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RESUMO

Os escorpides, presentes na terra ha cerca de 430 milhdes de anos, possuem na
constituicdo de sua peconha uma mistura altamente complexa de diversos compostos.
Dentre eles estdo as toxinas peptidicas, as quais, entre outros, ligam-se aos canais
de K* e, em todas as identificadas em venenos escorpidnicos até o presente momento,
bloqueiam o efluxo do ion e interferem na comunicacao celular. Os canais de K* estao
presentes em todos 0s seres vivos, sendo que nos humanos desempenham diversos
papéis em processos fisioldgicos, dentre eles na resposta imune. O canal voltagem-
dependente Kv1.3 possui uma funcéo crucial na proliferacédo de linfécitos autoreativos
relacionados com doencas autoimunes, principalmente na esclerose mdltipla, uma vez
gue, nos linfécitos contra a mielina, existe uma expressdo aumentada desses. Uma
vez que o tratamento atualmente utilizado gera uma imunossupressao generalizada,
esse trabalho tem como  objetivo identificar na  peconha  do
escorpido Hadrurus gertschi peptideos candidatos a bloqueadores do canal voltagem-
dependente Kv1.3 como uma nova perspectiva para o tratamento da Esclerose
Multipla. Por meio de analises cromatogréaficas, em HPLC, e de massa molecular, em
espectrometro de massa molecular, foram identificados dois peptideos, os quais, apos
sequenciamento, foram identificados como possivelmente o Hge024 e Hge024c,
peptideos oriundos do percursor HGEO24|Contig2 previamente descrito no
transcritoma da glandula de peconha desse escorpido. Como a diferenca entre eles
consiste somente na auséncia ou presenca de dois residuos de aminoacidos N-
terminais, é provavel que o Hge024c consista de um peptideo gerado apds uma
modificacdo pos-traducional de protedlise sofrida pelo Hge024. Assim, a expressao
de dois peptideos previamente previstos pela analise do transcritoma da glandula de
peconha do escorpidao Hadrurus gertschi foi identificada no presente trabalho. Essas
toxinas, as quais pertencem a subfamilia de bloqueadores de canais de potassio a-
KTx6, representam putativos candidatos no desenvolvimento de novos tratamentos

para a esclerose multipla.

Palavras chave: aKTx6, Hadrurus gertschi, Hge024, Hge024c, esclerose multipla,

toxinas escorpibnicas



ABSTRACT

Scorpions, present in the earth about 430 million years ago, have in the
constitution of their venom a highly complex mixture of several compounds. Among
them are the peptidic toxins, which, among others, bind to the K* channels blocking
the efflux of this ion and interfering in cellular communication. K* channels are present
in all living beings, and they play several roles in physiological processes, among them
in the human immune response. The voltage-dependent Ky1.3 channel has a crucial
role in the proliferation of autoreactive lymphocytes related to autoimmune diseases,
especially in multiple sclerosis, since there is an increased expression of these
channels in lymphocytes against myelin. Since the current treatment generates a
generalized immunosuppression, this work aims to identify in the venom of the
scorpion Hadrurus gertschi peptides candidates for blockers of the voltage-dependent
channel Kv1.3 as a new perspective for the treatment of Multiple Sclerosis. Two
peptides were identified through HPLC and mass spectrometric analysis, which, after
sequencing, were identified as possibly the Hge024 and Hge024c, peptides derived
from the HGE024|Contig2 precursor previously described in the transcriptome of the
venom gland of this scorpion. As the difference between them consists only in the
absence or presence of two N-terminal amino acid residues, it is probable that
Hge024c consists of a peptide generated after a post-translational modification of
Hge024 proteolysis. Thus, through this work the expression of two peptides previously
only predicted by the analysis of the transcriptome in the scorpion Hadrurus gertschi
was identified. These toxins, which belong to the a-KTx6 potassium-channel blocking
subfamily, represent putative candidates in the development of novel treatments for

multiple sclerosis.

Key words: a-KTx6, Hadrurus gertschi, Hge024, Hge024c, multiple sclerosis, scorpion

toxins.
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1. INTRODUCAO
1.1. Toxinas escorpidnicas

1.1.1. Componentes

Incidentes envolvendo escorpionismo representam, em varios paises, um
problema de saude publica. No mundo, € registrado cerca de 1,4 milhdo de picadas
de escorpido por ano, resultando em cerca de 2600 mortes. Apesar de serem
conhecidas 2231 espécies, apenas aproximadamente 30 sdo perigosas para 0S
humanos (PRENDINI, 2011; CHIPPAUX, 2012). Estima-se que a maior incidéncia de
picadas e 6bitos ocorra na Asia e norte da Africa (CHIPPAUX, 2012).

MilhGes de anos de evolucdo e aperfeicoamento da peconha desses animais
levaram a diversificacdo e selecdo de proteinas com atividades enziméticas e
peptideos especificos e seletivos que, em sua maioria, interferem na comunicacéo
celular de suas vitimas levando a diversos efeitos, desde dor local a morte
(SANTIBANEZ-LOPEZ et al, 2015; ORTIZ et al., 2014). Um dos fatores determinantes
para a gravidade do envenenamento é a presenca de neurotoxinas, as quais podem
bloquear ou modificar o funcionamento dos canais i6nicos de células excitaveis,
culminando em uma excitacdo autondmica (QUINTERO-HERNANDEZ et al., 2013;
ORTIZ et al., 2014).

Cada escorpido possui, em sua peconha, uma diversidade propria de
componentes, sendo que eles podem variar, entre as espécies, de 72 a mais de 600
moléculas diferentes (QUINTERO-HERNANDEZ et al., 2013; BATISTA et al., 2007,
OUKKACHE et al., 2008; NEWTON et al., 2007). A peconha compreende uma mistura
altamente complexa de diversos compostos, como enzimas, mucoproteinas,
aminoacidos livres, nucleotideos, aminas, lipideos, componentes heterociclicos, sais
inorganicos e peptideos. Os ultimos, denominados toxinas peptidicas, podem ser
classificadas em peptideos sem pontes dissulfeto (NDBP) e peptideos com pontes
dissulfeto (DBP) (ZENG et al., 2005; QUINTERO-HERNANDEZ et al., 2013); estes
altimos, devido a sua relevancia clinica e acdo farmacoldgica sobre os canais ibnicos,
Sao 0s componentes escorpidnicos mais estudados (ORTIZ et al., 2014).

As toxinas peptidicas que atuam sobre canais de Na* apresentam entre 60 e

76 residuos de aminodacidos e quatro pontes dissulfeto, possuindo maior relevancia



no envenenamento sobre mamiferos, incluindo os humanos. Toxinas que atuam em
canais de K*, Cl e Ca?* possuem na maioria cadeias mais curtas, de 29 a 41 residuos
de aminoécidos, com 3 a 4 pontes dissulfeto, e apresentam papel subsidiario nos
envenenamentos, por meio de agdes sinérgicas (ORTIZ et al., 2014; POSSANI, 2000).

Esses compostos, apés a sintese dos percursores na glandula de peconha do
escorpido, passam por transformacfes para a obtencédo da molécula ativa (MARTIN-
EAUCLEIRE et al., 1922). No processo de maturagdo, o precursor tem o peptideo
sinal N-terminal clivado e, em alguns casos, podem ocorrer outras modificacdes pos-
traducionais, como a remoc¢ao de residuos C-terminais carregados positivamente,
amidacao C-terminal da glicina e conversao da glutamina N-terminal em piroglutamato
(ZENG et al., 2012; PISCIOTTA et al., 2000; BAGDAANY, 2005).

Dentre os componentes peptidicos das peconhas escorpibnicas, 0s principais
encontrados e descritos sdo 0s que, ao se ligarem aos canais de Na*, modificam seu
mecanismo de abertura e 0s que, ao se ligarem aos canais de K*, bloqueiam sua
funcdo (DE LA VEGA & POSSANI, 2004; DE LA VEGA &POSSANI, 2005; TYTGAT
et al, 1999). Além disso, a peconha de escorpido representa a principal fonte de
ligantes de canais de K* (KUZMENKOV et al, 2015).

Entre as toxinas peptidicas, estdo peptideos que apresentam diversas funcoes,
como: atividade antimicrobiana (Hadrurina, de Hadrurus aztecus)(TORRES-LARIOS
et al., 2000), anti-malérica (Scorpina, de Pandinus imperator)(CONDE et al., 2000),
imunomoduladora (Vm24, de Vaejovis mexicanus)(VARGA et al.,, 2012), anti-viral
(Hp1090, de Heterometrus petersii)(Yan et al., 2011) e potencializador de bradicinina
(Peptideo T, de Tityus serrulatus) (FERREIRA et al., 1993;).

Os componentes obtidos das peconhas de animais apresentam inumeras
atividades farmacologicas diferentes e, desta forma, podem ser utilizados como
modelos para o desenvolvimento de novos tratamentos de diversas enfermidades. Um
exemplo é o captopril, um inibidor de enzima conversora de angiotensina derivado de
um peptideo da serpente Bothrops jararaca, e que é utilizado em todo o mundo para
o tratamento de pacientes hipertensos (CAMARGO et al., 2012). Assim sendo, devido
a extensa variedade de componentes presentes na peconha de escorpides, esse
representa um tesouro de putativos produtos farmacéuticos, devendo entdo, serem
estudados e analisados (ORTIZ et al.,2014).



1.1.2. Toxinas bloqueadoras de canais de K*

Existem diversos grupos de ligantes de canais de K*, porém, os trés principais
sao os ions metdlicos, as pequenas moléculas organicas e as toxinas polipeptidicas
(HAGIWARA et al., 1976; ROBERTSON & STEINBERG, 1990; MOCZYDLOWSKI et
al., 1988). Os primeiros, como o Cs*, Ba?*, Cd?*, Pb?*, Co?* e Ni?*, inibem de forma
nao seletiva e em concentragdes milimolares tais canais (WULFF et al., 2009). Os
segundos, como a 4-aminopiridina (4-AP) e tetraetilamdnio (TEA), inibem esses
canais, também em concentracfes milimolares, sem interferir significativamente nos
canais de Ca?* e Na*(SHEN et al., 1994; ZHENG & ZHANG, 1986). J4 as toxinas
polipeptidicas possuem alta seletividade e especificidade e podem atuar em baixas
concentracdes (de pM a uM) (KUZMENKOV et al, 2015; GIANGIACOMO et al, 2004).

Pode-se classificar os ligantes de canais de K* como blogueadores, os quais
se ligam a regido do poro impedindo a passagem do ion, e os moduladores, os quais
se ligam a outras regides afetando as propriedades funcionais do canal (MACKINNON
& MILLER, 1989; SWARTZ, 2007). Entretanto, até o presente momento, todas as
toxinas escorpibnicas descritas com atividade sobre canal de K* sdo do tipo
bloqueadora de poro (KUZMENKOQV et al, 2015).

As toxinas escorpidnicas blogueadoras de canais de K* (KTx’s) afetam de
forma predominante os canais de K* dependentes de voltagem (Kv) e podem ser
classificadas em cinco grupos de acordo com sua estrutura (KUZMENKOV et al,
2015): peptideos com a-hélice e folha-B estabilizadas por pontes dissulfeto (CSap)
(MOUHAT et al., 2004); peptideos com duas a-hélices paralelas conectadas com duas
pontes dissulfeto (CSa/a2(C-C))(SRINIVASAN et al., 2002); peptideos com hélice-
loop-hélice estabilizado com cisteina (CS a/a2) (SAUCEDO et al., 2012); KTx com
dobra do tipo Kunitz-type (CHEN et al., 2012); e Ktx com dobra de né inibidora de
cistina (CHEN et al., 2011).

Os membros do grupo CSaf, os quais sdo 0s mais potentes e abundantes na
peconha de escorpifes apresentam, em sua sequéncia, dois motivos conservados, 0
CXXXXXC e CXC, no qual C representa uma cisteina e X qualquer residuo de
aminoacido (Figura 1) (KUZMENKOQV et al, 2015).
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Hge024 ETLFTANCLDRKDCKKHCKS-KGCKEMKCEQITIKPTWRCLCIMCSK
HsTX1 —-==== ASCRTPKDCADPCRKETGCPYGKCMNR-——--- KCKCNRC--
HgeTx —-—-TGTSCISPKQCTEPCRA-KGCKHGKCMNR-—-—-—-- KCHCMLCL-
Anuroctoxin —-———OKECTGPOHCTNFCRK-NKCTHGKCMNR—-——-—-- KCKCENCK-

FIGURA 1. Alinhamento da sequéncia primaria de toxinas peptidicas bloqueadoras de canais de K*.
Em destaque, encontra-se 0os motivos conservados CXXXXXC e CXC presentes nos peptideos
blogueadores de canais de K*.

Além desses motivos, muitas KTx’s possuem a “diade funcional” que, devido a
sua interacdo com o canal, leva ao bloqueio de fluxo de ions K* (DAUPLAIS et al.,
1997). Essa diade apresenta dois residuos conservados: uma lisina e uma tirosina,
fenilalanina ou leucina (DAUPLAIS et al., 1997, SHAKKOTTAI et al., 2001,
GASPARINI et al., 1998). O residuo de lisina contém uma cadeia lateral positivamente
carregada que entra no poro, em uma regido circundada por quatro residuos de
aspartato ou glutamato carregados negativamente, um de cada subunidade do canal,
e impede o fluxo do ion. J& os outros trés residuos parecem participar da formacéo do
complexo toxina-canal (KUZMENKOV et al 2015). Porém, o modelo dessa interacao
carece de esclarecimentos, uma vez que algumas toxinas, embora ndo possuam tal
diade, apresentam alta afinidade para isoformas especificas de canais de K*
(BATISTA et al., 2002).

As KTx’s com motivo CSaf sao classificadas, de acordo com sua estrutura e
propriedades funcionais, nas familias a-KTx, B-KTx e y-KTx. As B-KTxs possuem,
devido a um fragmento N-terminal linear, cadeias longas com 45 a 68 residuos de
aminoacidos e seis cisteinas na porcdo C-terminal, responsaveis pela formacao de
trés pontes dissulfeto. Ja as y-KTxs, que apresentam atividade seletiva para canais
da familia Kv1.1, possuem de 35 a 45 residuos de aminoacidos com trés a quatro
pontes dissulfeto (DIEGO-GARCIA et al., 2007a; KUZMENKOV et al, 2015).

Considerada a maior familia de KTx’s, com cerca de 160 peptideos contidos
em 31 subfamilias, as a-KTxs possuem de 23 a 42 residuos de aminoacidos e, assim
como as y-KTxs, de trés a quatro pontes dissulfeto (UNIPROT, 2017a; DE LA VEJA
& POSSANI, 2004). Pertencente a essa familia, a Hge024, que teve a sequéncia de
seu precursor, HGE024|Contig2 (Figura 2), descrita por meio da obtencéo e analise
do transcriptoma da glandula de peconha do escorpido H. gertschi, apresenta
residuos de aminoacidos em posi¢des similares aos membros da subfamilia a-KTx6
(Figura 3), sendo assim, classificada como tal (SCHWARTZ et al., 2007).
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A. ATGAATACAAAAGTTGTCTTAATCATGTTGATGATCACTTCAGTGATTCTGGTTGTTGAA
GCAGAAACCCTTTTTACTGCCAATTGCCTCGATCGCAAAGATTGTAAAAAACATTGCAAA
TCTAAAGGATGTAAGGAAATGAAATGCGAGCAAATAATTAAACCAACTTGGCGTTGTCTC
TGTATCATGTGCAGTAAATAAGACACCCTAACAACTCCTTGCAATATTAATATGTACCGG
TGTTAAAAAGAATTGAATAAAGAATATTGTTAGCAAAAAAAAAAAAAAAA

B. MNTKVVLIMLMITSVILVVEAETLFTANCLDRKDCKKHCKSKGCKEMKCEQITIKPTWRCL
CIMCSK

FIGURA 2. Sequéncias do percursor HGE024|Contig2 (A). Sequéncia de cDNA. (B) Sequéncia de
residuos de aminoacidos do transcrito.

Hge024 -ETLFTANCLDRKDCKKHC-KSKGCKEMKCEQITIKPTWRCLCIM-CSK-
HgeTx1 -——-TGTSCISPKQCTEPCRAK-GCKHGKCMN--—--- RKCHCML-CL--
AnurocTx —----- QKECTGPQHCTNFCRKNK-CTHGKCMN—--—--- RKCKCFEN-CK--
OcKTx1 —-——-AEVIKCRTPKDCAGPCRKQTGCPHGKCMN-—-—--- RTCRCNR-C---
OcKTx2 —-—-AEVIKCRTPKDCADPCRKQTGCPHGKCMN—-——-—-- RTCRCNR-C—-—-
OcKTx3 —-—-AEVIKCRTPKDCAGPCRKQTGCPHAKCMN-——-—-- KTCRCHR-C—-—-
OcKTx4 —-—-AEITRCSGTRECYAPCQKLTGCLNAKCMN-—-—--- KACKCYG-CV--
OcKTxb5 —-——-AEVIRCSGSKQCYGPCKQQTGCTNSKCMN-—————— CKCYG-C=—--
Spinoxin ------ IRCSGSRDCYSPCMKQTGCPNAKCIN=-—-—-—- KSCKCYG-C-—-
pil1 === VKCRGTSDCGRPCQQOQTGCPNSKCIN-=——— RMCKCYG-C—-—-
MaurTx  —-—————- VSCTGSKDCYAPCRKQTGCPNAKCIN-——-—- KSCKCYG-C-—-
HsTxl ~  —-—————- ASCRTPKDCADPCRKETGCPYGKCMN———-- RKCKCNR-C——-
Pi4 —-——-IEATRCGGSRDCYRPCQKRTGCPNAKCIN-—-—--- KTCKCYG-CS—-
Pi7 —-—-DEATIRCTGTKDCYIPCRYITGCEFNSRCIN----- KSCKCYG-CT--
IsTx -—-VHTNIPCRGTSDCYEPCEKKTNCARAKCMN-——-—— RHCNCYNNCPW-

FIGURA 3. Alinhamento da toxina Hge024 a outras toxinas pertencentes a subfalimia a-KTx6. Observa-
se que a Hge024 possui identidade em diversos residuos de aminoacidos, em destaque, com 0s
peptideos pertencentes a essa subfamilia.

1.2. Escorpides

Dentre os exemplares mais antigos da classe Arachnida, encontram-se 0s
pertencentes a ordem Scorpiones, a qual esta presente na terra ha aproximadamente
430 milhdes de anos (DUNLOP & SELDEN, 2013; WADDINGTON et al, 2015). Isso
se deve, dentre outros fatores, a producdo de potentes peconhas utilizadas para
protecdo, contra predadores ou concorrentes, e predacao, para paralisar ou matar
suas presas (ORTIZ et al., 2014).

Mesmo mantendo quase inalterados sua morfologia e o plano terrestre, os
membros dessa ordem foram capazes de colonizar diversos ecossistemas, como, por
exemplo, cavernas profundas, altos picos e dunas e desertos com temperaturas
elevadas (BRIGGS, 1987; SANTIBANEZ-LOPEZ, 2014; OCHOA et al., 2011;
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WILLIAMS, 1980; ZEH, 1990). Dessa forma, eles se encontram distribuidos em todo
o globo terrestre, exceto em algumas ilhas oceanicas, regides polares e Antartida
(PRENDINI, 2005a), sendo que a diversidade diminui em areas equatoriais e aumenta
nas subtropicais (ZEH, 1990).

A sistematica e taxonomia dos escorpiées vém mudando, porém, até o ano de
2015, eram reconhecidas 2231 espécies contidas em 208 géneros de 20 familias.
Somente no México, é possivel encontrar, respectivamente, 821 (36%), 38 (18%) e 8
(12%), o que representa 12% da diversidade mundial. Desta forma, a diversidade de
escorpides mexicanos tem sido reconhecida (PRENDINI 2011; SANTIBANEZ-LOPEZ
et al, 2015).

A ordem Scorpiones possui 20 familias, dentre elas a Caraboctonidae
Kraepelin, 1905 (PRENDINI & WHEELER, 2005), que inclui os maiores escorpides da
América do Norte, chegando a 150 mm, e que possui dois géneros, Caraboctonus
(Pocock, 1893) e Hadrurus (Thorell, 1876), sendo que o ultimo contém 8 espécies,
entre as quais, Hadrurus gertschi (Soleglad, 1976) (SANTIBANEZ-LOPEZ et al, 2015;
UNIPROT, 2017b; SOWLEGLAD & FET, 2003).

1.2.1. Hadrurus gertschi

O escorpido Hadrurus gertschi, endémico no México, ocorre
predominantemente no estado de Guerrero, possui habitos subterraneos, vivendo,
assim, em tuneis escavados no solo (SCHWARTZ et al.,, 2007). Essa espécie de
aracnideo nado oferece risco aos humanos, uma vez que 0s escorpides que o fazem
pertencem a familia Buthidae (CHIPPAUX & GOYFFON, 2003; SCHWARTZ et al.,
2007).

Da peconha do H. gertschi ja foram isoladas e identificadas algumas toxinas,
como a HgeTx1, pertencente a subfamilia a-KTx6, uma toxina blogqueadora de canais
de K* do tipo Shaker B, de insetos, e Kv1.3, de mamiferos (SCHWARTZ et al., 2007
SCHWARTZ et al., em elaboracédo). Foi descoberta, também, a Hadrucalcina, um
peptideo com potencial farmacolégico no tratamento de doencas arritmogénicas
devido a sua acéo ativadora sobre receptores de rianodina (SCHWARTZ et al., 2009);
e a Hadrurina, um NDBP que possui atividade antimicrobiana e citolitica sobre, ao
menos, seis cepas bacterianas (TORRES-LARIOS et al., 2000).
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1.3. Canal de K*

Os canais de K*, encontrados em todos os organismos vivos, de bactérias a
animais multicelulares, sdo uma superfamilia de proteinas transmembranicas que
permitem o transporte seletivo de K*, de forma passiva, através da membrana celular
(KUZMENKOV et al.,, 2015). Seus membros desempenham papé€is cruciais em
diversos processos fisiolégicos por meio de regulacdo celular, como, por exemplo, na
frequéncia cardiaca, secrecdo de insulina, excitabilidade neuronal, contracdo do
musculo liso, regulacdo do volume celular, liberacdo de neurotransmissores e
resposta imune (SHIEH et al., 2000).

Conforme a estrutura de suas subunidades, eles podem ser subdivididos, em
humanos, em cinco grupos: canais de K* retificadores internos (Kir), canais de K* de
dois dominios de poros (K2P), canais de K* voltagem-dependentes (Kv) e canais de
K* ativados por Ca?* de condutancias grandes, intermediarias e pequenas (BKCa,
IKCa e SKCa, respectivamente) (KUZMENKOQV et al., 2015).

1.3.1. Canais de K* voltagem-dependente (Ky)

Os canais de K* voltagem-dependentes sédo, nos humanos, os mais abundantes
dentre os 78 canais de K* descritos (IUPHAR/BPS, 2016; GUTMAN et al., 2005).
Sendo que, devido a sua ampla ocorréncia, diversidade funcional e envolvimento em
varios estados patologicos, esses representam um alvo farmacoldgico de grande
relevancia para o desenvolvimento de novos medicamentos (LEWIS & GARCIA, 2003;
KUZMENKOV et al., 2015).

Essas proteinas transmembranicas sdo compostas por subunidades a e j3,
nas quais a primeira determina a estrutura e as principais funcdes e a segunda afeta
a cinética do canal (KUZMENKOQV et al., 2015). Sua estrutura (Figura 4) é formada
por quatro subunidades a, que sdo compostas por 6 segmentos a-hélices (S1 a S6)
conectados por algas intra e extracelulares, com a regido do poro condutor situada
entre S5 e S6 e o0 sensor de voltagem, principalmente, no segmento S4 (SHIEH et
al., 2000; PANYI et al., 2005). Ja a subunidade 3, quando co-expressa, representa
uma proteina citoplasmatica ligada a porcao N-terminal da subunidade a (SHIEH et
al., 2000). NHs*
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FIGURA 4. Canal de K* voltagem-dependente. Representando a subunidade a, os segmentos
transmembranares S1 & 6 (em azul) e a al¢a responsével pela formacédo do poro (P) (em vermelho), e
a subunidade 8 (em laranja). No segmento S4 esta presente o sensor de voltagem, o qual é constituido
por residuos de amino&cidos positivamente carregados, 0os quais sdo responsaveis pela abertura do
poro e a consequente passagem dos ions. (Baseado em SHIEH et al., 2000).

O poro de conducdo do ion (P), que permite um fluxo de K* de 10% a 108
ions/segundo, possui como elementos estruturais principais o filtro de seletividade,
préximo a regiao extracelular, uma cavidade com agua e a porta de ativacdo, voltado
para a regiao intracelular, formada pelo encontro dos segmentos transmembranicos
S6 das quatro subunidades (CORRY et al., 2011; DOYLE et al., 1998). O filtro de
seletividade contém uma sequéncia de assinatura altamente conservada, TTVGYGD,
a qual, por meio dos oxigénios das carbonilas criticamente localizadas, substituem a
camada de 4gua dos ions K*, estabilizando-os, e os conduzindo pelo poro, onde, ao
chegar na cavidade aquosa do canal, sdo reidratados e adentram no citoplasma
(DOYLE et al., 1998; HEGINBOTHAM et al., 1994; MACKINNON, 2003).

J& o sensor de voltagem, essencial para a resposta do Ky as alteracdes no
potencial da membrana, é composto principalmente pelo segmento transmembranico
S4 (KUZMENKOV et al., 2015). Esse possui, aproximadamente, a cada trés posicoes,
lisinas ou argininas, residuos de aminoacidos positivamente carregados, resultando
em um posicionamento espacial regular das cargas positivas no segmento
(MANNUZZU ET AL., 1996). Quando ocorre um aumento no potencial de membrana,
ainda que pequeno, as cargas positivas do S4 de todas as quatro subunidades a
interagem com residuos de aminoacidos préximos, do segmento S5, levando a

alteracdes conformacionais que resultam na abertura do poro e na passagem do ion



15

(SIGWORTH, 1994; BENZANILLA, 2000; ZAGOTTA, 1994; SCHOPPA et al., 1992;
MANNUZZU et al., 1996).

Nos canais Ky ativados, podem ocorrer, no vestibulo externo do poro e na
regido proxima ao S6, dois tipos de inativacao, a rapida, por meio do tipo N, e a lenta,
pelo tipo P/C (DEMO & YELLEN, 1991; HOSHI et al., 1991). No tipo N, o poro &
bloqueado pela regido intracelular por um fragmento N-terminal da subunidade a ainda
com o canal no estado aberto (DEMO & YELLEN, 1991). J& na lenta, decorrente da
despolarizacdo, ocorre um colapso ou constricao do filtro de seletividade por meio de
duas etapas conformacionais sequenciais (LIU et al., 1996, LOOTS & ISACOFF, 1998
DE BIASI et al., 1993, OCLESE et al., 1997, YANG et al., 1997, HARRIS et al., 1998).
Na inativacdo do tipo P, a primeira etapa, ocorre o colapso do filtro de seletividade
levando a uma alteragcdo da permeabilidade ao ion e ao fechamento da extremidade
intracelular do canal (STARKUS et al., 1997). Essa € seguida pelo tipo C, a segunda
etapa, na qual o estado ndo condutor é estabilizado por alteracbes conformacionais

adicionais na regiao do poro e do sensor de voltagem (OCLESE et al., 1997).

1.3.2. Canais Ky1.3

Os canais voltagem-dependentes pertencentes a subfamilia 1.3 (Kv1.3) sdo
expressos no rim, pulmao, cérebro, linfa, medula espinhal e, de forma predominante,
em linfocitos humanos (COETZEE et al., 1999; SHIEH et al., 2000).

Tais canais, ap0s a despolarizacdo da membrana entre -40 e -30mV, abrem-se
rapidamente, seguido de um pequeno incremento na corrente de K* e, ap0s atingir de
-60 a -70mV, uma lenta e prolongada despolarizacdo (PANYI, 2005). Essa inativacao
lenta decorre da auséncia da bola N-terminal responsavel pelo tipo-N, dessa forma,

esse canal € inativado somente pelo mecanismo P/C (PANYI, 2005).

1.4. Linfocitos T
1.4.1. Ativacao dos linfocitos T

Para que a resposta imune ocorra de forma eficiente é indispensavel a
expansao clonal dos linfocitos T (LT) que reconhecem, de forma especifica, o antigeno
imunogénico. Para tanto, € necessaria a interacéo entre o antigeno, que esta acoplado

ao complexo de histocompatibilidade maior (MHC) da célula apresentadora de
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antigeno (APC) e o complexo de receptores TCR/CD3. Essa interacao leva a ativacéo
de diversas vias de sinalizacao transmembranares relacionadas com tirosina-kinases
nao receptoras, as quais desencadeiam diversos processos intracelulares (PANYI,
2005).

Dentre as vias de ativacado envolvidas na proliferacdo dos linfocitos, destaca-se
a via de ativacdo da fosfolipase C-y (PLC-y), a qual cliva o fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato, um fosfolipideo de membrana, em dois compostos, o diacilglicerol e 0 1,4,5-
inositol trifosfato (IP3). O primeiro leva, por meio da proteina kinase 6, a ativagdo da
via da proteina kinase C (PKC), que fosforila diversos substratos citosélicos, ativando
o fator de transcricdo NFkB, o qual desencadeia a transcricdo de genes especificos
(PANYI, 2005).

O IP3, por sua vez, é responsavel pelo aumento da concentracédo de Ca?* livre
no citosol (PANYI, 2005). Esse composto é capaz de ligar-se a receptores especificos
no reticulo endoplasmatico e liberar o estoque intracelular de Ca?* no interior do LT
(LEWIS, 2001). Uma vez que a reserva do ion se extingue, sdo ativados canais idnicos
de membrana especificos para Ca?*, o canal de Ca?* ativado por liberagéo de célcio
(CRACQC), o qual levara ao influxo do ion e ao aumento de sua concentracéo intracelular
(ZWEIFACH & LEWIS, 1993). Com o incremento da quantidade do ion, ele liga-se a
calmodulina, formando o complexo calmodulina-Ca?*, o qual ativa a calcineurina
fosfatase dependente de calmodulina-Ca?*, que desfosforila o fator de transcricdo NF-
AT. Esse, ao se acumular no nucleo, liga-se ao promotor génico da interleucina-2 (IL-
2), a qual é transcrita e leva a proliferacdo do LT mesmo na auséncia do antigeno
(Figura 5) (PANYI, 2005).

Porém, para que ocorra o influxo de Ca?* através do CRAC e a consequente
indugcédo da expanséo clonal do LT, & necessaria a manutencdo do potencial de
membrana. Uma vez que, apds abertos, a corrente de ions através do CRAC é
determinada pela forca do gradiente eletroquimico, de forma que a magnitude do
influxo sera influenciada pelo potencial da membrana (ZWEIFACH & LEWIS, 1993).
Assim sendo, para que a forca eletromotriz seja mantida e a concentracéo intracelular
de Ca?* aumente, a despolarizacdo causada pela entrada do ion através do CRAC
deve ser neutralizada pela saida de céations por meio de canais de K* (Figura 5)
(CAHALAN et al., 2001; PANYI, 2004).
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FIGURA 5. Vias de sinalizacdo para ativagéo do Linfocito T. No qual, através da castacata de
fosforilagcao e consequente sinalizagéo celular gerada pela ligacdo do complexo antigeno-MHC ao
receptor TCR/CD3, ativa-se os canais CRAC na membrana do linfécito, levando ao influxo de Ca2*, o
qual liga-se a calmodulina, que ativa a enzima fosfatase dependente de calmodulina, ativa o fator de
transcricdo NF-AT e leva a expresséo dos genes da IL-2 e a proliferacéo celular. Porém, para que o
influxo do cation seja mantido, é necessario manter o potencial de membrana, para isso, séo ativados
os canais de K*, IKCal e Ky1.3, através dos quais ocorre o efluxo de K*, mantendo a manutengéo do
influxo de Ca2* e a decorrente ativagéo dos linfocitos. (Baseado em PANYI, 2005)

Devido a relagdo entre a magnitude da corrente de Ca?* pelo CRAC e a
manutencdo do potencial de membrana pelo canal de K*, a proliferacdo dos LT é
passivel de interferéncia farmacolégica por meio de moléculas que interajam com 0s
canais de K* (PANY]I, 2005).

Dois canais sdo responsaveis pela determinacdo do potencial de membrana
dos linfécitos T, o canal de K* voltagem-dependente 1.3 (Kv1.3) e o canal de K* ativado
por Ca2* 1 (IKCal) (GRISSMER et al., 1993; MATTESON & DEUTSCH, 1984; DE
COURSEY et al., 1984).

Entretanto, a contribuicdo de cada canal difere entre subtipo e estado de
ativacdo do LT, sendo que, no estado de repouso dessas células, o controle sobre a
condutancia de K* é realizado pelo Kvl1.3, uma vez que Sao expressos
aproximadamente de 200 a 300 canais por célula em contraste com os menos de 30

de IKCal (PANYI, 2004; CAHALAN et al., 2001; PANYI, 2005).
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Apoés a ativacao do LT pela APC, o fenétipo de canais idnicos € alterado de
forma que a expresséo de IKCal aumenta para cerca de 500 canais por célula e o de

Kv1.3 é alterado em menor magnitude, apenas 1,5 vezes (GHANSHANI et al., 2000).

1.4.2. Fendtipos diferenciados na expressao de canais de K* em LT

A descoberta de um novo subtipo de linfécito T, a célula efetora de memaria
(TEM), a qual esta relacionada com o desenvolvimento de doengas autoimunes,
impactou de forma significante os estudos de seletividade e afinidade de inibidores de
Kvl.3 (WULFF et al., 2003).

Isso se deve a diferenca no fenotipo de canais de K* no TEM e nas células
naive e efetoras centrais (TCM). O primeiro, como ndo necessita se dirigir aos 0rgaos
linfoides para ser ativado pela APC, é responsavel pela execucédo de funcdes efetoras
imediatas em Orgdos periféricos por meio da citotoxicidade imediata e liberagdo de
citocinas (WULFF et al., 2003; PANYI, 2005). J4 a segunda e a terceira, as quais
necessitam de ativacdo em érgaos linfoides, séo, respectivamente, células ainda néo-
ativadas pela APC e células estagnadas em estagios intermediarios anteriores a TEM
(SALLUSTO et al., 2004).

Os LT naives e TCMs, apds ativacao pelo antigeno, apresentam o fenétipo de
Kv1.3 baixo e IKCal alto, uma vez que ocorre um aumento mais significativo da
expressao de IKCal, para mais de 30000 canais por célula, e um baixo aumento de
Kv1.3. Em contrapartida, o fenétipo apresentado pelas TEM possui caracteristicas
opostas, Kv1.3 alto e IKCal baixo, uma vez que ocorre um incremento elevado da
expressédo de Kv1.3 na membrana, para cerca 1500 canais por célula, e a manutencéo

da expresséo de IKCal, o qual se mantem constante (WULFF et al., 2003).

1.4.3. Blogueadores de Kv1.3 e imunossupressao

Em 1984, Decousey e colaboradores propuseram que os canais voltalgem-
dependentes seriam alvos para a imunossupressao, uma vez que a 4-aminopiridina,
uma bloqueadora de Ky, inibiu a proliferacdo de LT e a secrecdo de IL-2 (DE
COURSEY etal., 1984; SHEN et al., 1994). Por meio da analise posterior da atividade

da margatoxina, uma toxina escorpionica bloqueadora de Ky1.3, essa hipdtese foi
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confirmada, uma vez que ela foi capaz de suprimir uma resposta imune in vivo, a
hipersensibilidade do tipo tardio (KOO et al., 1997).

Além disso, ja foi descrito que a despolarizacdo causada pelos bloqueadores
de Kv1.3 diminui o influxo de Ca?* e inibe a proliferacdo dos LT, assim como gera
imunossupressao in vivo (CAHALAN & CHANDY, 1997).

Nos ultimos anos, varios estudos foram dedicados ao assunto, nos quais foi
demonstrada a melhora nos sintomas de doencas autoimunes em modelos animais
experimentais e a atividade de prevencédo de reacdo de hipersensibilidade tardia
(BEETON et al., 2001a, 2001b, 2006; VALVERDE et al., 2004).

Da peconha de escorpides, ja foram isolados diversos peptideos com potente
atividade bloqueadora de canais Kv1.3 (SHIEH et al., 2000), como a Vm24, que possui
atividade em concentragdes na ordem de picomolar (Kd de 2,9 pM) (VARGA et al.,
2012). Essa toxina, em concentracfes picomolares, foi capaz de atenuar as reacdes
de hipersensibilidade tardias in vivo e inibir a sinalizacédo por Ca?* e a proliferacdo de
LT humanos in vitro. Assim sendo, esse peptideo representa um potencial composto
para a terapéutica de esclerose multipla, artrite reumatoide, psoriase, diabetes do tipo
1, entre outras doencas autoimunes mediadas por LT (VARGA et al., 2012).

Dessa forma, as toxinas peptidicas escorpidnicas demonstram-se promissoras
para o desenvolvimento de biofarmacos com o objetivo de tratar doencas autoimunes
(QUINTERO-HERNANDEZ, 2013).

1.5. Esclerose multipla
1.5.1. ADoenca

Encontrada em 2,3 milhdes de pessoas, em todas as regibes do mundo, a
Esclerose Mdltipla (EM), uma doenca autoimune que afeta o sistema nervoso central
(SNC), possui a maior prevaléncia dentre as deficiéncias neurolégicas, chegando, em
alguns locais, a 120 casos a cada 100.000 pessoas (GHASEMI et al., 2016;
HOLLOMAN et al., 2013; MULTIPLE SCLEROSIS INTERNATIONAL FEDERATION,
2013). Além disso, ela acomete com maior frequéncia as mulheres (KHAN et al.,
2008).

Essa enfermidade decorre de infiltragdes focais de LT e macrofagos e da morte
de oligodendrécitos, as quais levam a destruicdo da bainha de mielina e a formacao
de zonas multifocais de inflamacdo (LOMA & HEYMAN, 2011). A partir desse



20

processo, desenvolvem-se placas de células inflamatoérias e seus produtos no SNC,
morte de astroglia e axdnios transeccionados e dismielinizados tanto na massa
cinzenta quanto na branca (COMPSTON & COLES, 2002). Consequentemente, tais
lesbes podem prejudicar as transmissdes nervosas, desencadeando uma disfuncao
neuronal, como problemas emocionais, distdrbios visuais, fadiga, ataxia e defeitos
autondémicos e sensoriais (COMPSTON & COLES, 2002).

Uma vez que essa doenca pode afetar qualquer regido cerebral, os seus
sintomas neuroldgicos sao incertos, imprevisiveis e vastos (GHASEMI et al., 2016).
Alguns dos sintomas primarios mais comuns sdo distarbios sensoriais, como
dorméncia e prurido, disfuncéo intestinal e urinaria, deficiéncia cognitiva e emocional,
como depresséo, dificuldade de andar, problemas de visdo, tonturas e problemas
sexuais. Ja os secundarios sdo depressao, complicacdes psicolégicas e sociais,
inatividade, imobilidade e infeccBes do trato urinario. Os terciarios, por sua vez,
consistem em implicagcbes sociais, depressdo e complicacbes profissionais e
psicoldgicas (GELFAND et al., 2014).

1.5.2. Patogénese

A patogénese da EM ainda ndo foi completamente elucidada, entretanto, a
proposta aceita atualmente indica que essa doenca afeta individuos com
predisposi¢cado genética que foram afetados por algum patégeno (KENEALY et al,
2003).

A combinacdo da predisposicdo genética com influéncias ambientais
representa um importante papel do desenvolvimento da EM (GHASEMI et al., 2016).
Dentre os fatores ambientais, pode-se citar a exposicdo a radiacdo UV, habito de
fumar, dieta, deficiéncia de vitamina e exposicdo a virus e bactérias, como o Epstein
Barr, Herpesvirus Humano tipo 6 e Micoplasma pneumoniae (SLOKA et al., 2011,
O’GORMAN et al., 2014; ZHANG et al., 2000; BAARNHIELM et al., 2014; FUJINAMI
et al., 2006; SPEER, 2013).

Os agentes exdégenos podem conter antigenos nucleares homologos
estruturalmente aos componentes da bainha de mielina, de forma que as células
imunitarias sao ativadas e decorre-se as lesdes (GHASEMI et al., 2016).

Muitos estudos propdem que as células T auxiliares (Th), os LT CD4+,

desempenham um papel crucial na iniciagdo e progressdo da EM (KASPER &
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SHOEMAKER, 2010). As moléculas associadas aos agentes externos ligam-se a
receptores tipo toll em APCs e levam a producao de interleucinas especificas (IL-12,
23 e 4). Essas, por sua vez, induzem a diferenciagcdo do LT CD4+ em Thl, Th2 ou
Th17, as quais liberar&o citocinas especificas (KASPER & SHOEMAKER, 2010).

A célula Th1 produz interferon gama (IFNy) e fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), que representam citocinas pro-inflamatorias importantes tanto para a
resposta imune inata quanto para a adaptativa (SCHOENBORN & WILSON, 2007).
Além disso, essas citocinas sdo capazes de promover a inflamacgédo por meio da
supressdo da diferenciacdo da Th2, uma célula que secreta citocinas anti-
inflamatérias, IL-4 e 13 (SCHOENBORN & WILSON, 2007; ZHU & PAUL, 2008;
MINTY et al., 1993). Jaa Th17, assim como a Th1l, produz citocinas pro-inflamatérias,
como a IL-17, 21, 22 e 26 (OUYANG et al., 2008).

Outros fatores podem estar presentes na patogénese da EM, como o linfocito
B (LB), o qual libera fator de crescimento transformante beta (TGF-B) e TNF-q,
citocinas que promovem a inflamacgéo. Além disso, essa célula também produz a IL-
10, uma molécula antiinflamatéria, de forma que o LB apresenta impactos positivos e
negativos sobre desenvolvimento da doenca (DUDDY et al., 2007).

Os LT CD8+, os quais ja foram encontrados em lesGes de EM, levam a
supressdo e inativacdo de LT CD4+, destruicdo das células da glia, aumento da
permeabilidade vascular e morte de oligodendrdcitos, a qual prejudica a reparacao e
sintese da bainha de mielina (KOUCHAKI et al., 2014; KASPER & SHOEMAKER,
2010).

Além disso, funcionalmente, os LT especificos de mielina encontrados em
lesdes de EM consistem em TEM terminalmente diferenciados (KIVISAKK et al.,
2004). Wulff e colaboradores, em 2003, demonstraram que, sobre estimulacdo aguda
in vitro com o antigeno da mielina, o TEM reativo a mielina isolado de pacientes
portadores da EM apresentam a expressdo de Ky1.3 seletivamente aumentada,
levando ao fenotipo Kv1.3 alto e IKCal baixo (WULFF et al., 2003).

Beeton e colaboradores, em 2003, proporcionaram importantes correlacdes
entre a expressao de canais ibnicos em TEM e a patogénese da EM. A primeira delas
mostra que, por meio do estimulo com antigenos irrelevantes (insulina, ovoalbumina
ou mitdégenos convencionais), os LT de pacientes portadores da EM n&o expressaram
o fenadtipo Kv1.3 alto e IKCal baixo. J& na segunda delas, os LT short-term ativados

pelo antigeno de mielina expressam uma quantidade significativamente mais elevada
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de Kv1.3 que as células de controles saudaveis. Na terceira, por sua vez, células TEM
de controle saudaveis adquiriram tal fendétipo ao serem estimuladas repetidamente (7
a 10 vezes) por antigenos mielinicos. Na ultima, em um modelo de rato para a EM, o
de encefalomielite autoimune experimental (EAE), foram encontradas células T com
fendtipo semelhante ao acima citado (BEETON et al., 2001a, BEETON et al., 2001b).

1.5.3. Tratamento

O tratamento hoje preconizado (GHASEMI et al.,2017) para a fase inicial da EM
€ baseado em farmacos modificadores da doenca, como o interferon-3 e o acetato de
glatiramer (DE ANDRES, et al., 2007; HAAS et al.,2009). Seu objetivo € o alivio dos
sintomas, uma vez que esse nao é capaz de inibir a neurodegereracdo em curso
(KHAN et al., 2008).

Entretanto, os medicamentos atualmente utilizados, ao invés de regular
especificamente as células imunitarias alvo, suprimem a resposta imune de forma
geral. Tal propriedade acarreta o desenvolvimento de infecgdes oportunistas e, como
consequéncia, complicacdes para os pacientes (AHMED & TERUNA, 2012).

No Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas da Esclerose Mdltipla, publicado
pelo Ministério da Saude, sdo recomendados sete farmacos (BRASIL, 2015):

e Beta interferona e Glantiramer: Consistem em imunomoduladores utilizados
como um dos farmacos de primeira escolha. Esses agentes podem
amenizar a sintomatica da doenca ao inibirem a ativacdo de células
imunitarias, diminuirem a producéo de citocinas proinflamatérias, induzirem
a secrecdo de citocinas antiinflamatorias, reduzirem a atividade de
metaloproteases de matriz e aumentar a expressao de Foxp3 em Treg
CD4+ e CD25+ (COMI et al., 2012; SINGER et al., 2012; KHAN et al., 2013;
DHIB-JALBUT & MARKS, 2009; RACKE et al., 2009).

e Azitioprima: Um imunossupressor, & utilizado quando ha problema de
adesao com as vias parenterais (CASETTA et al., 2007).

e Mitoxantrona: Um corticoesterdide que vém caindo em deuso devido ao seu
baixo perfil de seguranca.

e Natalizumabe: Indicado nos casos de falha terapéutica com os farmacos de
primeira escolha (GOODMAN et al., 2009).
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e Fingolimode: Utilizado quando o paciente estd com surto incapacitante em
tratamento com o0s medicamentos de primeira escolha e possui
contraindicacdo para o uso do natalizumabe.

e Metilpredinizolona: Farmaco de escolha para o tratamento do surto com
duracéo de tratamento de 3 a 5 dias.

Além dos medicamentos preconizados pelo Ministério da Saude, podem ser
utilizados também o metotrexato, o qual reduz a inflamacdo (GRAY et al., 2004); a
ciclofosfamida, a qual aumenta as células Th2 (LAMANTIA et al.,, 2009;) e o
micofenolato, que inibe a migracdo e ativacdo das células imunitarias pela barreira
hematoencefalica (VOLLMER et al., 2009).

Breland e Currier, em 1983, observaram que as picadas de escorpido possuiam
a capacidade de inibir o desenvolvimento da EM (BRELAND & CURRIER., 1983).
Posteriormente, apdés a elucidagcdo de alguns mecanismos moleculares dessa
enfermidade, foi proposta, como agentes terapéuticos da EM, a utilizacdo dos
bloqueadores de canais de K* presentes nas peconhas de animais (CASTANEDA et
al., 1995; LEWIS & GARCIA., 2003).

Dessa forma, bloqueadores especificos de canais Kv1.3 representam um
potencial terapéutico para o tratamento da EM ao inibirem, de forma seletiva, a
proliferacdo dos TEM sem afetar as dos linfécitos naive e TCM, uma vez que ocorre,
nesses ultimos, uma regulacao positiva da expressao de IKCal (WULFF et al., 2003;
GHANSHANI et al., 2000).

Como as toxinas especificas para esse canal apresentam a vantagem de inibir
seletivamente a proliferacdo das células envolvidas nas reacfes autoimunes sem
comprometer a resposta imune normal, elas representam um imunossupressor ideal
(PANYI, 2005).

Além disso, diversos estudos tém demonstrado as vantagens de utilizar essa
estratégia de tratamento para a EM. Beeton e colaboradores observaram que,
utilizando inibidores seletivos de Kv1.3, os quais ndo apresentaram toxicidade, os
sintomas da encefalomielite autoimune experimental (EME) foram melhorados de
forma significativa (BEETON et al., 2001a, BEETON et al., 2001b, BEETON et al.,
2005). Esses dados permitem a insercdo de tais moléculas em uma posi¢do de
prestigio no campo de aplicagBes clinicas da imunossupresséo seletiva (PANYI,
2005).
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A partir da toxina ShK, da anémona do mar Stichodactyla helianthus, foram
desenvolvidos diversos bloqueadores de Kv1.3, nos quais foram obtidos os maiores
avancos, uma vez que o ShK-186 ja foi testado em ensaios clinicos de fase | (CHI et
al., 2012; PENNINGTON et al., 2009; BEETON et al., 2011).

Além disso, algumas toxinas escorpidnicas, como MgTx, OSK1 e ChTX e seus
derivados estdo em estudo e representam promissores candidatos para o tratamento
em modelos de doencas auto-imunes (MOUHAT et al., 2005; KOO et al., 1997,
LEONARD et al., 1992).

Dessa forma, devido a caréncia de tratamentos para EM que apresentem
efeitos adversos menos significativos e eficacia ideal, € necessario o empenho para a
prospeccdo e desenvolvimento de novos farmacos com o intuito de melhorar a

qualidade de vida dos pacientes que convivem com a doenca.
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2. JUSTIFICATIVA

A esclerose multipla consiste em uma doenga autoimune do sistema nervoso
central. Os farmacos utilizados como tratamento para tal enfermidade suprimem a
resposta imune de forma geral ao invés de regular somente as células imunitarias
especificas envolvidas na fisiologia da doenca, o que leva a infecces oportunistas e,
consequentemente, a complicacdes. Dessa forma, é necesséario desenvolver novos
tratamentos eficazes contra a doenca, porém, que ndo gerem imunossupressao
generalizada.

As peconhas de escorpido compostas por misturas complexas de diversos
componentes, dentre 0s quais se encontram os peptideos neuroativos, que modulam
a permeabilidade da membrana celular aos ions Na*, K*, Cl-ou Ca** afetando, assim,
a comunicacao celular. Comunicacdo esta necessaria para a resposta imune, em
especial as autoimunes, podendo, desta forma, serem utilizados como pilotos no

desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de doencas autoimunes.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Identificar na peconha do escorpido Hadrurus gertschi peptideos candidatos a
blogueadores do canal dependente de voltagem Ky1.3 como uma nova perspectiva
para o tratamento da Esclerose Multipla.

3.2. Objetivo Especifico

Identificar e purificar na peconha do escorpido H. gertschi os peptideos
oriundos do percursor HGE024|Contig2;
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4. METODOLOGIA

4.1. Fracionamento e purificacdo dos peptideos por meio de RP-HPLC

A purificagéo dos peptideos foi realizada por meio de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiencia em Fase Reversa — RP-HPLC (Shimadzu LC 20-AD), composto por
duas bombas (modelo LC 20-AT), uma interface de conecc¢ao (CBM-20A), um injetor
automético (modelo 9SIL-20AD) e forno (modelo CTO-20AS), acoplados a um
detector espectrofotométrico (modelo SPD-20A). A deteccao foi realizada a 216 e
280nm. Como fase estacionaria foi utilizada uma coluna analitica de fase
reversa Phenomenex C18 Synergi Fusion-RP (250 x 4,60 mm, particula de 4 um, poro
de 80 A). As fases moveis consistiram em agua deionizada (A) (Mili-Q®) e acetonitrila
(B) (VETEC®) acrescidos de acido trifluoroacético (Sigma-Aldrich®) a 0,12% e 0,1%,
respectivamente. O gradiente de cada método, realizado a um fluxo constante de

1mL/min, esta descrito na tabela 1.

TABELA 1.Métodos utilizados no processo de fracionamento e purificacdo dos peptideos por meio de
RP-HPLC.

Tempo (min) | % A % B
Cromatografia 1 (CM1)

0 100 0
60 40 60
Recromatografia A (RCM A)

0 95 5
5 85 15
65 70 30
70 50 50
Recromatografia B (RCM B)

0 95 5
12 83 17
42 68 32
44 5 95
Recromatografia C (RCM C)

0 95 5
10 80 20
30 75 25
35 0 100
Recromatografia D (RCM D)

0 95 5
10 77,5 22,5
30 72,5 27,5
35 0 100
Recromatografia E (RCM E)
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0 100 0
10 90 10
20 85 15
25 85 15
65 75 25
Recromatografia F (RCM F)
0 100 0
10 90 10
24 83 17
29 83 17
49 73 27
59 63 37
Recromatografia G (RCM G)
0 100 0
5 80 20
15 80 20
67 70 30

4.2. Espectrometria de massa molecular

Os espectros de massa molecular (MS e MS/MS) foram adquiridos utilizando o
equipamento MALDI Autoflex Speed TOF/TOF (Bruker Daltronics) operado no modo
positivo refletivo. Uma mistura de peptideos foi empregada na calibracdo externa do
espectrometro (Peptide Calibration Standard Ill, Bruker Daltonics, Bremen, Germany).
O equipamento foi controlado utilizando o software Flex Control versdo 3.4 e as
analises foram realizadas utilizando o software Flex Analysis (versdo 3.4 Build 76,
Bruker Daltonics). O célculo das massas moleculares tedricas foi realizado utilizando

o software Isotope Parttern (verséo 3.4 Build 76, Bruker Daltonics).
4.2.1. Analises de massa molecular dos peptideos

As andlises foram realizadas a partir de um volume correspondente a 1 uL do
peptideo purificado, na molaridade de 30 pM (solucéo contendo 5% de acetonitrila em
agua), misturado a 3 uL de uma solugao de a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA).
A mistura foi adicionada em duplicata diretamente na placa MALDI target plate MTP
Ground Steel.
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4.2.2. Sequenciamento dos peptideos

Espectros de fragmentacdo (MS/MS) foram adquiridos visando o
sequenciamento de peptideos. A fragmentacdo dos ions precursores foi realizada por
ISD. As analises foram realizadas a partir de um volume correspondente a 2 uL do
peptideo purificado, na molaridade de 30 pM (solugéo contendo 5% de acetonitrila em

agua), misturado a 2 uL de uma solucao de 1,5-diaminonaftaleno (DAN).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Obtencao dos peptideos putativos oriundos do percursor HGE024

A sequéncia do percursor HGEO024|Contig2 (SCHWARTZ et al.,2007),
encontrado no transcritoma da glandula de peconha do escorpidao H. gertschi, foi
analisada por meio do servidor SignalP 4.1 (Technical University of Denmark) com o
objetivo de prever a sequéncia dos residuos de amino&cidos dos putativos peptideos
maduros. A partir de tal andlise foram obtidas as duas sequéncias mais provaveis
(Figura 6), a Hge024 e Hge024c, as quais tiveram as suas massas moleculares[M+H]*

calculadas em 5.271,53Da e 5.041,44 Da, respectivamente.

A.
Percursor HGE024|Contig2
MNTKVVLIMLMITSVILVVEAETLFTANCLDRKDCKKHCKSKGCKEMKCEQIIKPTWRCLCIMCSK
Peptideo maduro Hge024
ETLFTANCLDRKDCKKHCKSKGCKEMKCEQIIKPTWRCLCIMCSK
Peptideo maduro Hge024c
LFTANCLDRKDCKKHCKSKGCKEMKCEQIIKPTWRCLCIMCSK

B. - —
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00 _\||||||||\|H\|HH|\|HH|| T
MNTKVVLIMLMITSV I LVVEAET LFTANCLDR KDC KKHC KS KGC KEMKC EQ | | KFTWRCLC I MCS K
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Posicao

FIGURA 6. Previsdo do peptideo maduro a partir do percursor HGE024|Contig2. (A) Sequéncia de
residuos de aminoacidos do percursor e dos putativos peptideos Hge024 e Hge024c. (B) Grafico da
previsdo de clivagem do peptideo sinal em peptideo maduro, a partir do qual pode-se obervar dois
possiveis pontos de clivagem, o primeiro entre a alanina (21° posi¢éo) e o acido glutamico (23° posigao)
e entre a treonina (24° posicédo) e a leucina (25° posic¢ao), levando assim a perdade do peptideo sinal
MNTKVVLIMLMITSVILVVEA e MNTKVVLIMLMITSVILVVEAET respectivamente. Sendo que o escore
C indica o local de clivagem, no qual ocorre um pico apos o peptideo clivado, o S indica o peptideo
sinal, o qual diminui no peptideo maduro, e 0 Y, uma combinagédo do C e S, indica uma melhor predi¢cao
da clivagem do peptideo sinal e producédo do peptideo maduro, no qual ocorre um pico no local de
clivagem.
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A partir desses dados, iniciou-se a busca pela massa molecular dos peptideos

Hge024 e Hge024c na peconha bruta do escorpido Hadrurus gertschi.

Foram realizadas diversas cromatografias no método CM 1 (Figura 7), as quais
permitiram o fracionamento da peconha por meio da coleta do material em intervalos
de 10 minutos, nos pools 1, 2, 3, 4, 5, 6. As fracdes coletadas foram analisadas,
posteriormente, em espectrometro de massa molecular do tipo MALDI-TOF TOF
(Bruker), sendo que no espectro obtido a partir do pool 3 foi observado um
componente de massa molecular [M+H]* de aproximadamente 5.044Da (Figura 8).
Como nos outros pools nao foi encontrada nenhuma massa molecular semelhante a

massa molecular tedrica de interesse, foi dada continuidade a investigacdo somente

com o pool 3.
mvVv %
32504 i i T 7 : -
1 1 I I ! 1 95.0
1 1 1 1 1 1 ’
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1 1 1 1 1 1
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FIGURA 7. Cromatograma obtido apds fracionamento por meio de RP-HPLC da pec¢onha bruta de H.
gertschi. Foram coletadas as fragdes em intervalos de 10 minutos, gerando os pools de 1 & 6.
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FIGURA 8. Espectro de massa molecular obtido por meio da analise ((M+H*]) do pool 3. E possivel
observar, no dltimo pico, uma massa molecular de 5.044,917Da, a qual se aproxima & massa
molecular de um dos peptideos de interesse.

Com 5 mg do pool 3 a foram realizadas quatro corridas cromatogréaficas no

método RCM A, a partir da qual foram coletadas todas as fracdes, sendo que as

tltimas oito fracdes majoritarias (Tabela 2 e Figura 9) foram purificadas por meio do
método RCM B (Figura 10 e 11).

TABELA 2. Relacdo das fracdes de interesse obtidas apos fracionamento por meio de RP-HPLC da
peconha bruta de H. gertschi (Figura 7).

N° da fragao 1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo de
Retencdo (TR) | 35,832 | 40,727 | 43,006 | 44,951 | 48,210 | 50,087 | 51,265 | 68,432
(em min)
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FIGURA 9. Recromatografia 1, obtida apés o fracionamento por meio de RP-HPLC do pool 3 da
peconha do H. gertschi. Sendo que as uUltimas oito fra¢cdes foram nomeadas como fragdo de 1 a 8 para

posterior purificacéo.

mV(x100)

[Detector A Ch1:216nm
7.04

6.0+
5.0
4.04
3.0
2.0

1.04

0.0

26.676

B.Conc.(Method)

00

‘5‘0‘

100

150

200

250

300

B \_ 70
min

FIGURA 10. Recromatografia 2, obtida apés o fracionamento por meio de RP-HPLC da fragdo n® 1.
Através dessa foi obtida a fragdo n°® 1.1.
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FIGURA 11. Recromatografia 3, obtida apds o fracionamento por meio de RP-HPLC da fragdo n® 7.
Através dessa foi obtida a fragdo n°® 7.1.

ApoOs essa etapa, foram analisadas as massas moleculares presentes nas
fracbes majoritarias obtidas apos fracionamento cromatografico das cromatografias
de n° 1 a 8. Foram encontradas nas fracoes n°1.1 (Figura 12), com tempo de retencéo
(TR) de 25,836min, e, na 7.1 (Figura 13), com TR de 31,511min, as massas

moleculares [M+H]* de aproximadamente 5.292 e 5.042Da.

A partir da fragdo 1.1 foi realizada uma cromatografia com o método RCM C,
da qual foi obtida uma fragéo, a 1.2 (Figura 14) com massa molecular, dentre outras,
de 5292 Da. Ja na 7.1, foi utilizado o método RCM D, que resultou em uma fracao, a
7.2 (Figura 15), com massa molecular [M+H]* de 5.042 Da, porém, ainda ndo estava
pura. Dessa forma, foram necessarios mais passos de cromatograficos por meio de
RP-HPLC.
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FIGURA 12. Recromatografia 4, obtida apds o fracionamento por meio de RP-HPLC da fragdo n°® 1.1.
Através dessa foi obtida a fragdo n°® 1.2.
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FIGURA 13. Recromatografia 5, obtida apés o fracionamento por meio de RP-HPLC da fracdo n° 7.1.
Através dessa foi obtida a fragdo n® 7.2.

Foi realizada, entdo, a corrida cromatografica da fragdo n° 1.2 pelo método
RCM E, obtendo-se um peptideo, a fracdo 1.3 (TR = 47,258min), com massa
molecular da dupla carga [M+2H]* de 2.645,014Da, a qual corresponde a massa
molecular [M+H]* de 5.288,028Da (Figura 14). Ja a fracdo 7.2, a0 passar por uma
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cromatografia no método RCM F, foi purificada, revelando a n°7.3 (TR = 47,412 min),
com massa molecular da dupla carga [M+2H]* 2.522,966Da, que corresponde ao
valor, em [M+H]*, de 5.043,932Da (Figura 15).
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FIGURA 14. (A) Recromatografia 6, obtida apos a purificacdo por meio de RP-HPLC da fracdo n° 1.2.
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Através dessa foi obtida a fracdo n° 1.3. (B) Espectro de massa molecular obtido através da analise
([M+H*]) da fracdo n° 1.3 com ampliac&o da regi&o de [M+2H]*. E possivel observar, na regido de
[M+2H]*, uma massa molecular de 2.645,014Da, a qual corresponde a massa molecular [M+H]* de
5.288,028Da, que se aproxima a um dos peptideos de interesse.
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FIGURA 15. (A) Recromatografia 7, obtida apés a purificagao por meio de RP-HPLC da fragao n° 7.2.
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Através dessa foi obtida a fracdo n° 7.3. (B) Espectro de massa molecular obtido através da analise
([M+H*]) da fracdo n° 7.3 com ampliacdo da regido de [M+2H]*. E possivel observar, na regido de
[M+2H]*, uma massa molecular de 2.522,966Da, a qual corresponde a massa molecular [M+H]* de
5.043,932Da, que se aproxima a um dos peptideos de interesse.

Estas etapas cromatograficas revelaram a presenca de dois peptideos que,
possivelmente, poderiam ser os componentes de interesse, a Hge024 e Hge024c.
Dessa forma, foi realizada a purificacao de tais compostos do pool 3 que restou, cerca
de 7mg. Foram realizadas seis corridas cromatograficas pelo método CM 1, a partir
das quais foram obtidas as mesmas fracGes da primeira etapa, as n° 1 - 8. Porém, o
perfil cromatogréfico (Figura 16) se apresentou levemente diferente, com uma

resolucdo menor, o que acarretou em um procedimento diferenciado.
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FIGURA 16 Recromatografia 8, obtida ap6s a purificacdo por meio de RP-HPLC do pool 3. Através

dessa foram obtidas as fra¢des n° (2)1 e (1)7.

Para purificar a fragdo (2)7 foi utilizado, inicialmente o método RCM A, o qual
gerou a n° (2)7.1 (TR = 19,329 min) (Figura 17). A purificacdo dessa, por meio do
método RCM G, levou a amostra (2)7.2, a qual é a mistura das fracbes com TR de
26,614 e 27,336 min (Figura 18).
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FIGURA 17. Recromatografia 9, obtida apés a purificagdo por meio de RP-HPLC da fragdo n° (2)7.
Através dessa foi obtida a fragédo n° (2)7.1.
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FIGURA 18. Recromatografia 10, obtida ap6s a purificacdo por meio de RP-HPLC da fragéo n° (2)7.1.
Através dessa foi obtida a amostra n° (2)7.2, a qual corresponde as fracdes com TR de 26,614 e 27,336
min.




40

A partir da amostra (2)7.2, foi realizada uma cromatografia com o método RCM
G, porém, como o0 aquecimento a temperatura de 40°C. Essa levou a obtencao da
fragcdo n° (2)7.3 (Figura 19), a qual, ainda ndo estava pura. Dessa forma, ela foi
submetida a uma ultima separacdo cromatografica, com o método RCM F, que gerou
a fracdo (2)7.4, com massa molecular [M+2H]* 2.522,659Da, que corresponde ao
valor em [M+H]* de 5.043,318Da (Figura 20).

Infelizmente, devido a uma falha no injetor, o material da fracdo (2)1.1 foi
perdido em sua totalidade, dessa forma, o peptideo putativo Hge024, ou seja, o de

5.290Da, foi obtido somente na primeira etapa da purificacdo da peconha bruta.
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FIGURA 19. Recromatografia 11, obtida apds a purificacdo por meio de RP-HPLC da fragéo n° (2)7.2.

Através dessa foi obtida a fragédo n® (2)7.3.
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FIGURA 20. (A) Recromatografia 12, obtida apo6s a purificagdo por meio de RP-HPLC da fragdo n°
(2)7.3. Através dessa foi obtida a fragdo n° (2)7.4. (B) Espectro de massa molecular obtido por meio da
analise ([M+H*]) da fragdo n° (2)7.4 com ampliacdo da regido de [M+2H]*. E possivel observar, na
regido de [M+2H]*, uma massa molecular de 2.522,659Da, a qual corresponde a massa molecular

[M+H]* de 5.043,318Da, que se aproxima a um dos peptideos de interesse.

s
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5.2. Sequenciamento dos peptideos purificados

Apbs a purificacdo dos peptideos correspondentes as fragées 1.3, 7.3 e (2)7.4,
das recromatografias 6, 7 e 12, respectivamente, observou-se que os dois ultimos
possuiam a mesma massa molecular. Entdo esses foram unidos previamente ao
sequenciamento dos residuos de aminoacidos, formando a amostra de peptideo

classificada como 7.5. Sendo que foram obtidas 17,4455ug do 1.3 e 35,253ug do 7.5.

Inicialmente, para realizar o sequenciamento dos peptideos 1.3 e 7.5, foi
utilizado o método por ISD. Os espectros obtidos revelaram fragmentos da sequéncia
com 12 e 14 residuos de aminoacidos respectivamene. Sendo que, no 1.3 (Figura 21),
representam cerca de 26% dos residuos e 25% da massa molecular do peptideo
Hge024 e, no 7.5 (Figura 22), cerca de 34% dos residuos e 35% da massa molecular

do peptideo Hge024c.
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FIGURA 21. (A) Sequéncia obtida por meio da analise em MALDI/TOFTOF em DAN do peptideo 1.3.
(B) Sequéncia do peptideo 1.3 ajustada (em destaque os pontos de ajuste). (C) Espectro de massa
molecular obtido através da analise ((M+H*]) do peptideo 1.3 com ampliacéo da regido correspondente
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a sequéncia dos resideuos de aminoécidos. E possivel observar, na regido ampliada, os residuos
obtidos.
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FIGURA 22. (A) Sequéncia obtida através da anélise em MALDI/TOFTOF em DAN do peptideo 7.5. (B)
Sequéncia do peptideo 7.5 ajustada (em destaque os pontos de ajuste). (C) Espectro de massa
molecular obtido através da analise ((M+H*]) do peptideo 7.5 com ampliacéo da regido correspondente
a sequéncia dos resideuos de aminoacidos. E possivel observar, na regido ampliada, os residuos
obtidos.

Embora existam duas falhas nos sequenciamentos, a indeterminagéo entre
residuos de lisina e glutamina no 1.3 e 7.5 e a leitura incorreta da lisina e acido

glutdmico no 7.5, essas sao justificaveis e passiveis de correcao.

A primeira decorre da resolucdo do espectrbmetro de massa molecular
utilizado, o qual é ineficaz para distinguir a diferengca de aproximadamente 0,05 Da
que existe entre a lisina (128,09496Da) e a glutamina (129,04259Da) no peptideo 1.3

e 7.5, dessa forma, o sinal emitido por suas massas moleculares pode ser interpretado
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tanto de um quanto de outro. Ja4 o segundo, por sua vez, se deve a resolucéo limitada
do equipamento e ao sinal de valor reduzido gerado no final do sequenciamento, o
que levou a leitura de 0,94763Da do &cido glutmico como pertencente a lisina,
gerando um residuo com aproximadamente 128Da seguido de um de 129Da, sendo
que a leitura correta seria de 129 e 128Da, correspondendo a uma lisina e um acido

glutéamico.

Devido a identidade observada no sequenciamento de parte dos residuos de
aminoacidos (Figura 23) e a semelhanca nos valores das massas moleculares
tedricas e experimentais encontradas (Tabela 3), propbe-se que os peptideos 1.3 e
7.5 correspondam, respectivamente, aos peptideos Hge024 e Hge024c, previstos
como putativos peptideos maduros oriundos do percursor HGE024|Contig2.

A.  Hge024 ETLFTANCLDRKDCKKHCKSKGCKEMKCEQTI IKPTWRCLCIMCSK
Peptideol.3 ——————-——-- KDCKKHCKSKGCKEM-———=——————————————
B.  Hge024c --LFTANCLDRKDCKKHCKSKGCKEMKCEQT IKPTWRCLCIMCSK
Peptideo7.5 ~  —-—-————-- RKDCKKHCKSKGCK-—=———=—=—————————————

Figura 23 — Alinhamento da sequéncia de residuos de aminoacidos dos peptideos teéricos e dos
fragmentos sequenciados. (A) Alinhamento da sequéncia do peptideo Hge024 e 1.3. E possivel
observar a identidade entre eles na sequéncia KDCKKHCKSKGCKEM, destacada em amarelo. (B)
Alinhamento da sequéncia do peptideo Hge024c e 7.5, nesse caso, observa-se a identidade entre eles
através da sequéncia RKDCKKHCKSKGCK, destacada em verde.

Tabela 3 — Relagdo das massas moleculares [M+H]* teédricas, de interesse, e experimentais,
encontradas, dos peptideos oxidados. Pode-se observar uma diferenca de 16,498 e 1,878Da, entre o
peptideo Hge024 e 1,3 e o0 Hge024c e 7.5.

Peptideo Massa molecular [M+H]*
Hge024 (tedrico) 5271,53Da
1.3 (experimental) 5288,028Da
Hge024c (tedrico) 5041,44Da
7.5 (experimental) 5043,318Da

Porém, uma vez que foi encontrada uma diferenca significativa de 16,498Da
[M+H]*, entre 0 Hge024 e o0 1.3, e 1,878Da [M+H]*, entre o Hge024c e 7.5, ndo se
pode afirmar categoricamente que os peptideos encontrados de fato correspondam
aos derivados do percursor HGEO024|Contig2. No caso do putativo Hge024, essa

diferenca pode decorrer de uma oxidacdo da metionina (+16 Da) e o restante,
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0,498Da, de erro de calibracdo do equipamento, o qual levou a uma afericdo imprecisa
dos parametros. Dessa forma, deve-se apronfundar a investigacao das sequéncias de

residuos de aminoacidos para maior elucidacdo e confirmagéo dessas.

Assim sendo, pode-se observar que foram encontrados, na peconha bruta do
escorpido H. gertschi, dois peptideos semelhantes, os quais podem consistir no
Hge024 e o Hge024c, que diferem somente na presenca e auséncia de dois residuos

N-terminais, um &cido glutdmico e uma treonina.

As modificacbes pos-traducionais (MPT) do tipo protedlise aparentam ser
comuns em pecgonhas escorpidnicas, estando presentes em diversas espécies, como
no Hadrurus gertschi, no qual acredita-se que o peptideo HgeScplpl é processado
em dois tipos de peptideos maduros (DIEGO-GARCIA et al., 2007b). J& no Tityus
serrulatus, ocorre uma MPT na Hypotensina-1, a partir da qual foram descritos 45
peptideos fragmentados (VERANO-BRAGA et al., 2013), na proteina Pape (RATES
et al.,, 2008) e na TsTSK-B (PIMENTA et al., 2001). Na peconha do escorpido
Orthochirus scrobicosus, por sua vez, foi observado um peptideo oriundo da MPT da
toxina Osl-1 (KOZLOV, S et al., 2000).

Ainda que a relevancia biologica das modificacdes péds-traducionais ndo tenha
sido completamente compreendida, supde-se que a protedlise dos peptideos possua
0 objetivo de aumentar a variedade de toxinas na peconha, como consequéncia,
aumenta-se a quantidade de alvos moleculares e dos seus mecanismos de acao
(VERANO-BRAGA et al., 2013).

Assim sendo, descontadas as adi¢cdes ocasionadas pela oxidacdo da metionina
e amidacéo C-terminal, considerando-se que a diferenca de massa molecular [M+H]*
entre o peptideo 1.3 e 7.4, de 229,71Da, semelha-se a soma das massas moleculares
do &cido glutdmico com a treonina, 230,091Da, e que o resultado da previsdo da
clivagem do peptideo sinal obtida pelo SignalP 4.1 indica um ponto de clivagem entre
a treonina (24° posicédo na sequécia) e leucina (25° posicado na sequécia), pode-se
propor que o peptideo Hge024 tenha sido submetido a uma MPT do tipo protedlise,

levando a um derivado com sequéncia reduzida, o Hge024c.
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CONCLUSAO

A partir da peconha bruta do escorpido Hadrurus gertschi foi encontrada, no pool
3, um composto de massa molecular experimental semelhante a massa molecular
tedrica de um putativo peptideo maduro oriundo do precursor HGE024|Contig2;
Por meio da purificacdo do pool 3 foi possivel a obtencéo de dois peptideos, 1.3 e
7.5, de massas moleculares [M+H]* de 5.288,028 e 5.043,381Da,
respectivamente;

Foi realizado o sequenciamento de um fragmento de cada um dos peptideos
purificados, os quais corresponderam a aproximadamente 30% da sequéncia de
residuos de aminoacidos e da massa molecular teérica dos peptideos Hge024 e
Hge024c, respectivamente;

Devido a identidade das sequéncias e das massas moleculares teoricas e
experimentais, € possivel propor que os peptideos purificados, 1.3 e 7.5,
consistem nos Hge024 e Hge024c;

Como a diferenca entre as sequéncias teéricas do Hge024 e Hge024c consiste na
presenca, no primeiro, de dois residuos N-terminais adicionais, pode-se propor
gue o Hge024c resulte de uma modificacdo pods-traducional de proteédlise do
Hge024,

Devido a diferenca encontrada entre as massas moleculares teérica e
experimental em ambos os peptideos1.3 e 7.5, sugere-se o aprofundamento do
estudo de suas sequéncias com o intuido de elucida-las e confirma-las;

Por fim, deve-se avaliar a atividade bloqueadora dos peptideos encontrados sobre
linfécitos humanos com o intuito de examinar a possibilidade de que esses venham

a se tornar candidatos a um novo tratamento para a esclerose multipla.
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