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RESUMO

Os canais de sodio dependentes de voltagem (Nav) sdo responsaveis pela
iniciacdo e propagacédo do potencial de acdo. Esses canais sao distribuidos por todo
o0 corpo e possuem nove diferentes subtipos (Navl.1-Navl1.9). Estruturalmente,
possuem quatro dominios transmembranicos, sendo que cada dominio possui seis a-
hélices (S1-S6) e duas ou trés subunidades B. Mudancas na cinética desses canais
podem ocorrer tanto devido a mutacdes nos genes que codificam o0s canais ibnicos
acarretando as canalopatias (por exemplo, a epilepsia e a arritmia) quanto por efeito
de toxinas de animais (como a dos escorpifdes). A epilepsia é uma doenca causada
por uma atividade elétrica anormal cerebral. Ela pode ser focal, generalizada, focal e
generalizada combinados ou desconhecida. Infeccbes (viral ou bacteriana no
cérebro), doencas autoimunes, causas adquiridas e mutacdes genéticas sao as
principais etiologias. Dentre as mutagdes, pode-se citar as ocasionadas nos genes
que expressam canais idnicos dependentes de voltagem (Na*, K*, Ca?* e CI), como
as no gene SCN2A que codifica o canal Navl.2. A variante 11596S foi associada a
epilepsia por causar convulsao neonatal infantil benigna (BFNIS); a variante V1627M
esta associada a epilepsia da infancia com crises focais migratérias (EIMFS) e a
variante L1650P foi descrita por estar relacionada a encefalopatia epiléptica infantil
precoce (EIEE). Muito do que se conhece acerca da estrutura e funcao dos canais de
Na* se deu por meio do uso de ligantes especificos a essas proteinas, entre 0s quais
as toxinas de escorpifes, em especial as que pertencem a familia Buthidae. As
espécies desta familia sdo de maior importancia médica pelo nimero e gravidade dos
acidentes causando por suas espécies em humanos. A peconha desses animais
também tem se mostrado importante por seu potencial biotecnolédgico pela presenca
de moduladores de canais i6nicos. A Tst2 € um peptideo obtido na peconha do
escorpido Tityus stigmurus que possui alta porcentagem de identidade com peptideos
que possuem acdo em canais de sodio dependentes de voltagem (NaScTxs). Os
objetivos desse trabalho foram a avaliagdo do efeito das variantes patogénicas
11596S, V1627M e L1650P, associadas a epilepsia, na cinética dos canais Navl.2
humanos mutados e a realizacdo da caracterizacao eletrofisiologica do peptideo Tst2
em canais Navs. Como resultado obteve-se que a cinética do canal com a variante
[11596S teve a probabilidade de abertura na ativacao alterada para potenciais mais

hiperpolarizados e a probabilidade de abertura na inativacédo alterada para potenciais



menos hiperpolarizados, e a mutagédo V1627M fez com que o canal Navl.2 tivesse
uma recuperacao lenta da inativacao mais acelerada que a do controle. Em relacdo a
Tst2, a caracterizacao eletrofisiologica do efeito do peptideo (100 nM) foi realizada
nos canais de sodio dependentes de voltagem (Nav1.1-Navl.7). Para a probabilidade
de abertura na ativacdo, o canal mais afetado foi o Nav1.1 (com pré pulso) e Nav1.7
(sem pré pulso). Navl.3 foi o0 mais afetado na probabilidade de abertura na inativagéo
e Navl.4 na recuperacdo da inativacdo lenta do canal. Nao foram observadas
alteracdes na inativacdo rapida de nenhum subtipo testado. O canal Navl.2 é
expresso no sistema nervoso central (predominio nos neurdnios glutamatérgicos).
Dito isso, muta¢cdes no gene SCN2A que geram ganho de funcdo podem acarretar a
atividade elétrica anormal cerebral. Por fim, o peptideo Tst2 possui alta porcentagem
de identidade com peptideos tanto alfa quanto beta. Apdés a caracterizacao
eletrofisiologica pode-se observar apenas a atividade de beta toxina, sendo o efeito
observado de deslocamento da probabilidade de abertura dos canais devido ao
aprisionamento do sensor de voltagem do dominio Il em um estado pré ativado. Além
disso, foi observada a reducdo da macrocorrente devido a passagem de alguns canais
do estado fechado diretamente para o0 estado inativado. A caracterizacao
eletrofisiolégica da cinética da variante L1650P ainda n&o foi realizada e o
sequenciamento parcial do peptideo Tst2 esta sendo realizado em colaboracdo com

o grupo do Prof Lourival Possani do Instituto de Biotecnologia da UNAM, México.

Palavras chaves: Epilepsia, Canal de sodio dependente de voltagem, Navl.2,

canalopatias, Tityus stigmurus, Tst2, escorpido, Nav e toxina.



ABSTRACT

Voltage-gated sodium channels (Nav) are responsible for the initiation and
propagation of the action potential. These channels are distributed throughout the body
and have nine different subtypes (Navl.1-Navl1.9). Structurally, they have four
transmembrane domains, with each domain having six a-helices (S1-S6) and two or
three 3 subunits. Changes in the kinetics of these channels can occur due to mutations
in the genes that encode ion channels, resulting in channelopathies (eg epilepsy and
arrhythmia) and the effect of animal toxins. Epilepsy is a disease caused by abnormal
electrical activity in the brain. It can be focal, generalized, focal and generalized
combined, or unknown. Infections (viral or bacterial in the brain), autoimmune
diseases, acquired causes and genetic mutations are the main etiologies. Among the
mutations, we can mention those caused in the genes that express voltage-dependent
ion channels (Na*, K*, Ca?* and CI), such as those in the SCN2A gene that encodes
the Nav1.2 channel. The 11596S variant has been associated with epilepsy by causing
benign neonatal infantile seizure (BFNIS); the V1627M variant is associated with
childhood epilepsy with focal migratory seizures (EIMFS) and the L1650P variant has
been described to be related to early infantile epileptic encephalopathy (EIEE).
Furthermore, the scorpions of the Buthidae family are of greater medical importance
due to the number and severity of accidents caused by their species in humans. The
venom of these animals has also been shown to be important for its biotechnological
potential due to the presence of ion channel modulators. Tst2 is a peptide obtained
from the venom of the scorpion Tityus stigmurus that has a high percentage of identity
with peptides that act on voltage-gated sodium channels (NaScTxs). The objectives of
this work were to evaluate the effect of the pathogenic variants 11596S, V1627M and
L1650P, associated with epilepsy, on the kinetics of mutated human Nav1.2 channels
and to carry out the electrophysiological characterization of the Tst2 peptide in Navs
channels. As a result, it was found that the channel kinetics with the 11596S variant
had the probability of opening upon activation altered for more hyperpolarized
potentials and the probability of opening upon inactivation altered for less
hyperpolarized potentials, and the V1627M mutation caused the Navl. 2 had a slower
recovery from inactivation that was faster than the control. The electrophysiological
characterization (Navl.1-Nav1l.7) of the peptide Tst2 (100 nM) was performed. For the

probability of opening on activation, the most affected channel was Nav1.1 (with pre-



pulse) and Navl.7 (without pre-pulse). Nav1l.3 was most affected in the probability of
opening on inactivation and Navl.4 in the recovery of slow channel inactivation. No
changes were observed in the rapid inactivation of any subtype tested. The Navl.2
channel is expressed in the central nervous system (predominance in glutamatergic
neurons). That said, mutations in the SCN2A gene that generate gain of function can
lead to abnormal brain electrical activity. Finally, the Tst2 peptide has a high
percentage of identity with both alpha and beta peptides. After the electrophysiological
characterization, only the beta toxin activity could be observed, with the observed
effect of shifting the probability of channel opening due to the entrapment of the domain
Il voltage sensor in a pre-activated state. In addition, a reduction in the macrocurrent
was observed due to the passage of some channels from the closed state directly to
the inactivated state. The electrophysiological characterization of the kinetics of the
L1650P variant has not yet been carried out and the partial sequencing of the Tst2
peptide is being carried out in collaboration with Prof. Lourival Possani's group from
the Institute of Biotechnology at UNAM, Mexico.

Key Words: Epilepsy, voltage-gated sodium channel, patch-clamp and

channelopathies, Tityus stigmurus, Tst2, scorpion, eletrofisiology and scorpion toxin.
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ativacdo com a variante V1627M. (B) Disponibilidade dos canais de sdédio
dependentes de voltagem Navl.2 expressos a partir do plasmideo pIR-CMV-SCN2A-
Variant-1-IRES-mScarlet na inativacdo com a variante V1627M. (C) Recuperacéo
lenta da inativacdo dos canais de sodio dependentes de voltagem Navl.2 expressos
a partir do plasmideo pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet com a variante
V1627M. (D) Traco bruto de corrente dos canais de sédio dependentes de voltagem
Navl.2 expressos a partir do plasmideo pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet
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. INTRODUCAO

1. Canais idnicos
Canais ibnicos séo proteinas de membranas celulares formadoras de poros que
permeiam fons entre as regides extracelulares e intracelulares (JENTSCH; HUBNER;
FUHRMANN, 2004). Tém como funcdo a excitabilidade de membranas de células
como os cardiomiécitos e os neurbnios (CATTERALL, 2000). Dentre os canais
dependentes de voltagem, podem-se citar os canais de sodio, canais de potassio,
canais de célcio e canais de cloreto (HUBNER; JENTSCH;, 2002).

2. Canais de sédio dependentes de voltagem

Os canais de sodio dependentes de voltagem (Nav) sdo responsaveis pela
iniciacdo e propagacédo do potencial de acao e interferem nos potenciais graduados
(BOSMANS, 2005; COVARRUBIAS et al., 2015; GOLDSCHEN-OHM et al., 2013).
Sdo amplamente distribuidos pelo corpo e podem ser encontrados em células
excitdveis como neur6nios, células do musculo cardiaco e células musculares
(NAMADURAI et al., 2015). Em relacdo a sua estrutura, os canais de sédio sao
compostos por dois tipos de subunidades, sendo elas a subunidade a de 260 kDa e a
subunidade B (uma a trés) de 33 a 36 KDa (CESTELE et al., 1998).

A subunidade a é dividida em 4 dominios homodlogos transmembranicos
(CATTERALL et al., 2007). Cada um desses dominios possui seis a-hélices (S1 — S6)
(CAMPOS; CORONAS; BEIRAO, 2004; TREPTOW; KLEIN, 2012; TSAl et al., 2013).
Jé as subunidades [3 estdo associadas a essas a-hélices (CLARE et al., 2000) (Figura
1). Trés regides se destacam nos Navs: 0s segmentos S4 que formam 0s sensores
de voltagem, os segmentos S5 e S6 que formam o poro iénico e o sitio de inativacédo
rapida do canal (AHERN et al., 2016; FERNANDES; BLEICHER; BEIRAO, 2018:
SOUZA; AMARAL; TREPTOW, 2014) (Figura 1). Os segmentos S4 sao formados por
guatro a oito residuos de aminoacidos de carga positiva (arginina e lisina)
intercalados, e altera¢cdes no potencial de membrana podem gerar movimentacgdes
nesses segmentos resultando na abertura do canal (BAGAL et al., 2015; PAYANDEH
et al., 2012). Ademais, o poro possui seletividade para o Na* (ions como litio também
podem passar) gerando um influxo de sodio para o interior da célula (LENAEUS et al.,
2017).
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Figura 1. Canal de sédio dependentes de voltagem. Subunidade a representada nas cores rosa (dominio 1), amarelo (dominio
Il), vermelho (dominio ), verde (dominio IV); subunidade 8 representada na cor azul, e sitio de inativagéo representado na
cor laranja.

3. Cinética dos canais de sédio
A funcionalidade dos canais de sodio estad diretamente relacionada a sua
cinética, visto que a sensibilidade do canal a voltagem, tempo de abertura e/ou
fechamento e tempo de recuperacao influenciam na forma com que a atividade do
canal atuara na excitabilidade das células. Os trés estados que o canal pode ficar sdo:

fechado, aberto e inativo (AHERN et al., 2016; HERNANDEZ; RICHARDS, 2022).

No estado fechado, os canais estdo bloqueando a passagem dos ions de sodio,
e nesse momento 0s quatro segmentos S4 estdo na parte intracelular do canal
(membrana celular em repouso). No estado aberto, os segmentos S4 dos dominios I-
lll estdo voltados para a porgéo extracelular e apenas o segmento S4 do dominio IV
ainda ndo se encontra totalmente na porgcéo extracelular, por ser mais lento que os
outros. Nesse momento, ocorre a despolarizacdo e o influxo de ions sodio para a
porcdo intracelular. Para o ultimo estado (inativado), o segmento S4 do dominio IV
fica completamente na porgao extracelular, juntamente com os demais segmentos S4,

e consequentemente faz com que a alga intracelular que conecta os dominios Il e IV
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obstrua o portdo de inativacéo, bloqueando a passagem dos ions sodio. Por fim, os
canais comegam o processo de recuperacao da inativacado fazendo com que saiam
do estado inativado para o estado fechado, estando assim, prontos para uma nova
despolarizacdo (AHERN et al., 2016; BARBER et al., 2012).

O potencial de acdo é a mudanca rapida e transitoria na voltagem da membrana
(GRIDER; JESSU; KABIR, 2023). A maioria das células excitaveis possuem 4
principais fases: a despolarizacédo, a repolarizacéo, a hiperpolarizacéo e o retorno para
o potencial de repouso. Contudo, para os cardiomiécitos pode-se citar 5 principais
fases: a despolarizacdo, a repolarizacéo inicial, o platd, a repolarizacdo e a fase de
repouso. Essas fases estdo associadas a cinética dos canais ibnicos. Quando os
estimulos gerados atingem o limiar de excitabilidade da célula (-60 a -40 mV) ocorre
a despolarizacdo da membrana e o inicio do potencial de acdo mediada pelos canais
de sédio (HAMMOND, 2015). A repolarizacdo é mediada pelos canais de potassio.
Contudo, por ter uma cinética mais lenta que a dos canais de sédio, até o fechamento
total dos canais de potassio ocorre a hiperpolarizacdo (GRIDER; JESSU; KABIR,
2023). Por fim, o equilibrio de ions é realizado pela bomba de sddio e potassio (realiza
o transporte de ions sodio para fora da célula e o transporte do ion potassio para
dentro da célula a partir da degradacdo de ATP) atingindo assim, o potencial de
repouso novamente (GRIDER; JESSU; KABIR, 2023). Ademais, para as células
cardiacas, o platd é gerado devido a influéncia dos canais de calcio que geram um
equilibrio entre a entrada de ion calcio com a saida do ion potassio (HAMMOND,
2015).

Considerando-se a cinética dos canais de sodio, os trés estados (fechado,
aberto e inativado) estdo diretamente relacionados com a despolarizacdo das
membranas celulares (12 fase do potencial de acéo). Durante o repouso, 0s canais de
sbédio encontram-se fechados. Entretanto, quando os estimulos gerados atingem o
limiar de excitabilidade da célula, ocorre a despolarizacdo da membrana e o inicio do
potencial de acédo. Essa depolarizacdo ocorre em virtude da abertura dos canais de
sédio dependentes de voltagem, gerando um influxo de ions soédio, levando a
alteracdo da polaridade da membrana celular (mais positivo dentro da célula e mais
negativo fora). Apds a abertura, os canais de so6dio passam para o estado inativado,
bloqueando o influxo de sédio (Figura 2). Em seguida, os canais de sodio se

recuperam da inativacao (estado inativado para o estado fechado). Apés esse periodo
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0S canais tornam-se aptos novamente para uma nova despolarizacdo (BAGAL et al.,
2015).

N

vkttt

biv

u Inativado

Fechado

v Aberto

Figura 2. Relagdo entre o trago bruto de corrente de sddio com a cinética do canal de sddio.

4. Subtipos de canais de sédio

Nove subtipos de Navs séo descritos na literatura, sendo elas nomeadas de
Navl.l até Navl.9 (CATTERALL et al.,, 2007). Cada isoforma tem sua distribuicao
caracteristica. As isoformas Navl.1l, Navl.2, Navl.3 e Navl.6 sdo principalmente
expressas no sistema nervoso central (SCN) (GOLDIN et al., 2000), a isoforma Nav1.4
no muasculo esquelético e a isoforma Navl.5 no musculo cardiaco (BILLEN;
BOSMANS; TYTGAT, 2008). A isoforma Navl.7 é expressa em neurdnios dos
ganglios da raiz dorsal da medula (ESTACION et al., 2008) e as isoformas Nav1.8 e
Navl.9 sdo expressas em terminacdes nervosas e em ganglios da raiz dorsal, sendo
elas relacionadas a nocicepcao (BILLEN; BOSMANS; TYTGAT, 2008; YAN et al.,
2017).

Devido a distribuicdo pelo corpo, mutacdes nos genes que codificam canais
podem acarretar doencas chamadas canalopatias. Por exemplo, a paralisia periddica
hipercalcémica em mutacdes no gene SCN4A (Navl.4) (SOKOLOV; SCHEUER,;
CATTERALL, 2007), a sindrome do QT longo em muta¢des no gene SCN5A (TFELT-
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HANSEN et al., 2010), a epilepsia em mutagdes nos genes SCN1A (Navl.1l), SCN2A
(Navl1.2), SCN3A (Navl.3), SCN8A (Navl.6) e SCN9A (Navl.7) (MENEZES et al.,
2020) e doencas relacionadas a dor em mutacdes nos genes SCN10A (Navl.8) e
SCN11A (Navl.9) (EIJKELKAMP et al., 2012; YUAN et al., 2011).

5. Epilepsia

A epilepsia afeta cerca de 65 milhdes de pessoas (DEVINSKY et al., 2018;
KANNER; BICCHI, 2022; MILLIGAN, 2021), sendo ela uma doenca caracterizada por
uma atividade elétrica anormal cerebral (CHEN et al., 2022; ESCAYG; GOLDIN, 2010;
KANNER; BICCHI, 2022). Clinicamente, a epilepsia € diagnosticada quando em um
intervalo maior que 24 horas o paciente apresenta ao menos duas crises epilépticas
nao provocadas ou quando possui alta probabilidade (mais que 60%) de ocorrer novas
crises nos préximos 10 anos apos pelo menos uma crise ndo provocada ou

diagndstico de uma sindrome epiléptica (FISHER et al., 2014).

Os tipos de epilepsia sao classificados em focal quando a atividade neuronal
anormal comega em uma ou mais regifes localizadas do cérebro ou hemisfério,
generalizada quando iniciada de forma generalizada e em ambos os hemisférios,
combinada (focal e generalizada juntas) ou de inicio desconhecido quando 0os meios
de deteccdo ndo conseguem determinar se foi focal ou generalizada (LEAGUE;
EPILEPSY; PRIMARY, 2011).

A incidéncia é maior em paises de baixa ou média renda (SAXENA; LI, 2017),
sendo maior em pessoas mais jovens (na primeira infancia, por exemplo) e em
pessoas mais idosas (50 a 60 anos) (AUVIN, 2022; DEVINSKY et al., 2018; TONIOLO;
ROMOLI; SEN, 2022). Alguns estudos demostram uma incidéncia maior em pessoas
do sexo masculino. Contudo, acredita-se que ndo ocorra essa diferenca em relagéo
ao sexo, mas sim uma subnotificagdo, devido a marginalizagcdo das mulheres em
alguns paises (DEVINSKY et al., 2018). Vale ressaltar que a epilepsia foi classificada
como doenca e ndo mais como uma desordem em 2014, visando dar mais visibilidade
e importancia a sua gravidade. Essa modificacdo foi feita pela Liga Internacional
contra Epilepsia (ILAE) e pela Secretaria Internacional para Epilepsia (IBE) (FALCO-
WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2018).

A epilepsia pode ser letal tanto direta quanto indiretamente. Pode-se citar o

Estado de mal epilético, morte subita inesperada e acidentes (ex: quedas e batidas de
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carro) como formas diretas, e efeitos adversos de farmacos anticrises e suicidio como
causas Iindiretas (CARNEIRO; MORTARI, 2019; DEVINSKY et al, 2018;
GIAMBARBERI; MUNGER CLARY, 2022; RIBAN; FITZSIMONS; DURING, 2009). A
epilepsia é diagnosticada tendo suporte de alguns exames como as caracteristicas
clinicas, eletroencefalograma (EEG), neuroimagem e testes genéticos (DEVINSKY et
al., 2018; THIJS et al., 2019).

Atualmente o tratamento para a epilepsia esta na administracdo de farmacos
anticrises (FACs). Mais de 20 farmacos ja foram liberados pelo Food and Drug
Administration (FDA) e pela agéncia europeia de medicamentos (BARTMANN;
SANDER, 2013). Contudo, os farmacos ndo curam a doenca, e sim reduzem o grau
das crises ou o0s seus intervalos. Ademais, alguns pacientes sao farmaco resistentes,
sendo a cirurgia uma outra possibilidade (BARTMANN; SANDER, 2013). Por fim,
tratamentos alternativos podem ser utilizados como neuroestimulagédo, terapias
dietéticas e ensaios clinicos de novos farmacos em curso (GARDELLA et al., 2018;
INUZUKA-NAKAHARADA, 2008; PATEL et al., 2016). Apesar de nao ter cura, a
epilepsia € considerada resolvida caso o paciente esteja com 10 anos ou mais livre
de crises e sem FACs nos ultimos 5 anos ou pessoas fora da faixa etéria de ocorréncia
de crise (sindrome idade-dependente) (FISHER et al., 2014).

Os principais mecanismos dos FACs incluem a modulacdo de canais de sodio
dependentes de voltagem, bloqueadores de canais de calcio dependentes de
voltagem, aumento do neurotransmissor GABA, inibidores do neurotransmissor
glutamatérgico, entre outros (ROGAWSKI; LOSCHER; RHO, 2016). Eles podem ser
divididos em FACs de primeira geracdo como os farmacos fenobarbital, fenitoina e
etossuximida, FACs de segunda geracao como diazepam, carbamazepina, valproato
e clonazepam, e FACs de terceira geracdo como vigabatrina, lamotrigina e
oxicarbamazepina (LOSCHER et al., 2013). Existem alguns compostos em estudos
como o canabidiol e o cenobamato (DEVINSKY et al., 2016b, 2018; KIRKPATRICK;
O’'CALLAGHAN, 2022).

Existem diversas etiologias possiveis para a epilepsia. Pode-se citar a
estrutural como apds leséo cerebral traumatica ou apds um acidente vascular cerebral
(AVC), metabdlica, autoimunes (esclerose multipla), apds doencas infecciosas como
neurocisticercose, por variantes patogénicas e ainda as causas com etiologia
desconhecidas (FALCO-WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2018). A renda do pais esta
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diretamente relacionada com a etiologia. Por exemplo, epilepsias causadas por
infeccbes sdo mais comuns em paises menos desenvolvidos que em paises
desenvolvidos. Por fim, elas ndo séo hierarquicas, sendo assim podem ocorrer mais
de uma forma ao mesmo tempo (FALCO-WALTER; SCHEFFER; FISHER, 2018).

Nas epilepsias de etiologia genética, aproximadamente 1.000 genes
associados a doenca ja foram descritos (WANG et al., 2017; WEIl et al., 2017; ZHANG
et al., 2019), entre os quais 0s genes KCNQ2 e KCNQ3 (canal de potassio), PLCB1
(fosfolipase), GABRG2 (receptor GABAa), SLC2A1 (GLUT1), CHRNA2 (receptor
nicotinico), CACNAL1A (canal de calcio), ATP1A2 (ATPase sddio-potassio) (LOPES-
CENDES; OLIVEIRA RIBEIRO, 2013) e os genes associados aos canais de sodio
dependentes de voltagem SCNI1A, SCN2A, SCN3A, SCN8A e SCN9A (Navl.1,
Navl.2, Navl.3, Navl.6, Navl.7 respectivamente (MENEZES et al., 2020). A respeito
das variantes em genes que codificam Nav associadas a epilepsia ja foram publicados
relatos de casos, identificacdo de variantes patogénicas em pacientes portadores da
doenca diagnosticadas por sequenciamento de nova geracao e caracterizacfes da
cinética dos canais mutados (LOSSIN et al., 2003; NICITA et al., 2010; ORSINI; ZARA;
STRIANO, 2018; VEERAMAH et al., 2013; WOLFF et al., 2017; ZUCCA et al., 2008).

Por fim, uma forma de conscientizacdo sobre a doenca é o Dia Mundial de
Conscientizacdo da Epilepsia (Purple day), comemorado no dia 26 de marco,
caracterizado por todo o mundo vestir-se de roxo. Essa data tem como objetivo trazer
reflexdes, discussdes e ensinamentos sobre a doenca, tendo como foco acabar com
preconceitos e paradigmas que pacientes com epilepsia vivenciam no seu dia a dia.
Foi criada no Canada no ano de 2008 por influéncia de uma crianca chamada Cassidy
e traz a cor roxa como referéncia a flor lavanda, conhecida por ter relacdo ao
isolamento, representando o isolamento que pessoas com a doencga sofrem. Apds sua
criagcdo, a iniciativa ganhou robustez com o suporte do ILAE e atualmente é bastante

difundida por todo mundo.

6. Mutacdes nos genes que codificam os canais de sodio
Mutacbes nos genes que codificam os canais de sodio dependentes de
voltagem podem acarretar em alteracdes na cinética do canal fazendo com que possa
ocorrer ganhos de funcédo (GoF) ou perdas de funcédo (LoF) (MANTEGAZZA et al.,
2005; VANOYE et al., 2014; WENGERT et al., 2019; YE et al., 2018; ZAMAN et al.,
2018; ZHANG et al., 2020b). Alteracdes como aumentar a densidade de corrente,
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alterar o deslocamento da ativacao para potenciais mais negativos (hiperpolarizados),
deslocar a inativagao para potenciais mais positivos, recuperar a inativagéo dos canais
mais aceleradamente, e desacelerar a inativacdo rdpida geram GoF. Ademais,
diminuir a densidade de correntes, deslocar a ativacao e inativacdo para potenciais
mais positivos e mais negativos, respectivamente, recuperar a inativacdo mais
demoradamente e acelerar a inativacao rapida acarretam em LoF (MENEZES et al.,
2020).

6.1. Navl.l (SCN1A)

Existem aproximadamente 1.700 mutacfes descritas para o gene SCN1A, que
codifica o canal Nal.l. Tem-se descrito cerca de 1.500 variantes patogénicas
associadas a epilepsia (MENEZES et al., 2020). O subtipo de canal Navl.l é
altamente expresso no SNC, tendo sua predominancia em interneurdnios inibitorios
GABAérgicos (TAl et al., 2014). Esses interneurdnios geram estimulos inibitorios que
irdo ocasionar o balanceamento com os estimulos excitatérios de outros neur6nios
para o funcionamento normal do neurdnio. A perda de funcdo dessa isoforma pode
acarretar em desbalanceamento na excitabilidade celular causando uma atividade
neuronal anormal devido a uma predominancia dos estimulos excitatérios (TAl et al.,
2014; VERRET et al., 2012; YU et al., 2006).

As principais doengas associadas a Navl.1l s&o: epilepsia generalizada com
crises febris plus (GEFS+) e sindrome de Dravet (ESCAYG; GOLDIN, 2010; HUANG
et al., 2017; MENG et al., 2015). Dentre as mutacdes, pode-se citar a T391P e a
L1717P que foram descritas por causarem crises generalizadas tonico clénicas
(REYES et al., 2011; VERBEEK et al., 2013), a N1011l que reduz a densidade de
corrente (FUJIWARA, 2003; RHODES et al., 2005) e a G1754R que gera crises focais
(PETRELLI et al., 2012).

O tratamento para a epilepsia associada a variantes patogénicas no gene
SCNI1A esta voltado para o aumento da transmissdo GABAérgica pds-sinaptica ou
para a diminuicdo da degradagédo de GABA. Ademais, bloqueadores de canal de sédio
sdo contraindicados como forma de tratamento para esse subtipo de canal, devido a
perda de funcdo dos canais e por consequéncia um possivel aumento no
desbalanceamento da excitabilidade neuronal (KNUPP; WIRRELL, 2018; ZIOBRO et
al., 2018).
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6.2. Navl.2 (SCN2A)

O subtipo Navl.2 é expresso no SNC, com predominio nos neurbnios
glutamatérgicos (SANDERS et al., 2018; SYRBE et al., 2016). Consequentemente,
opostamente ao Navl.1, o ganho de funcdo desses canais pode acarretar no aumento
da excitabilidade celular. Atualmente, estdo descritas mais de 100 mutacdes no gene
SCN2A relacionadas a epilepsia. As doencas mais comuns sao sindrome de West,
epilepsia da infancia com crises focais migratorias e convulsdes neonatais familiares
benignas (MENEZES et al., 2020).

Variantes patogénicas com GoF nesse canal estdo predominantemente
associadas a epilepsia. Dentre as variantes pode-se citar a L1563V que acelera a
recuperacédo do canal (BERECKI et al., 2018; LAUXMANN et al., 2013; SCALMANI et
al., 2006), a Y1589C que aumenta as correntes persistentes de Na* (LAUXMANN et
al., 2013), a R220G que gera crises generalizadas tonico clénicas (MERCIMEK-
MAHMUTOGLU et al., 2015) e a R1882G que aumenta a densidade de corrente de
sodio (CARVILL et al., 2013; WOLFF et al., 2017).

O tratamento de epilepsias associadas ao gene SCN2A esta relacionado a
administracdo de bloqueadores de canais de sédio como carbamazepina, fenitoina,
lamotrigina e mexilentina (MUSTO; GARDELLA; M@LLER, 2020). Contudo, efeitos
adversos devido a alta identidade entre os subtipos de canal de so6dio dependentes
de voltagem devem ser observados (SANDERS et al., 2018).

6.3. Navl.3 (SCN3A)

O subtipo Navl.3 é encontrado principalmente durante o desenvolvimento
embrionério e neonatal, sendo no periodo pds-natal pouco detectavel nos individuos
(durante a infancia é substituido pelos canais Nav1.1) (FELTS et al., 1997; ZAMAN et
al., 2018).

Os casos associando a mutagao no gene SCN3A e a epilepsia séo de ganho
de funcdo, entretanto ja foram descritas mutacdes que geraram perda de funcao.
Pode-se citar a variante K354Q gue aumenta as correntes persistentes de sddio
(ESTACION et al., 2010; HOLLAND et al., 2008), a variante M1765I relacionada a
paciente com crises focais e generalizadas (INUZUKA et al., 2019, 2021) e a variante
P1333L que aumenta a densidade de corrente (TRUJILLANO et al., 2017; ZAMAN et

al., 2018). O tratamento indicado para pacientes com epilepsias relacionadas ao gene
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SCN3A é a utilizacdo de bloqueadores de canais de sddio como a carbamazepina
(ZAMAN et al., 2018). Além disso, pode-se citar o 4cido valpréico como forma de

tratamento para paciente com variantes patogénicas nesse gene (TAN et al., 2017).

6.4. Navl.6 (SCN8A)

Aproximadamente, 200 mutacdes no gene SCNBA relacionadas a epilepsia ja
foram descritas (MENEZES et al., 2020). Essa isoforma é altamente expressa nas
regioes entre as bainhas de mielina de axénios mielinizados e em partes distais dos
segmentos iniciais do axoénio (AlS). Dito isso, esse canal pode ser encontrado no SNC
e SNP, tanto em neur6énios inibitérios quanto em neurdnios excitatérios (CALDWELL
et al., 2000; OLIVA; BERKOVIC; PETROU, 2012). As principais muta¢cdes associadas
a epilepsia séo de ganho de funcao devido ao AlS estar relacionado com acionamento
do potencial de agéo (KATZ et al., 2018).

Pelo fato do Navl.6 também ser expresso em musculos e tecidos cardiacos
(como midcitos ventriculares), a principal causa de morte em pacientes com epilepsia
esta relacionada a essa isoforma. Conhecida como morte subita inesperada,
mutacdes nesse gene associadas a epilepsia podem acarretar no mal funcionamento
do canal também no coracdo, causando falha no sistema cardiorrespiratério e
consequentemente resultando na morte do paciente (GARDELLA et al., 2018;
JOHANNESEN et al., 2018)

Ademais, as mutacdes no gene SCNB8A estdo relacionadas a encefalopatia
epiléptica infantil precoce tipo 13 (HAMMER et al., 2016). Por exemplo, a variante
R1617Q aumenta as correntes persistentes de sddio (OHBA et al., 2014; RAUCH et
al., 2012) e a variante R1872L desloca a inativagdo para potenciais mais positivos
(LINDY et al., 2018; SPRISSLER et al., 2017; WAGNON et al., 2016). Pacientes com
epilepsia associadas a mutacédo no gene SCN8A apresentaram resposta positiva ao
tratamento com bloqueadores de canal de sodio como a fenitoina (BRAAKMAN et al.,
2017).

6.5. Navl.7 (SCN9A)

O canal Nav1.7 € expresso no SNP e SNC, e diversas mutacdes no seu gene estao
relacionadas a dor (DOTY, 2010; HAN et al., 2009). Entretanto, alguns estudos ja
mostraram a relagdo de mutacdes no gene SCN9A e epilepsia (CEN et al., 2017,
SINGH et al., 2009; YANG et al., 2018; ZHANG et al., 2020a). Por exemplo, a variante
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Q10R esté relacionada a GEFS+ e causa crises generalizadas tonico clonicas (CEN
et al., 2017).

7. Variantes patogénicas 11596S, V1627M e L1650P (SCN2A - Nav1.2)
Apds uma vasta revisao bibliogréafica feita por Menezes e colaboradores (2020),
as variantes patogénicas escolhidas para esse projeto foram 11596S, V1627M e
L1650P no gene SCN2A (Nav1l.2) (Figura 3).

As mutacOes escolhidas estédo todas localizadas no dominio IV do canal de
sodio dependente de voltagem devido a ser um dos sitios de interagdo de peptideos
moduladores de canais de sédio isolados das peconhas de escorpifes, uma das
principais linhas de pesquisa do Laboratério de Eletrofisiologia do grupo de pesquisa
em Neurofarmacologia da UnB. Dito isso, a escolha dessa regido para as mutacoes
teve como perspectiva trabalhos futuros relacionando a caracterizagdo da cinética
dessas variantes patogénicas com acado de NaScTxs, visando a busca de possiveis

novos tratamentos.

A mutacéao 11596S foi descrita por Herlenius e colaboradores (2007). O estudo
traz uma avaliacao clinica e genética de uma familia que era afetada por convulséo
neonatal infantil familiar benigna (BFNIS) (HERLENIUS et al., 2007). O probando foi
uma mulher australiana de 34 anos que apresentou crises aos 8 meses de idade. Além
disso, nove outros integrantes dessa familia também apresentaram crises. No geral,
elas consistiam em revirar os olhos/olhos brancos, seguida de convulsées unilaterais
ou bilaterais. As remissfes em todos os individuos foram aos 12 meses de idade.
ApGs sequenciamento foi observado a mutacédo 11596S em 8 individuos da familia,
contudo para o probando nao foi identificado a mutagéo nessa posicao.

A mutacao V1627M foi descrita por Wolff e colaboradores (2017) e traz dados
fenotipicos de individuos com diferentes mutagdes no gene SCN2A. Para a mutacéo
em questao, foi relatado que o paciente tinha epilepsia da infancia com crises focais
migratorias (EIMFS), tendo inicio aos dois dias de idade e tendo resposta positiva ao
tratamento com vigabatrina (WOLFF et al., 2017).

A mutacédo L1650P foi descrita por Trump e colaboradores (2016), que relatam
um individuo com a mutacdo e que possuia encefalopatia epiléptica infantil precoce
(EIEE) (TRUMP et al., 2016).
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Entretanto, estudos de caracterizacao eletrofisiologica da cinética dessas
variantes ainda ndo foram realizados. O entendimento da cinética dessas mutacdes é

de importancia para a busca de tratamentos mais especificos para os pacientes.

Figura 3. Local das mutagdes escolhidas no canal de sodio dependentes de voltagem Nav1.2. (A) Canal Nav1.2 com todos os dominios apresentados
com destaque para o dominio 1V (verde) e os locais das mutagdes escolhidas: posi¢do 1596 (vermelho); posigéo 1627 (Roxo) e posi¢do 1650
(Laranja). (B) Dominio IV do canal Nav1.2 com destaque para as posigées dos aminodcidos escolhidos para o projeto. (C) Dominio IV do canal
Nav1.2 com destaque para as posi¢ées dos aminodcidos escolhidos para o projeto visto de outro dngulo. Estrutura obtida pelo banco de dados PDB
- cédigo 6j8e (Human Navl.2-beta2-KIIIA ternary complex) e visualizada pelo software Pymol.

8. Tityus stigmurus

Escorpido de aproximadamente 7 cm, mancha escura em formato de triangulo
no prossoma, pernas e pedipalpos amarelos além de serrilha no metassoma. Possui
distribuicdo nas regides Nordeste e Sudeste (FURTADO et al., 2020). E o escorpido
com maior relacdo de acidentes da regido Nordeste (LIRA-DA-SILVA; AMORIM;
BRAZIL, 2000). O envenenamento por esse escorpiao € caracterizado por apresentar
bastante dor, parestesia, vomito, dor de cabeca e hipoestesia (LIRA-DA-SILVA;
AMORIM; BRAZIL, 2000).

9. Toxinas de escorpiéo
Diversos compostos podem ser encontrados na pe¢conha de escorpides, entre
0S quais aminas bioativas, enzimas, lipideos, proteinas e peptideos (BATISTA et al.,
2004; POSSANI et al., 1999). Os peptideos podem ser classificados em dois grupos:
0s peptideos com pontes dissulfeto (DBPs) e os peptideos sem pontes dissulfeto
(NDBPs) (ALMAAYTAH; ALBALAS, 2014).
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Os DBPs atuam principalmente em canais ibnicos de membrana e podem ser
divididos em: DBPs de cadeia longa, com aproximadamente 60 a 70 residuos de
aminoacidos e trés ou quatro de pontes dissulfeto (6 ou 8 cisteinas) e atuacao em
canais de sodio dependentes de voltagem (Nav) ou em canais de potassio
dependentes de voltagem (Kv), e os DBPs de cadeia curta, com cerca de 20 a 40
residuos de aminoacidos e de duas a quatro pontes dissulfeto (4 a 8 cisteinas) e
atuacdo em canais de potassio dependentes de voltagem (Kv), canais de calcio ou
canais de cloreto (RATES et al., 2008; RODRIGUEZ DE LA VEGA; POSSANI, 2005;
VASCONCELOS et al., 2005). Os NDBPs podem possuir atividade antimicrobiana,
hipotensora ou imunomoduladora (ALMAAYTAH; ALBALAS, 2014; ZENG; CORZO;
HAHIN, 2005).

A peconha do escorpido Tityus stigmurus vem sendo investigada quanto a sua
toxicidade e a prospecc¢do de peptideos ativos (ALMEIDA et al., 2012; BATISTA et al.,
2007; BECERRIL et al., 1996; BECERRIL; MARANGONI; POSSANI, 1997;
NASCIMENTO et al., 2006). Possui peptideos como a Tstl, Tst2, Tst3 e Tstl7
(BATISTA et al., 2007). Diversos peptideos ja foram caracterizados como por exemplo
a Tstl que possui atividade de inibicdo de corrente nos canais Navl.2, Navl.3 e
Navl.4, mas ndo possui atividade nos canais Navl.l, Navl.5, Navl.6 e Navl.7
(OLIVEIRA DA MATA et al., 2022) e a Tstl7 que tem acédo de inibicAo em canais de
potassio Shaker B (BATISTA et al., 2007) (Quadro 1).

Quadro 1. Peptideos descritos do escorpido Tityus stigmurus e suas respectivas atividades.

Peptideos Atividade Referéncia
Tstl Navl.2, Navl.3 e Navl.4 (OLIVEIRA DA MATA et al., 2022)
Tst2 - (BECERRIL et al., 1996)
Tst3 Navl.1-Navl.5 e Navl.7 Tese de doutorado Daniel Oliveira
da Mata
Stigmurina Antimicrobiano (AMORIM-CARMO et al., 2019;

CUNHA NETO et al., 2015;
DANIELE-SILVA et al., 2016, 2021,
PARENTE et al., 2018)

Tstl7 Shaker B (BATISTA et al., 2007)
Hyaluronidase Acido hialurénico (BATISTA et al., 2007)
Tst-beta-KTx Kv1l.1, Kvl1.2, Kv1.3, (DIEGO-GARCIA et al., 2008)
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TstKMK - -

Alpha-KTx 12.4 Shaker B

Alpha-KTx 13.4 Shaker B (BATISTA et al., 2007)
Peptideo tipo lisozima Antimicrobiano

Alpha-KTx 4.6 Kvl.2 e Kv1.3 (PAPP et al., 2009)

Alpha-KTx 4.7 Kvl.1, Kvl1.2, Kv1.3, Kv1.6, Kv1.5, Kv2.1, -

Kv7.1, ERG e Shaker

10.Toxinas de escorpido com atividade em canais de sodio

As toxinas de escorpido com atividade em canais de sédio dependentes de
voltagem (NaScTxs) sao divididas em duas familias conforme seu efeito na cinética
dos canais: as a-NaScTxs e as B-NaScTxs (CATTERALL et al., 2007; POSSANI et
al., 1999). As a-toxinas inibem a inativacao rapida dos canais e, consequentemente,
resultam no prolongamento do potencial de acdo (CAMARGOS et al., 2015) e as [3-
toxinas alteram a ativacdo dependente de voltagem para potenciais mais
hiperpolarizados e reduzem a amplitude de corrente (DUQUE et al., 2017; MENEZES
et al., 2023).

As a-NaScTxs atuam no loop S3-S4 do dominio IV dos canais - sitio 3 (Figura
4) e podem ser classificadas em 3 grupos: as classicas (acdo nos canais de soédio
dependentes de voltagem de células de mamifero e com pouca acdo em células de
inseto), anti-inseto (acdo em células de inseto e baixa atuacdo em células de
mamifero) e like (acdo em ambas as células) (CAMPOS; CORONAS; BEIRAO, 2004;
GUERRERO-VARGAS et al., 2012). Ja as 3-NaScTxs atuam no sitio 4 do dominio Il
(Figura 4) e séo divididas em 4 grupos: anti-mamifero (acdo em células de mamifero),
depressoras anti-inseto (atuam em células de inseto gerando uma forte
despolarizacdo da membrana axonal e paralisia flacida), excitatérias anti-inseto
(atuam em células de inseto produzindo paralisia espasmaodica nos nervos motores)
e like (acdo tanto em células de mamifero quanto nas de inseto) (BOSMANS;
MARTIN-EAUCLAIRE; TYTGAT, 2007; CAMPOS et al., 2007; RODRIGUEZ DE LA
VEGA; POSSANI, 2005).
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Figura 4. Regido de interagdo das a-NaScTxs e das 6-NaScTxs nos canais de sodio dependentes de voltagem.

11.Tst2
Inicialmente denominada toxina IlI-8st, a Tst2 é um peptideo com uma

sequéncia de 62 residuos de aminoéacidos e 4 pontes dissulfeto (11-62, 15-38, 23-43,
27-45) (BECERRIL et al., 1996) (Figura 5).

Tst2 KEGYAMDHEGCKFSCFIRPAGFCDGYCKTHLKASSGYCAWPACYCYGVPDHIKVWDYATNKC

Figura 5. Sequéncia de aminodcidos da toxina Tst2 com destaque para as 4 pontes dissulfeto.

Becerril e colaboradores (1996) descreveram a ocorréncia da Tst2 peconha do
escorpido Tityus stigmurus, sua purificacdo e estrutura primaria. Batista e

colaboradores (2007) mostraram que o peptideo eluiu aos 36,24% de ACN em uma
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cromatografia de fase reversa da peconha bruta e que a massa molecular obtida por
espectrometria de massa por ionizagao por eletrospray foi de 6989,2 Da ( (BATISTA
et al., 2007). Almeida e colaboradores (2012) realizaram a andlise do transcriptoma

da peconha bruta e obtiveram a sequéncia precursora do peptideo.

A partir do trabalho de Almeida e colaboradores e utilizando-se do auxilio das
ferramentas ORF finder — NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov/orffinder/) e SignalP 6.0

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-6.0) foi possivel obter dados
como peptideo sinal, peptideo maduro e o sinal para amidacéo. Dito isso, a sequéncia
precursora da Tst2 possui um peptideo sinal de 20 residuos de aminoé&cidos, 62
residuos de aminoacidos como peptideo maduro e uma amidacédo pés-traducional na

regiao C-terminal (Figura 6).

1 - ATG AAG GGA T CTT TIG TTT ATC AGC ATC TTG ATG ATG ATT GGA ACT ATT GIG GIG GGA - 60
1- M K G F L L F I S I L M M I G T I V A G - 20
61 - AAG GAA GGC TAT GCC ATG GAT CAC GAA GGA TGC AAA TTT AGC TGT TTC ATA AGA CCA GCA - 120
21 - K E G Y A M D H E G C K F S C F I R P A - 40

121 - GGC TTT TGT GAT GGT TAC TGC AAA ACA CAT TTG AAG GCA AGT TCA GGC TAT TGC GCT TGG - 180
41 - 6 F ¢ D G Y C K T H L K A S S G Y C A W -060

181 - CCA GCC TGT TAC TGC TAC GGG GTC CCA GAT CAT ATA AAA GTT TGG GAC TAT GCC ACA AAT - 240

61 - P A C Y C Y G v P D H I K Vv W D Y A T N - 80
241 - AAA TGT GGC AAA TAA - 255
81 - K c* G K STOP - 100

Figura 6. Sequéncia DNA e Tradugdo Tst2. Em cinza transparente estd destaca a regido do peptideo sinal analisada pelo programa
Signal IP 6. Regido marcada em vermelho transparente estd marcada a regiéo removida pela amidag¢do C-termial. C* representa a
cisteina amidada.
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Il. JUSTIFICATIVA

A epilepsia afeta cerca de 65 milhdes de pessoas no mundo (MILLIGAN, 2021). A
doenca pode ser letal tanto diretamente, devido ao status epilepticus ou morte
subita inesperada, quanto pelos efeitos indiretos como o suicidio (DEVINSKY et al.,
2016a).

Existem cerca de 1.000 diferentes genes associados a epilepsia para a etiologia
genética (WElI et al., 2017; ZHANG et al., 2019), sendo que em um Unico gene pode-
se encontrar diversas mutacdes relacionadas ao fenotipo da epilepsia. As variantes
patogénicas em estudo ja foram descritas por estarem presentes em pacientes que
possuem o fendtipo para epilepsia (HERLENIUS et al., 2007; TRUMP et al., 2016;
WOLFF et al., 2017). Entretanto, foram apenas estudos clinicos e/ou genéticos. Dito
isso, caracterizar a cinética desses canais mutados auxiliara para um melhor
entendimento do seu funcionamento e, assim, proporcionar um melhor

direcionamento para futuros tratamentos.

Existem diversas formas de tratamento como os antiepiléticos (FACs) e cirurgia,
porém ainda observam-se problemas na eficacia e seguranca (efeitos adversos) dos
farmacos e ilegibilidade de diversos pacientes para os procedimentos cirargicos
(DEVINSKY et al., 2018; MALAGON-VALDEZ, 2004).

Fundagbes como a FamilieSCN2A Foundation (www.scn2a.org) podem ser

beneficiar dessas caracterizagfes, visto que uma das missdes da organizacdo esta
voltada para o melhor entendimento da doencga tendo como um dos objetivos a busca
por novos tratamentos que possam melhorar a vida do individuo com epilepsia e de

sua familia.

Peconhas e venenos animais sao conhecidos por possuirem compostos bioativos
como proteinas e peptideos que podem ter potenciais biotecnoldgicos ou utilizados
como ferramentas de estudo (MONGE-FUENTES et al., 2015). A Tst2 foi descrita ha
mais de 25 anos, mas sua atividade bioldgica era desconhecida até agora. Apos
alinhamento com outros peptideos, pode-se predizer que a acao da Tst2 € em canais
de soOdio dependentes de voltagem, consequentemente existem diversas
caracteristicas a serem estudadas sobre o efeito do peptideo na cinética dos subtipos

dos canais Nav. Com o alinhamento da Tst2 com outros peptideos, pode-se observar
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uma identidade de 100% com a Ts2 do escorpido Tityus serrulatus, cuja
caracterizacdo eletrofisiolégica foi realizada previamente (COLOGNA et al., 2012).
Contudo, as metodologias empregadas e as concentragbes de estudo entre Ts2 e
Tst2 foram diferentes. Além de serem peptideos obtidos de escorpides de diferentes

espécies.

A caracterizacdo eletrofisioldgica da Tst2 podera ser usada em estudos de
canais ibnicos (ensaios eletrofisioldgicos) como uma ferramenta, além de um possivel
beneficio industrial, considerando o potencial neurofarmacolégico da toxina. Na
literatura, existem exemplos de compostos obtidos de pe¢conhas de animais que foram
base para o desenvolvimento de farmacos. Por exemplo, o Captopril que € um
farmaco desenvolvido a partir da peconha da Bothrops jararaca e que € usado para o
tratamento de hipertenséo arterial (MCGIVERN, 2007).
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Ill. OBJETIVO

1. Objetivo geral

Caracterizar eletrofisiologicamente a cinética da subunidade a do canal de sodio
dependente de voltagem Navl.2 com as variantes 11596S, V1627M e L1650P e
Caracterizar o efeito do peptideo Tst2 isolado do escorpido Tityus stigmurus na

cinética de canais de sédio dependentes de voltagem.

2. Objetivos especificos

e Isolar o plasmideo que expressa o canal Nav1.2;

e Mutar o plasmideo com as variantes em estudo (11596S, V1627M e
L1650P);

e Transfectar os canais com e sem as variantes patogénicas em células
HEK293T separadamente;

e Caracterizar a cinética dos canais de soddio dependentes de voltagem com
e sem as variantes patogénicas;

e Purificar o peptideo Tst2 presente na peconha do escorpido Tityus
stigmurus;

e Obter a massa monoisotédpica do peptideo Tst2;

e Obter o sequenciamento parcial do peptideo;

e Avaliar acdo do peptideo Tst2 por ensaios eletrofisiologicos nos canais
Navl.l a Navl.7.
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IV. MATERIAL E METODOS

Doutorado
Mutacdo do gene SCN2A .
(Nav1.2) Extragdo e quantificacdo da
Cromatografia (HPLC) pegonha bruta
+ 12 método cromatografico
¢ Plasmideo SCN2A , »
- . + 22 método cromatografico
+ Transformagao bacteriana ) - purificacio do peotideo
* Extracio do plasmideo + 32 método cromatografico G Pep Espectrometria de massa
* Desenho dos primers ) ) » Identificagdo da massa
* Kit de mutagénese dirigida S 1 monoisotdpica
Busca por similaridade de _ .
sequéncias * Sequenciamento parcial
do peptideo
Transfecgdo e cultura das
células
Cultura de células Patch clamp (Whole Cell)
Ensaios eletrofisioloal * Navl.l-Navl7
Ensaios eletrofisiologicos (Patch clam nsalos eletrofisiologicos
gicos | P « Tst2 (100 M)
Andlise dos resultados

Analise dos resultados

Figura 7. Fluxo metodoldgico realizado no projeto de doutorado.

1. Biologia Molecular

1.1. Plasmideo SCN2A

O plasmideo pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet, em bactéria (agar stab),
foi adquirido da Addgene (Plasmid #162279). O plasmideo tem como objetivo a
expressdo eucaribtica da isoforma humana de SCN2A, sendo ele modificado para
possibilitar ser mantido em cepa bacteriana de forma estavel. Possui resisténcia a
canamicina e expressa uma proteina fluorescente vermelha (mScarlet) com excitacao

maxima em 569 nm e emissdo maxima em 594 nm.

Todas as informacfes sobre o plasmideo podem ser encontradas no site da

Addgene (https://www.addgene.org/162279/). Além disso, foi utilizada a proteina de
fluorescéncia verde (EGFP) como reporter do protocolo de transfeccdo transiente

(excitacdo maxima em 488 nm e emissao maxima em 507 nm).
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1.2. Transformacéao bacteriana

Visando uma alta expressdo do plasmideo ndo mutado, foi realizada a
transformacao bacteriana utilizando-se as células competentes DH10B. O protocolo
seguido foi obtido pelo site da Addgene (Protocol - Bacterial Transformation).
Ademais, o plagueamento para selecao das bactérias transformadas foi feito em meio

LB agar (Quadro 2) com adi¢céao do antibiotico canamicina (50 pg/mL).

Quadro 2. Componentes do meio LB dgar

Meio LB
Peptona de caseina 1% (p/v)
Extrato de levedura 0,5% (p/v)
NaCl 1% (p/v)
Agar bacteriologico 1,4% (p/v)

*pH ajustado para 7,2 com NaOH

1.3. Extrac&o de DNA plasmidial

As extracBes dos plasmideos foram realizadas utilizando o PureLink™ Quick
Plasmid Miniprep kit da Invitrogen™ para extracdes de menor escala (Miniprep) e o
PureLink™ Expi Endotoxin-Free Maxi Plasmid Purification Kit da Invitrogen™ para

extracOes de maior escala (Max prep).

1.4. Ensaio de enzima de restricao

O protocolo usado foi o Anza™ Restriction Enzyme Cloning System da
invitrogen™ (Quadro 3). A enzima de restri¢ao utilizada foi a Hindlll (Anza™ 16 Hindlll
— 20 U/uL da Invitrogen™).

Quadro 3. Volumes para realizagéo do ensaio de enzima de restri¢éo

Reagentes Reacao
Nuclease-Free Water Completar para volume final
Anza™ 10X Buffer ou Anza 10X Red Buffer 2 uL
DNA 0,2-1ug
Enzima de restricao (Hindlll) 1puL
Volume final 20 pL
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A andlise dos tamanhos dos fragmentos foi realizada por eletroforese em gel de
agarose (1% agarose (m/v)), utilizando tampé&o de corrida TBE 1X, tampao de amostra
Invitrogen™ Trackit™ Orange LB e marcador — escada de massa molecular de acidos
nucleicos Invitrogen™ Trackit™ 1 KB Plus DNA Ladder). O agente intercalante usado
foi o brometo de etideo e a voltagem utilizada foi de 100 V, sendo feita a visualizacéo
das bandas por meio do transiluminador Alpha Innotech no comprimento de onda 302

nm.

1.5. Desenho dos primers

Foram desenhados primers contendo as mutacdes desejadas para utilizacdo no
kit de mutagénese dirigida. Trés diferentes pares de primers (forward e reverse) foram
desenhados, um para cada mutacdo requerida (11596S, V1627M e L1650P). Além
disso, foi desenhado um par de primers com o intuito de confirmar as mutacdes
realizadas. Os primers foram adquiridos na empresa Exxtend (S&o Paulo) e as
caracteristicas dos primers seguiram especificacbes recomendadas pelo kit de

mutagénese dirigida (Quadro 4).
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Quadro 4. Especificagdes dos primers para uso no kit de mutagénese sitio dirigida e para a confirmagdo das mutagdes.

Mutacao Sequéncia5 = 3’ Tamanho | Tm -((fég)”e”t %GC
11596S F 5' GAATGACCACCACAAAATCAAAACTATTCCATCCAATAGTGAAATAGT 3 48 78,17 33,33
[1596S R 5 ACTATTTCACTATTGGATGGAATAGTTTTGATTTTGTGGTGGTCATTC 3' 48 78,17 33,33
V1627M 5' CAAGACGGATCATTCGGAACAGGGTAGGGGAC 3' 32 80,34 56,25
V1627M 5 GTCCCCTACCCTGTTCCGAATGATCCGTCTTG 3' 32 80,34 56,25
L1650P 5' CATCATCAAAGCAAAGGGCAGCGTGCGGATCCC 3 33 80,38 57,57
L1650P 5' GGGATCCGCACGCTGCCCTTTGCTTTGATGATG 3 33 80,38 57,57

Primer ggral para 5 ACTGGAGAATGTGTGCTGAAAC 3’ 22 59,12 45,45

sequenciamento

Primer geral para 5 GAAGGAGGCCGATGTTAAACAA 3’ 22 58,92 45,45

sequenciamento
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1.6. Mutagénese sitio dirigida
O kit de mutagénese sitio dirigida utilizado foi 0 QuikChange Il XL Site-Directed
Mutagenesis Kit da Agilent. Esse kit é usado para fazer mutagfes pontuais, para

substituir, excluir ou inserir aminoacidos adjacentes simples ou multiplos.

Basicamente, o procedimento se dé a partir de uma fita dupla de DNA contendo o
local de interesse, os primers contendo a mutagcéo desejada e a polimerase de DNA
de alta fidelidade PfuUltra. As trés etapas sao: sintese da fita mutada, digestédo da fita
modelo com a enzima de restricdo Dpn | e a transformacao bacteriana. Meio NZ
amina, X-gal e IPTG foram utilizados conforme recomendac¢des do kit para realizacéo

da metodologia.

2. Extracdo da peconha do escorpido Tityus stigmurus

A peconha foi obtida por meio de colaboragdo com o professor Matheus de Freitas
Fernandes-Pedrosa da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. A pegonha total
foi quantificada utilizando o NanoVue no protocolo Protein UV com leitura nos
comprimentos de onda 280 nm e 260 nm para o calculo da concentracao proteica total
(SIMONIAN, 2004).

Para a utilizacdo na cromatografia, foram feitas aliquotas contendo 1 mg de
peconha bruta em eppendorfs estéreis de 1,5 mL, sendo elas secadas no speedVac

e armazenadas a uma temperatura de -20°C.

3. Purificacédo do peptideo Tst2

3.1. Solucgbes para cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Solucdo A: Agua Milli-Q e &cido Trifluoroacético (TFA) 0,12% (v/v)
Solucéo B: Acetonitrila (ACN) e TFA 0,10% (v/v)

3.2. Cromatografia (HPLC)

Para o fracionamento da peconha bruta, foi utilizado o primeiro método
cromatografico (Quadro 5). A peconha foi ressupendida em 200 pL de solucéo A,
centrifugada por 3,5 minutos a 16.000 g e o sobrenadante utilizado no

fracionamento.
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Quadro 5. Método cromatogrdfico pegonha bruta

Tempo (minutos) Porcentagem de solucao B (%)
0 0
60 60
65 100
70 100
75 0

Para esse primeiro método foi utilizada a coluna de fase reversa analitica C18
(Phenomenex Synergi 4 p Fusion-RP 80A, dimens&o: 250x4,6mm) equilibrada

com o solvente A, com um fluxo de 1 mL/min e absorbancia monitorada a 216 nm.

No segundo método cromatogréfico, o gradiente foi alterado conforme descrito
no Quadro 6, mantendo a coluna cromatografica, o fluxo e a absorbancia usados

no primeiro meétodo.

Quadro 6. Segundo método cromatogrdfico

Tempo (minutos) Porcentagem de solucéo B (%)

0 0

5 20
10 20
20 25
80 40
85 100
90 100
95 0

Para o terceiro método cromatografico, foi utilizada uma coluna de fase reversa
analitica C18 (Phenomenex Kinetex 5 4 EVO 100A, dimensé&o: 250x4,6mm), com um
fluxo de 1 mL/min e absorbancia monitorada a 216 nm. O gradiente foi realizado

conforme Quadro 7.
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Quadro 7. Terceiro método cromatogrdfico

Tempo (minutos) Porcentagem de solucéao B (%)
0 0
5 10
10 10
75 35
80 100
85 0

Todos as amostras foram coletadas manualmente em tubos de polietileno de

1,5 mL, secas a vacuo pelo speedVac e mantidas a -80°C até seu uso.

3.3. Espectrometria de massa

Para avaliar o grau de pureza e as massas moleculares contidas na amostra, em
cada etapa da cromatografia foram realizadas andlises por espectrometria de massa
do tipo MALDI Autoflex Speed TOF (Bruker Daltonics, Alemanha). Foi utilizada a
matriz acido 4-alfa-ciano hidroxicinamico (HCCA) tanto para o modo linear quanto
para o modo refletivo. A amostra foi dissolvida em agua deionizada (Milli-Q) e aplicada
em uma placa do tipo MTP 384 ground steel (2uL da amostra + 2uL de suas
respectivas matrizes). Os softwares usados foram o FlexControl versdo 3.4 e o
FlexAnalysis versao 3.4 Build 76 (Bruker Daltonics). Apés obtencdo do peptideo
purificado. O sequenciamento parcial da toxina esta sendo realizado em colaboracao
com o laboratério do professor Lourival Possani do Instituto de Biotecnologia da
UNAM, México, pela metodologia de degradacao de Edman.

Para a quantificacdo final da toxina purificada foi utilizado o FlexStation 3 —
Molecular Devices por meio da metodologia de quantificacdo BCA — Pierce (BCA
protein Assay Kit - ThermoFischer). O peptideo foi diluido em agua deionizada (Milli-
Q) e misturado com na razao 1:1 com os reagentes do kit. Em seguida, foi realizada
uma incubacdo por 30 minutos a 60°C. Ao final da reagcédo, o produto foi lido na
absorbancia de 562 nm e quantificado por albumina bovina (curva padréo calibrada).

4. Busca por similaridade
Foi realizada a busca por sequéncias similares a Tst2 pelo banco de dados BLAST

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Com a identificacdo desses peptideos, foi
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realizada uma busca no banco de dados Uniprot (https://www.uniprot.org/) para a

obtencdo dessas sequéncias em formato FASTA. Por fim, foi feito o alinhamento

usando o programa Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) com o

intuito de observar as regides conservadas e a porcentagem de identidade entre os

peptideos similares e a Tst2.

5. Patch-clamp

5.1. Cultura de células

O laboratério de Eletrofisiologia possui um banco de células para ensaios
fisioldgicos. Para o projeto foi utilizado a linhagem 293 Human Embryonic Kidney
(HEK 293) que expressa separadamente os canais Navl.1 a Navl.6 e a linhagem
Chinese Hamster Ovary (CHO) que expressa Navl.7. Além disso, o laboratdrio possui
células 293T Human Embryonic Kidney (HEK 293T), para a realizacdo das
transfeccbes, separadamente, dos plasmideos (plasmideo sem mutacdo e
plasmideos com suas respectivas mutacdes). As células HEK 293T derivam das
células HEK 293, mas com uma alta capacidade de realizar transfeccdo (LIN et al.,
2014).

Todas as culturas celulares foram cultivadas em seus respectivos meios de cultura
(Item 5.2, 5.3, 5.4) e incubadas a temperatura constante de 37°C e atmosfera
umedecida com 5% de COz2.

5.2.  Meio de cultura (Células HEK 293)
Meio Dulbecco's Modified Eagle's Medium — High glucose - DMEM (Sigma)
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino, 1% de aminoacidos ndo essenciais
(MEM), 4,5% de Glicose e antibiético G418 (0,4mg/mL, Sigma).

5.3. Meio de cultura (Células CHO)
Meio DMEM suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino, 4,5% de Glicose e
antibiético G418 (0,4mg/mL, Sigma).

5.4. Meio de cultura (Células HEK 293T)
Meio DMEM suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino, 4,5% de Glicose e 1%

de estreptomicina e penicilina.
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5.5. Transfeccéo de plasmideo néo integrativo

As células HEK 293T foram cultivadas em placa de 24 pocos variando sua
confluéncia entre 50 e 100%. A transfeccéo foi feita usando Lipofectamina 3000®
(ThermoFischer scientific) e meio Opti-MEM® (Gibco). Foram utilizados 2 pg de DNA
plasmidial (pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet) e 1 pg de plasmideo
codificante de GFP em cada transfecgao realizada.

As células foram mantidas a temperatura constante de 37° C e atmosfera
umedecida com 5% de COz2, sendo o cultivo feito no primeiro dia e a transfec¢do 24 h

depois.

5.6. Solucgdes pararegistro no Patch clamp

5.6.1. Solucéao externa (banho extracelular)

Quadro 8. Componentes da solugdo externa (Patch clamp).

nM
NacCl 130
KCI
CaCl2.H20
MgCl2.6H20
HEPES 10
Glicose 10
*pH ajustado com NaOH (7,4)
5.6.2. Solucgéo interna (pipeta)
Quadro 9. Componentes da solugdo interna (Patch clamp).
nM
CsF 105
CsCl 27
NaCl 5
MgCl2 2
EGTA 10
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HEPES 10

*pH ajustado com CsOH

5.7. Ensaios eletrofisiolégicos

Os registros foram obtidos pelo amplificador EPC 10 HEKA e comandado pelo
software PatchMaster. As células HEK293T contendo os plasmideos para os canais
Navl.2 mutados e ndo mutados foram transferidas para placas de petri 60 x 15 mm e
banhadas de solucédo externa (Item 5.6.1) por perfuséo (0,5 ml/min), sendo utilizado a
fluorescéncia com emissdo em LP 590nm e excitacdo em BP 546nm (Filter set 15 —
ZEISS) para o EGFP visando avaliar a eficiéncia da transfeccdo, e emissdo em LP
515nm e excitagcdo em BP 450-490nm (Filter set 09 — ZEISS) para o mScarlet visando
a identificacdo das células que expressam os canais Navl.2. Ademais, as células
HEK293 contendo os canais Navl.1-Navl.6 e as células CHO contendo os canais
Navl.7 foram transferidas para a cubeta de experimentacdo e banhadas em solucéo

externa (Item 5.6.1).

Os registros foram feitos no modo Whole-cell (HEKA Patch clamp EPC 10) em
temperatura ambiente. As pipetas de borosilicato, confeccionadas no Puller horizontal
(Sutter Instruments, USA) e apresentando uma resisténcia entre 1,5 e 2,5 MOhms,
foram preenchidas com solugéo interna (Intem 5.6.2).

As macrocorrentes (somatoria de correntes de sédio da célula) foram mensuradas.
O protocolo para avaliacdo da probabilidade de abertura do canal durante a ativacao,
inativagdo e inibicdo de corrente tem seu inicio em um potencial de repouso de -100
mV, sendo estimulada por uma sequéncia de despolariza¢des (-100 mV até 65 mV)
em um periodo de 50 ms, tendo ao final um estimulo, imediatamente apds a sequéncia
de despolariza¢des, de um pulso de -10 mV visando avaliar a inativacao lenta do canal
(SSI) (Figura 8). Protocolo utilizando um pré pulso (0 mV por 10 ms) também foi
realizado (Figura 9). Por fim, as correntes capacitivas foram compensadas em um

protocolo p/4 e a resisténcia em série compensada em pelo menos 70%.
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+65 mV

A+5 mV/Sweep -10 mV

-100 mV - 100 mv

50 ms 10 ms

Figura 8. Protocolo de estimulagéo de voltagem sem pré-pulso

+ 65 mV
0mvVv
A +5 mV/Sweep -10 mV
-100 mV -100 mV
)
10 ms 50 ms 10 ms

Figura 9. Protocolo de estimulag¢do de voltagem com pré-pulso

Para a avaliacdo da recuperacédo da inativacao lenta (Recovery from inactivation),
foram realizados ciclos com um pulso de 0 mV por 10 ms e outro pulso de 0 mV por
20 ms, sendo que a cada ciclo 1 ms foi adicionado entre os dois pulsos, tendo um

intervalo total de 80 ms (Figura 10).
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Figura 10. Protocolo de avaliagGo da recuperagdo da inativagdo lenta (Recovery from inactivation).

Os protocolos foram desenvolvidos para avaliar os parametros de probabilidade
de abertura na ativacdo, disponibilidade dos canais no protocolo de inativacao,
recuperacdo da inativacdo rapida e relacao corrente/voltagem tanto para os canais
Navl.2 com e sem variante patogénicas, quanto para os canais Navl.1-Navl.7 na

presenca e auséncia da Tst2.

Para realizar a comparacao entre o canal Navl.2 com e sem as variantes e entre
0s subtipos de canais Nav1.1-Navl1.7 com e sem agdo da toxina, foi analisado o Vi
na ativacdo e inativacdo e o tau (T) na recuperacdo da inativacdo. Para a
probabilidade de abertura dos canais na ativacdo, o Viz significa que naquela
voltagem metade dos canais estdo abertos e metade dos canais ainda estédo
fechados. Para a inativacdo o V2 significa a voltagem onde metade dos canais se
inativaram e metade dos canais estdo abertos. Por fim, para a recuperacao, o tau
significa o tempo que o canal demora para sair do estado inativado e retornar para o
estado fechado (estar apto para uma nova abertura). Vale ressaltar que a avaliacao é
realizada no modo whole-cell e, portanto, analisa a condutancia ao soédio de todos os

canais que estado expressos na célula em estudo.

Relacionando com a cinética do canal, os protocolos foram desenhados para
simular o processo de fechamento, abertura e inativacéo (Figura 8) e a volta do estado
inativado para o estado fechado dos canais (Figura 10). Para o protocolo da figura 8,
0 processo se inicia a -100 mV gue € uma voltagem onde todos os canais de sédio
dependentes de voltagem estéo fechados (segmentos S4 de todos os dominios estéo

na porcao intracelular). Em seguida o protocolo sai de -100 mV e vai gradualmente
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aumentando (de 5 em 5 mV) até 65 mV visando avaliar a ativacdo (abertura) dos
canais (segmentos S4 dos dominios DI-DIlIl estdo completamente na porcéo
extracelular, mas o segmento S4 do DIV ainda néo). Visando o estudo da inativacao,
0 protocolo possui um estimulo de -10 mV durante 10 ms. Na voltagem em questao,
0S canais estdo abertos e em seguida iniciam o processo de inativacdo, quando o

estimulo volta para -100 mV faz com que os canais retornem para o estado fechado.

Para o protocolo da figura 10, o processo se inicia em -100 mV com todos o0s
canais no estado fechado (segmentos S4 de todos os dominios estdo na porcao
intracelular), em seguida o protocolo eleva a voltagem para 0 mV e por fim retorna a
voltagem para -100 mV. Dito isso, 0 canal se inativa e posteriormente retorna ao
estado fechado. Para finalizar o protocolo, um estimulo igual ao descrito é novamente
realizado. O tempo entre esses dois estimulos é gradualmente aumentado e o T é
obtido.

O protocolo com pré-pulso (Figura 9) faz com que os segmentos S4 de todos 0s
dominios fiquem voltados para a porcdo extracelular e visa avaliar se uma maior
exposicdo de segmentos S4 modifica a interacdo da toxina com o canal. Se isso
acontecer, quando os segmentos S4 forem retornar a porcédo intracelular, a toxina
pode aprisiona-los em um estado pré-ativo e consequentemente tornar o canal ativo

em voltagens mais negativas do que o esperado.

Para a obtenc&o do Viz na probabilidade de abertura na ativagdo, os dados de
corrente por voltagem conseguidos foram convertidos em condutancia por voltagem

(férmula l):

INa )

(V - VNa) (I)

gNaz(

Onde V significa a voltagem que deflagrou o pico de corrente (1) e Vna 0 potencial
de reverséo de sodio. Para a obtencédo do Vi na inativagdo foi usado os dados de
corrente por voltagem, sendo essa corrente normalizada. Para a ativacdo (formula I1)
e para a inativacao (férmula Ill) foi realizado posteriormente um ajuste por uma funcao

de Boltzmann:
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1

= 11
g 1+ e{(V—V1/2)/kh} ( )

1
T 1+ elV=vaip)/kR)

i (111

Onde g significa condutéancia, i significa corrente, V significa voltagem, V1/2
significa a voltagem onde metades dos canais se encontram abertos e K significa o
valor de inclinacdo da reta (sensibilidade do canal). Para a andlise de inibicdo de
corrente foi avaliado o Fu (fracdo néo inibida), sendo ela obtida utilizando os valores
de corrente bruta adquiridos. Para o resultado foi realizado a divisdo entre o pico de

corrente ap0s aplicacdo da toxina pelo pico de corrente do controle (formula IV):

I/ImaxToxina
) an

Fragdo ndo inibida (Fu) = <I/ImaxCoTlt7‘Ol€

Para a obtencéo do T na recuperacao da inativacao, os valores de corrente obtidos
foram ajustados pela funcdo exponencial (férmula V):

y =y0+yl (1—9_%) )

Onde y0 e yl significam a amplitude inicial e final de cada ponto da curva,
respectivamente. O t é o tempo (cada ponto de inativacdo) e T € a constante de tempo.
Por fim, para avaliar a inativacao rapida, foi feito a sobreposicao dos tracos brutos do
controle e apos a aplicacdo da toxina, sendo verificado se 0s tracos possuiam

diferencas na sua curvatura.

O teste t pareado two-tailed foi utilizado para avaliar se existia diferenca estatistica
significativa entre canal sem variante e canais contendo variante patogénica, além da

diferenca entre controle e ap0s aplicacéo da toxina nos canais Navl.1 — Navl.7.
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V. RESULTADOS

1. Plasmideo pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet
1.1. Confirmacéo daintegridade do plasmideo pIR-CMV-SCN2A-
Variant-1-IRES-mScarlet
O plasmideo pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet foi extraido da
bactéria e sua integridade foi avaliada por meio de ensaio de enzima de restricdo. O
plasmideo sem fragmentac&o possui 12.150 pares de base (pb) e, apds o tratamento
com a enzima de restricdo Hind Ill, esperava-se a identificacdo de 3 fragmentos na

eletroforese em gel de agarose (6.497 pb, 3.282 pb e 2.362 pb).

Os resultados obtidos na eletroforese confirmaram o tamanho esperado para o
plasmideo ndo fragmentado e os tamanhos esperados do plasmideo com as

fragmentacdes apos o tratamento (Figura 11).
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r Plasmideo integro

SCN2A SCN2A
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Ap0ds tratamento com Hindlll

Figura 11. Fragmentos na eletroforese em gel de agarose. Primeira coluna: marcador-escada InvitrogenTM
TrackitTM 1 KB Plus DNA Ladder; Seqgunda coluna: plasmideo apds tratamento com enzima de restrigdo Hindlll;
Terceira coluna: plasmideo integro.

Pode-se confirmar que o plasmideo extraido estava apto para a realizacao das

proximas etapas (transfecges, mutagénese sitio dirigida e ensaios eletrofisioldgicos).
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1.2. Caracterizacéo eletrofisioldgica da cinética do canal Navl1.2
expresso pelo plasmideo pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-
mScarlet

Inicialmente foi realizada a avaliacdo eletrofisiolégica das células HEK 293T

sem arealizacdo de transfeccao de plasmideo. Essa analise teve como intuito verificar
as macrocorrentes endégenas da célula HEK293T para descartar falsos positivos

apos a transfeccao do plasmideo mutado ou ndo mutado.

A verificacdo foi realizada por meio do traco bruto de corrente, sendo
comparada as macrocorrentes da célula HEK293T sem transfeccdo e com
transfeccdo do plasmideo. Como resultado pode-se observar que as células néo
transfectadas possuem valor médio de macrocorrente de -140 pA e as células
transfectadas com plasmideo pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet possuem
valor médio de -1,89 nA (Figura 12).

—— HEK 293T + Plasmideo
—— HEK 293T

.

0,3mV

2ms

Figura 12. Trago bruto de corrente de células HEK293T sem transfec¢do (Vermelho) e apds transfecgdo do plasmideo pIR-CMV-
SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet (Preto).
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Foi realizada a transfeccéo transiente do plasmideo ndo mutado em células
HEK 293T, e por fluorescéncia pode-se confirmar que o EGFP (controle positivo) e 0
pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet foram transfectados com sucesso. Para
0s ensaios eletrofisiologicos das células HEK29T expressando os canais Nav1.2 - pIR-
CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet foram avaliados os parametros: probabilidade
de abertura dos canais na fase de ativacéo, disponibilidade dos canais na fase de

inativacao, a recuperagao lenta dos canais e a macrocorrente.

Os resultados demonstram que o canal Nav1.2 expresso a partir do plasmideo pIR-
CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet possui V12 na ativacao de -21,47 = 0,71 mV,
V12 na inativagdo de -62,45 £ 1,82 mV, T na recuperacéo lenta de 3,06 £ 0,30 ms e

macrocorrente média de -1,89 nA (Figura 13).
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Figura 13. Caracterizagdo eletrofisioldgica da cinética do canal Nav1.2 expresso pelo plasmideo pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-
IRES-mScarlet. (A) Probabilidade de abertura dos canais de sédio dependentes de voltagem Navl.2 expressos a partir do
plasmideo pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet na ativagdo. (B) Disponibilidade de canais de sédio dependentes de
voltagem Nav1.2 expressos a partir do plasmideo pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet na inativagdo. (C) Recuperagdo
lenta da inativagdo dos canais de sodio dependentes de voltagem Nav1.2 expresssos a partir do plasmideo pIR-CMV-SCN2A-
Variant-1-IRES-mScarlet. (D) Trago bruto de corrente dos canais de sédio dependentes de voltagem Nav1.2 expressos a partir
do plasmideo pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet.
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2. Variantes patogénicas

2.1. Confirmacao da integridade dos plasmideos pIR-CMV-SCN2A-
Variant-1-IRES-mScarlet ap0s a realizacdo das mutagéneses sitio
dirigidas das variantes patogénicas

Para a realizacao do protocolo de mutagénese, primers contendo as mutacoes

foram desenhados (Quadro 4). Dito isso, apdés a mutagénese sitio dirigida essas
variantes patogénicas associadas a epilepsia foram confirmadas para posterior
caracterizacéo eletrofisiologica.

Apoés o tratamento com a enzima de restricdo Hindlll esperava-se que 0s
plasmideos pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet mutados (11596S, V1627M e
L1650P) apresentassem 3 fragmentos na eletroforese em gel de agarose (6.506 pb,
3.282 pb e 2.362 pb). Pode-se confirmar a obtengéo das trés bandas tanto para a
variante 11596S quanto para a variante V1627M com os tamanhos esperados, mas
para a variante L1650P obteve-se as trés bandas, porém com uma delas com tamanho

acima de 3.000 pb, diferente da esperada que seria de 2.362 pb (Figura 14).

Ladder 11596S V1627M L1560P

Figura 14. Fragmentos na eletroforese em gel de agarose. Primeira coluna: marcador-escada InvitrogenTM TrackitTM 1 KB Plus DNA
Ladder; Segunda coluna: plasmideo com a variante 11596S apds tratamento com enzima de restri¢do Hindlll; Terceira coluna: plasmideo
com a variante V1627M apds tratamento com enzima de restricdo Hindlll; Quarta coluna: plasmideo com a variante L1650P apds
tratamento com enzima de restrigdo Hindlll.
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Dito isso, as variantes 11596S e V1627M prosseguiram para a confirmacao por
sequenciamento e a caracterizacao eletrofisioldgica de suas cinéticas. Contudo, para
a variante L1650P sera necessario a realizacdo da mutagénese sitio dirigida

novamente.

O sequenciamento das regides contendo as variantes para confirmacédo da
obtencdo das mutacdes foi realizado pela empresa Exxtend/Omikka (local). Os
resultados confirmam as mutagéneses sitio dirigidas para ambas as variantes (Figura
15 e 16). Para a confirmacéo da variante 11596S foi utilizado o primer de confirmacéo

reverse e para a confirmacgao da variante V1627M foi utilizado o primer forward.

170 0 c
AGAATGACCACCACAA TCAAAACTATTC

\| "H., f \ AR [ 4 \I i
\ [I|| A |\ l||||HH "II‘ in n|| nmn \
i H”'"""‘.""'H"""II"'I"\‘\"‘.‘ ) "”'""' H“‘"\'_l““"\""_l"ll“\'_‘.w "‘n"|,.’|.a'%.

||l|I |I
l\Ill || /

5 — GAGAATGACCACCACAAAATCAAAACTATTCCATCCAATAGTGAAATAGT - 3'

@ Complemento reverso

5 — ACTATTTCACTATTGGATGGAATAGTTTTGATTTTGTGGTGGTCATTCTC - 3

@ Traducdo

YETIGWNSEFDEVVVIL

Figura 15. Confirmagdo por sequenciamento da variante 115968S.
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130 140
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| ‘| |I| iy

-u | ] ||¢\|“\L|‘-I|}|-|_ _|',‘ |l il ‘ I || I

$

5'-GTGTCCCCTACCCTGTTCCGAATGATCCGTCTTGCCAGGATTGGCC-3'

@ Tradugdo

VSPTLFRMIRLARIG

Figura 16. Confirmagdo por sequenciamento da variante V1627 M.

2.2. Caracterizacao eletrofisioldégica da cinética do canal Nav1.2
expresso pelo plasmideo pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-
mScarlet com a variante 11596S

Apés a caracterizacao da cinética do canal expresso a partir do plasmideo pIR-

CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet com a variante 11596S obteve-se 0 V12 na
ativacdo de -24,84 + 0,51 mV, o V12 na inativagdo de -56,66 £ 0,90 mV, o T na
recuperacdo lenta de 1,92 + 0,53 ms e a macrocorrente média de -2,83 nA (Figura
17). Foi observada diferenga significativa entre o canal com a variante patogénica e o
canal normal (P < 0,05) para os parametros de probabilidade de abertura na ativacéo
e na inativagcdo. Contudo, néo foi observada diferenca estatistica para a recuperacao
lenta do canal. A variante demonstrou alterar a cinética do canal em relacdo ao
controle, alterando sua probabilidade de abertura para potenciais mais negativos
(abertura mais precoce) e a probabilidade de abertura na inativagdo para potenciais

menos negativos.
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Figura 17. Caracterizagdo eletrofisioldgica da cinética do canal Nav1.2 expresso pelo plasmideo pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-
IRES-mScarlet com a variante 11596S. (A) Probabilidade de abertura dos canais de sédio dependentes de voltagem Nav1.2
expressos a partir do plasmideo pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet na ativagdo com a variante 11596S. (B)
Disponibilidade dos canais de sodio dependentes de voltagem Navl.2 expressos a partir do plasmideo pIR-CMV-SCN2A-
Variant-1-IRES-mScarlet na inativagdo com a variante 11596S. (C) Recuperagdo lenta da inativagéo dos canais de sdédio
dependentes de voltagem Nav1.2 expressos a partir do plasmideo pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet com a variante
11596S. (D) Trago bruto de corrente dos canais de sédio dependentes de voltagem Nav1.2 expressos a partir do plasmideo pIR-
CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet com a variante 11596S.
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2.3. Caracterizacao eletrofisioldgica da cinética do canal Navl.2
expresso pelo plasmideo pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-
mScarlet com a variante V1627M

Ap0s a caracterizacao da cinética do canal expresso a partir do plasmideo pIR-

CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet com a variante V1627M obteve-se o Vi na
ativacdo de -25,16 = 1,39 mV, o V12 na inativacdo de -64,32 + 1,62 mV e o T na
recuperacdo lenta de 1,83 + 0,24 ms. Ademais, a macrocorrente média foi de - 0,86
nA (Figura 18). Foi observada uma diferenca significativa (P < 0,05) no parametro de
recuperacao lenta do canal entre o plasmideo com e sem a variante. Entretanto, nao
foi observada uma diferenca estatistica nos parametros de probabilidade de abertura
na ativagao e inativacao. Dito isso, 0 canal com essa variante demonstrou ter uma
recuperacdo mais acelerada comparando-se a recuperacdo do canal sem mutacao

(controle).
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Figura 18. Caracterizagdo eletrofisioldgica da cinética do canal Nav1.2 expresso pelo plasmideo pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-
IRES-mScarlet com a variante V1627M. (A) Probabilidade de abertura dos canais de sddio dependentes de voltagem Nav1.2
expressos a partir do plasmideo pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet na ativagdo com a variante V1627M. (B)
Disponibilidade dos canais de sédio dependentes de voltagem Navl1.2 expressos a partir do plasmideo pIR-CMV-SCN2A-
Variant-1-IRES-mScarlet na inativagdo com a variante V1627M. (C) Recuperagdo lenta da inativagdo dos canais de sddio
dependentes de voltagem Nav1.2 expressos a partir do plasmideo pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet com a variante
V1627M. (D) Trago bruto de corrente dos canais de sédio dependentes de voltagem Nav1.2 expressos a partir do plasmideo
pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet com a variante V1627 M.
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3. Purificacdo datoxina Tst2 da peconha do Tityus stigmurus
3.1. Cromatografia (HPLC)

Em estudo prévio, a Tst2 eluiu a 36,24% de acetonitrila (ACN) na etapa de
cromatografia em fase reversa da peconha bruta de T. stigmurus e apresenta a massa
molecular de 6989,2 Da, determinada por eletrospray (BATISTA et al., 2007).

No presente trabalho, foram necesséarias trés etapas de separacao
cromatografica. O fracionamento da peconha bruta originou, em média, 52 fracdes
cromatograficas (Figura 19). ApGs analise por espectrometria de massa do tipo
MALDI TOF das fracGes coletadas no HPLC, o componente de massa molecular
préxima a da esperada para a Tst2 foi encontrado na fracdo que eluia em 37,8% de
ACN.

mAU mL/min
16nm,4nm (1.00) | § § B/Conc.(Mé&thod)
80
2500+
1 : | | | 70
2000 60
— .
: ‘ ‘ ‘ P
1500 Y —
H h h ' _40
: 20
500+ =
= 10
0 10 20 30 40 50 60 70 min

Figura 19. Perfil cromatogrdfico de 1 mg de peconha bruta do escorpido Tityus stigmurus por HPLC em fase reversa. A fra¢do destacada
(seta) possui porcentagem de ACN de 37,8%. Fluxo de 1 mL/min e comprimento de absor¢éo de 216nm.
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A fracdo selecionada, conforme indicado na figura 9, foi submetida a segunda
etapa cromatogréfica e resultou em trés fracdes, das quais, a que eluiu em 25,11% de
ACN continha o peptideo esperado (Figura 20).

mv. %
10007 etector .216nm
750, ’750
500+ ;50.0
250+ 55 0
0- I
[ T T T 1 T— T T 1 T T — 1 T T — T T T T T T T T 1 T T T 1 T T T T \‘00
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 min

Figura 20. Perfil cromatogrdfico do segundo método cromatogrdfico obtido no HPLC em fase reversa. A fragdo destacada (seta) possui
porcentagem de ACN de 25,11%. Fluxo de 1 mL/min e comprimento de absorgdo de 216nm.

Um terceiro método cromatografico com a fracdo selecionada, conforme
indicado na figura 21, foi realizado com o intuito de se obter a toxina com maior grau
de pureza. Foram obtidas diversas fracdes de pequena absorbéncia e apenas uma
fracdo abundante com eluicdo em 26,42% de ACN, contendo nessa fracdo o

componente com a massa molecular proxima a esperada para a Tst2 (Figura 21).
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Figura 21. Perfil cromatogrdfico do terceiro método cromatogrdfico obtido no HPLC em fase reversa. A fragdo destacada (seta) possui
porcentagem de ACN de 26,42%. Fluxo de 1 mL/min e comprimento de absorgdo de 216nm.

3.2. Massa Molecular e Sequenciamento parcial

A fracdo de interesse, coletada utilizando o ultimo método cromatogréfico (figura
11), foi analisada por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF obtendo-se, no
modo linear, a massa molecular média de [M+H]* 6988,23 Da, [M+2H]?** de 3492,55
Da e [M+3H]3* de 2327,00 Da (Figura 22).
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Figura 22. Espectro de massa média do ion molecular da amostra purificada. Matriz: dcido 4-alfa-ciano hidroxicindmico
(HCCA).

Para uma maior precisdo da massa, a amostra foi analisada por espectrometria de
massa do tipo MALDI-TOF no modo refletivo, sendo determinada a massa molecular
monoisotopica [M+2H]** de 3492,87 Da (Figura 23) e por consequéncia a massa

monoisotopica [M+H]* de 6984,74 Da.
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Figura 23. Espectro de massa molecular monoisotdpica [M+2H]?* da amostra purificada. Matriz: dcido 4-alfa-ciano
hidrocindmico (HCCA)
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Batista e colaboradores (2007) descreve a massa molecular da Tst2 de 6989,2 Da
(eletrospray), sendo este valor muito préximo ao da massa molecular média de [M+H]*
6988,23 Da encontrada. Ademais, apos realizar o calculo da massa monoisotopica
tedrica da Tst2 pelo software Compass IsotopePattern (Bruker Daltonics, Alemanha)
foi calculado em [M+H]* 6984,99 Da. Dito isso, a massa monoisotopica tedrica foi

similar a massa monoisotopica encontrada, tendo uma diferenca de apenas 0,25 Da.

Com isso, pode-se confirmar que a amostra possui massa monoisotopica bem
proxima da esperada para o peptideo Tst2. Contudo, se faz necessaria a realizagao

do sequenciamento parcial para uma confirmacdo mais embasada.

A quantificacdo do peptideo foi realizada no FlexStation utilizando-se a
metodologia de quantificacdo BCA-Pierce™ (BCA Protein Assay Kit). Para a
realizacdo deste trabalho, foram obtidos 178,64 ug da toxina purificada. Aliquotas de
100 nM foram separadas para realizacdo dos experimentos eletrofisiolégicos e o

restante foi mantido seco e armazenado a -80° C.

4.Alinhamento Tst2
A partir da sequéncia da Tst2 obtida por Becerril e colaboradores (1996), foi
realizado um alinhamento com outras sequéncias atualmente descritas e depositadas
no banco de dados BLAST. Pode-se inferir que se trata de uma NaScTx por possuir

caracteristicas estruturais similares a outras toxinas de mesma acao.

Comparando sua sequéncia a de outros peptideos, pode-se observar uma alta
identidade com as toxinas Ts2 e Tsl de Tityus serrulatus, Tf2 e Tfla de Tityus
fasciulatus, Tbl, Tb2 e Tb2 Il de Tityus bahiensis, Tol12 de Tityus obscurus e Tstl de
Tityus stigmurus (Figura 24). A toxina Tst2 possui uma similaridade tanto com a-
toxinas quanto com B-toxinas. Dito isso, projetou-se a possibilidade de uma dupla

atividade (a e B). Por exemplo, a Ts2 (100% de identidade com a Tst2) apresenta esse
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efeito (a-toxina nos canais Nav1.2, Nav1.3, Nav1.5, Nav1.6 e Nav1.7 e de B-toxina no

canal Navl.3).

%Ild Atividade

Aa
sp|P56611| -KEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGSECKIK-KGSSGYCAWPACYCYGLPNWVKVWDRAT NKC 61 75.41
sp|P@DQHS | -KEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGSECKIK-KGSSGYCAWPACYCYGLPNWVKVWERAT NRC 61 72.13
sp|P56612| GKEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECTLK-KGSSGYCAWPACYCYGLPNWVKVWDRAT NKC 62 73.77
sp|P15226| -KEGYLMDHEGCKLSCFIRPSGYCGRECGIK -KGSSGYCAWPACYCYGLPNWVKVWDRAT NKC 61 73.77
sp|H1ZZI1| -KEGYPMDHEGCKFSCFIRPSGFCERYCKTHLSASTGYCAWPACYCYGVPANOKVWDYYN NKC 62 82.26
sp|P68411|Tst2 -KEGYAMDHEGCKFSCFIRPAGFCDGYCKTHLKASSGYCAWPACYCYGVPDHIKVWDYATNKC 62  100.00
sp|P68410| -KEGYAMDHEGCKFSCFIRPAGFCDGYCKTHLKASSGYCAWPACYCYGVPDHIKVWDYATNKC 62 100.00
sp|COHIMI | -KEGYAMDHEGCKFSCFIRPSGFCDGYCKTHLKASSGYCAWPACYCYGVPSNIKVWDYAT NKC 62 95.16
sp|P60276 | -KEGYAMDHEGCKFSCFIRPSGFCDGYCKTHLKASSGYCAWPACYCYGVPSNIKVWDYAT NKC 62 95.16
sp|P56609 | -KEGYAMDHEGCKFSCFPRPAGFCDGYCKTHLKASSGYCAWPACYCYGVPSNIKVWDYAT NKC 62 95.16

Figura 24. Alinhamento entre a Tst2 e toxinas com alta porcentagem de identidade. Aa: aminodcidos; Id: identidade e atividade (a-toxina ou

B-toxina). P56611: Tb1; PODQHS5: Tfla; P56612: Tstl; P15226: Ts1; H1ZZI1: To12; P68410: Ts2; COHIMO: Tf2; P60276: Tb2-Il; P56609: Th2.

5.Caracterizacdo eletrofisiolégica da toxina Tst2 nos canais Navl.l a

Navl.7

Os experimentos foram realizados na concentracao final de 100 nM do peptideo
purificado para todos os subtipos (Navl.1 — Navl.7). Foram avaliadas a fracdo nao
inibida da corrente (FU) com e sem pré pulso, ativacdo com e sem pré pulso,
inativacao, recuperacao da inativacao lenta (Recovery from inactivation) e inativacao

rapida.

Nas células, a abertura de todos os canais ndo ocorre de maneira simultanea.
Dito isso, para avaliacao dos parametros de ativacao e inativacao foi calculado o Vi,
voltagem em que metade dos canais se encontram abertos e a outra metade fechados
em um determinado tempo (GOLDSCHEN-OHM et al., 2013).

5.1. Fragao nao inibida da corrente e I/V
A avaliacdo da fracdo néo inibida de corrente (Fu) foi analisada na fase de
ativacdo para todos os subtipos (Navl.1-Navl.7). Na presenca do peptideo, os
subtipos Navl.1 e Nav1.3 foram os mais afetados para 0s experimentos com pré pulso
com valores de Fu de 0,70 e 0,77, respectivamente (Tabela 1). Para os experimentos
sem pré pulso, os subtipos Navl.1 e Navl.4 foram os mais afetados tendo Fu de 0,75

e 0,83, respectivamente (Tabela 2). Assim, as macrocorrentes nos canais Navl.1l e
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Nav1.3 foram mais inibidas com pré-pulso e Navl.1 e Navl.4 sem pré-pulso (Figura
25 e 26).

Tabela 1. Fragdo ndo inibida da corrente (Fu) com pré-pulso. Médias das células por subtipo (valor de corrente mdxima) e
seu respectivo erro padrdo.

Frac&o ndo inibida da corrente INa (Fu)

Média n
hNav1.1 0,70+ 0,02 6
hNav1.2 0,80+ 0,05 4
hNav1.3 0,77 £ 0,03 3
hNavl.4 0,79+ 0,08 5
hNav1.5 0,84 + 0,03 6
hNav1.6 0,86 + 0,04 6
hNav1.7 0,91 +£0,04 4

Tabela 2. Fragdo ndo inibida da corrente (Fu) sem pré-pulso. Médias das células por subtipo (valor de corrente mdxima) e
seu respectivo erro padrdo.

Fracdo nao inibida da corrente INa (Fu)

Média n
hNavl.1 0,75+ 0,03 6
hNav1l.2 0,88 + 0,07 4
hNav1.3 0,94 + 0,06 3
hNavl.4 0,83 + 0,08 5
hNavl.5 0,88 + 0,06 6
hNav1l.6 0,85+ 0,03 6
hNav1.7 1,03+0,12 4
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(concentragdo: 100 nM).
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5.2. Avaliacao da probabilidade de abertura na ativacéo e da
disponibilidade dos canais na inativagéo)

Por meio do V12 gerado pela fungéo de Boltzmann, foi avaliado o deslocamento
da curva de probabilidade de abertura dos canais com e sem a aplicacdo da toxina
para a ativacdo e a disponibilidade dos canais no protocolo de inativacdo. A toxina
alterou a cinética em todos os subtipos de canais de sodio. As curvas de probabilidade
de ativacdo e inativacdo de todos os subtipos foram deslocadas para esquerda,

consequentemente para potenciais mais negativos (Figuras 27, 28 e 29).

Para a ativacao com pré-pulso, a variacdo de deslocamento foi de 3,71 mV a
10,34 mV. O subtipo Navl.1 foi o de maior alteracédo (10,34 + 1,17 mV), seguido do
Navl1.7 (9,44 + 2,31 mV), Navl.4 (8,96 + 0,85 mV), Nav1.2 (8,09 + 1,53 mV), Navl.3
(7,99 =+ 4,08 mV), Nav1l.6 (4,81 = 1,40 mV) e o de menor efeito Navl.5 (3,71 £ 0,25
mV) (Tabela 3) (Figura 27). Para a ativagdo sem pré-pulso, o subtipo mais afetado foi
o Navl.7 com valor de 13,23 + 1,11 mV, seguido por Nav1.3, Navl.1, Navl.4, Navl.2,
Navl.6, Navl.5, com valores de 11,45 + 0,98 mV, 10,44 + 1,07 mV, 9,39 £ 1,16 mV,
7,93+ 1,45 mV, 504 £ 1,45 mV e 3,54 + 0,14, respectivamente (Tabela 4) (Figura
28). Todos os subtipos demonstraram diferenca significativa (P < 0,05) entre controle

e toxina tanto para ativagdo com pré-pulso quanto para ativacdo sem pré-pulso.

Tabela 3. Ve na fase de ativagdo com pré pulso dos canais de sddio dependentes de voltagem e seu respectivo erro padréo.
Concentragdo de toxina testada: 100 nM. (*) Possui diferenca estatistica.

Viz Controle  Viz Toxina (mV)  AViz (mV)

(mV)

Média Média Média N
hNavl.1 -12,34 + 1,88 -22,68 = 1,69 10,34 £ 1,17 4*
hNavl.2 -20,51 +1,43 -28,61 2,17 8,09+ 1,53 6*
hNavl.3 -28,02 + 4,08 -36,01 + 3,31 7,99 + 4,08 S5*
hNavl.4 -28,04 + 2,66 -37,01 £ 2,44 8,96 + 0,85 4*
hNavl.5 -19,80 + 2,51 -23,52 + 2,68 3,71+£0,25 4*
hNavl.6 -28,69 + 3,52 -33,51 + 2,26 4,81 +1,40 4*
hNavl.7 -8,25+ 1,95 -17,69 = 3,01 9,44+ 2,31 4*

76



Tabela 4. Vhasna fase de ativagéo sem pré pulso dos canais de sddio dependentes de voltagem e seu respectivo erro padréo.

Concentragdo de toxina testada: 100 nM. (*) Possui diferenga estatistica.

Viz Controle Vi Toxina (mV)  AViz (mV)

(mV)

Média Média Média N
hNavl.1 -9,88 +2,34 -20,33+ 1,73 10,44 + 1,07 3*
hNavl.2 -20,79 £ 1,74 -28,72 + 2,25 7,93+ 1,45 6*
hNav1.3 -27,42 + 4,25 -38,88 + 4,00 11,45 + 0,98 S*
hNavl.4 -27,63 + 2,59 -37,03 £ 2,23 9,39+ 1,16 4*
hNavl.5 -19,33+ 2,24 -22,87 + 2,16 3,54 +0,14 4*
hNavl.6 -27,07 £ 2,69 -32,12 + 2,76 5,04 £1,45 6*
hNavl.7 -8,42 + 2,45 -21,65 + 2,56 13,23+ 1,11 3*

77



Na,1.1

Nay,1.2

® Controle
® Toxina
Boltzmann do controle
Boltzmann da toxina
1,04
« 08- 3
E g
€ o064 i 5
5] E c
g 5 <
«
& 04+ 3 g
=1 = °
e} «© =
c 5 o
3 g 3
0,2 <]
(@]
0,0
. . ; . . . " ; . T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 -80 -60 -40 20 0 20 40 60 100 -80 -60 -40 -20 0 20 40 60 100 -80 -60 -40 20 0 20 40 60
Voltagem (mV) Voltagem (mV) Voltagem (mV)
Na,1.4 Na,1.5 Na,1.6
@ @ ©
e kel e}
@ @ ©
N N N
© © ©
13 13 £
o o o
i= {= c
o ] ©
o o o
= j = =4
«0 «© «
pi} < pi]
3 =] 3
© e ©
c = c
I} [} I}
(&) (] (@]
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
100 -80 -60 -40 20 0 20 40 60 100 -80 -60 -40 20 0 20 40 60 100 -80 -60 -40 20 0 20 40 60
Voltagem (mV) Voltagem (mV) Voltagem (mV)
Na,1.7
1,04 .
2y
08 1
@
o
ol
N
®
0,6
£
o
<
o
2
& %44
<
3
°
c
S
0,2
0,0 -

T
-100

Figura 27. Grdficos da probabilidade de abertura dos canais de sédio dependentes de voltagem na ativagdo com pré-pulso. Grdficos

T
-80

T
-60

T T T
40 20 0
Voltagem (mV)

T T T
20 40 60

construidos a partir da fung¢do de Boltzmann. Preto: controle; Vermelho: toxina (concentragdo: 100 nM).

78



Na,1.1

® Controle
® Toxina
Boltzmann do controle
1,04 Boltzmann da toxina

. ] ©
2 g g
4] N N
= T =
£ 06| £ £
= O S ]
e c c
< <
R S g
e g 5
S 041 E E
=] ° °
o c c
5 5 5

© 0,2

0,04

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-100 -80 -60 -40 -20 0 20 40 60 -100  -80 -60 -40 -20 0 20 40 60 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40 60
Voltagem (mV) Voltagem (mV) Voltagem (mV)

Na,1.4 Nay1.5 Na,1.6

Condutancia normalizada
Condutancia normalizada
Condutancia normalizada

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-100 -80 60 -40 -20 0 20 40 60 -100 -80 60 -40 -20 0 20 40 60 -100 -80 -60 -40 -20 0 20 40 60

Voltagem (mV) Voltagem (mV) Voltagem (mV)

Na,1.7

Condutancia normalizada

T T T T T T T T T
-100 -80 60 -40 -20 0 20 40 60

Voltagem (mV)

Figura 28. Grdficos da probabilidade de abertura dos canais de sédio dependentes de voltagem na ativagdo sem pré-pulso. Grdficos
construidos a partir da fungéo de Boltzmann. Preto: controle; Vermelho: toxina (concentragdo: 100 nM).

79



Para a voltagem onde metade dos canais ainda estdo abertos e metade ja
inativaram foi observada uma variagéo de 7,76 mV até 3,60 mV, sendo o subtipo mais
afetado o Navl.4 (7,76 = 1,18 mV) e o subtipo menos afetado o Nav1.1 (3,60 £ 0,65
mV) (Tabela 5) (Figura 29). Todos os subtipos demonstraram diferenca significativa

(P < 0,05) entre controle e toxina.

Tabela 5. Vhay na fase de inativagdo dos canais de sddio dependentes de voltagem e seu respectivo erro padréo.
Concentragdo de toxina testada: 100 nM. (*) Possui diferenca estatistica.

Viz Controle Vi Toxina (mV)  AViz (mV)

(mV)

Média Média Média N
hNav1.1 -52,94 + 2,22 -56,54 + 2,62 3,60 + 0,65 6*
hNav1.2 -52,09 + 1,87 -58,88 + 1,92 6,79 + 1,09 6*
hNav1.3 -55,91 +1,32 -62,26 + 2,25 6,34 + 1,08 4*
hNav1l.4 -71,42 £ 2,41 -79,18 £ 2,45 7,76 £1,18 S5*
hNav1.5 -51,51+ 2,76 -55,13 + 3,32 3,61+0,81 6*
hNav1.6 -60,26 + 1,99 -64,99 + 1,69 4,72 +0,94 6*
hNavl.7 -47,57 + 2,37 -54,84 + 1,59 7,27 +1,32 6*
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Em relacéo a sensibilidade do canal a voltagem (Ak), ndo foi observada uma
influéncia do peptideo, tanto na ativacdo com pré-pulso quanto para a ativacdo sem
pré-pulso. Todos os subtipos néo tiveram diferenca significativa (P < 0,05). Para a
inativacdo, apenas os subtipos Navl.l, Navl.3 e Navl.4 apresentaram diferenca

significativa (P < 0,05) entre controle e toxina (Tabelas 6, 7 e 8).

Tabela 6. Sensibilidade dos canais de sodio dependentes de voltagem a voltagem na ativagdo com pré-pulso. Concentragdo
de toxina testada: 100 nM. (*) Possui diferenga estatistica.

k Controle k Toxina Ak

Média Média Média n
hNavl.1 5,40+ 1,40 6,19 + 1,00 0,80 + 0,64 3
hNav1.2 5,45+ 0,73 5,48 £ 0,81 0,03 +0,33 6
hNav1.3 3,22 +£0,62 4,42 + 0,57 1,19+0,79 4
hNavl.4 5,19+ 1,04 5,40 £ 0,92 0,20 £ 0,73 5
hNavl.5 4,80+ 1,08 4,01 +0,98 -0,79+£0,34 6
hNav1.6 4,17 + 0,34 4,22 +0,71 0,05+ 0,47 4
hNav1.7 6,86 + 0,85 6,70 £ 0,98 -0,15 £ 0,77 5

Tabela 7. Sensibilidade dos canais de sodio dependentes de voltagem a voltagem na ativagdo sem pré-pulso. Concentragdo
de toxina testada: 100 nM. (*) Possui diferenga estatistica.

k Controle k Toxina Ak

Média Média Média n
hNav1.1 4,79+1,01 6,26 + 1,08 1,47 £ 0,10 3
hNav1.2 5,25+0,72 5,40 £ 0,80 0,15+ 0,20 6
hNav1.3 3,25+ 0,67 3,60 £ 0,59 0,35+ 0,46 4
hNav1l.4 514 +1,03 5,28 + 0,89 0,14 + 0,89 5
hNav1.5 3,91 +0,52 4,00+ 0,76 0,09 + 0,37 6
hNav1.6 4,60 + 0,40 4,66 +0,64 0,06 + 0,31 5
hNav1.7 6,29 £ 0,31 6,30 £ 0,90 0,00 £+ 0,61 5
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Tabela 8. Sensibilidade dos canais de sodio dependentes de voltagem a voltagem na inativagio. Concentragdo de toxina

testada: 100 nM. (*) Possui diferenga estatistica.

k Controle k Toxina Ak
Média Média Média n
hNav1l.1 7,72+0,43 8,12+ 0,47 0,40 £ 0,05 3*
hNav1.2 7,43 +£0,23 7,65+ 0,30 0,22+0,18 5
hNavl1.3 9,07 £ 0,56 7,67 £ 0,57 -1,40+0,91 6*
hNav1.4 5,69 +0,16 6,32 + 0,27 0,62 +0,17 6*
hNav1.5 7,02+0,42 7,16 + 0,32 0,13+0,17 6
hNav1.6 5,88 +0,13 5,98 + 0,36 0,10+ 0,24
hNav1.7 8,57 +0,41 9,56 £+ 0,72 0,98 £ 0,84
5.3. Recuperacédo dainativacao lenta

Como j4 mencionado na introducdo, os canais de sodio dependentes de
voltagem precisam de um tempo de recuperacao para retornarem do estado inativo
para o fechado ap6s um estimulo. Dito isso, foi avaliado o tempo de recuperacéo da
inativacdo lenta dos canais para avaliar a influéncia que a toxina tem nesse processo

por meio do AT.

A variacdo de tempo entre o controle e apés aplicacdo da toxina foi de 0,72 ms
a 3,69 ms. O subtipo mais afetado foi o Nav1.7 (3,24 + 0,59 ms), seguido pelo Nav1.3
(3,69 + 0,66 ms), Navl.4 (2,68 £ 0,63 ms), Navl.5 (1,81 + 1,08 ms), Nav1l.2 (1,37
0,23 ms), Nav1.1 (1,10 + 0,29 ms) e Nav1.6 (0,72 £ 0,20 ms) (Tabela 9) (Figura 30).
Todos os subtipos, com excecédo do Navl.5, apresentaram diferenca significativa (P

< 0,05) entre controle e toxina.
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Tabela 9. Valores de tau da recuperagdo da inativagdo lenta dos canais de sodio dependentes de voltagem e seu respectivo

erro padrdo. Concentragdo de toxina testada: 100 nM. (*) Possui diferenga estatistica.

T Controle (ms) T Toxina (ms) AT (ms)
Média Média Média N
hNav1.1 2,43 +0,25 3,53+0,39 1,10 £ 0,29 6*
hNavl.2 1,86 + 0,08 3,23+0,21 1,37 £0,23 6*
hNavl.3 4,92 £ 0,62 8,62 + 0,90 3,69 + 0,66 6*
hNav1l.4 2,68 £ 0,39 5,37 £ 0,86 2,68 + 0,63 6*
hNav1.5 2,58 £ 0,75 4,40 + 1,83 1,81+1,08 6
hNavl.6 2,63 +0,28 3,36 £ 0,31 0,72+ 0,20 6*
hNavl.7 5,50 £ 0,84 8,74 £ 1,38 3,24 + 0,59 6*
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5.4. Inativagéo rapida
Para avaliar o efeito da toxina na inativacdo rapida, foram observados os tracos
brutos de corrente de cada subtipo de canal testado. Pode-se observar que nao
ocorreu efeito na inativagao rapida de nenhum dos canais. Dito isso, o efeito de a-

toxina néo foi observado para o peptideo em estudo (Figuras 31 e 32).

Na,1.1 Nay1.2 Na,1.3

Figura 31. Trago bruto de corrente dos canais de sédio dependentes de voltagem com pré-pulso. Valores de corrente
mdxima. Preto: controle; Vermelho: toxina (concentragdo: 100 nM).
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Na,1.1 Nayl.2 Na,l1.3

Figura 32. Trago bruto de corrente dos canais de sédio dependentes de voltagem sem pré-pulso. Valores de corrente mdxima. Preto:
controle; Vermelho: toxina (concentragdo: 100 nM).
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VI. DISCUSSAO

A variante 11596S possui uma mutagdo na posicdo 1596 do canal Navl.2,
ocorrendo a troca do aminoé&cido isoleucina, com cadeia lateral alifatica e
caracteristica hidrofébica, por uma serina, um aminoacido contendo grupo hidroxila e
hidrofilica, portanto, polar. A variante V1627M possui uma mutacao na posicao 1627
ocorrendo uma troca do aminoé&cido valina por uma metionina. Apesar da metionina
ter menor polaridade quando comparada a serina, este aminoacido pode realizar
ligacbes de hidrogénio com outros sitios acidos, diferentemente da valina, que € um

aminoécido apolar.

Tanto a mudanca de isoleucina para serina quanto a mudanca de valina para
metionina fazem com que as cadeias laterais tenham um heteroatomo (oxigénio na
serina e enxofre na metionina) com pares de elétrons ndo ligantes que podem se
coordenar a outros aminoacidos com carga positiva na cadeia lateral, como lisina e
histidina. Essas interacdes podem se dar com moléculas de 4gua presentes no meio.
Devido a essas possibilidades de ligacdes uma perturbacéo estrutural pode ocorrer

no canal (Figura 33).

@]
HO OH
NH,
Isoleucina Serina
CH; O . 0
e oH HsC™ OH
3 NH,
NH,
Valina Metionina

Figura 33. Estrutura dos aminodcidos isoleucina, serina, valina e metionina.
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Em decorréncia dessas alteracdes, pode haver uma modificacdo na densidade
da nuvem eletrdnica nessas regides onde os aminoacidos foram trocados. Essas
variacbes provavelmente geraram um rearranjo na estrutura tridimensional diferente
do original, alterando assim a cinética do canal Navl.2. Ademais, por estarem
préximas ao segmento S4 (sensor de voltagem) essas perturbacdes podem explicar
as alteracdes na probabilidade de abertura (11596S) e na recuperagdao dos canais
(V1627M) observadas (Figura 34).

Figura 34. Estrutura tridimensional do dominio IV do canal de sédio dependente de voltagem (A) e destaque dos segmentos
S3 e S4 desse dominio (B). Estrutura obtida pelo banco de dados PDB - cddigo 6j8e (Human Navl.2-beta2-KIIIA ternary
complex) e visualizada pelo software Pymol. Posicdo 1596 (vermelho); posigéo 1627 (Roxo) e posi¢do 1650 (Laranja).

Uma hipétese é que a variante 11596S provogue um efeito semelhante ao que
as beta toxinas provocam no DIl. A perturbagdo causada por novas interagbes
estabelecidas pela substituicdo de aminoacidos pode tornar o canal pré-ativado e,
consequentemente, desencadeando sua abertura em voltagens mais
hiperpolarizantes (CESTELE et al., 1998). Ademais, diversos estudos ja demostraram
a influéncia que o DIV possui na inativacdo do canal (BRAKE et al., 2022; CAPES et
al., 2013). Por fim, estudos com as toxinas que atuam no sitio 3 podem auxiliar em
uma possivel explicacédo para a recuperacao da inativacao mais acelerada da variante

V1627M. Essas toxinas atuam no dominio IV fazendo com que o S4-DIV iniba o
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movimento externo do sensor, consequentemente tornando a recuperacdo da
inativacdo mais rapida (HANCK; SHEETS, 2007).

Devido a sua alta expressdo em neurénios glutamatérgicos (SANDERS et al.,
2018; SYRBE et al., 2016), mutacdes no gene SCN2A, que codifica o canal Nav1.2,
associadas a epilepsia estdo geralmente relacionadas a ganho de funcao. Dito isso,
alteragcbes na cinética do canal, como aumento da densidade de corrente,
deslocamento da ativacdo para potenciais mais negativos, deslocamento da
inativacdo para potenciais mais positivos e recuperacdo da inativacdo mais

aceleradamente podem ocorrer (MENEZES et al., 2020).

Com a caracterizacdo da cinética dos canais com as variantes patogénicas
escolhidas pode-se observar que ambas as mutacbes avaliadas apresentaram

cinéticas que geraram ganho de funcéo para o canal (Tabela 10).

Tabela 10. Resumo dos resultados obtidos com a caracterizagdo da cinética dos canais Nav1.2 expressos a partir do plasmideo
pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet sem mutagdo e com as variantes 11596S e V1627M. (*) Possui diferenga estatistica.
Valores entre parénteses: numero de células caracterizadas.

Navl.2 Navl.2 — 11596S Navl.2 —V1627M
Probabilidade -21,47£0,71 mV (4) -24,84+0,51 mV (3)* -25,16+1,39 mV (4)
de abertura na
ativacéo
Steady-State -62,45+1,82mV (5) -56,66+0,90mV (3)* -64,32+1,62mV (4)
inactivation

Recuperacdo da 3,06 £ 0,30 ms (6) 1,92 +0,53ms (4) 1,83 + 0,24 ms (5)*

inativagcao

A variante 11596S alterou a probabilidade de abertura na ativacdo e a
disponibilidade de canais na inativacao e ndo alterou a recuperacéo lenta do canal. A
probabilidade de abertura na ativacdo teve um Vi deslocado para a esquerda em
comparacao a cinética do canal ndo mutado, consequentemente ativando-o em
voltagens menores que o controle. A disponibilidade de canais na inativagao teve seu

V12 deslocada para potenciais mais positivos (para direita), consequentemente
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fazendo com que o canal inative em voltagens maiores. Devido aos parametros de
cinética alterados pela 11596S, células que expressam esse canal mutado terdo um
limiar de disparo menor para a despolarizagcdo e uma duragao maior que o normal. Na
literatura temos exemplos de variantes associadas a epilepsia que alteraram a cinética
do canal nos mesmos parametros. Por exemplo, pode-se citar o trabalho de Schwarz
e colaboradores (2016) com a variante R1882G que demonstrou
eletrofisiologicamente que a mutacdo associada a um paciente com epilepsia alterou
a probabilidade de abertura do canal Navl.2 na ativacdo para potenciais mais
hiperpolarizados (~3,6 mV). Ademais, Scalmani e colaboradores caracterizacdo a
cinética do canal Navl.2 com as variantes R223Q e R1319Q, sendo observada um
deslocamento da probabilidade de abertura na inativacado deslocada positivamente
(~3,5 mV para R223Q e 3,8 mV para R1319Q).

A variante V1627M nao alterou a probabilidade de abertura na ativacdo nem na
inativacdo. Entretanto, acelerou a recuperacao lentas do canal. Com a recuperacao
lenta acelerada, o canal esta apto a despolarizar novamente mais rapidamente em
comparacao ao controle, consequentemente, a frequéncia de potenciais de acdo pode
ser maior caso haja estimulo para isso. Pode-se citar o exemplo o trabalho realizado

por Liao e colaboradores (2010) realizado com a variante M252V.

Em relagdo aos tracos brutos, pode-se observar um aumento das
macrocorrentes para a variante 11596S (Figura 17D), sendo esse efeito possivel de
ser explicado pelo aumento da janela entre a ativacdo e a inativacao,
consequentemente aumentando o intervalo de influxo do ion sddio. Para a variante
V1627M foi observado uma diminuicdo das macrocorrentes (Figura 18D), isso pode
ser explicado devido a relacdo do aumento na frequéncia de despolarizacdo com a
diminuicdo de corrente (CARTER; BEAN, 2009). Contudo, vale ressaltar que, ao
mensurar a amplitude de corrente, temos que levar em consideracdo o tamanho das
células analisadas e a eficiéncia na transfeccdo. Sendo assim, a variacdo de
amplitude entre os tracos pode se dar devido a cinética do canal alterada, porém

também pode ser devido a fatores experimentais.

Novos compostos obtidos a partir de peconhas e venenos também podem se
tornar potenciais alternativas de tratamento. Estudos como de Zhao e colaboradores

(2011), Zhao e colaboradores (2008) e Wang e colaboradores (2001) ja demostraram
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atividade de peptideos do escorpido Mesobuthus martensi Karsch com potencial
antiepilético. O peptideo BmK-AEP demonstrou efeito em um modelo de epilepsia
induzida por lactona coriaria (WANG et al., 2001), o peptideo BmK IT2 demonstrou
atividade antiepilética em convulsdes induzida por pentilenotetrazol (PTZ), reduzindo
a gravidade do estado de mal epilético (ZHAO et al., 2008) e o peptideo BMK AS
demonstrou atividade antiepilética por inibicdo de convulsGes induzidas por PTZ e
reduzindo a gravidade de convulsdes por pilocarpina (ZHAO et al., 2011).

Além do potencial biotecnoldgico, o uso de toxinas de escorpido como
ferramenta pode ser uma alternativa interessante visando a associacao entre as
variantes e os peptideos na cinética do canal. As a-toxinas prolongam a inativagédo
rapida dos canais (GoF) (CAMPOS et al., 2008). Entretanto, essa desaceleracao faz
com que o canal tenda a diminuir a frequéncia de disparos de potenciais de acéo
(LoF), pois demanda mais tempo para estar apto a uma nova despolarizagao. As -
Toxinas alteram a probabilidade de abertura para potenciais mais hiperpolarizados
(GoF) e podem reduzir a macrocorrente (LoF) (MENEZES et al., 2023).

Mata e colaboradores (2018) caracterizaram um peptideo chamado Tfla obtido
do escorpido Tityus fasciolatus na concentracdo de 100 nM. Esse peptideo alterou a
disponibilidade de canais na inativacdo do canal Navl.2 em 5,37 mV para esquerda
(potenciais mais hiperpolarizados) e retardou a recuperacao do canal Navl.2 em 1,48
ms. A aplicacdo da Tfla no canal Nav1.2-11596S e no canal Nav1.2-V1627M pode ser
interessante como uma ferramenta visto que ela pode alterar a cinética deles fazendo
com que a disponibilidade de canais na inativacdo retorne para valores mais proximos
ao canal controle (-62,45 + 1,82 mV) para a variante 11596S (-56,66 + 0,90 mV) e
retarde a recuperacéo lenta para valores similares ao canal sem mutacéo (3,06 + 0,30
ms) para a variante V1627M (1,83 = 0,24 ms). Ademais, o peptideo Tst2 também
demonstrou ser uma possivel ferramenta de estudo, pois retarda a recuperacao da
inativacdo do canal Navl.2 e desloca o Vi da inativagdo para potenciais mais
hiperpolarizados (Tabela 11).
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Tabela 11. Variagdo do V1, da probabilidade de abertura na inativagdo e variagédo do T da recuperagdo lenta do canal apds
aplicagdo da toxina Tfla, Tst2 e apds mutagdo do plasmideo pIR-CMV-SCN2A-Variant-1-IRES-mScarlet com as variantes
11596S e V1627M. (x): Ndo foi adicionado devido a ndo diferenga estatistica entre a variante e o controle.

Tfla Tst2 11596S V1627M
AV1.2 Inativagao (mV) -5,37 -6,79 5,79 X
AT Recuperacéo lenta (ms) 1,48 1,37 X -1,23

Considerando-se a analise da sequéncia precursora da Tst2 e a massa
monoisotopica encontrada, pode-se dizer que a Tst2 possui amidacdo na regido C-
Terminal. Toxinas de escorpibes sdo descritas na literatura por possuirem
modificagbes pos-traducionais (COELHO et al.,, 2014). Possivelmente, essa
modificacdo visa uma melhor atividade biol6gica (maior estabilidade contra agentes

externos e um aumento de toxicidade).

Considerando-se a massa monoisotopica encontrada, ainda ndo é possivel
confirmar que o peptideo em estudo se trata da Tst2. A massa encontrada no artigo
de Batista e colaboradores (2007) é bem proxima da massa molecular média obtida.
Contudo, pelo fato do artigo ndo especificar se a massa descrita se trata da massa
molecular média ou massa monoisotépica, ndo € possivel realizar uma comparacgao
adequada. Entretanto, quando utilizado o software Compass IsotopePattern (Bruker
Daltonics, Alemanha) para calcular a massa monoisotopica teérica da Tst2, observou-
se gue a massa monoisotopica do peptideo em estudo obtida por espectrometria de
massa foi bem similar ao previsto pelo software. Ap6s o sequenciamento parcial, sera

possivel confirmar com maior embasamento.

Apés o alinhamento também pode-se observar que a Tst2 possuia 100% de
identidade com a Ts2. Na literatura, tem-se descrito a atividade da Ts2 como uma
toxina de atividade a e B NaScTxs. Esse peptideo inibe a inativagédo rapida dos canais
Navl.2, Navl.3, Navl.5, Navl.6 e Navl.7 (acdo de a-NaScTxs) e altera a
probabilidade de abertura na ativacdo do canal Navl.3. Ademais, para 0s canais
NaV1.4, NaV1l.8 e DmNaV1 néo foi observado efeito. Contudo, apds a realizacédo da
caracterizacdo do peptideo Tst2 foi observada apenas atividade de [B-toxina
(deslocamento da probabilidade de abertura para potenciais mais hiperpolarizados e
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reducdo da macrocorrente). A maior atividade foi no canal Navl.1l deslocando sua
probabilidade de abertura na ativacdo com pré pulso em 10,34 mV, no canal Navl1.7
deslocando sua probabilidade de abertura na ativacdo sem pré pulso em 13,23 mV e
no canal Navl.4 deslocando sua probabilidade de abertura na inativacdo em 7,76 mV.
Em relacdo a reducdo da macrocorrente, o canal Navl.1 foi 0 mais afetado, tendo
uma reducao de 30% e 25% de sua corrente com e sem pré pulso respectivamente.
Vale ressaltar que a comparacdo entre as caracterizacdes da Ts2 e Tst2 ndo se da
da forma mais adequada possivel, visto que a Ts2 foi caracterizada a 1 uM em Nav
expressos em ovacitos de Xenopus laevis e a Tst2 foi caracterizada a 100 nM em Nav

expressos em células HEK e CHO.

Considerando a estrutura tridimensional das a-toxinas e das B-toxinas, pode-se
observar uma alta conservagao entre 0s grupos. Ambas possuem trés ou quatro folhas
beta antiparalelas e uma alfa-hélice, além de cisteinas conservadas. Ademais, Chen
e colaboradores (2012) demonstraram que existe uma orientagao de ligagdo comum
entre a-NaScTxs e B-NaScTxs. Dito isso, apenas por meio da analise da estrutura
primaria das NaScTxs nédo € possivel fazer a classificagao entre a-toxinas e B-toxinas,
sendo necessaria a caracterizacdo eletrofisioldgica. Discordancias entre a
classificacdo baseada na sequéncia priméria e a baseada na farmacologia ja foram
descritas para outras NaScTxs. O peptideo Cnl2 possui alta percentagem de
identidade com B-toxinas, mas apresenta atividade de a-toxina (DEL RIO-PORTILLA
et al., 2004). Ts17 apresenta alta porcentagem de identidade com a-toxinas, mas
possui atividade de B-toxina (MENEZES et al., 2023). Para a toxina em estudo, pode-
se observar algo parecido, visto que apos o alinhamento pode-se inferir que a Tst2
possuia atividade dupla (tanto a-toxina quanto B-toxina), mas com a caracterizacao

eletrofisioldgica pode-se observar apenas atividade de B-toxina.

O deslocamento da probabilidade de abertura dos canais na ativagcdo e na
inativacao ocorrem devido ao aprisionamento do sensor de voltagem do dominio Il em
um estado pré ativado, consequentemente tornando a abertura do canal mais precoce
(CESTELE et al., 1998). Além disso, ao aprisionar o sensor de voltagem na porgéo
extracelular, alguns canais podem passar do estado fechado diretamente para o
estado inativado. Sendo assim, ao mensurar as macrocorrentes das células (todos os
canais contidos na célula) pode-se observar uma reducédo de amplitude de corrente

(CESTELE et al., 1998). A interagéo das B-NaScTxs se da pela regido farmacoférica,
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uma regiao entre as fitas 2 e 33, a regidao N-groove e a regido C-terminal. Além disso,
as cisteinas sao conservadas (C1-C8, C2-C5, C3-C6, C4-C7), sendo essa uma
caracteristica da NaScTxs (QUINTERO-HERNANDEZ et al., 2013).

B-toxinas de escorpido podem ter atividade nos canais de sodio intensificada
guando protocolo de estimulacao inclui um pré pulso (MORAES et al., 2011), como foi
observado para o peptideo Tz1 obtido do escorpido Tityus zulianus (LEIPOLD et al.,
2006). Dito isso, foram realizados experimentos visando verificar se a atividade da
Tst2 era ampliada nos registros precedidos desse estimulo. Foi observado que a
utilizacdo do pré-pulso ndo alterou a atividade da Tst2. Resultados similares a esse ja
foram descritos em outros trabalhos como Menezes e colaboradores (2023) utilizando

0 peptideo Ts17, e no estudo de Mata e colaboradores (2018) com o peptideo Tfla.

VII. CONCLUSAO

A mutagénese sitio dirigida das variantes 11596S e V1627M foram verificadas por
gel de agarose e apresentaram as trés bandas esperadas no gel. Com isso, as
caracterizacles eletrofisiolégicas de suas cinéticas foram realizadas. Devido aos
cortes nao esperados obtidos apds o tratamento com a enzima de restricdo Hind Il
obtido apds corrida de gel de agarose, a variante L1650P néo foi caracterizada, sendo
necessaria refazer a mutagénese sitio dirigida, além de uma nova confirmacao.
Ademais, a confirmacéo por sequenciamento das variantes 11596S e V1627M foi
realizada pela empresa Exxtend/Omikka.

Com os resultados obtidos, pode-se concluir que as mutacdes no gene SCN2A
associadas a epilepsia estudadas geraram ganho de funcdo para o canal Navl.2,
alterando sua cinética. A variante Nav1.2-11596S teve a probabilidade de abertura do
canal na ativacédo alterada para potenciais mais hiperpolarizados e a probabilidade de
abertura na inativacao alterada para potenciais menos hiperpolarizados. Com isso 0
canal tem uma ativacdo mais cedo e inativacdo mais tardia que o controle,
consequentemente as células que expressam esse canal mutado terdo uma fase de
despolarizagdo mais precoce e com uma duracdo maior que o normal. A variante
V1627M alterou a recuperacao lenta do canal, fazendo com que o Nav1.2-V1627M se
recupere mais rapido que o controle. Para a recuperacéo lenta na variante 11596S e
a probabilidade de abertura tanto na ativagcdo quanto na inativacdo na variante

V1627M nao foram observadas diferencas estatisticas quando estes parametros de
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cinética foram comparados aos do canal sem mutacdo. Dito isso, as células que
expressdo esse canal mutado terdo um periodo refratario menor e consequentemente

estarédo aptos para uma nova despolarizacdo antes do que o canal sem mutacao.

A purificagdo e a avaliagédo eletrofisiolégica do peptideo em estudo, isolado da
peconha do escorpido Tityus stigmurus, foram realizadas. O peptideo apresentou
atividade de B-NaScTxs, sendo sua atividade maior no canal Navl.1 (ativacdo com
pré pulso), no canal Navl.7 (ativacdo sem pré pulso), no canal Navl1.4 (inativacéo) e
no canal Navl.3 (recuperacao lentas dos canais). Todos os subtipos de canal
apresentaram diferenca significativa na ativacdo e na inativacdo. Ja para a
recuperacdo lenta dos canais, apenas o canal Navl.5 ndo apresentou diferenca
significativa. Dito isso, esse deslocamento da probabilidade de abertura se da devido
ao aprisionamento do sensor de voltagem do dominio Il fazendo com que o canal se
torne pré ativado, consequentemente alterando sua probabilidade de abertura para
potenciais mais hiperpolarizados. Para confirmar se o peptideo estudado € a Tst2 o
sequenciamento parcial se faz necessario, contudo a massa monoisotopica

encontrada é similar a esperada para a toxina.

VIII.PERSPECTIVAS

Diante do que foi obtido, a toxina Tst2 ndo seria um bom composto visando a busca
de um novo farmaco para a epilepsia devido a sua atividade, mas pode-se utiliza-la

como uma ferramenta de estudo.

Dentre as perspectivas do trabalho objetiva-se a trabalhar com os peptideos Tst2
e Tfla, ambos na concentracdo de 100 nM, visando avaliar seus efeitos na cinética
dos canais Nav1.2-11596S e Navl.2-V1627M (principalmente nos parametros
alterados pelas variantes). Além disso, realizar novamente a mutagénese sitio dirigida
da variante L1650P e em seguida caracterizar sua cinética, e avaliar o efeito de
farmacos ja comercializados, por exemplo a carbamazepina, nos canais mutados.
Ademais, a avaliacdo estrutural por dinamica molecular se faz interessante visto que
esses resultados podem trazer um maior embasamento estrutural que as variantes
causam no canal Navl.2 e com isso relaciona-las com as alteracdes das cinéticas.
Por fim, realizacdo do sequenciamento parcial do peptideo visando uma confirmacao
de se tratar da Tst2, realizacdo do estudo eletrofisiologico em canais de inseto e a

realizacdo do dicroismo circular.
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