atividade
moduladora para os canais de potassio; portanto sugerir que os resultados aqui
encontrados correspondem a um novo mecanismo de interagdo é especulativo. Na
procura de possiveis respostas a esse inesperado comportamento das k-KTx que tem
sido classificada como bloqueadoras dos Ky, € importante analisar as caracteristicas

das membranas celulares das células de mamifero e dos oécitos de Xenopus laevis.
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Tem-se descrito que o uso de odécitos nos ensaios eletrofisiolégicos possuem
algumas desvantagens, como por exemplo que a maioria dos agentes farmacolégicos
avaliados nos canais ibnicos expressos nos 00citos sdo menos potentes, quando
comparados com os efeitos nos canais idnicos expressos nas células de mamifero,
ou nas células nativas; essa diferenca na poténcia dos farmacos é em decorréncia ao
grande numero de invaginagdes, células foliculares e a membrana vitelina que
circunda a superficie do odcito, que fazem com que as células de mamifero sejam

mais sensiveis (Goldin, 2006).

Portanto, pode-se analisar o fato de que concentracées na ordem de 500 uM
sobre células de mamifero € uma quantidade o suficientemente importante para
mudar a distribuicdo quimica ou fisica na membrana celular, que faca com que aquilo
que se observa como alteracdo na cinética da ativacdo do canal seja um reflexo de
alguma alteracao fisica na membrana, que nos odcitos de Xenopus laevis pelas
caracteristicas da sua membrana celular seja imperceptivel. No entanto, embora a
concentracdo absoluta do farmaco que € necessaria para o bloqueio do canal nos
odcitos € muito maior da concentracdo requerida nas células nativas, os efeitos do
farmaco (mecanismo de ac¢do) geralmente pode se comparar nos tecidos nativos
(Goldin, 2006).

Levando em consideracédo o sugerido anteriormente, é possivel que a alteracao
observada da cinética do canal se manteria ap6s lavagem da toxina; porém, observa-

se que ha uma recuperacao total da cinética normal do canal Kv1.3 (Figuras 23 e 25).

Os peptideos OcyC9 e OmTx2 sdo parte da familia de toxinas de escorpido
nomeadas k-KTx, essa familia de toxinas cuja atividade biolégica tem sido avaliada
sobre diversos canais de K*, caracteriza-se por ter um efeito bloqueador fraco; assim,
esses tipos de toxinas sdo conhecidas como inibidoras fracas de canais de K*
dependentes de voltagem (Kv) (Camargos et al., 2011; Chagot et al., 2005; Nirthanan
et al., 2005; Saucedo et al., 2012; Vandendriessche et al., 2012). Como por exemplo,
a toxina k-Hefutoxin 1 com Kd de 40 yM inibe os canais Kv1.2 e Kv1.3 (Srinivasan
Kellathur et al., 2002); mas ndo gerou atividade inibitéria nos canais Kv1.1, Kv1.4,
Kv1.5, Shaker IR, Kv2.1, Kv3.1, Kv4.2 e Kv11.1 (hERG) (Peigneur et al., 2013), e uma

117



vez que testada no canal Ky10.1 encontrou-se que a toxina gera um bloqueio total da
corrente a ICso 26 uM (Moreels et al., 2016). Baseados nesses resultados, sugere-se
gue esses tipos de canais possivelmente ndo sejam o alvo molecular principal deste

peptideo (Peigneur et al., 2013; Srinivasan Kellathur et al., 2002).

Até o momento, os efeitos bloqueadores induzidos pelas k-KTx foram avaliados
ou observados nos canais do tipo Ky, e as concentragfes usadas estdo na ordem de
MM, sugerindo que as k-KTX, incluindo a OcyC9, possam atuar em outros subtipos de
canais ibnicos. Nessa ordem de ideias, Camargos e colaboradores (2011), além de
avaliar a k-KTx 2.5 (OcyC8) isolada do escorpido O. cayaporum sobre diferentes
subtipos de canal de K* (rKv1.1, rKv1.2, hKv1.3, rKv1l.4,rKv1.5, rKv1.6, Shaker IR,
rkv2.1, rkv3.1, rkv4.2, rkv4.3, hERG) mostrando mais uma vez o fraco bloqueio das
K-KTx somente nos canais hKy1.1 e hKv1.4, também testaram a atividade da toxina
sobre os subtipos de canal de Na* (Navl1.2, Nav1.3, Nav1.4, Nav1.8 e DmNavl), ndo

observando qualquer efeito na concentracédo de 2,5 mM (Camargos et al., 2011).

Portanto, avaliar a atividade biol6gica sobre outras familias de canais e/ou
subtipos de canal de K* & necessario, e assim tentar definir seu possivel alvo
molecular. Nesse aspecto, uma vez verificado o efeito fraco dos peptideos no canal
Kv1.3, definir os outros tipos de canais ibnicos na caraterizacao eletrofisiologica dos
peptideos de estudo foi baseada em funcdo da capacidade do peptideo OmTx2 em
modular a secrecdo de insulina, sugerida por Chagot e colaboradores (2005);
assumindo que se a OcyC9 leva ao desenvolvimento dessa resposta biologica
também, entdo ela poderia interagir com 0s canais responsaveis pela atividade
elétrica na célula pancreatica. Portanto, visando realizar a caracterizacao
eletrofisiolégica do peptideo na procura do seu alvo molecular, a atividade biologica
aqui assumida foi um dos parametros de analises e da escolha dos canais i6nicos

avaliados.

O processo de liberacdo de insulina e a atividade elétrica nas células
pancreaticas sédo regulados principalmente pelo canal de potassio dependente de ATP
(Katp). Como consequéncia do metabolismo da glicose, a relagdo ATP/ADP aumenta,

0 que leva ao fechamento do canal Kate promovendo uma lenta despolarizacado do
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potencial de membrana, que também é dependente da atividade dos canais TRP
(Velasco et al., 2016). Uma vez que a despolarizacdo do potencial de membrana
comeca e atinge cerca de -40mV, os canais de sddio dependentes de voltagem (Nav)
sdo ativados, 0 que permite o aumento da entrada de Na* nas células e causa
despolarizacdo (Rorsman and Braun, 2013). A -20 mV, os canais de célcio
dependentes de voltagem (Cav) abrem, e o influxo de ions Ca*> aumenta a
concentracdo de calcio intracelular e, portanto, estimula a liberacdo de insulina por

exocitose (Félix-Martinez and Godinez-Fernandez, 2014; Velasco et al., 2016).

Finalmente, os canais de potassio dependentes de voltagem (Kv) e os canais
de potassio dependentes de calcio (KCa) repolarizam o potencial de membrana e, em
consequéncia, impedem a secrecao de insulina (Braun et al., 2008; Houamed et al.,
2010; Jacobson et al., 2010). Conhecendo previamente 0s canais idnicos envolvidos
na atividade bioldgica e a natureza dos peptideos de estudo (bloqueadores de canal
de K*), OcyC9, OcyCOMOD e OmTx2 foram avaliados sobre os canais Kv2.1,
BKCal.1, Kate (Kir 6.2/SUR 1), Cavl.2 e Cavl.3s

Tem sido sugerido que os canais Kvl representam 25% das correntes
retificadoras atrasadas das células B pancreaticas, enquanto que K2 representa 60%
(Herrington, 2007; Herrington et al., 2005; Herrington et al., 2006; MacDonald et al.,
2001) sendo considerado o tipo de canal mais proeminente nas células B do pancreas
(Jacobson and Philipson, 2007). Varios estudos identificam o canal Kv2.1 como o
principal contribuinte das correntes de K* dependentes de voltagem nas células 3
pancreaticas de roedores (Jacobson and Philipson, 2007; MacDonald et al., 2001;
MacDonald et al., 2002) e linhas celulares de insulinoma, regulando a excitabilidade
da célula, [Ca*?] it € a secrecdo de insulina (MacDonald et al., 2001; MacDonald et
al., 2002).

Foi, entdo, avaliada a atividade dos peptideos no canal Kv2.1, supondo que
estariam modulando a atividade bioldgica fazendo com que a interrup¢éo da liberacéo
de insulina fosse comprometida. OcyC9, OcyCOMOD e OmTx2 na concentracao de 1
UM néo geraram efeito sobre o canal Kv2.1 (Figuras 27, 29 e 31). Peptideos naturais
descritos com a capacidade de interagir como 0s subtipos da familia de canais de
potéssio do tipo shab (Kv2.1 e Ky2.2) foram isolados da peconha de aranhas (Mouhat
et al., 2008) ( http://kaliumdb.org/22-04-2019) e, até a data, tem se descrito somente
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um ligante peptidico de escorpido que interage com o canal K.2.1, a toxina
Anuroctoxin (a-Ktx) isolada da peconha do escorpido Anuroctonus phaiodactylus que
bloqueia significativamente a corrente do ion na concentracdo de 10 nM; porém, sua
especificidade é para o canal Kv1.3 nos linfocitos, desconhecendo-se 0 mecanismo

de acado da toxina no canal Kv2.1 (Bagdaany et al., 2005).

A cinética das correntes no canal BKCa nas células 3 pancreaticas sugere a
capacidade desses canais de modular a atividade elétrica, incluindo a forma e a
amplitude do potencial de acdo (Houamed et al., 2010; Jacobson et al., 2010). Os
canais do tipo BK (KCal.l) (grande condutancia) estdo presentes nas células B
pancreaticas e sdo ativados rapidamente quando a membrana € despolarizada; além
disso, esses canais sdo muito sensiveis ao aumento de [Ca*?] (Jacobson et al., 2007).
A importancia dos BKCa na liberacdo de insulina dependente de glicose foi evidente
quando o bloqueio desses canais aumentou a amplitude do potencial de acéo e

aumentou a liberacéo de insulina em 70% (Braun et al., 2008).

Toxinas de escorpido que interagem com os canais KCa em especial o subtipo
BKCa tém sido descritas, mas sédo poucas em comparagcdo com aquelas toxinas que
interagem com os Ky (http://kaliumdb.org/ 22-04-2019). Charybdotoxin (ChTx) do
escorpido Leiurus quinquestriatus e Iberiotoxin (IbTx) do escorpido Buthus tamulus,
foram as primeiras toxinas descritas e, frequentemente utilizadas como ferramentas

de estudo na farmacologia dos canais BKCa (Xu et al., 2004).

Existem toxinas como IbTx e Limbatoxin que blogueiam seletivamente os BKCa
(Schroeder et al., 2002), enquanto que outros blogueadores desse tipo de canal
também interagem com os Kv1.3 (Giangiacomo et al., 1993; Schroeder et al., 2002).
O peptideo BmBKTx1 do escorpido Buthus martensi Karsch é considerada a terceira
toxina de escorpido que bloqueia seletivamente os canais BKCa e nao bloqueia Kv1.3
(Xu et al., 2004); além da toxina Martentoxin que bloqueia 60% da corrente nesse
subtipo de canal (Ji et al., 2003).

No geral, € conhecido que os bloqueadores especificos que interagem com o

canal BKCa obstruem o poro do canal (Garcia et al., 1999; Ji et al., 2003),
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principalmente mediante a interacdo com a folha beta do extremo C-terminal da toxina
(Xu et al., 2004); identificando-se a importancia da presenca de alguns residuos de
aminoacidos na interagcdo como por exemplo S10, W14, R25, N30, M29, R34, K27 e
Y36 da toxina ChTx (Stampe et al., 1994).

OcyC9, OcyC9MOD e OmTx2 na concentracédo de 1 uM quando avaliados no
canal de potassio BKCa1.1 (a-subunidade) induziram uma pequena inibicdo da
corrente do ion, porém nao estatisticamente significante (Figuras 33, 35 e 37). Esses
resultados podem ser comparaveis com a k-KTx HeTx204 que apresentou efeito ndo
significante sobre os canais BKCa, SKCa e TRPV1 na mesma concentragdo aqui
usada. No entanto, € importante ressaltar que HeTx204 gerou aproximadamente 35%
de bloqueio no canal Kv1.3 na concentracéo de 1 pM (Chen et al., 2012b). Maurotoxin
isolada da peconha do escorpido Scorpio maurus € um potente inibidor do canal de
potadssio do tipo SKCa (condutancia intermediaria), mas quando avaliado na
concentracdo de 1 UM nos canais BKCa e IKCa, a toxina ndo produziu efeito algum
(Castle et al., 2003).

Portanto, poderia se pensar que os peptideos de estudo, se avaliados nos
outros tipos de canais de potassio dependentes de calcio, poderiam ter um efeito
diferente aquele aqui descrito. Tst26, isolada da peconha do escorpido Tityus
stigmurus (Papp et al., 2009) ,e LmKTx8, isolada da peconha do escorpido Lychas

mucronatus (Wu et al., 2007), n&do geram efeito no canal BKCa.

O canal BKCa pode ser formado unicamente pela subunidade a que pode estar
associada a quatro tipos diferentes de subunidade B (Knaus et al., 1994; Meera et al.,
2000; Uebele et al., 2000; Wallner et al., 1999). A subunidade a (Slo) esta formada
por segmentos transmembranicos (S0-S6), uma regido hidrofébica (S7-S8) e da
porcdo C-terminal formada pelos segmentos (S9-S10) (Wei et al., 1994). Também foi
caracterizada uma regido denominada “core” que contém o sensor da voltagem, o
poro e o sitio de interacdo com a subunidade 3 (Diaz et al., 1998; Meera et al., 1997,
Wallner et al., 1996).

A coexpresséao das subunidades 3 com a subunidade a do canal BKCa modifica
a cinética do canal, a sensibilidade ao ion calcio, o grau de sensibilidade e as
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propriedades farmacologicas das toxinas de escorpido (Brenner et al.,, 2000a;
Dworetzky et al., 1996; McManus et al., 1995; Meera et al., 1996; Meera et al., 2000,
2001). A toxina Slotoxin (a-KTx1.11), isolada da pe¢onha do escorpido Centruroides
noxius, blogueia especificamente os canais BKCa, produzindo 60% de bloqueio no
canal a-B1 (presente no musculo esquelético), enquanto que, no canal a-B4 (presente
nos neurdnios) o bloqueio foi menor (Garcia-Valdes et al., 2001). Resultados similares
tém sido observados para a toxina ChTX nos canais BKCa (Hanner et al., 1997,
Hanner et al., 1998) inferindo-se que a diversidade entre os canais BKCa sensiveis a
ChTX e os insensiveis a ChTX resulta da presenca das diferentes subunidades B (Ji
et al.,, 2003). Portanto, é possivel que o leve efeito (7%), mesmo que nao
estatisticamente significativo, na presenca dos peptideos OcyC9, OcyCO9MOD e
OmTx2 poderia ser diferente se testados no canal BKCa co-expressado com a

subunidade 3.

E amplamente conhecida e muito bem descrita a importancia do canal de
potassio dependente de ATP (Katp) nas células pancreaticas, acoplando o
metabolismo celular com a atividade elétrica da célula na secre¢éo da insulina (Braun
et al., 2008; Fridlyand et al., 2013; Velasco et al., 2016). Os canais Kartp existem em
diferentes conformacfes estruturais dependendo do tecido onde ele é expresso, a
conformacao Kir 6.2/SUR1 presente nas células 3 do pancreas foi aqui avaliada. Os
peptideos OcyC9, OcyCIMOD e OmTx2 na concentracéo de 1 UM ndo geraram efeito
no canal Kr6.2/SUR1 (Figuras 38,41,42,45,46 e 54). Esses resultados sao
comparaveis com o screening realizado por Ramu e colaboradores (2018), onde foram
testados 24 inibidores conhecidos para o canal de potassio isolados de varias
espécies de animais na concentracao de 1 pM, incluindo toxinas de escorpido como
por exemplo IbTx, Lg-2, MgTx, MTx etc. Somente o peptideo SpTx-1 isolado da
peconha Scolopendra polymorpha (Spider Pharm) inibiu o canal Katp com constante
de dissociagao de 15 nM e interagindo principalmente com a subunidade Kir 6.2 do
gue a subunidade SUR1 (Ramu et al., 2018).

Baseados na literatura até o momento, somente a toxina Lg2 (a-KTx) isolada
da peconha do escorpido Leiurus quinquestriatus tem a capacidade de inibir o canal

ROMK1 (Kate-Kir 1.1) expresso em odcito na concentracdo de 3,5 pM (Lu and
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MacKinnon, 1997), além de inibir os canais KCa e Ky (Escobar et al., 1993; Lucchesi
et al., 1989). Toxinas como Charybdotoxin, Iberiotoxin, Noxiustoxin, Margatoxin,
Magitoxin 1 e Agitoxin 2, na concentracao de 2,5 uM foram também avaliadas, mas

geraram um leve efeito no canal ROMK1 (Lu and MacKinnon, 1997).

0-Dendrotoxin, isolada da peconha da serpente Dendroaspis angusticeps, e o
peptideo Tertiapin, isolado da peconha da abelha Apis melifera, inibem o canal
ROMK1, sugerindo como mecanismo de acdo que a toxina se liga no poro do canal
(Imredy et al., 1998; Jin and Lu, 1998), embora ndo bloqueie completamente a
conducdo pelo poro no caso da &-Dendrotoxin (Imredy et al., 1998). Além disso,
peptideos como BDS-I, isolado da peconha da anémona Anemonia sulcata avaliada
no canal IRK1, ViTx, isolado da peconha do Conus virgo (Kauferstein et al., 2003) e
as toxinas DaE1l e DaE2 da serpente D. angusticeps (Tytgat et al., 2001) avaliadas

no canal Kir 2.1, ndo tiveram efeito.

O ion calcio foi originalmente proposto como principal mediador da secrecao
de insulina por Clausen e colaboradores em 1974 (Clausen et al., 1974). Diferentes
estudos tém mostrado que os niveis de célcio intracelular nas células pancreéticas
sdo mantidos pelo influxo do ion principalmente pelos Cav (Blaustein et al., 1991;
Blaustein and Lederer, 1999; Carafoli, 1988) e, o incremento da concentracdo do
calcio intracelular atua como 0 mensageiro intracelular mais importante na secrecao
da insulina (Ashcroft and Rorsman, 1989; Yang and Berggren, 2005, 2006). Canais
de calcio do tipo L tém sido os que foram melhor caraterizados nas células B
pancreaticas e que contribuem maioritariamente na totalidade da corrente do ion
(Hiriart et al., 2014; Kitaguchi et al., 2013) sendo que 60-80% da insulina liberada

podem ser atribuidos ao influxo de célcio via canal de calcio tipo L (Davalli et al., 1996).

Os canais Cavl.2 e Cav1.3 estdo presentes nas células B pancreéticas de rato,
camundongos e humanas; no entanto, o Cav1.3 € 0 mais expresso em ratos e humano
(lwashima et al., 1993; Kitaguchi et al., 2013), além de ser um subtipo de canal de
calcio importante na liberacéo de insulina (Hiriart and Aguilar-Bryan, 2008; Rorsman
et al., 2012a; Scholze et al., 2001).
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OcyC9, OcyCIMOD e OmTx2, quando avaliados nos subtipos Cavl1.2 e Cav1.3
na concentracéo de 1 pM, ndo geraram efeito (Figuras 53,55,59,611e 63).

OmTx2 (previamente descrito) e OcyC9 aqui avaliado geraram um bloqueio
significativo da corrente do ion K* no canal Kv1.3, assumindo a possibilidade que a
modulacdo da secrecdo da insulina fosse no sentido de favorecer a liberagédo do
horménio, € importante saber, se o canal de potassio Kv1.3 tem alguma relevancia na
atividade bioldgica sugerida. Tem sido sugerido que a inibicdo dos Ky na presenca dos
bloqueadores TEA e 4AP incrementam a frequéncia do potencial de acéo e a secre¢ao
de insulina, sugerindo a importancia desse tipo de canais na regulacédo do horménio

nas células secretoras (Atwater et al., 1979; Roe et al., 1996).

Diferentes revisdes na area que avaliam os canais envolvidos na atividade
elétrica nas células pancreaticas ndo destacam o canal de potassio do tipo Kv1.3 ser
importante para a secrecao de insulina (Hiriart et al., 2014; Velasco et al., 2016); Além
disso, Su e colaboradores no 2001 usando ferramentas farmacoldgicas,
eletrofisioldgicas e moleculares néo identificaram a presenca do canal Kv1.3 na linha
celular INS-1(Su et al., 2001), nem na linha celular BTC3 (Roe et al., 1996). Por tanto,
pode se dizer que nao existe evidencia cientifica relevante que permita inferir que os
efeitos induzidos pelos peptideos aqui avaliados no canal Kvl1.3 possam estar
relacionados com modular a secrecdo de insulina. Mesmo assim, para esclarecer se
os peptideos de estudo favorecem ou ndo a secrecao da insulina, sugere-se avaliar

in vitro o efeito dos peptideos na atividade biol6gica.
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VIl. CONCLUSOES

Determinou-se que o peptideo OcyC9 esta presente na peconha do escorpiao
O. cayaporum com uma massa molecular monoisotdpica experimental de [M + H]*=
2545,03 Da, 24 residuos de aminoacidos na totalidade da sua sequéncia, incluindo 2

pontes dissuleto e ndo € amidado.

Os peptideos OcyC9 e seu analogo (OcyCO9MOD) geraram um bloqueio na
corrente do ion K* no canal Kv1.3, mostrando mais uma vez o efeito bloqueador fraco

previamente descrito para as k-KTx.

Os peptideos OcyC9, OcyCIMOD e OmTx2 nao apresentam efeito nenhum
nos canais de potassio Ki2.1, BKCA 1.1 e Karp (Kir6.2/SUR1) canais idnicos

importantes na atividade elétrica nas células pancreaticas.

Os peptideos OcyC9, OcyCOMOD e OmTx2 ndo apresentam efeito nos canais de
calcio.
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VIIl. PERSPECTIVAS

Avaliar as cinéticas de ativacédo e inativacdo do canal Kv1.3 para determinar de
fato se as toxinas aqui avaliadas podem modular o gating do canal.

Sugere-se incrementar o tamanho amostral (n) experimental nos ensaios dos

peptideos em diferentes concentracdes as aqui avaliadas.

Avaliar o efeito dos peptideos in vitro nas células pancreéticas para conhecer

de fato sua capacidade em modular a secregéo de insulina.
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