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Resumo

Canais iônicos são proteínas transmembranares que possuem propriedades como o

movimento de abertura e fechamento mediado por sinais elétricos, químicos ou mecânicos, e

a condução de íons através da membrana. Os canais de potássio atuam na regulação da

excitabilidade celular e podem sofrer modulações em seus padrões de respostas na presença

de toxinas peptídicas provenientes de peçonhas de diversos animais, entre os quais os

artrópodes. As peçonhas de aranhas são amplamente estudadas devido à sua complexa

mistura de moléculas bioativas capazes de modular ou inibir canais iônicos, possuindo

atividade membranolítica, entre outras propriedades de alto interesse farmacológico.

Compostos de interesse farmacológico possuem estruturas que indicam atividade biológica,

tal qual o motivo estrutural ICK, caracterizado por uma sequência específica de cisteínas e

pontes dissulfeto. Ap6 tem 31 resíduos de aminoácidos que foi previamente encontrado na

peçonha de Acanthoscurria paulensis e que teve o efeito avaliado sobre os canais NaV 1.1,

NaV 1.5, NaV 1.7, CaV 1.2, CaV 2.1 e CaV 2.2 na concentração de 1 µM. Dentre esses

canais iônicos, Ap6 apresentou atividade somente nos canais CaV 2.1, levando à sua

classificação como uma ômega-toxina. Uma vez que a Ap6 apresenta similaridade de

sequência com outros peptídeos de aranhas Theraphosidae que apresentaram atividade em

canais de potássio e considerando que é comum para tais peptídeos apresentarem

promiscuidade quanto ao alvo molecular, o presente trabalho teve como objetivo aferir sua

capacidade de modulação ou bloqueio em canais KV 1.1, KV 1.2, KV 1.3 e KV 3.1. O

peptídeo Ap6 foi purificado a partir da peçonha da aranha Acanthoscurria paulensis por meio

de duas etapas de cromatografia líquida de fase reversa (RP-HPLC). Por espectrometria de

massa do tipo MALDI-ToF, foi possível confirmar o grau de pureza e a massa molecular

monoisotópica experimental de 3717,9 Da. A atividade sobre canais de K+ foi avaliada por

meio da técnica de patch-clamp no modo whole-cell. Foram utilizadas células HEK 293T

que expressavam canais KV 1.1 e KV 1.2 e células L292 expressando canais KV 1.3 e KV

3.1 e a Ap6 foi usada a uma concentração de 500 nM. Nas condições experimentais, Ap6 não

apresentou capacidade de modificar as correntes de potássio nos canais estudados. Apesar da

análise de similaridade de sequências e do arranjo estrutural no motivo ICK indicarem

possível atuação em canais de potássio e, portanto, uma possível classificação como

kappa-toxinas, a Ap6 não foi capaz de modificar a condutância dos canais KV 1.1, KV 1.2,

KV 1.3 e KV 3.1. Desta forma, sugere-se que mais testes sejam realizados, principalmente

em KV 2.1 e que a Ap6 siga sendo classificada, por hora, como uma omega-toxina.

3



Abstract

Ionic channels are transmembrane proteins that exhibit properties such as opening and

closing movements mediated by electrical, chemical, or mechanical signals, and the

conduction of ions across the membrane. Potassium channels play a role in the regulation of

cellular excitability and may undergo modulation in their response patterns in the presence of

peptidic toxins from the venom of various animals, including arthropods. Spider venoms are

extensively studied due to their complex mixture of bioactive molecules capable of

modulating or inhibiting ionic channels, possessing membranolytic activity among other

pharmacologically relevant properties. Pharmacologically interesting compounds have

structures indicating biological activity, such as the structural motif ICK, characterized by a

specific sequence of cysteines and disulfide bridges. Ap6 is a 31-amino acid residue peptide

previously found in the venom of Acanthoscurria paulensis and had its effect evaluated on

NaV 1.1, NaV 1.5, NaV 1.7, CaV 1.2, CaV 2.1, and CaV 2.2 channels at a concentration of 1

µM. Among these ionic channels, Ap6 showed activity only on CaV 2.1 channels, leading to

its classification as an omega-toxin. Since Ap6 exhibits sequence similarity with other

peptides from Theraphosidae spiders that have shown activity on potassium channels, and

considering that it is common for such peptides to exhibit molecular target promiscuity, this

study aimed to assess its modulation or blocking capability on KV 1.1, KV 1.2, KV 1.3, and

KV 3.1 channels. The Ap6 peptide was purified from the venom of Acanthoscurria paulensis

through two stages of reverse-phase liquid chromatography (RP-HPLC). MALDI-ToF mass

spectrometry confirmed the degree of purity and the experimental monoisotopic molecular

mass of 3717.9 Da. The activity on K+ channels was evaluated using the patch-clamp

technique in whole-cell mode. HEK 293T cells expressing KV 1.1 and KV 1.2 channels and

L292 cells expressing KV 1.3 and KV 3.1 channels were used, and Ap6 was applied at a

concentration of 500 nM. Under experimental conditions, Ap6 did not show the ability to

modify potassium currents in the studied channels. Despite the sequence similarity analysis

and structural arrangement in the ICK motif indicating possible activity on potassium

channels and, therefore, a possible classification as kappa-toxins, Ap6 was not able to modify

the conductance of KV 1.1, KV 1.2, KV 1.3, and KV 3.1 channels. Thus, it is suggested that

further tests be conducted, primarily on KV 2.1, and that Ap6 continues to be classified, for

now, as an omega-toxin.
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Introdução

Aranhas caranguejeiras

Pertencentes à infraordem Mygalomorphae e à família Theraphosidae, as

caranguejeiras são aranhas cujo comprimento podendo chegar até 25 cm (Haupt, 2005).

Apresentam glândulas produtoras de peçonha abaixo de seu prossoma e quelíceras capazes de

introduzir peçonha para predação ou como mecanismo de defesa (Escoubas e Rash, 2004). A

presença dessas quelíceras capazes de injetar peçonha é, provavelmente, um dos motivos que

fizeram com que a ordem Aranea se tornasse um dos grupos sucesso evolutivo (Coddington e

Levi, 1991).

Apesar de, em geral, não apresentarem periculosidade aos humanos, sua peçonha

possui capacidade de afetar processos fisiológicos em vertebrados e invertebrados em maior

ou menor grau (Abreu et al., 2017). Relatados na literatura, os efeitos da picada desse tipo de

aranha apontam dor local, edema, eritema e inchaço, sendo inofensiva aos humanos, com

exceção do gênero Atrax que pode causar sintomas de envenenamento grave (Lucas et al.,

1994; Estrada et al., 2007).

Segundo o World Spider Catalog, 51.982 espécies de aranhas foram catalogadas

(https://wsc.nmbe.ch/ acesso: 2024, Março 09), com apenas 1.334 toxinas descritas, sendo

607 de caranguejeiras (https://www.uniprot.org/uniprotkb?query=(database:ArachnoServer)

acesso: 2024, Março 09). Essa discrepância entre as espécies catalogadas e toxinas descritas

mostra ainda um amplo espaço de crescimento devido ao seu potencial biotecnológico,

principalmente por parte das áreas da toxicologia e farmacologia.

Acanthoscurria paulensis

Descritas no Brasil por Mello-Leitão em 1923 a partir de um macho encontrado em

Pirassununga, SP, a A. paulensis é uma aranha de cor marrom escuro, de grande porte e

amplamente distribuída nas regiões sul, sudeste e centro-oeste do Brasil. Não aparenta

possuir inimigos naturais e apresenta comportamento bem agressivo, predando a maioria de

espécies inquilinas de cupinzeiros como baratas do cerrado, grilos e outras aranhas, bem

como outras caranguejeiras de menor porte.

Fisicamente, as fêmeas apresentam maior comprimento da carapaça e dos pedipalpos

em relação aos machos, enquanto estes possuem pernas mais longas com esporões tibiais que

se prendem às quelíceras das fêmeas a fim de evitar ataques delas durante a cópula. Os ovos

ficam alojados em uma ooteca que fica protegida pela fêmea e a eclosão ocorre após 90 dias

dando origem de 800 a 2000 filhotes.
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Figura 1 - Espécime de Acanthoscurria paulensis. Fotos: Rodrigo Barbosa. Esquerda: Vista

Dorsal. Direita: Vista ventral.

Composição bioquímica das peçonhas

A peçonha de aranhas é considerada uma mistura complexa (Vassilevski et al., 2009)

e uma fonte de componentes farmacologicamente ativos (Nicholson, 2006), sendo que em

algumas espécies, pode apresentar mais de 1000 peptídeos diferentes (Escoubas et al., 2006)

e mais de 100 componentes de natureza química distinta (Vassilevski et al., 2009).

As diversas atividades biológicas são resultado de milhares de anos de evolução e

seleção de compostos (Windley et al., 2012), em que, de forma geral essas peçonhas são

constituídas por moléculas de baixa massa como aminoácidos livres, íons, acilpoliaminas,

ácidos orgânicos, nucleotídeos, nucleosídeos (Kuhn Nentwig et al., 2011) e peptídeos,

proteínas, enzimas e várias neurotoxinas contendo cisteína (Langenegger et al., 2019).

Acilpoliaminas

Caracterizam-se por ser componentes hidrofílicos que provocam paralisia rápida em

suas presas (Adams et al., 1989). São amplamente estudadas por apresentar atividade

biológica modulando dores crônicas e neuropáticas (Medeiros et al., 2023) e ação

antimicrobiana (Espinoza-Culupú et al., 2020). Estruturalmente falando, é um grupo de baixa

massa molecular, possui grupos aromáticos acil, um esqueleto de poliaminas (Kuhn-Nentwig
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et al., 2011), podendo apresentar ou não, um ou dois resíduos de aminoácidos que conectam o

anel aromático à cadeia poliamina (McCormick e Meinwald, 1993).

Figura 2 - Estrutura de uma acilpoliamina retirada da peçonha de aranha. Retirado de Palma,

2012

Essas moléculas, descritas primeiramente a partir de peçonha de aranhas da família

Theraphosidae (Aramaki et al., 1986), em geral, visam receptores ionotrópicos de glutamato

de insetos (Stromgaard et al., 2005) e canais de Ca²+, K+ (Kuhn-Nentwig et al., 2011).

Contudo, há casos também de bloquear receptores pós-sinápticos de glutamato em neurônios

centrais de mamíferos (Rash e Hodgson, 2002).

Estudos mais recentes apontaram uma acilpoliamina sintetizada a partir de uma

molécula da hemolinfa de Acanthoscurria gomesiana, a migalina. Ela atua no córtex

pré-frontal pré-límbico como moduladora da dor neuropática e de quadro de depressão

comórbida com efeitos antinociceptivos (Medeiros et al., 2023). Modula também o estado

cataléptico induzido pelo haloperidol, um antipsicótico utilizado no tratamento de

esquizofrenia a fim de reduzir os efeitos adversos causados (Santos, 2024).

Peptídeos citolíticos

Um dos principais compostos das peçonhas, os peptídeos lineares também são

descritos como peptídeos citolíticos, peptídeos catiônicos ou peptídeos antimicrobianos

(AMPs) da peçonha de aranha (Brogden et al., 2016; Kuhn-Nentwig et al., 2021). Possuem

atividade membranolítica devido à alta densidade de aminoácidos carregados positivamente,

como Arginina e Lisina (Corzo and Escoubas, 2003), formam α-hélices anfipáticas próximas

a bicamada lipídica e geram forte atração por fosfolipídios carregados negativamente que

desestabilizam a membrana promovendo a formação de poros. Variam de 10 a 30

aminoácidos de comprimento em que vários desses peptídeos de algumas espécies de aranhas

podem ser expressos por um único transcrito policistrônico (Lüddecke et al., 2023).

Até o momento, ainda não possuem função exata bem descrita (Kuhn-Nentwig et al.,

2021; Lüddecke et al., 2023), havendo apenas algumas sugestões quanto à função que essas
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moléculas possuem, como por exemplo, atuar como agentes espalhadores que facilitariam a

passagem de neurotoxinas através de barreiras celulares (Fernandes, 2010).

Peptídeos neuroativos

Outro grupo de compostos encontrados nas peçonhas são os peptídeos ricos em pontes

dissulfeto. Caracterizam-se por possuírem massa molecular entre 2650 e 14800 Da e pela

composição de resíduos de cisteínas ao longo de sua cadeia de aminoácidos (Norton e

Pallaghy, 1998). Até o momento, foram caracterizados três motivos estruturais em peptídeos

neuroativos, sendo eles o motivo ICK (Inhinitor cystine-knot), o motivo DDH (disulfide

direct β-hairpin) ou o motivo Kunitz-like (Vassilevski et al., 2009).

Figura 3 - Representação esquemática do motivo estrutural ICK mostrando em

vermelho as cisteínas e as pontes dissulfeto estabelecidas entre elas.

O primeiro motivo, ICK, consiste em uma estrutura de 3 folhas β estabilizada por 3

pontes dissulfeto entre as cisteínas C1-C4, C2-C5 e C3-C6, cuja disposição ao longo da

cadeia é CIX2-7-CIIX3-11-CIIIX0-7-CIVX1-17-CVX1-19-CV, onde Cn é a cisteína na estrutura primária
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e Xn são os resíduos de aminoácidos (Craik et al., 2001; Norton e Pallaghy, 1998; Vassilevski

et al., 2009). Quanto à estrutura espacial, forma-se um nó de cisteínas entre C1 - C4 e C2 -

C5, sendo transpassado pela C3 - C6. Dentro da estrutura ICK, a presença de três fragmentos

principais indicam fortemente a possibilidade de haver função neuroativa, chamado de PSM

(principal structural motif). Essa região é compreendida entre as cisteínas C1-C2-C3-C4, a

região que estaria ligada a atividade neurotóxica da molécula (Kozlov et al., 2005).

Seguindo para o próximo motivo, o DDH (disulfide direct β-hairpin) apresenta uma

sequência consensual CX5-19-CX2-[G ou P]-X2-CX6-19-C. Diferentemente do ICK, esse motivo

não apresenta um nó de cisteína e é caracterizado por um β-hairpin antiparalelo estabilizado

por duas pontes dissulfeto (C1 - C4 e C2 - C5) (Wang et al., 2000).

O último motivo, Kunitz, é caracterizado por um padrão na distribuição de cisteínas,

seguindo a formação C1 - C6, C2 - C4 e C3 - C5. Esse tipo de formação permite a presença de

uma folha-β antiparalela (Langenegger et al., 2019).

Esses peptídeos neuroativos possuem atividade mesmo que em concentrações

nanomolares, atuando em proteínas de membrana tanto de neurônios como de músculos por

meio da modulação dos canais iônicos de cálcio, sódio e potássio e também com receptores

químicos, mecânicos e térmicos. Sua modulação consiste em alterar, inibir ou ativar esses

canais e receptores de forma que perturbe o fluxo de íons, prejudicando assim, a passagem

dos impulsos ao longo do corpo celular (Herzig e King, 2013; Nentwig e Kuhn-Nentwig,

2013).

Nomenclatura para toxinas peptídicas

A fim de trazer maior padronização da toxinas peptídicas que eram descritas e evitar

confusões devido a uma nomenclatura genérica, King e colaboradores (2008) propuseram

uma nomenclatura padronizada para ser utilizada em toxinas peptídicas de todo grupo de

animais. A forma proposta para nomear toxinas ficou definida em três partes, a primeira seria

uma letra grega para descrever a atividade (o alvo molecular) da toxina, a segunda se trataria

da fonte biológica do peptídeo e a terceira a relação com as outras toxinas, utilizada para

distinguir toxinas semelhantes.
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Tabela 1 – Proposta de nomenclatura de toxinas de aranha baseadas na função

farmacológica. Adaptado de King et al., 2008

α (alfa) Receptor de acetilcolina

β (beta) Muda a dependência da voltagem da ativação do canal Na V

γ (gama) Tem como alvo canais de cátions não específicos de HCN

δ (delta) Atrasa a inativação de canais Na V ativados por voltagem

ɛ (épsilon) Tem como alvo os canais de cloreto Cl-

ζ (zeta) Tem como alvo canais cíclicos ativados por nucleotídeos

η (eta) Tem como alvo os canais de potássio retificadores internos (KIR)

θ (teta) Tem como alvo canais de potássio (K2P) de domínio de dois poros

ι (iota) Agonista do canal de sódio ativado por voltagem (NaV)

κ (kappa) Inibe os canais de potássio ativados por voltagem (KV)

λ (lambda) Inibe os canais de potássio ativados por cálcio (KCa)

μ (mu) Inibe os canais de sódio ativados por voltagem (NaV)

ν (nu) Tem como alvo o receptor de acetilcolina

ξ(xi) Tem como alvo o receptor de endotelina

ο (mícron) Tem como alvo o receptor de octopamina

π (pi) Tem como alvo canais iônicos com detecção de ácido (ASICs)

ρ (ró) Tem como alvo adrenoceptores

σ (sigma) Tem como alvo o receptor 5-HT

τ (tau) Tem como alvo o canal de potencial receptor transitório (TRP)

υ (upsilon) Tem como alvo o receptor de vasopressina/ocitocina

φ (fi) Tem como alvo o receptor de rianodina

χ (chi) Tem como alvo o transportador de noradrenalina

ψ (psi) Antagonista não competitivo do receptor de acetilcolina

ω (ômega) Inibe os canais de cálcio dependentes de voltagem (CaV)

Γ (gama) Tem como alvo o receptor de glutamato

Λ (Lambda) Tem como alvo o receptor GABA
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Ξ (Ômícron) Tem como alvo o receptor P2X

Σ (Sigma) Visa o canal CFTR

Ω (Ômega) Tem como alvo o receptor do fator de crescimento epidérmico

Δ (Delta) Atividade citolítica

U (Desconhecido) Atividade desconhecida

Canais iônicos e potencial de ação

Canais iônicos são proteínas transmembrânicas presentes em todas as células e são

responsáveis pela excitabilidade elétrica na membrana propiciando a passagem dos impulsos

nervosos em nervos, músculos e outros tecidos (Hille, 2001; Yu e Catterall, 2003; Yu, 2005).

Canais iônicos dependentes de voltagem apresentam seletividade para um tipo de íon,

contudo, não é exclusiva visto que íons menores conseguem passar pelo canal.

Estruturalmente, esses canais são tetrâmeros que formam um poro seletivo responsável pela

passagem do íon e apresentam uma região ao redor do poro que capta as variações de

voltagem na membrana, para gerar as mudanças conformacionais necessárias para sua

abertura permitindo o influxo ou efluxo de íons.

A movimentação desses íons dentro e fora da célula gera despolarizações e

repolarizações na membrana, essas inversões do potencial de membrana são conhecidas como

potencial de ação. A propagação dos sinais elétricos ao longo da membrana ocorre devido a

essa alternância de íons Na+, Ca2+ e K+. A variação de voltagem da membrana ativa canais

Nav forçando um fluxo de íons Na+ para dentro da célula gerando, assim, sua despolarização.

Logo após o processo de despolarização da membrana, canais de cálcio são ativados e geram

um influxo de de íons Ca2+, funcionando como um segundo mensageiro de resposta celulares.

Com o influxo desses íons, os canais de KV são ativados gerando uma saída de íons da célula

para repolarizar a membrana, contudo com carga negativa. O conjunto desses processos é

denominado potencial de ação e permite a liberação de neurotransmissores na fenda

sináptica, para que assim ocorra a modulação de canais iônicos dependentes de ligantes na

membrana pós sináptica, altere o potencial de membrana, ocasionando uma nova passagem

do impulso elétrico pelo neurônios.
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Canais de K+

O subgrupo de canais iônicos mais diversos é o de potássio, presente em todos os

organismos tais como eucariotos, archaea e eubacteria (Miller, 2000). Atua em papéis

essenciais como processos de sinalização celular na regulação de neurotransmissores,

frequência cardíaca, secreção de insulina, excitabilidade neuronal, transporte de eletrólitos

epiteliais, contração do músculo liso e regulação do volume central (Wickenden, 2002). De

forma conjunta aos canais de NaV, atuam na manutenção do potencial de membrana sendo a

base fisiológica da transmissão do sinal nervoso (Guyton e Hall, 2006).

A superfamília de canais de K+ conta com 5 grupos estruturais e funcionais. (1) Os

canais de K+ retificadores internos (Kir), têm sua função regulada por nucleotídeos, por ATP e

ADP, por fosforilação, por proteínas G e por fosfatidilinositol 4,5-bifosfato. (2) Os canais de

K+ com domínio de dois poros (K2P), possuem quatro segmentos transmembrana sendo

regulados por fatores como pH, temperatura e tensão da membrana celular. (3) Os canais de

K+ de condutância intermediária e pequena (IKCa e SKCa) ativados por cálcio são formados

por seis segmentos transmembrana e regulados pela presença de Ca2+ mediados pela

calmodulina. (4) Os canais de grande condutância ativados por Ca2+ (BKCa) são formados por

sete segmentos e ativados por mudança de potencial e por vários íons como cálcio, sódio ou

cloro. E (5) o último do grupo, os canais de K+ dependentes de voltagem (KV) (Kuzmenkov

et al., 2015).
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Figura 4 - Árvore filogenética dos canais de K+. Destacado em vermelho os canais

KV. Em preto apresenta-se os demais canais de K+ juntamente com as estruturas da

subunidade alfa. Imagem adaptada de Nikita Gamper e KeWei Wang - Pharmacology of

Potassium Channels, editora Springer, 2021

Canais KV

Os canais KV são proteínas transmembrânicas que permitem a passagem de íons K+

durante a despolarização do campo elétrico membranar (Hille B., 2001). Estruturalmente,

apresentam quatro subunidades α compostas por seis segmentos transmembrânicos (TM), S1

a S6, onde os segmentos S1-S4 formam o domínio sensor de voltagem (VSD). Os segmentos

S4-S5 formam um loop intracelular responsável pelo controle da abertura do domínio do poro

(PD), sendo este formado pelos segmentos S5-S6. Essa região abriga o filtro de seletividade

do canal, onde possui uma sequência de aminoácidos altamente conservada compreendida

pelos resíduos TVGYG (Long et al., 2005; Yellen, 2002).
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Figura 5 - Representação esquemática da subunidade α do canal KV. Domínios S1-S4

formadores do VSD, sendo o segmento S4 responsável pela detecção das variações de

potencial na membrana. Os “+” representam a densidade de cargas presente no segmento S4

caracterizado pela maior presença de aminoácidos carregados positivamente. Segmentos

S5-S6 formando o domínio do poro destacando no loop P em azul a região do filtro de

seletividade. Adaptada de Yu e Catterall, 2004.

O funcionamento do canal se inicia quando uma despolarização do campo elétrico na

membrana gera uma mudança conformacional no VSD. O VSD é uma região rica em

aminoácidos carregados positivamente e apresenta um motivo estrutural caracterizado pela

presença desses aminoácidos carregados separados por dois resíduos hidrofóbicos que

permitem a detecção das mudanças de polaridade (Long et al. 2005; Zhou et al. 2001a). Essa

mudança conformacional induz a abertura do canal gerando um gradiente eletroquímico de

íons K+ que é cessado logo após o início da repolarização quando o VSD retorna ao seu

estado de repouso e fecha o canal novamente. Após esse processo, o canal passa por um

estado hiperpolarizado onde só é possível ativá-lo novamente quando o canal retorna ao seu

estado polarizado (Kurata e Fedida, 2006).

A família de canais KV possui 40 membros distribuídos entre 12 subfamílias: KV 1

(Shaker); KV 2 (Shab); KV 3 (Shaw); KV 4 (Shal); KV 7 (KvLQT); KV 10 (EAG); KV 11

(hERG); KV 12 (ELK), e as subfamílias modulatórias “elétricamente silenciosas” KV 5, KV
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6, KV 8 e KV 9 (Finol-Urdaneta et al. 2020). A subfamília KV 1 Shaker, possui 8 membros e

são encontrados principalmente no sistema nervoso central (van der Wijst et al., 2010;

Adelman et al., 1995) contribuindo para a regulação do potencial de membrana (Imbrici et

al., 2006). Desempenham também papeis na homeostase e reabsorção de íons Mg2+ nos rins

(Glaudemans et al., 2009; San-Cristobal et al., 2014), e na resposta neuromuscular uma vez

que, foi observado que mutações nos canais KV 1.1 apresentaram casos de ataxia episódica

tipo 1 (Eunson et al., 2000).

Outra subfamília é o KV 2 Shab (Finol-Urdaneta et al. 2020), que possui dois

membros sendo expressos principalmente no cérebro, no pâncreas e no sistema

cardiovascular e tem como função já descrita a regulação do potencial de ação induzido pela

glicose nas células β pancreáticas modulando a secreção de insulina (Nina Li et al., 2013).

Canais de KV não são exclusivos de eucariotos, há casos de canais KV encontrados

em arqueias, mais especificamente da hipertermófila encontrada em uma fonte termal

oceânica no Japão, a Aeropyrum pernix. Esse canal, possui semelhanças no VSD comparadas

a família Kv 1, apontado por Ruta e colaboradores (2003) como intimamente relacionados.

Outra subfamília de canais KV são os canais hERG, os quais possuem três membros e podem

ser encontrados em células cardíacas mediando a ativação rápida da corrente retificadora de

potássio (Sanguinetti et al., 1995).

Toxinas peptídicas para canais KV

Vários compostos de distintas naturezas químicas são capazes de se ligar aos canais

de K+, como íons metálicos, compostos de baixa massa molecular, peptídeos da peçonha de

animais e anticorpos. Esses ligantes podem ser bloqueadores, obstruindo fisicamente a

entrada do canal, ou moduladores, em que ocorrem modificações na ativação do canal

(Li-Smerin e Swartz, 1998; Kuzmenkov et al., 2015). Até o momento, já foram descritas

1599 toxinas para canais de potássio, sendo 183 provenientes de aranhas

(https://kaliumdb.org/. acesso em: 11 de Março de 2024) que apresentaram atividade

biológica para os canais KV.

Peptídeos da peçonha de animais como cobras, anêmonas, escorpiões, caramujos e

aranhas possuem capacidade de modulação da atividade de canais de KV (Boldrini-França et

al., 2020; Abdel-Mottaleb et al., 2008; Herrington et al., 2006; Ciccone et al., 2019; S.

Imperial et al., 2006). No caso de toxinas de aranhas, é possível apontar algumas

características comuns na estrutura das moléculas, como a disposição das cisteínas C3-C4 em

que normalmente não há resíduos entre esses dois aminoácidos (Fig. 4).
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Figura 6 - Alinhamento de peptídeos da peçonha com atividade em canais KV de

diversas espécies de aranhas - Espaços (-) foram introduzidos para maximizar o

alinhamento. (*) resíduos idênticos na mesma coluna, (:) substituições conservativas, (.)

semi-conservativas. A direita o número de aminoácidos. Destaca-se em vermelho os resíduos

de cisteína C3-C4 aparecendo juntos.

Mais especificamente em toxinas para canais KV, regiões na sequência primária

indicaram alguns pontos em comum como o motivo estrutural chamado de patch hidrofóbico,

caracterizado pela presença de dois ou três resíduos de aminoácidos hidrofóbicos

consecutivos e por uma sequência de aminoácidos carregados, sendo esses responsáveis pela

ligação às membranas fosfolipídicas presentes na estrutura do canal (Yuan et al., 2007; Zeng

et al., 2007; Zhang et al., 2019;).

Entre as neurotoxinas peptídicas descritas com atividade para canais KV está a

hanatoxina da aranha Grammostola spatulata (Swartz e Mackinnon, 1995). Possui 35

resíduos de aminoácidos estabilizados por 3 pontes dissulfeto. Além de inibir canais de KV

2.1, ela também apresentou atividade em canais KV 4.2 e em canais de CaV 2.1 (Yingying e

Swartz, 1998).

Outra toxina para canais Kv é a SGTx1 da aranha Scodra griseipes, a qual possui 34

resíduos de aminoácidos (Marvin et al., 1999) e atua inibindo de forma reversível canais Kv

2.1. Essa toxina se liga às hélices do VSD mudando a ativação do canal para voltagens mais

despolarizadas. É também capaz de inibir canais NaV 1.1, NaV 1.4, NaV 1.5, NaV 1.6 e NaV

1.7 (Agwa et al., 2018).

As frixotoxinas (PaTx 1 e 2), isoladas da peçonha da aranha caranguejeira

Phrixotrichus auratus, bloqueiam correntes de KV 4.3 e KV 4.2 especificamente, as quais

alteram as propriedades de gating por meio de sua interação com o sensor de voltagem. Além

dessa interação, foi observado também o bloqueio de correntes cardíacas de potássio,

demonstrando sua importância no estudo das correntes cardíacas (Diochot et al., 1999).
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Estruturalmente falando, essas toxinas apresentam um motivo estrutural ICK e interagem

preferencialmente quando o canal se encontra fechado (Chagot et al., 2004).

A toxina ScTx1, isolada da aranha Stromatopelma calceata, por sua vez, apresentou

alta afinidade com os canais KV 2.1, KV 4.2 e com o heterodímero formado pelos canais KV

2.1/9.3. Além disso, a toxina aparenta estar envolvida na sensibilidade ao oxigênio nos

miócitos das artérias pulmonares (Escoubas et al., 2002a). Em um segundo momento,

descreveu-se também a atividade da HmTx 1 e 2, da aranha Heteroscodra maculata, como

um inibidor de corrente de potássio associado aos subtipos de canais KV 2, onde a toxina 1

também possui efeitos inibidores dos canais de KV 4, sendo que para o canal KV 4.1 foi o

primeiro peptídeo efetivo descrito para esse subtipo (Escoubas.et al., 2002b).

Potencial farmacológico da peçonha

A estimativa quanto à diversidade molecular presente na peçonha de aranhas é de até

12 milhões de compostos (Escoubas e Rash, 2004). Essas moléculas, tanto da peçonha quanto

da hemolinfa, apresentam alto potencial terapêutico e biotecnológico devido aos seus alvos

receptores, membranas celulares e enzimas (Pimenta e de Lima, 2005).

Além da prospecção de novos candidatos a medicamentos, as toxinas da peçonha

também foram utilizadas para elucidar a estrutura, função e farmacologia de receptores

celulares (Adams, 2004; Ushkaryov et al., 2004), receptores metabotrópicos (Guharay e

Sachs, 1984), canais iônicos (Doyle et al., 1998; Mackinnon et al., 1998), bem como no

desenvolvimento de bioinseticidas (Corzo e Escoubas, 2003; Fitches et al., 2004; Khan et al.,

2008; Tedford et al., 2004), drogas utilizadas para o tratamento de doenças

neurodegenerativas (Estrada et al., 2007; Mazzuca et al., 2007), disfunção erétil (Nunes et al.,

2008), doenças infecciosas (Budnik et al., 2004; Chung et al., 2002; Haeberli et al., 2000;

Kozlov et al., 2006; Silva Júnior et al., 2000; Yan e Adams, 1998) e arritmia cardíaca (Bode

et al., 2001).

Outra utilização das toxinas de aranha são os biopesticidas, uma vez que insetos são a

maioria das presas de aranhas e sua ação insetotóxica é uma proposta biotecnológica de alto

valor agregado no mercado de controle de pragas. A predação efetiva das aranhas se dá pelas

toxinas que possuem como alvo molecular canais iônicos de insetos em que observa-se a

ocorrência de proteínas ricas em cisteína, sendo o motivo estrutural mais comumente

formado o ICK (Windley et al., 2012).

Também já observado, as propriedades antimicrobianas das peçonhas possuem

características catiônicas e anfifílicas, conseguindo se associar à bicamada lipídica das
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células, podendo resultar em um desequilíbrio das cargas ou na própria lise celular (Villegas e

Corzo, 2005), em que tal efeito, pode ser observado em diversas bactérias tanto

Gram-positivas quanto Gram-negativas (Kozlov et al., 2006; Jung et al., 2006; Budnik et al.,

2003; Haeberli et al., 2000). A diferença da composição dos fosfolipídios entre procariotos e

eucariotos gera uma composição de cargas e hidrofobicidade fazendo com que a membrana

de procariotos seja a mais suscetível à ação dos peptídeos, uma vez que nos procariotos há

uma densidade de cargas negativas maior (Yeman e Yount, 2003).

Observa-se que a peçonha de aranha, independente da espécie, apresenta diversos

efeitos bioquímicos e neurológicos em vários animais tanto vertebrados ou invertebrados

(Beleboni et al., 2004; Gimenez, 2013) bem como uma vasta aplicação biotecnológica para o

desenvolvimento de fármacos ou agrotóxicos.

Estudos da caracterização da peçonha de Acanthoscurria paulensis

Os estudos relacionados à peçonha de A. paulensis do Laboratório de

Neurofarmacologia da Universidade de Brasília se iniciaram em 2012, utilizando de análise

proteômica que identificou a presença de 97 componentes distintos da peçonha com

componentes de massa molecular que variam entre 601,4 Da e 21.932,3 Da, em que, a maior

parte dos compostos possui entre 700 e 8.000 Da (Mourão et al., 2013b).

O primeiro peptídeo isolado foi denominado de Ap1a, que demonstrou atividade de

paralisia quando testado em lagartas Spodoptera frugiperda cuja dose efetiva foi de 13.0 ±

4.2 μg/g (Mourão et al., 2013a). Testada também em camundongos, por meio de injeções

intracranianas com dose de 30 μg em cada animal, a toxina Ap1a demonstrou atividade

tóxica onde foi possível observar o surgimento de mioclonias, hipermotilidade, saltos e

convulsões generalizadas. Já nas Drosophila melanogaster, mostrou uma redução na

frequência e amplitude das vias da fibra gigante (GF) até o músculo tergotrocânter (TTM)

(GF-TTM) e da fibra gigante (GF) até o músculo dorsal longitudinal (DLM) (GF-DLM),

sendo sugerida a Ap1a possuindo atividade na junção neuromuscular mediada pelos

receptores glutamatérgicos (Mourão, 2012), foi testada também em NaV 1.2, NaV 1.4, NaV

1.5, NaV 1.6 e no receptor de acetilcolina nAch, não apresentando resultado para nenhum

desses canais. Posteriormente deu-se prosseguimento com a caracterização da toxina Ap1a

testando em canais NaV 1.1, NaV 1.3 e NaV 1.7, onde apresentou uma atividade fraca com

inibição máxima de 30 % no canal NaV 1.7 (Garcia, 2018).
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Dando seguimento à caracterização dessa peçonha, foram então purificados mais 5

peptídeos, denominados como Ap2, Ap3, Ap4, Ap5 e Ap6, que foram testados em canais de

Na+ e Ca2+. As toxinas Ap2, Ap3 e Ap5 possuem alta identidade entre suas sequências

primárias e apresentaram atividade para o canal de CaV 2.1 a concentração de 1 μM. No caso

do peptídeo Ap3, foi observada uma fraca inibição dos canais de NaV 1.1, NaV 1.5 e NaV

1.7 com concentração a 1 μM. A toxina Ap6, foi caracterizada com uma omega-toxina,

apresentando atividade somente em canais de CaV 2.1 (Tibery, 2021), já a toxina Ap4, não

apresentou atividade em nenhum canal testado sugerindo então uma possível atividade em

canais de KV e canais de sódio de insetos (Tibery, 2020).

Tabela 2 - Comparativo das toxinas isoladas de Acanthoscurria paulensis entre os canais

testados e os canais que apresentaram atividade.

Toxina Isolada Testada em Atividade em

Ap1a NaV 1.1, NaV 1.2, NaV 1.3,
NaV 1.4, NaV 1.5, NaV 1.6,
NaV 1.7 e nAch

-

Ap2 NaV 1.1, NaV 1.5, NaV 1.7,
CaV 1.2, CaV 2.1 e CaV 2.2

CaV 2.1

Ap3 NaV 1.1, NaV 1.5, NaV 1.7,
CaV 1.2, CaV 2.1 e CaV 2.2

NaV 1.1, NaV 1.5, NaV 1.7
e CaV 2.1

Ap4 NaV 1.1, NaV 1.5, NaV 1.7,
CaV 1.2, CaV 2.1 e CaV 2.2

-

Ap5 NaV 1.1, NaV 1.5, NaV 1.7,
CaV 1.2, CaV 2.1 e CaV 2.2

CaV 2.1

Ap6 NaV 1.1, NaV 1.5, NaV 1.7,
CaV 1.2, CaV 2.1 e CaV 2.2

CaV 2.1
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Justificativa

Considerando o potencial biotecnológico das peçonhas de aranhas caranguejeiras vale

ressaltar a importância no estudo e caracterização dessas toxinas principalmente para a

produção de novos componentes farmacológicos. Uma vez que a maior parte das aranhas tem

sua peçonha pouco estudada, esse potencial farmacológico fica pouco explorado. Algumas

doenças são ocasionadas pelo mau funcionamento dos canais iônicos, como alguns tipos de

epilepsia, dores crônicas e paralisia periódica. Com o uso de toxinas capazes de modular

esses canais, pode-se encontrar novos tipos de tratamentos para essas condições.

Considerando os estudos anteriores de caracterização da peçonha de Acanthoscurria

paulensis, tem-se a Ap1a como o primeiro peptídeo estudado onde foi averiguado sua

atividade biológica em canais iônicos, atividade em camundongos e potencial bioinseticida.

Seguido de uma purificação de outros cinco peptídeos denominados Ap2, Ap3, Ap4, Ap5 e

Ap6 que também foram submetidos a testes eletrofisiológicos em canais NaV e CaV.

Este projeto visa dar continuidade ao trabalho anteriormente iniciado, a fim de buscar

por outros possíveis alvos farmacológicos do peptídeo Ap6, que até o momento só apresentou

atividade em canais de CaV 2.1. Com o sequenciamento realizado anteriormente por Tibery

(2020), foi identificado sequências de aminoácidos que sugerem o motivo estrutural ICK,

sendo esse motivo indicador de atividade biológica.

Alinhamentos realizados pelo Blastp indicaram outros 88 peptídeos, dos quais foram

restringidos àqueles com E value até e-05 e posteriormente selecionou-se 3 sequências que

apresentaram atividade moduladora ou inibitória nos canais do KV. Devido às similaridades

encontradas com o peptídeo Ap6 demonstrando atividade biológica e levando em

consideração a promiscuidade característica desses peptídeos de aranha, o projeto focou em

testar a capacidade moduladora do peptídeo em células expressando canais de KV.
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Objetivos

Objetivo geral

Caracterização da atividade da toxina Ap6 isolada da peçonha de Acanthoscurria

paulensis em canais de potássio voltagem dependentes.

Objetivos específicos

● Purificação do peptídeo Ap6 presente na peçonha da aranha

● Avaliação da ação do peptídeo Ap6 por meio de ensaios eletrofisiológicos nos

canais KV 1.1, KV 1.2, KV 1.3 e KV 3.1.

● Análise estrutura-função da Ap6 e dos peptídeos similares que apresentaram

atividade em canal KV.
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Metodologia

Extração da peçonha por eletroestimulação

A partir de espécimes de machos e fêmeas de Acanthoscurria paulensis

acondicionadas no Biotério do Instituto de Biologia da Universidade de Brasília sob licença

do IBAMA n° 19138-1 foi realizada a extração da peçonha por meio de um eletroestimulador

caseiro, ocorrendo extração a cada 30 dias. O aparelho foi posicionado na região basal das

quelíceras, estimulando os músculos para a expulsão da peçonha das glândulas e a

acondicionando em um tubo eppendorf de 1,5 mL. As amostras foram solubilizadas em água

Mili-Q e centrifugadas a 10.000 x g por 15 minutos para que as substâncias sedimentadas

pudessem ser removidas. Após esse processo, quantificou-se por espectrofotômetro com luz

UV a 280 nm (NanoVue® GE Healthcare) para proteínas totais, secou-se à vácuo (SpeedVac)

e armazenou-se a -20º C.

Cromatografia Líquida de Alta eficiência em Fase Reversa (RP-HPLC)

Fracionamento da Peçonha Bruta

Alíquotas contendo a peçonha bruta foram ressuspendidas em 0,12% (v/v) de ácido

trifluoracético (TFA) em água. A amostra foi, então, submetida à cromatografia líquida de

alta eficiência LC10A Shimadzu Co. (Kyoto, Japão), utilizando uma coluna semi-preparativa

C18 Phenomenex. O gradiente utilizado para eluição foi de uma solução aquosa de TFA 0,1%

(A) e uma solução de acetonitrila de TFA 0,1% (B) cujo fluxo era de 1,5 mL/min e detecção a

216 e 280 nm de absorbância. O gradiente se iniciou com 0% de B durante 10 minutos, após

esse tempo o gradiente aumentou à concentração de 0 a 60% em 1 hora, seguido de 60 a

100% em 10 minutos, sendo mantido a 100% em mais 10 minutos e finalizou-se equilibrando

a coluna novamente em solução A.
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Tabela 3 - Relação entre o tempo e o gradiente de acetonitrila na primeira etapa de

cromatografia

Tempo % de ACN

0 - 10 min 0%

10 - 60 min 0% - 60%

60 - 70 min 60% - 100%

70 - 80 min 100%

Purificação do peptídeo Ap6

O peptídeo Ap6 passou por mais uma etapa de cromatografia, onde foi utilizado uma

Coluna Phenomenex Kinetex C18 Core-shell cujo método se inicia com a concentração de

acetonitrila atingindo 20% aos 10 minutos. Após os 10 minutos, foi estabelecido um platô do

gradiente durante mais 10 minutos, e após essa etapa, o gradiente de 0,5% de acetonitrila se

iniciou atingindo 40% aos 60 minutos.

Tabela 4 - Relação entre o tempo e o gradiente de acetonitrila na segunda etapa de

cromatografia

Tempo % de ACN

0 - 20 min 0% - 20%

20 - 30 min 20%

30 min - 60 min 20% - 40%

Espectrometria de massa (MALDI TOF/TOF)

A fim de avaliar o grau de pureza da amostra bem como aferir a massa molecular

experimental, foi utilizado o espectrômetro de massas MALDI TOF/TOF Ultraflex III

(Bruker Daltonics, Alemanha). Solubilizou-se a amostra contendo o peptídeo Ap6 em água

Milli-Q e dissolveu-se em matriz saturada de ácido α-ciano-4-hidroxicinâmico

(acetonitrila/água/TFA 3%; 5:4:1) na razão de 2 µL da amostra para 2 µL de matriz,

depositadas em uma placa de aço inox Anchorchip (600 mm) e secada à temperatura
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ambiente. Com isso, realizou-se a análise em modo refletido para a avaliação da massa

monoisotópica utilizando o software FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics, Alemanha).

Busca por similaridades e modelagem 3D

A sequência primária da Ap6 foi submetida a uma busca por similaridade usando o

programa BlastP, disponível em https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Os alinhamentos

foram feitos utilizando o programa Clustal Omega disponível em

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ e os modelos 3D das toxinas foram gerados pelo

programa Swiss model disponível em https://swissmodel.expasy.org/.

Quantificação da Ap6 (Colorimetria BCA-Cobre)

A amostra pura foi quantificada por colorimetria, utilizando o kit para proteína BCA

Protein Assay Kit® (ThermoFischer) utilizando o protocolo enhanced. A amostra foi diluída

em água Milli-Q e misturada aos reagentes do kit na razão 1:1 e incubados a 60ºC por 30

minutos. A leitura foi feita a uma absorbância de 562 nm e quantificada por cálculo em curva

padrão calibrada com albumina bovina.

Cultura de células

Células L292 expresando canais iônicos KV 1.3 e KV 3.1 humanos e células HEK

293T (Human Embrionic Kidney SV-40 T-antigen) foram descongeladas do banho de

nitrogênio líquido, transferidos para um falcon de 15 mL sendo adicionado 3 mL de meio

DMEM. Após a transferência para o falcon, foi centrifugado por 8 min a 500G, o

sobrenadante aspirado e as células ressuspendidas com 6 mL de meio enriquecido, em que

para as células L292 (Fibroblasto de camundongo) foi utilizado meio contendo DMEM +

10% de soro fetal bovino + 1% de penicilina/estreptomicina e para as células HEK, foi

utilizado meio contendo DMEM + 10% de soro fetal bovino + 1% de

Antibiotic-Antimycotic® (Gibco), sendo então transferidas para as placas de cultura de célula

e incubadas em estufa com atmosfera umedecida com 5% de CO2 a 37ºC.
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Tabela 5 - Relação das porcentagens de cada componente para produção de meio para

crescimento de células HEK e L929

HEK 293T L929

DMEM DMEM

10% de SFB 10% de SFB

1% de Antibiotic-Antimycotic® (Gibco) 1% Penicilina/estreptomicina

Células HEK 293T foram incubadas em uma atmosfera umedecida contendo 5% de

CO2 a 37 ºC. Essas células foram cultivadas em placas de petri de 40x10 mm com

confluência de 70- 90% foram transfectadas utilizando Lipofectamine3000® (ThermoFischer

scientific) em meio Opti-MEM® (Gibco) com os plasmídeos de KV 1.1, KV 1.2 humano e

pEGFP-c1 (GFP).

Ensaios Eletrofisiológicos em canais de potássio dependentes de voltagem

As macrocorrentes dos canais de KV foram estimuladas e registradas por meio da

técnica de Patch Clamp, utilizando o amplificador HEKA EPC 10 na configuração Whole

Cell e o software PATCHMASTER (HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Germany). Os

experimentos foram realizados a temperatura ambiente (21 a 25ºC) cujas pipetas de vidro

borossilicato foram preparadas antes do uso por meio do equipamento Puller horizontal da

Sutter Instruments; EUA. Após o preenchimento com a solução interna, as resistências das

pipetas foram medidas e variaram entre 1,5 e 3,5 MΩ. Compensação da resistência em série e

cancelamento de correntes capacitivas foi mantida em aproximadamente 10 MΩ para todos

os experimentos, sendo compensada em pelo menos 60%. As correntes capacitivas foram

canceladas por meio de um protocolo online de estímulos p/4. Os parâmetros utilizados

foram: número de vazamentos = 4, atraso de vazamento = 10,0 ms e tamanho do vazamento

= 0,250. Um potencial de repouso de -100 mV foi aplicado para cancelar as correntes

capacitivas e de vazamento. A composição das soluções: Solução intracelular em mM: 50

KCl, 60 KF, 10 NaCl, 20 EGTA e 10 HEPES, pH 7,2. Solução extracelular em mM: 140

NaCl, 4 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 5 glicose e 10 HEPES.
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Tabela 6 - Composição das soluções intracelular e extracelular em mM.

Intracelular (mM) Extracelular (mM)

50 KCl 140 NaCl

60 KF 4 KCl

10 NaCl 2 CaCl2

20 EGTA 1 MgCl2

10 HEPES 5 glicose

10 HEPES

Para aquisição dos dados foram utilizados dois protocolos: Protocolo de voltagem

padrão: utilizado para evocar correntes de potássio mediadas pelos canais KV. Consiste em

uma série de despolarizações de 40 ms, variando de um potencial de manutenção de -80 mV

a +40 mV, a fim de maximizar a probabilidade de abertura do canal. No segundo protocolo,

as correntes de potássio dependentes de voltagem foram evocadas pela aplicação de pulsos de

despolarização a cada 25 segundos. O potencial inicial era de -80 mV, e em cada sweep, o

potencial era incrementado em 10 mV até atingir um potencial de +70 mV. Em seguida,

pulsos de repolarização foram aplicados até atingir -80 mV.

Figura 7 - Representação dos protocolos de patch clamp - (A) protocolo de

condicionamento de canais de potássio. (B) protocolo de estímulo de canais de potássio com

variação de voltagem.
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Eletrofisiologia – Análise de dados

Análise de dados – Ensaios em canais de potássio dependentes de voltagem

A condutância ao potássio (gK) foi calculada a partir das correntes obtidas na

primeira parte do protocolo utilizando a lei de Ohm,

gK = 𝐼𝐾
𝑉 − 𝑉𝑟𝑒𝑣

onde V representa o potencial de estímulo que ativará a corrente, IK a corrente do íon potássio

no dado potencial V, e VRev é o potencial de reversão do íon potássio calculado a partir das

soluções internas e externa com a equação de Nernst,

VRev =
𝑅𝑇
𝐹 𝑙𝑛 [𝐾]𝐸𝑥𝑡𝑒𝑟𝑛𝑎

[𝐾]𝐼𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑎

onde R é a constante dos gases ideais, T a temperatura em Kelvin, F é a constante de Faraday,

[K]Externa é a concentração do íon potássio no meio externo e [K]Interna é a concentração

do íon potássio no meio interno.

Os dados experimentais foram ajustados em uma equação simples de Boltzmann para

avaliar a probabilidade de abertura dos canais (pO),

g ou pO =
1

1 + 𝑒 {(𝑉−𝑉1/2)/𝑘}

onde V1/2 é a voltagem em que metade dos canais estão no estado aberto, k é slope de

voltagem. Os valores de ΔV1/2 serão estipulados pela diferença entre o ΔV1/2 na condição

controle menos ΔV1/2v na presença do composto avaliado.

As correntes obtidas da segunda parte do protocolo serão ajustados em equação

simples de Boltzmann para avaliação da inativação lenta ou Steady-State Inactivation (SSI)

SSI =
1

1 + 𝑒 {(𝑉−𝑉1/2)/𝑘}

A porcentagem de canais de potássio será estipulada pela a seguinte fórmula,

𝑃𝑜𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑔𝑒𝑚 𝑑𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑏𝑖çã𝑜 =  100 𝑥 𝐼𝑚𝑎𝑥𝑇𝑜𝑥𝑖𝑛𝑎
𝐼𝑚𝑎𝑥𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒( ) −  100

Os dados estatísticos foram feitos a partir dos software OriginPro 8 e GraphPad Prism 8

utilizando o Teste T não pareado para avaliar as diferenças entre as médias em que se

considerou significativas aquelas em que o valor de p < 0,05.
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Resultados

Purificação

A purificação do peptídeo Ap6 ocorreu em duas etapas de cromatografia resultando

em 48,22 μg do peptídeo. A primeira etapa que a peçonha bruta foi submetida foi um

fracionamento realizado com uma coluna semi preparativa C18 (Phenomenex) onde a fração

com o peptídeo de interesse eluiu com 43% de acetonitrila aos 53 minutos. Na segunda etapa

foi utilizado uma coluna analítica Phenomenex Kinetex C18 Core-shell, e o composto de

interesse eluiu aos 37 minutos a 26% de acetonitrila

Figura 8 - Cromatograma da peçonha bruta A. paulensis por RP-HPLC. O

fracionamento foi realizado por meio de uma coluna C18 semipreparativa C18 (Phenomenex)

com gradiente de acetonitrila conforme representado pela linha azul com um fluxo de

1,5mL/min e absorbância monitorada a 216 nm. É indicado com * a fração contendo a Ap6.

Após a segunda etapa, uma avaliação para aferir a pureza e a massa monoisotópica

experimental foi feita por MALDI TOF/TOF no modo refletido, onde foi constatada uma

massa monoisotópica experimental de 3717,9 Da que confere com a massa esperada a partir

da sequência encontrada por Tibery (2020).
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Figura 9 - Cromatograma da purificação do peptídeo Ap6. A purificação ocorreu

utilizando uma coluna Phenomenex Kinetex C18 Core-shell com gradiente de acetonitrila

conforme representado pela linha azul com um fluxo de 1,0mL/min e absorbância monitorada

a 216 nm. É indicado com * o pico do peptídeo Ap6. As barras \ / indicam a porção coletada.
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Figura 10 - Espectro de massas do peptídeo Ap6. A: Massa molecular média [M+H]2+ de

3718,49 Da do peptídeo Ap6 utilizando a técnica de espectrometria de massa (MS) no modo

refletido. B: Massa molecular monoisotópica de [M+2H]+ de 1859,2 Da utilizando a

espectrometria de massas no modo refletido, totalizando massa experimental de 3718,4 Da

Similaridades e modelagem 3D

A busca por similaridades utilizando o Blastp resultou em 3 toxinas provenientes de

aranhas caranguejeiras que possuíam atividade descrita em canais KV. Dentre as

similaridades encontradas destaca-se duas estruturas críticas que indicam atividade biológica

sendo elas o motivo estrutural ICK e um conjunto de aminoácidos hidrofóbicos chamado de

patch hidrofóbico. As toxinas selecionadas são, VsTx1, GxTx-1E e JzTx3.
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Figura 11 - Alinhamento dos peptídeos JxTx3 (P62520), GxTx-1E (P84835), Ap6 e

VsTx1 (P60980) - Espaços (-) foram introduzidos para maximizar o alinhamento. (*)

resíduos idênticos na mesma coluna, (:) substituições conservativas, (.) semi-conservativas. À

direita, o número de aminoácidos. Códigos dos peptídeos retirado do UniProtKB

Figura 12 - Alinhamento dos peptídeos Ap6 e VSTX1 - Espaços (-) foram introduzidos

para maximizar o alinhamento. (*) resíduos idênticos na mesma coluna, (:) substituições

conservativas, (.) semi-conservativas. À direita, o número de aminoácidos. Destacam-se

comparativamente as estruturas similares entre a Ap6 e a VSTX1. Em vermelho, o patch

hidrofóbico responsável pela interação do peptídeo com as estruturas lipídicas dos canais. A

barra em preto, mostra os resíduos de Arg e Trp relacionados com a ligação da toxina ao

VDS, sendo que na Ap6 há uma Gln no lugar da Arg.

Figura 13 - Alinhamento dos peptídeos GxTx-1E e Ap6 - Espaços (-) foram introduzidos

para maximizar o alinhamento. (*) resíduos idênticos na mesma coluna, (:) substituições

conservativas, (.) semi-conservativas. À direita, o número de aminoácidos. Destacam-se

comparativamente as estruturas similares entre a Ap6 e a GxTx-1E. Em vermelho, o patch

hidrofóbico responsável pela interação do peptídeo com as estruturas lipídicas dos canais.
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Figura 14 - Alinhamento dos peptídeos JzTx3 e Ap6 - Espaços (-) foram introduzidos para

maximizar o alinhamento. (*) resíduos idênticos na mesma coluna, (:) substituições

conservativas, (.) semi-conservativas. À direita, o número de aminoácidos. Destacam-se

comparativamente as estruturas similares entre a Ap6 e a JzTx3. Em vermelho, o patch

hidrofóbico responsável pela interação do peptídeo com as estruturas lipídicas dos canais.

Figura 15 - Modelos em 3D das toxinas Ap6, VSTX1, GXTX-1E e JZTX3. (A) Modelo

3D da Ap6. (B) Modelo 3D da VSTX1. (C) Modelo 3D da GXTX-1E. (D) Modelo 3D da

JZTX3. Modelagem realizadas pelo Swiss model destacando em amarelo os resíduos de

cisteína. Em pontilhado é mostrado as pontes dissulfeto entre as cisteínas.
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Eletrofisiologia

Ensaios eletrofisiológicos foram realizados nos canais de KV 1.1, KV 1.2, KV 1.3 e

KV 3.1 para avaliar a capacidade do peptídeo Ap6 de alterar a amplitude da corrente pelo

parâmetro de porcentagem de inibição, a probabilidade de abertura durante a ativação

(Δ1/2ativação). A quantidade de toxina purificada não era suficiente para utilizar concentrações

maiores, dessa forma definiu-se 500 nM para realização dos testes.

A Ap6 em concentração de 500 nM não apresentou atividade nos canais KV 1.1

sendo incapaz de promover sua inibição ou a alterar a cinética de ativação. A inibição

observada pelo peptídeo Ap6, foi de -4,200 ± 2,755% não sendo estatisticamente significante

(P<0.05) sendo o n amostral de 7 células (Fig. 16).

Figura 16 – Caracterização eletrofisiológica em canais KV 1.1 com o Peptídeo Ap6.

Efeito de 500 nM do peptídeo Ap6 sobre o canal KV 1.1. À esquerda, está representado o

registro normalizado da condutância nas condições de controle (Preto) e tratamento

(vermelho) com Ap6. À direita, o traço controle (em preto) na maior amplitude registrada e a

mesma condição (em vermelho) na presença da toxina Ap6.

Em canais KV 1.2, a toxina Ap6 a concentração de 500nM também não apresentou

atividade, sendo incapaz de promover sua inibição ou a alterar a cinética de ativação. A

inibição observada da Ap6 foi de -2,011 ± 4,618% também não sendo estatisticamente

significante (P<0.05) com um n amostral de 3 células (Fig. 17).
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Figura 17 – Caracterização eletrofisiológica em canais KV 1.2 com o Peptídeo Ap6.

Efeito de 500 nM do peptídeo Ap6 sobre o canal KV 1.2. À esquerda, está representado o

registro normalizado da condutância nas condições de controle (Preto) e tratamento

(vermelho) com Ap6. À direita, o traço controle (em preto) na maior amplitude registrada e a

mesma condição (em vermelho) na presença da toxina Ap6.

Testada também em canais de KV 1.3, a toxina Ap6 também não apresentou atividade

a uma concentração de 500nM, sendo incapaz de promover sua inibição ou a alterar a cinética

de ativação. A inibição apresentada pela Ap6 foi de -0,2339 ± 1,147% não sendo

estatisticamente significante (P<0.05) com n amostral de 5 células (Fig. 18).
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Figura 18 – Caracterização eletrofisiológica em canais KV 1.3 com o Peptídeo Ap6.

Efeito de 500 nM do peptídeo Ap6 sobre o canal KV 1.3. À esquerda, está representado o

registro normalizado da condutância nas condições de controle (Preto) e tratamento

(vermelho) com Ap6. À direita, o traço controle (em preto) na maior amplitude registrada e a

mesma condição (em vermelho) na presença da toxina Ap6.

Da mesma forma, a toxina Ap6 a uma concentração de 500nM não apresentou

atividade nos canais KV 3.1, sendo incapaz de promover sua inibição ou a alterar a cinética

de ativação. A inibição apresentada pela Ap6 foi de -3,461 ± 3,474% não sendo

estatisticamente significante (P<0.05) com n amostral de 6 células (Fig. 19).
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Figura 19 – Caracterização eletrofisiológica em canais KV 3.1 com o Peptídeo Ap6.

Efeito de 500 nM do peptídeo Ap6 sobre o canal KV 3.1. À esquerda, está representado o

registro normalizado da condutância nas condições de controle (Preto) e tratamento

(vermelho) com Ap6. À direita, o traço controle (em preto) na maior amplitude registrada e a

mesma condição (em vermelho) na presença da toxina Ap6.

Tabela 7 - Valores das médias da porcentagem de inibição (%) em canais KV.

Canal % inibição

KV 1.1 -4,200 ± 2,755

KV 1.2 -2,011 ± 4,618

KV 1.3 -0,2339 ± 1,147

KV 3.1 -3,461 ± 3,474
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Discussão

O foco dessa dissertação foi testar a capacidade do peptídeo Ap6 de modificar a

atividade de canais de K+ e dar continuidade ao trabalho iniciado de caracterização dos

peptídeos isolados de Acanthoscurria paulensis (Tibery, 2020). Realizado anteriormente,

estudos do peptídeo Ap6 determinaram sua massa experimental monoisotópica de 3.717,9 Da

e a sequência primária ACGNFMWKCSERLPCCQEYVCSPQWKWCQNP. Foi possível

então identificar em sua sequência, resíduos que caracterizam o motivo estrutural ICK, um

indicador de atividade biológica, sendo ele composto por uma distribuição específicas de

cisteínas ao longo da sequência primária bem como também as ligações dissulfeto

estabelecidas por essas cisteínas (Vassilevski et al., 2009; Norton e Pallaghy, 1998). Os testes

realizados previamente com a Ap6 em canais NaV e CaV, apresentaram atividade biológica

somente em CaV 2.1 na concentração de 1 μM.

No presente trabalho, os ensaios eletrofisiológicos realizados em KV 1.1, KV 1.2, KV

1.3 e KV 3.1 não demonstraram atividade da Ap6. Assim sendo, procurou-se explicar a falta

de atividade nesses canais por meio da comparação com sequências de outros peptídeos que

apresentavam algum grau de identidade com a Ap6. Uma busca por similaridades pelo Blastp

apontou 88 sequências das quais selecionou-se 56 cujo e-Value apresentava um valor até e-05

e, dessas sequências, apenas três possuíam atividade descrita em canais KV.

O primeiro peptídeo com maior grau de identidade com a Ap6 que possui atividade

em canais de KV foi a VSTX1 com 59,26% de identidade (Fig. 12). Esse peptídeo foi

extraído da aranha chilena Grammostola rosea, possui 34 resíduos de aminoácidos e massa

molecular teórica de 3.997 Da. Sua atividade foi caracterizada inicialmente por inibir canais

KV de uma arquea hipertermófila Aeropyrum pernix (KVAP) (Ruta et al., 2003), sendo esse

um canal estruturalmente semelhante aos canais da família Shaker. Posteriormente, também

foi observada capacidade de modulação em canais KV 11.1 e NaV 1.7 (Redaelli et al., 2010).

A VSTX1 inibe os canais devido a uma interação com resíduos pertencentes a uma cavidade

aquosa entre as alças S1-S2 e S3-S4 do VSD, em que uma região contendo resíduos

hidrofóbicos se liga a estruturas lipídicas formadas entre as hélices S2-S3 e S1-S4 (Lau et al.,

2016). Apesar da VsTx1 inibir um canal procariótico intimamente relacionado a família

Shaker, outros testes realizados mostraram que ela não apresentou atividade em canais KV

1.1 e KV 1.4. Além disso, também não apresentaram atividade em canais KV 11.2, KV 11.3,

NaV 1.1, NaV 1.2, NaV 1.3, Nav 1.4, NaV 1.5 e NaV 1.6.
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A partir de um estudo de ressonância magnética nuclear, Jung e colaboradores (2005),

puderam identificar as regiões mais críticas para gerar a modificação do canal KVAP. Uma

das regiões destacadas foi o chamado patch hidrofóbico, caracterizado por uma porção de

resíduos majoritariamente hidrofóbicos e, por resíduos de triptofano responsáveis pela

ligação do peptídeo as estruturas lipídicas. Lau e colaboradores (2016), também utilizando de

testes de ressonância magnética nuclear, apontaram que os resíduos de Arg24 e Trp25 se

ligam fortemente ao VSD. Nesse mesmo trabalho, mutações nos resíduos W7A, K8A e R24A

demonstraram ser essas as regiões responsáveis pela ligação uma vez que reduziram

significativamente a ligação ao VSD.

Assim como VSTX1, a Ap6 também apresenta em sua sequência os resíduos de

triptofano nas mesmas posições bem como a presença dos aminoácidos Trp7 e Lis8 o que

poderia indicar uma semelhança quanto ao tipo de ligação realizada sendo parte dela na

membrana lipídica e outra ligada no VSD. A Ap6 apresentou uma estrutura similar ao patch

hidrofóbico e no lugar do resíduo de Arg24, uma Gln24. Esses resíduos possuem

propriedades físico-químicas diferentes, enquanto a arginina pertence ao grupo dos

aminoácidos polares carregados positivamente, a glutamina é pertencente ao grupo dos

aminoácidos polares não carregados. Apesar de possuírem polaridade e consequentemente

serem ambos hidrofóbicos, talvez seja possível que a carga presente na arginina tenha um

fator de impacto quanto a afinidade de ligação ao VSD. Acredita-se que a arginina parece ser

crítica para a ligação com o VSD uma vez que sua mutação foi capaz de reduzir a afinidade

com a proteína. A análise realizada demonstrando as diferenças estruturais sobre as toxinas

levantam fatores que poderiam hipotetizar as razões de não apresentar comportamento

semelhante quando testadas em canais de potássio (Jung et al., 2005).

Figura 20 - Alinhamento do VSD dos canais KVAP e dos canais da família Shaker (KV

1) - Espaços (-) foram introduzidos para maximizar o alinhamento. (*) resíduos idênticos na

mesma coluna, (:) substituições conservativas, (.) semi-conservativas. À direita, o número de

aminoácidos. Destaca-se em vermelho as similaridades entre os VSDs.
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A segunda kappa-toxina de maior identidade com a Ap6 foi a GxTx-1E extraída da

aranha chinesa Chilobrachys guangxiensis possui 54,84% de identidade com a Ap6 (Fig. 13).

Caracteriza-se por apresentar 36 aminoácidos com massa teórica de 3.948 Da determinada

por MALDI ToF (Herrington et al., 2006). Essa toxina já foi previamente testada em diversos

canais sendo eles a maioria de potássio, não apresentando atividade nos canais KV 1.2, KV

1.3, KV 1.5, KV 3.2, CaV 1.2, CaV 2.2, NaV 1.5, NaV 1.7 e NaV 1.8.

Sua atividade, no entanto, foi observada primeiramente em canais KV 2.1 de células β

pancreáticas (Herrington et al., 2006). Até então, era hipotetizado que as correntes

responsáveis pelo prolongamento do potencial de ação regulador da secreção de insulina,

também chamada de correntes de K+ retificadoras retardadas (IDR), eram majoritariamente

formadas pela ação de canais KV 2.1 devido à suas propriedades biofísicas semelhantes

(Herrington et al., 2006). Ao aplicar a toxina, houve uma inibição de 98% ± 1% do canal KV

2.1, juntamente com a inibição de 90% da corrente IDR. Nesse estudo realizado por

Herrington e colaboradores (2006) foi sugerido a GxTx-1E como um possível tratamento

para diabetes do tipo 2 e sugeriu também os canais KV 2.1 sendo um componente da IDR nas

células β. Nesse mesmo estudo, a toxina também apresentou inibição dos canais KV 2.2 e

KV 4.3. Destaca-se que esses canais ainda não foram testados com a Ap6, se tornando uma

perspectiva futura de continuidade da caracterização da toxina.

Em 2011, Lee e colaboradores utilizaram RMN para melhor elucidar a estrutura da

toxina bem como apontar diferenças estruturais da GxTx-1E com outras toxinas com

atividade para canais K+. As regiões iniciais compreendendo os resíduos de Glu1 e Glu3,

foram sugeridas como áreas críticas para a ligação da toxina, uma vez que uma substituição

principalmente no resíduo Glu1 apresentou diferença quanto à afinidade da ligação ao canal.

Comparativamente, a Ap6 não apresenta esses resíduos ácidos na porção N terminal, o que

poderia apontar também como um possível motivo para a falta de interação da toxina com o

canal.

O terceiro peptídeo descrito como modulador de canal KV dessas sequências foi a

JzTx3. Também é um peptídeo isolado Chilobrachys guangxiensis, possui 53,57% de

identidade com a Ap6 e possui 3.919,4 Da, determinada por MALDI ToF (Fig. 14). Já

apresentou atividade de inibição em canais NaV 1.5 (Xiao et al., 2004) e KV 2.1 (Yuan et al.

2007), contudo, em KV 2.1 apresentou menor afinidade do que o peptídeo GxTx-1E (Lee et

al., 2010).
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Análises estruturais realizadas por Yuan e colaboradores (2007), apontaram

novamente a estrutura de adesivo hidrofóbico onde sugeriram essa característica como típica

para toxinas modificadoras de gating devido a essa estrutura se mostrar bem conservada entre

as toxinas peptídicas de potássio já descritas e, assim como a GXTX-1E, possui dois

aminoácidos de caráter ácido na sua porção N Terminal com a diferença da substituição de

um Asp1 no lugar do Glu1. Um ponto crítico apontado como um motivo para a baixa

afinidade da JzTx3 em comparação a uma outra toxina da mesma família, a JzTx1, foi a

ausência da Ala1 e da Asn19 que se mostram como aminoácidos altamente conservados entre

as toxinas para canal de KV 2.1. A toxina Ap6, no entanto, apresenta uma Ala1 e um Glu18

nas posições correspondentes e, apesar de possuir uma sequência de resíduos hidrofóbicos na

região do adesivo, ainda possui um quantidade menor de resíduos hidrofóbicos do que as

demais toxinas, podendo caracterizar uma menor afinidade para se ligar ao canal KV 2.1.

Um novo estudo (Liao et al., 2007) para avaliar a interação da JzTx3 utilizou de

ressonância magnética nuclear para melhor esclarecer os possíveis pontos críticos

relacionados à interação do peptídeo com o canal. Novamente, se destaca o adesivo

hidrofóbico como parte chave para a interação principalmente em canais de KV 2. Além

desse ponto, o resíduo K20 foi apontado como uma região conservada na maioria das

moléculas que atuam em canais KV 2, que na Ap6 não é encontrada, tendo uma Gln17 na

posição correspondente.

As quatro toxinas apresentadas possuem semelhanças entre si, como por exemplo,

todas possuem o motivo estrutural ICK e o patch hidrofóbico. Na comparação entre as

sequências pode-se observar algumas substituições. Uma primeira diferença a ser observada

entre as toxinas, é resíduo de Glu3 em JzTx3 e GxTx-1E e Glu1 na posição correspondente

da VsTx1 que, na Ap6 é substituído por uma Ala1, uma substituição crítica uma vez que

mutações nesse resíduo indicaram diferenças de afinidade no canal (Lee et al., 2011). Os

resíduos de Arg24 na VsTx1, que foram relacionados à ligação da toxina ao VSD, na toxina

GxTx-1E houve uma substituição por uma Lys, um aminoácido positivamente carregado

assim como o Arg, além do resíduo de Trp que aparece logo em sequência. Tanto a Ap6 e a

JzTx3 apresentam resíduos de Trp correspondente, contudo a Arg foi substituída por

aminoácidos polares tais como a Gln e a Tre. Como a JzTx3 apresentou menor afinidade com

o canal KV 2.1 se comparada à GxTx-1E, talvez essa substituição possa ter sido uma das

razões que levaram à redução da afinidade da toxina Ap6.

Algumas outras diferenças podem ser apontadas, por exemplo, a presença de uma

Tyr22 em JzTx3 e GxTx-1E e Tyr21 na posição correspondente na Ap6 enquanto na VsTx1
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se encontra uma Leu21, essa substituição provavelmente não traz muita diferença para a

atividade da toxina uma vez que as propriedades hidrofóbicas se mantêm, e nenhum dos

estudos realizados apontou essa região como crítica para a interação toxina-canal.

Comparando a estrutura 3D das toxinas (Fig. 15), pode-se perceber algumas

similaridades quanto às estruturas. Essa similaridade é provavelmente explicada pelo motivo

estrutural comum a todas as toxinas, o motivo ICK. Contudo, pode-se também notar

diferenças quanto ao tamanho das alças formadas entre os resíduos de cisteína,

principalmente da VsTx1. Contudo, levando em consideração sua afinidade com um canal de

K+ de procarioto, é compreensível que estruturalmente apresente a maior divergência entre as

outras três. Já a GxTx-1E e a JzTx3 são toxinas extraídas da mesma espécie de aranha, a

Chilobrachys guangxiensis, que inclusive possuem atividade em canais KV 2.1 divergindo

quanto a afinidade de ligação do canal.

Considerando não somente as sequências primárias das toxinas discutidas, a estrutura

das moléculas mostram possibilidades de atividade da Ap6 em canais de potássio,

principalmente do canal KV 2.1. Sendo esse um canal ainda não testado, pode-se incluí-lo em

perspectivas futuras para dar continuidade a caracterização da Ap6.

Um grupo de toxinas que tiveram atividade em canais KV 1 tinham o motivo

estrutural Kunitz. Uma superfamília de toxinas do tipo Kunitz das aranhas caranguejeiras

Ornithoctonus huwena e Ornithoctonus hainana passaram por testes eletrofisiológicos em

canais KV 1.1, KV 1.2 e KV 1.3, que apontaram atividade de bloqueio nos canais KV 1.1 de

78±7% (Yuan et al., 2008). Essas toxinas não apresentam similaridade com a Ap6,

principalmente por apresentarem um motivo estrutural diferente daquele proposto para a

toxina Ap6.

Perspectivas futuras

A análise de estrutura-função realizada entre as toxinas similares a Ap6 indica uma

possível atividade biológica em canais KV 2.1. Dessa forma, sugere-se que futuramente a

Ap6 seja testada nesses canais também. Além dos canais KV 2, sugere-se também a

continuidade em canais KV 4.
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