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Breve contextualizacao do projeto e relevancia do tema

Moduladores

Scorpion toxin

PLASMIC MEMBRANE

Efeitos na
excitabilidade
elétrica do sistema
nervoso central e
periférico.

@CNPq

Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico

Fundogdo de Apoic &
Pesquisa do Distrito Federal




Objetivos propostos x realizados

1) Modelar o processo de coevolugdo molecular, afinidade e seletividade em neurotoxinas de escorpido e canais ionicos via novas abordagens de
Teoria da Informagdao, modelagem estatistica e validagao experimental;

2) Identificar sitios de interagdao molecular entre canais ionicos e neuroquimicos em escala atomica e molecular por meio de ancoragem e
simulagées de dinamica molecular;

3) Caracterizar a modulagdo alostérica de canais ionicos por agentes neuroquimicos via novas abordagens tedricas e validacdao experimental.
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Materiais e Métodos

Apesar do desempenho satisfatorio da equipe nas atividades do projeto, as etapas de expressido heteréloga de neurotoxinas e
purificacdo nao tem sido realizadas com éxito frustrando em parte as metas especificas do objetivo (1) relacionadas a obteng¢ao de
proteinas selvagens e mutantes para validagao experimental dos modelos tedricos de interagao toxina e canal. Diante desse
resultado negativo, buscamos expandir a rede de colaboragdes do projeto, incluindo a participacdao dos neurocientistas colaboradores
Fabio Caixeta (LN-UnB), Katarina Ledo (IC-UFRN) e Carlos Pantoja (FAM-UNB) para a realiza¢do de novos experimentos que visam
conectar os eventos microscopicos observados em escala atomica-molecular com alteragées quantificaveis da excitabilidade elétrica
em nivel neuronal e cerebral.

* Uma nova série de experimentos sofisticados no campo da neurociéncia foi iniciada para se testar o acoplamento de anestésicos
gerais e canais ionicos em células neuronais, utilizando-se de injegdes virais in vivo e aquisicao de dados eletrofisioldgicos ex vivo
-> subtracao de sinal eletrofisiologico de superexpressao do canal neuronal Kv1.2 na presenca e auséncia do modulador positivo
sevoflurane e controle negativo propofol

* Experimentos de microscopia para resolucdo temporal e espacial de anestésicos gerais no sistema nervoso central de Zebrafish
por marcacao de calcio;
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Atividades planejadas x realizadas Quadrimestre

ATIVIDADE

Construcdo da rede de interacdes toxina-canal X X X
Identificagdo dos aminoacidos do sitio de interagao X X
toxina-canal

Dinamica Molecular de canais i6nicos e docking com X X X X

anestésicos

Identificagdo de candidatos de sitios de ligagao de X X X X X
anestésicos

Desenho experimental baseado em resultados tedricos X X X X X X X
Clonagem, Expressdo e Produgdo dos moduladores X X X X X

o pe .. eptidicos dos canais idnicos
Dificuldades Técnicas P pep

Purificacdao das proteinas da pegonha dos escorpides X X X X X X

Caracterizagao eletrofisiologica X X X X X X

) Injegdes virais in vivo e aquisicao de dados X X X
Pandemia SARS-COVID P jetrofisiolgicos ex vivo

. Resolugao temporal e espacial de anestésicos gerais no X X X
Pandemia SARS-COVID P sistema nervoso central de Zebrafish

Redacao de artigos cientificos X X X X

Relatério de atividades e apresentagao de resultados X
para agéncia de fomento

Importagao de Equipamento = P Prestacdo de contas X
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Recurso aprovado x gasto

Recursos Liberados

Recursos Gastos

Saldo

Capital 150.000,00 150.000,00 10.688,00 289.312,00°
Custeio 225.000,00 225.000,00 129.085,35 320.914,60™
Bolsa 0,00 0,00 0,00 0,00
Saldo 375.000,00 375.000,00 139.773,35 610.226,65
Data da situagao 05/07/17 28/02/2020 12/04/2021 12/04/2021

*Despesas de capital previstas com importacdo de setup de Eletrofisiologia ja contratada R$ 289.312,00;

“*Despesas previstas com custeio de importagdo RS 75.000,00, com custeio de publicagdes em andamento RS 50.000,00,
com custeio de materiais de consumo e insumos para pesquisa R$ 200.000,00
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Resultados parciais alcancados

Objetivo 1) = Por meio de resolugdo estrutural e ensaios eletrofisiologicos, os peptideos TsAP-2, Stigmurina e analogos foram identificados com
acdo i) antiproliferativa em células cancerigenas, ii) antiparasitaria sobre as formas epimastigota e tripomastigota de T. cruzi; iii) bactericida; iv)
antibiofilme, com maior capacidade em promover a inibicdo da formagdo do biofilme de S. aureus.

*  Subtype Specificity of B-Toxin Tfla from Tityus fasciolatus in Voltage Gated Sodium Channels, Toxins (2018);
* NMR three-dimensional structure of the cationic peptide Stigmurin from Tityus stigmurus scorpion venom: In vitro antioxidant and in vivo
antibacterial and healing activity, Peptides (2021).
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Objetivo 1) - Quantificagao do contetido de informagao evolutiva, coevolutiva e estocastica armazenada em amino acidos envolvidos em
interagdo molecular de proteinas e como tais contetidos de informagdao podem ser utilizados para se predizer interagées a partir de
alinhamentos multiplos de sequéncias.

* Coevolutive, evolutive and stochastic information in protein-protein interactions, Comp and Struct Biotech J (2019);
* Trivial and nontrivial error sources account for misidentification of protein partners in mutual information approaches, Sci Rep (2021).

Os desenvolvimentos tedricos publicados nesses trabalhos permitiu o desenvolvimento de um programa computacional que sera registrado junto a UnB.
Esse programa computacional permitiu resolver modelos de interacdes entre neurotoxinas e canais i6nicos. Com a reconstru¢ao dessa rede de
interacdes, foi possivel determinar um conjunto de pares toxina-VSD que representa a melhor solugao global para o sistema em termos de afinidade e
seletividade. A valida¢do experimental do modelo ainda nao foi realizada em decorréncia de dificuldades técnicas na expressao heterdloga de formas
selvagens e mutantes das neurotoxinas.
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Resultados parciais alcancados

Objetivos 2 e 3) = Anestésicos gerais sao, em sua maioria, moléculas pequenas de baixa solubilidade, o que leva a ocupancias
multiplas dos sitios e dificulta a estimativa das afinidades de ligagdo. Foi necessario, portanto, analisar os calculos de afinidade por
meio de uma formulacdo mecanica estatistica do equilibrio, levando em considerac¢do a influéncia dos multiplos sitios e efeitos de
satura¢ao. Nesse sentido, uma formulagdo tedrica avangada foi feita pelo LBTC-UnB para a descricdo do problema de ligacdo em

termos de macroestados e proje¢des espaciais da densidade de probabilidades do ligante.

B Concentration-Dependent Binding of Small Ligands to Multiple Saturable Sites in Membrane Proteins, Sci Rep (2017).
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Resultados parciais alcancados

Objetivos 2 e 3) - Esse resultado tedrico nos permitiu estabelecer uma formulagao microscépica que pode ser relacionada as
medidas experimentais macroscoépicas. Utilizando a estrutura atomistica do canal de potassio Kvl.2 no estado aberto e fechado
para ancoragem molecular do anestésico geral sevoflurano, resolvemos potenciais sitios de ligagdo no canal. Pela realizacdo de
calculos de perturbagao da energia livre (AFEP) estimamos a afinidade do sevoflurano pelos sitios e constatamos que o anestésico
se liga nos dois estados conformacionais do canal com uma clara preferéncia de ligagdo ao estado aberto do canal explicando o
efeito potenciador do sevoflurano.

B Binding of the general anesthetic sevoflurane to ion channels, Plos Comp Biol (2018).
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Resultados parciais alcancados

Objetivos 2 e 3) > Em continuidade aos desenvolvimentos tedricos, Treptow e colaboradores finalizaram a preparagao de um trabalho cientifico
onde se prop6e uma nova abordagem para a reconstrugao da constante de equilibrio fisiolégica a partir de simula¢des de dinamica molecular em
altas concentracoes. Esse trabalho intitulado “Reconstruction of Dilute Binding Affinities of Small Ligands from High Concentration Molecular
Simulations, PNAS submitted 2021” permitira de forma mais adequada e eficiente estender os nossos estudos para uma variedade maior de
receptores neuronais e moléculas neuroquimicas. Nesse sentido, outro resultado importante além da proposta original se deu justamente na
ampliacao dos nossos estudos para se entender a agao molecular do importante sedativo hipnético Tricloroetanol em canais ionicos, utilizando-se de
simulagdes de Dinamica Molecular e ensaios eletrofisiolégicos. Para isso, um modelo atomico-molecular do Tricloroetanol foi desenvolvido para a
realizagdo de simula¢des de dindmica molecular via metodologia QM/MM. Conjuntamente as simulagdes estruturais, estamos realizando em
colaboragao com a Prof. Elisabeth Schwartz ensaios eletrofisiolégicos para a caracterizacao da agcdao da molécula contra canais neuronais variados.

]

B Kiametis et al., Atomistic Model for Simulations of the Sedative Hypnotic Drug 2,2,2-Trichloroethanol, ACS Omega (2018).
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Objetivos 2 e 3) - Ainda no sentido de estender nossas investigagGes a outros alvos moleculares relevantes, buscamos no decorrer do projeto

entender em escala atomica e molecular o mecanismo de inibicdo da acetilcolinesterase pelo farmaco donepezil, principal droga utilizada para o
tratamento de Alzheimer.

B  Donepezil Inhibits Acetylcholinesterase via Multiple Binding Modes at Room Temperature, J. Chem. Inf. Model. (2020).
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