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Resumo

Canais i0nicos sdo proteinas transmembranares que possuem propriedades como o
movimento de abertura e fechamento mediado por sinais elétricos, quimicos ou mecanicos, €
a condugdo de ions através da membrana. Os canais de potassio atuam na regulacao da
excitabilidade celular e podem sofrer modulagdes em seus padrdes de respostas na presenga
de toxinas peptidicas provenientes de peconhas de diversos animais, entre os quais o0s
artropodes. As peconhas de aranhas sdo amplamente estudadas devido a sua complexa
mistura de moléculas bioativas capazes de modular ou inibir canais idnicos, possuindo
atividade membranolitica, entre outras propriedades de alto interesse farmacoldgico.
Compostos de interesse farmacologico possuem estruturas que indicam atividade bioldgica,
tal qual o motivo estrutural ICK, caracterizado por uma sequéncia especifica de cisteinas e
pontes dissulfeto. Ap6 tem 31 residuos de aminoacidos que foi previamente encontrado na
peconha de Acanthoscurria paulensis e que teve o efeito avaliado sobre os canais NaV 1.1,
NaV 1.5, NaV 1.7, CaV 1.2, CaV 2.1 e CaV 2.2 na concentragdo de 1 uM. Dentre esses
canais 10nicos, Ap6 apresentou atividade somente nos canais CaV 2.1, levando a sua
classificagdo como uma Omega-toxina. Uma vez que a Ap6 apresenta similaridade de
sequéncia com outros peptideos de aranhas Theraphosidae que apresentaram atividade em
canais de potassio e considerando que ¢ comum para tais peptideos apresentarem
promiscuidade quanto ao alvo molecular, o presente trabalho teve como objetivo aferir sua
capacidade de modulacao ou bloqueio em canais KV 1.1, KV 1.2, KV 1.3 e KV 3.1. O
peptideo Ap6 foi purificado a partir da pegonha da aranha Acanthoscurria paulensis por meio
de duas etapas de cromatografia liquida de fase reversa (RP-HPLC). Por espectrometria de
massa do tipo MALDI-ToF, foi possivel confirmar o grau de pureza e a massa molecular
monoisotopica experimental de 3717,9 Da. A atividade sobre canais de K* foi avaliada por
meio da técnica de patch-clamp no modo whole-cell. Foram utilizadas células HEK 293T
que expressavam canais KV 1.1 e KV 1.2 e células L292 expressando canais KV 1.3 e KV
3.1 e a Ap6 foi usada a uma concentracdo de 500 nM. Nas condigdes experimentais, Ap6 ndo
apresentou capacidade de modificar as correntes de potdssio nos canais estudados. Apesar da
andlise de similaridade de sequéncias e do arranjo estrutural no motivo ICK indicarem
possivel atuacdo em canais de potassio e, portanto, uma possivel classificagdo como
kappa-toxinas, a Ap6 ndo foi capaz de modificar a condutancia dos canais KV 1.1, KV 1.2,
KV 1.3 e KV 3.1. Desta forma, sugere-se que mais testes sejam realizados, principalmente

em KV 2.1 e que a Apb6 siga sendo classificada, por hora, como uma omega-toxina.



Abstract

Ionic channels are transmembrane proteins that exhibit properties such as opening and
closing movements mediated by electrical, chemical, or mechanical signals, and the
conduction of ions across the membrane. Potassium channels play a role in the regulation of
cellular excitability and may undergo modulation in their response patterns in the presence of
peptidic toxins from the venom of various animals, including arthropods. Spider venoms are
extensively studied due to their complex mixture of bioactive molecules capable of
modulating or inhibiting ionic channels, possessing membranolytic activity among other
pharmacologically relevant properties. Pharmacologically interesting compounds have
structures indicating biological activity, such as the structural motif ICK, characterized by a
specific sequence of cysteines and disulfide bridges. Ap6 is a 31-amino acid residue peptide
previously found in the venom of Acanthoscurria paulensis and had its effect evaluated on
NaV 1.1, NaV 1.5, NaV 1.7, CaV 1.2, CaV 2.1, and CaV 2.2 channels at a concentration of 1
uM. Among these ionic channels, Ap6 showed activity only on CaV 2.1 channels, leading to
its classification as an omega-toxin. Since Ap6 exhibits sequence similarity with other
peptides from Theraphosidae spiders that have shown activity on potassium channels, and
considering that it is common for such peptides to exhibit molecular target promiscuity, this
study aimed to assess its modulation or blocking capability on KV 1.1, KV 1.2, KV 1.3, and
KV 3.1 channels. The Ap6 peptide was purified from the venom of Acanthoscurria paulensis
through two stages of reverse-phase liquid chromatography (RP-HPLC). MALDI-ToF mass
spectrometry confirmed the degree of purity and the experimental monoisotopic molecular
mass of 3717.9 Da. The activity on K+ channels was evaluated using the patch-clamp
technique in whole-cell mode. HEK 293T cells expressing KV 1.1 and KV 1.2 channels and
L292 cells expressing KV 1.3 and KV 3.1 channels were used, and Ap6 was applied at a
concentration of 500 nM. Under experimental conditions, Ap6 did not show the ability to
modify potassium currents in the studied channels. Despite the sequence similarity analysis
and structural arrangement in the ICK motif indicating possible activity on potassium
channels and, therefore, a possible classification as kappa-toxins, Ap6 was not able to modify
the conductance of KV 1.1, KV 1.2, KV 1.3, and KV 3.1 channels. Thus, it is suggested that
further tests be conducted, primarily on KV 2.1, and that Ap6 continues to be classified, for

now, as an omega-toxin.
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Introducio

Aranhas caranguejeiras

Pertencentes a infraordem Mygalomorphae e a familia Theraphosidae, as
caranguejeiras sao aranhas cujo comprimento podendo chegar até¢ 25 cm (Haupt, 2005).
Apresentam glandulas produtoras de peconha abaixo de seu prossoma e queliceras capazes de
introduzir peconha para predacdo ou como mecanismo de defesa (Escoubas e Rash, 2004). A
presenga dessas queliceras capazes de injetar peconha €, provavelmente, um dos motivos que
fizeram com que a ordem Aranea se tornasse um dos grupos sucesso evolutivo (Coddington e
Levi, 1991).

Apesar de, em geral, ndo apresentarem periculosidade aos humanos, sua pegonha
possui capacidade de afetar processos fisiologicos em vertebrados e invertebrados em maior
ou menor grau (Abreu et al., 2017). Relatados na literatura, os efeitos da picada desse tipo de
aranha apontam dor local, edema, eritema e inchaco, sendo inofensiva aos humanos, com
excecdo do género Atrax que pode causar sintomas de envenenamento grave (Lucas et al.,
1994; Estrada et al., 2007).

Segundo o World Spider Catalog, 51.982 espécies de aranhas foram catalogadas
(https://wsc.nmbe.ch/ acesso: 2024, Mar¢o 09), com apenas 1.334 toxinas descritas, sendo
607 de caranguejeiras (https://www.uniprot.org/uniprotkb?query=(database:ArachnoServer)
acesso: 2024, Margo 09). Essa discrepancia entre as espécies catalogadas e toxinas descritas
mostra ainda um amplo espaco de crescimento devido ao seu potencial biotecnoldgico,

principalmente por parte das areas da toxicologia e farmacologia.

Acanthoscurria paulensis

Descritas no Brasil por Mello-Leitdo em 1923 a partir de um macho encontrado em
Pirassununga, SP, a 4. paulensis ¢ uma aranha de cor marrom escuro, de grande porte e
amplamente distribuida nas regides sul, sudeste e centro-oeste do Brasil. Nao aparenta
possuir inimigos naturais e apresenta comportamento bem agressivo, predando a maioria de
espécies inquilinas de cupinzeiros como baratas do cerrado, grilos e outras aranhas, bem
como outras caranguejeiras de menor porte.

Fisicamente, as fémeas apresentam maior comprimento da carapaga e dos pedipalpos
em relacdo aos machos, enquanto estes possuem pernas mais longas com espordes tibiais que
se prendem as queliceras das fémeas a fim de evitar ataques delas durante a copula. Os ovos
ficam alojados em uma ooteca que fica protegida pela fémea e a eclosdo ocorre ap6ds 90 dias

dando origem de 800 a 2000 filhotes.



Figura 1 - Espécime de Acanthoscurria paulensis. Fotos: Rodrigo Barbosa. Esquerda: Vista

Dorsal. Direita: Vista ventral.

Composicao bioquimica das peconhas

A pecgonha de aranhas ¢ considerada uma mistura complexa (Vassilevski et al., 2009)
e uma fonte de componentes farmacologicamente ativos (Nicholson, 2006), sendo que em
algumas espécies, pode apresentar mais de 1000 peptideos diferentes (Escoubas et al., 2006)
e mais de 100 componentes de natureza quimica distinta (Vassilevski et al., 2009).

As diversas atividades bioldgicas sdo resultado de milhares de anos de evolugdo e
selecdo de compostos (Windley et al., 2012), em que, de forma geral essas peconhas sdo
constituidas por moléculas de baixa massa como aminoacidos livres, ions, acilpoliaminas,
acidos organicos, nucleotideos, nucleosideos (Kuhn Nentwig et al., 2011) e peptideos,

proteinas, enzimas e varias neurotoxinas contendo cisteina (Langenegger et al., 2019).

Acilpoliaminas

Caracterizam-se por ser componentes hidrofilicos que provocam paralisia rapida em
suas presas (Adams et al., 1989). Sdo amplamente estudadas por apresentar atividade
bioldégica modulando dores cronicas e neuropaticas (Medeiros et al., 2023) e agdo
antimicrobiana (Espinoza-Culupu et al., 2020). Estruturalmente falando, ¢ um grupo de baixa

massa molecular, possui grupos aromaticos acil, um esqueleto de poliaminas (Kuhn-Nentwig
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et al., 2011), podendo apresentar ou nao, um ou dois residuos de aminoacidos que conectam o

anel aromadtico a cadeia poliamina (McCormick e Meinwald, 1993).
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Figura 2 - Estrutura de uma acilpoliamina retirada da peconha de aranha. Retirado de Palma,
2012

Essas moléculas, descritas primeiramente a partir de peconha de aranhas da familia
Theraphosidae (Aramaki et al., 1986), em geral, visam receptores ionotrdpicos de glutamato
de insetos (Stromgaard et al., 2005) e canais de Ca?’, K" (Kuhn-Nentwig et al., 2011).
Contudo, ha casos também de bloquear receptores pds-sinapticos de glutamato em neuronios
centrais de mamiferos (Rash e Hodgson, 2002).

Estudos mais recentes apontaram uma acilpoliamina sintetizada a partir de uma
molécula da hemolinfa de Acanthoscurria gomesiana, a migalina. Ela atua no cortex
pré-frontal pré-limbico como moduladora da dor neuropatica e de quadro de depressao
comorbida com efeitos antinociceptivos (Medeiros et al., 2023). Modula também o estado
cataléptico induzido pelo haloperidol, um antipsicético utilizado no tratamento de

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

Peptideos citoliticos

Um dos principais compostos das pegonhas, os peptideos lineares também sdo
descritos como peptideos citoliticos, peptideos catidonicos ou peptideos antimicrobianos
(AMPs) da pegonha de aranha (Brogden et al., 2016; Kuhn-Nentwig et al., 2021). Possuem
atividade membranolitica devido a alta densidade de aminoéacidos carregados positivamente,
como Arginina e Lisina (Corzo and Escoubas, 2003), formam a-hélices anfipaticas proximas
a bicamada lipidica e geram forte atragdo por fosfolipidios carregados negativamente que
desestabilizam a membrana promovendo a formag¢dao de poros. Variam de 10 a 30
aminoacidos de comprimento em que varios desses peptideos de algumas espécies de aranhas
podem ser expressos por um Unico transcrito policistronico (Liiddecke et al., 2023).

Até o momento, ainda ndo possuem fun¢do exata bem descrita (Kuhn-Nentwig et al.,

2021; Liddecke et al., 2023), havendo apenas algumas sugestdes quanto a fungdo que essas

11



moléculas possuem, como por exemplo, atuar como agentes espalhadores que facilitariam a

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

Peptideos neuroativos

Outro grupo de compostos encontrados nas pegonhas sdo os peptideos ricos em pontes
dissulfeto. Caracterizam-se por possuirem massa molecular entre 2650 e 14800 Da e pela
composi¢do de residuos de cisteinas ao longo de sua cadeia de aminoacidos (Norton e
Pallaghy, 1998). Até o momento, foram caracterizados trés motivos estruturais em peptideos
neuroativos, sendo eles o motivo ICK (Inhinitor cystine-knot), o motivo DDH (disulfide

direct -hairpin) ou o motivo Kunitz-/ike (Vassilevski et al., 2009).

Figura 3 - Representacdo esquematica do motivo estrutural ICK mostrando em

vermelho as cisteinas e as pontes dissulfeto estabelecidas entre elas.
O primeiro motivo, ICK, consiste em uma estrutura de 3 folhas B estabilizada por 3
pontes dissulfeto entre as cisteinas C1-C4, C2-C5 e C3-C6, cuja disposi¢do ao longo da

cadeia ¢ CiX2-7-CuX3-11-CuiXo-7-CivXi-17-CvXi-19-Cv, onde Cn € a cisteina na estrutura primaria
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e Xn sdo os residuos de aminoacidos (Craik et al., 2001; Norton e Pallaghy, 1998; Vassilevski
et al., 2009). Quanto a estrutura espacial, forma-se um né de cisteinas entre C1 - C4 ¢ C2 -
C5, sendo transpassado pela C3 - C6. Dentro da estrutura ICK, a presenca de trés fragmentos
principais indicam fortemente a possibilidade de haver fun¢do neuroativa, chamado de PSM
(principal structural motif). Essa regido ¢ compreendida entre as cisteinas C1-C2-C3-C4, a
regido que estaria ligada a atividade neurotoxica da molécula (Kozlov et al., 2005).

Seguindo para o proximo motivo, o DDH (disulfide direct p-hairpin) apresenta uma
sequéncia consensual CXs.19-CXz2-[G ou P]-X2-CXe-19-C. Diferentemente do ICK, esse motivo
ndo apresenta um no de cisteina e ¢ caracterizado por um B-hairpin antiparalelo estabilizado
por duas pontes dissulfeto (Ci - Cs e Cz - Cs) (Wang et al., 2000).

O ultimo motivo, Kunitz, ¢ caracterizado por um padrao na distribui¢do de cisteinas,
seguindo a formagao Ci - Ce, C2 - Cs e Cs - Cs. Esse tipo de formagdo permite a presenca de
uma folha-f antiparalela (Langenegger et al., 2019).

Esses peptideos neuroativos possuem atividade mesmo que em concentragdes
nanomolares, atuando em proteinas de membrana tanto de neurénios como de musculos por
meio da modulagao dos canais i6nicos de calcio, sddio e potassio e também com receptores
quimicos, mecanicos e térmicos. Sua modulagdo consiste em alterar, inibir ou ativar esses
canais e receptores de forma que perturbe o fluxo de ions, prejudicando assim, a passagem
dos impulsos ao longo do corpo celular (Herzig e King, 2013; Nentwig ¢ Kuhn-Nentwig,
2013).

Nomenclatura para toxinas peptidicas

A fim de trazer maior padronizagdo da toxinas peptidicas que eram descritas e evitar
confusdes devido a uma nomenclatura genérica, King e colaboradores (2008) propuseram
uma nomenclatura padronizada para ser utilizada em toxinas peptidicas de todo grupo de
animais. A forma proposta para nomear toxinas ficou definida em trés partes, a primeira seria
uma letra grega para descrever a atividade (o alvo molecular) da toxina, a segunda se trataria
da fonte biologica do peptideo e a terceira a relacdo com as outras toxinas, utilizada para

distinguir toxinas semelhantes.
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Tabela 1 — Proposta de nomenclatura de toxinas de aranha baseadas na funcio

farmacolégica. Adaptado de King et al., 2008

a (alfa) Receptor de acetilcolina

B (beta) Muda a dependéncia da voltagem da ativacao do canal Na V
v (gama) Tem como alvo canais de cations ndo especificos de HCN

O (delta) Atrasa a inativacao de canais Na V ativados por voltagem

€ (épsilon)

Tem como alvo os canais de cloreto CI

C (zeta) Tem como alvo canais ciclicos ativados por nucleotideos

n (eta) Tem como alvo os canais de potéssio retificadores internos (KIR)
0 (teta) Tem como alvo canais de potassio (K2P) de dominio de dois poros
1 (iota) Agonista do canal de s6dio ativado por voltagem (NaV)

« (kappa) Inibe os canais de potéssio ativados por voltagem (KV)

A (lambda) Inibe os canais de potéssio ativados por célcio (KCa)

u (mu) Inibe os canais de sodio ativados por voltagem (NaV)

v (nu) Tem como alvo o receptor de acetilcolina

E(x1) Tem como alvo o receptor de endotelina

o (micron) Tem como alvo o receptor de octopamina

7 (pi) Tem como alvo canais i6nicos com detecc¢ao de acido (ASICs)

p (r0) Tem como alvo adrenoceptores

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

T (tau) Tem como alvo o canal de potencial receptor transitério (TRP)

v (upsilon)

Tem como alvo o receptor de vasopressina/ocitocina

¢ (i)

Tem como alvo o receptor de rianodina

y (chi) Tem como alvo o transportador de noradrenalina

v (psi) Antagonista ndo competitivo do receptor de acetilcolina
o (6mega) Inibe os canais de célcio dependentes de voltagem (CaV)
I' (gama) Tem como alvo o receptor de glutamato

A (Lambda) Tem como alvo o receptor GABA
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2 (Omicron) Tem como alvo o receptor P2X

¥ (Sigma) Visa o canal CFTR
Q (Omega) Tem como alvo o receptor do fator de crescimento epidérmico
A (Delta) Atividade citolitica

U (Desconhecido) | Atividade desconhecida

Canais ionicos e potencial de acio

Canais i0nicos sdo proteinas transmembranicas presentes em todas as células e sdo
responsaveis pela excitabilidade elétrica na membrana propiciando a passagem dos impulsos
nervosos em nervos, musculos e outros tecidos (Hille, 2001; Yu e Catterall, 2003; Yu, 2005).
Canais i0nicos dependentes de voltagem apresentam seletividade para um tipo de ion,
contudo, ndo ¢ exclusiva visto que ions menores conseguem passar pelo canal.
Estruturalmente, esses canais sdo tetrameros que formam um poro seletivo responsavel pela
passagem do ion e apresentam uma regido ao redor do poro que capta as variacdes de
voltagem na membrana, para gerar as mudangas conformacionais necessarias para sua
abertura permitindo o influxo ou efluxo de ions.

A movimentagdo desses ions dentro e fora da célula gera despolarizagdes e
repolarizagdes na membrana, essas inversoes do potencial de membrana sdo conhecidas como
potencial de agdo. A propagacdo dos sinais elétricos ao longo da membrana ocorre devido a
essa alternancia de ions Na®, Ca*" ¢ K'. A varia¢do de voltagem da membrana ativa canais
Nav for¢ando um fluxo de ions Na" para dentro da célula gerando, assim, sua despolarizagao.
Logo apos o processo de despolarizagdo da membrana, canais de calcio sdo ativados e geram
um influxo de de ions Ca**, funcionando como um segundo mensageiro de resposta celulares.
Com o influxo desses ions, os canais de KV sdo ativados gerando uma saida de ions da célula
para repolarizar a membrana, contudo com carga negativa. O conjunto desses processos ¢é
denominado potencial de agdo e permite a liberacdo de neurotransmissores na fenda
sindptica, para que assim ocorra a modulagdo de canais i6nicos dependentes de ligantes na
membrana pés sindptica, altere o potencial de membrana, ocasionando uma nova passagem

do impulso elétrico pelo neurdnios.

15



Canais de K*

O subgrupo de canais i06nicos mais diversos ¢ o de potassio, presente em todos os
organismos tais como eucariotos, archaea e eubacteria (Miller, 2000). Atua em papéis
essenciais como processos de sinalizacdo celular na regulacdo de neurotransmissores,
frequéncia cardiaca, secre¢ao de insulina, excitabilidade neuronal, transporte de eletrodlitos
epiteliais, contracdo do musculo liso e regulagdo do volume central (Wickenden, 2002). De
forma conjunta aos canais de NaV, atuam na manuten¢do do potencial de membrana sendo a
base fisioldgica da transmissdo do sinal nervoso (Guyton e Hall, 2006).

A superfamilia de canais de K conta com 5 grupos estruturais e funcionais. (1) Os
canais de K retificadores internos (Kir), tém sua fungao regulada por nucleotideos, por ATP ¢
ADP, por fosforilagdo, por proteinas G e por fosfatidilinositol 4,5-bifosfato. (2) Os canais de
K" com dominio de dois poros (Kzr), possuem quatro segmentos transmembrana sendo
regulados por fatores como pH, temperatura e tensdo da membrana celular. (3) Os canais de
K" de condutancia intermediaria e pequena (IKc. ¢ SKca) ativados por célcio sdo formados
por seis segmentos transmembrana e regulados pela presenca de Ca’" mediados pela
calmodulina. (4) Os canais de grande condutincia ativados por Ca*" (BKc.) sdo formados por
sete segmentos ¢ ativados por mudanca de potencial e por varios ions como calcio, sddio ou
cloro. E (5) o ultimo do grupo, os canais de K dependentes de voltagem (KV) (Kuzmenkov

etal., 2015).
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Figura 4 - Arvore filogenética dos canais de K*. Destacado em vermelho os canais
KV. Em preto apresenta-se os demais canais de K’ juntamente com as estruturas da
subunidade alfa. Imagem adaptada de Nikita Gamper ¢ KeWei Wang - Pharmacology of

Potassium Channels, editora Springer, 2021

Canais KV

Os canais KV sdo proteinas transmembranicas que permitem a passagem de ions K"
durante a despolarizagdo do campo elétrico membranar (Hille B., 2001). Estruturalmente,
apresentam quatro subunidades o compostas por seis segmentos transmembranicos (TM), S1
a S6, onde os segmentos S1-S4 formam o dominio sensor de voltagem (VSD). Os segmentos
S4-S5 formam um loop intracelular responsavel pelo controle da abertura do dominio do poro
(PD), sendo este formado pelos segmentos S5-S6. Essa regido abriga o filtro de seletividade
do canal, onde possui uma sequéncia de aminoacidos altamente conservada compreendida

pelos residuos TVGYG (Long et al., 2005; Yellen, 2002).
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Figura 5 - Representacio esquematica da subunidade a do canal KV. Dominios S1-S4
formadores do VSD, sendo o segmento S4 responsavel pela deteccdo das variagdes de
potencial na membrana. Os “+” representam a densidade de cargas presente no segmento S4
caracterizado pela maior presengca de aminoacidos carregados positivamente. Segmentos
S5-S6 formando o dominio do poro destacando no loop P em azul a regido do filtro de

seletividade. Adaptada de Yu e Catterall, 2004.

O funcionamento do canal se inicia quando uma despolarizagdo do campo elétrico na
membrana gera uma mudanga conformacional no VSD. O VSD ¢ uma regido rica em
aminodcidos carregados positivamente e apresenta um motivo estrutural caracterizado pela
presenga desses aminodcidos carregados separados por dois residuos hidrofobicos que
permitem a deteccdo das mudangas de polaridade (Long et al. 2005; Zhou et al. 2001a). Essa
mudanga conformacional induz a abertura do canal gerando um gradiente eletroquimico de
ions K" que ¢ cessado logo apods o inicio da repolarizagdo quando o VSD retorna ao seu
estado de repouso e fecha o canal novamente. Apds esse processo, o canal passa por um
estado hiperpolarizado onde s6 € possivel ativa-lo novamente quando o canal retorna ao seu
estado polarizado (Kurata e Fedida, 2006).

A familia de canais KV possui 40 membros distribuidos entre 12 subfamilias: KV 1
(Shaker); KV 2 (Shab); KV 3 (Shaw); KV 4 (Shal); KV 7 (KvLQT); KV 10 (EAG); KV 11
(hERG); KV 12 (ELK), e as subfamilias modulatorias “elétricamente silenciosas” KV 5, KV

18



6, KV 8 e KV 9 (Finol-Urdaneta et al. 2020). A subfamilia KV 1 Shaker, possui 8 membros e
sdo encontrados principalmente no sistema nervoso central (van der Wijst et al., 2010;
Adelman et al., 1995) contribuindo para a regulagdo do potencial de membrana (Imbrici et
al., 2006). Desempenham também papeis na homeostase e reabsor¢io de ions Mg?* nos rins
(Glaudemans et al., 2009; San-Cristobal et al., 2014), e na resposta neuromuscular uma vez
que, foi observado que mutagdes nos canais KV 1.1 apresentaram casos de ataxia episodica
tipo 1 (Eunson et al., 2000).

Outra subfamilia ¢ o KV 2 Shab (Finol-Urdaneta et al. 2020), que possui dois
membros sendo expressos principalmente no cérebro, no pancreas € no sistema
cardiovascular e tem como fun¢do ja descrita a regulacdo do potencial de a¢do induzido pela
glicose nas células  pancreaticas modulando a secre¢do de insulina (Nina Li et al., 2013).

Canais de KV ndo sdo exclusivos de eucariotos, ha casos de canais KV encontrados
em arqueias, mais especificamente da hipertermofila encontrada em uma fonte termal
ocednica no Japao, a Aeropyrum pernix. Esse canal, possui semelhangas no VSD comparadas
a familia Kv 1, apontado por Ruta e colaboradores (2003) como intimamente relacionados.
Outra subfamilia de canais KV sao os canais hERG, os quais possuem trés membros € podem
ser encontrados em células cardiacas mediando a ativagdo rapida da corrente retificadora de

potassio (Sanguinetti et al., 1995).

Toxinas peptidicas para canais KV

Vérios compostos de distintas naturezas quimicas sao capazes de se ligar aos canais
de K*, como ions metalicos, compostos de baixa massa molecular, peptideos da peconha de
animais e anticorpos. Esses ligantes podem ser bloqueadores, obstruindo fisicamente a
entrada do canal, ou moduladores, em que ocorrem modificagdes na ativagdo do canal
(Li-Smerin e Swartz, 1998; Kuzmenkov et al., 2015). Até o momento, ja foram descritas
1599 toxinas para canais de potassio, sendo 183 provenientes de aranhas
(https://kaliumdb.org/. acesso em: 11 de Marco de 2024) que apresentaram atividade
bioldgica para os canais KV.

Peptideos da pegonha de animais como cobras, anémonas, escorpides, caramujos €
aranhas possuem capacidade de modulacdo da atividade de canais de KV (Boldrini-Franca et
al., 2020; Abdel-Mottaleb et al., 2008; Herrington et al., 2006; Ciccone et al., 2019; S.
Imperial et al., 2006). No caso de toxinas de aranhas, ¢ possivel apontar algumas
caracteristicas comuns na estrutura das moléculas, como a disposi¢do das cisteinas C3-C4 em

que normalmente ndo hé residuos entre esses dois aminoacidos (Fig. 4).
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Kappa-theraphotoxin-Tblc DDCLGMFSSCDPNNDKCCPNRVCRVRDQWCKYKLW- -~ -~ -~ 35

Lambda-hexatoxin-Hvlc AICTGADRPCAAC-CPCCPGTSCK---AESNGYSYCRKDEP- 37

Beta/Kappa-theraphotoxin-Grla -YCQKWMWTCDSK -RKCCEDMVCQ- - - LWCKKRL - - == = - - - 29

Kappa-theraphotoxin-Psla -YCQKWMWTCDSA-RKCCEGLVCR - - - LWCKKII-------~ 29

Kappa-theraphotoxin-Pg2a - ECRKMFGGCSYD-SDCCAHLGCK - - -PTLKYCAW- - -DGT - 33

Kappa-sparatoxin-Hvlc -ECGTLFSGCSTH-ADCCEGFICK---LWCRY------ ERTW 31
* * * ok * .

Figura 6 - Alinhamento de peptideos da peconha com atividade em canais KV de
diversas espécies de aranhas - Espacos (-) foram introduzidos para maximizar o
alinhamento. (*) residuos idénticos na mesma coluna, (:) substitui¢des conservativas, (.)
semi-conservativas. A direita o numero de aminoacidos. Destaca-se em vermelho os residuos

de cisteina C3-C4 aparecendo juntos.

Mais especificamente em toxinas para canais KV, regides na sequéncia primaria
indicaram alguns pontos em comum como o motivo estrutural chamado de patch hidrofobico,
caracterizado pela presenca de dois ou trés residuos de aminodacidos hidrofobicos
consecutivos e por uma sequéncia de aminoacidos carregados, sendo esses responsaveis pela
ligacdo as membranas fosfolipidicas presentes na estrutura do canal (Yuan et al., 2007; Zeng
et al., 2007; Zhang et al., 2019;).

Entre as neurotoxinas peptidicas descritas com atividade para canais KV estd a
hanatoxina da aranha Grammostola spatulata (Swartz e Mackinnon, 1995). Possui 35
residuos de aminoacidos estabilizados por 3 pontes dissulfeto. Além de inibir canais de KV
2.1, ela também apresentou atividade em canais KV 4.2 e em canais de CaV 2.1 (Yingying e
Swartz, 1998).

Outra toxina para canais Kv ¢ a SGTx1 da aranha Scodra griseipes, a qual possui 34
residuos de aminoécidos (Marvin et al., 1999) e atua inibindo de forma reversivel canais Kv
2.1. Essa toxina se liga as hélices do VSD mudando a ativagdo do canal para voltagens mais
despolarizadas. E também capaz de inibir canais NaV 1.1, NaV 1.4, NaV 1.5, NaV 1.6 e NaV
1.7 (Agwa et al., 2018).

As frixotoxinas (PaTx 1 e 2), isoladas da peconha da aranha caranguejeira
Phrixotrichus auratus, bloqueiam correntes de KV 4.3 e KV 4.2 especificamente, as quais
alteram as propriedades de gating por meio de sua interagao com o sensor de voltagem. Além
dessa interagdo, foi observado também o bloqueio de correntes cardiacas de potassio,

demonstrando sua importancia no estudo das correntes cardiacas (Diochot et al., 1999).
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Estruturalmente falando, essas toxinas apresentam um motivo estrutural ICK e interagem
preferencialmente quando o canal se encontra fechado (Chagot et al., 2004).

A toxina ScTxl, isolada da aranha Stromatopelma calceata, por sua vez, apresentou
alta afinidade com os canais KV 2.1, KV 4.2 e com o heterodimero formado pelos canais KV
2.1/9.3. Além disso, a toxina aparenta estar envolvida na sensibilidade ao oxigénio nos
miécitos das artérias pulmonares (Escoubas et al., 2002a). Em um segundo momento,
descreveu-se também a atividade da HmTx 1 e 2, da aranha Heteroscodra maculata, como
um inibidor de corrente de potassio associado aos subtipos de canais KV 2, onde a toxina 1
também possui efeitos inibidores dos canais de KV 4, sendo que para o canal KV 4.1 foi o

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

Potencial farmacologico da peconha

A estimativa quanto a diversidade molecular presente na peconha de aranhas ¢ de até
12 milhdes de compostos (Escoubas e Rash, 2004). Essas moléculas, tanto da peconha quanto
da hemolinfa, apresentam alto potencial terapéutico e biotecnologico devido aos seus alvos
receptores, membranas celulares e enzimas (Pimenta e de Lima, 2005).

Além da prospeccao de novos candidatos a medicamentos, as toxinas da pegonha
também foram utilizadas para elucidar a estrutura, fun¢cdo e farmacologia de receptores
celulares (Adams, 2004; Ushkaryov et al., 2004), receptores metabotropicos (Guharay e
Sachs, 1984), canais i6nicos (Doyle et al., 1998; Mackinnon et al., 1998), bem como no
desenvolvimento de bioinseticidas (Corzo e Escoubas, 2003; Fitches et al., 2004; Khan et al.,
2008; Tedford et al., 2004), drogas utilizadas para o tratamento de doengas
neurodegenerativas (Estrada et al., 2007; Mazzuca et al., 2007), disfun¢do erétil (Nunes et al.,
2008), doengas infecciosas (Budnik et al., 2004; Chung et al., 2002; Haeberli et al., 2000;
Kozlov et al., 2006; Silva Junior et al., 2000; Yan e Adams, 1998) e arritmia cardiaca (Bode
etal., 2001).

Outra utilizagdo das toxinas de aranha sdo os biopesticidas, uma vez que insetos sdo a
maioria das presas de aranhas e sua ac¢do insetotdxica € uma proposta biotecnologica de alto
valor agregado no mercado de controle de pragas. A predagado efetiva das aranhas se da pelas
toxinas que possuem como alvo molecular canais idnicos de insetos em que observa-se a
ocorréncia de proteinas ricas em cisteina, sendo o motivo estrutural mais comumente
formado o ICK (Windley et al., 2012).

Também ja observado, as propriedades antimicrobianas das pegonhas possuem

caracteristicas cationicas e anfifilicas, conseguindo se associar a bicamada lipidica das
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células, podendo resultar em um desequilibrio das cargas ou na propria lise celular (Villegas e
Corzo, 2005), em que tal efeito, pode ser observado em diversas bactérias tanto
Gram-positivas quanto Gram-negativas (Kozlov et al., 2006; Jung et al., 2006; Budnik et al.,
2003; Haeberli et al., 2000). A diferenca da composicao dos fosfolipidios entre procariotos e
eucariotos gera uma composi¢ao de cargas e hidrofobicidade fazendo com que a membrana
de procariotos seja a mais suscetivel a acdo dos peptideos, uma vez que nos procariotos ha
uma densidade de cargas negativas maior (Yeman e Yount, 2003).

Observa-se que a peconha de aranha, independente da espécie, apresenta diversos
efeitos bioquimicos e neuroldgicos em varios animais tanto vertebrados ou invertebrados
(Beleboni et al., 2004; Gimenez, 2013) bem como uma vasta aplicagdo biotecnoldgica para o

desenvolvimento de farmacos ou agrotoxicos.

Estudos da caracterizacao da peconha de Acanthoscurria paulensis

Os estudos relacionados a peconha de A. paulensis do Laboratério de
Neurofarmacologia da Universidade de Brasilia se iniciaram em 2012, utilizando de anélise
protedmica que identificou a presenca de 97 componentes distintos da peconha com
componentes de massa molecular que variam entre 601,4 Da e 21.932,3 Da, em que, a maior
parte dos compostos possui entre 700 e 8.000 Da (Mourdo et al., 2013b).

O primeiro peptideo isolado foi denominado de Apla, que demonstrou atividade de
paralisia quando testado em lagartas Spodoptera frugiperda cuja dose efetiva foi de 13.0 £
4.2 ng/g (Mourao et al., 2013a). Testada também em camundongos, por meio de injegdes
intracranianas com dose de 30 pg em cada animal, a toxina Apla demonstrou atividade
toxica onde foi possivel observar o surgimento de mioclonias, hipermotilidade, saltos e
convulsdes generalizadas. J4 nas Drosophila melanogaster, mostrou uma redug¢do na
frequéncia e amplitude das vias da fibra gigante (GF) até o musculo tergotrocanter (TTM)
(GF-TTM) e da fibra gigante (GF) at¢é o musculo dorsal longitudinal (DLM) (GF-DLM),
sendo sugerida a Apla possuindo atividade na jungdo neuromuscular mediada pelos
receptores glutamatérgicos (Mourao, 2012), foi testada também em NaV 1.2, NaV 1.4, NaV
1.5, NaV 1.6 e no receptor de acetilcolina nAch, ndo apresentando resultado para nenhum
desses canais. Posteriormente deu-se prosseguimento com a caracterizagdo da toxina Apla
testando em canais NaV 1.1, NaV 1.3 e NaV 1.7, onde apresentou uma atividade fraca com

inibigdo maxima de 30 % no canal NaV 1.7 (Garcia, 2018).
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Dando seguimento a caracterizagdo dessa pegonha, foram entdo purificados mais 5

peptideos, denominados como Ap2, Ap3, Ap4, ApS e Ap6, que foram testados em canais de

Na" e Ca*". As toxinas Ap2, Ap3 e Ap5 possuem alta identidade entre suas sequéncias

primarias e apresentaram atividade para o canal de CaV 2.1 a concentracdo de 1 uM. No caso

do peptideo Ap3, foi observada uma fraca inibicdo dos canais de NaV 1.1, NaV 1.5 e NaV

1.7 com concentragdo a 1 pM. A toxina Ap6, foi caracterizada com uma omega-toxina,

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

apresentou atividade em nenhum canal testado sugerindo entdo uma possivel atividade em

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

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

testados e os canais que apresentaram atividade.

Toxina Isolada Testada em Atividade em

Apla NaV 1.1, NaV 1.2, NaV 1.3, -
NaV 1.4, NaV 1.5, NaV 1.6,
NaV 1.7 e nAch

Ap2 NaV 1.1, NaV 1.5, NaV 1.7, CaV 2.1
CaV1.2,Cav21eCaV22

Ap3 NaV 1.1, NaV 1.5, NaV 1.7, | NaV 1.1, NaV 1.5, NaV 1.7
CaV1.2,CaV2.1eCaV 22 e CaV 2.1

Ap4 NaV 1.1, NaV 1.5, NaV 1.7, -
CaV 1.2,CaV2.1eCaV 22

Ap5 NaV 1.1, NaV 1.5, NaV 1.7, CaV 2.1
CaV1.2,CaV21eCavV22

Apb NaV 1.1, NaV 1.5, NaV 1.7, CaV 2.1
CaV1.2,CavV2l1eCaV22
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Justificativa

Considerando o potencial biotecnoldgico das pegonhas de aranhas caranguejeiras vale
ressaltar a importancia no estudo e caracterizacdo dessas toxinas principalmente para a
producao de novos componentes farmacologicos. Uma vez que a maior parte das aranhas tem
sua peconha pouco estudada, esse potencial farmacolégico fica pouco explorado. Algumas
doengas sdo ocasionadas pelo mau funcionamento dos canais idnicos, como alguns tipos de
epilepsia, dores cronicas e paralisia periddica. Com o uso de toxinas capazes de modular
esses canais, pode-se encontrar novos tipos de tratamentos para essas condigoes.

Considerando os estudos anteriores de caracterizagao da peconha de Acanthoscurria
paulensis, tem-se a Apla como o primeiro peptideo estudado onde foi averiguado sua
atividade biologica em canais i0nicos, atividade em camundongos e potencial bioinseticida.
Seguido de uma purificagcdo de outros cinco peptideos denominados Ap2, Ap3, Ap4, ApS e
Ap6 que também foram submetidos a testes eletrofisioldgicos em canais NaV e CaV.

Este projeto visa dar continuidade ao trabalho anteriormente iniciado, a fim de buscar
por outros possiveis alvos farmacolégicos do peptideo Ap6, que até o momento s6 apresentou
atividade em canais de CaV 2.1. Com o sequenciamento realizado anteriormente por Tibery
(2020), foi identificado sequéncias de aminoacidos que sugerem o motivo estrutural ICK,
sendo esse motivo indicador de atividade biologica.

Alinhamentos realizados pelo Blastp indicaram outros 88 peptideos, dos quais foram
restringidos aqueles com E value até e-05 e posteriormente selecionou-se 3 sequéncias que
apresentaram atividade moduladora ou inibitéria nos canais do KV. Devido as similaridades
encontradas com o peptideo Ap6 demonstrando atividade bioldgica e levando em
consideragdo a promiscuidade caracteristica desses peptideos de aranha, o projeto focou em

testar a capacidade moduladora do peptideo em células expressando canais de K'V.
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Objetivos
Objetivo geral
Caracterizagdo da atividade da toxina Ap6 isolada da peconha de Acanthoscurria

paulensis em canais de potassio voltagem dependentes.

Objetivos especificos
° Purificacao do peptideo Ap6 presente na pegonha da aranha

° Avaliagdo da ac¢do do peptideo Ap6 por meio de ensaios eletrofisiologicos nos

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

° Analise estrutura-funcao da Ap6 e dos peptideos similares que apresentaram

atividade em canal KV.
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Metodologia

Extracao da peconha por eletroestimulacio

A partir de espécimes de machos e fémeas de Acanthoscurria paulensis
acondicionadas no Biotério do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia sob licenca
do IBAMA n° 19138-1 foi realizada a extragdo da peconha por meio de um eletroestimulador
caseiro, ocorrendo extracao a cada 30 dias. O aparelho foi posicionado na regido basal das
queliceras, estimulando os musculos para a expulsdo da pegonha das glandulas e a
acondicionando em um tubo eppendorfde 1,5 mL. As amostras foram solubilizadas em agua
Mili-Q e centrifugadas a 10.000 x g por 15 minutos para que as substancias sedimentadas
pudessem ser removidas. ApoOs esse processo, quantificou-se por espectrofotometro com luz
UV a 280 nm (NanoVue® GE Healthcare) para proteinas totais, secou-se a vacuo (SpeedVac)

e armazenou-se a -20° C.

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

Fracionamento da Peconha Bruta

Aliquotas contendo a pegonha bruta foram ressuspendidas em 0,12% (v/v) de 4cido
trifluoracético (TFA) em agua. A amostra foi, entdo, submetida a cromatografia liquida de
alta eficiéncia LC10A Shimadzu Co. (Kyoto, Japao), utilizando uma coluna semi-preparativa
C18 Phenomenex. O gradiente utilizado para eluig¢@o foi de uma solucdo aquosa de TFA 0,1%
(A) e uma solugdo de acetonitrila de TFA 0,1% (B) cujo fluxo era de 1,5 mL/min e detecgdo a
216 e 280 nm de absorbancia. O gradiente se iniciou com 0% de B durante 10 minutos, ap6s
esse tempo o gradiente aumentou a concentragdo de 0 a 60% em 1 hora, seguido de 60 a
100% em 10 minutos, sendo mantido a 100% em mais 10 minutos e finalizou-se equilibrando

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

cromatografia
Tempo % de ACN
0 - 10 min 0%
10 - 60 min 0% - 60%
60 - 70 min 60% - 100%
70 - 80 min 100%

Purifica¢do do peptideo Ap6

O peptideo Ap6 passou por mais uma etapa de cromatografia, onde foi utilizado uma
Coluna Phenomenex Kinetex C18 Core-shell cujo método se inicia com a concentragdo de
acetonitrila atingindo 20% aos 10 minutos. Apo6s os 10 minutos, foi estabelecido um platd do
gradiente durante mais 10 minutos, e apds essa etapa, o gradiente de 0,5% de acetonitrila se

iniciou atingindo 40% aos 60 minutos.

Tabela 4 - Relacdo entre o tempo e o gradiente de acetonitrila na segunda etapa de
cromatografia
Tempo % de ACN
0 - 20 min 0% - 20%
20 - 30 min 20%
30 min - 60 min 20% - 40%

Espectrometria de massa (MALDI TOF/TOF)

A fim de avaliar o grau de pureza da amostra bem como aferir a massa molecular
experimental, foi utilizado o espectrometro de massas MALDI TOF/TOF Ultraflex III
(Bruker Daltonics, Alemanha). Solubilizou-se a amostra contendo o peptideo Ap6 em agua
Milli-Q e dissolveu-se em matriz saturada de 4acido a-ciano-4-hidroxicinamico
(acetonitrila/agua/TFA 3%; 5:4:1) na razdo de 2 pL da amostra para 2 pl. de matriz,

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

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

Busca por similaridades e modelagem 3D
A sequéncia primaria da Ap6 foi submetida a uma busca por similaridade usando o

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

foram  feitos  utilizando o  programa  Clustal Omega  disponivel em

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

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

Quantificacdo da Ap6 (Colorimetria BCA-Cobre)

A amostra pura foi quantificada por colorimetria, utilizando o kit para proteina BCA
Protein Assay Kit® (ThermoFischer) utilizando o protocolo enhanced. A amostra foi diluida
em agua Milli-Q e misturada aos reagentes do kit na razao 1:1 e incubados a 60°C por 30
minutos. A leitura foi feita a uma absorbancia de 562 nm e quantificada por calculo em curva

padrao calibrada com albumina bovina.

Cultura de células

Células L292 expresando canais i6nicos KV 1.3 e KV 3.1 humanos e células HEK
293T (Human Embrionic Kidney SV-40 T-antigen) foram descongeladas do banho de
nitrogénio liquido, transferidos para um falcon de 15 mL sendo adicionado 3 mL de meio
DMEM. Apoés a transferéncia para o falcon, foi centrifugado por 8 min a 500G, o
sobrenadante aspirado e as células ressuspendidas com 6 mL de meio enriquecido, em que
para as células L.292 (Fibroblasto de camundongo) foi utilizado meio contendo DMEM +
10% de soro fetal bovino + 1% de penicilina/estreptomicina e para as células HEK, foi
utilizado meio contendo DMEM + 10% de soro fetal bovino + 1% de
Antibiotic-Antimycotic® (Gibco), sendo entdo transferidas para as placas de cultura de célula

e incubadas em estufa com atmosfera umedecida com 5% de CO, a 37°C.
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Tabela 5 - Relacdo das porcentagens de cada componente para producdo de meio para

crescimento de células HEK e L.929

HEK 293T L929
DMEM DMEM
10% de SFB 10% de SFB
1% de Antibiotic-Antimycotic® (Gibco) 1% Penicilina/estreptomicina

Células HEK 293T foram incubadas em uma atmosfera umedecida contendo 5% de
CO, a 37 °C. Essas células foram cultivadas em placas de petri de 40x10 mm com
confluéncia de 70- 90% foram transfectadas utilizando Lipofectamine3000® (ThermoFischer
scientific) em meio Opti-MEM® (Gibco) com os plasmideos de KV 1.1, KV 1.2 humano e
pEGFP-c1 (GFP).

Ensaios Eletrofisiologicos em canais de potassio dependentes de voltagem

As macrocorrentes dos canais de KV foram estimuladas e registradas por meio da
técnica de Patch Clamp, utilizando o amplificador HEKA EPC 10 na configuracdo Whole
Cell e o software PATCHMASTER (HEKA Elektronik Dr. Schulze GmbH, Germany). Os
experimentos foram realizados a temperatura ambiente (21 a 25°C) cujas pipetas de vidro
borossilicato foram preparadas antes do uso por meio do equipamento Puller horizontal da
Sutter Instruments; EUA. Apds o preenchimento com a solugdo interna, as resisténcias das
pipetas foram medidas e variaram entre 1,5 e 3,5 MQ. Compensacao da resisténcia em série e
cancelamento de correntes capacitivas foi mantida em aproximadamente 10 M(Q para todos
os experimentos, sendo compensada em pelo menos 60%. As correntes capacitivas foram
canceladas por meio de um protocolo online de estimulos p/4. Os parametros utilizados
foram: nimero de vazamentos = 4, atraso de vazamento = 10,0 ms e tamanho do vazamento
= 0,250. Um potencial de repouso de -100 mV foi aplicado para cancelar as correntes
capacitivas e de vazamento. A composicao das solugdes: Solugdo intracelular em mM: 50
KCl, 60 KF, 10 NaCl, 20 EGTA e 10 HEPES, pH 7,2. Solucao extracelular em mM: 140
NaCl, 4 KCl, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 5 glicose e 10 HEPES.
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Tabela 6 - Composi¢do das solugdes intracelular e extracelular em mM.

Intracelular (mM) Extracelular (mM)
50 KCl 140 NaCl
60 KF 4 KCl1
10 NaCl 2 CaCl,
20 EGTA 1 MgCl,
10 HEPES 5 glicose
10 HEPES

Para aquisicdo dos dados foram utilizados dois protocolos: Protocolo de voltagem
padrdo: utilizado para evocar correntes de potassio mediadas pelos canais KV. Consiste em
uma série de despolarizagdes de 40 ms, variando de um potencial de manutengao de -80 mV
a +40 mV, a fim de maximizar a probabilidade de abertura do canal. No segundo protocolo,
as correntes de potassio dependentes de voltagem foram evocadas pela aplicagdo de pulsos de
despolarizagdo a cada 25 segundos. O potencial inicial era de -80 mV, e em cada sweep, o
potencial era incrementado em 10 mV até atingir um potencial de +70 mV. Em seguida,

pulsos de repolarizagao foram aplicados até atingir -80 mV.

+40 mV +70 mV

-80 mv -80 mV
Figura 7 - Representacio dos protocolos de patch clamp - (A) protocolo de

condicionamento de canais de potassio. (B) protocolo de estimulo de canais de potassio com

variagdo de voltagem.
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Eletrofisiologia — Analise de dados

Analise de dados — Ensaios em canais de potassio dependentes de voltagem

A condutancia ao potéassio (gK) foi calculada a partir das correntes obtidas na
primeira parte do protocolo utilizando a lei de Ohm,

= 1K
& V —Vrev

onde V representa o potencial de estimulo que ativard a corrente, Ik a corrente do ion potassio
no dado potencial V, e VRev € o potencial de reversdo do ion potassio calculado a partir das

solucdes internas e externa com a equacao de Nernst,

RT I [K]Externa

VRev = F n [K]Interna

onde R ¢ a constante dos gases ideais, T a temperatura em Kelvin, F € a constante de Faraday,
[K]Externa é a concentragdo do ion potassio no meio externo e [K]Interna ¢ a concentracao
do ion potassio no meio interno.
Os dados experimentais foram ajustados em uma equacao simples de Boltzmann para
avaliar a probabilidade de abertura dos canais (pO),
1

goupO= 1o V127K

onde V1/2 ¢ a voltagem em que metade dos canais estdo no estado aberto, k ¢ slope de
voltagem. Os valores de AV1/2 serdo estipulados pela diferenga entre 0 AV1/2 na condi¢do
controle menos AV1/2v na presenc¢a do composto avaliado.

As correntes obtidas da segunda parte do protocolo serdo ajustados em equagdo
simples de Boltzmann para avaliacdao da inativacao lenta ou Steady-State Inactivation (SSI)

1
{(V=v1/2)/k}

SSI =
1+e

A porcentagem de canais de potassio sera estipulada pela a seguinte formula,

100 x ImaxToxina
) — 100

Porcentagem de inibicao = ( ImaxControle

Os dados estatisticos foram feitos a partir dos sofiware OriginPro 8 e GraphPad Prism 8
utilizando o Teste T ndo pareado para avaliar as diferencas entre as médias em que se

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

Purificacao

A purificagcdo do peptideo Ap6 ocorreu em duas etapas de cromatografia resultando
em 48,22 pg do peptideo. A primeira etapa que a peconha bruta foi submetida foi um
fracionamento realizado com uma coluna semi preparativa C18 (Phenomenex) onde a fracao
com o peptideo de interesse eluiu com 43% de acetonitrila aos 53 minutos. Na segunda etapa
foi utilizado uma coluna analitica Phenomenex Kinetex C18 Core-shell, ¢ o composto de

interesse eluiu aos 37 minutos a 26% de acetonitrila

mV %
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Figura 8 - Cromatograma da 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 azul com um fluxo de

1,5mL/min e absorbancia monitorada a 216 nm. E indicado com * a fragdo contendo a Ap6.

Apoés a segunda etapa, uma avaliacdo para aferir a pureza e a massa monoisotdpica
experimental foi feita por MALDI TOF/TOF no modo refletido, onde foi constatada uma
massa monoisotdpica experimental de 3717,9 Da que confere com a massa esperada a partir

da sequéncia encontrada por Tibery (2020).
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Figura 9 - Cromatograma da purificacdo do peptideo Ap6. A purificagdo ocorreu

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

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

a 216 nm. E indicado com * o pico do peptideo Ap6. As barras \ / indicam a porg¢do coletada.
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Figura 10 - Espectro de massas do peptideo Ap6. A: Massa molecular média [M+H]*" de
3718,49 Da do peptideo Ap6 utilizando a técnica de espectrometria de massa (MS) no modo
refletido. B: Massa molecular monoisotopica de [M+2H]" de 1859,2 Da utilizando a

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

Similaridades e modelagem 3D

A busca por similaridades utilizando o Blastp resultou em 3 toxinas provenientes de
aranhas caranguejeiras que possuiam atividade descrita em canais KV. Dentre as
similaridades encontradas destaca-se duas estruturas criticas que indicam atividade biologica
sendo elas o motivo estrutural ICK e um conjunto de aminoacidos hidrofobicos chamado de

patch hidrofobico. As toxinas selecionadas sdo, VsTx1, GxTx-1E e JZTx3.
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JzTx3-P62520 DGECGGFWWKCGRGKPPCCKGYACSKTWGWCAVEAP - 36

GXTX-1E-P84835 EGECGGFWWKCGSGKPACCPKYVCSPKWGLCNFPMP - 36

Ap6 --ACGNFMWKCSE-RLPCCQEYVCSPQWKWCQNP - - - 31

Vstx1-P60980 - -ECGKFMWKCKN-SNDCCKDLVCSSRWKWCVLASPF 34
kk ok kkok * % Rk ko

Figura 11 - Alinhamento dos peptideos JxTx3 (P62520), GxTx-1E (P84835), Ap6 e
VsTx1 (P60980) - Espagos (-) foram introduzidos para maximizar o alinhamento. (*)

residuos idénticos na mesma coluna, (:) substituicdes conservativas, (.) semi-conservativas. A

direita, o nimero de aminoacidos. Codigos dos peptideos retirado do UniProtKB

Ap6 ACGNEMWKCSERLPCCQEYVCSPQWKWCQNP - - - 31
Vstx1l ECGKEMWKCKNSNDCCKDLVCSSRWKWCVLASPF 34
koK o okokkAk kKoo KAk ook

Figura 12 - Alinhamento dos peptideos Ap6 e VSTX1 - Espacos (-) foram introduzidos
para maximizar o alinhamento. (*) residuos idénticos na mesma coluna, (:) substituicdes
conservativas, (.) semi-conservativas. A direita, o numero de aminoacidos. Destacam-se
comparativamente as estruturas similares entre a Ap6 ¢ a VSTX1. Em vermelho, o patch
hidrofébico responsavel pela interagdo do peptideo com as estruturas lipidicas dos canais. A
barra em preto, mostra os residuos de Arg e Trp relacionados com a ligagdo da toxina ao

VDS, sendo que na Ap6 hd uma GIn no lugar da Arg.

Ap6 - -ACGNFMWKCSER-LPCCQEYVCSPQWKWCQNP - - 31
GXTX-1E EGECGGFWWKCGSGKPACCPKYVCSPKWGLCNFPMP 36
kk ko kkk kk  eokckkokk .k k. K

Figura 13 - Alinhamento dos peptideos GxTx-1E e Ap6 - Espacos (-) foram introduzidos
para maximizar o alinhamento. (*) residuos idénticos na mesma coluna, (:) substituigdes
conservativas, (.) semi-conservativas. A direita, o nimero de aminoacidos. Destacam-se
comparativamente as estruturas similares entre a Ap6 ¢ a GxTx-1E. Em vermelho, o patch

hidrofébico responsavel pela interagao do peptideo com as estruturas lipidicas dos canais.
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JzTx3 DGECGGFWWKCGRGKPPCCKGYACSKTWGWCAVEAP 36
Ap6 - -ACGNFMWKCSE-RLPCCQEYVCSPQWKWCQNP-- 31

Xk ok kkok « kkk. k ks *  kok

Figura 14 - Alinhamento dos peptideos JzTx3 e Ap6 - Espacos (-) foram introduzidos para
maximizar o alinhamento. (*) residuos idénticos na mesma coluna, (:) substituicdes
conservativas, (.) semi-conservativas. A direita, o nimero de aminoacidos. Destacam-se
comparativamente as estruturas similares entre a Ap6 e a JzTx3. Em vermelho, o patch

hidrofobico responsavel pela interacao do peptideo com as estruturas lipidicas dos canais.

Figura 15 - Modelos em 3D das toxinas Ap6, VSTX1, GXTX-1E e JZTX3. (A) Modelo
3D da Ap6. (B) Modelo 3D da VSTX1. (C) Modelo 3D da GXTX-1E. (D) Modelo 3D da
JZTX3. Modelagem realizadas pelo Swiss model destacando em amarelo os residuos de

cisteina. Em pontilhado ¢ mostrado as pontes dissulfeto entre as cisteinas.
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Eletrofisiologia

Ensaios eletrofisiologicos foram realizados nos canais de KV 1.1, KV 1.2, KV 1.3 ¢
KV 3.1 para avaliar a capacidade do peptideo Ap6 de alterar a amplitude da corrente pelo
pardmetro de porcentagem de inibicdo, a probabilidade de abertura durante a ativag¢do
(A1n2ativagao). A quantidade de toxina purificada ndo era suficiente para utilizar concentragdes
maiores, dessa forma definiu-se 500 nM para realizagdo dos testes.

A Apb6 em concentracdo de 500 nM ndo apresentou atividade nos canais KV 1.1
sendo incapaz de promover sua inibicdo ou a alterar a cinética de ativacdo. A inibigdo
observada pelo peptideo Ap6, foi de -4,200 + 2,755% ndo sendo estatisticamente significante
(P<0.05) sendo o n amostral de 7 células (Fig. 16).
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Figura 16 — Caracterizacio eletrofisiologica em canais KV 1.1 com o Peptideo Ap6.
Efeito de 500 nM do peptideo Ap6 sobre o canal KV 1.1. A esquerda, esta representado o
registro normalizado da condutincia nas condigdes de controle (Preto) e tratamento
(vermelho) com Ap6. A direita, o trago controle (em preto) na maior amplitude registrada e a

mesma condi¢do (em vermelho) na presenga da toxina Ap6.

Em canais KV 1.2, a toxina Ap6 a concentracao de 500nM também nao apresentou
atividade, sendo incapaz de promover sua inibi¢ao ou a alterar a cinética de ativagdo. A
inibicdo observada da Ap6 foi de -2,011 + 4,618% também ndo sendo estatisticamente

significante (P<0.05) com um n amostral de 3 células (Fig. 17).
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Figura 17 — Caracterizacio eletrofisiologica em canais KV 1.2 com o Peptideo Apé.

Efeito de 500 nM do peptideo Ap6 sobre o canal KV 1.2. A esquerda, esta representado o

registro normalizado da condutidncia nas condigdes de controle (Preto) e tratamento

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

mesma condi¢do (em vermelho) na presenca da toxina Ap6.

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

a uma concentragdo de 500nM, sendo incapaz de promover sua inibi¢do ou a alterar a cinética

de ativacdo. A inibi¢do apresentada pela Ap6 foi de -0,2339 + 1,147% ndo sendo

estatisticamente significante (P<0.05) com n amostral de 5 células (Fig. 18).
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Figura 18 — Caracterizacio eletrofisiolégica em canais KV 1.3 com o Peptideo Ap6.
Efeito de 500 nM do peptideo Ap6 sobre o canal KV 1.3. A esquerda, esta representado o
registro normalizado da condutincia nas condigdes de controle (Preto) e tratamento
(vermelho) com Ap6. A direita, o trago controle (em preto) na maior amplitude registrada e a

mesma condi¢do (em vermelho) na presenga da toxina Ap6.

Da mesma forma, a toxina Ap6 a uma concentracdo de 500nM ndo apresentou
atividade nos canais KV 3.1, sendo incapaz de promover sua inibi¢do ou a alterar a cinética
de ativacdo. A inibi¢do apresentada pela Ap6 foi de -3,461 + 3,474% ndo sendo

estatisticamente significante (P<0.05) com n amostral de 6 células (Fig. 19).
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Figura 19 — Caracterizacio eletrofisiolégica em canais KV 3.1 com o Peptideo Ap6.
Efeito de 500 nM do peptideo Ap6 sobre o canal KV 3.1. A esquerda, esta representado o
registro normalizado da condutincia nas condigdes de controle (Preto) e tratamento
(vermelho) com Ap6. A direita, o trago controle (em preto) na maior amplitude registrada e a

mesma condi¢do (em vermelho) na presenga da toxina Ap6.

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

Canal % inibicao

KV 1.1 -4,200 + 2,755
KV 1.2 -2,011 £4,618
KV 13 -0,2339 +1,147
KV 3.1 -3,461 +3,474
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Discussao

O foco dessa dissertagdo foi testar a capacidade do peptideo Ap6 de modificar a
atividade de canais de K' e dar continuidade ao trabalho iniciado de caracteriza¢do dos
peptideos isolados de Acanthoscurria paulensis (Tibery, 2020). Realizado anteriormente,
estudos do peptideo Ap6 determinaram sua massa experimental monoisotdpica de 3.717,9 Da
e a sequéncia primaria ACGNFMWKCSERLPCCQEYVCSPQWKWCQNP. Foi possivel
entdo identificar em sua sequéncia, residuos que caracterizam o motivo estrutural ICK, um
indicador de atividade biologica, sendo ele composto por uma distribuigdo especificas de
cisteinas ao longo da sequéncia primdaria bem como também as ligagdes dissulfeto
estabelecidas por essas cisteinas (Vassilevski et al., 2009; Norton e Pallaghy, 1998). Os testes
realizados previamente com a Ap6 em canais NaV e CaV, apresentaram atividade bioldgica
somente em CaV 2.1 na concentragdo de 1 uM.

No presente trabalho, os ensaios eletrofisioldgicos realizados em KV 1.1, KV 1.2, KV
1.3 e KV 3.1 ndo demonstraram atividade da Ap6. Assim sendo, procurou-se explicar a falta
de atividade nesses canais por meio da comparagdo com sequéncias de outros peptideos que
apresentavam algum grau de identidade com a Ap6. Uma busca por similaridades pelo Blastp
apontou 88 sequéncias das quais selecionou-se 56 cujo e-Value apresentava um valor até e-05
e, dessas sequéncias, apenas trés possuiam atividade descrita em canais KV.

O primeiro peptideo com maior grau de identidade com a Ap6 que possui atividade
em canais de KV foi a VSTX1 com 59,26% de identidade (Fig. 12). Esse peptideo foi
extraido da aranha chilena Grammostola rosea, possui 34 residuos de aminoacidos e massa
molecular tedrica de 3.997 Da. Sua atividade foi caracterizada inicialmente por inibir canais
KV de uma arquea hipertermoéfila Aeropyrum pernix (KVAP) (Ruta et al., 2003), sendo esse
um canal estruturalmente semelhante aos canais da familia Shaker. Posteriormente, também
foi observada capacidade de modulagdao em canais KV 11.1 e NaV 1.7 (Redaelli et al., 2010).
A VSTXI1 inibe os canais devido a uma interagdo com residuos pertencentes a uma cavidade
aquosa entre as alcas S1-S2 e S3-S4 do VSD, em que uma regido contendo residuos
hidrofobicos se liga a estruturas lipidicas formadas entre as hélices S2-S3 e S1-S4 (Lau et al.,
2016). Apesar da VsTxI1 inibir um canal procaridtico intimamente relacionado a familia
Shaker, outros testes realizados mostraram que ela ndo apresentou atividade em canais KV
1.1 e KV 1.4. Além disso, também ndo apresentaram atividade em canais KV 11.2, KV 11.3,

NaV 1.1, NaV 1.2, NaV 1.3, Nav 1.4, NaV 1.5 e NaV 1.6.

41



A partir de um estudo de ressonancia magnética nuclear, Jung e colaboradores (2005),
puderam identificar as regides mais criticas para gerar a modificagdo do canal KVAP. Uma
das regides destacadas foi o chamado patch hidrofobico, caracterizado por uma porgao de
residuos majoritariamente hidrofobicos e, por residuos de triptofano responsaveis pela
ligacdo do peptideo as estruturas lipidicas. Lau e colaboradores (2016), também utilizando de
testes de ressonancia magnética nuclear, apontaram que os residuos de Arg24 e Trp25 se
ligam fortemente ao VSD. Nesse mesmo trabalho, mutagdes nos residuos W7A, K8A e R24A
demonstraram ser essas as regides responsaveis pela ligagdo uma vez que reduziram
significativamente a ligagao ao VSD.

Assim como VSTXI1, a Ap6 também apresenta em sua sequéncia os residuos de
triptofano nas mesmas posi¢cdes bem como a presenca dos aminodcidos Trp7 e Lis8 o que
poderia indicar uma semelhanga quanto ao tipo de ligacdo realizada sendo parte dela na
membrana lipidica e outra ligada no VSD. A Ap6 apresentou uma estrutura similar ao patch
hidrofobico e no lugar do residuo de Arg24, uma GIn24. Esses residuos possuem
propriedades fisico-quimicas diferentes, enquanto a arginina pertence ao grupo dos
aminoacidos polares carregados positivamente, a glutamina ¢ pertencente ao grupo dos
aminoacidos polares ndo carregados. Apesar de possuirem polaridade e consequentemente
serem ambos hidrofobicos, talvez seja possivel que a carga presente na arginina tenha um
fator de impacto quanto a afinidade de ligacdo ao VSD. Acredita-se que a arginina parece ser
critica para a ligagdo com o VSD uma vez que sua mutagdo foi capaz de reduzir a afinidade
com a proteina. A andlise realizada demonstrando as diferengas estruturais sobre as toxinas
levantam fatores que poderiam hipotetizar as razdes de ndo apresentar comportamento

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

KvAP LFRLVRLLRFLRILLIISRGSK 22
Shaker ILRVIRLVRVFRIFKL-SRHSK 21

oo*cc**o*.t**c . %k %k %k 3k

Figura 20 - Alinhamento do VSD dos canais KVAP e dos canais da familia Shaker (KV
1) - Espacos (-) foram introduzidos para maximizar o alinhamento. (*) residuos idénticos na
mesma coluna, (:) substitui¢des conservativas, (.) semi-conservativas. A direita, o nimero de

aminoacidos. Destaca-se em vermelho as similaridades entre os VSDs.
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A segunda kappa-toxina de maior identidade com a Ap6 foi a GxTx-1E extraida da
aranha chinesa Chilobrachys guangxiensis possui 54,84% de identidade com a Ap6 (Fig. 13).
Caracteriza-se por apresentar 36 aminoacidos com massa teorica de 3.948 Da determinada
por MALDI ToF (Herrington et al., 2006). Essa toxina ja foi previamente testada em diversos
canais sendo eles a maioria de potassio, ndo apresentando atividade nos canais KV 1.2, KV
1.3, KV 1.5,KV 3.2, CaV 1.2, CaV 2.2, NaV 1.5, NaV 1.7 e NaV 1.8.

Sua atividade, no entanto, foi observada primeiramente em canais KV 2.1 de células {3
pancreaticas (Herrington et al., 2006). Até entdo, era hipotetizado que as correntes
responsaveis pelo prolongamento do potencial de agdo regulador da secre¢dao de insulina,
também chamada de correntes de K* retificadoras retardadas (IDR), eram majoritariamente
formadas pela acdo de canais KV 2.1 devido a suas propriedades biofisicas semelhantes
(Herrington et al., 2006). Ao aplicar a toxina, houve uma inibicao de 98% + 1% do canal KV
2.1, juntamente com a inibicdo de 90% da corrente IDR. Nesse estudo realizado por
Herrington e colaboradores (2006) foi sugerido a GxTx-1E como um possivel tratamento
para diabetes do tipo 2 e sugeriu também os canais KV 2.1 sendo um componente da IDR nas
c€lulas B. Nesse mesmo estudo, a toxina também apresentou inibicdo dos canais KV 2.2 ¢
KV 4.3. Destaca-se que esses canais ainda nao foram testados com a Ap6, se tornando uma
perspectiva futura de continuidade da caracterizacdo da toxina.

Em 2011, Lee e colaboradores utilizaram RMN para melhor elucidar a estrutura da
toxina bem como apontar diferencas estruturais da GxTx-1E com outras toxinas com
atividade para canais K'. As regides iniciais compreendendo os residuos de Glul e Glu3,
foram sugeridas como areas criticas para a ligacdo da toxina, uma vez que uma substitui¢ao
principalmente no residuo Glul apresentou diferenca quanto a afinidade da liga¢do ao canal.
Comparativamente, a Ap6 ndo apresenta esses residuos acidos na por¢do N terminal, o que
poderia apontar também como um possivel motivo para a falta de interacao da toxina com o
canal.

O terceiro peptideo descrito como modulador de canal KV dessas sequéncias foi a
JzTx3. Também ¢é um peptideo isolado Chilobrachys guangxiensis, possui 53,57% de
identidade com a Ap6 e possui 3.919,4 Da, determinada por MALDI ToF (Fig. 14). Ja
apresentou atividade de inibi¢ao em canais NaV 1.5 (Xiao et al., 2004) ¢ KV 2.1 (Yuan et al.
2007), contudo, em KV 2.1 apresentou menor afinidade do que o peptideo GxTx-1E (Lee et
al., 2010).
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Analises estruturais realizadas por Yuan e colaboradores (2007), apontaram
novamente a estrutura de adesivo hidrofobico onde sugeriram essa caracteristica como tipica
para toxinas modificadoras de gating devido a essa estrutura se mostrar bem conservada entre
as toxinas peptidicas de potassio ja descritas e, assim como a GXTX-1E, possui dois
aminoacidos de carater 4cido na sua por¢ao N Terminal com a diferenca da substituicdao de
um Aspl no lugar do Glul. Um ponto critico apontado como um motivo para a baixa
afinidade da JzZTx3 em comparagdo a uma outra toxina da mesma familia, a JZTx1, foi a
auséncia da Alal e da Asnl9 que se mostram como aminoacidos altamente conservados entre
as toxinas para canal de KV 2.1. A toxina Ap6, no entanto, apresenta uma Alal ¢ um Glul8
nas posicdes correspondentes e, apesar de possuir uma sequéncia de residuos hidrofébicos na
regido do adesivo, ainda possui um quantidade menor de residuos hidrofébicos do que as
demais toxinas, podendo caracterizar uma menor afinidade para se ligar ao canal KV 2.1.

Um novo estudo (Liao et al., 2007) para avaliar a interacao da JzTx3 utilizou de
ressonancia magnética nuclear para melhor esclarecer os possiveis pontos criticos
relacionados a interagdo do peptideo com o canal. Novamente, se destaca o adesivo
hidrofébico como parte chave para a interagdo principalmente em canais de KV 2. Além
desse ponto, o residuo K20 foi apontado como uma regido conservada na maioria das
moléculas que atuam em canais KV 2, que na Ap6 ndo ¢ encontrada, tendo uma GInl7 na
posicao correspondente.

As quatro toxinas apresentadas possuem semelhangas entre si, como por exemplo,
todas possuem o motivo estrutural ICK e o patch hidrofobico. Na comparagdo entre as
sequéncias pode-se observar algumas substituicdes. Uma primeira diferenga a ser observada
entre as toxinas, € residuo de Glu3 em JzTx3 e GxTx-1E e Glul na posi¢ao correspondente
da VsTx1l que, na Ap6 ¢ substituido por uma Alal, uma substitui¢do critica uma vez que
mutacoes nesse residuo indicaram diferencas de afinidade no canal (Lee et al., 2011). Os
residuos de Arg24 na VsTx1, que foram relacionados a ligacdo da toxina ao VSD, na toxina
GxTx-1E houve uma substitui¢do por uma Lys, um aminoacido positivamente carregado
assim como o Arg, além do residuo de Trp que aparece logo em sequéncia. Tanto a Ap6 ¢ a
JzTx3 apresentam residuos de Trp correspondente, contudo a Arg foi substituida por
aminoacidos polares tais como a Gln e a Tre. Como a JzTx3 apresentou menor afinidade com
o canal KV 2.1 se comparada a GxTx-1E, talvez essa substituicdo possa ter sido uma das
razdes que levaram a reducdo da afinidade da toxina Ap6.

Algumas outras diferencas podem ser apontadas, por exemplo, a presen¢a de uma

Tyr22 em JzTx3 e GxTx-1E e Tyr21 na posi¢do correspondente na Ap6 enquanto na VsTx1
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se encontra uma Leu2l, essa substitui¢do provavelmente nao traz muita diferenca para a
atividade da toxina uma vez que as propriedades hidrofobicas se mantém, e nenhum dos
estudos realizados apontou essa regido como critica para a interagao toxina-canal.

Comparando a estrutura 3D das toxinas (Fig. 15), pode-se perceber algumas
similaridades quanto as estruturas. Essa similaridade ¢ provavelmente explicada pelo motivo
estrutural comum a todas as toxinas, o motivo ICK. Contudo, pode-se também notar
diferencas quanto ao tamanho das alcas formadas entre os residuos de cisteina,
principalmente da VsTx1. Contudo, levando em consideragdo sua afinidade com um canal de
K" de procarioto, ¢ compreensivel que estruturalmente apresente a maior divergéncia entre as
outras trés. Ja a GxTx-1E e a JzTx3 sdo toxinas extraidas da mesma espécie de aranha, a
Chilobrachys guangxiensis, que inclusive possuem atividade em canais KV 2.1 divergindo
quanto a afinidade de ligacao do canal.

Considerando ndo somente as sequéncias primarias das toxinas discutidas, a estrutura
das moléculas mostram possibilidades de atividade da Ap6 em canais de potéssio,
principalmente do canal KV 2.1. Sendo esse um canal ainda ndo testado, pode-se inclui-lo em
perspectivas futuras para dar continuidade a caracterizagao da Ap6.

Um grupo de toxinas que tiveram atividade em canais KV 1 tinham o motivo
estrutural Kunitz. Uma superfamilia de toxinas do tipo Kunitz das aranhas caranguejeiras
Ornithoctonus huwena e Ornithoctonus hainana passaram por testes eletrofisiologicos em
canais KV 1.1, KV 1.2 e KV 1.3, que apontaram atividade de bloqueio nos canais KV 1.1 de
78+7% (Yuan et al., 2008). Essas toxinas ndo apresentam similaridade com a Apb6,
principalmente por apresentarem um motivo estrutural diferente daquele proposto para a

toxina Ap6.

Perspectivas futuras

A andlise de estrutura-fungdo realizada entre as toxinas similares a Ap6 indica uma
possivel atividade bioldgica em canais KV 2.1. Dessa forma, sugere-se que futuramente a
Ap6 seja testada nesses canais também. Além dos canais KV 2, sugere-se também a

continuidade em canais KV 4.
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