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Resumo

Aranhas sdo artropodes da ordem Aranae que possuem em suas peconhas uma grande
diversidade de compostos, como sais, 4cidos organicos, enzimas, proteinas e peptideos. Dentre
esses compostos 0s peptideos possuem grande interesse farmacoldgico devido a atividade
neurotoxica por meia da acdo em canais ibnicos dependentes de voltagem presentes no sistema
nervoso central, sistema nervoso periférico, musculo cardiaco e musculo esquelético. Da
peconha da aranha caranguejeira encontrada no territorio brasileiro Acanthoscurria paulensis,
foram descritos aproximadamente 100 componentes. Dentre esses componentes apenas uma
toxina peptidica Apla foi purificada e caracterizada quanto & sua atividade bioldgica. Neste
trabalho foram purificadas cinco novas toxinas peptidicas nomeadas como Ap2, Ap3, Ap4, Ap5
e Ap6 por RP-HPLC, sequenciadas por In-souce Decay e suas sequéncias completadas e
confirmadas pela analise no transcritoma da glandula de pegonha de A. paulensis. Os peptideos
Ap2, Ap3, Ap4, Ap5 e Ap6 possuem, respectivamente, com 42, 41, 35, 46 e 31 residuos de
aminoacidos, e, massas moleculares experimentais de 4886,3 Da, 4883,7 Da, 3870,76 Da,
5454,9 Da e 3717,9 Da, sendo que o peptideo Ap2, apresenta a serina do C-terminal amidada.
Buscas em bancos de dados publicos de sequéncias indicaram que peptideos Ap2, Ap3, Ap4,
Ap5 e Ap6 possuem similaridades com toxinas peptidicas que apresentam o motivo estrutural
conhecido como ICK (Inhibitory Cystine Knot) sendo possiveis moduladoras de canais idnicos.
Desta forma, as toxinas isoladas neste trabalho foram submetidas a ensaios eletrofisioldgicos
em canais de Na* (Nav) e de Ca?* (Cav) dependentes de voltagem. Dentre os canais Nav1.1,
Navl.5, Navl.7, Cavl.2, Cav2.1 e Cav2.2 testados, as toxinas Ap2, Ap3, Ap5 e Apb6,
apresentaram atividade, com inibicdo entre 10 e 30%, nos canais Cayv2.1. Estas quatro toxinas
séo, portanto, caracterizadas como as primeiras m-toxinas de aranhas caranguejeiras do género
Acanthoscurria com atividade em canais de célcio descritas. A toxina Ap3 inibiu em 6,6%,
4,2% e 12,05% os canais Nav1l.1, Navl.5 e Navl1.7 respectivamente. O presente trabalho
contribui para a ampliacdo do conhecimento a respeito dos componentes da pe¢onha de aranhas
no Brasil, assim como para a descri¢do de novos compostos bioativos que podem ser utilizados
como ferramentas farmacoldgicas para compreensdo do mecanismo de funcionamento de

canais ionicos e da interacdo com toxinas peptidicas.



Resumo em Inglés — Abstract

Spiders are arthropods from the Aranae order that have in their venoms a great diversity
of compounds, such as salts, organic acids, enzymes, proteins and peptides. Among these
compounds, peptides are of pharmacological interest due to their neurotoxic activity, acting on
voltage-dependent ion channels present in the central nervous system, peripheral nervous
system, cardiac muscle and skeletal muscle. In the venom of the spider Acanthoscurria
paulensis found in Brazilian territory, approximately 100 components were described, among
these components only the peptide toxin Apla was purified and had experiments to characterize
biological activity. In this present work, five new peptide toxins entitled as Ap2, Ap3, Ap4,
Ap5 and Ap6 were purified by RP-HPLC, sequenced by In-souce Decay and their sequences
completed and confirmed by analysis in the transcriptome of the venom gland. A. paulensis.
The Ap2, Ap3, Ap4, Ap5 and Ap6 peptides have, respectively, 42, 41, 35, 46 and 31 amino
acid residues, and experimental molecular masses of 4886.3, 4883.7, 3870.76, 5454.9 and
3717.9 Da, with the Ap2 peptide having the amidated C-terminal serine. Searching in sequence
databases indicated that Ap2, Ap3, Ap4, Ap5 and Ap6 peptides have similarities with peptide
toxins that present the structural motif known as ICK (Inhibitory Cystine Knot), which have the
possibility of modulating ion channels. The toxins isolated in the present work were submitted
to electrophysiological experiments in voltage-dependent Na+ (NaV) and Ca2+ (CaV)
channels. Among the channels NaV1.1, NaV1.5, NaV1.7, CaV1.2, CaV2.1 and CaV2.2 tested,
the toxins Ap2, Ap3, Ap5 and Ap6, showed inhibition activity between 10 and 30%, in CaV2.1
channel. These four toxins are, therefore, characterized as the first @-toxins of spiders of the
genus Acanthoscurria that have activity in calcium channels described. The Ap3 toxin inhibited
the channels NaV1.1, NaV1.5 and NaV1.7 by 6.6%, 4.2% and 12.05% respectively. With these
results, the present work contributes to the expansion of knowledge about the components of
the venom of spiders in Brazil, as well as to the description of new bioactive compounds that
can be used as pharmacological tools to understand the mechanism of functioning of ion
channels and interaction with peptide toxins.
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1 — Introducéo

Aranhas caranguejeiras — Generalidades

As aranhas sdo artropodes, filo que constitui aproximadamente 75-85% das espécies
conhecidas. Pertencem a ordem Aranae e habitam o ambiente terrestre h& mais de 300 milhGes
de anos, pela datacdo de fdsseis. Existindo atualmente catalogadas 48.424 espécies em 120
familias e 4154 géneros (Natural History Museum Bern, 2020). A familia das aranhas
Theraphosidae popularmente conhecidas como taréntulas ou caranguejeiras, possuem
atualmente 147 géneros descritos (Escoubas and Rash, 2004; Natural History Museum Bern,
2020; Rash and Hodgson, 2002). As aranhas possuem glandulas produtoras de pegonha
localizadas abaixo do segmento queliceral e queliceras capazes de injetar a peconha, sendo a
peconha utilizada tanto para predacéo de invertebrados e pequenos vertebrados, como protecao
contra vertebrados maiores (Escoubas and Rash, 2004).

Acanthoscurria paulensis

Dez espécies do género Acanthoscurria foram descritas no Brasil por Mello-Leitdo em
1923 (Mello-Leitdo, 1923). Dentre essas espécies foi catalogada a Acanthoscurria paulensis a
partir de um macho encontrado em Pirassununga no Estado de Sao Paulo. Vellard, em 1924,
descreveu a espécie Acanthoscurria atrox que posteriormente foi identificada como a mesma
espécie que A. paulensis por Lucas e colaboradores 2010 e foi mantido o nome dado por Mello-
Leitdo (Lucas et al., 2010).

Figura 1 - Espécime fémea de Acanthoscurria paulensis. Fotos: Diogo Tibery. Esquerda: Vista
Dorsal de exemplar de Acanthoscurria paulensis fémea. Direita: Vista ventral de exemplar de
Acanthoscurria paulensis fémea
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Composicado bioquimica da peconha de aranhas

Os componentes da pe¢onha de aranha sdo produzidos pelas glandulas secretoras, sendo
revestidas por uma camada de musculo que controla a liberagcdo de peconha e inervada por
pequenos axonios, sugerindo um controle nervoso sobre as células secretoras (Malli et al.,
2000). Sao descritos componentes de baixa massa molecular, peptideos, proteinas e enzimas
(Langenegger et al., 2019). Os componentes de baixa massa molecular caracterizados séo
aminoécidos livres, ions, acilpoliaminas, &cidos organicos, nucleotideos e nucleosideos (Kuhn-
Nentwig et al., 2011).

Acilpoliaminas

As acilpoliaminas sdo um grupo de compostos estruturados a partir de um grupo
aromatico acil e um esqueleto de poliaminas, podendo estar presente alguns aminoacidos em
seu esqueleto, com massas moleculares de 350 a 1000 Da (Kuhn-Nentwig et al., 2011;
Manzoli-Palma et al., 2006). As acilpoliaminas possuem como um dos alvos moleculares os
canais ionotropicos, atuando, por exemplo, em receptores de glutamato (GIuR) de insetos e de
mamiferos, despertando interesse como inseticidas, ou como farmacos (Mellor and Usherwood,
2004). A acilpoliamina AG489 da aranha Agelenopsis aperta apresentou atividade inibitoria no
receptor de capsaicina TRPV1, um canal catidnico ndo seletivo, mostrando o grande potencial
farmacoldgico desses compostos (Manzoli-Palma et al., 2006).

Peptideos Lineares
Os peptideos lineares da peconha de aranha ndo apresentam cisteinas em suas

sequéncias primarias, podendo apresentar a formacéo de o-hélices, e sdo classificados como

possiveis peptideos citoliticos ou antimicrobianos (AMPS), apresentando caracteristicas
cationicas (Kuhn-Nentwig, 2003; Langenegger et al., 2019). Tais toxinas possuem alta
densidade de aminoacidos com cadeias laterais carregadas positivamente, como Arginina e
Lisina (Corzo and Escoubas, 2003), que apresentam atracdo pelos grupos com carga negativa
presentes nos fosfolipidios de membranas celulares e promovem desestabilizacdo com

formacé&o de poros (Langenegger et al., 2019).
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Motivos estruturais de toxinas peptidicas de aranhas

Toxinas peptidicas ricas em cisteinas encontradas em pegonhas de aranhas
caranguejeiras formam ligagOes dissulfeto entre si, permitindo a formacgdo de estruturas
compactadas. Trés motivos estruturais compreendem tais toxinas peptidicas, 0 motivo ICK
(inhibitor cystine-knot), o motivo DDH (disulfide direct f-hairpin) e o motivo Kunitz-like
(Vassilevski et al., 2009).

O motivo de ICK ¢ caracterizado por uma folha beta de 3 fitas antiparalelas que sdo
estabilizados por 3 ligac6es dissulfeto (King et al., 2002). O motivo estrutural segue o0 consenso
da disposigdo dos residuos de cisteinas C*X3.7C*X3.6C3X05C*X14C°X4.13C®, onde C" é o
namero da cisteina na estrutura priméaria e X, € numero de residuos de aminoacidos entre as
cisteinas; ocorre um anel de cistina nas ligagdes C!-C* e C2-C® e que séo transpassados por uma
terceira cistina C3-C®formando um no entre as cistinas (Norton and Pallaghy, 1998; Pallaghy et
al., 1994). O “submotivo” PSM (Principal structural Motif) dentro do motivo ICK, restringe as
quatro primeiras cisteinas C'X3.7C*X3.6C*X0.5C*X1 como a regido responsavel pela possivel
atividade neurotdxica. Outro “submotivo” foi descrito para toxinas com 7 ou 8 cisteinas que
seguem o padrdo ICK nas 6 primeiras cisteinas mas apresentam cisteinas extras, tal motivo foi
escrito como ESM (Extra structural motif) e apresenta a adigdo de residuos de aminoécidos
ap6s a C® com mais duas cisteinas intercaladas por apenas um residuo de aminoécidos, seguindo
0 consenso C>X*13 C®X,C"X;C8 (Kozlov et al., 2005)

No motivo DDH, néo existe a formacdo do no de cistinas e ocorre a formagdo de uma

estrutura B-Hairpin estabilizada por duas ligacGes dissulfeto obrigatérias (C!-C* e C2-C°),

seguindo uma sequéncia consenso de CXs.19CX2-[G ou P]-X2CXes.10C. Acredita-se que 0
motivo DDH seja a estrutura que deu origem, na evolugdo molecular, ao motivo ICK (Wang et
al., 2000; Escoubas and Rash, 2004).

O motivo do tipo Kunitz apresenta a ligacéo das cisteinas no consenso C1-C6, C2-C5,
C3-C5, permitindo a formagdo de uma folha-3 antiparalela (Langenegger et al., 2019). Nas

aranhas caranguejeiras Ornithoctonus huwena e O. hainana foi descrita uma nova familia de
KTT (Kunitz type toxins) capaz de inibir serinoproteases e que apresenta atividade fraca em
canais de potassio Ky1.1 (Yuan et al., 2008).
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Eletrofisiologia — Histéria

O inicio da eletrofisiologia se da pelos estudos de Luige Galvani ,em 1771, ao supor
uma energia elétrica vital em formato de fluido, responsavel pela conducdo nervosa e a
contracdo muscular ao observar a contragdo muscular nas pernas de sapo apos contato de um
equipamento eletricamente carregado (Piccolino, 1998). Allesandro Volta, em 1800, produziu
a primeira bateria eletroquimica baseada em placas de zinco e cobre, sendo um passo essencial
para os futuros experimentos de Giovanni Aldini que utilizou a energia proveniente das baterias
para demonstrar a “reanimacao” do corpo de um assassino recém executado. Carlo Matteuci,
em 1840, apo6s a criagdo do galvanémetro em 1820 por Hans Oersted, utilizou o galvanémetro
para deteccdo de um fluxo de corrente elétrica em musculos intactos e, ao colocar pernas de ra
em série, a corrente detectada apresentava-se maior com a adicdo de mais pernas em série,
mostrando a origem de natureza biol6gica da corrente elétrica detectada (Piccolino and Wade,
2012).

A eletrofisiologia “moderna” se inicia em 1939 por Alan Hodgkin e Andrew Huxley
pelo primeiro registro de um potencial de a¢do da fibra de um axénio gigante de lula (Hodgkin
and Huxley, 1939). Entre 1947 e 1949, surgiu a ideia de controle da voltagem (Voltagem
Clamp) das membranas com o uso de dois eletrodos, sendo um para o controle da voltagem e
outro para o registro da variagdo de corrente. Dessa forma, permitiu o registro de correntes
ibnicas diretamente, sem a presenca dos problemas causados pelos outros métodos de registro,
sendo tal advento do trabalho de K. S. Cole, G. Marmont, A. Hodgkin e A. Huxley (Hille,
2001).

A. Hodgkin e A. Huxley , em 1952, ap6s diversos estudos com varia¢fes de condi¢es
das solucbes de registro descobriram que as correntes ionicas tinham como principais
componentes os ions Na* e K*, sendo esses dois componentes separados e descritos como
correntes de sodio e correntes de potassio. Ao analisar as cinéticas das correntes de sodio e
potassio foi proposto o modelo “m®h, n*” em que se supds que para um canal de potassio abrir
por uma variagdo de voltagem necessitaria de particulas carregadas “n”, sendo que n*
apresentaria a cinética ideal para o ajuste dentro dos dados experimentais, sendo a condutancia
do ion potéssio gk = Gkna €, para as correntes de sddio, foi proposto a presenca particulas m,
sendo m® o ajuste ideal para a ativacdo do canal e h a particula de inativagio, sendo a
condutancia do sodio gna=gnam?h. Descricdo de tal modelo na época impressiona, pois ndo
havia conhecimento sobre os sensores de voltagem do canal de sddio, que foi apenas descrito
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em 1980 por Beneski e Catterral, sendo 0 movimento de trés sensores associados diretamente
ao processo de ativacdo do canal e um sensor relacionado ao processo de inativacdo do canal
(Hodgkin and Huxley, 1952; Schwiening, 2012; Beneski and Catterall, 1980; Catterall, 2017).

Canais ibnicos e o Potencial de Acéo

Os canais ionicos dependentes de voltagem sdo proteinas transmembranicas que
apresentam seletividade maior para um ion especifico dos fluidos intracelulares ou
extracelulares. A estrutura basica de um canal i6nico dependente de voltagem consiste em
quatro dominios transmembranicos que se unem formando poro idnico seletivo e uma regido
ao redor do poro responsavel por captar as variagcBes de voltagem na membrana e produzir
alteracBes conformacionais para a abertura do poro idnico. Tal estrutura basica é conservada

com modificagdes especificas para cada um dos canais dependentes de voltagem existentes.

Os canais idnicos sdo responsaveis pela excitabilidade elétrica das células em
organismos, sendo os elementos excitaveis basicos na membrana celular dos nervos, masculos
e outros tecidos possibilitando a iniciagdo, propagacdo e transducdo do sinal elétrico (Hille,
2001; Yu and Catterall, 2003; Yu, 2005). Os canais de sddio dependentes de voltagem sdo
ativados com variacdo de milivolts na membrana que, ao atingir o limiar, permite o influxo
substancial de ions Na* para o interior da célula e promove a despolarizacdo da membrana. Ao
despolarizar a membrana, canais de potassio sdo ativados e permitem o efluxo de ions K* para
a repolarizacdo da membrana em valores negativos. Entre o processo de despolarizagdo total da
membrana e a repolarizagdo, ocorre a ativagdo dos canais de célcio, que apresentam limiar de
ativacdo entre os canais de sodio e potéassio, gerando o influxo do fon Ca®* que, além de
transmitir cargas positivas para dentro da célula, funciona como segundo mensageiro em
respostas celulares. Tal processo descrito € conhecido como potencial de agdo (Catterall et al.,
2017). O potencial de acdo foi o mecanismo selecionado pela evolugdo para a rapida
transmissdo de informacGes em formato de sinal elétrico a partir do sistema nervoso para
celulas, tecidos, musculos, com velocidade de transmissdo e amplitudes constantes em

condicoes fisioldgicas ideais (Raghavan et al., 2019).

15



Canais de Sodio (Nav)

Os canais de sddio dependentes de voltagem (Nay) sdo proteinas transmembranicas
formadas por duas subunidades (o/B), a subunidade o formadora de poro possui
aproximadamente 260 kDa e 2000 residuos de aminoacidos organizados em quatro dominios
homdlogos (DI-DIV), sendo que cada um dos dominios é formado por seis segmentos
transmembranicos (S1-S6) (Figura 2). Os dominios sdo bem conservados entre si, apresentando
a regido conhecida como sensor de voltagem localizada entre os segmentos transmembranicos

S1-S4 e a regido formadora de poro S5-S6.

Os segmentos transmembranicos S4 possuem residuos de Arg e Lys intercalados por
outros aminodcidos, caracterizando uma regido rica em residuos com cargas positivas
conhecidas como Gating charges (Ahern et al., 2016). A condutancia ao sodio pelo canal se
inicia pela despolarizagdo da membrana que altera o campo elétrico em que as Gating charges
dos residuos Arg e Lys estdo estabilizadas e promove assim o deslocamento dos segmentos
transmembranicos S4 para a porcdo extracelular e 0 movimento dos segmentos S4 entre
segmentos hidrofobicos em que estdo alocados promove a movimentacdo entre as algas de
ligacdo entre segmentos S4-S5 e afasta assim os segmentos S6, iniciando o influxo do ion Na*
(Yan et al., 2017; Clairfeuille et al., 2019; Ahern et al., 2016).

Os sensores de voltagem dos dominios DI, DIl e DIl se movimentam mais rapido que
0 sensor de voltagem do DIV e essa assincronia na movimentagao é uma caracteristica essencial
no processo de ativacgdo e inativagcdo do canal, uma vez que a movimentacdo do sensor de
voltagem do dominio 4 esté associada ao deslocamento de uma alca intracelular entre o DIl e
DIV que contém um motivo IFM (isoleucina, fenilalanina, metionina) que atua como uma
comporta de inativagdo do canal, interrompendo rapidamente a condutancia do Na" e
caracterizando o processo de inativacdo rapida, Unica dos canais Nav (Lacroix et al., 2013;
Goldschen-Ohm et al., 2013; Capes et al., 2013).
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Figura 2 - Representacdo esquematica do Canal de Sodio Dependente de Voltagem. Em
verde a representacdo da regido sensor de voltagem S1-S4. Em vermelho as alcas intracelulares
entre 0s segmentos S4-S5. Em Azul escuro representacdo dos segmentos formadores de poro
S5-S6 (Adaptado de W. A. Catterall and Swanson 2015).

O filtro de seletividade esta presente na parte superior do caminho de passagem para 0
ion, sendo formado por 4 cargas negativas oriundas de residuos de acido glutdmico na parte
mais extracelular no canal de bactéria NavAb, formando a estrutura chamada de HFS (High-
Field-Strength) altamente carregada, também conhecida como DEKA em canais de mamifero,
formada pelos residuos Asp373-Glu901-Lys1421-Alal713, sendo essa estrutura essencial para
a seletividade ao ion Na* (Payandeh et al., 2011; Catterall, 2017; Jiang et al., 2020).

Em humanos, sdo descritas atualmente 9 isoformas da subunidade a (Nav1.1-Nay1.9)
com particularidades quanto ao funcionamento e distribuicdo nos tecidos do sistema nervoso
central, sistema nervoso periférico, musculo esquelético e muasculo cardiaco (Alexander et al.,
2015; Kwong and Carr, 2015) (Tabelal).

17



Tabela 1 - Isoformas do Canais Nay humanos. SNC - Sistema Nervoso Central; SNP —
Sistema Nervoso Periférico

Isoforma Expressao Gene
Nayl.1 SNC, SNP SCN1A
Nayl.2 SNC, SNP SCN2A
Nayl.3 SNC, SNP SCN3A
Nayvl.4 Musculo Esquelético SCN4A
Nayl.5 Musculo Cardiaco SCN5A
Nayl.6 SNC, SNP SCN8A
Navl1.7 SNP SCNO9A
Nayvl.8 SNP SCN10A
Nayl.9 SNC SCN11A

Existem dois tipos de subunidades B no canal de sédio B1/B3 ¢ B2/p4, sendo que as
subunidades B1/B3 ndo sdo ligadas covalentemente a subunidade a, ja as subunidades [32/p4
apresentam ligag0es dissulfeto com a subunidade formadora de poro (Gilchrist et al., 2013). As
subunidades beta sdo capazes de modular o funcionamento da subunidade alfa aumentando a
amplitude das correntes, alterando a dependéncia de voltagem na ativacgdo e inativacdo do canal
(Bouza and Isom, 2018).

Os canais de sddio dependentes de voltagem em insetos sdo bastante semelhantes aos
canais de mamiferos, com pequenas modificacbes em sequéncia e sensibilidade aos
moduladores. Igualmente aos canais de mamifero, sdo constituidos de 4 dominios homologos
e cada dominio possui 0s seis segmentos transmembranicos, com a regido do sensor de
voltagem, a regido formadora de poro e a de inativacdo rapida pela presenca de um motivo
MFM, similar ao motivo IFM de mamiferos (Du et al., 2016). Ja foram caracterizados diversos
canais de insetos, como o BgNay da barata Blattella germanica, Vsscl da mosca doméstica e
o0s canais PaFPC1le Navpas da barata Periplaneta americana (Du et al., 2016; Shen et al., 2017)

Sitios de Ligacao nos Nav e as Toxinas ICK

Devido a sua grande funcdo como iniciador do potencial de acdo em diversos tecidos, o
canal de sddio é o alvo de diversas toxinas com sitios de ligacdo ao canal bem definidos (Cestéle
and Catterall, 2000; Catterall et al., 2007).
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S&o descritos 5 sitios de interacdo das neurotoxinas ao canal de sodio, o sitio de interagdo
1 é o poro ibnico, formado pelas alcas intracelulares S5-S6 dos quatro dominios, sendo esse 0
sitio de ligagdo das toxinas tetrodotoxina (TTX) e saxitoxina (STX), que ao ligarem ao canal
promovem bloqueio da corrente ibnica sem alteracdo na dependéncia da voltagem. O sitio de
interacdo 2 consiste no segmento S6 do dominio | pela porcéo intracelular, sendo o alvo
molecular toxinas lipossollveis e alcaloides, a ligacdo a esse sitio promove uma inibi¢do do
processo de inativacdo rapida do canal de sddio. O sitio de interagdo 3 é conhecido por ser a
regido de interacdo das toxinas a de escorpido, constituido da alca extracelular S3-S4 do
dominio 4, sua interagcdo por toxinas a de escorpido promove um atraso ou inibi¢do do processo
de inativagdo rapida, efeito similar ao da ligacdo pelo sitio 2, mas com interacdo extracelular.
O sitio de interacdo 4 é o sitio de atuacdo das toxinas B de escorpido, formado pelas algas
extracelulares do sensor de voltagem do dominio 11, a sua ligacdo por B-toxinas de escorpido
promove um aumento da excitabilidade do canal em voltagens proximas ao potencial de
repouso, alterando a dependéncia de voltagem do canal de sddio junto com a inibicdo da
amplitude de corrente. O sitio de interagdo 5 € composto pelo segmento S6 do dominio | e do
segmento S5 do dominio 4 pela regido intracelular, sua ligacdo por compostos lipofilicos
promove efeito parecido com o da ligacdo ao sitio 2, com inibi¢do da inativacdo rapida, mas
com o adicional de deslocamento da voltagem para ativagdo do canal para potenciais mais
negativos (Catterall et al., 2007; Cestéle and Catterall, 2000; Cestéle et al., 1998; Zilberberg et
al., 1997; Lukowski and Narayan, 2019).

Toxinas de aranha com o motivo ICK s&o descritas com a capacidade de interagir com
0s sitios 3 e/ou 4 dos canais de sodio, promovendo tanto a inibicdo do canal por aprisionar 0
sensor de voltagem do dominio Il no estado fechado, quanto o aumento da excitabilidade do
canal por manter o sensor de voltagem do dominio Il no estado ativado up e a inibicdo da
inativacdo répida por manter o sensor de voltagem do dominio 4 aprisionado na posi¢do down
(Dongol et al., 2019).

A superficie hidrofébica rodeada por residuos carregados formado pelo dobramento das
toxinas compactadas pelo motivo ICK é uma caracteristica essencial para a interacdo com
canais idnicos (Dongol et al., 2019). A presenca de residuos hidrofébicos e aromaticos entre as
cisteinas C1 e C2, entre C5 e C6 e na regido C-terminal, juntamente com os residuos com carga
positiva entre C5 e C6 e no C-terminal s@o essenciais para a complementariedade da toxina

(Dongol et al., 2019). Na interacdo da toxina ProTx-11 e o canal Nav1.7, o triptofano na posicéo

19



24 forma uma espécie de ancora hidrofobica com a cavidade hidrofobica entre os segmentos
S2 e S3 do canal formada pelos residuos A766-S2, L770-S2 e L812-S3 (Xu et al., 2019).

Na toxina HWTx-1V, a substitui¢do da tirosina por um aminoéacido mais hidrofébico,
triptofano, Y33W, aumentou a poténcia da toxina em Nav1.7 (Revell et al., 2013).

A carga geral do peptideo afeta a interagdo com os canais de sddio, tal efeito foi
mostrado com mutagdes na toxina HWTx-1V, apresentando uma reducdo de poténcia na inibicao
com a substituicdo de residuos carregados negativamente de &cido glutdmico para residuos

neutros, glicina, nas posicoes 1 e 4 (Revell et al., 2013).

Canais de Célcio (Cav)

Os canais Cav sdo proteinas de mdaltiplas subunidades, sendo compostas por uma
subunidade principal (al) e quatro subunidades auxiliares (a2, B, y € d). A subunidade al possui
uma massa molecular de 190kDa, formada por quatro dominios repetidos (I-1V), cada dominio
possui seis segmentos transmembranicos (S1-S6), sendo que entre os segmentos S5-S6 de cada
dominio existe um loop que é responsavel pela formagéo do poro idnico e o segmentos S1-S4
responsaveis pelos sensores de voltagem, seguindo 0 mesmo padrdo encontrado nos canais de
sodio dependentes de voltagem (Wu et al., 2015). As subunidades al sdo caracterizadas pelo
tipo de corrente produzida e pelas caracteristicas farmacoldgicaem L, P, Q, N, R e T, cada tipo
dessas correntes € produzida por uma isoforma por uma das dez subunidades al existentes ou

um grupo de isoforma a1 (Catterall, 2011; Catterall and Swanson, 2015).

As correntes do tipo L sdo produzidas pelos canais Cayvl e suas isoformas Cavl.l,
Cavl.2, Cavl.3 e CaV1.4, e sdo caracterizadas por apresentarem corrente duradoura quando
utilizado o ion bario como principal ion condutivel (Long Lasting) e serem sensiveis a
dihidropiriminas (Lipscombe, 2004). As correntes produzidas pelos canais Cav2 sdo conhecidas
como P-Q, N e R dependendo do subtipo.

O subtipo Cav2.1 produz corrente do tipo P nos canais com splicing alternativo
encontrado nas células de Purkinje e Q para o splicing alternativo encontrado no cerebelo.
Ambas sdo correntes que apresentam sensibilidade a toxinas de artropodes e moluscos do
género Conus (Richards et al., 2007). As correntes produzidas pelo subtipo Cav2.2 sdo
caracterizadas como N por sua distribuicdo em neurbnios do sistema nervoso central e

periférico, relacionado também com o processo de exocitose em terminais pré-sinapticos,

20



apresentando sensibilidade a uma grande diversidade de toxinas de artropodes (Catterall, 2011;
Liu et al., 2006; Dolphin, 2016). O subtipo Cayv2.3 é o canal responsavel pela corrente do tipo
R, tendo esse nome por sua caracteristica de resisténcia a compostos que inibem as correntes
dos outros representantes Cav2, sendo a toxina SNX-482 caracterizada como seu bloqueador
mais sensivel (Dolphin, 2016; Newcomb et al., 1998).

As correntes produzidas pelo subtipo Cav3.1, Cav3.2 e Cav3.3 sdo responsaveis pela
corrente do tipo T, devido a sua abertura transiente, rapida. Sdo os Unicos representantes do
grupo dos canais de célcio ativados por pequena variacdo de voltagem (Low Voltage Activated
— LVA) (Dolphin, 2016). Estdo distribuidos em diversos neur6nios e sua funcdo esta
relacionada com a capacidade de disparos repetitivos de potenciais de acdo e a atividade de
marca-passo (Catterall, 2011; Zhao et al., 2019).

Tabela 2 - Isoformas das subunidades a1 dos canais Cav

Isoforma Tipo de corrente Distribuicao Gene
Cavl.l L Fibras musculares CACNAI1S
Cavl.2 L Musculo Cardiaco CACNAI1C
Cavl.3 L Neural CACNA1D
Cavl.4 L Retina CACNA1LF
Cav2.1 P-Q Neural CACNALA
Cav2.2 N Neural CACNA1B
Cav2.3 R Neural CACNALE
Cav3.1 T Neural CACNAI1G
Cav3.2 T Neural, Cel. Marca passo CACNA1H
Cav3.3 T Neural CACNAL1lI

A subunidade B possui 55 kDa, formada por estrutura de a-hélice localizada na por¢éo
intracelular do canal (Wu et al., 2015). Sua associagdo a subunidade alfa promove deslocamento
na dependéncia de voltagem para valores mais negativos. Em associacdo ao canal Cav2.1
diminuiu o efeito da inibi¢do de corrente por estimulos em alta frequéncia além de proteger o
canal Cav2.2 de degradacdo proteossomal (Dolphin, 2003, 2016; Richards et al., 2007; Page et
al., 2016).
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A subunidade y ¢ uma glicoproteina associada com quatro segmentos transmembranicos
e possui massa molecular de 33 kDa. Tal subunidade so6 foi encontrada em associag¢éo ao canal
Cav1.1 em musculos esqueléticos (Wu et al., 2015; Logan and lii, 2003).

As subunidades a2 e d estdo presentes no mesmo gene, sendo a regido responsavel pela
subunidade & alocada no final 3’. Estas duas subunidades sdo ligadas por ligacdo dissulfeto,
muitas vezes sendo reconhecida apenas como subunidade 026 de 170 kDa (Wu et al., 2015). As
subunidades a2 estdo presentes apenas nos canais Cavl e Cav2. Sua atividade esta relacionada
com o0 aumento da densidade de canais na membrana celular por facilitar a apresentagdo da

proteina na membrana e modulacéo das cinéticas de ativacdo do canal (Dolphin, 2018).
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Figura 3 - llustracao Canal de Calcio Dependente de VVoltagem. Adaptado de Catterall, 2000

Durante o registro das correntes de calcio, algumas técnicas sao utilizadas para obtencéo
de registros com melhor qualidade e correntes mais estaveis. As correntes de calcio em canais
de célcio dependentes de voltagem apresentam, durante os registros, um fenémeno conhecido
como Rundown, que consiste na diminuigdo da amplitude da corrente. Esse efeito tem inicio
imediato ap6s o rompimento da membrana e diluicdo do citosol, que contém fatores que
regulam o canal de célcio (Zamponi and Ph, 2005). Diversas técnicas podem ser usadas para
minimizar esse efeito, desde o0 uso da técnica de Perforated Patch Clamp que leva a formacéo
de pequenos poros na regido de contato da pipeta de registro com a membrana celular (pelo uso
de antimicrobianos formadores de poro ex: Amfotericina B), promovendo menor dilui¢cdo do
contetdo intracelular, quanto a suplementacdo da solugdo interna de pipeta com ATP e
inibidores de protease tipo calpastatina (Zamponi and Ph, 2005; Springer, 2013).
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Nomenclatura para toxinas

Em 2008 King e colaboradores elaboraram uma nomenclatura racional para as toxinas

peptidicas baseados na sua propriedade farmacoldgica e a posicao taxondmica da espécie (King

et al., 2008). Foi utilizado um caractere grego para representacao da atividade farmacolégicas,

como, por exemplo, o para atividade em receptores de acetilcolina, B para moduladores da

ativacio de canais de Na* e o inibidores de canais de Ca®* (Tabela 3) (King et al., 2008).

Tabela 3 — Nomenclatura de toxinas baseadas na fun¢édo farmacologica. Adaptado de King

et al., 2008

Caractere Grego

Funcdo farmacologica

a(alpha)

B (Beta)

Y (gamma)
0 (Delta)

¢ (Episolon)
C (Zeta)

n (eta)

0 (Theta)

1 (Iota)

« (Kappa)

A (Lambda
1 (Mu)

v (Nu)

g (Xi)

o (Omicron)
n (P1)

p (Rho)

o (Sigma)

T (Tau)

v (Upsilon)
¢ (Phi)

% (Chi)

v (Psi)

o (Omega)
I' (Gamma)
A (Lambda)
o (Omicron)
Y (Sigma)
Q) (Omega)
A (Delta)

U (Unknown)

Receptores de acetilcolina

Altera Dependéncia de voltagem para ativagéo dos canais de Na+
Canais catidnicos ndo especificos HCN
Atrasa inativagdo dos canais de Na+
Canais de CI

Canais ciclicos ativados por nucleotideos
Canais de potéssio tipo KIR

Canais de Potassio tipo K2P

Agonista de canais de Na*

Bloqueadores de canais de Potassio Ky
Bloqueadores de canais de Potéassio Dependentes de Calcio Kca
Bloqueadores de canais de sodio Nav
Receptores de Acetilcolina

Receptores de Endotelina

Receptores de Octopamina

Canais sensiveis a &cidos ASICs
Adrenoreceptores

Receptores de 5-HT

Canais TRP

Receptores de vasopressina/Oxitocina
Receptores de Rianodina

Transportadores de Noradrenalina
Antagonista ndo-competitivos dos receptores de acetilcolina
Bloqueadores de canais de Ca2+
Receptores de Glutamato

Receptores de GABA

Receptores P2X

Canais CFTR

Receptor do Fator de Crescimento Epitelial
Atividade citol6tica

Atividade desconhecida
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Peconha de aranha e seus potenciais farmacoldgicos

As peconhas dos animais evoluiram por milhares de anos resultando na formacéo de
compostos para protecao e predagéo, sendo selecionados pela natureza e que apresentam grande
potencial farmacoldgico com alvos moleculares especificos (Pennington et al., 2018).

Compostos peptidicos com o motivo ICK vém sendo descritos na peconha de aranhas
caranguejeiras e apresentam atividades em diversos tipos de canais i0nicos dependentes de
voltagem. Um dos compostos mais bem conhecidos é a toxina PrTx-Il da aranha Thrixopelma
pruriens com atividade inibitoria em uma grande gama de canais Nay, com maior
especificidade ao canal Nay1.7 (IC50 = 0,3 nM) que esta diretamente relacionado ao processo
da dor (Middleton et al., 2002). A sensibilidade do canal Nav1.7 a toxinas de aranhas ndo esta
restrito a toxina ProTx-Il, outras toxinas como a Huwentoxin-IV de Selenocosmia huwena
possui  um ICso de 26 nM em Nayvl.7 (Xiao et al., 2008), p-theraphotoxin-Pn3a de
Pamphobeteus nigricolor com ICso de 0,9 nM (Deuis et al., 2017).

Toxinas isoladas de aranhas e seu potencial uso em doencas cardiovasculares é um tema
bem discutido, sendo os canais ibnicos com maior relevancia nesse estudo os canais Nav1.1,
Nav1.3, Navl.5, Kvl, Kv2, Kv4, Kvll, Kate e 0 canal sensivel a estiramento SAC (Lima,
2009). As toxinas PaTx1 e PaTx2 isoladas da aranha Paraphysa scrofa apresentam atividade
nos canais Kv4.2 e Kv4.3 que possuem alta expresséo no tecido cardiaco e modulam a duragédo
e o formato do potencial de acdo por suas correntes de potassio (Diochot et al., 1999). As toxinas
JZTX-1/Delta-theraphotoxin-Cgla e JZTX-Ill/Beta/kappa-theraphotoxin-Cgla isoladas da
aranha Chilobrachys guangxiensis apresentam atividade em diversos canais de Nay. Entretanto,
tais toxinas apresentam uma maior sensibilidade sobre o canal Nav1.5 que € o canal de sodio

majoritario nas células cardiacas (Xiao et al., 2004, 2005).

A utilizagdo de toxinas de aranhas como biopesticidas € uma proposta biotecnologica
como alto valor agregado no mercado de agrotdxicos para o controle de pragas (Windley et al.,
2012). Toxinas com alvo molecular para canais ibnicos de insetos sdo uma das estratégias
evolutivas utilizadas pelas aranhas para sua predacdo efetiva, com a ocorréncia de proteinas
ricas em cisteinas formando muitas delas o motivo ICK (Windley et al., 2012). A toxina x-
HXTX-Hv2a, da aranha Hadronyche versuta, € um dos exemplos de toxinas que convergiram
para atuacdo mais seletiva em canais de insetos, apresentando o motivo ICK, tal toxina atua nos
canais de célcio de insetos com uma preferéncia avaliada em 10.000 vezes em comparacao a

canais de céalcio em vertebrados (Wang et al., 2001). A toxina Apla, isolada da aranha
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Acanthoscurria paulensis, apresentou atividade de paralisia sobre larvas de Spodoptera
frugiperda, considerada uma das maiores pragas para a agricultura do milho no Brasil (Mouréo
etal., 2013a).

Estudos da caracterizagdo da pegonha de Acanthoscurria paulensis

No primeiro estudo com a pegonha da aranha Acanthoscurria paulensis em 2012, a
partir da separacdo cromatogréfica da pegonha bruta, foram identificados 97 distintos
componentes com massas moleculares entre 601,4 Da e 21.932,3 Da. Adicionalmente foi
também caracterizada a LDsg da peconha bruta em camundongos de 25,4 + 2,4 mg/g (Mouréo
et al., 2013b).

A primeira toxina isolada da peconha foi a toxina Apla, sendo o peptideo mais
abundante na peconha, com massa molecular monoisotdpica de 5457,79 Da. Ao ser testada em
lagartas Spodoptera frugiperda apresentou efeito dose-dependente de paralisia com uma DEso
de 13.0+4.2 ng/g (Mouréo et al., 2013a). Injecdes intra-craniais da toxina Apla apresentara
toxicidades em camundongos na dose de 30 ug por animal promovendo mioclonias,
hipermotilidade, saltos e convulsfes generalizadas. A partir do RNA total da gléandula de
peconha de Acanthoscurria paulensis foi construida uma biblioteca de cDNA(Mouréo et al.,
2013a). Experimentos no circuito de Fibra Gigante de Drosophila melanogaster indicaram
atividade sobre a juncdo neuromuscular, sugerindo possivel efeito sobre receptores
glutamatérgicos. Apla ndo apresentou atividade em canais de sddio Nav1.2, Nay1.4, Nayl.5,
Nav1.6 e no receptor de acetilcolina nAch (Mourdo et al.,, 2013a). Posteriormente, foi
caracterizada fraca atividade em canais de sodio Nav1.1, Nay1.3 e Nay1.7 com inibicdo maxima
de 30 % no canal Nav1.7 (Garcia, 2018).
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2 — Justificativa

Estudos de componentes que possam modificar a atividade de canais sdo de grande
interesse para 0s pesquisadores, tanto na descricdo de suas estruturas quanto seus alvos
farmacoldgicos. Na peconha das aranhas, diversos componentes sdo descritos com atividade
em canais ibnicos, mais especificamente os peptideos. Todavia da grande quantidade de aranhas
existentes, poucas tém sua peconha estudada e com isso diversos componentes potencialmente

Uteis para esses estudos farmacoldgicos ndo foram ainda descritos.

Da peconha da aranha Acanthoscurria paulensis foram identificados inicialmente 97
componentes com massas de entre 601,4 Da e 21.932,3Da. Desses componentes, apenas 0
peptideo Apla foi descrito quanto a sua atividade bioldgica em canais i6nicos, atividade em
camundongos e potencial bioinseticida.

O mal funcionamento de canais i0nicos dependentes de voltagem pode levar a doencas
conhecidas como canalopatias, sendo as mais conhecidas o distdrbio cardiaco intitulado
sindrome de Brugada, sindromes de paralisia, dores cronicas e alguns tipos de epilepsia. O uso
de moduladores de canais i0nicos dependentes de voltagem, que podem interferir no
funcionamento do canal e promover uma possivel reversao da condi¢do patoldgica é uma area

da pesquisa de grande interesse médico.

O estudo de toxinas da peconha de aranhas caranguejeiras é importante tanto para a
caracterizacdo dos componentes existentes na pegonha desse grupo de aranhas quanto para o
potencial biotecnologico da utilizagdo de suas toxinas como ferramentas farmacoldgicas para
estudo de seus alvos.
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3 — Objetivos
3.1 — Objetivo Geral

Caracterizacdo da atividade de toxinas isoladas da peconha da aranha caranguejeira

Acanthoscurria paulensis em canais idnicos dependentes de voltagem

3.2 — Objetivos Especificos
e Purificar os peptideos presentes na peconha da aranha Acanthoscurria paulensis
e Determinar as sequéncias primarias dos peptideos purificados
e Auvaliar acdo dos peptideos isolados por meio de ensaios eletrofisioldgicos nos
canais de Na* Nay1.1, Nay1.5, Nav1.7 e canais de Ca?* Cay1.2, Cav2.1 e Cay2.2
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4 - Metodologia

4.1 Extracao da Peconha por eletroestimulacéo

Espécimes adultos da aranha Acanthoscurria paulensis de ambos o0s sexos,
acondicionados vivos no Biotério do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia, foram
estimulados na regido basal das queliceras utilizando eletroestimulador caseiro e suas pegonhas
foram coletadas diretamente em tubos de polietileno tipo eppendorf de 1,5 ml. Amostras foram
solubilizadas em agua Mili-Q, centrifugadas a 10.000 x g por 15 minutos para a remocéao de
substancias que possam sedimentar, quantificadas por espectrofotdmetro com luz UV a 280 nm
(NanoVue® GE Healthcare) para proteinas totais, secas a vacuo (SpeedVac) e armazenadas a -
20°C. O processo de extracdo é realizado com um intervalo de 40 dias e os animais S&o

alimentados ap0s a extracdo com baratas Nauphoeta cinerea.

Os espécimes de Acanthoscurria paulensis foram coletados conforme a permisséo legal
24227-1 cedida pelo ICMBIio. Espécimes foram coletados na regido de cerrado préximo a

Universidade de Brasilia.

4.2 Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia em Fase Reversa (RP-HPLC)

4.2.1 Fracionamento da Peconha Bruta

Aliquotas de 5,0 mg de peconha bruta foram ressuspendidas em uma solugéo de 0,12 %
(v/v) de &cido trifluoracético (TFA) em agua. O material foi submetido ao sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia LC10A Shimadzu Co. (Kyoto, Japdo) em coluna
semipreparativa C18 Phenomenex. Para a eluicdo, utilizou-se gradiente binario de solugéo
aquosa de TFA 0,12% (A) e de solugédo de acetonitrila de TFA 0,1 % (B), com fluxo de 1,5
mL/min e deteccdo a 216 e 280 nm de absorbéncia. O gradiente iniciou-se com 0% de B por 10
minutos; seguido de 0 a 60 % de B em 60 minutos; 60 a 100 % de B em 10 minutos; e 100 %
de B mantidos pelos 10 minutos finais, para enté&o equilibrar a coluna novamente na solucdo A.
As fragdes cromatogréaficas foram manualmente coletadas, secas a vacuo e armazenadas a -20°

C até seu uso.

4.2.2 Purificacdo do peptideo Ap2

Ap0s a separacdo da fracdo contendo o peptideo Ap2 na cromatografia de peconha bruta
foi realizada uma segunda etapa de cromatografia utilizando coluna Phenomenex Kinetex F5
Core-shell. O método foi elaborado da seguinte forma: A partir da concentragdo de 15% ACN
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atingida aos 15 min de corrida, um gradiente de 0,375 % de ACN por minuto foi iniciado até

0s 50 minutos de corrida atingindo concentragcdo méaxima de 50 % de ACN.

4.2.3 Purificacdo do peptideo Ap3

A etapa final de purificacdo da fracdo contendo o peptideo Ap3 utilizou uma coluna
Phenomenex Kinetex F5 Core-shell aquecida a 45° C em um forno para coluna. O método
utilizado foi construido da seguinte forma: A partir de uma concentragdo de 10 % de ACN
estabelecida aos 10 minutos, foi iniciado um gradiente de 0,33 % de ACN por minuto até os 70
minutos de corrida atingindo a concentragéo final de 30% de ACN.

4.2.4 Purificacdo do peptideo Ap4

A fracdo contendo o peptideo Ap4 foi purificada utilizando coluna Phenomenex Kinetex
F5 Core-shell. As garrafas contendo as solugdes de HPLC foram resfriadas a 4° C por banho
frio e as solucbes foram preparadas utilizando uma concentracéo de 1 % de TFA. O método foi
construido da seguinte forma: A partir de uma concentracdo de 10 % de ACN estabelecida aos
10 minutos, foi iniciado gradiente de 0,33 % de ACN por minuto até os 70 minutos de corrida
atingindo a concentracdo final de 30 % de ACN.

4.2.5 Purificacdo do peptideo Ap5

A etapa final de purificacdo da fragdo contendo o peptideo Ap3 utilizou coluna
Phenomenex Kinetex F5 Core-shell aquecida a 45°C em forno para coluna. O método utilizado
foi construido da seguinte forma: A partir de uma concentracdo de 15% de ACN estabelecida
aos 10 minutos, foi iniciado um gradiente de 0,33 % de ACN por minuto até os 70 minutos de
corrida atingindo a concentracéo final de 35 % de ACN.

4.2.6 Purificacdo do peptideo Ap6

O peptideo Ap6 apos a separacao de sua fragdo na cromatografia de peconha bruta foi
submetido a apenas uma etapa adicional de purificacdo utilizando Coluna Phenomenex Kinetex
C18 Core-shell. O método foi construido da seguinte forma: A partir de uma concentracao de
20% acetonitrila estabelecido aos 10 minutos, iniciou-se um gradiente de 0,5% ACN por minuto

até os 50 minutos de corrida atingindo a concentracéo final de 40% ACN.
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4.3 Espectrometria de massa (MALDI TOF/TOF)

Para a avaliacdo do grau de pureza dos peptideos de interesse e aferéncia da massa
experimental utilizou-se espectrometria de massas em sistema MALDI TOF/TOF Ultraflex 111
(Bruker Daltonics, Alemanha). Os peptideos foram solubilizados em agua Milli-Q e dissolvidos
em matriz saturada de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (acetonitrila/agua/TFA 3 %; 5:4:1) em
uma razdo de 2 puL de amostra para 2 pL de matriz, depositadas em uma placa de aco inox
Anchorchip (600 mm) e secas a temperatura ambiente. As anélises foram realizadas em modo
linear para avaliagdo da massa média e no modo refletido para avaliagdo das massas

monoisotdpicas utilizando o software FlexAnalysis 3.3 (Bruker Daltonics, Alemanha)

4.4 Quantificacdo dos peptideos (Colorimetria BCA-Cobre)

Os peptideos puros foram quantificados utilizando o kit para proteina BCA Protein
Assay Kit® (ThermoFischer) utilizando o protocolo enhanced. Os peptideos foram diluidos em
agua Milli-Q, misturados com os reagentes do kit na razdo 1:1 e incubados a 60° C por 30
minutos. O produto da reacédo foi lido na absorbancia de 562 nm e quantificado por calculo em

curva padréo calibrada com albumina bovina.

4.5 Sequenciamento (In-source Decay — MALDI TOF-TOF)

O sequenciamento parcial foi realizado em um sistema MALDI TOF-TOF Ultraflex I11
(Bruker Daltonics, Alemanha) com o método de In-source Decay (ISD). Amostras dos
peptideos foram solubilizados em agua Milli-Q em uma concentracdo de 1 pg/ul e dissolvidos
em uma matriz redutora saturada de 1,5-diaminonaptaleno em uma razdo de 1,5 pL de amostra

para 1,5 puL de matriz.

4.6 Busca por similaridade
As sequéncias completas obtidas foram submetidas a buscas por similaridade usando o
programa BlastP, disponivel online em https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Os

alinhamentos de sequéncias foram realizados pelo programa Clustal Omega disponivel online

em https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/.
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4.7: Cultura de células

4.7.1 Culturas de células expressando canais de sodio dependentes de voltagem
(Navl.1-Navl.7)

Células HEK (Human Embrionic Kidney 293 cells) expressando canais iénicos Nay1.1,
e Nay1.5 de forma estavel foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 4,5 % de
Glicose, 10 % de Soro Fetal Bovino e 1 % de MEM (Non Essential Aminoacids) e antibidtico
G418 (0,4 mg/mL). Células CHO (Chinese Hamster Ovary) expressando canais i6nicos Nay1.7
foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 4,5 % de Glicose, 10 % de Soro Fetal
Bovino e antibidtico G418 (0,5 mg/mL). As células foram incubadas em uma atmosfera
umedecida contendo 5 % de CO, a 37° C. As culturas estaveis expressando canais de sédio
dependentes de voltagem foi uma generosa doacdo da Dra. Rita Restano-Cassulini do Instituto

de Biotecnologia da Universidade Autdnoma do México (IBT-UNAM Cuernavaca — Morelos).

4.7.2 Célula HEK 293T

Células HEK 293T (Human Embrionic Kidney SV-40 T-antigen) foram cultivadas em
meio DMEM suplementado com 4,5 % de Glicose, 10 % de Soro Fetal Bovino e 1 % de
Antibiotic-Antimycotic® (Gibco). As células foram incubadas em uma atmosfera umedecida
contendo 5 % de CO; a 37° C. A cultura de células HEK293T foi obtida comercialmente do
Banco de Células do Rio de Janeiro — BCRJ.

4.8 Plasmideos — Canais de calcio dependentes de voltagem

Os plasmideos contendo as sequéncias para a expressdao dos canais de calcio foram
obtidos comercialmente do repositério da Addgene (Estados Unidos). Para a expressdo das
subunidades alfas foram utilizados os plasmideos pcDNA6CaV1.2 (nimero de catdlogo
#26572) — Cav1.2, pcDNAB-Cav2.1(#26578) — Cav2.1, pcDNA6-Cav2.2 (#26570) — Cav2.2.
Para a expressdo da subunidade Beta foi utilizado o plasmideo pcDNA3.1-3 (#26574) - Cavfs.

Para a expressdo da subunidade cwd foi utilizado o plasmideo pcDNA3.1- o201 (#26575). O

plasmideo pEGFP-c1(Clontech, EUA) foi utilizado como reporter de transfeccao transiente por
expressar a proteina fluorescente verde enhanced green fluorescent protein EGFP.
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4.9 Transfeccdo Transiente canais de Calcio dependentes de voltagem

Células HEK293T cultivadas em placas de petri de 40x10mm com confluéncia de 70-
90% foram transfectadas utilizando Lipofectamine3000® (ThermoFischer scientific) em meio
Opti-MEM® (Gibco) com 4 plasmideos simultaneamente: pcDNA6-Cavoa, pPcDNA3.1-Cavps,

pPcDNA3.1-0261 e pEGFP-c1 em uma razéo 1:1:1:0,1 pg respectivamente.

4.10 Eletrofisiologia — Setup experimental para Patch Clamp

4.10.1 Ensaios eletrofisiolbégicos em canais de sddio dependentes de voltagem

As macrocorrentes dos canais Nay foram estimuladas e registradas com a técnica de
Patch Clamp utilizando o amplificador HEKA EPC 10 na configuragcdo Whole Cell e o software
PATCHMASTER (HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Germany). Experimentos foram
realizados a temperatura ambiente (21 a 25° C). Pipetas feitas de vidro borosilicato foram
fabricadas imediatamente antes do uso no Puller horizontal (Sutter Instruments, USA) e ap6s 0
preenchimento com a solugéo interna foram detectadas resisténcias de pipeta entre 1,5 e 2,5
MQ. A Resisténcia em série foi de aproximadamente 10MQ para todos os experimentos ¢ foi
compensada em pelo menos 60 %. Correntes capacitivas foram canceladas por protocolo online
de estimulos p/4 com a voltagem de repouso em -120 mV. As correntes foram ativadas por um
protocolo duplo de estimulo a partir de uma voltagem de repouso de -100 mV. Na primeira
parte do protocolo, as correntes foram ativadas por 27 sweeps sequenciais com acréscimos de
5mV por sweep durante 30 ms, atingindo uma voltagem maxima de 30 mV, para a avaliacéo da
ativacdo do canal. Na segunda parte do protocolo, um estimulo de -10 mV durante 10ms
imediatamente apos a primeira parte foi utilizado para avaliacdo da Inativacdo Lenta dos canais
de sodio. Entre cada sweep do protocolo completo de estimulo foi realizado um intervalo de 2
s (Figura 5A). As micropipetas foram preenchidas com solucdo interna contendo (mM): 105
CsF, 27 CsCl, 5 NaCl, 2 MgCly, 10 EGTA, 10 HEPES (pH ajustado para 7,3 com CsOH). As
celulas foram banhadas em uma solucéo externa contendo (mM): 130 NaCl, 5 KCI, 2 MgCly, 2
CaCly, 10 HEPES, 10 Glicose (pH ajustado para 7,4 com NaOH).

4.10.1 Ensaios eletrofisiolégicos em canais de calcio dependentes de voltagem

As macrocorrentes dos canais Cay foram estimuladas e registradas com a técnica de
Patch Clamp utilizando o amplificador HEKA EPC 10 na configuragcdo Whole Cell e o software
PATCHMASTER (HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Germany). Experimentos foram

realizados a temperatura ambiente (21 a 25° C). Pipetas feitas de vidro borosilicato foram
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fabricadas imediatamente antes do uso no Puller horizontal (Sutter Instruments, USA) e suas
pontas foram polidas em uma microforja MF-900 (Narishige, Japao), apds o preenchimento
com a solucdo interna foram detectadas resisténcias de pipeta entre 2,5 e 4 MQ. Correntes
capacitivas foram canceladas por protocolo online de estimulos p/4 com a voltagem de repouso
em -100 mV. As correntes foram inicialmente estimuladas em um protocolo 1/V, aonde as
correntes foram estimuladas apartir -50 mV até 30 mV, com acréscimos de 5 mV por sweep
para determinacdo da voltagem que promove a corrente com maior amplitude (Vmax). Apos a
determinacéo de Vmax foram relizados estimulos com a voltagem estabelecida durante 200ms
com intervalos de 30s entre cada estimulo (Figura 5B). As micropipetas foram preenchidas com
solugéo interna contendo (mM): 126 CsCl», 10 EGTA, 1 EDTA, 10 HEPES, 4 Mg ATP (pH
ajustado para 7,3 com CsOH). As células foram banhadas em uma solugdo externa contendo
(mM): 5 BaCl,, 135 Colina-Cl, 10 HEPES, 4 MgCl; (pH ajustado para 7,4 com CsOH).

A 30 mvV B

-10 mV v

A +5mV/Sweep

-100 mV

100 mV |- -100 mV -80 mV 80 mV

i | !

30 ms 10 ms 200 ms

Figura 4 - Protocolos de estimulo utilizado para o Patch Clamp. A: Representacdo
esquematica do protocolo de variagdo de voltagem utilizado para ativar as correntes de sodio
dependentes de voltagem. B: Representagdo esquematica do protocolo de variagdo de voltagem
utilizado para ativar as correntes de calcio dependentes de voltagem.

4.11 Eletrofisiologia — Andlise de dados

4.11.1 Analise de dados — Ensaios em canais de sddio dependentes de voltagem
A condutancia ao sodio (gna) foi calculada a partir das correntes obtidas na primeira
parte do protocolo utilizando a lei de Ohm,

INa

gNa = (V —=Vrev)
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onde V representa o potencial de estimulo que ativou a corrente, Ina a corrente do ion
sodio no dado potencial V, e Vrev € 0 potencial de reversdo do ion sddio calculado a partir das

solugdes internas e externa com a equacao de Nernst,

- _RT1 [Na]Externa
ev=TF " [Na]Interna

onde R € a constante dos gases ideais, T a temperatura em Kelvin, F é a constante de
Faraday, [Na]exema € a concentracdo do ion sddio no meio externo e [Na]inerma € @ concentragéo

do fon sédio no meio interno.

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

avaliar a probabilidade de abertura dos canais (pO),

1
1+ e{(V_V1/2)/k}

goup0 =

onde V1, é a voltagem em que metade dos canais estdo no estado aberto, k € slope de
voltagem. Os valores de AVy,, foram estipulados pela diferenca entre o AV1» na condicéo

controle menos AV1v na presenca do composto avaliado.

As correntes obtidas da segunda parte do protocolo (Figura 4) foram ajustados em
equacéo simples de Boltzmann para avaliacdo da inativacédo lenta ou Steady-State Inactivation
(SSh)

SSI =

1+ e{(V_V1/2)/k}

A porcentagem de canais de sodio foi estipulada pela a seguinte formula,

100 x ImaxToxina
Porcentagem de inibigao = ( ) — 100
ImaxControle

4.11.2 Andlise de dados — Ensaios em canais de calcio dependentes de voltagem
As correntes de calcio em Patch Clamp na configuracdo Whole Cell apresentam uma
diminuicdo da amplitude da corrente conhecido como Rundown. Para que seja possivel a
avaliagdo da porcentagem de bloqueio de um composto sobre um canal que sofre Rundown é
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necessario estimar o valor de corrente controle (Ipred) correspondente ao mesmo tempo do valor
da corrente na presenca do composto avaliado, assumindo a tendéncia linear na auséncia da

toxina, levando em consideracdo o nimero de sweep decorridos a partir da aplicacdo da toxina.

A corrente controle foi estipulada com a seguinte formula:

(Ilavagem toxina — Icontrole)
(#SWlavagemtoxina — #SWcontrole) (#SWtoxina — #SWcontrole) + Icontrole

Ipred =

Onde, lcontrole € amplitude da corrente do altimo sweep antes da aplicacdo da toxina, ltoxina € a
amplitude corrente avaliada na presenca da toxina, lravagemToxina € @ amplitude da corrente do
ultimo sweep da lavagem da toxina, lpreq € @ amplitude da corrente controle assumindo o
comportamento linear Rundown., #SWControle € o nimero do sweep no qual a lcontrote fOI
medida, #SWroxina € 0 nUmero do sweep no qual a lroxina foi medida e #SWavagemToxina € O

namero do sweep no qual a I avagem fOi Mmedida.

A porcentagem de inibigéo (%lnib) foi calculada da seguinte maneira:

(IToxina x 100)
Ipred

%Inib = 100

As diferencas entre as médias foram avaliadas estatisticamente com Teste T pareado e
foram considerados estatisticamente quando obtido o valor de P<0.05. Analises foram

realizadas com o software GraphPad prism 5
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5 — Resultados

5.1 Fracionamento de peconha Bruta e Purificacdo dos peptideos

Foram realizadas 20 cromatografias de peconha bruta de Acanthoscurria paulensis
utilizando aproximadamente 100 mg de pegonha bruta extraida de espécimes machos e fémeas.
As fragdes de interesse eluiram entre 26 e 33 % de acetonitrila (36 a 43 min), sendo que a fracdo
eluida entre 36 e 38 minutos (26-28 %ACN) contém os peptideos Ap2, Ap3 e Apb6. A fragdo
que elui entre 39 e 41 minutos(29-31 % ACN) contém os peptideos Apla, previamente descrito
em Mourdo e colaboradores 2013, e o peptideo Ap4. A fragdo que elui aos 43 minutos (33 %
ACN) contém o peptideo Ap5 (Figura 5). Para a subsequente purificacdo dos compostos de
interesse encontrados nas fracdes foram realizadas recromatografias utilizando colunas
analiticas Kinetex C18, Core Shell C18, Core Shell F5 (Phenomenex) seguidos de otimizagao
de gradiente de acetonitrila, concentracdo do agente de emparelhamento de ions TFA e

temperatura da fase mével e estacionaria.

mV ACN%
ABS:216nm Ap4; Ap5; Apla
3000 T
2500+ ,lj\
75.0
2000
1500+ 50.0
1000+
-25.0
500
0
. 0.0
0 10 20 30 40 50 min

Figura 5 - Cromatograma de 5 mg peconha 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 vermelha com um fluxo de
1,5mL/min e absorbancia monitorada a 216 nm.

O peptideo Ap2 eluiu aos 35,9 minutos com 22,80 % de acetonitrila (Figura 6). A
avaliagdo da pureza do peptideo foi realizada por MALDI TOF/TOF no modo linear e sua
massa molecular monoisotopica experimental foi de 4886,32 Da (Figura 7). Foi obtido total de
95,92 g desse peptideo puro.
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Figura 6 — Cromatograma purificagdo do peptideo Ap2. A purificacdo foi realizada por
meio de uma coluna Analitica C18 (phenomenex) com um gradiente de acetonitrila conforme
representado pela linha vermelha , com um fluxo de 1,0 mL/min e absorbancia monitorada a
216 nm.
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Figura 7 - Espectro de Massas do peptideo Ap2. A: Massa molecular média [M+H]" de
4888,1 Da do peptideo Ap2 utilizando a técnica de espectrometria de massas (MS) no modo
linear. B: Massa molecular monoisotopica de [M+2H]** de 2443,6 Da utilizando a
espectrometria de massas no modo refletido, totalizando massa experimental de 4886,3 Da.
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O peptideo Ap3 eluiu aos 30 minutos na recromatografia apresentada na purificacdo do
peptideo Ap2 (Figura 6) aos 22,62 % de ACN, entretanto ndo continha o grau de pureza
necessario para as etapas subsequentes e foi submetido a mais uma etapa de purificacao (Figura
8). A avaliacdo da pureza do peptideo foi realizada por MALDI TOF/TOF no modo linear e
sua massa molecular monoisotopica experimental inferida de 4883,7 Da (Figura 9). Foi obtido

total de 57,6 pg desse peptideo puro.
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Figura 8 — Cromatograma Purificacdo do peptideo Ap3. A purificacdo foi realizado por
meio de coluna Analitica Core Shell F5 (Phenomenex) com gradiente de acetonitrila conforme
representado pela linha vermelha, coluna aquecida a 45° C, fluxo de 1,0 mL/min e absorbéncia
monitorada a 216 nm.
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Figura 9 - Espectro de Massas do peptideo Ap3. A: Massa molecular média [M+H]" de
4883,66 Da do peptideo Ap3 utilizando a técnica de espectrometria de massas (MS) no modo
linear. B: Massa molecular monoisotdpica de [M+2H]** de 2442,36 Da utilizando a
espectrometria de massas no modo refletido, totalizando massa experimental de 4883,7 Da.

O peptideo Ap4, Ap5 e Apla eluiram juntos no mesmo processo de cromatografia
(Figura 5). Com isso, foi necessaria uma etapa adicional de cromatografia utilizando a coluna
Core shell F5 para um fracionamento dessa fragdo com diversos compostos. Essa fragéo foi
subfracionada em 5 subfracGes, sendo que na subfracdo 1 (20,50% ACN) foi encontrado um
composto com a massa molecular média de 5478 Da, na subfracdo 2(20,60% ACN), o composto
com massa molecular média de 5443 Da que €, provavelmente, a toxina Aplb (dados ndo
mostrados), na sub-fracdo 3 (20,70% ACN) foi encontrado o peptideo Apla , em ambas

subfracGes 4 e 5 foram encontrados os peptideos Ap4 e Ap5 (Figura 10).
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Figura 10 — Cromatograma Sub-fracionamento da fracdo os peptideos Ap4 e ApbS.

Cromatografia da fracdo contendo os peptideos Ap4 e Ap5 utilizando coluna core shell F5 com
gradiente de acetonitrila. Os peptideos Ap4 e Ap5 estdo presentes em ambas sub-fracoes 4 e 5.

25.0

0.0

As subfragdes 4 e 5 foram reunidas e submetidas a cromatografia de fase reversa com a
coluna Core shell F5, com as solugdes contendo 1% de TFA e a 4° C utilizando-se um banho
resfriado. O peptideo Ap4 eluiu aos 52,6 minutos com 25,33 % de acetonitrila (Figura 11). A
avaliagdo da pureza do peptideo foi realizada por MALDI TOF/TOF no modo linear e sua
massa molecular monoisotdpica experimental de 3870,7 Da (Figura 12). Foi obtido um total de

29,36 ug desse peptideo puro.
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Figura 11 — Cromatograma Purificagdo do peptideo Ap4. O fracionamento foi realizado por
meio de coluna Analitica Core Shell F5 (Phenomenex) com gradiente de acetonitrila conforme
representado pela linha vermelha com 1 % de TFA(v/v), fase movel resfriada a 4° C, fluxo de
1,0 ml/min e absorbancia monitorada a 216 nm.
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Figura 12 - Espectro de Massas do peptideo Ap4. A: Massa molecular média [M+H]* de
3871,95 Da do peptideo Ap4 utilizando a técnica de espectrometria de massas (MS) no modo
linear. B: Massa molecular monoisotdpica de [M+2H]** de 1935,88 Da utilizando a
espectrometria de massas no modo refletido, totalizando massa experimental de 3870,76 Da.

41

o




O peptideo Ap5 eluiu na cromatografia de purificagdo da Ap4 aos 56,7 minutos com
26,64 % de acetonitrila (Figura 11); entretanto, por ndo possuir o grau de pureza necessario, foi
submetido a mais uma etapa de cromatografia (Figura 13), eluindo aos 41,3 minutos, com 25,11
% de acetonitrila. A avaliacdo da pureza do peptideo foi realizada por MALDI TOF/TOF no
modo linear e sua massa molecular monoisotopica experimental de 5454,9 Da (Figura 14). Foi

obtido total de 36,12 pg desse peptideo puro.
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Figura 13 — Cromatograma Purificacdo do peptideo Ap5. O fracionamento foi realizado por
meio de coluna Analitica Core Shell F5 (Phenomenex) com gradiente de acetonitrila conforme
representado pela linha vermelha com 0,1% de TFA(v/v), a coluna foi aquecida a 45° C, fluxo
de 1,0 ml/min e absorbancia monitorada a 216 nm.
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Figura 14 - Espectro de massas do peptideo Ap5.A: Massa molecular média [M+H]* de
5458,3 Da do peptideo Ap5 utilizando a técnica de espectrometria de massa (MS) no modo
linear. B: Massa molecular monoisotdpica de [M+2H]** de 2727,96 Da utilizando a
espectrometria de massa no modo refletido, totalizando uma massa experimental de 5454,9 Da.

O peptideo Ap6 foi submetido a apenas uma etapa de purificacdo adicional apos

fracionamento da pegonha bruta (Figura 15) e eluiu 16,8 minutos com 23,14 % de acetonitrila.

A avaliacdo da pureza do peptideo foi realizada por MALDI TOF/TOF no modo linear e sua

massa molecular monoisot6pica experimental de 3717,9 Da. Foi obtido total de 51,79 pg desse

peptideo puro.
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Figura 15 — Cromatograma Purificagdo do peptideo Ap6. O fracionamento foi realizado por
meio de coluna Analitica C18 (Phenomenex) com gradiente de acetonitrila conforme
representado pela linha vermelha com 0,1% de TFA (v/v).
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Figura 16 - Espectro de massas do peptideo Ap6. A: Massa molecular média [M+H]* de
3720,33 Da do peptideo Ap6 utilizando a técnica de espectrometria de massas (MS) no modo
linear. B: Massa molecular monoisotdpica de [M+2H]** de 1859,45 Da utilizando a
espectrometria de massas no modo refletido, totalizando massa experimental de 3717,9 Da.
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5.2 Sequenciamentos

Os peptideos Ap2, Ap3, Ap4, Ap5, Ap6, apds purificados, foram parcialmente
sequenciados utilizando a espectrometria de massas no equipamento Maldi TOF TOF Ultraflex
Il no método de In-source decay (Figuras 17-21) e as sequéncias parciais que foram
posteriormente completadas com a andlise do transcritoma da glandula de pegonha de A.
paulensis. (Figura 22).
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Figura 17 - Sequéncia parcial do peptideo Ap2 obtlda por meio da tecnlca de
espectrometria de massas (MS) pelo método de In-Source Decay (ISD). Foram obtidos 24
aminoacidos pela diferenca de massa entre os fragmentos.
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Figura 18 - Sequéncia parcial do peptideo Ap3 obtida por meio da técnica de
espectrometria de massas (MS) pelo método de In-Source Decay (ISD). Foram obtidos 25
aminoacidos pela diferenca de massa entre os fragmentos.
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Figura 19 - Sequéncia parcial do peptideo Ap4 obtida por meio da técnicaw de
espectrometria de massas (MS) pelo método de In-Source Decay (ISD). Foram obtidos 21
aminoacidos pela diferenca de massa entre os fragmentos.
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Figura 20 - Sequéncia parcial do peptideo Ap5 obtida por meio da técnica de
espectrometria de massas (MS) pelo método de In-Source Decay (ISD). Foram obtidos 32
aminoacidos pela diferenca de massa entre os fragmentos.
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Figura 21 - Sequéncia parcial do peptideo Ap6 obtida por meio da técnica de
espectrometria de massas (MS) pelo método de In-Source Decay (ISD). Foram obtidos 19
aminoacidos pela diferenca de massa entre os fragmentos.

miz

Toxina n.° AA
Ap6 ACGNFMWKCSE--RLPCCQEYVCSP——QWKWCQNP--—-—————————— 31
Ap4 FCVHERETCSKVRGPLCCT-GECICP----- IYGDCFCYGS-—-—-—--—-- 35
Ap2 —-CAGENVPCDKDRPGDCCSRYECLEPTGYGWWYASYYCYKKKS——-—-——- 42
Ap3 —-CAVENVPCDKDRPG-CCREYECLEPTGYGWWYGSYYCYKKKE—--—-—- 41
Apb5 —-CAVENVPCDKDRPG-CCREYECLKPTGYGWWYGSYYCYKKKERLIST 46

* * * % *

Figura 22 - Alinhamento multiplo das sequéncias completas obtidas dos peptideos
purificados. Regides nas sequéncias em vermelho foram obtidas por sequenciamento ISD e
completadas pela comparacdo com as sequéncias em biblioteca de cDNA.

Durante o processo de purificacdo do peptideo Ap4 (3870,9 Da) foi encontrado um
composto com 27 Da a mais que a massa molecular do peptideo Ap4, uma massa monoisotopica
de 3897,9 Da. Tal informac&o corrobora com as informagGes encontradas no transcritoma da
glandula de pegonha de A. paulensis sobre a existéncia de uma sequéncia similar a do peptideo
Ap4 com apenas uma substitui¢do no ultimo residuo de aminoacido serina (massa molecular de
105,09 Da) para uma asparagina (massa molecular de 132,1 Da) (Figuras 23 e 24). Néo foi
possivel purificar o peptideo de 3897,9 Da devido a baixa quantidade de material disponivel,
mas foi intitulada como Ap4b por sua similaridade com a toxina Ap4.
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Figura 23 - Espectro de massas da fracdo contendo Ap4 e Ap4b. Espectrometria de massas
dos peptideos Ap4 e Apdb apresentando a diferenca de 27,01 Da entre as massas
monoisotopicas.

0 4

Toxina n.° AA
Ap4 FCVHERETCSKVRGPLCCTGECICPIYGDCFCYGS 35
Ap4b FCVHERETCSKVRGPLCCTGECICPIYGDCFCYGN 35

dhkhkhkhkdkhkhkhkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhhkkhkhkhkhhkhhk

Figura 24 - Alinhamento dos peptideos Ap4 e Ap4b. Espacos (-) foram introduzidos para
maximizar o alinhamento. (*) residuos idénticos na mesma coluna, (:) substituictes
conservativas, (.) semi-conservativas. A direita 0 nUmero de aminodcidos e porcentagem de
identidade.
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5.3 Eletrofisiologia em canais de soédio dependentes de voltagem

Os peptideos Ap2 (Figura 25 e 26), Ap3 (Figura 27 e 28), Ap4 (Figura 29 e 30) e Ap5
(Figura 31 e 32) foram submetidos a ensaios eletrofisioldgicos nos canais Nav1.1, Nav1.5 e
Nav1.7 para a avaliacdo da capacidade de alterar a amplitude da corrente pelo parametro de
porcentagem de inibicdo, a probabilidade de abertura durante a ativagdo (Auiszativacio) € a

probabilidade de abertura durante a inativagdo(Ax/zinativacio)-

O peptideo Ap2 ndo apresentou atividade nos canais de sddio dependentes de voltagem
na concentragdo de 1 uM, sem efeito sobre as cinéticas de ativagdo, inativacdo e auséncia de
inibicdo das correntes dos canais Nav1.1, Nav1.5 e Nayv1.7(Figuras 25 e 26)(Tabela 4)
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Figura 25 - Probabilidade de abertura em canais Nayv na presenca da Ap2 1uM..
Quadrados pretos representam a condutancia controle e quadrados vermelhos representam a
condutancia na presenca da toxina. Linhas representam o ajuste dos valores na equacdo de
Boltzmann, linhas pretas para controle e linhas vermelhas para a condigdo com a presenca da
toxina.
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Figura 26 - Tracos de registros obtidos nos Canais Nav na presenc¢a do peptideo Ap2 1uM.
Tragos em preto representam 0s tragos controle na voltagem em que a corrente de maior
amplitude é estimulada e tragos em vermelho representam a condi¢&o na presenca da toxina.
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A toxina Ap3 na concentragdo de 1uM inibiu as correntes em 6,67+1,91 %, 4,20+1,09
% e 12,05+5,14 % nos canais Navl1.1, Nav1.5 e Nav1.7 respectivamente. Os valores de AV1
da ativacdo foram de 4,80+0,53 mV, 5,04+0,82 mV e 8,49+2,42 mV para os canais Nay1.1,
Nav1.5 e Nay1.7 respectivamente. Os valores de AV1/, da inativagdo foram de 3,81+0,32 mV,
3,41+0,73 mV e 8,49+2,42mV para os canais Nayv1.1, Nayl.5 e Navl.7 respectivamente
(Figuras 27 e 28). Todos os valores citados para a toxina Ap3 séo estatisticamente significantes

(P<0.05). (Tabela4d)
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Figura 27 - Probabilidade de abertura em canais Nav na presenca da Ap3 1uM. Quadrados
pretos representam a condutancia controle e quadrados vermelhos representam a condutéancia
na presenca da toxina. Linhas representam o ajuste dos valores na equacao de Boltzmann, linhas
pretas para controle e linhas vermelhas para a condi¢cdo com a presenca da toxina.
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Figura 28 - Tracos de registro obtidos nos Canais Nav na presenca da Ap3 1uM. Tragos
em preto representam os tracos controle na voltagem em que a corrente de maior amplitude é
estimulada e tragcos em vermelho representam a condi¢do na presenca da toxina.
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O peptideo Ap4 ndo apresentou atividade nos canais de sodio dependentes de voltagem

na concentracdo de 1 uM, sem efeito sobre as cinéticas de ativagdo, inativacdo e auséncia de

inibicdo das correntes dos canais Nav1.1, Nav1.5 e Nayv1.7(Figuras 29 e 30)(Tabela 4)
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Figura 29 - Probabilidade de abertura em canais Nay na presenca da Ap4 1uM. Quadrados
pretos representam a condutancia controle e quadrados vermelhos representam a condutéancia
na presenca da toxina. Linhas representam o ajuste dos valores na equacdo de Boltzmann, linhas
pretas para controle e linhas vermelhas para a condi¢do com a presenca da toxina.
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Figura 30 - Tragos de registros obtidos em Canais Nav na presenca da Ap4 1uM. Tragos
em preto representam os tracos controle na voltagem em que a corrente de maior amplitude é
estimulada e tragos em vermelho representam a condigéo na presenca da toxina.
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O peptideo Ap5 ndo apresentou atividade nos canais de soédio dependentes de voltagem

na concentracdo de 1uM, sem efeito sobre as cinéticas de ativacdo, inativacdo e auséncia de

inibicdo das correntes dos canais Nav1.1, Nav1.5 e Nay1.7(Figuras 31 e 32) (Tabela 4)
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Figura 31 - Probabilidade de abertura em canais Nav na presencga de Ap5 1uM. Quadrados
pretos representam a condutancia controle e quadrados vermelhos representam a condutéancia
na presenca da toxina. Linhas representam o ajuste dos valores na equacdo de Boltzmann, linhas
pretas para controle e linhas vermelhas para a condi¢cdo com a presenca da toxina.
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Figura 32 - Tracos de registros obtidos em Canais Nav na presenca de Ap5 1uM. Tragos
em preto representam os tracos controle na voltagem em que a corrente de maior amplitude é
estimulada e tragcos em vermelho representam a condi¢do na presenca da toxina.
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O peptideo Ap6 ndo apresentou atividade nos canais de sodio dependentes de voltagem
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na concentracdo de 1 uM, sem efeito sobre as cinéticas de ativagdo, inativacdo e auséncia de

inibicdo das correntes dos canais Nav1.1, Nav1.5 e Nay1.7(Figuras 33 e 34) (Tabela 4)
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Figura 33 - Probabilidade de abertura em canais Nav na presenga de Ap6 1uM. Quadrados
pretos representam a condutancia controle e quadrados vermelhos representam a condutéancia
na presenca da toxina. Linhas representam o ajuste dos valores na equacdo de Boltzmann, linhas
pretas para controle e linhas vermelhas para a condi¢cdo com a presenca da toxina.
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Figura 34 - Tragos de registros obtidos em Canais Nav na presenca de Ap6. Tragos em
preto representam os tracos controle na voltagem em que a corrente de maior amplitude é
estimulada e tragos em vermelho representam a condi¢éo na presenca da toxina.
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Tabela 4 Valores das médias de AV e Fu obtidos para os canais de sdédio na presenca dos
peptideos de aranha. Dados obtidos pelo ajuste na equac¢ao de Boltzmann (AV1s2), célculo da
fracdo de fracdo ndo inibida (Fu) e nimero de observacdes (n). Valores de média e erro padréo.
Valores com (*) sdo estatisticamente significantes.

Ap2 1uM AV1pativagao (MV) AV 1pinativagao (MV) Inib(%)
Média Média Média
hNav1.1 1,99 +0,58 1,19 +0,38 2,04+1,89
hNav1.5 2,35 10,39 1,44 +0,22 +1,94+3,59
hNav1.7 1,31 0,24 1,59 +0,29 1,52+2,64
Ap3 1uM
Média Média Média
hNav1.1 4,80 +0,53 * 3,81 +0,32* 6,67+1,91*
hNav1.5 5,04 +0,82* 3,41 +0,73* 4,20+1,09*
hNav1.7 8,49 + 2,42* 4,05 +0,61* 12,0545,14*
Ap4 1uM
Média Média Média
hNav1.1 1,13 £0,75 0,56 +0,11 +1,27+0,52
hNav1.5 0,98 +0,19 0,90 +0,14 3,26+1,96
hNav1.7 0,71+0,86 0,43+0,99 0,83+5,05
Ap5 1uM
Média Média Média
hNav1.1 1,83 0,47 0,87+0,13 0,005+1,8
hNav1.5 1,27+0,41 0,88+0,18 0,07+1,09
hNav1.7 0,24+0,23 0,54+0,20 1,74+0,59
Ap6 1uM
Média Média Média
hNav1.1 1,001 +1,02 0,70+0,37 2,35+2,16
hNav1.5 0,54+0,13 1,11+1,19 0,33+1,48
hNav1.7 0,31+0,81 1,23+0,71 6,45+3,33
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5.4 Eletrofisiologia em canais de calcio dependentes de voltagem

Os peptideos Ap2 (Figura 35), Ap3 (Figura 36), Ap4 (Figura 37), Ap5 (Figura 38) e
Ap6 (Figura 39) foram submetidos a ensaios eletrofisiolégicos nos canais Cayl.2, Cav2.1 e
Cav2.2 para avaliar a capacidade de alterar a amplitude das correntes por meio do célculo da
porcentagem de inibicdo.

Devido a condigdo de Rundown que os canais de calcio dependentes de voltagem
sofrem, as correntes controles foram estipuladas por uma funcdo de diminuigcdo de corrente
linear, conforme descrito no item 4.11.2, sendo a corrente controle intitulada Ipred.controle. AS
correntes sio apresentadas como de Iga por escolha de usar o ion Ba?* como carreador da
corrente no canal de calcio, tal escolha se deve ao fato que o fon Ba?* permite maior condutancia

por canal unitario em comparacéo ao fon Ca2*(Hess et al., 1986).

57



A toxina Ap2 na concentracdo de 1 uM inibiu em 31,17 £7,96 % (n=5) a corrente do
canal Cay2.1 sem efeito nos outros canais de calcio testados (Figura 35) (Tabela 5). Resultado
estatisticamente significante(p<0.05).
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A toxina Ap3 na concentragdo de 1 uM inibiu em 22,08 £2,9 %(n=4) a corrente do canal

Cav2.1 sem efeito nos outros canais de calcio testados (Figura 36) (Tabela 5). Resultado

estatisticamente significante(p<0.05).
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A toxina Ap4 na concentragdo de 1 uM n&o apresentou atividade nos canais testados

(Figura37) (Tabelab).
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A toxina Ap5 na concentracdo de 1uM inibiu em 28,06 £6,10 % (n=3) a corrente do
canal Cay2.1 sem efeito nos outros canais de calcio testados (Figura 38) (Tabela 5). Resultado
estatisticamente significante(p<0.05).
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A toxina Ap6 na concentracdo de 1 uM inibiu em 12,48 £1,11 (n=3) a corrente do canal
Cav2.1 sem efeito nos outros canais de calcio testados (Figura 39) (Tabela 5). Resultado
estatisticamente significante(p<0.05).
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Figura 39 — Caracterizacdo eletrofisiologica obtida em canais Cav na presenca do
Peptideo Ap6. A: Efeito de 1 uM do peptideo Ap6 sobre o canal Cavl1.2. B: Efeito de 1 uM do
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Ap2 1pM
Ap3 1pM
Ap4 1pM
Ap5 1pM
Ap6 1pM

Cavl.2 CaV2.1 CaV2.2
Média (%) n  Média (%) n Média (%) n
4,69 +1,35 4 31,17 £7,96* 5 0,88 +0,66 3
3,21 +£1,78 4 22,08+2,9* 4 0,84 £0,49 3
-6,66+1,31 3 -2,05+1,16 5 0,36 £0,92 4
0,04 £1,14 4 28,06 +6,10* 3 4,76 £1,37 4
4,04 £3,96 3 12,48+1,11* 3 3,85 4,69 3

Tabela 5 — Valores das médias da porcentagem de inibigdo (%) em canais célcio. Valores
com * sdo estatisticamente significantes.
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6 — Discussao

6.1 Os peptideos Ap2, Ap3, Ap4, Ap5 e Apb

O sequenciamento dos peptideos e a confirmacdo de suas sequéncias por analise no
transcritoma da glandula de Acanthoscurria paulensis mostraram que as toxinas Ap2, Ap3,
Ap4, Ap5 e Apb6 (Figura 22) apresentam as cisteinas posicionadas seguindo o consenso das
cisteinas para o motivo estrutural ICK (C!X3.7C*X3.6C3X05C*X1.4C°X4.13C°), com a regido
PSM conservada, indicando uma possivel atividade neurotoxica para tais toxinas (Kozlov et al.,
2005). A toxina Ap4 e seu possivel peptideo similar Ap4b apresentam em suas sequéncias
primérias (Figura 24) o consenso ICK com a adicdo do motivo extra ESM uma vez que
apresenta 8 cisteinas e o motivo PSM conservado.

O sequenciamento por ISD e a comparagdo com as possiveis sequéncias precursoras da
toxina Ap2 encontradas na biblioteca de RNA da glandula de pegonha da Acanthoscurria
paulensis resultaram em apenas uma sequéncia precursora gque contém equivaléncia aos
residuos obtida pelo método do ISD. Tal sequéncia possui na sua regido C-terminal uma G43
CAGENVPCDKDRPGDCCSRYECLKPTGYGWWYASYYCYKKKSG que provavelmente
sofre um processo de modificacdo pos-traducional com o corte da glicina na posicdo 43 e
amidacdo da serina C-terminal. O peptideo Ap2 foi identificado por Maldi TOF-TOF com uma
massa molecular experimental monoisotopica de 4886,3 Da, sendo que a massa molecular
monoisotdpica tedrica é de 4887,06 sem a amidagdo, e, com a presenca da amidacdo C-terminal,
é calculada uma massa molecular monoisotopica tedrica de 4886,06 Da. A toxina Omega-
theraphotoxin-Bs2a, que possui 80% de identidade com a toxina Ap2, apresenta 0 mesmo
padréo C-terminal em sua sequéncia precursora KKKSG com corte da G42 e amidacédo da S41
(Corzo et al., 2008). O sinal de amidagdo em neurotoxinas de aranhas caranguejeiras pode ser
apenas a presenca de uma Glicina na regido C-terminal ou uma Glicina seguida de até dois
aminoacidos com cadeias laterais basicas, como por exemplo os sinais de amidagao encontrados

em toxinas escorpionicas GKK e GKR (Zhang et al., 2015; Delgado-Prudencio et al., 2019)

O peptideo Ap3 apresentou massa molecular monoisotdpica experimental obtida por
Maldi TOF-TOF de 4883,7 Da e massa molecular tedrica de 4884,09 Da. O peptideo Ap4
possui massa molecular monoisotdpica experimental de 3870,7 Da e massa molecular teérica
monoisotopica de 3870,51 Da. O peptideo Ap5 possui massa monoisotopica experimental de
5454,9 Da e massa tedrica monoisotopica de 5454,43 Da. O peptideo Ap6 possui massa
monoisotopica experimental de 3717,9 Da e massa monoisotopica tedrica de 3718,50 Da. As
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massas tedricas foram calculadas utilizando o programa Compass Isotope Pattern da Bruker
Daltonics, as diferencas entre as massas teoricas e experimentais estdo dentro da margem de
erro do sistema de espectrometria de massas Maldi TOF.

As toxinas Ap2, Ap3 e Ap5 possuem grande similaridade entre si quanto as sequéncias
primérias (Figura 40). As toxinas Ap3 e Ap5 diferem na regido C-terminal com a presenca de
cinco aminoacidos a mais na sequéncia da toxina Ap5. A toxina Ap2 apresenta 42 residuos de
aminoacidos, um residuo a mais que a toxina Ap3, com substitui¢cbes em relacdo a Ap3 de V
para G na posic¢do 3, R para S na posic¢do 18, E para R na posicdo 19, G para A na posicao, E
para S na posicdo 41 e uma adicdo de D entre a G14 e C15 (Posigdes definidas em relacdo aos
peptideos Ap3 e Ap5). A substituicdo dos aminoacidos V3G, R3S, E41S sdo mudanca de
aminoacidos hidrofilicos para aminoécidos considerados neutros (Monera et al., 1995), tal
mudanca poderia diminuir a solubilidade da toxina em agua, todavia a adi¢cdo do aminoacido
Asp com cadeia lateral carregada negativamente entre a posi¢cdo 14 e 15 compensa a diminuicéo
da solubilidade por ser um aminoéacido altamente hidrofilico. Comparando os valores tedricos
de grandeza média de hidrofilicidade (Gravy) calculados pelo programa Expasy Protparam
(https://web.expasy.org/protparam/) observamos valor de -1.000 e -1.012 para as toxinas Ap2
e Ap3, respectivamente, demonstrando que a toxina Ap3 € mais hidrofilica, uma vez que valores

mais positivos indicam uma condigdo mais hidrofobica.

Ao analisar os dados do transcritoma obtido no trabalho de Mourdo e colaboradores
(2013) foi encontrada apenas uma sequéncia precursora que possui a sequéncia para as toxinas
Ap3 e Ap5, com isso acredita-se que a toxina Ap3 possa ser derivada de uma modificacdo pos-

traducional com a clivagem dos 5 residuos C-terminais Arginina-Leucina-1soleucina-Serina-

Treonina
Toxina n.° AA
Ap2 CAGENVPCDKDRPGDCCSRYECLKPTGYGWWYASYYCYKKKS ————— 42
Ap3 CAVENVPCDKDRPG-CCREYECLKPTGYGWWYGSYYCYKKKE - ———— 411
Ap5 CAVENVPCDKDRPG-CCREYECLKPTGYGWWYGSYYCYKKKERLIST 46

dkk dhkhkhkhkdkdhkhhhkk dk  hhkhkhkhkhkhkhkdkhkdhhkdk dhkkhkkhkhk

Figura 40 - Alinhamento Ap2, Ap3 e Ap5. Espacos (-) foram introduzidos para maximizar o
alinhamento. (*) residuos idénticos na mesma coluna, (:) substituicdes conservativas, (.) semi-
conservativas. A direita 0 nimero de aminoacidos e porcentagem de identidade.
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6.2 ldentidade de toxinas de aranha com os peptideos isolados Ap2, Ap3 e Ap5

As toxinas Ap2, Ap3 e Ap5, devido a grande similaridade entre si, apresentaram 0s
mesmos resultados de sequéncias (hits) no BlastP (Figuras 41), sendo que, dentre todos esses
hits, uma pequena parcela das toxinas possui experimentos quanto a sua possivel atividade
bioldgica. A toxina com maior identidade com Ap2 (80,95%), Ap3 (80,49%) e Ap5 (80,49%)
é 0 peptideo isolado da aranha caranguejeira Brachypelma smithi Omega-TrTx-Bs2a, ou
também conhecido como Bs1, que apresentou pequena capacidade de modular as correntes de
sodio do canal de inseto Para/tipE, com pequena reducdo na amplitude da corrente e sem
apresentar modulacdo no processo de ativacdo, inativacdo lenta e inativacdo rapida na
concentragédo de 2uM. Em canais Nav1.2, Nav1.4, Nav1.5, Nav1.6 e Ky1.3, Bsl n&o apresentou
atividade (Corzo et al., 2008). A segunda toxina com maior identidade entre Ap2 (78,54%),
Ap3 (75%) e Ap5 (75%) foi o peptideo isolado da aranha caranguejeira do género Aphonopelma
Asp3a (Uniprot - POCI04) registrada sobre o nimero de patente US19920973323 19921103
com a descrigdo de inibir canais Cav em células granulares de cerebelo de ratos, provavelmente

canais Cav2.1, o canal Cay com maior densidade nessas célula (Simms and Zamponi, 2014).

A toxina HNnTx-XVI-22 (Tang et al., 2010), isolada da aranha caranguejeira
Cyriopagopus hainanus, possui 62,5%, 61,54% e 61,54% de identidade com as toxinas Ap2,
Ap3 e Ap5 respectivamente, caracterizada com atividade de inibigcdo fraca nos canais Kv1.2,
Kv1l.3 e Kv2.1 (Correnti et al., 2018).

Desta forma, trata-se de toxinas que atuam em diferentes canais ionicos voltagem
dependentes, incluindo canais de Na*, K* e Ca?*. Optamos por testar as toxinas descritas no
presente trabalho inicialmente nos canais de Na* e de Ca®" devido a quantidade restrita de

material obtido na purificacdo das toxinas.

A toxina Ap2 e Ap5 néo alteram a amplitude correntes dos canais Nav1.1, Navl.5 e
Nav1.7, apresentando inibi¢fes ndo significavas estatisticamente, sem efeitos nas cinéticas de
ativacdo e inativagdo dos canais de sddio (Figuras 25-26) (Tabela4). Tal auséncia de efeito no
canal Nayl.5 também se verificou para a toxina Bsl, indicando grupo de toxinas que
provavelmente ndo age em canais de sédio de mamiferos (Corzo et al., 2008).

A toxina Ap3 apresentou pequena variacdo com significancia estatistica na amplitude
das correntes nos canais Navl.1l (Inib%=6,67+1,917), Nav1l.5 (Inib%=4,20+1,09) e Navl.7
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(Inib%=12,05+5,14) (Figura 27-28)(Tabela 4). As cinéticas de ativacdo e inativacdo foram
levemente alteradas, apresentando deslocamentos nos valores de Vi, da ativacéo e inativagdo
do canal, representando alteracdo na sensibilidade & voltagem para a abertura do canal. O AV,
na ativacao foi de 4,80 £0,53 mV, 5,04 £0,82 mV e 8,49 + 2,42 mV para os canais Navl.1,
Nav1.5 e Navl.7, respectivamente. AV na inativagao foi de 3,81 £0,32 mV, 3,41 £0,73 e 4,05
+0,61 para os canais Navl.1, Nav1l.5 e Navl.7, respectivamente (Tabela 4). A toxina Ap3 se
apresentou como um modulador de correntes de Na™ fraco na concentragdo de 1uM e por sua
modulacdo na dependéncia de voltagem da ativacdo/inativagdo para valores de poténcia de
membrana mais negativos, representa uma possivel atividade no sitio 4 do canal de sodio,
parecida com a atividade de B-Toxinas de escorpido (Catterall et al., 2007). Nas B-Toxinas de
escorpido, a reducgdo da amplitude de corrente ocorre por aprisionamento do sensor de voltagem
em uma condicdo pré-ativado, estabiliza o sensor de voltagem em uma condicdo parcialmente
ativado e fechado, onde a condicdo de fechado é preferida, reduzindo assim a amplitude da
corrente (Cestele et al., 1998). Entre as toxinas que apresentam similaridade com Ap3, ndo
foram encontrados relatos de atividade nos canais Nav de mamiferos. As toxinas Ap3 e Ap5
diferem entre si na presenca dos cinco residuos adicionais na regido C-terminal na Ap5; R42,
L43, 144, S45 e T46 (Figura 40). A regido C-terminal alongada pode ser responsavel por uma
mudanca no enovelamento da proteina em relacdo a Ap3 e responsavel por impedir efeitos nos
canais de Nay de mamiferos uma vez que apresenta residuos hidrofébicos que tendem a nédo

ficarem expostos a0 meio aquoso.

As toxinas Ap2, Ap3 e Ap5 ndo alteraram as amplitudes das correntes dos canais Cav1.2
e Cav2.2, com valores de inibicdo para o canal Cavl.2 de 4,69 £1,35 %, 3,21 +1,78 %, 0,04
+1,14 % para as toxinas Ap2, Ap3 e Ap5, respectivamente e valores de inibi¢do para o canal
Cav2.2 de 0,88 +0,66 % , 0,84 +0,49 % e 4,76 £1,37 % para as toxinas Ap2, Ap3 e Apb,
respectivamente (Tabela 5) representando uma auséncia de efeito nos canais do Tipo L e canal
do tipo N. Ao analisar o efeito das Ap2, Ap3 e Ap5 nos canais Cayv2.1 foi constatada a inibigéo
de parte da corrente no Cav2.1 na concentragdo de 1uM, sendo a inibi¢do de 31,17+7,96 % para
a toxina Ap2, 22,06+2,9 % para a toxina Ap3 e 28,06+6,10 % para a toxina Ap5. Os canais
Cav2.1 foram os Unicos canais Cav que apresentaram uma inibicdo maior que 5% por essas
toxinas (Tabela 5). Tal atividade de inibig&o de corrente dos canais Cav2.1 foi descrita para a
toxina (Uniprot - POC104) (registrada sobre o nimero de patente US19920973323 19921103),
Omega-TrTx-Asp3a. Dentre os canais testados apenas foi encontrada atividade de inibi¢cdo mais

expressiva nos canais de calcio dependentes de voltagem, caracterizando as toxinas Ap2, Ap3
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e Ap5 como w-toxinas. Entre as toxinas Ap2, Ap3 e Ap5, a toxina Ap2 apresentou uma inibigéo
pouco superior as outras toxinas, aproximadamente 3% a mais que a toxina Ap5 e,
aproximadamente, 7% a mais que a toxina Ap3. Ao comparar as sequéncias primarias de Ap3
e Ap5, observa-se a presenca de cinco residuos extras na regido C-terminal da Ap5 em relagdo
a sequéncia da Ap3, os residuos R42, L43, 144, S45 e T46, contribuindo para um aumento da
hidrofobicidade geral com os residuos L43, 144 e possivel aumento da superficie hidrofébica
de interacdo, com um hidrofilicidade média tedrica de -0.852 em comparagdo com as toxinas
Ap2 e Ap3 que apresentaram -1.000 e -1.012 respectivamente
(https://web.expasy.org/protparam/) tal aumento da hidrofobicidade pela regido C-terminal
pode ser um fator de uma atividade maior da toxina Ap5 em relagéo a Ap3 no canal Cav2.1. A
superficie hidrofébica bordeada por residuos carregados promove uma caracteristica anfifilica,
sendo uma das caracteristicas conservadas em toxinas moduladores de Gating para interagdo
com canais i0nicos, ajudando a interagdo com as partes dos canais i6nicos mais internamente

associados a membrana fosfolipidica (Agwa et al., 2017, 2018).

Toxina n.° AA ID-Ap2(%) ID-Ap3(%) ID-Apb5 (%)
Ul2-BATX-Tlla -CLGEDISCGEKPGDLVRMP-CCAKYECKETAGY-WWYQKRFCVKKKS----— 45 46,81 50,00 50,00
Ul7-BATX-Tllc -CLGENVPCGDN------ IP-CCGKLSCEKTFGYPWWYKSPYCVKPSS----— 40 52,38 48,78 52,63
U26-TRTX-Cgla -CWGANVPCEDEN----- SP-CCSPLKCEKTFGYGWWYGSPFCVRSGS----- 41 50,00 46,15 46,15
U26-TRTX-Cglb -CWGANVPCEDEN----- SP-CCPPLKCEKTFGYGWWYGSPFCVRSGS-----— 41 47,62 46,15 46,15
Ul6-BATX-Tl1llb -CNGENVPCGPNH----- ST-CCSGLSCEETFGYGWWYASPYCVK--------— 38 56,41 50,00 50,00
Ul6-BATX-Tlld —-CNGNNVPCGPDH----- PP-CCSGLSCEKTFGYGWWYKSPYCVR---———---— 38 56,41 52,63 52,63
Ul6-BATX-Tlle —-CNGNNVPCGPDH----- PP-CCSGLSCEETFGYGWWYKSPYCVR---——-—---— 38 53,85 50,00 50,00
U2-TRTX-Lspla -CGGVDAPCDKDR-——-—-— PD-CCSYAECLR-SGYGWWHGTYYCYRKRER---— 41 61,90 60,98 61,90
HwTx-VI NCIGEQVPCDEND----- PR-CCSGLVVLKKTLHGIWIKSSYCYKCK------ 41 53,85 50,00 50,00
HNTX-XVI-13 -CIGKDVPCDEND----- PR-CCSGLICLTPTLHGIWYKSYYCYKK------~- 39 60,00 56,41 56,41
HNTX-XVI-8 ---GEGVPCDEND----- PR-CCPRLVCLKPTLHGIWYKSYYCYKK-------— 37 65,79 63,89 63,89
HNTX-XVI-19 -CIGEGVPCDEND----- PR-CCSGLVCLKPTLHGIWYKSYYCCKK--—----- 39 62,50 58,97 58,97
HNTX-XVI-22 -CIGEGVPCDEND----- PR-CCFGLVCLKPTLHGIWYKSYYCYKK------- 39 62,50 61,54 61,54
HNTX-XVI-16 -CIGEGVPCDEND----- PR-CCSGLVCLKPALHGIWYKSYYCYKK------- 39 62,50 58,97 58,97
HNTX-XVI-6.2 -CIGEGVPCDEND----- PR-CCSGLVCLKPTLHGIWYKSYYCYRK-------— 39 62,50 58,97 58,97
HNTX-XVI-7 -CIGEGVPCDEND----- PR-CCSGLICLKPTLHGIWYKSYYCYKK--—----- 39 65,00 61,54 61,54
HNTX-XVI-21 -CIGEGVPCDENV----- PR-CCSGLVCLKPTLHGIWYKSYYCYKK--——---- 39 65,00 61,54 61,54
HNTX-XVI-2 -CIGEGVPCDEND--—--- PR-CCSGLVCLKPTLHGIWYKSYYCYKKRS——--- 41 64,24 58,54 58,54
HNTX-XVI.19 -CIGEGVPCDEND----- PR-CCSGLVCLKPTLHGIWYKSYYCYKK------- 39 65,00 61,54 61,54
HNTX-XVI-3 -CIGEGVPCDEND----- PR-CCSGLVCLKPTLHGIWYKSYYCYKK------~- 39 65,00 61,54 61,54
HNTX-XVI-11 -CIGEGVPCDEND----- PR-CCSGFVCLKPTLHGIWYKSYYCYKK------- 39 65,00 61,54 61,54
Omega-TRTX-Asp3a -CLGENVPCDKDR-—--— PN-CCSKYECLEPTGYGRCYASYYSYKKKTL---- 42 78,54 75,00 75,00
Ap2 -CAGENVPCDKDR----- PGDCCSRYECLKPTGYGWWYASYYCYKKKS----- 42 100,0 85,71 85,71
Ap5 -CAVENVPCDKDR----- PG-CCREYECLKPTGYGWWYGSYYCYKKKERLIST 46 85,71 100,0 100,0
Ap3 -CAVENVPCDKDR----- PG-CCREYECLKPTGYGWWYGSYYCYKKKE----- 41 85,71 100,0 100,0
Omega-TRTX-Bs2a;Bsl -CIGESVPCDKDD----- PR-CCREYECLKPTGYGWWYASYYCYRKKS----— 41 80,95 80,49 80,49

* *k . . .

Figura 41 — Alinhamento multiplo com peptideos que apresentaram similaridade com os
Peptideos Ap2, Ap3 e Ap5. Espacos (-) foram introduzidos para maximizar o alinhamento. (*)
residuos idénticos na mesma coluna, (:) substituigdes conservativas, (.) semi-conservativas. A
direita 0 numero de aminoéacidos e porcentagem de identidade.

68



6.3 ldentidade de toxinas de aranha com o peptideo isolado Ap4

Durante a busca de similaridade foram encontradas oito sequéncias Unicas que
apresentavam identidade com a sequéncia da Ap4 (Figura 42), dentre as quais, a Unica toxina
que apresenta identidade acima de 50 % e dados experimentais é a toxina HNTX-XVII.3, que
possui 55,80% identidade e classificada como fraco inibidor de Ky1.2 e Kv1.3 a 20 uM
(Correnti et al., 2018).

O peptideo Ap4 segue a disposicdo das cisteinas do motivo ICK com a presenca do
grupo extra ESM. Tal espagamento encontrado na Ap4 entre as cisteinas segue 0 mesmo padrao
das toxinas p-agatoxin-Aala (Omecinsky et al., 1996), 6-PalulT1 (Corzo et al., 2000) e a toxina
HNTX-XVII com a qual possui 55,88 % de identidade (Tang et al., 2010). A ligacdo das pontes
dissulfeto nos dois primeiros peptideos é C'-C* C2-C° C3-C8 C;-Cy, padrdo que pode ser
presente na toxina Ap4. Entretanto, tal informac&o sé poderé se confirmada com experimentos
adicionais. A superfamilia F das Hainantoxins (HNTX) possui dentre 0s seus representantes
toxinas com a mesma disposi¢do das 8 cisteinas ICK e ESM, sendo um deles a toxina HNT X-
XVII (55,88% identidade com a toxina Ap4) e a toxina HWTX-XVIIb1, sendo esta ultima ,com
apenas 37,5% de identidade com a toxina Ap4, um inibidor de canais de calcio de
mamiferos(Tang et al., 2010), indicando baixa possibilidade de efeito da toxina Ap4 em canais
de célcio dependentes de voltagem.

O peptideo Ap4 ndo apresentou atividade de modulagdo ou inibi¢do de corrente nos
canais de mamiferos testados Nav1.1, Nav1.5, Nav.17, Cavl.2, Cav2.1 e Cav2.2(Tabelas 3 e
4). Em comparagdo com os representantes dos grupos das ICK com 8 cisteinas e motivo ESM,
as toxinas p-agatoxin-Aala e o-PalulT1 apresentam atividade nos canais Nav de insetos, sendo

a primeira bloqueadora de poro e a segunda moduladora com atividade similar a uma o-like

toxina escorpibnica. Para uma caracterizacdo dos possiveis alvos moleculares da toxina Ap4
seria necessaria uma avaliacdo eletrofisiologica de sua atividade em canais de insetos e canais

de potéssio de mamiferos por sua similaridade com as toxinas citadas (Figura 42).
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Toxina .° AA ID (%)
p-agatoxin-Aala ECVPENGHCRDWYD-ECCEGFYCSCRQ-PPKCICRNNN 36 44,44
5-PalulTl GCLGEGEKCADWSGPSCCDGFYCSCRS-MPYCRCRENNS 37 47,37
U25-TRTX-Cglb SCIERMQTCGVEAGLPCCSGAPCICPY-IGDCICIQ-- 35 46,88
HWTX-XVIIbl SCAKPGEMCMRI ---KCCDG-QCGCNRGTGRCFCK-—-- 31 37,50
Ap4 FCVHERETCSKVRGPLCCTG-ECICPI-YGDCFCYGS- 35 100,0
Ul-TRTX-Agm2a -CVHERETCSKVRGPLCCRG-ECICPI-YGDCFCYGS- 34 97,06
HNTX-XVII —-CAKPRENCNRM-NILCCRG-ECVCPT-FGDCFCYGD- 33 55,88
HNTX-XVII.3 —-CAKPRENCNRM-NILCCRG-ECVCPT-FGDCFCYGD- 33 55,88
HNTX-XVII-2 —-CAKPRENCNRM-NILCCRG-ECVCPT-FGDCFRYGD- 33 52,94

* * *k K * * *

Figura 42 - Alinhamento Multiplo com os peptideos que apresentaram similaridade com
0 peptideo Ap4. Os valores de identidade s&o em relagdo ao peptideo Ap4. Espacos (-) foram
introduzidos para maximizar o alinhamento. (*) residuos idénticos na mesma coluna, (:)
substituicdes conservativas, (.) ou semi-conservativas. A direita 0 nimero de amino&cidos e
porcentagem de identidade.

6.4 ldentidade de toxinas de aranha com o peptideo isolado Ap6

A toxina Ap6 apresenta a mesma disposi¢cdo das cisteinas e 0 mesmo numero de
aminoacidos entre as cisteinas presente na toxina Kappa-TrTx-Gr3a, também conhecida como
Vstx1, isolada da aranha Grammostola résea (C'XsC2XsC3C*X4C°XsC®) que apresenta o
padrdo de ligacéo dissulfeto esperado das ICK C!-C*, C2-C®°, C3-C® (Hoi et al., 2005). A toxina
VsTx1, que possui 59,26% de identidade com a Ap6, apresenta face com a superficie
exclusivamente hidrofébica formada pelos residuos F5, M6, L19, V20, W25, W27, V29 e L30
propiciando uma caracteristica importante para interacdo com as fendas na estrutura de canais
ibnicos para possiveis modulagdes (Hoi et al., 2005). Na Ap6, estdo presentes os residuos
hidrofobicos F5, M6, V20, W25, W27 nas mesmas posi¢oes em relagdo a toxina VsTx1 (Figura
43). Na posicao 19, existe uma substitui¢do da leucina por uma tirosina, sendo um aminoacido
menos hidrofdbico, nas posic¢bes 29 e 30 ocorre a substituicdo de dois aminoacidos hidrofébicos
(V29, L30) por um aminodcido neutro G29 e outro hidrofilico N30 (Monera et al., 1995). Tais
substituicdes de aminodcidos que ocorrem na toxina Ap6 caracterizam uma diminui¢do da
hidrofobicidade na superficie de interacdo e pode ser responsdvel por uma menor capacidade
de ligag&o a canais ibnicos em relagdo a toxina VsTx1(Hoi et al., 2005), a hidrofilicidade média
tedrica da toxina VsTx1 € de -0.268 (https://web.expasy.org/protparam/), em relacdo a Ap6 que
possui um a hidrofilicidade tedrica de -0.584 é o que revela uma maior tendéncia hidrofébica
geral na toxina VsTx1. VsTx1 possui atividade descrita em diferentes tipos de canais idnicos,
sendo capaz de modular o gating do canal KvAP e inibir os canais Nav1.7 e Ky11.1 (Ruta and
MacKinnon, 2004; Bemporad et al., 2006; Redaelli et al., 2010).
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A toxina Agm3a, isolada da aranha caranguejeira Acanthoscurria gomesiana, possuli
96,77% de identidade com a toxina Ap6, existindo apenas duas diferencas em sua sequéncia na
regido N-terminal em relacdo a Ap6, a presenca de um aminodcido adicional Metl e uma
substituicdo N5S (Figura 43). Todos os aminoacidos da regido PSM sdo idénticos,
provavelmente as duas toxinas apresentem a mesma superficie de interacdo hidrofobica e, com
1SS0, atividade similar em canais i0nicos (Abreu et al., 2017). N&o existem dados experimentais

sobre atividade bioldgica da toxina Agm3a.

A toxina Kappa-TRTX-Pgla, também conhecida como GXTX1E, isolada da aranha
caranguejeira Chilobrachys guangxiensis possui 54,84 % de identidade com a toxina Ap6 e foi
caracterizada com atividade modulatéria no processo de gating das canais Kv2.1, Kv2.2 e
Kv4.3 por um mecanismo de alteracdo da sensibilidade a voltagem dos canais de potéssio para
potenciais mais positivos, promovendo a estabilizacdo dos sensores de voltagem S4 em um
estado de repouso e necessitando de despolarizagbes com maior variacdo de voltagem para
abertura do canal (Herrington et al., 2006; Herrington, 2007; Schmalhofer et al., 2009). Devido
a similaridade com a toxina GXTx1E uma avalia¢do da atividade sobre os canais de K* para
uma descrigdo dos possiveis alvos molecular da toxina Ap6.

A toxina Mu-TxTx-Hsla, ou também conhecida como HwTx-IIl, isolada da aranha
caranguejeira Cyriopagopus schmidti apresenta 53,33% de identidade com a toxina Ap6. Tal
toxina apresentou inibi¢do dose-dependente em canais sodio de insetos de nervos DUM (dorsal
unpaired median) de baratas Periplaneta americana, sem efeitos sobre as cinéticas de ativagdo
ou inativacdo dos canais, indicando um potencial bloqueador do poro idnico (sitio I) com um
ICso de aproximadamente 1 um/L (Wang et al., 2010). Levando em consideracdo a identidade
com a toxina Ap6, avaliacdo eletrofisioldgica nos canais Nav de insetos seria de grande valor

para a descri¢do dos possiveis alvos bioldgicos da toxina.

Da peconha aranha caranguejeira chinesa Chilobrachys guangxiensis foi isolado o
peptideo Beta/Kappa-TrTx-Cgla, também chamado de JZTX-I11I (Xiao et al., 2004), que possui
53,57% de identidade com a toxina Ap6 (Figura 43). A toxina Beta/Kappa-TrTx-Cgla foi
descrita inicialmente como inibidora da ativacao dos canais Nay1.5 em cardiomidcitos de ratos,
com um ICs 0,38 mM, auséncia de efeito nos canais de sodio a 1 uM presente nos ganglios da
raiz dorsal de ratos e auséncia de efeitos nos canais de potassio Ky1.1, Ky1.2 e Ky1.3 na mesma
concentragédo de 1uM (Xiao et al., 2004). Posteriormente, foi descrita a capacidade de interagir

com o canal Kv2.1 e inibir suas correntes idnicas, apresentando total inibi¢do das correntes na
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concentragdo de 5uM da toxina (Yuan et al., 2007). A resolucéo da estrutura da toxina por RMN
descreveu a formacdo de duas faces na toxina, uma face predominante hidrofébica importante
para a interacdo com o canal iénico formada pelos residuos F7, W8, W9, W28 e W30 (Liao et
al., 2007) que difere na possivel face hidrofobica da toxina Ap6 na substitui¢do do residuo W8
por uma Metionina, que também apresenta uma caracteristica hidrofobica em pH neutro (Liao
et al., 2007; Monera et al., 1995). As cisteinas na toxina Beta/Kappa-TrTx-Cgla estdo ligadas
na disposi¢do Cys4—Cysl9, Cysl1-Cys24 e Cys18-Cys31, seguindo o padrdo esperado em

toxinas com o motivo ICK (Liao et al., 2007; Pallaghy et al., 1994)

Toxina n.° AA ID(%)
Ul0-TRTX-Cgla --QCGEFMWKCGAGKPTCCSGYDCSPTWKWCVLKSPGRR 37 64,29
Kappa-TRTX-Pgla;GxTx1lE EGECGGFWWKCGSGKPACCPKYVCSPKWGLCNFPMP—-—- 36 54,84
Beta/kappa—TRTX—Cgla DGECGGFWWKCGRGKPPCCKGYACSKTWGWCAVEAP—-— 36 53,57
HNTX-VIII-8 --DCAGYMRECNE-K-LCCSGYVCSSRWKWCVLPAPWRR 35 53,33
HNTX-VIII-9 --DCAGYMRECEE-K-LCCSGYVCSSRWKWCVLPAPWRR 35 53,33
HNTX-VIII-15 --DCAGYMRECKE-K-LCCSGYVCSSRWKRCVLPAPWRR 35 50,00
HNTX-VIII-4 --DCAGYMRECKG-K-LCCSGYVCSSRWKWCVLPAPWRR 35 50,00
HNTX-VIII-7 --DCAGYMRECKE-K-LRCSGYVCSSRWKWCVLPAPWRR 35 50,00
HNTX-VIII-10 --DCAGYMRECKE-K-LCCSGYVCSSRWKWRVLPAPWRR 35 53,85
HNTX-VIII-13 --DCAGYMRECKE-E-LCCSGYVCSSRWKWCVLPAPWRR 35 53,33
HNTX-VIII-12 --DCAGYMRECKE-K-LCCSGYVCPSRWKWCVLPAPWRR 35 50,00
HNTX-VIII-14 --DCAGHMRECKE-K-LCCSGYVCSSRWKWCVLPAPWRR 35 53,33
HNTX-VIII-17 --DCAGYMRECKE-K-LCCSGYVCSSGWKWCVLPAPWRR 35 53,33
HNTX-VIII-16 --DCVGYMRECKE-K-LCCSGYVCSSRWKWCVLPAPWRR 35 53,33
HNTX-VIII-6 --NCAGYMRECKE-K-LCCSGYVCSSRWKWCVLPAPWRR 35 53,33
HNTX-VIII-11 --DCAGYMRECKE-K-LCCSGYVCSSRWKWCVLSAPWRR 35 55,56
HNTX-VIII-2 --DCAGYMRECKE-K-LCCSGYVCSSRWKWCVSPAPWRR 35 53,33
HNTX-VIII-5 --DCAGYMRECKE-K-LCCNGYVCSSRWKWCVLPAPWRR 35 53,33
U3-TRTX-Hhnlr --DCAGYMRECKE-K-LCCSGYVCSSRWKWCVLPAP--- 32 53,33
Mu-TRTX-Hsla --DCAGYMRECKE-K-LCCSGYVCSSRWKWCVLPAPW- - 33 53,33
HNTX-VIII --DCAGYMRECKE-K-LCCSGYVCSSRWKWCVLPAPWRR 35 53,33
Ap6 --ACGNFMWKCSERL-PCCQEYVCSPOQWKWCONP-—-—-— 31 100,0
Ul-TRTX-Agm3a -MACGSFMWKCSERL-PCCQEYVCSPOWKWCONP———-— 32 96,77
Ul1-TRTX-Cgla --DCKGFQVKCKKDS-ECCSSYVCGSQWKWCVYPSPFGR 36 50,00
Kappa-TRTX-Gr3a;Vstxl --ECGKFMWKCKNSN-DCCKDLVCSSRWKWCVLASPF-— 34 59,26
U5-TRTX-Hslb —-—-—--GCFGYKCDYYK-GCCSGYVCSPTWKWCVRPGPG-- 32 55,17
U5-TRTX-Hsla ----GCLGDKCDYNN-GCCSGYVCSRTWKWCVLAGPW-— 32 53,33

Lk * * *

Figura 43 - Alinhamento Multiplo com os peptideos que apresentaram similaridade com
0 peptideo Ap6. Os valores de identidade sdo em relagdo ao peptideo Ap6. Espacos (-) foram
introduzidos para maximizar o alinhamento. (*) residuos idénticos na mesma
coluna,(:)substituicbes conservativas,(.) ou semi-conservativas. A direita 0 nimero de
aminoacidos e porcentagem de identidade.

A caracterizagdo eletrofisioldgica da toxina Ap6 apresentada nesse trabalho demonstra
a auséncia de efeito na concentracdo de 1 uM nos canais de mamiferos Nav1.1, Nay1.5, Cavl.2
e Cav2.2. A toxina Ap6 1 uM inibiu 6,56+3,33 % da amplitude da corrente no canal Nay1.7,
entretanto tal valor ndo foi considerado significativo pelo teste estatistico. O canal Cav2.1 teve

a amplitude da corrente inibida em 12,48+1,11 % com 1 uM da toxina Ap6 (Tabelas 4 e 5).
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Dentre as toxinas com similaridade com a toxina Ap6 foi descrita atividade em canais
KVAP, Kv11.1, Kv2.1, Kv2.2, Kv4.3, Nay deinsetos e Nay1.5, sendo que, no presente trabalho
apenas o canal Nay1.5 foi testado e a Ap6 ndo apresentou atividade como descrito para a toxina
Beta/Kappa-TrTx-Cgla (Xiao et al., 2004). O possivel alvo molecular da toxina Ap6 devera

ser avaliado entre os canais de potassio dependentes de voltagem e os canais de sodio de insetos.

6.5 Canal Cav2.1 — Funcéo, canalopatias e moduladores

O canal Cayv2.1 possui dois splicing alternativos responsaveis por duas correntes idnicas
com caracteristicas diferentes, as correntes P e Q (Bourinet et al., 1999). A diferencas entre
esses dois tipos de corrente e sua sensibilidade a toxina m-agatoxin IVA tém sido explicada pela
auséncia dos aminodcidos na alca extracelular S3-S4 do dominio 4 e esses dois aminoécidos
sdo codificados na presenca do exon e3la no mRNA das células de Purkinje, onde sdo
registradas as correntes tipo P (Bourinet et al., 1999; Lipscombe and Andrade, 2015). O canal
Cav2.1 é um dos canais de célcio do grupo dos canais de calcio pré-sinapticos constituido pelos
canais da familia Cay2 e, portanto, sdo de grande interesse farmacoldgico pois possuem
influéncia na transmisséo sinéptica (Catterall and Few, 2008). As sinapses no sistema nervoso
central de mamiferos, em sua maioria, sdo possibilitadas pelas correntes tipo P/Q dos canais
Cav2.1, componente essencial para a liberagdo de vesiculas multiplas para o espago sinaptico
(Satake and Imoto, 2014), sendo também responsaveis por um pequena parcela das sinapses de
interneurdnios inibitdrios do hipocampo (Poncer et al., 1997).

Diversas canalopatias envolvendo a mutagdo no gene CACNA1A que codifica para o
Cav2.1 foram registradas nos ultimos anos, como classe de hemiplegia familiar (FHM1)
envolvendo o funcionamento incorreto deste canal, com as condutancias do canal alteradas,
existindo casos de aumento ou diminuigdo da macrocorrente (Cao and Tsien, 2005; Nimmrich
and Gross, 2012). MutacBes no gene CACNALA estdo também relacionados a casos de
epilepsia em humanos (Zamponi et al., 2010).

Os compostos que atuam no canal de célcio Cav2.1 foram classificados em trés grupos:
0s compostos peptidicos oriundos da pegonha de diversos animais, compostos de baixa massa
molecular e compostos terapéuticos que afetam os canais de Cayv2.1 como alvos secundarios
(Nimmrich and Gross, 2012). Devido a grande similaridade entre os canais Cav2.1 e Cav2.2,
sdo descritos pouco compostos que possuem atividade com maior seletividade ou especificos
para o canal Cav2.1 (Nimmrich and Gross, 2012).
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Na concentragédo de 1 uM, foi detectada atividade das toxinas Ap2, Ap3, Ap5 e Ap6 no
canal Cayv2.1 sem nenhum efeito aparente nos outros canais de célcio testados (Tabelas 4 e 5),
sendo portanto toxinas que possuem em sua atividade descrita grande potencial para um
ferramenta molecular, no estudo de interagdo canal-toxina, quanto um potencial farmacéutico

para elaboragéo de outras drogas.

A toxina PhTx3-3, isolada da aranha armadeira encontrada no territério brasileiro
Phoneutria nigriventer, é um potente inibidor dos canais de calcio Cav2.1. PhTx3-3 inibiu
corrente P/Q em células granulares de cerebelo na concentracdo de 60 nM (Ledo et al., 2000).

Toxinas que atuam em Cayv2.1 com maior seletividade foram isoladas da aranha
Agelonopsis aperta — “agatoxin” e de moluscos do género Conus —“conotoxinas” (Nimmrich
and Gross, 2012). A toxina m-agatoxin-1VVA inibe totalmente as correntes a 40 nM e atua no
canal deslocando a dependéncia de voltagem para potenciais mais positivos (+50mV), interage
na alca extracelular S3-S4 do dominio 4 e altera o funcionamento do sensor de voltagem
(Winterfield and Swartz, 2000; Mcdonough et al., 1997). A toxina m-agatoxin-1\VVB possui Kp
de 3nM para o blogueio de correntes P registradas em células de Purkinje e 0 mesmo mecanismo
de acdo que a toxina w-agatoxin-IVA e cinéticas de bloqueio muito parecidas (Reily and Bean,
1993; Adams, 2004).

A conotoxina isolada de Conus magnus o-Conotoxina MVIIC apresenta atividade nos
canais Cav2.1 e Cav2.2, com uma afinidade maior para os canais Cav2.1 com Kp = 0,6 nM
(Lewis et al., 2000). A maioria das toxinas isoladas de Conus apresentaram uma atividade maior
nos canais Cav2.2 como € o caso das toxinas GVIA, GVIIA, MVIIA, SVIA e SO-3(Ramirez et
al., 2017). Importante citar que a toxina MVIIA, conhecida pelos nome comerciais de
Ziconotide ou Prialt, bloqueadora especifica de canais Cav2.2, foi aprovada pelo Food and
Drug Administration (FDA) para seu uso terapéutico em dores cronicas com atividade
analgésica maior que a morfina e sem efeitos de tolerancia para seu efeito analgésico (Ramirez
etal., 2017).
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5 — Concluséao

Neste presente trabalho foi apresentada a purificagdo e caracterizagdo eletrofisioldgica
de cinco novas toxinas da pegonha da aranha caranguejeira Acanthoscurria paulensis. A toxina
Ap4 ndo apresentou atividade nos canais testados de Na* e de Ca?". Por similaridade de
sequéncia com outras toxinas de aranhas, € possivel que atuem em canais de potassio

dependentes de voltagem e canais de sddio de insetos.

As toxinas Ap2, Ap3 e Ap5, que apresentam alta identidade entre si quanto suas
sequéncias primarias, apresentaram atividade especifica para o canal Cav2.1 entre 0s canais
testados, sendo caracterizadas como w-toxinas. A toxina Ap3 além de apresentar atividade nos
canais de calcio apresentou uma inibigdo fraca nas correntes de Na* nos canais Nay1.1, Nav1.5
e Navl1.7. A Toxina Ap6 apresentou atividade em canais Cav2.1 sendo também caracterizada

COmMo uma w-toxina

Este trabalho contribui tanto para o desenvolvimento do conhecimento sobre a pegonha
de aranhas caranguejeiras presentes no Brasil e seus potenciais usos biotecnolégicos, quanto

para estudos futuros quanto a estrutura funcéo da interacdo toxinas e canais i0nicos.
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6 — Perspectivas
e Caracterizagdo eletrofisiologica dos peptideos Ap4 e Ap6 em canais de potassio
dependentes de voltagem e em canais de sodio de insetos
e Caracterizacdo das curvas dose-resposta das toxinas Ap2, Ap3 e Ap5 no canal

Cav2.1 e avaliacdo das cinéticas de ativagdo do canal.
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