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RESUMO

A intoxicacdo alimentar representa uma grande preocupacao para a saude publica e,
em sua maioria, é causada por agentes desconhecidos. A intoxicagdo alimentar por
ingestao de peixe se destaca, principalmente, pela ampla variedade de substancias
potencialmente toxicas. Neste cerne, tetrodotoxina (TTX) e maduramicina
representam substancias com elevada patogenicidade, cuja intoxicagdo apresenta
expressivo grau de morbimortalidade. Diante desse contexto, métodos répidos e
sensiveis para a deteccdo e quantificacdo dessas substancias tornam-se cada vez
mais necessarios. Portanto, o presente estudo tem como objetivo utilizar um
biossensor baseado em nanoporo proteico para a deteccdo de maduramicina e
tetrodotoxina. Foram utilizadas duas abordagens: i) experimental, utilizando o
nanoporo da alfatoxina inserido em bicamada lipidica plana como elemento de
reconhecimento molecular para a deteccdo estocastica das substancias; seguida por
uma ii) abordagem computacional, visando compreender a interag&o entre as toxinas
e 0 nanoporo. Os resultados experimentais apontam que, para ambas as substancias,
o perfil de bloqueio da corrente apresenta-se diferente. Para o TTX, 0s eventos de
bloqueio apresentam maior tempo de residéncia (cerca de duas vezes maior) em
comparacao aos eventos induzidos pela maduramicina, como também apresentam
maior variedade de amplitudes de bloqueio, com até trés niveis. Os dados obtidos nas
analises in silico, por meio de docagem molecular, indicam maior energia de interacao
no complexo toxina-nanoporo para a maduramicina, que pode estar relacionado ao
seu elevado peso molecular, propiciando maior quantidade de interactes de Van der
Waals. Além disso, os dados computacionais revelam ainda que o TTX interage com
0 nanoporo da alfatoxina através dos mesmos tipos de intera¢des intermoleculares
gue ocorrem entre o0 TTX e o canal de sédio. O nanoporo foi capaz de detectar
concentracdes na ordem de pM para ambas as toxinas, apresentando-se como uma

ferramenta promissora para a deteccao e quantificacdo dessas substancias.

Palavras-chave: Tetrodotoxina; Maduramicina; Nanoporo; Alfatoxina.



ABSTRACT

Food poisoning represents a major concern for public health and is mostly caused by
unknown agents. Food poisoning by eating fish stands out mainly for the wide variety
of potentially toxic substances. In this core, tetrodotoxin (TTX) andduramycin represent
substances with high pathogenicity, whose intoxication presents a significant degree
of morbidity and mortality. Given this context, fast and sensitive methods for the
detection and quantification of these substances become increasingly necessary.
Therefore, the present study aims to use a biosensor based on a protein nanopore for
the detection of Maduromycin and Tetrodotoxin. Two approaches were used: i)
experimental, using the alphatoxin nanopore inserted in a flat lipid bilayer as a
molecular recognition element for the stochastic detection of substances; followed by
a ii) computational approach, aiming to understand the interaction between the toxins
and the nanopore. The experimental results indicate that, for both substances, the
current blocking profile is different. For TTX, the blocking events have a longer
residence time (about twice as long) compared to the events induced byduramycin, as
well as presenting a greater variety of blocking amplitudes, with up to three levels. The
data obtained from the in silico analyses, through molecular docking, indicate a higher
interaction energy in the toxin-nanopore complex for madeiramycin, which may be
related to its high molecular weight, providing a greater number of Van der Waals
interactions. Furthermore, the computational data further reveal that TTX interacts with
the alphatoxin nanopore through the same types of intermolecular interactions that
occur between TTX and the sodium channel. The nanopore was able to detect
concentrations in the order of uM for both toxins, presenting itself as a promising tool

for the detection and quantification of these substances.

Keywords: Tetrodotoxin; Maduramicin; Nanopore; Alphatoxin.
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1 INTRODUCAO

Fontes de proteina animal sdo comumente utilizadas para suprir as
necessidades energéticas da dieta. Por sua vez, o consumo de pescados em todo o
mundo vem crescendo bastante devido as suas vantagens em relacdo a carne de
origem bovina. Dados apontam que o comércio internacional movimentou cerca de
US$ 175 bilhdes no ano de 2022, além disso em solo brasileiro a piscicultura atingiu
a receita com de cerca de R$ 9 bilhdes neste mesmo ano, com uma producao de
860.355 toneladas de peixes, em especial a espécie tilapia, ocupando o quarto lugar
do ranking de maior produtor mundial (ONU, 2021).

Entre os beneficios, se destacam a prevencdo de doencas cardiovasculares,

melhora da memoria, reducéo de inflamacgéo, além do alto teor de acidos graxos como
o 6mega-3, que sdo considerados essenciais, pois ndo sao sintetizados pelo
organismo. Contudo, tanto a carne quanto o peixe sdo alimentos considerados
pereciveis e suscetiveis a contaminacéo (Rashid et al., 2021).
Uma das causas mais comuns de morbimortalidade no mundo é a intoxicacao
alimentar, causada principalmente pelo consumo de alimentos e agua contaminados,
provenientes de fungos, bactérias, protozoarios, virus ou por suas respectivas toxinas.
Quando patogénicas, essas toxinas sdo capazes de causar doencas ao hospedeiro
(Melo et al., 2018).

Nos ultimos anos, 0s crescentes casos de intoxicacdo por substancias
marinhas vém chamando bastante atencdo no cenéario internacional, sobretudo por
surtos observados em humanos de novas toxinas antes nao avaliadas e que, por sua
vez, apresentam fortes riscos para a saude da populacdo (Pinto; Pereira; Pereira,
2022; Carvalho et al., 2021).

O crescente aumento de microalgas no meio aquatico e sua proliferacdo de
maneira abrupta, gera ameaca tanto para os humanos quanto para a vida selvagem
como um todo. Animais que se alimentam dessas espécies de algas, e as armazenam
no seu trato digestivo, possuem uma maior concentracdo de biotoxinas, que sao
produzidas por microalgas e bactérias, podendo se acumular em seres bivalves e
outros animais marinhos (Murk et al., 2019).

As toxinas marinhas mais frequentemente identificadas possuem mecanismos
de acdo diretamente relacionados a uma interagdo com 0s canais idnicos de

membranas excitaveis, como & o caso da tetrodotoxina, uma das toxinas mais letais.



Além desta, ainda sdo apontadas as toxinas inibidoras de fosfatase proteica e a
maduramicina que é um contaminante de ambientes aquaticos gerado pela acao
antropica. Trata-se de antibidtico utilizado na avicultura, despejado de maneira
inadequada em aquiferos e potencialmente relacionada a doengas graves em seres
humanos, como a Sindrome de Haff (Neves, 2015; Gao et al., 2020).

Diversos métodos analiticos quimicos e biolégicos sdo empregados para
detectar e quantificar as toxinas marinhas. No entanto, limitagcées como deteccao de
um anico analito por vez, reacdo cruzadas, entre outros, de métodos considerados
como referéncia para a deteccao dessas substancias, constata-se uma grande busca
por novas metodologias com elevada sensibilidade, baixo custo e rapidez (Ye et al.,
2020).

Nesse contexto, 0 biossensoriamento estocastico via nanoporo proteico
individual se destaca como um método alternativo de andlise de biotoxinas. Visto que,
esta técnica se baseia na deteccdo de moléculas unitarias, bem como, apresenta
capacidade multianalitica e deteccdo em tempo real (Silva et al., 2023; Silva Junior et
al., 2019).

Além disso, foram realizadas simula¢des de atracamento molecular com o uso
do Dockthor, que por sua vez, € um método que prevé os modos de ligacao e afinidade
entre um receptor e um ligante. Portanto, tal método auxilia no rastreamento de
moléculas para complementar testes farmacoldgicos, além de reduzir os custos de

uma pesquisa (Fan; Fu; Zhang, 2019).

2 OBJETIVOS

Geral

Desenvolver um método analitico baseado no nanoporo proteico individual da
alfatoxina para deteccao de Tetrodotoxina e maduramicina causadoras de intoxicagao

alimentar associadas ao consumo de peixes
Especificos
e Montagem da bicamada lipidica e obtencdo dos registros de corrente

(“assinaturas digitais”) da tetrodotoxina e da maduramicina na solugao de KCI
4 M;
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e Avaliar parametros eletrofisiologicos da tetrodotoxina e maduramicina no
nanoporo proteico individual da alfatoxina na presenca de KCI 4 M;

e Avaliar a frequéncia de eventos diante da alteracdo na concentracdo de

tetrodotoxina e maduramicina no nanoporo da alfatoxina;

e Determinar os modos de ligag&o e as energias de interacéo da tetrodotoxina e
da maduramicina com o nanoporo da alfatoxina, por meio de simulagbes de

atracamento molecular.

3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 INTOXICACAO ALIMENTAR ASSOCIADA AO CONSUMO DE PEIXE

Apesar de apresentar numeros expressivos no que diz respeito ao quantitativo
de casos e de mortes, a intoxicacao alimentar é causada, em sua grande maioria, por
agentes desconhecidos, ainda que nos ultimos 20 anos tenham sido observados
avancos na identificacdo de novos agentes (Nelson, 2016).

A intoxicacdo ocorre geralmente pela presenca, no alimento, de bactérias,
fungos, virus ou de toxinas oriundas desses micro-organismos, bem como de
substancias quimicas capazes de causar doencas, como mercurio, derivados toxicos
de antibioticos e pesticidas. Além disso, a propria espécie que serviu de alimento pode
ser capaz de produzir toxinas naturais potencialmente perigosas, como ocorre em
algumas espécies de peixes e vegetais. A caracterizacdo da intoxicacao alimentar se
sucede clinicamente por dois fatores: a presenca de manifestagbes clinicas
semelhantes em mais de um individuo exposto ao alimento suspeito e a investigacdo
laboratorial ou epidemioldgica relacionada a um agente especifico de fonte alimentar
(Al-mamun et al., 2018).

Apesar de diversos tipos de alimentos estarem relacionados a intoxicacao
alimentar, o pescado é considerado um alimento de alta digestibilidade e procura pelo
valor nutricional agregado. No entanto, pela sua prépria composicao, é um dos mais
pereciveis, necessitando de atencdo quanto a manipulacdo, desde a captura até o
consumo ou industrializacdo. Outro fator importante relacionado a intoxicagdo por
pescados é a presenca de biotoxinas produzidas pelo proprio animal ou adquiridas

por ele. Este é o caso das microalgas produtoras de toxinas, que contaminam 0s
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peixes herbivoros e contaminam predadores, na maioria das vezes o homem (Neves,
2015).

Em 2021, a morte de uma médica veterinéria, de 31 anos, vitima da Sindrome
(ou Doencga) de Haff, ou doenca da urina preta, em Pernambuco, acendeu a discusséo
sobre a intoxicacdo alimentar causada pelo consumo de peixes. Trata-se de uma
doenca causada pela ingestdo de peixe contaminado com biotoxinas que podem ser
letais, a depender de fatores imunoldgicos, tipo de toxina ingerida, tempo entre sinais
e sintomas, intervencdo médica e quantidade de toxina ingerida. Entre os sintomas,
destacam-se: urina escura; mialgia; e rabdomidlise (inchaco e destruicdo do musculo
esquelético, com risco de insuficiéncia renal aguda) nas primeiras 24 horas apos a
ingestao do peixe (Pebmed, 2021; Bandeira et al., 2017).

Na Sindrome de Haff, apesar de ndo haver consenso sobre como o peixe é
contaminado, alguns estudos apontam que biotoxinas causadoras da doenca podem
ser provenientes de algas contaminadas consumidas pelo animal. Entre estas toxinas,
destacam-se a palitoxina e a maduramicina, sendo este Gltimo um antibiotico utilizado
no controle de doencas na industria avicola, que contamina ambientes aquaticos e se
acumula em algumas espécies de peixes. Surtos dessa doenca ja foram registrados
em estados como Bahia, Sdo Paulo e no Amazonas. Surtos também ja foram
registrados em diversos paises como China, Japao e Estados Unidos (Bandeira et al.,
2017; Guo et al., 2018; Almeida et al., 2019).

No Brasil, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento, € o 6rgao
responsavel pela fiscalizacdo e regulamentacdo da utilizacdo de anticoccidianos.
Porém com a producgédo elevada de animais, desenvolve-se uma enorme quantidade
de excreta, 0 que acaba ocasionando iniumeros problemas de armazenamento,
manejo, distribuicdo e consequentemente poluicdo ambiental. Além disso, os rejeitos
gerados na avicultura podem chegar ao solo principalmente pela aplicacdo da excreta
animal como fertilizante (EMBRAPA, 2012).

Além disso, os 6rgédos fiscalizadores brasileiros estdo em conformidade as
normas de cunho internacional, e anualmente utilizam compostos monitorados, com
guantidades adequadas para que se possa evitar contaminacbes em ambientes

aguaticos e garantir o consumo humano e animal (EMBRAPA, 2012).
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3.2 BIOTOXINAS MARINHAS E MADURAMICINA

3.2.1 Tetrodotoxina

Descoberta no ano de 1909 por Yoshizumi Tahara, a tetrodotoxina (TTX) € um
composto de guanidina heterociclica solivel em agua, estavel em solucdes 4cidas e
que ndo é inibida no calor. Até o presente momento, 30 anélogos estruturais foram
evidenciados com diferentes graus de toxicidade. Como observado na Figural,a TTX
possui um baixo peso molecular (FM = C11H17N3Og; PM = 319,1 g/mol) (Katikou et al.,
2022).

Figura 1 — Estrutura quimica da tetrodotoxina

FM = C41H17N30s o
PM = 319,1 g/mol

OH
Fonte: Adaptado de Ye et al. (2020).

A TTX é conhecida como a toxina do peixe do género Colomesus spp.,
popularmente conhecido como Baiacu, que € comumente consumida como uma
iguaria. Apesar disso, sabe-se que a toxina é encontrada naturalmente em uma
grande variedade de vertebrados e invertebrados, desde espécies de sapos a mais
de 20 espécies de baiacu e alguns moluscos (Indumathi; Khora, 2017).

Seu principal mecanismo de toxicidade baseia-se no bloqueio dos canais de
sodio dependentes de voltagem (Navs), que é compreendido por subunidades a e f3,
contudo a prevaléncia do bloqueio ocorre na subunidade a. Ocorrendo interacéo do
TTX entre o quinto e o0 sexto segmento das al¢cas extracelulares nos dominios que sao
encarregados pela seletividade id6nica. Na figura 2, é possivel avaliar a topologia
trasmembranar da subunidade a e as posi¢cdes dos carboxilatos externos e dos

residuos DEKA do filtro de seletividade, que interagem com o TTX (marcados por
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pontos vermelhos) atuando na maior parte dos neurénios e células musculares
(Tikhonov; Zhorov, 2018).

Figura 2 — Mecanismo de bloqueio do TTX nos canais de sodio dependente de voltagem

TTX

S1-S4 85186 l l l
LLPEAN A Y[R || A

FILTRO DE SELETIVIDADE I

D E K A
DOMiNIOS | ! ]l Iv

Fonte: Adaptado de Tikhonov; Zhorov, 2018. Topologia transmembranar da Subunidade-a.
Os pontos em vermelho séo as posi¢des dos residuos DEKA do filtro de seletividade e dos

carboxilatos externos, que possui interatividade com TTX.

Além disso, sem o influxo de sodio os musculos e neurdnios associados se
tornam ineficazes, o que resulta em paralisia muscular e bloqueio neuronal, levando
0 paciente a ter sintomas clinicos como: paralisia motora, fala arrastada, afonia,
hipotensdo, bradicardia, formigamento e arritmia cardiaca. O agravamento das
manifestagcbes neuroldgicas pode ser caracterizado por convulsdes, parada
cardiorrespiratéria e dispneia. A morte pode ocorrer em virtude da paralisia muscular,
depressao respiratoria e faléncia circulatoria (Bucciarelli et al., 2021).

O primeiro método de identificacdo dessa toxina foi aplicado por Hashimoto e
Migita no ano de 1951, por meio de bioensaios com camundongos, usando amostras
de baiacu. Atualmente, sdo utilizados métodos biolégicos com ratos, Enzyme Liked
Immunosorbent Assay (ELISA) e bioensaios com cultura de células, que permitem
avaliar a toxicidade da TTX, porém néo identificam os seus analogos (Hort et al., 2020;
Madejska et al., 2019).

Por razdes éticas, o uso de animais esta em desuso, além de possuir diversas
desvantagens como baixa deteccao e sensibilidade. Por sua vez, o método ELISA,

ainda que amplamente utilizado, nao € util para a triagem convencional, pois pode nao
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identificar com precisdo os analogos da TTX. Métodos baseados em cromatografia e
espectrometria de massas sdo considerados padrdo ouro para a deteccdo dessa
biotoxina. Porém, devido ao alto custo do método e a elevada variabilidade estrutural
do TTX, sdo necessarias técnicas que possam ser introduzidas como meio alternativo,
e que seja capaz de discernir a TTX com uma maior precisdo (Madejska et al., 2019).

3.2.2 Maduramicina

A maduramicina € um antibiético ionoforo poliéter, de féormula quimica
Ca7Hs3NO17, peso molar 934,2 g/mol, e estrutura quimica conforme Figura 3. O seu
uso na avicultura € de extrema relevancia pois contribui para o tratamento de
coccidiose, doenca essa causada por protozodrios que acomete as células intestinais
do animal. Além disso, a maduramicina também auxilia como aditivo alimentar na
promocado de crescimento das aves e melhora o metabolismo e a saude do animal

(Anado; Martineez-Larrafiaga, 2014).

Figura 3 — Estrutura quimica da maduramicina

Fonte: Gao et al. (2018).

No entanto, devido a ma absor¢cdo da maduramicina no intestino desses
animais, mais de 80% do antibiético é expelido nas fezes e descartado de maneira

inadequada, através de descarga direta de residuos fecais em ambientes aquéticos.
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Esse descarte inadequado traz riscos para o ecossistema de maneira geral, pois pode
promover a presenca de residuos do farmaco em aguas superficiais, solos e
sedimentos. Da mesma forma, os seres humanos podem ser afetados, com transporte
dos compostos bioativos através da cadeia alimentar (Gao et al., 2021).

A presenga de IPA’s em aguas superficiais, sedimentos e solos foi relatada no
Brasil e também em outros paises como Estados Unidos, Reino Unido, Argentina e
China. Ainda de acordo com Yopasa-Arenas e Fostier (2018), o risco € ainda maior
para aguas subterrdneas do que para o solo, indicando que ha a infiltracdo desses
compostos na terra e consequentemente a exposi¢do das aguas.

Dentre as IPA’s aprovadas para uso em animais, a maduramicina € apontada
como a mais toxica, podendo induzir nos humanos, nas 24 horas seguintes ao
consumo do alimento contaminado, sintomas como rabdomiolise e insuficiéncia renal
aguda. Esses sintomas estédo associados aos da sindrome de Haff, que por sua vez,
€ uma sindrome sem explicacdo, sendo considerada uma condi¢do clinica rara,
correlacionada a ingestdo de pescados e que pode levar o individuo a 6bito (Gao et
al., 2021).

3.2.3 Métodos atuais para determinacao de biotoxinas marinhas e maduramicina

A Unido Europeia, por meio do regulamento (EU) n® 15/2011, atesta que
métodos de ensaios utilizando camundongos como meios de referéncia para a analise
de substancias marinhas devem ser substituidos por métodos fisico-quimicos. Nestes,
se incluem os métodos que foram validados em conformidade com o estipulado
internacionalmente, tendo como exemplo, varios métodos que foram publicados como
padrdes pelo Comité Europeu para Normalizagdo (CEN), como o cromatografia liquida
(LC, do inglés liquid chromatography) e da espectrometria de massas (MS, do inglés
mass spectrometry), desde que este seja adequadamente validado e que sejam
atingidos os critérios de desempenho determinados pelo Laboratério de Referéncia
da Unido Europeia para as biotoxinas marinhas. Na Alemanha, desde os anos 80, nao
se realiza ensaios in vivo rotineiramente, somente testes in vitro (Thompson;
Thompson, 2020).

No ano de 2004, em reunido no Instituto Federal Alem&o de Avaliacdo de
Riscos em Berlim, foram verificadas as deficiéncias dos testes de bioensaio em ratos,

e aludiram o uso de métodos de teste in vitro para determinar corrigueiramente o
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contetdo de toxinas de algas marinhas em mariscos e seus derivados. No decorrer
da discussédo foi estabelecido que apesar da auséncia de métodos padrdes
certificados para identificar essas substancias, os meios mais eficazes seriam as
andlises fisico-quimicas. No entanto, as autoridades presentes salientaram a
necessidade do uso de camundongos em casos que houvesse limitagbes para
deteccao de substancias (Barbieri, 2010).

No Brasil, tal como em diversos paises, os testes de deteccao de biotoxinas
marinhas e maduramicina nos alimentos contaminados, nesse caso a carne de peixe,
de moluscos ou no ambiente aquatico, ocorrem principalmente através de técnicas de
imunoensaios, por cromatografia acoplada a espectrometria de massas ou
bioensaios. A identificacdo da biotoxina ou do contaminante quimico na intoxicacao
alimentar é necessaria para propiciar uma adequada investigacao epidemiolégica que
facilite o diagnéstico, tratamento e prevencao dessas doencas (Fontana, 2016; Gao
et al., 2018; Jiang, 2020).

Para a identificacéo e determinacéo analitica dos niveis desses contaminantes,
etapas de obtencdo da amostra, extracdo, limpeza e finalmente deteccdo e
quantificacéo, sdo utilizadas na rotina de grandes centros de analises. A cromatografia
liguida de alta eficiéncia com espectrometria acoplada a espectrometria de massas
(HPLC-MS) e imunossensores eletroquimicos consistem atualmente nos principais
meétodos reportados na literatura para deteccdo e caracterizacdo das biotoxinas
supramencionadas e maduramicina (Suzuki et al., 2013; Gao et al., 2021).

Apesar desses métodos serem eficientes, eles também sdo demorados e
oNnerosos, pois sdo necessarias etapas de pré-processamento da amostra, além dos
altos valores para aquisicdo de cromatografos e espectrémetros (Mcculum et al.,
2014). Os métodos imunoldgicos séo utilizados na determinacdo dessas toxinas em
alimentos. No entanto, desvantagens como reacdes cruzadas, dependéncia de uma
matriz especifica e por ser um ensaio que s6 detecta uma Unica toxina, o custo de
aplicacao na rotina torna-se, na maioria das vezes, inviavel.

Essas limitacGes despertam interesse em estudos visando o desenvolvimento
de novos métodos para determinacéo dessas toxinas (Alshannaq & Yu; 2017). Nesse
sentido, métodos como 0 biossensoriamento estocastico, vém apresentando
resultados promissores, em virtude principalmente da rapidez, precisao, baixo custo e
auséncia de algumas etapas de pré-processamento (Aguiar et al., 2015; Silva Juanior
et al., 2019).
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Outros métodos se mostram promissores para a deteccao e quantificacdo de
biotoxinas, como métodos baseados em ensaio de fluxo lateral, ensaio de polarizacéo
de fluorescéncia direta, técnicas Opticas como a espectroscopia Raman e outras
(Noirmain et al., 2018; Otero et al., 2011, Otero; Silva, 2022; Pinzaru et al., 2018).

3.3 NANOPORO DA ALFATOXINA COMO BIOSSENSOR ESTOCASTICO

3.3.1 Aspectos Gerais da Alfatoxina

A Ultima década foi marcada por notaveis avancos no desenvolvimento de
dispositivos e métodos para deteccéo, identificacdo, caracterizacdo e quantificacédo
de moléculas, devido principalmente a contribuicdo da nanobiotecnologia (AGUIAR et
al., 2015). Nanoestruturas biologicas vém sendo utilizadas como elemento de
reconhecimento molecular para o desenvolvimento de uma inovadora classe de
sensores, baseados no biossensoriamento estocastico por nanoporos individuais
(Kasianowicz et al., 2012; Bhatti et al., 2021).

Dentre as diversas toxinas formadoras de poros, a exotoxina de
Staphylococcus aureus, denominada alfatoxina, possui uma versatilidade funcional,
representando um modelo de nanoporo proteico ideal para deteccédo de moléculas em
meio aquoso. A alfatoxina € uma proteina com aproximadamente 33 kDa de peso
molecular, liberada na forma de monédmeros de polipeptidios de 293 aminoacidos,
podendo se inserir na membrana de células eucariéticas ou bicamadas lipidicas
artificiais, formando poros aquosos heptaméricos (Bayley; Cremer, 2000; Aguiar et al.,
2015; Silva, 2017).

O nanoporo proteico da alfatoxina apresenta a estrutura cristalografica bem
elucidada, apresentando trés dominios bem definidos, como ilustrado na Figura 4: o
dominio copal, com diametro de 4,6 nm, que fica praticamente fora da membrana; o
dominio troncular, que se insere na membrana, cujo diametro é de aproximadamente
2,6 nm; e o dominio anelar, representado pela parte ancorada na membrana. Os
diametros das entradas denominadas regido CIS e regido TRANS medem 2,6 nm e
2,0 nm, respectivamente. Entre essas duas regides encontra-se uma constricdo de
1,4 nm de didmetro (Figura 5) (Song et al., 1996; Silva Junior, 2017).
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Figura 4 — Modelo do nanoporo formado pela alfatoxina.
CIs

VP

N}
r!‘}!
4o

]9

Fonte: Adaptado de Silva Janior (2017). A esquerda, viséo lateral do nanoporo. Estdo destacados
dominios, dimensdes e entradas (CIS e TRANS) em relagdo & membrana (representada pela linha
continua em preto). A direita, visdo superior das subunidades que formam o nanoporo proteico,
destacando o diametro da regido CIS e os 7 monémeros que formam o nanoporo, separados por cores.
Visualizagdo obtida a partir do Discovery Studio, PDB ID 7AHL.pdb.

Figura 5 - Representagdo esquematica do nanoporo da alfatoxina inserido na bicamada

lipidica plana, baseado na estrutura cristalografica.
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As dimensbes e a elevada condutancia tornam o nanoporo da alfatoxina
promissor para 0 biossensoriamento estocastico de moléculas de interesse em
diversos setores da atividade humana: medicina diagndstica, producao de alimentos,
meio ambiente, entre outras areas. Estudos demonstram que as propriedades fisico-
quimicas (condutividade e viscosidade) do meio aquoso no limen (interior) deste
nanoporo sao cruciais na capacidade deste em detectar e discriminar moléculas, visto
gue o aumento na forca ibnica da solucdo e a sua composicdo aniénica ou catibnica
alteram significativamente a sensibilidade do nanoporo na deteccdo de polimeros
(Rodrigues et al., 2008; Rodrigues et al., 2011; Machado et al., 2016).

Nesta mesma abordagem, pioneiramente, nosso grupo demonstrou que em
elevadas concentrac6es de KCI, o nanoporo da alfatoxina discrimina até 3 variantes
de microcistinas simultaneamente (Patente-WIPO-PCT/BR2012/000322, 2013).

3.3.2 Biossensoriamento Estocastico Utilizando o Nanoporo da Alfatoxina

O principio de biossensoriamento por meio do nanoporo da alfatoxina esta
esquematicamente mostrado na Figura 6. Um Unico poro é incorporado em uma
bicamada lipidica plana que separa dois compartimentos banhados com solucao
salina. Quando um potencial é aplicado, uma corrente idnica maxima flui através do
nanoporo carreada pelos ions presentes na solucéo salina. Na situagdo mais simples,
considerando que 0 nanoporo possui um sitio de ligagdo para o analito, pode existir
dois estados: ocupado pelo analito e ndo ocupado. Cada vez que o analito ocupa o
[imen, caracteriza-se 0 estado ocupado, induzindo a uma modulacédo (evento de
blogueio) e diminuindo a corrente idnica maxima. Desta forma, notam-se pelo menos

dois valores médios de corrente idnica, uma para cada estado (Rodrigues, 2006).
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Figura 6 — Principio de funcionamento do biossensor estocastico.
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Fonte: Adaptado de Rodrigues (2006). A interacdo de um Unico nanoporo com o analito causam
blogueios caracteristicos na corrente i6nica que flui através do canal, retratando o estado ocupado do
limen do nanoporo. Na auséncia do analito, a corrente € méaxima, caracterizando o estado nao
ocupado. A frequéncia dos eventos de bloqueio é diretamente proporcional a concentracdo do analito,
e o tragcado de corrente permite sua identificacdo. A seta em vermelho direcionada para cima indica a
aplicacé@o de potencial transmembrana. A seta em vermelho direciona para baixo indica a adi¢do do
analito.

Tal como ilustrado na figura 6, a frequéncia da ocorréncia dos eventos esté
relacionada com a concentracdo do analito, podendo ser medida através dos
intervalos de tempo entre os bloqueios (interbloqueios). Esses intervalos sao descritos
por uma distribuicdo exponencial, cuja constante de ajuste representa os intervalos
médios de bloqueio (ron). O inverso da ron (1/ 7on) €quivale a frequéncia de eventos de
bloqueio, que é proporcional a concentracdo do analito. A série temporal dos eventos
de bloqueio serve de “assinatura digital” para a identificacdo do analito, caracterizada
pelos intervalos de tempo de duracdo do bloqueio, descritos por uma distribuicdo
exponencial, cuja constante de ajuste € definida como o tempo médio de bloqueio
(roff). Além da duracéo do bloqueio, a assinatura digital de cada analito é determinada
também pela amplitude de bloqueio. Portanto, a cinética entre o estado ocupado e
nao ocupado possibilita a obtencdo de informacfes que permitem identificar e

guantificar o analito (Kasianowicz et al., 2012; Aguiar et al., 2015).
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3.4 DOCKING MOLECULAR

O docking molecular € um método que investiga a interacdo de moléculas no
sitio de ligacao de um alvo. Para isso, os algoritmos de busca estabelecem possiveis
posicoes que sao classificadas por sua maior interagéo de energia. Para a descoberta
atual de drogas, o acoplamento de proteina-proteina ou proteina-ligante é empregado
na previsdo da interacao do ligante quando estd associado a um receptor de enzima
ou proteina, utilizando as interacdes eletrostaticas para que seja quantificado. Além
disso, as interagfes de van der Walls desempenham um papel importante, como
também a formacao de ligacdes de hidrogénio e interacdes coulombicas (Pagadala;
Syed; Tuszynski, 2017).

O somatorio de todos esses tipos de interacdo, se aproximam por um escore
de encaixe, que representa potencialidade de ligacdo. Em sistemas béasicos de corpo
rigido, o ligante é examinado em um espaco translacional de seis dimensdes para
encaixe no sitio de ligacdo ou em um espaco rotacional, que podem servir como um
composto de chumbo para o desenvolvimento de farmacos (Sledz; Caflisch, 2018).

Embora, algumas mudancas terem sido aplicadas entre as formas livre e
ligada, a discrepancia na precisao nédo é totalmente justificada, além disso, a diferenca
entre estruturas nativas e ndo nativas néo pode ser distinguida, mesmo com aplicagcao
de algumas funcdes, tais como, energia livre de solvatacdo, medidas de
complementariedade de superficie, energia total de mecénica molecular e energia de
interacao eletrostatica. Portanto, os métodos de acoplamento foram aprimorados por
diversos grupos, permitindo assim, flexibilidade de receptores e ligantes (Pagadala;
Syed; Tuszynski, 2017).

O primeiro passo que se tem em um célculo de acoplamento € se obter a
estrutura alvo, que é comumente uma molécula bioldgica, entre as quais pode-se
destacar a proteina, RNA e DNA. As estruturas das macromoléculas podem ser
adquiridas pelo Protein Data Bank (PDB), que por sua vez fornecem acesso as
coordenadas atdbmicas em 3D conquistadas por meio de experimentos. Quando o
local de encaixe nédo for definido € necessério que seja empregue duas abordagens
distintas, prevendo os locais de ligacdo por meio de algoritmos ou empregando uma
simulagéo de “acoplamento cego”, que por sua vez, a Ultima op¢ao possui um grande
custo computacional, visto que a busca abrange toda a estrutura alvo (Torres et al.,
2019).
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Ao decorrer dos célculos de encaixe, € comum que seja empregue uma
representacdo no formato de grade, que incluem energias potenciais pré-calculadas
para a interacdo na parte interior do local de ligacdo. Tal abordagem, acelera os
calculos de atracamento, consistindo apenas na discretizacdo do local de ligagdo.
Apés isso, em cada ponto da grade, sdo calculados os potenciais eletrostaticos e de
Lennard-Jones (Sliwoski et al., 2013).

Contudo, a estrutura do ligante é igualmente necessaria e pode ser obtida por
meio de bancos de dados para micromoléculas, tais como, PubChem e ZINC.

Para ligantes de moléculas pequenas, € necessario inicialmente uma geometria
estereoquimicamente definida, tal como o estado exato de protonacao relevante, uma
vez que a conformacdo sera examinada pela plataforma ou software de acoplamento
(Pinzi; Rastelli, 2019).

As cargas sdo comumente distribuidas por meio de algoritmos que difundem a
carga liquida de uma molécula entre os atomos que as constituem. Além do mais, a
grande maioria dos métodos de acoplamento ja assumem seus estados de
protonacéo e distribuicdo de carga nas moléculas, ndo afetando os estados ligado e
nao ligado. No entanto, é indispensavel para que se haja uma atraca¢do bem sucedida
gue haja a avaliagédo das atribuicdes de carga, estado de protonacéo e torgdes livres
(Sledz; Caflisch, 2018).

4 METODOLOGIA

4.1 CONFECCAO DAS BICAMADAS LIPIDICAS PLANAS

Todas as bicamadas lipidicas planas livres de solvente foram confeccionadas
conforme as técnicas convencionais de constru¢cdo de membranas (Montal; Mueller,
1972). Esta técnica consiste basicamente na formacédo de uma bicamada lipidica por
meio da aposicdo de dois filmes monomoleculares de lipideo, em um orificio de uma
particdo de Teflon® (Politetrafluoretileno) que separa dois compartimentos de uma
camara experimental também de Teflon®, contendo solucdes aquosas (Figura 7A e
7B). Os filmes monomoleculares de lipideo foram obtidos a partir da deposicéo de 10-
20 pL de uma solucdo de lipideo diftanoil glicerofosfocolina da Avanti Polar Lipids

(USA) 2% (p/v) em hexano (Merck) sobre as solugbes aquosas. Decorridos 10
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minutos, com a evaporagao do hexano, ocorria a formacgéo espontanea dos filmes

lipidicos monomoleculares na superficie da solucdo aquosa de cada compartimento.

Figura 7 — Técnica de MONTAL & MUELLER (1972).
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Fonte: Adaptado de Aguiar et al. (2015). (A) Esquema ilustrando a camara experimental com dois
compartimentos, separados por uma pelicula com um orificio de aproximadamente 80 um de diametro.
(B) Representagéo esquematica da camara experimental sendo preenchida com solucgao. (C) esquema
da técnica de Montal & Mueller (1972) para a formacao da bicamada lipidica, seguida da inser¢do do
nanoporo proteico e (D) adi¢cdo do analito (esferas vermelhas).

Tal como ilustrado na figura 7, apés a formacao do filme lipidico, o nivel do
liquido do compartimento “TRANS” é elevado por adicao de mais solucéo eletrolitica
(Figura 7B), formando a primeira monocamada, para em seguida elevar o lado oposto
(CIS) e completar a formacao da bicamada (Figura 7C). A formacédo da membrana é
monitorada usando microscopio monocular e por aumento nos valores da corrente
capacitiva basal do sistema. Todos os experimentos foram realizados em temperatura
ambiente de 25 + 2 °C.

Apds a construcdo da bicamada lipidica foi incorporado um Unico nanoporo da
alfatoxina, por meio da adicao desta proteina ao lado CIS, na solugédo que banhava a
membrana. Posteriormente foram adicionados TTX diluido em &agua com
concentracdes de 3, 30, 60 e 120 uM e Maduramicina com concentracfes de 1, 3, 15
e 30 uM no compartimento TRANS da camara experimental, e se monitorou a corrente
ibnica através do nanoporo apés aplicacdo de potencial elétrico de *40 mV
(incremento de 20 mV).
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4.2 MONITORACAO E AQUISICAO DA CORRENTE IONICA E ANALISE DAS SUAS
FLUTUACOES

O sistema utilizado para aplicacdo do potencial transmembrana, monitoracao e
aguisicao dos registros durante os experimentos utilizando o nanoporo foi constituido
por um amplificador de patch clamp (Axonpatch 200B da Molecular devices, USA)
acoplado a uma placa conversora analdgico-digital (modelo BNC-2090 da National
Instruments), um gerador de fungcdes (Hewlett Packard, modelo 3310B) com taxa de
aquisicao de 100 kHz e filtro Butterworth a 15 kHz (Frequency devices, modelo 902).
Os dados foram monitorados e registrados através de um microcomputador IBM PC,
executando o Programa pClamp versédo 10.7 (Silva, 2017; Silva Janior et al., 2019).

Uma mesa de amortecimento de alto desempenho (TCM 63-500) foi utilizada,
bem como blindagem por meio de uma gaiola de Faraday, com o objetivo de minimizar
as interferéncias geradas, respectivamente, pelas perturbacbées mecéanicas e
eletromagnéticas do ambiente (Aguiar et al., 2015). Para a captacdo dos sinais
elétricos, foram utilizados eletrodos de prata-cloreto de prata (Ag/AgCl)
confeccionados em Agar-KCl (3% em peso de Agar em KCI 3 M).

Todos os parametros de assinatura molecular foram analisados utilizando o
software Clampfit 10.7 (Molecular Devices, USA), visando a obtenc¢&o dos valores de
condutancia do nanoporo na presenca do analito e dos tempos médios de residéncia
(roff) € interbloqueio (ron). Resumidamente, € obtido um histograma de frequéncia dos
tempos no estado bloqueado e ndo bloqueado do canal, onde aos tempos médios (roft
e ron) Correspondem a uma exponencial ou gaussiana tragcada do histograma. S&o
obtidas informag®8es cinéticas e termodindmicas das intera¢des entre as biotoxinas e
0 nanoporo, tais como as constantes de associagdo (Kon), de dissociacao (Kofr), de
equilibrio (Kf) do complexo biotoxina-nanoporo e energia de interacdo (AG)
(Krasilnikov; Rodrigues; Bezrukov, 2006).

4.3 DOCKING MOLECULAR ENTRE AS TOXINAS E O NANOPORO DA
ALFATOXINA

Softwares utilizados no estudo in silico incluem:
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e Avogadro: software utilizado para obter a minimizacdo de energia das
estruturas das toxinas.

e DockThor: plataforma online utilizada nas simulacdes de docking (DE
MAGALHAES et al., 2014).

e Discovery Studio: software utilizado na visualizacdo das estruturas, bem como
na caracterizagdo das interagfes intermoleculares entre as toxinas e o
nanoporo da alfatoxina (versdo 17.2.0.16349); (Dassault Systemes BIOVIA,
2016).

e VMD (visual molecular dynamics): visualizacao de estruturas (Humphrey et al.,
1996).

A estrutura do nanoporo formado pela alfatoxina foi obtido no Protein Data Bank
(PDB), sob cadigo 7AHL. Estrutura das toxinas (maduramicina e tetrodotoxina) foram
obtidas do Drugbank e suas estruturas 3D foram construidas utilizando o software
Avogadro e em seguida foi realizada a minimizacdo de energia com esse mesmo
software.

Para a realizacao do docking, foi utilizado um GRID com as dimensdes 20 x 20
x 20, cujo centro apresentou as seguintes coordenadas: X = - 39,188,y = - 32,853 e

= - 31,429. Estas coordenadas representam a regido central da constricdo, regido
definida pela literatura com maior probabilidade de haver interagcdo com moléculas
(Leal; Janior, 2019; Silva Junior et al., 2019). Foram utilizados os parametros padrdes
de docking da plataforma online do DockThor, empregando um algoritmo genético
com o numero maximo de 1.000.000 avalia¢cdes, com um tamanho de populacdo de
750 e um total de 24 rodadas. O Dockthor € uma plataforma online para a realizacéo
de docking molecular que utiliza a proteina rigida e o ligante flexivel, respeitando os
graus de liberdade desse ultimo.

Para a analise do resultado, foi utilizado um RMSD (root mean square
deviation) de 2A separando os conférmeros em funcdo da energia de interacéo
proteina-ligante. Os demais parametros foram estabelecidos como padrdo da
plataforma (Dos Santos et al., 2020).

Para as andlises, foi utilizado o software Discovery Studio Visualizer, uma
ferramenta capaz de avaliar os tipos de ligagbes envolvidas na interacao

macromolécula-ligante. Para as analises de potencial eletrostatico foi utilizado o
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software APBS-PDB2PQR, que resolve a equacéao linearizada de Poisson—Boltzmann
(Dolinsky et al., 2007).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DADOS EXPERIMENTAIS

5.1.1 Tetrodotoxina

A figura 8 traz um registro tipico da corrente i6nica da alfatoxina e os bloqueios
induzidos pelo TTX na corrente em diferentes voltagens (+ 60 mV, + 80 mV, + 100 mV
e — 60 mV). E possivel identificar que nas voltagens de + 60 mV e — 60 mV, 0s
bloqueios s&do rapidos, da ordem de milissegundos. A medida que a voltagem foi
sendo incrementada, foram identificados blogueios duradouros, superiores a 5
segundos. Diante desses achados, é possivel observar um possivel efeito da
voltagem no comportamento do TTX no limen do nanoporo. Além disso, os bloqueios
longos muitas vezes sédo irreversiveis, mantendo o0 nanoporo permanentemente
bloqueado, exigindo a inversao da voltagem para a reversdo da condicdo do nanoporo

em seu estado ndo ocupado.
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Figura 8 — Perfil de blogueio do TTX na corrente idnica do nanoporo formado pela alfatoxina em
diferentes voltagens.
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Fonte: autoria propria (2023).

Também é possivel observar que na voltagem de — 60 mV os blogueios
possuem baixa amplitude e menor frequéncia de eventos. Em voltagens de + 20 mV,
sao observados eventos raros e em voltagens iguais ou maiores que + 120mV, sao
observados bloqueios irreversiveis ainda mais frequentes em comparacéo a voltagem
de + 100 mV.

A figura 9 permite avaliar a variabilidade de eventos de bloqueio causados pela
translocacdo do TTX no nanoporo da alfatoxina. Diante de uma voltagem de +100 mV,
sdo identificadas trés populacbes de bloqueio, desde eventos rapidos e de baixa
amplitude de bloqueio, até eventos profundos, com duragédo de 200 ms ou mais.
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Figura 9 — Caracterizacao dos bloqueios causados pelo TTX sobre a corrente do nanoporo formado
pela alfatoxina.
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Fonte: autoria propria (2023). (A) Traco tipico de bloqueio da corrente elétrica do nanoporo causado
pelo TTX em +100 mV, destacando trés niveis de bloqueio. (B) Blogueio de condutancia normalizada
versus diagrama de dispersdo da duracdo dos eventos. Foi utilizada uma concentracéo de 30 uM de
TTX.

O nanoporo da alfatoxina foi capaz de detectar concentracdo de TTX na ordem
de micromolar. O aumento da concentragcdo promove uma diminuicdo da 7ron. O
inverso da ron equivale a frequéncia de eventos. Na figura 10, constata-se uma
dependéncia linear da frequéncia de eventos em relacdo a concentracdo de TTX,
sendo desta forma possivel estabelecer o limite de deteccdo do nanoporo para esta
toxina. Em suma, o nanoporo se mostrou sensivel a diferentes concentracdes dessa

biotoxina.



Figura 10 — Frequéncia de eventos em funcdo da concentracdo de TTX (3, 30, 60 e 120 pM)
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Fonte: autoria propria (2023). Dados obtidos em voltagem de +100 mV. Experimentos realizados em
KCl 4 M, Tris 5 mM-HCI, pH 7.5. Coeficiente de correlacdo de Pearson de 0,95, indicando forte

correlacao

5.1.2 Maduramicina

A figura 11 apresenta o perfil de bloqueio induzidos pela maduramicina na

corrente da alfatoxina. Diante da aplicagcdo de uma voltagem de +100 mV, sao

identificadas trés populacdes de bloqueio, no entanto, diferentemente do que ocorre

com o TTX, a duracdo dos eventos nessa voltagem nao ultrapassa 3 milissegundos.
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Figura 11 —. Caracterizacdo dos bloqueios causados pela maduramicina sobre a corrente do
nanoporo formado pela alfatoxina.
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Fonte: autoria propria (2023). A) Trago tipico de bloqueio da corrente elétrica do nanoporo causado
pela maduramicina em +100 mV, destacando trés niveis de bloqueio. (B) Bloqueio de condutancia
normalizada versus diagrama de dispersdo da duragéo dos eventos. Foi utilizada uma concentragdo
de 30 pM de maduramicina.

Na figura 12, tal como ocorreu com o TTX, constata-se uma dependéncia linear
da frequéncia de eventos em relagdo a concentracdo de maduramicina. O nanoporo

também foi capaz de detectar diferentes concentracfes dessa biotoxina.

Figura 12 — Frequéncia de eventos em funcéo da concentragdo de maduramicina (1, 3, 15 e 30 uM)
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Fonte: autoria propria (2023). Dados obtidos em voltagem de +100 mV. Experimentos realizados em
KCl 4 M, Tris 5 mM-HCI, pH 7.5. Coeficiente de correlagdo de Pearson de 0,99, indicando forte
correlacao

A figura 13 traz um registro tipico de corrente da maduramicina e do TTX
adicionados no lado trans isoladamente e em conjunto. Mais uma vez, é possivel
constatar as diferencas entre os tempos de residéncia. A figura 14 traz os valores
médios de tempo de residéncia dos analitos no nanoporo, obtidos através de
histogramas, ajustados a uma fung¢ao exponencial, tal como ocorre com outras toxinas
(Silva et al., 2023). Portanto, foi possivel constatar que o TTX apresentou tempo de

residéncia médio duas vezes maior, quando comparado a maduramicina.

Figura 13 — Diferenca entre os tracados tipicos de bloqueio do nanoporo causados pela
maduramicina, e TTX
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Fonte: autoria prépria (2023). Tracados tipico de bloqueios dos analitos adicionados isoladamente e
em conjunto. Potencial aplicado: +100 mV.

Figura 14 — Valores médios dos tempos de residéncia da maduramicina e do TTX.
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Fonte: autoria propria (2023). Comportamento exponencial dos tempos de residéncia. Concentragao
utilizada dos analitos: 3 pM.

5.2 DADOS COMPUTACIONAIS

O Docking Molecular € uma das ferramentas mais utilizadas para o estudo da
interacdo entre uma proteina e um ligante, em nivel atdmico, possibilitando
caracterizar o comportamento dos ligantes no local de ligacdo dos receptores-alvo

(proteina). Por meio desse método, informacdes sdo geradas de modo a auxiliar na
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elucidacdo de processos biologicos (Ferreira, 2017), como a possivel interagédo entre
0 nanoporo proteico da alfatoxina e as toxinas utilizadas no presente estudo.

Dentre os conférmeros (isbmeros estruturais) do TTX e da maduramicina
resultantes do docking, as afinidades de ligagdao dos melhores ranqueados estao
listadas na tabela 1 para ambas as biotoxinas. Constata-se que a maduramicina

apresentou maior afinidade de ligagdo com o nanoporo.

Tabela 1 — Ranking das posi¢cdes de maior afinidade de ligacao resultantes do

docking.
Biotoxina Rodada Afinidade de Ligacéo
(Kcal/mol)
TTX 12 -6.371
Maduramicina 13 -8.426

Fonte: autoria propria (2023).

A figura 15 traz um esquema com as interacdes intermoleculares entre o
nanoporo e o TTX. Os principais residuos do nanoporo envolvidos na interacdo com
o0 TTX séo a lisina 147 e glutamato 111, por meio de ligacdes de hidrogénio e atracdes
por carga. Além disso, também foram observadas interagfes de Van der Waals, mais
fracas, com outros residuos (metionina 113 e tirosina 145). O modo de ligacdo do TTX
ao nanoporo se assemelha ao modo de ligacdo dessa toxina com canal de sodio
dependente de voltagem (NaV1.4), no qual as liga¢cdes de hidrogénio e as atracdes
por carga sao responsaveis pela significativa reducdo da condutancia desses canais.
Os residuos acidos (negativamente carregados) do NaV1.4 atraem fortemente o anel
de guanidina (positivamente carregado) do TTX (Mackieh et al., 2021).

Os resultados computacionais apontam que o TTX, através do anel de
guanidina formam o mesmo tipo de interacdo com residuos de glutamato 111 do lume

do nanoporo, assim como ligacdes de hidrogénio.
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Figura 15 — Intera¢des entre TTX e nanoporo.
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Fonte: autoria propria (2023). (A) Visao tridimensional do conférmero melhor ranqueado interagindo
com os residuos 111 e 147 do nanoporo. (B) Diagrama 2D da interag@o entre o TTX e 0 nanoporo,

esgquematizando todas as interac¢des resultantes do docking.

Buscando confirmar a interacdo de caréater eletrostatico envolvendo o anel de
guanidina e o glutamato 111 do nanoporo, foi calculado o mapa de potencial
eletrostatico do TTX. Como ilustrado na figura 16, o anel de guanidina apresenta-se
fortemente carregado positivamente, sendo atraido pelo anel carregado
negativamente formado pelo residuo de glutamato 111. Foi evidenciado na figura 16
0 encaixe do grupo guanidina entre os residuos negativamente carregados da posicao
111. Interagcdes envolvendo cargas opostas estdo entre as interacdes
intermoleculares de maior for¢a (Bissantz; Kuhn; Stahl, 2010), o que pode justificar os

eventos de longa duracéo.
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Figura 16 — Mapa de potencial eletrostatico do TTX.
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Fonte: autoria prépria (2023).

Figura 17 — Representacao em superficie do encaixe do TTX entre os residuos de glutamato 111 no
nanoporo da alfatoxina.

Fonte: autoria prépria (2023).
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Os dados experimentais apontam que o TTX apresenta uma expressiva
variedade de eventos de bloqueio, especialmente quando em elevadas voltagens,
sendo observados eventos duradouros que bloqueiam o nanoporo quase por
completo (figuras 9 e13). Os dados computacionais apontam que os dois conférmeros
de maior afinidade de interagdo ndo se sobrepdem e apresentam 0s mesmos tipos de
interacdo (ligacdo de hidrogénio e interacdo por carga) com O nanoporo, com oS
mesmos residuos (figura 18). Isso pode indicar a interacdo simultanea de mais de uma
molécula de TTX entre os residuos 147 e 111 do nanoporo, ocupando maior espaco,
correspondendo aos eventos de maior amplitude de blogueio da corrente.

Figura 18 — Conférmeros de maior energia interagindo com o nanoporo.

Fonte: autoria propria (2023). llustracdo de dois conférmeros ndo sobreponiveis oriundos do docking

no lume do nanoporo

Os resultados de docking apontam que a maduramicina apresenta maior
afinidade de ligacdo com o nanoporo, quando comparado ao TTX (Tabela 1). Quando
avaliados os modos de ligacdo, evidencia-se uma maior quantidade de interacdes
intermoleculares em relagédo ao TTX. Como ilustrado na figura 19, sado duas ligacdes
de hidrogénio com a lisina 147 do nanoporo, duas interacdes alquil com o residuo 113
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e mais de 10 interacdes de Van der Waals com diversos outros residuos. Isso pode
estar relacionado ao elevado peso molecular da maduramicina, sugerindo que parte
da molécula fique fora do canal, o que acarreta no desvio do efeito previsto para os
bloqueios, como descrito em outros estudos (Krasilnikov; Rodrigues; Bezrukov, 2006).
Além disso, o centro do grid escolhido para a realizacdo do docking, foi a regido da
constriccdo. Desta forma o método de docking ndo é capaz de precisar se a
maduramicina realmente ocupa aquela regido. Isso nos leva a propor a realizacdo de

estudos computacionais que possam simular a

Figura 19 — Interacdes intermoleculares entre maduramicina e nanoporo.
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Fonte: autoria propria (2023). (A) viséo tridimensional do conférmero melhor ranqueado interagindo no
lume do nanoporo. (B) diagrama 2D da interacdo entre a maduramicina e 0 nanoporo, esquematizando
todas as interac¢des intermoleculares resultantes do docking.

5.3 PRODUCAO CIENTIFICA

Os estudos resultaram em: manuscrito submetido na Revista Eletrénica de Comunicacéo, Informagéo
e Inovagdo em Saude (Reciis) - Qualis A3 (ANEXO A); e um capitulo de livro aceito para publicagcao na
editora Atena (ANEXO B)
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos achados, foi possivel observar que a maduramicina e o TTX
apresentam perfis distintos de bloqueio do nanoporo da alfatoxina, apontando que os
parametros eletrofisiol6gicos caracteristicos do método de deteccédo estocastica foram
diferentes diante de compostos com naturezas quimicas completamente distinas. 1sso
constata a versatilidade do método de deteccdo baseado em nanoporo protéico como
ferramenta multianalitica. Além disso, os resultados de docking molecular
contribuiram com a caracterizacdo do perfil de interacdo entre os analitos e o
nanoporo, especialmente no que concerne ao TTX. Quando se trata da maduramicina,
ainda nao se pode afirmar se a mesma é capaz de ocupar a regido da constriccdo do
nanoporo, em virtude do seu peso molecular, apesar de terem sido realizadas
simulacdes nesta regiao.

Sa0 necessarios estudos voltados para a avaliacdo das constantes de
associacao e dissociacdo em diferentes voltagens, variando também a forca ibnica.
Vale ressaltar a importancias de novos estudos voltados para a avaliagdo, por
métodos computacionais mais robustos, do comportamento no tempo da interacéo da
maduramicina com o0 nanoporo, bem como avaliar a possivel interacdo de mais de
uma molécula de TTX no lume do nanoporo.

O presente estudo possui relevancia na sua contribuicdo com o estado da arte
relacionada a aplicacdo do nanoporo da afatoxina como ferramenta analitica, bem
como do docking molecular como método computacional importante para o

entendimento de processos bioldgicos ao nivel molecular.
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