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Resumo

Peconhas de aranhas constituem uma rica fonte de peptideos com elevado potencial
biotecnologico, especialmente pela capacidade de modular canais i6nicos dependentes de
voltagem. Entre esses alvos, os canais de calcio (Cav) exercem fungdes centrais na transmissao
sindptica, na contracdo muscular e na regulacdo de diversos processos celulares. A toxina Apla,
isolada da pegonha da aranha Acanthoscurria paulensis, ¢ um peptideo cuja acao farmacoldgica
ainda ndo esta completamente elucidada. Evidéncias prévias demonstram que a Apla provoca
paralisia dose-dependente em Spodoptera frugiperda, interfere na transmissao do circuito da
Fibra Gigante de Drosophila melanogaster, sugerindo atuacdo em juncdes neuromusculares, €
induz convulsdes e insuficiéncia respiratoria em camundongos, quadro compativel com
disfungdes na liberacdo de neurotransmissores. Considerando que esses processos dependem
criticamente do influxo de Ca?* mediado por canais Cayv, alvos recorrentes de toxinas de aranhas,
o presente trabalho teve como objetivo caracterizar a atividade eletrofisiologica da Apla sobre
diferentes subtipos desses canais Cay. A peconha foi obtida por eletroestimulagdo, fracionadae
purificada por RP-HPLC, e a identidade do peptideo foi confirmada por espectrometria de massa
MALDI-TOF/TOF. Ensaios de patch clamp na configuracao whole-cell foram realizados em
células HEK293T expressando os canais Cavl.2, Cav2.1, Cav2.2, Cav2.3 e Cav3.1, utilizando
protocolos de ativagdo, inativacdo (apenas Cav3.1) e andlise de inibicdo de correntes. A Apla
apresentou massa monoisotopica experimental de 5457,77 Da e elevado grau de pureza. Na
concentracao de 500 nM, a toxina reduziu a amplitude das correntes nos canais Cav2.1 em 15,34
+ 3,29% e nos canais Cav2.2 em 16,08 £ 2,61%, sendo ambos os efeitos estatisticamente
significativos e sem alteracdes relevantes na cinética de ativagdo. Nos canais Cav2.3, a toxina
Apla apresentou atividade discreta, promovendo uma inibicdo da corrente de 2,37 £+ 0,46%,
embora estatisticamente significativa, também sem efeitos detectaveis sobre a cinética de
ativagdo. Em contraste, na mesma concentracdo, ndo foram observados efeitos funcionais
mensuraveis sobre os canais Cavl.2 e Cay3.1. Em conjunto, os resultados demonstram que a
Aplaexerce um efeito moduladorespecifico e moderado sobre canais dafamilia Cav2,indicando
seletividade parcial entre subtipos de canais de calcio. Esses achados reforcam o potencial da
Aplacomo ferramenta molecular para o estudo da fisiologia de canais Cav e como candidata em
pesquisas voltadas ao desenvolvimento de novos moduladores farmacoldgicos. Estudos
adicionais serao necessarios para elucidar os determinantes moleculares dessa intera¢ao e avaliar

sua agdo sobre outros subtipos de canais.



Abstract

Spider venoms constitute a rich source of peptides with high biotechnological potential,
particularly due to their ability to modulate voltage-gated ion channels. Among these targets,
voltage-gated calcium channels (Cav) play central roles in synaptic transmission, muscle
contraction, and the regulation of diverse cellular processes. Apla, a toxin isolated from the
venom of the spider Acanthoscurria paulensis, is a peptide whose pharmacological activity has
not yet been fully elucidated. Previous evidence indicates that Apla induces dose-dependent
paralysis in Spodoptera frugiperda, disrupts signal transmission in the Giant Fiber circuit of
Drosophila melanogaster, suggesting an action at neuromuscular junctions, and causes seizures
and respiratory failure in mice, a phenotype consistent with impaired neurotransmitter release.
Given that these processes critically depend on Ca?" influx mediated by Cav channels, recurrent
targets of spider toxins, this study aimed to characterize the electrophysiological activity of Apla
on different Cav channel subtypes. Venom was obtained by electrostimulation, fractionated and
purified by RP-HPLC, and peptide identity was confirmed by MALDI-TOF/TOF mass
spectrometry. Whole-cell patch-clamp recordings were performed in HEK293T cells expressing
Cavl.2, Cav2.1, Cav2.2, Cav2.3, and Cav3.1 channels, using activation protocols, inactivation
protocols (Cav3.1 only) and current inhibition analyses. Apla exhibited an experimental
monoisotopic mass of 5457.77 Da and a high degree of purity. At a concentration of 500 nM, the
toxin reduced current amplitude by 15.34 + 3.29% in Cav2.1 channels and by 16.08 + 2.61% in
Cay2.2 channels, with both effects being statistically significant and not associated with relevant
changes in activation kinetics. In v2.3 channels, Apla displayed modest activity, producing a
2.37 + 0.46% inhibition of current, which, although statistically significant, was also not
accompanied by detectable changes in activation kinetics. In contrast, at the same concentration,
no measurable functional effects were observed on Cav1.2 or Cav3.1 channels. Taken together,
these results demonstrate that Apla exerts a specific and moderate modulatory effect on Cav2
family channels, indicating partial selectivity among calcium channel subtypes. These findings
reinforce the potential of Apla as a molecular tool for studying Cav channel physiology and as
a candidate for research aimed at the development of new pharmacological modulators. Further
studies will be required to elucidate the molecular determinants of this interaction and to evaluate

its activity on other channel subtypes.
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1. Introducao

1.1. Canais ionicos dependentes de voltagem

Os canais i6nicos sdo proteinas transmembranares, capazes de permitir a translocagao
seletiva de ions através de membranas biologicas hidrofobicas em resposta a diferentes
estimulos, um processo essencial para a sinalizacdo elétrica e para o funcionamento
adequado das células excitaveis (Hille, 2001). Embora tenham sido historicamente
associados aos animais, em razdo da sinalizacdo elétrica rapida em sistemas
neuromusculares, evidéncias genomicas e evolutivas indicam que as origens dos canais
10nicos antecedem o surgimento dos sistemas nervosos ou mesmo da multicelularidade

animal (Chiu et al., 1999; Liebeskind; Hillis; Zakon, 2011).

Em procariotos, por exemplo, bactérias sdo capazes de sustentar sinais elétricos
semelhantes a potenciais de acdo, os quais participam da comunicag@o social em biofilmes
(Humphries et al., 2017). Canais de sddio bacterianos, como o NaChBac, oriundo de
Bacillus halodurans, sdo considerados ancestrais evolutivos diretos dos canais mais
complexos encontrados em vertebrados (Charalambous; Wallace, 2011; Ren et al., 2001).
Em eucariotos unicelulares, organismos como Paramecium sp. utilizam redes de excitacao
de membrana para respostas de fuga, enquanto algas verdes do género Chlamydomonas
empregam canais idnicos para converter o estimulo luminoso em uma resposta motora
(Martinac; Saimi; Kung, 2008). Em plantas, esses canais desempenham papéis centrais na
absorcdo de nutrientes, controle estomatico e transporte vascular (Jegla; Busey; Assmann,

2018).

Entre os canais i0nicos, existem diferentes origens evolutivas. Assim, os canais i0nicos
podem ser organizados em superfamilias, definidas como a colecdo mais ampla de canais
que pode ser representada em uma Unica filogenia molecular, indicando uma origem
evolutiva comum (Zheng; Trudeau, 2023). Os canais i0nicos dependentes de voltagem e
estruturalmente relacionados compdem a chamada superfamilia VGL (Voltage-Gated—Like)
(Figura 1), representando um dos maiores e mais diversificados conjuntos de proteinas de
sinalizagdo do genoma humano, resultando em moléculas altamente versateis, capazes de
integrar sinais elétricos e intracelulares, sustentando mecanismos de sinalizagdo que
controlam grande parte da fisiologia celular (Yu; Catterall, 2004). Evidéncias indicam que

esses canais evoluiram a partir de um ancestral simples com dois segmentos
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transmembranares, semelhante ao canal bacteriano KcsA, ao qual foram incorporados
dominios regulatorios intracelulares e sensores de voltagem (Booth; Edwards; Miller, 2003;

Yu; Catterall, 2004).

Kito-12 \\

\\:\ v Na,

>/\ = i | TPC

TRP

% = 0,05 substitui¢des/sitio
KCa
Kir

Figura 1— Arvore filogenética da superfamilia VGL. Relagdes evolutivas entre canais de
sodio dependentes de voltagem (Nav), canais de célcio dependentes de voltagem (Cav),
canais de potassio (Kv, Kop Kca e Kir), canais de dois poros (TPC), canais modulados por
nucleotideos ciclicos (CNG e HCN) e canais dafamilia TRP (Transient Receptor Potential).
Adaptado de Yu; Catterall, 2004.

A diversificagdo estrutural e funcional dos canais i6nicos dependentes de voltagem
possibilitou o surgimento de mecanismos altamente eficientes de excitabilidade elétrica,
constituindo os principais elementos responsaveis pela geracdo e propagacdo de sinais
elétricos em tecidos excitaveis, como neurdnios e musculos. Os canais desodio dependentes

de voltagem (Nav) sdo responsaveis pela rapida despolarizacdo da membrana, permitindo a

12



propagacdo eficiente de sinais elétricos ao longo dos neurdonios. Os canais de potdssio
dependentes de voltagem (Kv) atuam no controle da repolarizacdo e na estabilizagdo do
potencial de membrana, modulando a frequéncia e o padrao de disparo neuronal (Alexander
et al., 2013; Catterall; Lenaeus; Gamal EI-Din, 2020; Yu et al., 2005). Ja os canais de calcio
dependentes de voltagem (Cav), além de participarem da condugdo elétrica, também estdo
envolvidos em diversos processos fundamentais, como a contragdo muscular, a liberagdo de
vesiculas sindpticas, a regulacdo da expressdo génica, a secrecdo hormonal, a atividade
enzimatica e outros eventos bioquimicos relevantes (Bannister; Beam, 2013; Dolphin; Lee,
2020; Zamponi et al., 2015). Em conjunto, a atuacdo desses canais sustenta a transmissao
rapida e confiavel de informagdes entre neurdnios e outras células excitaveis, tanto no

sistema nervoso como em outros tecidos excitaveis (Hille, 2001).

1.1.1. Canais de calcio dependentes de voltagem (Cay)

Os canais Cay sdo complexos macromoleculares multiméricos, que permitem a
passagem de Ca?* através da membrana, em resposta a variagdo no potencial de membrana,
sendo essenciais para a transdugdo de sinais elétricos em respostas fisiologicas. Com base
em caracteristicas estruturais, funcionais e farmacologicas, os canais Cav sdo classificados
em trés subfamilias principais, Cavl, Cav2 e Cav3 (Tabela 1). Do ponto de vista funcional,
esses canais também podem ser agrupados de acordo com o limiar de voltagem necessario
para sua ativacao e com as propriedades biofisicas das correntes que geram. Nesse contexto,
os canais de cdlcio dependentes de voltagem classificam-se em canais ativados por alta
voltagem (High-Voltage-Activated, HVA), que incluem as subfamilias Cavl e Cav2, e
canais ativados por baixa voltagem (Low-Voltage-Activated, LV A), representados pela

subfamilia Cav3.

A subfamilia Cavl estd associada a uma ampla variedade de processos fisiologicos,
incluindo a contragdo muscular, a geracdo de ritmos cardiacos e a transducgdo de sinais
sensoriais. O canal Cav1.1 ¢ especializado no acoplamento excitagdo—contracdo do musculo
estriado esquelético (Block et al., 1988), enquanto o Cav1.2 desempenha papel central na
contragdo da musculatura cardiaca (Rios; Brum, 1987). Ja4 o Cavl.3 ¢ essencial para o
funcionamento do marcapasso cardiaco e para a audicdo, atuando nas cé¢lulas ciliadas da
orelha interna (Platzer et al., 2000). Por sua vez, o Cav1.4 ¢ predominantemente expresso

em c¢lulas fotorreceptoras da retina, sendo crucial para a visdo (Mansergh et al., 2005).

13



Os canais da subfamilia Cav2 permitem a entrada de Ca** no terminal pré-sinéptico,
fornecendo o gatilho bioquimico necessario para a fusao de vesiculas sindpticas e a liberagdo
de neurotransmissores. Dessa forma, desempenham papel central na comunicagdo sinaptica
entre neurdnios e na regulagdo de orgdos efetores periféricos (Dolphin; Lee, 2020). Em
contraste com os demais canais Cavy, os canais dasubfamilia Cav3 formam canais funcionais
compostos apenas pela subunidade al formadora de poro. Esses canais sdo amplamente
expressos em diferentes tecidos, incluindo neur6nios, coracgdo, rins, sistema enddcrino,

musculo liso e espermatozoides (Perez-Reyes, 2003).
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Tabela 1 — Nomenclatura e propriedades de canais Cav. Adaptado de Dolphin; Lee, 2020.

Nome da Fisiologia

Gene Proteina subunidade (Tipo de Distribuicao principal
al corrente)
CACNAIS  Cavl.l alS Musculo esquelético
CACNAIC Cavl2 ulC Musculo cardlacq e diversos
outros tecidos
Tipo L N sinoatrial do coragdo e
CACNAID  Cavl.3 alD células ciliadas internas da
coclea
CACNAIF  Cavl.4 alF Sinapses da retina
CACNAIA  Cay2.1 alA  Tipo P/Q  DINAPSCs Centrais ¢ jungio
neuromuscular
CACNAIB  Cay2.2 1B Tipo N Sinapses centrais e
periféricas
Sinapses centrais e
CACNAIE  Cav2.3 alE Tipo R periféricas (liberacao
assincrona)
CACNAIG  Cav3.l alG . . o
Diversas células excitaveis,
incluindo aquelas
CACNAIH  Cav3.2 alH Tipo T envolvidas em fungdes de
marcapasso e em oscilagdes
CACNAII  Cav33 all subliminares

Do ponto de vista estrutural, os canais Cav sdo constituidos por uma subunidade
principal al e, no caso dos canais HV A, por subunidades auxiliares, especificamente 029, 3
e, em determinados tecidos, a subunidade y (Figura 2) (Catterall, 2011). A subunidade al
representa o componente central do canal, abrigando o poro de condugao i6nica, o sensor de
voltagem e os principais sitios de modulacdo por farmacos (Zamponi et al., 2015). Sua
organizagao molecular ¢ caracterizada por quatro dominios homoélogos (DI-DIV), cada um
composto por seis segmentos transmembranares helicoidais (S1-S6). Em cada dominio, os

segmentos S1 a S4 formam o dominio sensor de voltagem (VSD), sendo o segmento S4
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particularmente relevante por conter residuos de aminodcidos carregados positivamente, que
possibilitam mudangas conformacionais associadas as variagdes do campo elétrico durante
a despolarizagdo da membrana. Por outro lado, os segmentos S5 e S6, juntamente com a
al¢ca reentrante formadaentre esses segmentos (loop P), constituem o dominio doporo (PD),
onde se localiza o filtro de seletividade. Nos canais Cav, esse filtro ¢ tipicamente formado

por residuos de aminoacidos acidos (Catterall, 2011; Wu et al., 2015).

A

Extracelular

Figura 2 — Representacao da estrutura dos canais de calcio dependentes de voltagem.
(A) Esquema daconformagao aberta do canal, adaptado de Dolphin; Lee, 2020. (B) Estrutura
tridimensional docomplexo Cavl1.1, estrutura visualizada usando o Software PyMOL (PDB:
5GIV).

O filtro de seletividade dos canais Cav confere elevada preferéncia por ions Ca** em
relagdo a cations monovalentes, como Na*. Em canais HV A, essa regido ¢ composta por
quatro residuos conservados de acido glutamico, formando o motivo EEEE, como
demonstrado por estudos de microscopia crioeletronica do Cavl.1 (Wu et al., 2015). A alta
densidade de cargas negativas associada a esse motivo estabiliza preferencialmente ions
divalentes, explicando a elevada seletividade por Ca?*, apesar de seu raio i0nico semelhante
ao doNa* (Sather; McCleskey, 2003). Como consequéncia, o Ca** liga-se ao poro com maior
afinidade e bloqueia de maneira eficaz a permeagdo de Na*, mesmo quando este se encontra

em concentracdes extracelulares mais elevadas (Hess; Tsien, 1984; Yang et al., 1993).

A importancia funcional do motivo EEEE ¢ corroborada por estudos de mutagénese,
nos quais mutagdes neutralizantes reduzem drasticamente a afinidade por Ca*. Em
particular, mutacdes duplas nesse motivo resultam em uma diminuicao daafinidade por Ca**

de até trés ordens de magnitude no canal Cav1.2 (Yang et al., 1993). De forma consistente,
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a introducao de residuos de glutamato no poro de canais de sdédio dependentes de voltagem
(Nav) ¢ suficiente para conferir seletividade por Ca**, evidenciando o papel determinante

desses residuos acidos na seletividade i6nica (Heinemann et al., 1992).

Os canais da subfamilia Cav3, por sua vez, apresentam um filtro de seletividade que
difere parcialmente daquele observado nos demais canais Cay. Nesses canais, 0 motivo
classico EEEE ¢ substituido pelo motivo EEDD, refletindo uma variagdo estrutural no poro
(Zhao et al., 2019). Ainda assim, o conjunto permanece composto exclusivamente por
residuos acidos, preservando a elevada densidade de carga negativa necessdria para a
coordenacao preferencial de ions divalentes. Essa variagdo estrutural esta associada a
particularidades funcionais, como menor condutancia para Ba**, menor sensibilidade ao
bloqueio por Cd?** e alteragdes nas propriedades de gating, contribuindo para a ativagao

desses canais em potenciais de membrana mais negativos (Talavera et al., 2001).

Além dasubunidade al, as subunidades auxiliares dos canais Cayv HV A desempenham
papel fundamental na regulacdo do trafego de ions, da expressdao na membrana plasmatica e
das propriedades funcionais do canal. As subunidades B sdo proteinas citosolicas que se
ligam com alta afinidade a uma regido conservada localizada no loop intracelular entre os
dominios I e II da subunidade al, conhecida como dominio de interagdo com al (AID)
(Buraei; Yang, 2010). Estruturalmente, essas subunidades possuem dois dominios
conservados, SH3 (src homology 3) e GK (guanylate kinase) (Chen et al.,, 2004; Van
Petegem et al,, 2004). Funcionalmente, modulam o trafego da subunidade al até a
membrana e influenciam as propriedades de ativacdo e inativagdo do canal (Buraei; Yang,

2010).

As subunidades 020 sdo sintetizadas como proteinas precursoras que sofrem clivagem
pos-traducional no reticulo endoplasmatico, originando os peptideos a2 e d, ligados entre si
por ligagdes dissulfeto. A por¢ao a2 ¢ predominantemente extracelular e contém dominios
associados a adesdo e interacdo proteica, incluindo um dominio do tipo Von Willebrand
factor A (VWA) e multiplos dominios cache organizados em tandem. A subunidade 6, por
sua vez, ancora o complexo a membrana plasmatica por meio de uma ancora do tipo
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Dolphin, 2013). Essas subunidades interagem com regioes
extracelulares dos dominios DI, DII e DIII da subunidade al (Wu et al., 2016), aumentando

a eficiéncia do trafego para a membrana e modulando a cinética de abertura e fechamento

do canal (Dolphin, 2013).

A subunidade vy foi inicialmente identificada como um componente do complexo do
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canal Cavl.1l no musculo esquelético (Takahashi et al., 1987). Estruturalmente, apresenta
quatro segmentos transmembranares, com extremidades N- e C-terminais localizadas no
citosol, compartilhando uma arquitetura de membrana semelhante a das claudinas, proteinas
integrais envolvidas na formagao de jungdes de oclusdo (Simske, 2013). No canal Cavl.1,a
subunidade y interage com o VSD do DIV da subunidade al (Wu et al, 2016).
Funcionalmente, essa subunidade contribui para a estabilizacdo do estado inativado do
canal, influenciando sua disponibilidade durante a atividade elétrica celular (Singer et al.,

1991).

Dada a importancia central dos canais Cav em multiplos processos fisiologicos, a
desregulagdo dessas proteinas — seja por mutagdes genéticas ou por alteracdes nas
condicdes celulares que afetam sua expressao e fungcdo — estd diretamente associada a uma
ampla gama de patologias humanas, conhecidas como canalopatias. Essas incluem dores
crOnicas, enxaqueca, epilepsias, hipertensao arterial e diversas arritmias cardiacas (Jen,
1999). Na subfamilia Cav1, exemplos classicos incluem a Paralisia Periddica Hipocalémica
tipo 1 (Cavl.l), que compromete a excitabilidade muscular, e a Sindrome de Timothy
(Cav1.2), uma condi¢do multissistémica que afeta o ritmo cardiaco e o desenvolvimento

neurologico (Flucher, 2020; Splawski et al., 2004).

De forma semelhante, os canais da subfamilia Cay2 desempenham papéis criticos na
patogénese dedistirbios do sistema nervoso. Mutagdes no canal Cav2.1, por exemplo, estdo
implicadas em diversas doengas neuroldgicas, incluindo encefalopatias epilépticas,
enxaqueca hemiplégica familiar tipo 1, ataxia episddica tipo 2, ataxia espinocerebelar tipo 6
e deficiéncia intelectual (Pietrobon, 2010). Por fim, os canais da subfamilia Cav3,
responsaveis por disparos ritmicos neuronais, também estdo associados a condi¢des
patologicas. Mutagdes no canal Cav3.2 tém sido relacionadas a epilepsia generalizada
idiopatica, ao transtorno do espectro autista e ao hiperaldosteronismo (Weiss; Zamponi,
2020). Em conjunto, essa diversidade de fenotipos patologicos reforga o papel critico dos
canais Cav na fisiopatologia humana. Assim, a compreensdo aprofundada dos mecanismos
moleculares e funcionais subjacentes as canalopatias torna-se fundamental para o

desenvolvimento de estratégias terapéuticas voltadas a restauracdo da homeostase celular.

1.2. Toxinas como moduladores de canais i6nicos de cilcio dependentes de voltagem

A farmacologia dos canais Cav evidencia uma distingdo marcante entre suas
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subfamilias, baseada tanto em diferengas estruturais quanto na sensibilidade a agentes
quimicos. A caracterizacdo inicial das correntes de célcio do tipo HVA foi impulsionada pela
identificagdo de moduladores cldssicos, como as di-hidropiridinas, fenilalquilaminas e
benzotiazepinas, que exibem elevada seletividade pelos canais da subfamilia Cavl
(Hockerman et al, 1997). Esses compostos interagem predominantemente com sitios
localizados nos segmentos S6 da subunidade al, o que fundamenta seu amplo uso clinico no
tratamento de condicdes cardiovasculares, como hipertensdo e arritmias (Triggle, 1991). Em
contraste, nos canais Cav2 esses farmacos produzem efeitos inibitorios relevantes apenas em
concentracdes substancialmente mais eclevadas, refletindo a auséncia de determinantes
moleculares especificos para essa interagdo, apesar da arquitetura do poro ser globalmente
conservada entre as subfamilias (Diochot et al., 1995; Hockerman et al., 1997).

Esse cenario impulsionou a identificagdo de peptideos derivados de peconhas animais
como os principais e mais potentes moduladores da subfamilia Cav2. Entre os moduladores
mais proeminentes destacam-se as w-conotoxinas, isoladas de caracois marinhos do género
Conus, e as w-agatoxinas, provenientes de peconhas de aranhas (Olivera et al., 1994).

A o-conotoxina GVIA ¢ um peptideo composto por 27 aminoacidos, derivado da
peconha do caracol marinho Conus geographus, se destacando por sua capacidade excepcional
de se ligar aos canais de calcio Cav2.2 de forma altamente seletiva e quase permanente
(Boland; Morrill; Bean, 1994). Através de estudos com canais modificados, foi demonstrado
que a toxina bloqueia a passagem de ions ao se fixar externamente ao poro do canal,
especificamente na regido do loop-P DIII (Ellinor et al., 1994). Embora a pegonha desse
molusco apresente outras toxinas, como a GVIB e a GVIIA, a GVIA permanece como a
referéncia principal para estudos eletrofisiologicos, por ser mais extensivamente documentada
(Olivera et al., 1994). Dessa forma, a m-conotoxina GVIA consolida-se como uma ferramenta
indispensavel tantopara desvendara sinalizagdo sinaptica mediada pelos canais Cay2.2 quanto
para fundamentar novas frentes terapéuticas (Cui et al., 2026; Leandrou et al., 2025; Wan et
al., 2025).

Nesse mesmo contexto,a pegonha do caracol marinho Conus magus também se destaca
como fonte de diversas m-conotoxinas, incluindo MVIIA, MVIIB, MVIIC e MVIID, que
apresentam elevada afinidade pelos canais de célcio Cav2.2 (Olivera et al., 1994). A toxina
MVIIC, além de inibir canais Cav2.2, também ¢é capaz de bloquear de forma reversivel os
canais Cav2.1(Grantham et al., 1994). Clinicamente, a valida¢ao dos canais Cav2.2 como alvos
terapéuticos culminou no desenvolvimento da ziconotida (Prialt), uma versdao sintética da

MVIIA aprovadapara o tratamento dadorcronica. Esse farmaco se posiciona em uma cavidade
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na entrada do filtro de seletividade, bloqueando fisicamente a passagem dos ions célcio para o
interior do poro. O ancoramento da toxina ao canal envolve residuos carregados e polares,
como T643, D1345, K1372 e D1629, os quais ndo sdo conservados em outros tipos de canais
de calcio, conferindo ao farmaco sua elevada seletividade (Gao; Yao; Yan, 2021).

As m-agatoxinas sdo toxinas ativas sobre canais Cav oriundas da pegonha da aranha
Agenelopsis aperta. Dentre elas, a w-agatoxina [IVA (0-AGTX-Aa4a) ¢ a mais notdria,
consistindo em um peptideo de 48 residuos de aminoéacidos estabilizado por quatro ligagdes
dissulfeto. Essa toxina constitui uma ferramenta experimental crucial para a distingdo entre
correntes do tipo P e Q, apresentando maior sensibilidade para as do tipo P (Li et al., 2024).
Ambas as correntes sao mediadas por variantes dos canais Cav2.1, originadas tanto por splicing
alternativo quanto pela interagdo especifica com diferentes subunidades auxiliares
(McDonough; Mintz; Bean, 1997). A w-agatoxina IVA atua como uma toxina modificadora
de gating, ligando-se proximo ao dominio sensor de voltagem do dominio IV, impedindo sua
ativacdo (McDonough; Mintz; Bean, 1997). Ja a w-agatoxina IITA (0-AGTX-Aa3a) ¢ uma
molécula significativamente maior, com 78 residuos de aminoacidos, € menos seletiva, atuando
como um bloqueador de poro incompleto em diversos canais de calcio HV A, especificamente
os das subfamilias Cavl, Cav2.1 e Cay2.2 (Mintz, 1994).

Entre as toxinas moduladoras de canais Cav mais proeminentes estd a SNX-482 (-
TRTX-Hgla), uma toxina composta por 41 residuos de aminoacidos, estabilizada por quatro
ligacdes dissulfeto, isolada da aranha caranguejeira Hysterocrates gigas. Essa toxina ¢ descrita
como o inibidor mais potente e seletivo conhecido para os canais Cav2.3 (Bourinet etal., 2001).
Seu mecanismo de agdo envolve a interferéncia no processo de abertura do canal, deslocando
o potencial de ativagdo para valores mais positivos, o que impede sua abertura em potenciais
de membrana fisiologicos. Essa inibicdo ¢ mediada por interagdes da toxina com os dominios
DIII e DIV. Embora seja altamente potente contra canais do tipo R, a SNX-482 também pode
inibir parcialmente e de forma reversivel os canais Cavl.2, indicando que ndo apresenta
seletividade absoluta (Bourinet et al., 2001).

A especificidade dessas toxinas € tal que a w-conotoxina GVIA tornou-se o padrao-
ouro para a identificagdo de canais Cav2.2 (McCleskey et al., 1987), enquanto a m-agatoxina
IVA ¢ essencial para distinguir as correntes mediadas pelo Cav2.1 (Adams et al., 1993). A
descricao e a aplicacdo dessas toxinas possuem importancia cientifica e clinica imensuravel,
funcionando como ferramentas farmacologicas indispensaveis para a disseca¢do funcional dos
subtipos de Cav2 nas sinapses. Do ponto de vista cientifico, seu uso permitiu mapear a

contribui¢do relativa de cada subtipo de canal para a liberagdo de neurotransmissores,
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revelando o papel predominante desses canais na maioria das sinapses do sistema nervoso

(Takahashi; Momiyama, 1993; Wheeler; Randall; Tsien, 1996).

1.3. Aranhas

As aranhas, integrantes da ordem Araneae, constituem um dos grupos de predadores
terrestres mais abundantes e diversos da biosfera, ocorrendo em praticamente todos os
ecossistemas terrestres € em alguns ambientes aquaticos. Atualmente, sdo reconhecidas
53.673 espécies validas, distribuidas em 4.502 géneros e 139 familias (World Spider
Catalog, 2026). Registros fossiliferos indicam que esse grupo ja estava presente no periodo
Carbonifero, h4 aproximadamente 300 milhdes de anos (Selden; Penney, 2010). As aranhas
ocupam, portanto, uma posi¢do antiga na relagdo com as sociedades humanas, sendo
reconhecidas desde os primeiros registros de observagdo do mundo natural, como

evidenciado por representagdes encontradas em paredes de cavernas (Hillyard, 1996).

A ordem Araneae encontra-se divididaem duassubordens, Mesothelae e Opisthothelae.
A subordem Mesothelae compreende espécies restritas a Asia, as quais preservam diversos
caracteres morfologicos considerados plesiomorficos, incluindo a segmentagdo externa
evidente do opistossoma e a posicdo ventral mediana das fiandeiras (Kulkarni; Wood;
Hormiga, 2023; Xin et al., 2015). Essas aranhas, popularmente conhecidas como “aranhas-
algapdo”, constroem tocas tubulares no solo, cuja abertura ¢ fechada por um opérculo

camuflado, associado a fios de seda utilizados para a detec¢ao de presas (Bristowe, 1976).

Sob a perspectiva toxicologica, as Mesothelae foram tradicionalmente consideradas
desprovidas de glandulas produtoras de peconha (Haupt, 2005). No entanto, estudos
morfoldgicos classicos ja haviam descrito a presenca de glandulas de pegonha reduzidas em
representantes da familia Liphistiidae (Bristowe, 1932), evidéncia posteriormente
confirmada por analises em microscopia eletronica de varredura, as quais demonstraram a
existéncia de aberturas glandulares nos ferrdes e de pequenas glandulas localizadas no
segmento basal das queliceras em diferentes espécies do género Liphistius (Foelix; Erb,
2010). A presenca dessas glandulas €, portanto, interpretada como um carater plesiomorfico
da ordem Araneae. Entretanto, tais glandulas sdo extremamente reduzidas quando
comparadas as observadas em Opisthothelae e podem estar ausentes ou funcionalmente

reduzidas em machos adultos (Foelix; Erb, 2010).
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As demais espécies de aranhas integram a subordem Opisthothelae, a qual se subdivide
nas infraordens Mygalomorphae e Araneomorphae. A infraordem Araneomorphae
compreende a vasta maioria das espécies conhecidas de aranhas, apresentando elevada
diversidade morfoldgica e comportamental, expressa na ocupagdo de multiplos habitats e
em adaptagdes que possibilitam a exploragdo de uma ampla gama de condigdes ecologicas
(Turnbull, 1973). Atualmente, as araneomorfas correspondem a mais de 94% das espécies
descritas, distribuidas em cerca de 122 familias (World Spider Catalog, 2026). No contexto
epidemioldgico brasileiro, os géneros responsaveis pelos acidentes humanos mais graves e
potencialmente letais pertencem exclusivamente a essa infraordem, destacando-se

Phoneutria, Loxosceles e Latrodectus (BRASIL, 2024).

As migalomorfas, aranhas pertencentes a infraordem Mygalomorphae, assim como as
Mesothelae, sdo consideradas formas mais primitivas de aranhas, por conservarem
caracteristicas ancestrais, como um sistema simples de fiagdo deseda, dois pares de pulmdes
folidceos e a disposicdo paraxial das queliceras, que se articulam por movimentos paralelos
ao eixo longitudinal do corpo. Em razdo disso, apresentam relativa homogeneidade
morfologica quando comparadas a ampla diversidade observada entre as aranhas
araneomorfas (Hendrixson; Bond, 2009). Registros fosseis do grupo remontam ao periodo
Triassico (Selden; Gall, 1992). Popularmente conhecidas como aranhas-caranguejeiras,
essas aranhas sdo predominantemente errantes e ndo constroem teias para a captura de
presas, utilizando a seda principalmente para fins reprodutivos. Alimentam-se
majoritariamente de insetos, embora existam registros de predagdo sobre vertebrados
(Menin; Rodrigues; Azevedo, 2005; Nyffeler; Knornschild, 2013; Pocock, 1899; Reyes-
Olivares et al., 2020). Com excec¢do da aranha-teia-de-funil-de-Sydney (Atrax robustus) e
de outras espécies aparentadas (Hedin et al., 2018), a maioria das migalomorfas nao

apresenta toxicidade significativa para o ser humano.

A familia Theraphosidae € reconhecida como a mais diversa entre as migalomorfas. No
entanto, representa apenas cerca de 2% da diversidade total de Araneae, englobando
aproximadamente 1.194 espécies descritas (World Spider Catalog, 2026). Assim como
outras migalomorfas, as caranguejeiras da familia Theraphosidae ndo utilizam teias para a
captura de presas, dependendo exclusivamente de sua forga fisica e da elevada eficiéncia de
sua peconha, o que resulta em uma agdo capaz de paralisar presas grandes e robustas de
forma rapida e eficaz (Escoubas; Rash, 2004). Embora raramente representem risco grave

para seres humanos, a peconha dessas aranhas constitui uma rica fonte de compostos

22



bioativos, cuja diversidade molecular reflete milhdes de anos de evolucdo e tem despertado
crescente interesse biotecnoldgico e farmacoldgico, incluindo o desenvolvimento de
bioinseticidas e a prospec¢do de moléculas com potencial terapéutico para distarbios
neurologicos e cardiovasculares (Escoubas; Rash, 2004; Langenegger; Nentwig; Kuhn-

Nentwig, 2019; Liiddecke et al., 2022).

1.4. Composicao bioquimica da peconha de aranhas

O sucesso evolutivo das aranhas estd intimamente relacionado a complexidade
bioquimica de suas peconhas. Essas secregdes constituem misturas altamente diversas de
moléculas bioativas, exercendo papel central tanto na captura de presas, por meio de
paralisia ou morte, quanto na defesa contra potenciais agressores (Escoubas; Rash, 2004).
Sob a perspectiva bioquimica, as peconhas de aranhas incluem sais inorganicos, compostos
organicos de baixo peso molecular (inferiores a 1 kDa), além de peptideos lineares e ricos
em ligacdes dissulfeto, com massas entre 3 ¢ 9 kDa, bem como proteinas de maior peso
molecular, variando aproximadamente de 10 a 120 kDa (Kuhn-Nentwig; Stocklin; Nentwig,
2011). Entretanto, a eficacia dessas peconhas nao decorre da agdo isolada de seus
componentes, mas da elevada diversidade molecular e da atuagdo sinérgica entre eles, que
operam de forma coordenada sobre multiplos alvos fisiologicos, ampliando a poténcia, a

rapidez ¢ a especificidade dos efeitos toxicos (Liiddecke et al., 2022).

Os principais componentes de baixa massa molecular incluem aminas biogénicas,
aminodcidos livres, nucleotideos e acilpoliaminas (Forster et al., 2020). Entre esses
compostos, destacam-se as acilpoliaminas, substancias inicialmente identificadas na década
de 1980 em espécies dos géneros Nephila e Argiope, e posteriormente reconhecidas em uma
ampla diversidade de aranhas (Palma, 2012). Estruturalmente, essas moléculas sao formadas
por um grupo acil aromatico hidrofébico ligado a uma cadeia de poliaminas carregadas
positivamente, podendo apresentar um espagador intermedidrio composto por um ou dois
aminodacidos, sendo a extensdo da cadeia de poliaminas bastante variavel (McCormick;
Meinwald, 1993). O alvo molecular dessas substancias ¢, predominantemente, o conjunto
de receptores ionotropicos de glutamato (iGluRs) de invertebrados, abundantes em jungdes
neuromusculares de insetos e outros artropodes. Ao bloquearem esses receptores, as

acilpoliaminas exercem uma potente acdo inseticida, induzindo a paralisia das presas
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(Palma, 2012). Além disso, em muitos casos, tais moléculas atuam sobre os homologos
desses receptores em mamiferos, o que refor¢a seu elevado potencial biotecnoldgico (Radis-

Baptista; Konno, 2024).

1.4.1. Compostos peptidicos

Peptideos constituem a classe de compostos mais abundante e funcionalmente relevante
constituintes de pegonhas de aranhas (Guo et al., 2024). A complexidade desse repertorio
molecular pode ser exemplificada pela peconha da aranha Hadronyche infensa, na qual mais
de 3.000 massas peptidicas distintas foram detectadas (Pineda et al., 2020). Enquanto as
proteinas maiores geralmente desempenham papéis auxiliares — como maturagdo de
toxinas e degradacdo tecidual para facilitar a difusdo da pegonha —, os peptideos sdo os
principais responsaveis pela imobilizagdo imediata das presas, ao interagirem com canais
i0nicos e receptores de membrana (Langenegger; Nentwig; Kuhn-Nentwig, 2019). Estes
peptideos podem ser categorizados em peptideos citoliticos lineares e neurotoxinas

estabilizadas por ligagdes dissulfeto.

1.4.1.1. Peptideos Lineares

Os peptideos lineares presentes na pegonha de diversas aranhas constituem uma classe
caracterizada pela auséncia de residuos de cisteina e, consequentemente, pela falta de
ligagdes de dissulfeto em suas sequéncias, adotando uma estrutura de a-hélice anfipatica em
proximidade com as membranas (Figura 3A) (Langenegger; Nentwig; Kuhn-Nentwig,
2019). Estes compostos apresentam frequentemente atividade membranolitica, de forma que
a abundancia de residuos como arginina e lisina promove a atracdo eletrostatica por
fosfolipidios anidnicos, enquanto suas regides hidrofobicas permitem a inser¢do e
permeabilizacdo da bicamada lipidica. Como as membranas de procariotos possuem uma
densidade de carga negativa superior a das células de mamiferos, a interagdo membranolitica
¢ muito mais potente e direcionada a organismos bacterianos, embora efeitos em células
eucaridticas possam ocorrer em concentracoes elevadas. Por essa razdo, sdo frequentemente

denominados peptideos antimicrobianos (Matsuzaki, 2009).

1.4.1.2. Peptideos estabilizados por ligacoes dissulfeto
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Os peptideos estabilizados por ligacdes de dissulfeto constituem os principais
componentes neurotoxicos da pegonha (Langenegger; Nentwig; Kuhn-Nentwig, 2019).
Esses compostos formam complexos altamente estaveis com seus alvos moleculares, o que
lhes confere uma notavel eficacia biolégica mesmo em concentragdes nanomolares. Essa
estabilidade permite que atuem de forma incisiva na modulacdo de canais idnicos
dependentes de voltagem, resultando em respostas rapidas e severas, como paralisia
neuromuscular e convulsdes, garantindo a imobilizacdo imediata da presa ou do agressor

(Saez; Herzig, 2019).

A elevada presenca de residuos de cisteina nessas toxinas favorece a formagao de
estruturas compactas, que adotam conformagdes globulares estabilizadas por multiplas
ligacdes dissulfeto. Essa organizacdo confere elevada rigidez estrutural aos peptideos,
resultando em estabilidade excepcional frente a degradagdo por proteases, variagdes de pH
e altas temperaturas (Herzig; King, 2015). Existem trés motivos estruturais predominantes

encontrados em neurotoxinas de aranhas.

O primeiro e mais predominante motivo estrutural ¢ o ICK, do inglés Inhibitor Cystine-
Knot, por vezes referido como “knottin”. Esse motivo ¢ definido por uma folha-f3
antiparalela tripla estabilizada por seis residuos de cisteina, apresentando a sequéncia
consenso CiX 2-7-CnX3-11—CmXo-7-CivX1-17-CVXi1-19—Cvi, em que Ci—Cvi correspondem
a ordem das cisteinas na sequéncia primaria e Xnindica o nimero de residuos entre cisteinas
adjacentes. O pareamento das ligagdes dissulfeto ocorre entre Ci—Civ, Cii—Cv e Ci—Cui,
sendo que a terceira ligacdo atravessa o anel formado pelas duas primeiras, configurando

um no estrutural que da nome ao motivo (Figura 3C) (Norton; Pallaghy, 1998).

Além disso, o motivo estrutural ICK pode se diversificar em multiplas variagdes
estruturais. Na peconha de H. infensa, demonstrou-se que a elevada diversidade estrutural
observada resulta principalmente da duplicacao e diversificagdo de um tinico gene ancestral
codificador de knottins, com variagdes nos loops entre as cisteinas, adicdo de novas ligacdes
dissulfeto e duplicagdes intragénicas, mantendo-se preservado o nucleo estrutural 1CK.
Dessa forma, o n6 central garante a integridade conformacional da molécula, enquanto as
variagdes nos loops permitem que a toxina se adapte a diferentes alvos moleculares (Pineda
et al.,, 2020). Um exemplo notavel dessa evolugdo estrutural em H. infensa € o peptideo
Hila, que apresenta uma arquitetura de nd duplo, consistindo em dois dominios ICK

independentes conectados por um ligante curto (Chassagnon et al., 2017).
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Outro motivo estrutural comumente encontrado em toxinas de aranhas € o motivo DDH,
do inglés disulfide direct p-hairpin, denominado assim devido a formag¢ao de uma estrutura
de grampo-f antiparalelo estabilizado por duas ligacdes dissulfeto obrigatorias (Figura 3E).
Sua sequéncia principal ¢ descrita como CX;5-19CX2(G/P)X2CXe6-19C, em que a presenca de
residuos de glicina ou prolina na alca central auxilia na formacdo de uma estrutura estavel
(Wang et al., 2000). O arranjo das ligagdes dissulfeto no motivo DDH ndo apresenta o no
de cisteinas caracteristico do ICK, o que resulta em um nucleo hidrofébico robusto, porém
com topologia menos complexa. O motivo DDH ¢ considerado por alguns autores como um

possivel motivo ancestral do ICK (Escoubas; Rash, 2004).
A B C N

Figura 3 - Estruturas tridimensionais e motivos estruturais de peptideos de aranhas. (A) Estrutura
tridimensional do peptideo linear antimicrobiano LyeTx-1 (UniProt: COHJU9; PDB:
6CL3). (B) Estrutura representativa de toxina com motivo ICK, w-GsTxSIA (UniProt: P60590;
PDB: 1KOZ). (D) Estrutura representativa de toxina relacionada ao motivo DDH, Huwentoxin-II
(UniProt: P82959; PDB: 1125). As estruturas tridimensionais foram visualizadas e renderizadas no
software PyMOL, com as ligacdes dissulfeto destacadas em vermelho. (C) Representacio
esquematica do motivo ICK, indicando as liga¢gdes dissulfeto (residuos de cisteina numerados em
algarismos romanos). (E) Representacao esquematica do motivo estrutural DDH. Os esquemas (C)
¢ (E) ilustram a evoluc¢do do dobramento basico DDH para o motivo ICK por meio da formagio do
cystine knot e da possivel adi¢cdo de uma terceira fita f ao motivo basico de f-hairpin com duas
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ligagdes dissulfeto. A seta tracejada em (C) representa a terceira fita §, nem sempre observada em
peptideos ICK, enquanto a ligagao tracejada em (E) indica a ligacao dissulfeto adicional presente
na Huwentoxin Il como uma elaboragdo do motivo DDHbasico. Os painéis (B—E) foram adaptados
de (Escoubas; Rash, 2004)

Por tltimo o motivo estrutural do tipo Kunitz apresenta uma conformagao estabilizada
por trés ligagdes dissulfeto, com pareamento conservado entre as cisteinas Ci—Cvi, Ci—Crv
e Cii—Cv, que sustenta uma folha -antiparalela de trés fitas (Langenegger; Nentwig; Kuhn-
Nentwig, 2019; Windley et al., 2012). Este motivo apresenta uma abrangéncia menor que
os dois anteriores, sendo identificadas apenas na peconha de duas aranhas da familia
Theraphosidae, Haplopelma schmidti e H. hainanum, sendo descrita uma familia de toxinas

do tipo Kunitz com atividade inibitéria sobre serinoproteases e efeito relativamente fraco

sobre canais Kv1.1 (Peng; Lin; Liang, 2006; Yuan et al., 2008).

Além desses motivos principais, podem existir variacdes estruturais adicionais. Um
exemplo sdo as murinotoxinas MnTx-1 e MnTx-2, isoladas de Pterinochilus murinus. Essas
toxinas adotam um motivo estrutural alternativo evolutivamente distinto, denominado
Disulfide-Reined Hairpin (DRH), algo como “grampo estabilizado por ligagdes dissulfeto”,
ndo sendo variagdes do ICK nem do motivo DDH. A estrutura desses peptideos segue o
consenso CiXe—CnXs—CmXo—CivXs—CvXo—Cvi, que se assemelha aquele encontrado em
peptideos do tipo ICK. Contudo, o pareamento das cisteinas ocorre entre Ci—Cry, Cii—Cvi, €
Cui—Cv, resultando em estruturas desprovidas do n6 de cistina e da folha B antiparalela.
Essas toxinas apresentam atividade como bloqueadores de poro de canais de potassio
dependentes de voltagem, sendo altamente seletivas para canais da familia Cavl

(Kuzmenkov et al., 2025).

1.5. Nomenclatura para toxinas

A nomenclatura racional proposta por King e colaboradores (2008) tem como objetivo
padronizar a identificagdo de peptideos oriundos de peconhas animais, integrando em um
unico nome sistematico informagdes sobre a atividade farmacolédgica, a origem biologica e

as relacoes evolutivas.

A estrutura donome inicia-se com um descritor de atividade, representado por uma letra

grega que indica o alvo molecular, como k para canais de potdssio ou ® para canais de calcio
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(Tabela 2). O ntcleo do nome ¢ baseado na familia taxonomica do animal produtor da
peconha, como, por exemplo, “theraphotoxin” para a familia Theraphosidae. Por fim, para
a diferenciacdo especifica, o sistema emprega um cddigo de letras correspondente ao género
e a espécie (por exemplo, Ap para Acanthoscurria paulensis), seguido de um numeral que
distingue diferentes classes de toxinas e de uma letra minascula final destinada a

identificagcdo de isoformas (King et al., 2008).

Tabela 2 — Nomenclatura de toxinas baseadas na funcdo farmacolégica. Adaptado de King

etal., 2008

Descritor Funcio biolégica associada
a (alpha) Receptor de acetilcolina
B (beta) Desloca a dependéncia de voltagem da ativacdo de canais Navy
v (gamma) Canais cationicos nao especificos HCN
O (delta) Retarda a inativacao de canais Nay
€ (epsilon) Canais de cloreto CIC
C (zeta) Canais regulados por nucleotideos ciclicos
n (eta) Canais de potassio retificadores internos Kir
0 (theta) Canais de potassio de dois poros Kzp
1 (iota) Agonista de canais Nav
k (kappa) Inibe canais Ky
A (lambda) Inibe canais de potassio ativados por célcio Kca
p (mu) Inibe canais Nav
v (nu) Receptor de neurotensina
& (x1) Receptor de endotelina
o (omicron) Receptor de octopamina
T (pi) Canais i6nicos sensiveis a acido ASICs
p (tho) Adrenoceptor
G (sigma) Receptor 5-hidroxitriptamina (serotonina)
T (tau) Canal de potencial receptor transitorio TRP
v (upsilon) Receptor de vasopressina/oxitocina
¢ (phi) Receptor de rianodina
y (chi) Transportador de noradrenalina
v (psi) Antagonista ndo competitivo do receptor de acetilcolina
® (omega) Inibe canais de Cay
I' (Gamma) Receptor de glutamato
A (Lambda) Receptor GABA
O (Omicron) Receptor P2X
% (Sigma) Canal CFTR
Q (Omega) Receptor do fator de crescimento epidérmico EGFR
A (Delta) Atividade citolitica
U (Unknown) Atividade desconhecida
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1.6. Peconha de aranha e seus potenciais farmacolégicos

As pegonhas animais resultam de milhdes de anos de sele¢do natural voltada a defesa e
a predacdo, processo que levou ao surgimento de misturas complexas de compostos
biologicamente ativos, caracterizadas por elevada poténcia e alta especificidade molecular.
Entre esses compostos, os peptideos derivados de pegonhas destacam-se pelo alto grau de
seletividade por alvos fisiologicamente relevantes, uma caracteristica altamente desejavel

no desenvolvimento de farmacos (Pennington; Czerwinski; Norton, 2018).

A literatura cientifica descreve diversas neurotoxinas oriundas de peconhas de aranhas
com elevada poténcia e seletividade refinada por isoformas especificas de canais i6nicos. O
peptideo n-HXTX-Hila, isolado da aranha H. infensa, ¢ um inibidor potente do canal i6nico
sensivel a acido 1a (ASICla), apresentando um ICso de 0,40 nM em ratos e 0,52 nM em
humanos, sem afetar as isoformas ASIC2a ou ASIC3 (Chassagnon et al., 2017). Outro
exemplo ¢ a toxina B-TRTX-Cdla, extraida da espécie Ceratogyrus darlingi, que inibe o
canal Nav1.7 com um ICso de 16 nM, além de atuar sobre Cav2.2 (ICs50~3 uM) (Sousa et al.,
2017). Adicionalmente, a toxina k-TRTX-Cg2a, também conhecida como Jingzhaotoxin-
XII (JzTx-XII), proveniente da aranha Chilobrachys jingzhao, tem como alvo especifico o
canal de potassio Kv4.1, exibindo um valor de ICso de 0,363 uM (Yuan et al., 2007). No
campo dos canais de calcio Cay, ®-TRTX-Pmla, também conhecida como Ccla, da espécie
Pelinobius muticus (anteriormente Citharischius crawshayi), bloqueia seletivamente canais
Cav dotipo L, Cavl.2 e Cavl.3,com ICso de 825 nM e 2,24 uM, respectivamente (Klint et
al., 2014).

O potencial clinico dessas neurotoxinas abrange diversas patologias neurologicas e
sistémicas. No tratamento do acidente vascular cerebral, o peptideo Hila demonstrou
capacidade de proteger o tecido neuronal mesmo quando administrado até oito horas apos a
lesdo isquémica (Chassagnon et al., 2017). Em distirbios genéticos como a Sindrome de
Dravet, uma encefalopatia epiléptica grave, a infusdo intracerebroventricular de 6-
theraphotoxin-Hmla, uma toxina ativadora seletiva do canal Navl.l oriunda da aranha
Heteroscodra maculata, mostrou-se eficaz em resgatar modelos animais de convulsdes e
morte prematura (Osteen et al., 2016; Richards et al., 2018). Além disso, derivados sintéticos

como o PnPP-19, desenvolvido a partir da toxina PnTx2-6 (6-CNTX-Pn2a) dapeconha da
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aranha Phoneutria nigriventer, t€ém se mostrado promissores no tratamento da disfuncdo
erétil, por modularem a via de sinalizagdo do 6xido nitrico sem a toxicidade associada a
toxina nativa, encontrando-se atualmente em fase de avaliagdo clinica (Silva et al., 2022).
Evidéncias pré-clinicas adicionais indicam que o PnPP-19 também reduz a pressdo
intraocular e preserva células ganglionares da retina em modelos experimentais de
hipertensao ocular, sugerindo potencial aplicacdo futurano tratamento do glaucoma (Silva

et al., 2020).

Além dasaplica¢des biomédicas, neurotoxinas dearanhas apresentam elevado potencial
biotecnologico como biopesticidas ecologicos. A toxina w/k-HXTX-Hvla, derivada de
peconha da aranha Hadronyche versuta, € o principio ativo do produto comercial Spear T®
(Vestaron Corporation), atuando seletivamente sobre canais BKca e Cav de insetos (Chong
et al.,, 2007a; Tedford et al., 2004b). Esse bioinseticida é aplicado no controle de pragas
agricolas, apresentando eficacia contra miltiplas ordensde insetos, a0 mesmo tempo em que
exibe elevada seletividade filética, sendo seguro para mamiferos e abelhas (Vestaron, 2026).
A seletividade filética ¢ um aspecto central no desenvolvimento de bioinseticidas, como
exemplificado pela toxina p-TRTX-Aela, isolada de Augacephalus ezendami, cuja
especificidade por insetos decorre de variagdes na sequéncia do loop S1-S2 do DII dos
canais Nav. Um Unico residuo nessa regido ¢ determinante para a interagdo com o sensor de
voltagem, possibilitando o controle direcionado de pragas sem efeitos adversos sobre

vertebrados (Herzig et al., 2016).

1.7. Peptideos de aranhas com ac¢ao em canais Cay

Além das w-agatoxinas, existem outros exemplos de w-toxinas oriundas de peconhas

de aranhas, incluindo espécies da familia Theraphosidae. Entre as mais proeminentes esta a

SNX-482 (o-TRTX-Hgla), uma toxina composta por 41 residuos de aminoacidos, estabilizada

por quatro ligagdes dissulfeto, isolada daaranha caranguejeira Hysterocrates gigas. Essa toxina

¢ descrita como o inibidor mais potente e seletivo conhecido para os canais Cav2.3 (Bourinet

etal., 2001). Seumecanismo de acdo envolve a interferéncia no processo de abertura do canal,

deslocando o potencial de ativagcdo para valores mais positivos, o que impede sua abertura em

potenciais de membrana fisiologicos. Essa inibicdo ¢ mediada por interagcdes da toxina com os

dominios DIIT e DIV. Embora seja altamente potente contra canais do tipo R, a SNX-482

também pode inibir parcialmente e de forma reversivel os canais Cav1.2, indicando que ndo
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apresenta seletividade absoluta (Bourinet et al., 2001).

Na peconha da aranha chinesa Ornithoctonus huwena também foram identificadas ®-
toxinas, entre as quais se destacaa p/o-TRTX-Hsla, conhecida como Huwentoxin-I (HWTX-
I). Essa toxina apresenta seletividade relevante, inibindo especificamente correntes de calcio
do tipo N, mediadas por canais Cav2.2, e exercendo apenas um efeito fraco sobre canais do
tipo L (Cavl). A inibi¢do ¢ dependente da dose, com um ECso emtorno de 100 nM em células
diferenciadas. Em concentragdes elevadas, o bloqueio ocorre de forma rapida e pode ser
revertido lentamente apos a remogao da toxina (Peng; Chen; Liang, 2001).

Outro exemplo de Huwentoxin com atividade sobre canais Cayv ¢ a HWTX-X, uma
toxina peptidica composta por 28 residuos de aminodcidos que atua como um bloqueador
especifico, potente e completamente reversivel dos canais Cav2.2 em neuronios do ganglio da
raiz dorsal de ratos, apresentando um ICso de aproximadamente 40 nM. Ensaios
eletrofisiologicos de competitividade demonstraram ainda que a HWTX-X e a m-conotoxina
GVIA competem diretamente por sitios de ligacdo sobrepostos, ou parcialmente sobrepostos,

nesses canais (Liu et al., 2006).

1.8.Acanthoscurria paulensis

A Acanthoscurria paulensis ¢ uma espécie de aranha caranguejeira da familia
Theraphosidae, descrita originalmente por Mello-Leitdo (1923) a partir de um exemplar
macho coletado em Pirassununga, Sao Paulo. Por décadas, a compreensdo taxonomica da
espécie permaneceu limitada, uma vez que o holotipo original foi considerado perdido e a
descri¢do inicial carecia de detalhes sobre caracteristicas morfoldgicas essenciais.
Posteriormente, Lucas e colaboradores (2010) realizaram wuma revisdo taxondmica

abrangente, incluindo a redescri¢do do macho e, pela primeira vez, a descricao da fémea.

A distribuicdo geografica dessa aranha ¢ ampla no territério brasileiro, com registros em
diversos estados, como Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais, Espirito
Santo, Parana e Rio Grande do Sul. Caracterizada por seu grande porte, com comprimento
total frequentemente superior a 50 mm, 4. paulensis (Figura 4) apresenta carapaga de
coloracdo marrom-escura, com bordas recobertas por pelos avermelhados, enquanto o

abdomen ¢ preto e densamente coberto por cerdas longas e avermelhadas (Lucas et al., 2010).
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Figura 4 - Espécime de Acanthoscurria paulensis. Foto: Jonathan Nascimento.

1.9. Estudos prévios com a peconha de A. paulensis

A peconha da aranha caranguejeira A. paulensis constitui uma mistura bioquimica
altamente complexa, composta por cerca de 97 componentes distintos, com massas
moleculares variando entre 601,4 ¢ 21.932,3 Da (Mourao et al.,, 2013a). Entre esses
componentes, a fragdo peptidica ¢ particularmente relevante, sendo a toxina Apla o
componente mais expressivo e amplamente investigado, responsavel por aproximadamente

8% da composicdo total da peconha (Mourdo et al., 2013b).

A Apla foi o primeiro peptideo isolado e caracterizado a partir da pegonha de A.
paulensis, destacando-se como o peptideo mais abundante. Trata-se de um peptideo
composto por 48 residuos de aminoacidos, com massa molecular de 5457,79 Da, que
apresenta identidade sequencial entre 60% e 84% com toxinas da familia da huwentoxina-
IT (HWTX-II). No entanto, diferentemente da HWTX-II, que adota um motivo estrutural do
tipo DDH, a Apla apresenta um arranjo estrutural do tipo ICK (Mourao et al., 2013Db).

Ensaios in vivo revelaram efeitos neurotdoxicos robustos em diferentes modelos

experimentais. Em lagartas da espécie Spodoptera frugiperda, a Apla induziu paralisia
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reversivel e dependente da dose, com EDso de 13,01 pg/g, evidenciando seu potencial
inseticida. Em experimentos utilizando o circuito de fibras gigantes (GF) de Drosophila
melanogaster, a toxina reduziu a amplitude e a frequéncia das respostas musculares,
sugerindo uma acdo direta nas jungdes neuromusculares. Em mamiferos, a administracao
intracraniana em camundongos provocou convulsdes generalizadas persistentes, evoluindo

para status epilepticus e culminando em morte por faléncia respiratoria (Mourdo et al.,

2013b).

Apesar desse conjunto consistente de efeitos fisioldgicos, os mecanismos moleculares

subjacentes a agdo da Apla permaneceram por longo tempo indefinidos. Uma extensa triagem

in vitro, envolvendo diversos ensaios eletrofisiologicos, foi realizada durante anos de

investigacdo por este grupo de pesquisa, sem que fosse possivel a identificacdo de um alvo

molecular especifico para essa toxina. A Apla foitestada, na concentragao de 1 uM, em canais

de s6dio dependentes de voltagem humanos (Navl.l a Navl1.8), de insetos e aracnideos

(BgNavl e VdNavl), além de canais de potdssio (Shaker, Shab, Shal, Shaw, Kv1.1, rKv4.2,

rKv4.3, hKv7 e KQT1), receptores nicotinicos de acetilcolina, receptores de glutamato e canais

de cloreto ativados por glutamato (GluCl), sendo empregada a concentracdo de 10 uM

especificamente para estes ultimos. Contudo, nenhum efeito funcional consistente foi

observado nesses alvos (Garcia et al., 2025; Mourao et al., 2013b).

Em ensaios eletrofisioldgicos posteriores (Garcia et al., 2025), a aplicagdo de 1 uM de
Apla inibiu significativamente canais Nay, com redugdo da corrente de pico em hNav1.7
(32,28 + 5,96%), hNav1.1 (26,14 + 11,84%), hNav1.3 (18,09 + 7,15%) e hNav1.8 (14,96 +
3,56%), além de promover deslocamentos da curva de ativacdo e da inativacdo em estado
estaciondrio para potenciais mais hiperpolarizados em hNavl.1, hNav1.3 e hNay1.7, mas
nao em hNavl.8. Quanto aos canais de potassio, a Apla ndo apresentou atividade
significativa sobre rKv1.1 e hKv7.1, mas promoveu inibi¢do modesta dos canais da familia
Kv4, com 6,83 + 2,03% em rKv4.2 ¢ 14,76 + 1,56% em rKv4.3. Ensaios adicionais em
oo6citos de Xenopus laevis demonstraram auséncia de efeito da Apla sobre canais de sodio
de insetos e aracnideos (BgNavl e VdNavy1), bem como sobre canais de potéssio rKvl.1,
rKv4.2, 1Kv4.3, hKv1.1,Kv7.1 e KQTI, além dendo modular canais de cloreto ativados por
glutamato (GluCl). Além disso, ensaios de ligacdo com [*H]-L-glutamato em sinaptossomos
de rato ndo evidenciaram deslocamento do ligante em uma ampla faixa de concentragdes
(0,01-1000 uM), indicando auséncia de interacao direta com sitios de ligacdo de glutamato

(Garcia et al., 2025).
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Os resultados in vivo observados apos a inje¢ao intracraniana em camundongos, assim
como aqueles obtidos no circuito de fibras gigantes de D. melanogaster, constituem fortes
indicios de que a toxina exerce sua a¢do primaria sobre canais Cav localizados em terminais
pré-sinapticos. Em D. melanogaster, as jungdes neuromusculares utilizam majoritariamente
o glutamato como neurotransmissor excitatorio, de modo que a liberagdo sinaptica depende
do influxo de Ca** através de canais Cav ativados pela despolarizacdo do terminal pre-
sinaptico (Ashley; Carrillo, 2025). Assim, a modulagdo desses canais pode comprometer
diretamente a liberacio de glutamato, resultando em alteracdes na transmissao
neuromuscular compativeis com a redu¢do da amplitude e da frequéncia das respostas

musculares observadas.

De forma analoga, em mamiferos, a liberagdo de glutamato no sistema nervoso central
¢ fortementeregulada pela atividade de canais Cav pré-sinapticos, especialmente aqueles do
subtipo Cav2, cuja modula¢dao pode levar a desequilibrios excitatérios severos (Dolphin;
Lee, 2020). Nesse contexto, a interferéncia na dindmica desses canais poderia explicar os
quadros de hiperexcitabilidade neuronal, convulsdes generalizadas e status epilepticus
observados apds a administragdo intracraniana da toxina em camundongos. Essa hipotese ¢
adicionalmente sustentada pela identificagdo posterior das toxinas Ap2, Ap3 e ApS,
classificadas como -toxinas capazes de inibir seletivamente até 31% das correntes
mediadas pelo canal Cav2.1 (tipo P/Q) (Tibery et al., 2021), reforcando a nocdo de que a

peconha de A. paulensis constitui uma fonte relevante de moduladores de canais Cay.
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2. Justificativa

A investigacdo de peptideos capazes de modular a atividade de canais i6nicos
dependentes de voltagem representa um campo de grande relevancia cientifica,
farmacoldgica e biotecnoldgica, tanto pela contribui¢do ao entendimento dos mecanismos
moleculares que regulam a excitabilidade celular quanto pelo potencial uso dessas moléculas
como ferramentas farmacologicas e prototipos terapéuticos. Nesse contexto, os peptideos
ricos em ligagdes dissulfeto presentes na pegonha de aranhas tém se destacado por exibirem
elevada afinidade e seletividade por canais i6nicos, especialmente aqueles envolvidos na

transmissdo sindptica e na geracao de potenciais de acao.

A peconha da aranha caranguejeira Acanthoscurria paulensis tem sido objeto de
estudo continuo ao longo dos ultimos anos, com a identificacdo de diversos peptideos
bioativos. Dentre esses componentes, a toxina Apla destaca-se por ser um dos peptideos
mais abundantes dessa peconha, além de apresentar atividade bioldgica relevante mesmo em
baixas concentragdes. Apesar disso, estudos prévios baseados em ensaios in vivo
demonstraram que a Apla apresenta atividade neurotoxica significativa, os mecanismos
moleculares subjacentes a sua acdo, bem como a caracterizacdo detalhada de seus alvos

especificos, ainda permanecem incompletamente elucidados.

Cabe destacar que, ao longo dos tltimos anos, a Apla foi submetida a uma ampla e
sistematica triagem funcional envolvendo diferentes classes de canais i6nicos e receptores.
Apesar dessa investigacdo extensiva, ndo foram identificados efeitos consistentes que
explicassem de forma satisfatoria os marcantes fenotipos neurotdxicos observados in vivo.
Em contraste, os dados fisiologicos obtidos em modelos experimentais apontam para
alteracdes compativeis com comprometimento da liberagdo sinaptica dependente de Ca**, o
que sugere a possivel participacdo de canais Cav, especialmente aqueles localizados em
terminais pré-sindpticos. Ainda assim, esses canais ndo haviam sido previamente avaliados
de maneira sistematica como potenciais alvos da Apla. Dessa forma, a escolha dos canais
Cav como foco dopresente estudo baseia-se tantona exclusdo experimental prévia de outros
alvos classicos quanto na coeréncia fisiologica entre os efeitos observados e o papel central

desses canais na regulacdo da liberagdo de neurotransmissores.

Considerando que disfungdes em canais i6nicos dependentes de voltagem estdo

associadas a diversas patologias humanas, como dor cronica, epilepsias e enxaquecas, a
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caracterizagdo aprofundadadetoxinas como a Aplaé fundamentalnao apenas para o avango
do conhecimento basico, mas também para sua aplicagdo como ferramenta experimental na
investigacdo desses alvos moleculares. Assim, ao invés de uma prospec¢do ampla por novos
peptideos, o presente estudo justifica-se pela necessidade de aprofundar a caracterizagdo
funcional e farmacologica da Apla, contribuindo para a consolidacdo do conhecimento
sobre uma toxina abundante, biologicamente ativa e ainda insuficientemente compreendida

da peconha de Acanthoscurria paulensis.
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3. Objetivos

3.1.

3.2.

Objetivo Geral

. Realizar a caracterizacdo da atividade eletrofisiologica da toxina Apla,
previamente descrita da peconha da aranha caranguejeira Acanthoscurria paulensis, em

canais de célcio dependentes de voltagem utilizando a técnica de Patch Clamp.

Objetivos Especificos

o Purificagdo do peptideo Apla presente na peconha da aranha Acanthoscurria
paulensis
. Avaliacao da agdo do peptideo Apla por meio de ensaios eletrofisiolégicos nos

canais Cavl.2, Cav2.1, Cav2.2, Cav2.3 e Cav3.1.
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4. Material e métodos
4.1. Extracao da Peconha por eletroestimulacio

Foram utilizados espécimes adultos da aranha Acanthoscurria paulensis, coletados com
licenca do ICMBio0 (24227-1) e mantidos vivos no Biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas
da Universidade de Brasilia. Durante todo o periodo experimental, os animais foram
alimentados periodicamente e mantidos com acesso continuo a d4gua. A peconha foi obtida por
meio de estimulagdo elétrica da regido basal das queliceras, sendo coletada mensalmente em
tubos de polietileno de 1,5 mL. As amostras foram ressuspendidas em agua Milli-Q e
centrifugadas a 10.000 X g por 15 minutos, visando a remocdo de material particulado. O
sobrenadante foi quantificado por espectrofotometria UV a 280 nm (NanoVue®, GE

Healthcare), seco a vacuo em concentrador Speed Vac e armazenado a —20 °C até o uso.

4.2. Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia em Fase Reversa (RP-HPLC)
4.2.1. Fracionamento da Peconha Bruta

Aliquotas de 4,0 mg de peconha bruta foram ressuspendidas em uma solucao de 0,12%
(v/v) de écido trifluoracético (TFA) em dgua. O material foi submetido a cromatografia liquida
de alta eficiéncia em LC10A Shimadzu Co. (Kyoto, Japdo), utilizando uma coluna semi-
preparativa C18 (Phenomenex, EUA). A elui¢do foi realizada com um gradiente binario
composto por solucao aquosa de TFA 0,12% (solugdo A) e solucdo de acetonitrila (ACN)
contendo TFA 0,1% (solugdo B), sob fluxo de 1,5 mL/min, com detec¢ao de absorbancia em
216 e 280 nm. O gradiente consistiu em: 0% de solu¢do B por 10 minutos; aumento linear de
0 a 60% de B ao longo de 60 minutos; de 60 a 100% de B em 10 minutos; manutengdo em
100% de B por 10 minutos, seguida de reequilibrio da coluna com a solugdo A. As fragdes
cromatograficas foram coletadas, secas a vacuo e armazenadas a —20 °C até a etapa de

purificagao.

4.2.2. Purificacio do peptideo Apla

A fragdo contendo o peptideo Apla foi submetida a uma etapa adicional de purificagdo
utilizando uma coluna analitica Synergi 4 um Fusion-RP 80 A (Phenomenex, EUA), sob fluxo

de 1,0 mL/min e deteccdo em 216 e 280 nm. Para a eluicdo, foram empregadas as mesmas
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solucdes A e B descritas anteriormente, com um gradiente de acetonitrila otimizado,
representado por aumento de 20 a 25% da solugdo B entre 0 e 5 minutos, seguido de um
gradiente linear de25 a 32% de B entre 5 e 45 minutos. As fragdes correspondentes ao peptideo

Apla foram coletadas, secas a vacuo e armazenadas a —20 °C.

4.3. Espectrometria de massa (MALDI-TOF/TOF MS)

O grau de pureza do peptideo Apla e a determinagdo de sua massa molecular
experimental foram avaliados por espectrometria de massa em um sistema MALDI-TOF/TOF
Ultraflex III (Bruker Daltonics, Alemanha). As amostras foram solubilizadas em agua
deionizada e misturadas a uma matriz saturada de acido a-ciano-4-hidroxicinamico, preparada
em acetonitrila/agua/TFA 3% (5:4:1, v/v/v), na propor¢ao de 2 uLL de amostra para 2 uL de
matriz. A mistura foi depositada em placa de aco inox AnchorChip (600 um) e seca a
temperatura ambiente. As analises foram realizadas no modo refletido para determinacao da

massa monoisotdpica, utilizando o software FlexAnalysis versao 3.3.

4.4. Quantificacao dos peptideos (Colorimetria BCA-Cobre)

A quantificagdo dos peptideos purificados foi realizada utilizando o kit BCA Protein
Assay Kit® (Thermo Fisher Scientific), seguindo o protocolo enhanced. As amostras foram
diluidas, misturadas aos reagentes do kit na propor¢ao 1:1 e incubadas a 60 °C por 30 minutos.
A absorbancia foi medida a 562 nm, e as concentragdes foram determinadas por interpolacao

em curva padrdo construida com albumina sérica bovina.

4.5. Busca por similaridade

As sequéncias completas obtidas foram submetidas a buscas de similaridade utilizando
a ferramenta BlastP, disponivel online em https:/blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. Os
alinhamentos das sequéncias foram realizados utilizando a ferramenta Clustal Omega,

disponivel online em <https:/www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/>.

4.6. Culturas de células expressando canais de calcio dependentes de voltagem

Células HEK293T, derivadas de rim embrionario humano e portadoras do antigeno T
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do virus SV40, foram mantidas em cultivo em meio DMEM suplementado com glicose (4,5
g/L), soro fetal bovino (10%) e Antibiotic-Antimycotic® (1%; Gibco). As culturas foram
acondicionadas em incubadora a 37 °C, sob atmosfera umidificada contendo 5% de CO2. A
linhagem celular foi adquirida junto ao Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). Para a
expressdo heterdloga dos canais de calcio, células cultivadas em placas de Petri de 40 x 10
mm, apresentando confluéncia entre 70 e 90%, foram submetidas a transfeccdo transiente
utilizando o reagente Lipofectamine 3000® (Thermo Fisher Scientific), diluido em meio Opti-
MEM® (Gibco). A transfecgdo foi realizada com a introdug@o simultdnea dos plasmideos
pcDNA6-CaVo, pcDNA3.1-CaVB3, pcDNA3.1-0261 e pEGFP-C1, empregando-se as

quantidades relativas de 1:1:1:0,1 pg, respectivamente.

4.7. Eletrofisiologia — Setup experimental para Patch Clamp

4.7.1. Ensaios eletrofisiologicos em canais de calcio dependentes de voltagem

Os registros eletrofisiologicos foram realizados pela técnica de Patch Clamp na
configuragdo Whole Cell, utilizando o amplificador EPC-10 e o sofiware PatchMaster. As
micropipetas foram confeccionadas e preenchidas com solugdo interna contendo (em mM): 126
CsCL, 10 EGTA, 1 EDTA, 10 HEPES ¢ 4 MgATP (pH 7,3 com CsOH). As células foram
banhadas em solugdo externa contendo (em mM): 5 BaCls, 135 colina-Cl, 10 HEPES e 4 MgCL
(pH 7,4 com CsOH). As micropipetas apresentaram resisténcias entre 1,5 e 3,5 MQ. As
correntes capacitivas foram compensadas por protocolo p/4, com potencial derepouso em —100

mV.

Diferentes protocolos de voltagem foram empregados de acordo com o subtipo de canal
avaliado e com o parametro eletrofisiologico de interesse, incluindo a analise da inibicdo da
corrente, da cinética de ativacdo e da inativacdo em estado estaciondrio (steady-state
inactivation, SSI). Para a quantificacdo da inibi¢ao da corrente mediada pelos canais de calcio
de alta voltagem (HVA), foi utilizado um protocolo de pulso unico, no qual as células foram
mantidas em potencial de repouso de —80 mV e submetidas a um pulso despolarizante para +5
mV, com duragdo de 40 ms, seguido por um passo de retorno para =50 mV (Figura 5A). A
amplitude da corrente foi medida no pico da resposta evocada, antes e apds a aplicacao do

peptideo, permitindo o céalculo da porcentagem de inibigao.

Para o canal Cav3.1, a inibicdo da corrente foi avaliada utilizando um protocolo

especifico para canais decalcio debaixa voltagem deativagao (LVA), no qual as células foram
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mantidas a—80 mV e estimuladas com um pulso despolarizante para —15 mV, com duragdo de
100 ms, seguido de um passo para =50 mV (Figura 5B). A amplitude dacorrente foi mensurada

no pico da resposta, sendo posteriormente utilizada para o célculo da inibi¢do de corrente.

A cinética de ativagdo dos canais HV A foi investigada por meio de um protocolo de
corrente-voltagem (I/V), no qual as células foram mantidas a —80 mV e submetidas a uma série
de pulsos despolarizantes incrementais de 5 mV por sweep, variando de =60 mV até +25 mV
(Figura 5C). As correntes evocadas foram utilizadas para a construgdo das curvas I/V e para a

analise das propriedades de ativacao dos canais.

Para a caracterizacao da ativagdo e da inativagdo em estado estaciondrio (SSI) do canal
Cav3.1, foi empregado um protocolo composto por uma série de pulsos condicionantes
aplicados em incrementos de 5 mV, variando de —130 mV a —20 mV, a partir de um potencial
derepouso de—100 mV, seguidos por um pulso teste para—20 mV e retorno a —100 mV (Figura
5D). As correntes evocadas durante os pulsos condicionantes foram utilizadas para a
construcdo das curvas de ativacdo, enquanto as correntes registradas durante o pulso teste

foram empregadas para a analise da inativacao em estado estacionario (SSI) do canal Cav3.1.

A 5y B
m A5 mV
-50 mV
50 mV
-80 mv 40 ms | 80 mVI 100 ms ‘
C . D
S m 20 mv
-20 mV
100 mV 100 mV
-80 mV 60 mV -80 mV m
130 mV

Figura S — Protocolos de voltagem utilizados nos ensaios eletrofisiolégicos em canais de
calcio dependentes de voltagem. (A) Protocolo de pulso unico empregado para o calculo
da inibicdo da corrente em canais de alta voltagem de ativagdo (HVA), a partir de um
potencial de repouso de —80 mV, com pulso despolarizante para +5 mV (40 ms). (B)
Protocolo utilizado para a avaliagdo da inibi¢ao da corrente do canal Cav3.1, com pulso
despolarizante para —15 mV (100 ms), a partir de =80 mV. (C) Protocolo corrente-voltagem
(I’V) empregado para a andlise da cinética de ativacdo dos canais HVA, com pulsos
incrementais de +5mV, entre —60 mV e +25 mV. (D) Protocolo utilizado para a avaliagdo
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daativacdo e dainativagdo em estado estacionario (SSI)do canal Cav3.1, envolvendo pulsos
de pré-condicionamento de SmV, entre —130 mV e —20 mV, seguidos por pulso teste a —20
mV.

4.7.2. Analise de dados

As correntes de célcio em Patch Clamp na configuracdo Whole Cell apresentam uma
diminuicao da amplitude da corrente conhecida como Rundown. Assim, para que fosse possivel
a avaliagdo da percentagem de bloqueio de um composto sobre um canal que sofre Rundown
foi necessario estimar o valor de corrente controle (Ipred) correspondente ao mesmo tempo do
valor da corrente na presenga do composto avaliado, assumindo a tendéncia linear na auséncia
da toxina, levando em consideracdo o niumero de sweep decorridos a partir da aplicagdo da

toxina.

A corrente controle foi estipulada com a seguinte formula:

(Ilavagem toxina — Icontrole)
(#SWlavagem toxina — #SWcontrole) (#SW toxina — #SWcontrole) + Icontrole

Ipred =

onde Icontrole ¢ @ amplitude da corrente do Gltimo sweep antes da aplicagdo da toxina, IToxina € a
amplitude de corrente avaliada na presenc¢a da toxina, I LavagemToxina € @ amplitude da corrente do
ultimo sweep da lavagem da toxina, Ipred ¢ a amplitude da corrente controle assumindo o
comportamento linear Rundown, #SW Controle € 0 nimero do sweep no qual a Icontrole fo1 medida,
#SWoxina € 0 niimero do sweep no qual a Itoxinafoi medida € #SWLavagemToxina € 0 nimero do
sweep no qual a ILavagem fo1 medida.

A percentagem de inibicdo (%Inib) foi entdo calculada da seguinte maneira:

(Itoxina x 100)
%Inib = Ipred —100

As diferengas entre as médias foram avaliadas estatisticamente com Teste T pareado e
sendo considerados estatisticamente quando obtido o valor de P<0,05. As analises foram

realizadas usando o sofiware GraphPad prism 5.
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5. Resultados

5.1. Purificaciao

A purificagdo da toxina Apla ocorreu em duas etapas sucessivas de cromatografia,
obtendo-se aproximadamente 90 pg de peptideo purificado. Na primeira etapa, foi empregada
uma coluna semi-preparativa C18 (Phenomenex), sendo selecionada a fragao que eluiu em 42
% de acetonitrila, no tempo de 52 minutos (Figura 6). Essa fracdo foi entdo novamente
submetida a cromatografia, utilizando uma coluna Synergi 4 um Fusion-RP 80 A
(Phenomenex), com ajustes nos parametros experimentais visando a otimizacao do método e
o isolamento do composto de interesse. O peptideo alvo eluiu em 25,9% de acetonitrila, com

tempo de retengdo de 10,2 minutos (Figura 7).

mv ACNY%
TaBs:2160m

2500 AT 90,0
A w 80,0

2000
70,0

1500/ 60,0

50,0

140,0

1000
] 30,0
500
: WJL; 20,0
0] 110,0
1 0.0
0 " 00 ! 20,0 7300 ! TTT4007 ! TTB00T TTB007 " 700 min

Figura 6 — Cromatograma obtido por RP-HPLC de 4 mg de peconha bruta de A.
paulensis. O fracionamento foi realizado com gradiente de acetonitrila indicado pela linha
vermelha, fluxo de 1,5 mL/min e monitoramento da absorbancia a 216 nm. A seta indica a
fragdo cromatografica contendo o peptideo Apla.
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Figura 7 — Cromatograma da purificacdo do peptideo Apla. A purificacao foi realizada
com gradiente de acetonitrila indicado pela linha vermelha, fluxo de 1,0 mL/min e
monitoramento da absorbancia a 216 nm. O asterisco representa a fracdo cromatografica
selecionada.

ApoOs a segunda etapa cromatografica, a amostra teve sua massa molecular validada
por espectrometria de massas do tipo MALDI TOF/TOF, operando no modo refletido. A
massa monoisotdpica experimental do peptideo Apla foide 5.457,77 Da (Figura 8).
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Figura 8 — Espectro de massas do peptideo Apla. (A) Determinacdo da massa molecular
monoisotopica [M+H]" de 5.457,51 Da do peptideo Apla por espectrometria de massa (MS)
no modo refletido. (B) Determinacdo da massa molecular monoisotépica do ion [M+2HJ** de
2.729,38 Da por espectrometria de massa no modo refletido, correspondendo a uma massa
experimental total de 5.457,77 Da.

5.2.

Alinhamento de sequéncias

A investigagdo de similaridade da sequéncia do peptideo Apla (Figura 9) foi realizada

através do software BlastP, consultado via NCBI < https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi>.

Para o alinhamento das sequéncias, empregou-se o programa Clustal Omega, disponivel na

plataforma EMBL-EBI < https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo>.
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Toxina A A A o ID %
B3FIT4|HWTX-VII -FECSISCEIEKKGE------ SCKPK--------u--um- ECKGGWKCKFNMCVKY 47.92
P82959 | HWTX-I1I LFECSFSCEIEKEGD----- KPCKKK---=----ememm- KCKGGWKCKFNMCVKY 52.08
M5B4R6 | GTx4-1 IFECYMACDIEKDPD-VYEGKPCKPKK---------- NKECKGGWRCKFKMCMKV 60.42
B3EWY4|Apla ITECFFSCEIEKDGKS-KEGKPCKPKGD - ---- - KNKDKKCSGGWRCKIKMCLKI 100.0
PODQI3|U1-TRTX-Agmla IIECFFSCEIEKDGKS-KEGKPCKPKGD - ---- - KDKDKKCSGGWRCKIKMCLKI 97.92
B3ABPO|Mu-TRTX-Anla ITECFFSCEIEKDGKS-KEGKPCKPKGD - ---- - KDKDKKC-GGWRCKIKMCIKI 93.75
PODME9 | Toxin OAIPS -FECVLKCDIQYNG------ KNCKGKG---------- ENKCSGGWRCRFKLCLKI 50.00
H7CEL7|GTx4-5 IFECYMACDIEKDGEYYNNNKPCKPKK---------- EQKCTGGWRCKLKLCLKY 57.14
H7CEL8|GTx4-6 IFECVMACDIEKDGEYVNNDKPCKPKK---------- EQKCTGGWRCKLKLCLKY 57.14
Q5Q114|U1-TRTX-Lsplb LFECTFECDIKKEG------ KPCKPKGCKCDDKDNKDHKKCSGGWRCKLKLCLKT 55.56
P61586|U1-TRTX-Lplb FFECTLECDIKKEG------ KPCKPKGCKCNDKDNKDHKKCSGGWRCKLKLCLKF 62.00
Q5Q113|U1-TRTX-Lsplc FFECTFECDIKKEG------ KPCKPKGCKCDDKDNKDHKKCSGGWRCKLKLCLKF 59.62
PACC19|UL1-TRTX-Lspla FFECTFECDIKKEG------ KPCKPKGCKCKDKDNKDHKKCSGGWRCKLKLCLKF 61.54
PACC18|UL1-TRTX-Lpla FFECTFECDIKKEG------ KPCKPKGCKCKDKDNKDHKKCSGGWRCKLKLCLKF 62.00
P85497|Omega-TRTX-Bala ILECVFSCDIKKEG------ KPCKPKG---------- EKKCTGGWRCKIKLCLKI 66.67
P85504|0mega-TRTX-Balb  IFECVYFSCDIKKEG------ KPCKPKG---------- EKKCTGGWRCKIKLCLKI 66.67
P@DMD9 | Omega-TRTX-Balc ILECVFSCDIEKEG------ KPCKPKG---------- EKKCTGGWKCKIKLCLKTI 66.67
P61509|0mega-TRTX-Asplf IFECYFSCDIEKEG------ KPCKPKG---------- EKKCTGGWKCKIKLCLKI 66.67
PoDL79|Omega-TRTX-Bslb  ITECVFSCDIEKEG------ KPCKPKG---------- EKKCSGGWKCKIKLCLKI 70.83
PODL8@ | Omega-TRTX-Bsla IFECVFSCDIEKEG------ KPCKPKG---------- EKKCSGGWKCKIKLCLKI 68.75
PODL81|Omega-TRTX-Aspla LFECYLSCDIKKNG------ KPCKPKG---------- EKKCSGGWRCKINFCLKY 58.33
PODL78|U1-TRTX-Ct1b -FECSLSCDIKKNG------ KPCKGSG---------- EKKCSGGWRCKMNFCLKF 53.19
PODL77|U1-TRTX-Ctla LFECSFSCDIKKNG------ KPCKGSG---------- EKKCSGGWRCKMNFCVKY 52.08
B1P1A6|U3-TRTX-Cgla LFECSFSCDIKKNG------ KPCKGSG---------- EKKCSGGWRCKMNFCVKY 52.08
B1P1A7|U3-TRTX-Cglb IFECSFSCDIKKNG------ KPCKGAG---------- EKKCSGGWRCKMNFCVKF 54.17
B1P1A9|U3-TRTX-Cglc IFECSFSCDIKKNG------ KPCTGAG---------- EKKCSGGWRCKMNFCVKF 52.08

ol *, H -

Figura 9 — Alinhamento multiplo entre a sequéncia de aminoacidos da Apla e toxinas
identificadas em diferentes géneros da familia Theraphosidae. Espacos (-) foram utilizados
para maximizar a sobreposi¢cao das sequéncias. Simbolos abaixo do alinhamento indicam o grau
de conservacdo entre os residuos: (*) para aminoacidos idénticos, (:) para substituicdes
conservativas e (.) para substituicdes semiconservativas.

5.3. Eletrofisiologia em canais de calcio dependentes de voltagem

Para a analise da atividade da toxina Apla sobre canais Cay, foram selecionados os
subtipos Cav1.2, Cav2.1, Cav2.2, Cav2.3 e Cav3.1 (Figura 10). As avaliagdes foram realizadas
por meio de ensaios eletrofisiologicos, com o objetivo de investigar a capacidade da toxina em
alterar a amplitude da corrente i0nica, expressa como porcentagem de inibicdo, bem como
possiveis efeitos sobre a probabilidade de abertura durante a ativagdo (A1 ativacio) €,
exclusivamente para o canal Cav3.1, sobre a inativagdo em estado estaciondrio — steady-state

inactivation (SSI)— (AV1/2 de inativacio ).
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Figura 10 — Correntes normalizadas registradas em diferentes subtipos de canais Cay ao
longo do tempo, na auséncia e presenca do peptideo Apla (500 nM). As correntes foram
normalizadas pelo valor méximo obtido em cada célula. A aplicacdo do peptideo ocorre no
intervalo destacado, seguida por periodo de lavagem. Os pontos representam as correntes
medidas, enquanto o ponto vermelho indica a corrente predita (Ipred), considerando o
decaimento basal de amplitude (rundown).

Nos canais Cav1.2, foram analisadas um total de quatro células. A aplicagdo da toxina
Apla na concentragdo de 500 nM ndo promoveu inibicdo significativa da corrente nem
alteragdes nos parametros eletrofisioldgicos avaliados. Observou-se uma inibicdo de 0,70 +
1,99 % (Figuras 10 e 11; Tabela 3) e uma variacdo na voltagem de ativacao de -0,08 = 2,77
(Figura 12; Tabela 3).
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5mV
50 mV
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B Cav1.2 C Cav2.1
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Figura 11 — Tracos de registros obtidos em Canais Cay HV A na presenca do peptideo
Apla (500 nM). (A) Protocolo de estimulo utilizado. (B—E) Tracos de corrente dos canais
Cavl.2, Cav2.1, Cav2.2 e Cavy2.3, respectivamente. Os tragos em preto representam a
condi¢ao controle, os tragos em vermelho a condigdo na presenca da toxina, € os tracos em
azul os registros apds a lavagem.
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Figura 12 — Ativacio dos canais Cay HVA na presenca do peptideo Apla (500 nM). A
condutancia normalizada (G/Gmax), associada a probabilidade de abertura do canal durante a
ativagdo, ¢ representada por circulos pretos na condic¢ao controle e por circulos vermelhos na
presenca da toxina. As linhas continuas correspondem ao ajuste dos dados experimentais a
equagao de Boltzmann (preto: controle; vermelho: Apla).
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Em contraste, a toxina Apla apresentou efeito inibitorio sobre os canais Cav2.1. Foram
analisadas quatro células, tratadas com a toxina na concentragdo de 500 nM. Observou-se uma
inibi¢do da corrente de 15,34 + 3,29%, resultado estatisticamente significativo (P<0.05)
(Figuras 10 e 11; Tabela 3). No entanto, na mesma concentra¢ao, o peptideo ndo provocou
alteracdes significativas na cinética de ativacdo do canal, resultando em uma variagdo no

potencial de ativagdo de apenas -0,39 = 1,07 mV (Figura 12; Tabela 3).

De maneira semelhante, nos canais Cav2.2,analisados em quatro células, a toxina Apla
promoveu uma inibicdo da corrente de 16,08 +2,61% apos aplicagdo na concentragdao de 500
nM (Figuras 10 e 11; Tabela 3). Esse efeito foi estatisticamente significativo (P<0.05). Nao
foram observadas alteracdes estatisticamente significativas nos parametros de ativagdo do

canal, com uma varia¢do no potencial de ativagdo de 6,04 + 6,84 (Figura 12; Tabela 3).

Nos canais Cay2.3, analisados em quatro células, a toxina Apla apresentou atividade
discreta na concentragdo de 500 nM, promovendo uma inibi¢ao da corrente de 2,37 £+ 0,46%,
embora estatisticamente significativa (P<0,05) (Figuras 10 e 11; Tabela 3). Nao foram
observadas alteragdes estatisticamente significativas na cinética de ativacdo do canal, com

varia¢dao no potencial de ativagdo de -2,58 + 2,02 mV (Figura 12; Tabela 3).

De forma semelhante, para os canais Cav3.1, foram analisadas cinco células tratadas
com Apla na concentracdo de 500 nM. Durante os ensaios, a toxina ndo demonstrou atividade
funcional, sendo incapaz de inibir o canal ou de alterar as cinéticas de ativacao e inativagao.
No célculo dainibigdo da corrente, ndo foram observadas alteragdes relevantes, com um valor
de -0,43 + 0,62% (Figuras 10 e 13; Tabela 3). O peptideo também ndo causou mudangas
significativas nos parametros cinéticos do canal, resultando em variagdes nos potenciais de
ativacdo e inativacao de -1,86 + 1,27 mV e -1,16 £ 0,85 mV, respectivamente (Figura 14;

Tabela 3).
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Figura 13 — Tracos de registros obtidos em Canais Cay3.1 na presenca do peptideo Apla
(500 nM). (A) Protocolo de estimulo utilizado. (B) Tragos de corrente dos canais Cav3.1,
tragos em preto representam a condi¢ao controle, os tracos em vermelho a condi¢do na

presenca da toxina, e os tragos em azul os registros apos a lavagem.
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Figura 14 — Ativacio e inativacido do canal Cay3.1 na presenca do peptideo Apla (500
nM). A condutancia normalizada (G/Gmax), associada a probabilidade de abertura do canal
durante a ativagdo, € representada por circulos pretos na condi¢do controle e por circulos
vermelhos na presenga da toxina. As linhas continuas correspondem ao ajuste dos dados
experimentais a equagdo de Boltzmann (preto: controle; vermelho: Apla). A inativagdo em
estado estacionario (SSI), é representada por quadrados pretos (corrente controle) e circulos

vermelhos (corrente na presenca da toxina).

Estes resultados demonstram que a toxina Apla apresenta seletividade funcional para
os canais Cav2.1 e Cav2.2, com atividadereduzidasobre o Cay2.3. Nao foi observada atividade
significativa nos demais subtipos de canais Cav avaliados sob as condicdes experimentais

utilizadas.
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Tabela 3 — Valores das médias de Inibicao e AV1/2 obtidos para os canais de calcio na
presenca da toxina Apla 500nM. Dados obtidos pelo ajuste na equag¢do de Boltzmann
(AV1/2), célculo daporcentagem decorrente inibida (Inibicdo%) e nimero de observagdes (n).
Valores de média e erro padrao. Valores com (*) sdo estatisticamente significantes.

_— - AV1/2
Subtipo Cléllirbel:l;f: (f,l/zl) AVI/(zmthl)V agao mativagao — SSI n
(mV)
Cavl.2 0,70 £ 1,99 -0,08 + 2,77 — 4
Cav2.1 15,34 + 3,29* -0,39 + 1,07 — 4
Cav2.2 16,08 £2.61* 6,04 £+ 6,84 — 4
Cav2.3 2,37 + 0,46* -2,58 +£2,02 — 4
Cavy3.1 -0,43 + 0,62 -1,86 £ 1,27 -1,16 £ 0,85 5
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6. Discussao

A Apla ¢ a toxina peptidica mais abundante na pegonha da aranha A4. paulensis,
correspondendo a aproximadamente 8% de sua composi¢do total, o que evidencia o papel
central dessa molécula no arsenal toxinologico da espécie (Mourdo et al., 2013b). Essa toxina
apresenta atividade bioldgica in vivo bem caracterizada, sendo capaz de induzir paralisia
reversivel e dependente da dose em larvas de S. frugiperda, promover alteragdes funcionais no
circuito da GF de D. melanogaster e causar toxicidade em camundongos apds administragao
intracraniana, com manifestagdes compativeis com um quadro de hiperexcitacao do sistema

nervoso central (Mourao et al., 2013b).

Apesar desse conjunto consistente de efeitos fisiologicos, os mecanismos moleculares
subjacentes a agao da Apla permaneceram, por longo periodo, apenas parcialmente elucidados.
Ao longo de anos, uma extensa triagem in vitro foi conduzida por este grupo de pesquisa,
envolvendo ensaios eletrofisiologicos direcionados a diferentes classes de canais i0nicos €
receptores neuronais. Embora efeitos funcionais tenham sido observados em canais de sodio
dependentes de voltagem humanos, esses efeitos ndo foram suficientes para explicar, de forma
integrada, o conjunto de fendtipos neurotoxicos observados in vivo. Adicionalmente, a auséncia
de efeitos relevantes sobre multiplos subtipos de canais de potéssio, receptores nicotinicos de
acetilcolina, receptores de glutamato e canais de GIuCl indicou que outros alvos moleculares

poderiam estar envolvidos na agdo da toxina (Garcia et al., 2025; Mourao et al., 2013Db).

Nesse contexto, embora a Apla seja altamente abundante e biologicamente ativa in
vivo, seus possiveis alvos moleculares ndo estdo totalmente definidos. Diante desse cendrio, a
presente dissertagcdo teve como objetivo investigar a capacidade da Apla em modular canais

Cavy, dando continuidade e aprofundando as investiga¢des funcionais previamente conduzidas.

Para viabilizar as analises subsequentes, a Apla foi purificada por HPLC. O peptideo
apresentou tempo de retengdo de 52 minutos sob condi¢dao de 42% de ACN, valor consistente
com o previamente descrito, no qual a eluicdo da molécula ocorreu em aproximadamente 51
minutos com 41% de ACN (Mourdo et al., 2013a). A Apla é composta por 48 residuos de
aminoacidos (IIECFFSCEIEKDGKSKEGKPCKPKGDKNKDKKCSGGWRCKIKMCLKI) e
apresentou massa molecular monoisotopica experimental de 5.457,77 Da, determinada por
MALDI-TOF/TOF. Esse valor foi idéntico a massa teorica calculada, confirmando a identidade

do peptideo purificado (Mourao et al., 2013b).

Sob a perspectiva estrutural e filogenética, analises de alinhamento indicam que a Apla
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pertence a familia Huwentoxin-II, um grupo de toxinas isoladas de aranhas da familia
Theraphosidae, caracterizado por uma consideravel diversidade estrutural e funcional (Figura
9). A toxina prototipica dessa familia, a Huwentoxin-II (UI-TRTX-Hsla), isolada de
Cyriopagopus schmidti, apresenta motivo estrutural do tipo DDH e atividade inseticida bem
caracterizada, incluindo paralisia reversivel e dependente da dose em insetos, além de inibicao
da transmissdo neuromuscular em preparacoes de nervo frénico de camundongos (Shu; Liang,
1999; Shu etal., 2009). De modo geral, entretanto, os membros dessa familia ndo compartilham
um alvo molecular primario claramente definido, apresentando variagcdes tanto no motivo

estrutural (DDH ou ICK)) quanto no perfil funcional.

Anédlises filogenéticas recentes sugerem a existéncia de um clado monofilético
composto majoritariamente por toxinas com motivo ICK oriundas de Theraphosidae do
continente americano, incluindo os géneros Aphonopelma, Brachypelma e Acanthoscurria, em
contraste com clados predominantemente asiaticos compostos por toxinas DDH (Garcia et al.,
2025). Considerando evidéncias que apontam o motivo DDH como ancestral em relagdo ao
motivo ICK (Escoubas; Rash, 2004), a familia Huwentoxin-II pode representar um exemplo
de transicdo evolutiva entre esses dois arranjos estruturais. Essa diversidade estrutural, aliada
a heterogeneidade funcional observada, dificulta a inferéncia direta de alvos moleculares com

base apenas em similaridade de sequéncia.

Nesse contexto, a comparagao entre peptideos estruturalmente proximos a Apla
fornece um panorama funcional relevante. Toxinas com elevada similaridade de sequéncia,
como Ul-TRTX-Agmla (~98%) e p-TRTX-Anla (~94%), ambas isoladas de espécies do
género Acanthoscurria, evidenciam a heterogeneidade funcional e a escassez de informagdes
moleculares para essa familia. Enquanto a UI-TRTX-Agmla ainda nao teve sua atividade
biologica caracterizada, a p-TRTX-Anla foi avaliada em ensaios eletrofisiolégicos em
neurdnios de insetos, nos quais induziu alteracdes progressivas da excitabilidade neuronal,
incluindo despolarizagdo da membrana e reducdo da amplitude da corrente de sddio, sem
alteracdes detectaveis nas cinéticas de ativagdo ou inativacao (Abreu et al., 2017; Rates et al.,

2013).

Os peptideos ESTx1 e ESTx2 daaranha A. californicum foram os primeiros da familia
Huwentoxin-II descritos, possuindo ~67% de similaridade com a Apla e acdo inseticida
comprovada (paralisia e letalidade) (Savel-Niemann, 1989). Posteriormente, a toxina Ul-
TRTX-Bsla (B. smithi) foi identificada com 100% de identidade com a ESTx2. Estudos de

clivagem confirmaram que essas toxinas apresentam o motivo estrutural ICK, consolidando-a,
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junto a Apla, como membro desta familia com estrutura [CK experimentalmente comprovada

(Kaiser et al., 1994).

Adicionalmente, estudos envolvendo os peptideos -TRTX-Bala e o-TRTX-Balb
(~67% de similaridade) demonstraram auséncia de antagonismo direto sobre canais de sddio
de insetos ou mamiferos, resultado semelhante ao observado para a Apla, o que sugere que
canais Nav ndo constituem os principais alvos moleculares dessa linhagem de toxinas (Corzo
et al., 2009; Garcia et al., 2025; Mourao et al., 2013b). Outros membros da familia, como Ul1-
TRTX-Lpla e UI-TRTX-Lplb (~62% de similaridade), apresentam caracteristicas estruturais
ainda mais divergentes, incluindo a presenca de quatro ligagdes dissulfeto, evidenciando a

ampla diversidade funcional observada nesse grupo (Escoubas et al., 1997).

Apesar dessa heterogeneidade, um indicio funcional particularmente relevante €
fornecido pela w-theraphotoxin-Aspla, isolada de espécies do género Aphonopelma, que foi
descrita como inibidora de canais Cav em células granulares do cerebelo de ratos, conforme
registro em patente (WO1994010196). Embora apresente menor similaridade de sequéncia em
relacdo a Apla, essa toxina constitui, até o momento, o inico membro da familia Huwentoxin-
IT com atividade descrita sobre canais de céalcio Cav. Esse achado sugere que, apesar da
diversidade estrutural, peptideos dessa linhagem podem compartilhar a capacidade de modular

este tipo de canal.

Os ensaios eletrofisiologicos realizados por patch clamp demonstraram que a Apla
exerce uma atividade seletiva sobre os subtipos Cav2.1 e Cay2.2, promovendo a inibi¢do das
correntes desses canais em 15,34 = 3,29% e 16,08 + 2,61%, respectivamente. Essa inibi¢ao
ocorreu sem alteracdes significativas nos parametros cinéticos de ativagdo, sugerindo um
mecanismo de agdo compativel com bloqueio do poro do canal, em vez de uma modulacao
dependente do gating. Para o Cav2.3, observou-se uma inibi¢do estatisticamente significativa,
porém de menor magnitude quando comparada aos canais Cay2.1 e Cav2.2, indicando uma
afinidade funcional reduzida da toxina por esse canal. Por outro lado, a anélise dos pardmetros
cinéticos de ativacao do Cav2.2 ndo revelou um padrao consistente entre as células avaliadas,
refletindo elevada variabilidade intercelular, o que limita interpretagdes conclusivas sobre
possiveis efeitos da Apla sobre o gating desse subtipo. Assim, investigacdes adicionais, com
maior niumero amostral e analises complementares, serdo necessarias para elucidar de forma
mais robusta a influéncia da toxina sobre as propriedades cinéticas do Cav2.2. Em contraste,
os canais Cavl.2 e Cav3.1 ndo apresentaram efeitos relevantes, tanto em relacao a inibi¢ao da

corrente quanto a modulagdo de suas propriedades de gating.
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Em conjunto, esses achados indicam que a Apla apresenta um perfil de seletividade
preferencial pelos canais Cav2.1 e Cav2.2, promovendo inibicdo significativa das correntes
desses subtipos, com efeito adicional mais discreto sobre o canal Cav2.3. Esse padrio ¢
consistente com o elevado grau de similaridade estrutural e de sequéncia existente entre os
subtipos Cav2.1 e Cav2.2, particularmente em regides envolvidas na condugdo idnica e na
intera¢do com ligantes (Dolphin; Lee, 2020; Ertel et al., 2000), o que pode favorecer um modo
de interagdo molecular semelhante da toxina com esses canais. Além disso, em ensaios
anteriores, a Apla demonstrou uma atividade inibitéria sobre Nay, com redugdes de corrente
mais expressivas nos subtipos Navl.7 (32%) e Navl.l (26%), acompanhadas por um
deslocamento hiperpolarizante nas curvas de ativacdo e inativacao (Tabela 4) (Garcia et al.,
2025). Assim, os resultados indicam que a Apla apresenta um perfil de agdo multimodal, com
uma seletividade preferencial entre os canais Cav2 e efeitos mais pronunciados sobre subtipos
especificos de canais Nav e, contribuindo para a caracterizagdo de seus principais alvos

moleculares.

57



Tabela 4 — Efeitos da toxina Apla sobre diferentes canais ionicos dependentes de
voltagem e receptores ionotropicos. A tabela apresenta a inibicdo da corrente (%) e as
alteragdes no potencial de ativacdo (AVi/2 de ativagdo) e de inativagcdo em estado estacionario
(AV1/2 de inativagdo — SSI) induzidas pela Apla nas concentragdes indicadas. Os dados sdo
apresentados como média + erro padrao da média. O trago (—) indica pardmetro ndo avaliado,
e “sem efeito” refere-se a auséncia de modulagdo detectdvel nas condigdes experimentais.
Valores com (*) sdo estatisticamente significantes.

Concentraciao Inibicao da AV1/2 . A.Vllg
Canal Apla corrente (%) ativacdo (mV) Inativagao — Fonte
SSI (mV)
Cavl.2 500 nM 0,70 £ 1,99 -0,08 +£ 2,77 — Este trabalho
Cay2.1 500 nM 15,34 £3,29%  -0,39 £ 1,07 — Este trabalho
Cav2.2 500 nM 16,08 £2,61* 6,04 + 6,84 — Este trabalho
Cav2.3 500 nM 2,37+ 0,46* -2,58 +£2,02 — Este trabalho
Cavy3.1 500 nM -0,43 £ 0,62 -1,86+1,27  -1,16 £ 0,85 Este trabalho
Navl.1 1 uM 26,14 £11,84* -397+2,73* -2.88+1.79% Garcia et al., 2025
Navl.2 1 uM Sem efeito — — Mouzrg ?3?; al,
Navl1.3 1 uM 18,09 £ 7,15* -4.89+1.44* -4.04+3.30*% Garciaetal., 2025
Navl.4 any Sem efeito — — Mourdo ctal.
. Mourido et al.,
Navl.5 1 uM Sem efeito — — 2013b
Navl.6 1 uM Sem efeito — — Mouzrg f;bt al,
Navl.7 1 uM 32,28 +£596*%  -5,67+3,35% -3,42+2,46* Garciaetal., 2025
Navl.8 1 uM 14,96 + 3,56* 1,64 + 1,47 -1,35+ 1,31 Garcia et al., 2025
BgNavl 1 uM Sem efeito — — Garcia et al., 2025
VdNavl1 1 uM Sem efeito — — Garcia et al., 2025
Kvll 1M 1.38+3.55 o o Garcia et al., 2025
Kv4.2 1 uM 6,83 +£2,03* — — Garcia et al., 2025
Kv4.3 1 uM 14,76 + 1,56* — — Garcia et al., 2025
Kv7.1 1 uM 237+ 1.17 — — Garcia et al., 2025
KQT1 1 uM Sem efeito — — Garcia et al., 2025
Shaker 1 uM Sem efeito — — Garcia et al., 2025
Shab 1 uM Sem efeito — — Garcia et al., 2025
Shal 1 uM Sem efeito — — Garcia et al., 2025
Shaw 1 uM Sem efeito — — Garcia et al., 2025
. Mourio et al.,
nAChR 1 uM Sem efeito — — 2013b
GluCl 10 uM Sem efeito — — Garcia et al., 2025

A compreensdo da funcdo dos canais Cav2.1 e Cav2.2 foi significativamente
aprofundada a partir da caracterizacdo de toxinas peptidicas, provenientes de moluscos e
artrépodes, que modulam seletivamente a atividade desses canais. Entre os exemplos mais bem

estabelecidos estdo as w-conotoxinas isoladas da pegonha de caracois do género Conus, em
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especial a m-conotoxina GVIA, derivada de Conus geographus, que se liga com elevada
afinidade aos canais Cav2.2, promovendo um bloqueio quase irreversivel da condugdo ionica
por intera¢do direta com a regido externa do poro, especificamente no loop-P do dominio DIII
(Boland; Morrill; Bean, 1994; Ellinor et al., 1994).

Em contraste com as m-conotoxinas, diversas toxinas de aranhas atuam
predominantemente como moduladores do gating dos canais Cay, interferindo nos processos
de ativagdo dependentes de voltagem. As w-agatoxinas isoladas de Agenelopsis aperta
representam exemplos paradigmaticos desse mecanismo. A w-agatoxina IVA, altamente
seletiva para canais Cav2.1, liga-se a regides proximas ao VSD do dominio DIV, deslocando
o potencial de ativacdo para valores mais positivos e, consequentemente, reduzindo a
probabilidade de abertura do canal em potenciais fisiologicos (McDonough; Mintz; Bean,
1997).

A pegonha da aranha chinesa Ornithoctonus huwena constitui outra fonte relevante de
o-toxinas com acdo sobre canais Cav. A HWTX-I (Ww-TRTX-Hsla) inibe de forma
preferencial os canais Cav2.2, com dependéncia de dose e reversibilidade parcial, enquanto a
HWTX-X atua como um bloqueador potente e completamente reversivel desses mesmos
canais, competindo diretamente com a w-conotoxina GVIA por sitios de ligacao sobrepostos
(Liu et al., 2006; Peng; Chen; Liang, 2001). Notavelmente, ambas apresentam o motivo
estrutural do tipo ICK, ressaltando a recorréncia desse arranjo estrutural entre toxinas
moduladoras de canais Cay.

Outro exemplo significativo ¢ a ®-TRTX-Grla, também conhecida como ®-
grammotoxina SIA, oriunda datarantula Grammostola rosea, que inibe preferencialmente os
canais Cav2.1 e Cav2.2 (Lampe et al., 1993). De modo semelhante ao observado para a ®-
agatoxina [V A, essa toxina atua como um moduladordo gating, promovendo um deslocamento
da curva de ativacdo para potenciais mais positivos e retardando de forma significativa a
cinética de ativagdo dos canais. Além disso, evidéncias indicam que a ®-grammotoxina SIA
apresenta maior afinidade pelo canal em seu estado fechado, o que sugere um mecanismo
dependente do estado conformacional do canal (McDonough et al., 1997).

Embora o perfil funcional da o-grammotoxina SIA seja qualitativamente semelhante
ao da w-agatoxina IVA, estudos demonstram que essas toxinas se ligam a sitios distintos ou
parcialmente sobrepostos no canal Cav2.1. Essa diferenga ¢ evidenciada pelo fato de que a
aplicacdo concomitante das duas toxinas resulta em um deslocamento da curva de ativagdo
mais pronunciado do que aquele observado quando cada toxina ¢ aplicada isoladamente,

indicando efeitos aditivos ou sinérgicos sobre a maquinaria de ativagao do canal (McDonough
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et al., 1997).

Do ponto de vista funcional, os canais Cav2.1 e Cay2.2 desempenham papel central no
acoplamento entre o potencial de agdo e a liberacdo de neurotransmissores no sistema nervoso
central e periférico, atuando como as principais vias de influxo de Ca*" responsaveis pelo
disparo daexocitose vesicular em sinapses quimicas rapidas (Dolphin; Lee, 2020). Esses canais
encontram-se concentrados nas regides pré-sinapticas de liberacdo, onde sua ativacdo gera
aumentos locais e transitorios da concentragao intracelular de Ca**, suficientes para ativar a
maquinaria molecular envolvida na fusdo vesicular (Kaeser; Regehr, 2014). A contribui¢do
relativa de Cav2.1 e Cav2.2 varia conforme o tipo sindptico, o estdgio de desenvolvimento e o
padrao de atividade neuronal, sendo ambos amplamente envolvidos na liberacdo de
neurotransmissores em sinapses excitatorias e inibitorias (Takahashi; Momiyama, 1993;
Wheeler; Randall; Tsien, 1996).

Como consequéncia direta de sua agdo sobre os canais Cav2.1 e Cav2.2, a o-
grammotoxina SIA promove um bloqueio rapido, completo e reversivel da transmissao
sindptica glutamatérgica em neurdnios hipocampais cultivados de rato, levando a inibi¢do das
correntes pos-sinapticas excitatorias. Esse efeito ¢ atribuido predominantemente a modulagao
dos canais Cay?2 pré-sindpticos, uma vez que a toxina ndo interfere diretamente nos receptores
glutamatérgicos pos-sinapticos. Além disso, experimentos realizados em neurdnios de ganglios
da raiz dorsal de ratos demonstraram que a toxina nao altera as propriedades do potencial de
acdo, indicando auséncia de efeitos diretos sobre os canais responsaveis pela excitabilidade
neuronal (Piser et al., 1995).

Esse conjunto de evidéncias fornece um paralelo funcional relevante para a
interpretacdo dos efeitos observados para a Apla, uma vez que ambas as toxinas atuam
preferencialmente sobre canais da subfamilia Cay2, em comparagdo aos demais subtipos dessa
familia. Assim, € plausivel que a Aplatambém exerca seus efeitos por meio de um mecanismo
semelhante, afetando a ativacdo dos canais e, consequentemente, a liberacdio de
neurotransmissores. Nesse contexto, a realizacdo de ensaios de transmissao sinaptica,
semelhantes aos conduzidos com a w-grammotoxina SIA, em estudos posteriores, torna-se
particularmente relevante para elucidar o impacto funcional da Apla em circuitos neuronais ¢
confirmar seu possivel modo de acdo in vivo.

Assim, a inibigdo parcial dos canais Cav2.1 e Cav2.2 pela Apla constitui um
mecanismo molecular plausivel, ainda que ndo definitivo, para explicar os efeitos
comportamentais observados in vivo em modelos murinos, nos quais a administragdo datoxina

induziu sinais compativeis com hiperexcitacdo do sistema nervoso central. A reducdo do
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influxo de célcio através desses canais, seja por mutacdes de perda de fungao ou por bloqueio
farmacolégico, diminui diretamente a probabilidade de liberagdo de glutamato, contudo, o
impacto final sobre a atividade darede neuronal podeser paradoxal, dependendo dotipo celular
e do circuito afetado.

Nesse contexto, mutacdes de novo no gene CACNAIA, que codifica o canal Cav2.1,
tanto de ganho quanto de perda de funcado, estdo associadas a encefalopatias epilépticas do
desenvolvimento. Enquanto algumas variantes reduzem a densidade de corrente devido a
falhas no trafego do canal para a membrana, outras facilitam sua ativagdo e alteram a cinética
das correntes, evidenciando que diferentes mecanismos moleculares podem levar a fenotipos
clinicos severos similares (Jiang et al., 2019). A perda de funcdo nos canais Cav2.1 prejudica
o acoplamento entre os potenciais de acdo e a liberagdo de neurotransmissores em
interneurdnios inibitorios, resultando em uma sinalizacdo sinaptica instavel e pouco confiavel.
Esse defeito promove a hipersincronizagdo de circuitos talamocorticais, o que desencadeia
distarbios neurologicos como ataxia, crises de auséncia e encefalopatias epilépticas graves
(Rossignol, 2011).

De forma complementar, estudos com modelos de nocaute do canal Cav2.2
demonstram que a auséncia funcional desse canal resulta em um fenétipo de hiperatividade e
aumento tonico do estado de alerta. Esses efeitos comportamentais e de eletroencefalografia
sugerem que disfungdes no Cav2.2 podem levar a desequilibrios na excitabilidade neural in
vivo, possivelmente por alteragdes na liberagao de neurotransmissores em nucleos envolvidos
na regulacdo do estado de vigilia (Beuckmann et al., 2003). Ainda assim, a extrapolagao direta
desses mecanismos para os efeitos observados com a Apla deveser feita com cautela, uma vez
que o bloqueio farmacoldgico parcial promovido pela Apla ndo seja diretamente comparavel
a auséncia genética do canal. Além disso, a auséncia de dados funcionais em nivel sindptico e
de circuito limita a atribuigdo causal direta entre a modulagdo dos canais Cav e o fenotipo
comportamental observado.

A promiscuidade de alvo das toxinas de aranhas ¢ uma caracteristica marcante que lhes
permite interagir com multiplas familias de canais ionicos. Toxinas inicialmente classificadas
como especificas para um Unico canal i6nico demonstraram posteriormente, na realidade,
especificidade cruzada. A Hanatoxin-1 (k-TRTX-Grla), isolada de Grammostola rosea, por
exemplo, além de inibir canais Kv, também ¢ capaz de modificar o gating de canais Cav,
embora com menor seletividade. De modo semelhante, a m-grammotoxina SIA (o-TRTX-
Grla), proveniente da mesma espécie, inibe canais Kv com afinidade inferior aquela descrita

para sua atividade sobre canais Cav (Li; And; Swartz, 1998). Ambas reconhecem um motivo
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estrutural conservado VSD, o que lhes permite interagir de forma cruzada com canais Kv e
Cay. Esse comportamento indica que a promiscuidade observada decorre do reconhecimento
desse motivo estrutural compartilhado, possibilitando que uma unica toxina empregue
mecanismos multimodais para atuar sobre multiplos alvos moleculares (Li; And; Swartz,
1998).

Outros peptideos também oriundos de G. rosea, como GrTx1 (B-TRTX-Grla), GsAF-
I (B-TRTX-Grlb) e VSTx1 (x-TRTX-Gr3a) apresentam efeitos heterogéneos ao afetar
simultaneamente diferentes isoformas de canais de Nay, bem como canais de Kv11.1. Esses
peptideos atuam como bloqueadores de poro em baixas concentragdes €, em concentracdes
mais elevadas, como modificadores de gating, promovendo um deslocamento da ativagdo para
potenciais mais despolarizantes (Redaelli etal., 2010). Em nivel molecular, essa promiscuidade
¢ sustentada pela forte semelhanca estrutural destas toxinas, fundamentada no motivo ICK.
Esse motivo garante elevada estabilidade conformacional e, apesar da grande diversidade de
sequéncias primarias, permite a interacao eficiente com o VSD de diferentes familias de canais
idnicos (Li; And; Swartz, 1998; Redaelli et al., 2010).

Embora formalmente classificadas como w-toxinas, devido a capacidade de inibir
canais de célcio do tipo Cav2.1, as toxinas Ap2 e Ap3, purificadas de A. paulensis, apresentam
atividades sobrepostas em canais Nayv. A Ap3 ilustra nitidamente essa caracteristica, além de
inibir as correntes de Cav2.1 em cerca de 22%, ela reduz significativamente as amplitudes de
correntes ¢ altera as cinéticas de ativagdo ¢ inativacdo em Navl.l, Navl.5 ¢ Navl.7 na
concentragdo de 1 uM. Por sua vez, a Ap2, embora nao suprima diretamente a amplitude das
correntes de sodio, exibe promiscuidade funcional ao modular as cinéticas de ativagdo e
inativagdo. Essa modulacdo, ainda que sutil, da ordem de aproximadamente 2 mV, ¢
estatisticamente significativa e indica que a toxina interage com o VSD desses canais (Tibery
et al., 2021).

Nesse mesmo panorama de promiscuidade funcional, a w-grammotoxina SIA,
previamente descrita por sua a¢do sobre canais Cay e Kv, destaca-se também como um
exemplo de toxina com atividade sobre canais Nav. Evidéncias posteriores demonstram que
essa toxina atua como um potente modificador de gating em multiplos subtipos de Nav,
promovendo inibicdo proxima de 80% da corrente em Navl.6 a 1 uM, o subtipo mais
suscetivel. Esses resultados reforgam que sua atuagdo em diferentes canais estd associada ao
reconhecimento de regides estruturais conservadas no VSD desses canais. Esse mecanismo foi
confirmado por estudos de mutagénese direcionada, que demonstraram que a substituicdo de

residuos criticos de glutamato, como o residuo na posi¢do 1607 no VSD do DIV, bem como
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os residuos nas posi¢oes 782 e 838 no VSD do DII, reduz de forma acentuada a suscetibilidade
do canal a toxina. Em conjunto, esses achados sustentam a no¢do de que a promiscuidade
dessas toxinas ndo resulta de baixa seletividade inespecifica, mas do reconhecimento de
arquiteturas moleculares compartilhadas entre diferentes familias de canais i6nicos (Collago;
Van Petegem; Bosmans, 2024).

A polifarmacologia define-se como o design ou o uso de agentes farmacologicos
capazes de atuar simultaneamente em multiplos alvos, visando um desfecho terapéutico
superior a modulagdo de um unico alvo (Reddy; Zhang, 2013). Esse conceito representa um
paradigma essencial para o tratamento de doengas complexas e multifatoriais, como o cancer
e os transtornos do sistema nervoso, que emergem da desregulagdo de redes moleculares
interconectadas e frequentemente apresentam resisténcia a terapias dealvo tinico. Em contraste
com a abordagem tradicional, moléculas polifarmacologicas tendem a oferecer maior eficacia
e perfis de seguranca mais favoraveis, ao potencialmente aumentar a eficacia terapéutica e
reduzir efeitos adversos (Kabir; Muth, 2022; Van der Schyf; Youdim, 2009).

Nesse contexto, os peptideos oriundos de pegonhas de aranhas caracterizados pelo
motivo ICK destacam-se como candidatos naturais a estratégia polifarmacologica, em razao
de suas propriedades multialvo intrinsecas. Extraidos da aranha caranguejeira Thrixopelma
pruriens, os peptideos ProTx-I (B/o-TRTX-Tpla) e ProTx-II (B/m-TRTX-Tp2a) destacam-se
por sua elevada poténcia inibitéria, apresentando valores de ICso na faixa nanomolar sobre
diversos subtipos de canais Nav e sobre o canal Cav3.1 (Bladen et al., 2014; Priest et al., 2007).
A administragdo intratecal de ProTx-II produziu efeitos anti-hiperalgésicos significativos e
dependentes da dose em camundongos com neuropatia diabética (Kamei et al., 2015). Além
disso, um composto desenvolvido por engenharia molecular a partir do ProTx-II demonstrou
induzir analgesia robusta frente a estimulos térmicos e quimicos, sugerindo potencial como
alternativa nao opioide para o tratamento de dores severas (Flinspach et al., 2017).

Outro exemplo relevante ¢ representado pelas toxinas p/o-TRTX-Tapla e p/o-TRTX-
Tap2a, ambas oriundas da aranha Theraphosa apophysis. Essas toxinas atuam como
modificadores de gating, induzindo um deslocamento hiperpolarizante na dependéncia de
voltagem da ativacao e da inativacdo, com acao sobre diversos subtipos de canais Nav e sobre
Cav3.1 em concentragdes nanomolares. Em analises ex vivo, essas toxinas reduziram de forma
pronunciada a mecanossensibilidade neuronal em fibras aferentes da bexiga e do colon. De
forma consistente, em experimentos in vivo, sua administra¢do intracolonica foi capaz de
reverter a hipersensibilidade mecanica em modelos de sindrome do intestino irritavel. Esses

dados sugerem que a inibicdo combinada de canais Nay e Cay constitui uma via promissora
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para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas direcionadas a dor visceral (Cardoso et al.,
2021).

Em conjunto, esses achados sugerem que os efeitos observados in vivo para a Apla
podem, ao menos em parte, ser explicados por um perfil polifarmacologico, decorrente da
modulacdo simultdnea de canais Nay e Cay. Reconhece-se, contudo, que os peptideos aqui
utilizados como referéncia apresentam atividade predominante sobre o subtipo Cav3.1 e, de
modo geral, exercem efeitos mais robustos sobre canais Nav do que aqueles descritos para a
Apla. Ainda assim, a comparagdo com esses peptideos fornece indicativos valiosos sobre
possiveis mecanismos de acdo da Apla, ressaltando seu potencial e relevancia no contexto da
polifarmacologia de toxinas de aranhas.

Um aspecto particularmente intrigante da familia Huwentoxin-II é que, apesar do
pronunciado efeito inseticida descrito para varios de seus membros, incluindo a Apla, muitas
dessas toxinas nao apresentam modulagdo direta e consistente de canais de sodio ou potassio
de insetos em ensaios eletrofisiologicos. Essa discrepancia sugere fortemente a participagdo de
alvos moleculares alternativos, ainda pouco explorados.

Nesse contexto, os efeitos previamente descritos da Apla sobre o circuito da fibra
gigante de Drosophila melanogaster tornam-se particularmente relevantes, uma vez que esse
circuito depende criticamente da neurotransmissao rapida mediada por canais de calcio
voltagem-dependentes da familia Cavy2, codificados pelo gene cacophony (DmcalA)
(Kawasaki et al., 2004). Esse gene ¢ responsavel pelo principal influxo pré-sindptico de Ca**
necessario a liberagdo de neurotransmissores tanto em sinapses centrais quanto nas jungdes
neuromusculares da mosca, sendo funcionalmente andlogo aos canais Cav2 de mamiferos
(Littleton; Ganetzky, 2000).

Mutagdes no gene cac levam a uma ampla gama de fenotipos, incluindo anomalias no
canto de cortejo dos machos (origem do nome do gene), cegueira noturna, paralisia ou
convulsdes dependentes da temperatura, eficiéncia sinaptica reduzida e crescimento alterado
dos terminais motores nas juncdes neuromusculares. Além disso, a perda completa de sua
funcdo ¢ letal ainda no estagio embrionario (Kawasaki; Collins; Ordway, 2002; Smith et al.,
1998). Neuronios gigantes de D. melanogaster em cultura apresentam duas correntes de calcio
do tipo HVA, com potenciais de limiar de -40 e -20 mV. Ambas as correntes sofrem uma
reducdo significativa em neurénios portadores do alelo mutante cac e sdo quase totalmente
eliminadas em linhagens com deficiéncia desse gene, o que sugere fortemente que ambas as
correntes de Cav HV A nesses neurdnios sejam mediadas por isoformas do canal Cav2 de

Drosophila (Peng; Wu, 2007).
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Assim, os efeitos da Apla sobre o circuito da GF sdo compativeis com uma
interferéncia em etapas criticas daneurotransmissdo dependentede Cav?2,sugerindo que canais
Cay de insetos constituem alvos moleculares plausiveis para explicar a atividade observada.
De forma analoga, esse mecanismo pode contribuir para os efeitos de paralisia observados em
S. frugiperda, embora estudos funcionais diretos ainda sejam necessarios para confirmacao.

Essa correlagdo entre canais de insetos e vertebrados ¢ reforcada pelo fato de que a ®-
agatoxina [VA, também inibe as correntes de célcio em neurdnios de barata com alta afinidade
(Wicher; Penzlin, 1997). Embora o sitio de ag¢do da toxina tenha sido originalmente
identificado e caracterizado em canais Cav2.1 de vertebrados, esse sitio € conservado nos
canais Cav?2 de insetos. O alinhamento da alga S3—S4 DIV do canal Cav2.1 de coelho com as
regides correspondentes dos canais Cav?2 codificados em diferentes genomas de insetos revela
uma boa correspondéncia, corroborando a conservagdo estrutural e funcional desse sitio de
ligacdo (King; Escoubas; Nicholson, 2008; Winterfield; Swartz, 2000).

A caracterizagdo eletrofisioldgica dos canais Cav de insetos tem sido historicamente
limitada pela auséncia desistemas eficientes de expressao heterdloga funcional, o que restringe
a analise direta desses canais em modelos recombinantes. Nesse contexto, neuronios DUM
(dorsal unpaired median), isolados dos ganglios abdominais da barata Periplaneta americana,
consolidaram-se como um dos principais modelos experimentais para o estudo dos canais Cav
em insetos. Esses neurdnios permitem a investigacao direta das correntes de Cav nativas e da
acdo de toxinas peptidicas sobre diferentes componentes dessas correntes, constituindo uma
ferramenta fundamental para a identificacdo de perfis farmacologicos, seletividade por
subtipos de canais e mecanismos de acdo de toxinas com atividade inseticida (Grolleau;
Lapied, 2000). Assim, torna-se pertinente que estudos futuros avaliem a atividade da Apla
nesse sistema. Ensaios eletrofisiologicos em neurénios DUM poderdo contribuir para a
identificacdo do subtipo de canal de calcio alvo da toxina, bem como para a comparacao direta
de seu perfil farmacoldgico com o de outras m-toxinas inseto-seletivas ja descritas.

Nesse contexto, as pegonhas de aranhas reinem diversos exemplos de toxinas com
atividade sobre canais CaV de insetos, refor¢ando a relevancia funcional desses canais como
alvos moleculares. Entre as toxinas mais estudadas, destaca-se a ®-ACTX-Hvla, isolada da
aranha H. versuta, capaz debloquear de forma reversivel canais Cav LVA e HV A em neur6nios
de insetos (Chong et al., 2007b). Essa toxina induz paralisia irreversivel em uma ampla gama
de artropodes, caracterizada pela perda da coordenagdo locomotora, por contragdes rapidas e
repetitivas dosapéndices e pela perda dosreflexos posturais, culminando em paralisia espastica

e morte (Tedford et al., 2004a).
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A ©-ACTX-Hvlae a Apla apresentam mecanismos e, possivelmente, alvos distintos
em D. melanogaster, com efeitos claramente dependentes da dose. Em ensaios utilizando o
SNC isolado, a Hv1a exibe uma resposta bifésica: em concentragdes muito baixas (>10 pM até
~10 nM) induz neuroexcitagdo intensa, com aumento dataxa de disparo e conversio dos surtos
ritmicos em descargas aciclicas prolongadas, associadas a paralisia espdstica; ja em
concentracdes superiores a 10 nM, ocorre inibicdo progressiva da atividade nervosa,
culminando em bloqueio quase completo da transmissdo sindptica em concentragdes
micromolares (Bloomquist, 2003).

Em contraste, a Apla, testada in vivo no circuito da GF, ndo produz fase excitatoria,
mas promove uma reducao dependente da dose na amplitude e frequéncia das respostas nas
vias da fibra gigante para o musculo tergotrocanter (GF-TTM) e para o musculo dorso
longitudinal (GF-DLM), levando a abolicdo completa das respostas em 4,18 pmol/mg apos
aproximadamente cinco minutos, com evidéncias de agdo periférica na jungdo neuromuscular
(Mourao et al., 2013b). Adicionalmente, em um estudo com linhagens transgénicas de D.
melanogaster projetadas para expressar ®w-ACTX-Hvla sob o controle de um promotor
induzivel por choque térmico, observou-se uma falha frequente na inflagdo e no endurecimento
das asas apos a eclosdo das pupas. Esse fenotipo especifico ¢ idéntico ao observado em um
alelo hipomorfico do gene DmcalD, que codifica canais de céalcio do tipo Cavl, indicando que
a toxina atua como um antagonista desses canais (Tedford et al., 2007). Em conjunto, esses
resultados reforcam que, embora ambas as toxinas afetem a atividade neural em D.
melanogaster, elas o fazem por mecanismos distintos, com consequéncias funcionais
claramente divergentes.

Outras aranhas também fornecem toxinas com agdo em canais Cav de insetos. A
HWTX-V ¢é um peptideo de 35 residuos que induz paralisia reversivel em insetos, como
gafanhotos e baratas, em baixas doses (PDso = 16 pg/g), enquanto doses mais elevadas (>100
ng/g) sao letais. Seus efeitos neurotoxicos sdo predominantemente inseto-especificos, uma vez
que a administragdo de altas doses em camundongos (30-200 pg/g), por vias intra-abdominal
ou intracerebroventricular, ndo produz efeitos adversos (Zhang et al., 2003). Em nivel celular,
a Huwentoxin-V ndo afeta correntes de Nav e Ky em neurdnios DUM de barata, mas bloqueia
seletivamente correntes de CaV do tipo HVA, com ICso de 219 nM (Deng et al., 2008).

A peconha da aranha Calommata signata tem se mostrado uma importante fonte de m-
toxinas com atividade sobre canais de célcio de insetos. A w-Atypitoxin-Csla inibe correntes
de Ca*" em neurdnios de barata com um valor de ICso de 0,182 uM, apresentando seletividade

por canais ativados por alta voltagem (HVA), sem afetar canais de baixa voltagem (LVA).
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Ensaios de bioatividade revelaram forte efeito inseticida contra pragas agricolas de relevancia
econdmica, como Nilaparvata lugens, S. frugiperda e Plutella xylostella, com valores de LDso
variando entre 0,121 e 0,356 nmol/g. Além disso, a toxina apresentou baixa toxicidade para
organismos nao alvo, em particular para o peixe-zebra (Danio rerio), sendo de6,5 a 19,1 vezes
mais letal para insetos do que para peixes (Yu et al., 2023).

Estudos mais recentes identificaram duas toxinas adicionais provenientes da mesma
aranha, as neurotoxinas peptidicas ®-Atypitoxin-Cs2a e m-Atypitoxin-Cs2b. Ambas exibem
atividade inseticida significativa contra N. lugens e S. frugiperda, com valores de LDso entre
0,949 e 1,083 nmol/g apds 24 horas. Do ponto de vista eletrofisioldgico, essas toxinas atuam
como inibidoras seletivas e potentes de canais de calcio HVA em neurénios DUM de barata,
com valores de ICso de 0,504 uM para Cs2a e 0,411 uM para Cs2b, sem efeitos detectaveis
sobre canais LV A, embora apresentem toxicidade inferior a observada para a Csla (Yanet al.,
2025).

Os resultados obtidos nesta dissertagdo abrem perspectivas claras para investigagoes
futuras, tanto em nivel molecular quanto funcional. A caracterizagdo eletrofisiologica da Apla
sobre canais Cav de insetos, particularmente em neurdnios DUM de barata ou em sistemas
recombinantes emergentes, permitirda confirmar se o perfil observado em vertebrados se
conserva em invertebrados. Além disso, ensaios de transmissdo sindptica e analises em
circuitos neuronais intactos poderdo esclarecer de forma direta como a inibicdo parcial de
canais Cav2 se traduz em alteragdes de excitabilidade e comportamento. Em paralelo,
abordagens estruturais e in silico poderdo contribuir para a identificagdo do sitio de interagao
da Aplanos canais Cavy, auxiliando na compreensdo de sua seletividade e mecanismo de agdo.
Em conjunto, esses estudos permitirdo consolidar a Apla como uma nova ferramenta
farmacolédgica para o estudo da neurotransmissdo dependente de Cay2 e como um potencial

modelo para o desenvolvimento novas ferramentas biotecnologicas.
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7. Conclusao

Neste presente trabalho foi realizada a purificacdo e a caracterizacao eletrofisiologica
datoxina Apla, um dosprincipais componentes peptidicos da peconha da aranha caranguejeira
Acanthoscurria paulensis. A identidade e a pureza do peptideo foram confirmadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrometria de massa, garantindo a confiabilidade

das andlises funcionais subsequentes.

Os ensaios eletrofisiologicos demonstraram que a Apla apresenta um perfil de
seletividade funcional preferencial para canais de célcio dependentes de voltagem da
subfamilia Cav2, promovendo inibigdo parcial e estatisticamente significativa das correntes
mediadas pelos canais Cav2.1 e Cav2.2. Em contraste, a toxina exibiu atividade reduzida sobre
o canal Cav2.3 e ndo apresentou efeitos relevantes sobre os canais Cavl.2 e Cav3.1 nas

condic¢des experimentais avaliadas.

A auséncia de alteragdes consistentes nos parametros cinéticos de ativagao dos canais
Cav2.1 e Cav2.2 sugere que a Apla atue predominantemente por um mecanismo compativel
com bloqueio do poro docanal, em vez de uma modulac¢do dependente do gating. Em conjunto,
esses resultados oferecem indicios de uma base molecular que pode contribuir para a
interpretagdo dos efeitos neurotoxicos previamente descritos in vivo, possivelmente associados

a interferéncia na neurotransmissdo dependente de Ca?".

Dessa forma, este trabalho contribui para a ampliagdo do conhecimento sobre a
composicao e o potencial farmacologico dapeconha dearanhas caranguejeiras brasileiras, além
de posicionar a Apla como uma nova ferramenta molecular para o estudo da neurotransmissao

mediada por canais Cav2 e para futuras aplica¢des biotecnologicas.
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8. Perspectivas

e Caracterizagdo eletrofisioldgica da toxina Apla em canais Cav de insetos,
particularmente em neurdnios DUM de barata, visando verificar a conservacao

do perfil funcional observado em vertebrados.

e Realizagdo de ensaios de transmissdo sinaptica em preparagdes neuronais
intactas para avaliar diretamente o impacto da Apla sobre a liberagdo de

neurotransmissores € a dindmica de circuitos neurais.

e Avaliacdo de curvas dose-resposta e estudos adicionais de cinética em canais

Cav2, visando aprofundar a caracterizagdo farmacoloégica da toxina.

e Emprego de abordagens estruturais e in silico para investigar o possivel sitio de
interacdo da Apla nos canais Cavy, contribuindo para a compreensdo de sua

seletividade e mecanismo de acdo.
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