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RESUMO

Com o aumento da longevidade humana, as doenças neurodegenerativas (DNs)
vêm se tornando mais prevalentes, tornando urgente o estudo dos mecanismos
fisiológicos envolvidos e a busca por moléculas neuroprotetoras. A guanosina (GUO)
é uma molécula endógena e no sistema nervoso central a sua liberação aumenta
durante eventos patológicos. GUO possui efeitos neuroprotetores em modelos in
vivo e in vitro de DNs como as doenças de Alzheimer, Parkinson, epilepsia, isquemia
e depressão. Porém, o mecanismo deste efeito ainda não está elucidado e uma das
hipóteses é a atuação da GUO ativando o canal de potássio de alta condutância
dependente de cálcio (BK). GUO promove a abertura do canal BK quando
adicionada no meio extracelular e seu efeito neuroprotetor é abolido por
bloqueadores do BK. O BK é uma proteína formada por um tetrâmero de
subunidades-α que pode ou não possuir subunidades auxiliares (beta). Diversas
moléculas modulam a atividade deste canal, porém o sítio de interação da maioria
desses ligantes é desconhecido. Para corroborar a evidência da interação molecular
entre GUO e BK e buscar um possível sítio de interação, este trabalho usou as
seguintes análises in silico: identificação de possíveis cavidades hidrofóbicas na
estrutura cristalizada do BK humano em suas conformações aberta e fechada, com
e sem a subunidade auxiliar β4; simulação da interação da GUO nestas cavidades
por molecular docking, analisando os aminoácidos envolvidos nesta interação; e
alinhamento da sequência de aminoácidos do BK humano com outras espécies. A
mesma análise de interação foi feita com dois ativadores sintéticos do BK, que
também não se conhece o sítio de interação, o NS1619 e o NS11021. Foram
encontradas possíveis cavidades hidrofóbicas que poderiam ser sítios de interação e
a análise de docking encontrou uma conformação com energia livre baixa (alta
afinidade) comparada às obtidas com ligantes naturais para todas as conformações,
indicando que essa é uma interação possível. Foram encontrados também os
seguintes possíveis aminoácidos-chave para esta interação: ASN136, PHE144,
TYR145, LEU150, VAL193 e SER202. O alinhamento de aminoácidos do BK de
diferentes espécies mostrou que estes aminoácidos são conservados entre os
vertebrados e, portanto, podem ser alvos de estudos futuros que confirmem os
resultados deste trabalho. Conclui-se que há um possível sítio de interação para
GUO, NS1619 e NS11021 na porção extracelular do canal e foram destacados
aminoácidos essenciais para esta interação, sendo que sua conservação sugere
potenciais alvos para futuras investigações.



ABSTRACT

With the increase in human longevity, neurodegenerative diseases (NDs) are
becoming more prevalent, making it urgent to study the physiological mechanisms
involved and the search for neuroprotective molecules. Guanosine (GUO) is an
endogenous molecule and in the central nervous system its release increases during
pathological events. GUO has neuroprotective effects in in vivo and in vitro models of
NDs such as Alzheimer’s, Parkinson’s, epilepsy, ischemia and depression. However,
the mechanism of this effect is not yet elucidated and one of the hypotheses is the
action of GUO activating the high conductance calcium-dependent potassium
channel (BK). GUO promotes the opening of the BK channel when added to the
extracellular medium and its neuroprotective effect is abolished by BK blockers. BK is
a protein formed by a tetramer of α-subunits that may or may not have auxiliary
subunits (beta). Several molecules modulate the activity of this channel, but the
interaction site of most of these ligands is unknown. To corroborate the evidence of
the molecular interaction between GUO and BK and to search for a possible binding
site, this work used the following in silico analyses: identification of possible
hydrophobic cavities in the crystallized structure of human BK in its open and closed
conformations, with and without the auxiliary subunit β4; simulation of the interaction
of GUO in these cavities by molecular docking, analyzing the amino acids involved in
this interaction and alignment of the amino acid sequence of human BK with other
species. The same interaction analysis was done with two synthetic BK activators,
which also do not know the binding site, NS1619 and NS11021. Possible
hydrophobic cavities were found that could be binding sites, in these the docking
analysis found a conformation with low free energy (high affinity) compared to those
obtained with natural ligands for all conformations, indicating that this is a possible
interaction. The following possible key amino acids for this interaction were also
found: ASN136, PHE144, TYR145, LEU150, VAL193 and SER202. The alignment
with BK from different species showed that these amino acids are conserved among
vertebrates and, therefore, can be targets of future studies that confirm the results of
this work. It is concluded that there is a possible interaction site for GUO, NS1619
and NS11021 in the extracellular portion of the channel, essential amino acids were
highlighted for this interaction and their conservation suggests potential targets for
future investigations.
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PDA Purinas derivadas da adenina
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PGO Privação de glicose e oxigênio

PKB Proteína kinase B
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1. INTRODUÇÃO

1.1 NEURODEGENERAÇÃO

O aumento da longevidade da população humana, aliado à diminuição na

taxa de natalidade vêm trazendo novos desafios para sistemas públicos, como a

previdência social e a saúde pública. Conforme envelhecemos há o aumento de

fatores de risco associados às doenças neurodegenerativas (DNs), estima-se que o

custo mundial anual apenas da doença de Alzheimer (AD), seja de 1 trilhão de

dólares (Breijyeh et al., 2020), evidenciando a necessidade de estudar os processos

fisiológicos associados ao envelhecimento e às DNs.

As DNs são enfermidades que causam a perda progressiva de função ou

estrutura neural, chamada neurodegeneração. Em 2019, cerca de 50 milhões de

pessoas sofriam de algum tipo de DN, sendo as mais comuns a AD, a doença de

Parkinson (PD), a doença de Huntington e a esclerose lateral amiotrófica. A

neurodegeneração também pode ser causada por danos agudos como traumas,

isquemia ou hemorragia cerebral (Donnan et al., 2008; Yamagata, 2021,

Chojdak-Łukasiewicz et al., 2021). As DNs são multifatoriais e suas causas ainda

são objeto de discussão (Armstrong, 2020), diferentes condições são associadas ao

seu desenvolvimento, como o fatores genéticos, envelhecimento, doenças

vasculares, exposição a metais e infecções, traumas, consumo de álcool, etc

(Armstrong, 2020; Dugger et al., 2017). Estas condições podem levar aos vários

processos relacionados ao desenvolvimento das DNs, como acúmulos de agregados

anormais de proteínas, disfunção vascular, disfunção mitocondrial, estresse

oxidativo, desbalanço iônico e a excitotoxicidade glutamatérgica, entre outros. A

excitotoxicidade é desencadeada por uma excessiva ativação dos receptores de

glutamato, o principal neurotransmissor excitatório do Sistema Nervoso Central

(SNC), e ocasiona um desbalanço iônico e metabólico que pode estar envolvido no

processo de neurodegeneração (Armstrong, 2020; Dugger et al., 2017).

A busca por tratamentos para neurodegeneração geralmente é direcionado

para modular algum destes processos, porém devido a complexidade destas

patologias, o avanço tem sido lento. Para a AD, por exemplo, existem três classes

de fármacos aprovados para o seu tratamento, eles possuem eficiência terapêutica

limitada, pois nenhum evita a progressão da doença nem trata sua causa. Assim, a
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busca por outras moléculas ou mecanismos que possam melhorar o tratamento,

evitar a progressão ou promover a remissão da doença para a AD e outras DNs se

faz extremamente necessária. O alvo dessa pesquisa será avaliar a guanosina

(GUO, FIGURA-1), uma dessas moléculas que poderá ser evidenciada como

estratégia terapêutica frente à neurodegeneração.

Figura 1. Estrutura química da Guanosina. Fonte: PubChem.

1.2 GUANOSINA

As purinas são moléculas endógenas, presentes no meio intracelular como

constituintes dos ácidos nucleicos e da estrutura de coenzimas e também agem

como segundos mensageiros na sinalização intracelular (Lanznaster et al., 2016;
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Tasca et al., 2018). As purinas são constituídas pelas bases nitrogenadas da

adenina e guanina e seus derivados, os nucleosídeos adenosina e guanosina

(derivados da adenina e da guanina respectivamente) e os nucleotídeos

(nucleosídeos fosforilados) AMP, ADP e ATP (derivados da adenina) e GMP, GDP e

GTP (derivados da guanina; Lanznaster et al., 2016; Tasca et al., 2018).

No meio extracelular, a maioria das purinas são liberadas na forma de

nucleotídeos que podem ser metabolizados em nucleosídeos por

ecto-nucleotidases, nucleosídeos também podem ser liberados por transportadores

específicos de nucleosídeos (Tasca et al., 2018; Mancinelli et al., 2016). No SNC as

purinas são liberadas tanto por neurônios quanto por células gliais, acontecendo

principalmente nas sinapses podendo ser através da exocitose de vesículas

sinápticas, como também liberadas por transportadores (Di Liberto, 2016). A

principal fonte das purinas no SNC são os astrócitos, tanto das purinas derivadas de

adenina (PDAs) quanto das purinas derivadas da guanina (PDGs; Ciccarelli, 2001).

Os efeitos protetores das PDAs foram primeiramente demonstrados por Drury e

Szent-Györgyi (1929) na isquemia cardíaca, provocando dilatação arterial e

reduzindo o ritmo cardíaco (Lanznaster et al., 2016; Tasca et al., 2018). Nos anos

70s Geoffrey Burnstock introduziu a ideia de neurotransmissão purinérgica e hoje a

adenosina e o ATP estão consolidados como neurotransmissores e

neuromoduladores do SNC, respectivamente (Burnstock, 1972, 2013; Lanznaster et

al., 2016; Tasca et al., 2018).

Diferente das PDAs, as PDGs são classicamente associadas apenas a sua

função intracelular de modulação da atividade das proteínas G (Tasca et al., 2018).

Porém, a identificação de efeitos extracelulares vêm sugerindo que também as

PDGs possam agir como neuromoduladores. Foi demonstrado que o GTP é

co-armazenado com o ATP em vesículas sinápticas e que os nucleosídeos de

adenina e de guanina competem pelas mesmas ecto-nucleotidases, ou seja são

metabolizados no meio extracelular (Di Liberto, 2016). Também já foi observado um

aumento dos níveis extracelulares de PDG em modelos animais após dano

isquêmico, níveis que se mantêm elevados por até 7 dias (Uemura et al., 1991).

Astrócitos em cultura também aumentam a liberação de PDGs em uma proporção

maior do que as PDAs após serem submetidos à hipóxia ou hipoglicemia (Ciccarelli

et al., 1999).
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O estudo dos efeitos neuroprotetores dos PDGs já foram desenvolvidos em

diversos modelos. A administração aguda in vivo de GMP e guanosina leva redução

de 50% à 80% de convulsões induzidas por ácido quinolínico, um agonista do

receptor glutamatérgico N-metil-D-aspartato (NMDAR; Schmidt et al., 2000; Lara et

al., 2001; Soares et al., 2004; Tavares et al., 2008). Este efeito é revertido quando os

animais são tratados com um inibidor da enzima 5’-ectonucleotidase, impedindo a

conversão de GMP para guanosina, sugerindo que o efeito anticonvulsivante se

deve à GUO (Soares et al., 2004).

Em um modelo in vivo de hipóxia-isquemia perinatal, que reduz a captação

de glutamato (Glu) pelas células hipocampais, a guanosina foi capaz de restaurar

essa captação de Glu para os níveis do controle (Moretto et al., 2005). Em outro

modelo de dano neuronal, através da oclusão da artéria cerebral média, a

administração de GUO reduziu significativamente a área do infarto (Chang et al.,

2008; Rathbone et al., 2011; Connell et al., 2013). Assim como com a oclusão

bilateral permanente das carótidas comuns, o tratamento crônico com GUO

administrada oralmente levou a reversão da perda de neurônios piramidais do

hipocampo (Ganzella et al., 2012). A GUO também foi demonstrada como

neuroprotetora em um modelo in vivo de isquemia focal cortical, onde ela reduziu o

volume do infarto, preveniu o aumento de espécies reativas de oxigênio (ROS) e

reverteu a redução do transportador de Glu, GLT1 (Hansel et al., 2014, 2015).

Também já foi demonstrado efeito neuroprotetor do tratamento com GMP em fatias

hipocampais (Molz et al., 2005). Porém estes efeitos são menos proeminentes que

tratamento com GUO e visto que o GMP pode ser rapidamente hidrolisado, o efeito

observado do tratamento com GMP pode ser devido à produção de GUO

(Oleskovicz et al., 2008), semelhante ao que foi demonstrado por Soares et al. 2004

quanto ao efeito anticonvulsivante da GUO.

Em modelos de PD também já foram demonstrados efeitos neuroprotetores

da administração de GUO. Em um modelo in vitro de PD, a administração de

1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) resulta em apoptose, porém o tratamento com

GUO iniciado até 48 horas depois da aplicação da toxina é capaz de prevenir a

apoptose em neuroblastomas SH-SY5Y (Pettifer et al., 2007). Em um modelo in vivo

induzido com um inibidor de proteassoma, a GUO foi capaz de não só reduzir a

apoptose em neurônios da substância negra pars compacta, como induziu uma

proliferação de neurônios dopaminérgicos (Su et al., 2009).
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A GUO também tem efeitos neuroprotetores em modelos de AD. Em

modelos in vitro de AD com células SH-SY5Y, GUO protegeu contra a apoptose e o

estresse oxidativo induzido pelo peptídeo beta-amilóide (Aβ) (Pettifer et al., 2004;

Tarozzi et al., 2010). Em um modelo in vivo de AD, com camundongos submetidos à

infusão intracerebroventricular de peptídeo Aβ, o déficit de memória de curto prazo

foi prevenido pela administração de GUO. Além disso, a infusão de Aβ leva a um

aumento da captação de Glu em fatias hipocampais ex vivo, este efeito também é

revertido pela GUO (Lanznaster et al., 2017). GUO também previne a produção de

estresse oxidativo hipocampal induzido pelo Aβ (Coelho et al., 2022).

Além dos efeitos protetores em modelos de patologias, também já foram

demonstrados efeitos na proliferação e diferenciação celular no SNC. Em

camundongos com medula espinhal lesionada, a GUO foi capaz de aumentar a

mielinização na região da lesão, também aumentou a proliferação de células

progenitoras de oligodendrócitos além de estimular a proliferação de astrócitos

(Jiang et al., 2003; Jiang et al., 2008). A GUO também estimula a proliferação celular

em um modelo de PD, como citado anteriormente (Su et al., 2009). Em

camundongos adultos saudáveis tratados com GUO, há um aumento da

neurogênese no giro denteado do hipocampo, verificado através da medição de

doblecortina, uma proteína expressa em células precursoras neuronais (Piermartiri

et al., 2020). Por fim, a proliferação, diferenciação e migração celular induzida por

purinas, sendo as PDAs as mais estudadas, já foi demonstrada tanto em adultos

quanto durante o desenvolvimento embrionário (Ribeiro et al., 2019).

Apesar dos efeitos neuroprotetores dos PDGs serem estudados em diversos

modelos, o mecanismo pelo qual este efeito acontece ainda não está elucidado. As

suas ações neuroprotetores são associadas a três principais efeitos: reduzindo a

excitotoxicidade glutamatérgica, modulando a neuroinflamação e reduzindo o

estresse oxidativo (Di Liberto et al., 2019; Tasca et al., 2018). Porém a GUO é capaz

de ativar vias de sinalização que levam à redução da apoptose e ao aumento do

efeito neuritogênico do fator de crescimento derivado do encéfalo (BDNF; Di Liberto

et al. 2016; Gysbers e Rathbone, 1992; Bau et al., 2005) e à proliferação celular

(Jiang et al., 2008; Su et al., 2009; Piermartiri et al., 2020). Por exercer a maioria dos

efeitos tróficos e protetores avaliados em diferentes modelos de enfermidades, o

estudo dos mecanismos de ação dos PDGs geralmente está focado na GUO.
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Os PDGs parecem modular a transmissão glutamatérgica por diferentes

caminhos. Já foi demonstrado que o GTP, GDP e GMP deslocam a união de Glu

com os seus receptores (Sharif e Roberts, 1981), porém a GUO não gera o mesmo

resultado, ou seja, não parece ter um efeito direto como antagonista de receptores

glutamatérgicos (Souza e Ramírez, 1991). Os efeitos tóxicos induzidos pelos dois

agonistas de receptores glutamatérgicos, NMDA e kainato, também são inibidos

apenas pelo GTP, GDP e GMP e não pela GUO (Morciano, 2004). Porém a GUO

aumenta a captação de Glu em fatias do córtex de camundongos (Frizzo et al.,

2002). GUO também restaura a captação de Glu em fatias hipocampais submetidas

à privação de glicose e oxigênio (PGO; Dal-Cim et al., 2013), aumenta a captação

de Glu em fatias hipocampais submetidas a altos níveis (tóxicos) de Glu (Nonose et

al., 2020) e em cultura de astrócitos (Quincozes-Santos et al. 2013; Dal-Cim et al.,

2019). Além disso, a GUO reduz a liberação de Glu (Molz et al., 2011), restaura os

níveis de ATP intracelular e a liberação de lactato em fatias hipocampais submetidas

à PGO (Thomaz et al. 2020). Ainda, a GUO reduz o aumento da produção de ROS

induzida pelo Glu (Dalla Corte et al, 2012) e reduz o estresse oxidativo mitocondrial

(Dal-Cim et al., 2012).

O mecanismo de ação da GUO ainda não está completamente elucidado,

mas diversos dos efeitos já estudados como a proteção contra a apoptose, estresse

oxidativo mitocondrial e modulação do receptor NMDA são mediados pela enzima

fosfatidilinositol-3-cinase (Oleskovicz et al., 2008; Molz et al., 2011; Bettio et al.,

2012; Dal-Cim et al, 2012, 2019), proteína cinase B (PKB ou Akt) e glicogênio

sintase cinase 3β (Molz et al., 2011; Dal-Cim et al, 2012).

Ainda não está claro qual o receptor responsável pela atividade dos PDGs.

Porém a existência de um sítio de interação de alta afinidade para [3H]-GUO, com a

constante de dissociação (KD) de 95,4 ±11.9 nM já foi identificado, essa interação é

saturável, reversível e não é deslocada por outras purinas como a adenosina, ATP,

hipoxantina, xantina, cafeína, entre outros, sugerindo que este receptor não é um

dos receptores de PDAs (Di Liberto et al., 2016; Traversa et al, 2002).

Apesar disso, muitos dos efeitos da GUO são revertidos por ligantes de

receptores de adenosina: a cafeína é capaz de reverter os efeitos tipo ansiolíticos; o

DPCPX, um antagonista seletivo do receptor de adenosina A1, reverte os efeitos

antinociceptivos (Schmidt et al., 2008); o aumento da adesão neuronal em neurônios

cerebelares em cultura é bloqueado pelo antagonista seletivo do receptor A2A
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ZM241385 (Decker et al., 2019); os efeitos protetores em cultura de células

SH-SY5Y, sujeitas a estresse oxidativo mitocondrial, são bloqueado tanto pelo

DPCPX quanto pelo ZM241385 (Dal-Cim et al., 2012). Em fatias hipocampais de

ratos submetidas à PGO, a redução da formação de ROS e a redução da perda do

potencial de membrana mitocondrial são inibidas pelo DPCPX e pelo agonista do

receptor A2A CGS21680, mas não pelo antagonista do receptor A2A ZM241385,

sugerindo que a interação com os receptores de adenosina A1 e A2A aconteçam de

forma diferente neste modelo (Dal-Cim et al., 2013). Considerando esses resultados,

surgiu a hipótese de que a GUO age através de oligômeros de A1 e A2a, ou seja,

modulando o heterômero A1/A2a. De fato, em fatias hipocampais de camundongos

que não expressam o receptor A2a sujeitas à PGO, a GUO não apresenta seu efeito

neuroprotetor. Além disso, a GUO não é capaz de modificar a interação do

antagonista do receptor A2A MRS7396 em células expressando apenas o receptor

A2A, porém bloqueia parcialmente essa interação em células expressando tanto os

receptores A1 quanto o A2A (Lanznaster et al., 2019), apontando para um efeito da

GUO dependente da presença dos receptores A1 e A2A.

No entanto, outras proteínas também parecem ser um possível alvo da GUO

e mediar seus efeitos neuroprotetores. A primeira evidência sugerindo a interação de

GUO com canais de potássio (K+), foi a demonstração de que o tratamento de

astrócitos com GUO promovia uma corrente de K+ e o aumento nos níveis de um

canal de K+ retificador de voltagem (Benfenati et al., 2006). Estudos de nosso

laboratório demonstraram que a 4-aminopiridina, um bloqueador de canais de K+,

reverte o efeito neuroprotetor da GUO em fatias hipocampais de rato sujeitas à PGO

(Oleskovicz et al., 2008). Também em fatias hipocampais sujeitas à PGO, o uso de

glibenclamida, um inibidor seletivo de canais de K+ sensíveis ao ATP, ou o uso de

apamina, um inibidor seletivo de canais de K+ de baixa condutância ativados por

cálcio (Ca2+), não alteram o efeito protetor da GUO. Porém o tratamento com

caribdotoxina, um bloqueador seletivo do canal de K+ de alta condutância

dependente de Ca2+ (BK), leva a uma inibição do efeito da GUO (Dal-Cim et al.,

2011). Vale destacar que nenhum dos inibidores de canais de K+ leva a uma

alteração do efeito da PGO sozinhos. Também observamos que, na presença de

GUO extracelular em células HEK293 transfectadas com o canal BK, há um efluxo

de K+ gerado pela abertura do canal, indicando que a GUO interage e provoca a

abertura do canal (Tasca, 2018b).
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1.3 CANAL BK

O canal BK (FIGURA-2) é um canal de potássio de alta condutância que

possui um sítio ativo para Ca2+ na região intracelular. É um tetrâmero formado por

quatro subunidades-α iguais, codificadas pelo gene KCNMA1 (ou Slo1). Cada

subunidade contém sete domínios transmembrana (S0-S6), sendo um deles o

domínio de poro com a sequência assinatura TVGYGD, típica de canais de potássio.

Além disso, a parcela C-Terminal, voltada para o citosol, contém dois domínios

reguladores de condutância de potássio (RCK), onde está o sítio de interação com o

Ca2+ de alta afinidade, além desse também há um sítio para cátions bivalentes,

estudado majoritariamente pela interação com o Mg2+ (Latorre et al., 2017; Kshatri et

al., 2018).

Figura 2. Estrutura do canal BK (subunidades-α que formam o poro). Em vermelho e azul
estão as regiões sensíveis ao Ca2+, voltadas para o meio intracelular. Em verde e laranja estão os

domínios transmembrana de apenas duas das subunidades-α. Fonte: (Cui, 2020).
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Em vertebrados sabe-se que o BK pode estar expresso com uma das

subunidades auxiliares (regulatórias) β1-4 e γ1-4. Como o canal é distribuído

ubiquamente pelo corpo, a presença destas subunidades, assim como o splicing

alternativo, confere ao BK suas diferentes funções em diferentes tecidos. O BK

expresso na musculatura lisa está majoritariamente associado à subunidade-β1 e

sua função está relacionada ao controle do tônus muscular, importante, por exemplo,

para regulação da pressão arterial. Nas células intercaladas dos túbulos renais, o BK

é expresso majoritariamente com a subunidade-β4 e sua função está associada à

redução do volume celular em resposta ao aumento de estresse causado pelo

aumento do fluxo nos túbulos renais, reduzindo a pressão neles (Latorre et al.,

2017). Outros tipos celulares ou tecidos possuem suas especificidades quanto a

expressão do BK, sendo o SNC o mais importante para este trabalho.

No SNC o BK está presente majoritariamente com a subunidade-β4, com a

sua distribuição geralmente coincidindo com a da subunidade-α, a subunidade-β2

também está presente, embora menos comum (Behrens et al., 2000). A

subunidade-β1 no cérebro está presente praticamente apenas na musculatura lisa

dos vasos. Uma das principais funções do BK em neurônios é a de regulação do

potencial de ação, sendo que a ativação do BK pode tanto aumentar quanto diminuir

o disparo a depender do tipo celular. Isso se dá por conta da cinética complexa do

canal, envolvendo as diferentes subunidades reguladoras e outros canais, fazendo

com que a ativação do BK possa ser o principal componente ou da fase de

repolarização do potencial de ação, ou do período refratário (Contet et al., 2016). Por

exemplo, nos neurônios do núcleo vestibular que disparam o potencial de ação de

forma mais rápida, a fase de repolarização é dominada pelos canais de potássio

dependentes de voltagem Kv3, porém nos neurônios GABAérgicos de disparo mais

lento, a mesma fase é dominada pelo BK (Gittis et al., 2010). Além disso, o BK pode

regular outras funções do neurônio, como a liberação de neurotransmissores,

excitabilidade dendrítica, e o BK astrocitário regula a vasodilatação dos vasos

próximos (Contet et al., 2016).

Alguns fenótipos patológicos estão associados a alteração da atividade do

BK, assim como a sua modulação pode reduzir sintomas patológicos. Em um

modelo de epilepsia in vivo, o tratamento com paxilina, um antagonista do BK, foi

capaz de reverter ou reduzir a atividade epiléptica induzida pela aplicação de

picrotoxina ou pentilenotetrazol (Sheehan et al., 2009). Em um modelo in vivo
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triplo-transgênico de AD, a administração de ácido isopimárico, um ativador do BK,

leva a uma redução no déficit cognitivo e à redução da concentração do peptídeo

Aβ1-42 no hipocampo (Wang et al., 2015). O ativador do BK, BMS-204352,

administrado de forma intravenosa duas horas após a oclusão da artéria cerebral

média em um modelo de isquemia, leva a uma redução do volume de infarto

(Gribkoff et al., 2011).

Embora se conheça diversos efeitos associados à modulação do BK,

principalmente levando em conta as diferentes subunidades auxiliares, e muitas

moléculas diferentes interajam com o canal, pouco se sabe sobre o mecanismo de

interação da grande maioria delas. Já foi demonstrado um sítio de interação para

17β-Estradiol, que interage com a subunidade-β1 e é dependente dos resíduos

Trp163 e Phe166 (Granados et al., 2019). Outros casos como o fármaco

Clorzoxazona, um relaxante muscular, sabe-se que interage na parcela intracelular

(Liu et al., 2003) e a Zonisamida, uma droga antiepiléptica, também interage na

parcela intracelular (Huang et al., 2007). Com as moléculas NS1619 e Cym04, foi

demonstrado que também ativam o canal quando colocados no meio intracelular e

que essa ativação é dependente de uma sequência conectora da região RCK e S6

do BK (Gessner et al., 2012).

Porém ainda muitas outras moléculas, como a BMS-204352 citada

anteriormente, tetrahidroquinolina, alguns flavonoides, o ácido docosahexaenóico,

ácido araquidônico e a própria GUO ainda não possuem um local de interação

descrito. Um estudo eletrofisiológico de ativação de BK por GUO em células

HEK293 transfectadas com a subunidade alfa (funcional) do canal e que não

expressam transportadores de nucleosídeos ou receptores de adenosina mostrou

que a administração extracelular de GUO induz correntes de K+ (Tasca et al.,

2018b). Em células de neuroblastoma SHSY-5Y também foi demonstrado que GUO

induz uma corrente de K+ quando aplicada no meio extracelular (Gambino et al.,

2022) e que o efeito protetor da GUO frente ao estresse oxidativo mitocondrial é

prevenido pela adição do peptídeo caribdotoxina, um bloqueador do BK (Dal-Cim et

al., 2012). Outros estudos in vitro também utilizam ligantes do BK no meio,

possibilitando que interajam com a parcela extracelular do canal. Desta forma, esse

trabalho tem o intuito de analisar se existe um possível sítio de interação da GUO na

parcela extracelular do BK.
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Para isto, este trabalho usou de uma técnica computacional chamada

molecular docking (atracamento molecular) para analisar a interação entre a GUO e

o BK. O processo de docking envolve a predição da orientação e da conformação de

um ligante em um local-alvo de uma proteína, designado pelo pesquisador (Kitchen

et al., 2004). A partir destas conformações são calculadas a energia de interação de

cada uma e assim possibilitar a análise e escolha das predições mais prováveis de

acontecerem biologicamente (Kitchen et al., 2004). Este trabalho também testou

outros dois ligantes seletivos sintéticos do canal BK, o NS1619 (FIGURA-3.A;

Olesen et al., 1994) e o NS11021 (FIGURA-3.B; Bentzen et al., 2007), sendo feita a

mesma análise usada com a guanosina e tendo o objetivo de comparar ativadores

conhecidos do canal. Não se sabe o sítio exato de interação nem do NS1619 nem

do NS11021, portanto testar possíveis sítios de interação destas moléculas também

é um dos alvos deste trabalho. Além disso, foram feitas análises dos aminoácidos

envolvidos na interação a fim de buscar os aminoácidos chave para que a interação

ligante-alvo molecular possa acontecer.

Figura 1. A: Estrutura química do NS1619; B: Estrutura química do NS11021. Fonte: PubChem.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Predizer a interação entre a Guanosina e o canal iônico BK, e desvendar os

possíveis sítios de interação acessíveis para ligantes.

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

● Analisar a proteína do canal iônico BK e identificar possíveis cavidades

na sua superfície compatíveis com o tamanho da Guanosina;

● Avaliar a capacidade de interação das cavidades encontradas e do

domínio de poro do canal BK via molecular docking e estimativa de energia livre;

● Analisar os aminoácidos possivelmente envolvidos na interação da

conformação do ligante com menor energia livre (maior afinidade) pelo BK,

buscando os aminoácidos chave, que participem da interação com todos os ligantes

em todas as conformações do canal (canal aberto ou canal fechado);

● Comparar a sequência de aminoácidos do BK humano com o de outras

espécies através de um alinhamento, buscando verificar se os aminoácidos chave

encontrados são conservados evolutivamente.
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3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1 OBTENÇÃO DAS ESTRUTURAS DAS MOLÉCULAS

As estruturas terciárias cristalizadas do BK usadas neste trabalho foram

obtidas através do banco de dados RCSB - Protein Data Bank (PDB) sob os códigos

6V3G, que correspondem à conformação em que o canal está fechado e apenas

com as subunidades-α (subunidade obrigatória); 6V35, correspondente à

conformação em que o canal está fechado e com as subunidades-α+β4 (subunidade

regulatória expressa no sistema nervoso central); 6V38, correspondente à

conformação em que o canal está aberto e apenas com as subunidades-α e 6V22,

correspondente à conformação em que o canal está fechado e com as

subunidades-α+β4 (FIGURA-4; Tao et al., 2019.). Foram usadas três moléculas

como ligantes: Guanosina, NS11021 e o NS1619. E suas estruturas foram obtidas

no banco de dados PubChem sob os códigos 135398635, 24825677 e 4552

respectivamente.

FIGURA 4. Estrutura cristalizada do canal BK depositada no banco de dados RCSB - Protein Data
Bank sob o código 6V3G. Cada uma das subunidades-α estão coloridas com uma cor (laranja, verde,

roxo e rosa). Fonte: RCSB - Protein Data Bank
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3.2 BUSCA POR CAVIDADES E MOLECULAR DOCKING

As regiões inteiramente intracelulares (do resíduo 326 em diante) do canal

foram removidas com o programa PyMol 2.5, para reduzir o custo computacional das

análises futuras, esta remoção não afeta a parcela extracelular, que será o foco

deste trabalho. A preparação do BK para o docking: remoção da água, adição dos

hidrogênios, atribuição das cargas, escolha dos aminoácidos que terão suas cadeias

laterais flexíveis e seleção da região (caixa) foi feita com o programa MGLTools

1.5.7. Possíveis cavidades foram buscadas através do programa CASTp (Tian et al.,

2018), suas posições na membrana foram analisadas com a ferramenta PPM

(Lomize et al., 2022) e através da ferramenta Caver (Stourac et al., 2019) foi

verificado se existia um trajeto possível para o ligante chegar na região da cavidade.

O tamanho da caixa é o suficiente para posicioná-la na cavidade escolhida

(FIGURA-5) e na região do poro acessado de fora da célula. A análise de docking foi

feita através da ferramenta AutoDock Vina 1.1.2.

FIGURA 5. Estrutura do canal BK modificada (removidos os aminoácidos da posição 326 em diante)
com as cavidades calculadas através da ferramenta CASTp (em vermelho). Fonte: elaborado pelo

autor.
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3.3 ANÁLISE DOS RESULTADOS DE MOLECULAR DOCKING

Os dados obtidos foram comparados com dados de outros trabalhos que

usaram o mesmo método com objetivo de filtrar os resultados deste trabalho,

buscando apenas as conformações onde os ligantes tenham, no mínimo, a energia

de interação tão forte quanto outros testes presentes na literatura e assim buscar

possíveis sítios de interação tanto para guanosina, quanto para o NS11021 e

NS1619. Também foram comparados os resultados do mesmo ligante com as

diferentes conformações e subunidades do canal BK, entre os diferentes locais de

interação testados e entre os diferentes ligantes, com o objetivo de analisar se há

alguma diferença de afinidade entre os diferentes casos testados.

A análise dos aminoácidos envolvidos na interação entre os ligantes e a

proteína foram feitas com o programa Discovery Studio Visualizer 21.1.0.20298,

usando a ferramenta Receptor-Ligand Interactions.

Também foi feito um alinhamento das sequência aminoacídicas do BK de

diferentes espécies de animais através da ferramenta Clustal Omega (Madeira et al.,

2022) e a visualização deste alinhamento foi feita com a ferramenta Jalview

(Waterhouse et al., 2009). As sequências proteicas das diferentes espécies foram

obtidas no banco de dados UniProt (https://www.uniprot.org/; The UniProt

Consortium, 2023), sob os códigos Q12791 (Homo sapiens), Q08460 (Mus

musculus), Q8AYS8 (Gallus gallus), Q90ZC7 (Xenopus laevis), Q5QJC5 (Aplysia

californica), Q95V25 (Caenorhabditis elegans) e A0A0B4KHT2 (Drosophila

melanogaster).
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 BUSCA POR CAVIDADES NO CANAL BK

Os resultados do programa CASTp possuíam pelo menos uma cavidade

hidrofóbica em regiões semelhantes, para cada uma das estruturas analisadas.

Destas cavidades foram escolhidas as mais prováveis de serem acessadas através

do meio extracelular e que eram compostas majoritariamente pelos mesmos

aminoácidos, elas estão representadas na FIGURA-6.

FIGURA 6. Resultados da análise do canal BK através da ferramenta CASTp, as cavidades estão
representadas em vermelho e em cinza está a estrutura da proteína modificada (deleção dos

aminoácidos da posição 326 em diante) vista de fora da célula. As cavidades representadas foram
escolhidas pois elas estão em uma posição semelhante nas diferentes conformações e possuem
diversos aminoácidos em comum. A: Conformação 6v3g (canal fechado e sem a subunidade-β); B:

Conformação 6v35 (canal fechado e com a subunidade-β); C: Conformação 6v38 (canal aberto e sem
a subunidade-β); D: Conformação 6v22 (canal aberto e com a subunidade-β). Fonte: elaborado pelo

autor.
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A análise da similaridade da posição e da probabilidade inicial de serem

acessíveis a partir do meio extracelular foram feitas visualmente e os aminoácidos

participantes foram analisados a partir da listagem fornecida pelo próprio CASTp.

Também foi analisado a posição das cavidades em relação a membrana celular,

representados na FIGURA-7, onde é possível ver a posição da membrana em

vermelho, e os aminoácidos envolvidos nas cavidades em azul, a forma de

representar cada estrutura foi escolhida com o intuito de facilitar a visualização da

cavidade e sua posição relativa à membrana.

FIGURA 7. Visualização do canal BK preparada com o programa PyMol do resultado obtido da
ferramenta PPM, mostrando a orientação do canal na membrana e a os aminoácidos da cadeia A

envolvidos na cavidade encontrada pelo programa CASTp para cada uma das conformações. A forma
de visualização foi escolhida de forma a apresentar melhor a localização da cavidade em relação à

membrana, representada em vermelho. A: Conformação 6v3g (canal fechado e sem a subunidade-β);
B: Conformação 6v35 (canal fechado e com a subunidade-β); C: Conformação 6v38 (canal aberto e
sem a subunidade-β); D: Conformação 6v22 (canal aberto e com a subunidade-β). Fonte: elaborado

pelo autor.

A partir destes resultados foi verificado se existia um trajeto possível

conectando a parcela extracelular com as cavidades selecionadas em cada uma das

diferentes conformações, utilizando a ferramenta Caver, os resultados estão

expressos na FIGURA-8.
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As cavidades nas diferentes conformações são formadas por alguns poucos

aminoácidos diferentes e possuem tamanho variado. Além disso, o trajeto

encontrado pelo Caver também possui variação conforme as diferentes

conformações. Estas pequenas variações foram tratadas como irrelevantes para a

escolha da cavidade para a simulação de atracamento molecular (Docking), pois as

estruturas cristalizadas são estáticas e não representam o movimento dinâmico das

proteínas, não pode predizer, exatamente, o possível tamanho da cavidade em uma

situação real. Assim, as regiões selecionadas para o Docking foram as cavidades

expressas na FIGURA-6 para cada uma das conformações e a região extracelular

do poro.

FIGURA 8. Visualização do canal BK destacando o resultado obtido da ferramenta Caver preparada
com o programa PyMol. Em azul, representado na forma de esferas, estão as trajetórias encontradas,
escolhidas por terem maior diâmetro e/ou menor comprimento. A: Conformação 6v3g (canal fechado

e sem a subunidade-β); B: Conformação 6v35 (canal fechado e com a subunidade-β); C:
Conformação 6v38 (canal aberto e sem a subunidade-β); D: Conformação 6v22 (canal aberto e com a

subunidade-β). Fonte: elaborado pelo autor.

4.2 DOCKING DA GUO, DO NS1619 E DO NS11021 COM O CANAL BK

Os resultados do Docking das moléculas GUO, NS1619 e NS11021 podem

ser visualizados na TABELA-1, onde está expresso a menor energia livre calculada

pelo programa AutoDock Vina para cada um dos ligantes em cada uma das

conformações do canal BK. As conformações dos ligantes que possuem a energia
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citada na tabela foram usadas para as demais análises. Podemos ver que a energia

livre dos ligantes sintéticos na conformação 6v38, mostra uma afinidade baixíssima

pela proteína (alta energia livre) na região do poro, -2,975 para o NS1619 e -2,515

para o NS11021. Além disso as energias livres de todos os ligantes em todas as

conformações foram mais altas na região do poro do que a da cavidade, mostrando

uma menor afinidade pelo poro. Também, estas interações se fazem na superfície,

permitindo que o ligante interaja com qualquer molécula que esteja no meio.

TABELA 1. Menor valor de energia livre calculado pelo programa AutoDock Vina, indicando a
conformação com maior afinidade pelo BK, para cada ligante e cada conformação da proteína, onde a

6v3g representa o canal fechado sem a subunidade-β, 6v35 representa o canal fechado e com a
subunidade-β, 6v38 representa o canal aberto sem a subunidade-β e 6v22 representa o canal aberto
com a subunidade-β. *Valor estimado do ΔG, calculado pelo AutoDock Vina. ** Cavidade encontrada

pelo programa CASTp. Fonte: elaborado pelo autor.

É possível analisar conjuntamente outra informação fornecida pelo

Discovery Studio Visualizer, demonstrada na FIGURA-9 através das esferas verdes

no entorno de alguns átomos. Elas representam átomos “insatisfeitos”, que são

calculados pelo programa como átomos que podem fazer interações com outras

moléculas no meio. Como estas possibilidades não são calculadas pelo AutoDock
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Vina, é possível apenas estimar que na presença de um meio aquoso, os ligantes

interagindo com a superfície da proteína (em contraste com uma cavidade) poderiam

rapidamente interagir com a água ou outros átomos e se difundirem pelo meio e

assim se separarem do canal. Devido à interação na superfície, a baixa afinidade

(apesar das muitas interações) e a presença de átomos insatisfeitos, a possibilidade

de a interação com o poro levar a abertura do canal foi descartada e não foram

feitas as demais análises com ela.

FIGURA 9. Posição com menor energia livre, calculada pelo AutoDock Vina, da guanosina (em
vermelho) na região do poro do BK (em cinza). Imagem feita com o programa Discovery Studio

Analyzer, com a ferramenta Receptor-Ligand Interaction, demonstrando os átomos insatisfeitos por
esferas verdes, estes átomos podem fazer pontes de hidrogênio com outras moléculas presentes no

meio. Fonte: elaborado pelo autor.

Quanto à energia livre dos diferentes ligantes interagindo com o BK na

região da cavidade, elas estão dentro do esperado para um ligante natural. Outros

estudos, analisando a energia livre de diferentes compostos, chegam a valores

semelhantes, podendo variar de até -5 Kcal/mol até menos que -18 Kcal/mol (Abd
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Ghani, 2020; Rutwick Surya 2021; Lehrer, 2023). Isso nos indica que esta cavidade

é um possível local de interação dos três ligantes analisados com o canal.

Podemos ver que, no geral, a afinidade do BK pelos ligantes é maior nas

conformações onde o canal está fechado (6v3g e 6v35) do que nas conformações

onde o canal está aberto (6v38 e 6v22). Isto indica que é mais provável que os

ligantes interajam com o canal quando este está na conformação fechada, perdendo

afinidade conforme o canal muda de conformação para permitir a passagem dos

íons K+, porém dois casos discordam desta possibilidade. Um é a variação da

afinidade do ligante NS11021 entre a conformação 6v3g (canal fechado, sem a

subunidade-β) e 6v38 (canal aberto, sem a subunidade-β), com energias livres de

-10,281 e -9,998 respectivamente, onde a variação é muito pequena para indicar

uma tendência de redução da afinidade, podendo ser resultado das limitações da

técnica empregada. O outro é a diferença de afinidade da GUO pelo BK na

conformação 6v35 (canal fechado, com a subunidade-β), e na conformação 6v22

(canal aberto, com a subunidade-β), possuindo energia livre de -8,650 e -9,326

respectivamente.

4.3 INTERAÇÕES DA GUO, DO NS1619 E DO NS11021 COM O BK

Os ligantes sintéticos, por serem moléculas maiores e com mais átomos

suscetíveis a fazerem interações como Enxofre, Flúor e Bromo, interagem com

muitos aminoácidos quando comparados à GUO, fazendo diferentes tipos de

interação. Observa-se essa informação exemplificada na FIGURA-10, que é um

esquema em duas dimensões dos aminoácidos envolvidos na interação do BK na

conformação 6v3g com cada um dos ligantes, feito através de uma análise com o

programa Discovery Studio Visualizer. O software usa a posição do ligante

encontrada pelo AutoDock Vina e analisa todos os aminoácidos da proteína,

buscando os que estão em uma posição na qual a distância entre os átomos do

ligante e de algum aminoácido possibilitem algum tipo de interação. Dessa forma, a

interação é escolhida dependendo das propriedades de cada átomo, das ligações

que ele está fazendo e da distância que ele está dos átomos dos ligantes.
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FIGURA 10. Esquema em duas dimensões das possíveis interações entre os ligantes e o canal BK na
conformação 6v3g, cada aminoácido é representado por um disco e qualquer interação para além das
de Van der Waals são representadas por um tracejado colorido. A cor do disco e do tracejado indica o
tipo de interação, seguindo a legenda. A: Guanosina; B: NS1619; C: NS11021. Fonte: elaborado pelo

autor através do programa Discovery Studio Visualizer.

A FIGURA-10 serve de exemplo para entendermos a quantidade e a

variedade de interações possíveis entre os ligantes e a proteína. Podemos ver que

para a GUO, assim como para os ligantes sintéticos, há uma possível posição na

região escolhida onde ela interage com diversos aminoácidos e estas interações

possivelmente poderiam contribuir para alteração de conformação do canal. Esta

mesma análise foi feita com todos os ligantes e para todas as conformações,

mostrando todos os aminoácidos possivelmente envolvidos em alguma interação,

diferenciando entre interações de Van der Waals e outros tipos de interações

(TABELA-2).



31

TABELA 2. Lista com os aminoácidos que interagem com cada ligante em cada conformação, obtidos
com o programa Discovery Studio Visualizar. * Cavidade encontrada pelo programa CASTp. **

Aminoácidos que fazem apenas interações de Van der Waals. *** Qualquer outra interação favorável,
polar ou apolar. Fonte: elaborado pelo autor.

Podemos ver que apenas dois aminoácidos participam da interação com

todos os ligantes em todas as conformações, estes são a LEU150, a SER202. Se

considerarmos apenas a GUO, a LEU150, a SER202 e mais a VAL193 participam da

interação em todas as conformações. Estes são os principais candidatos a
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aminoácidos chave que possibilitam a ação dos ligantes de levarem à abertura do

canal. Se buscarmos os aminoácidos que se repetem apenas nas conformações

onde o canal está fechado, não há nenhum resultado, porém apenas para as

conformações onde o canal está aberto, o ASN136 aparece como exclusivo destas

conformações, assim podemos adicionar ele à lista de possíveis aminoácidos chave.

Foi também feito estas mesmas buscas limitadas à interação com a GUO, porém

não houve nenhum resultado diferente.

Além dos aminoácidos encontrados usando o resultado do Docking, também

foi percebido a existência da PHE144 e TYR145. A posição deles é na região de

uma das abertura da cavidade analisada neste trabalho e como há um anel

aromático na estrutura destes aminoácidos, foi considerado que eles possivelmente

possuem um papel auxiliar no deslocamento dos ligantes até a cavidade, interagindo

inicialmente, antes do ligante entrar na cavidade, aumentando a presença dele

naquela posição. A PHE144 já aparece na TABELA-2 como um dos aminoácidos

que interagem com os ligantes em algumas conformações. A FIGURA-11 é um

exemplo da posição da PHE144 e TYR145 em relação ao trajeto encontrado pelo

programa Caver para a cavidade do BK na conformação 6v3g, onde podemos ver

que a posição é bem próxima do início do trajeto. Estes aminoácidos também foram

incluídos na lista de possíveis aminoácidos chave para a ação dos ligantes.

FIGURA 11. Comparação da posição dos aminoácidos PHE144 e TYR145, coloridos em vermelho,
com a posição da trajetória encontrada pelo programa Caver. Fonte: elaborado pelo autor.
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4.4 ALINHAMENTO DA SEQUÊNCIA AMINOACÍDICA DO BK EM DIFERENTES

ESPÉCIES

Um alinhamento entre a sequência aminoacídica do canal BK do Homo

sapiens e das espécies: Mus musculus, Gallus gallus, Xenopus laevis, Aplysia

californica, Caenorhabditis elegans e Drosophila melanogaster foi feito com o intuito

de analisar se os aminoácidos escolhidos como chave estão conservados entre

diferentes grupos animais. O resultado do alinhamento está exposto na FIGURA-12,

colorido de forma a demonstrar a variação de conservação entre os diferentes

aminoácidos da região envolvida na interação entre os ligantes. Podemos observar

que embora o canal possua vários aminoácidos conservados entre vertebrados e os

demais grupos, nenhum dos aminoácidos escolhidos em função das interações

encontradas com os ligantes (ASN136, LEU150, VAL193 e SER202) estão entre

eles, nem os dois aminoácidos escolhidos por possivelmente ajudarem na trajetória

do ligante em direção à cavidade (PHE144 e TYR145). Isso não descarta a possível

importância destes aminoácidos, visto que entre os vertebrados eles estão

conservados. Assim podemos considerar que este alinhamento concorda com a

possibilidade de que os aminoácidos escolhidos são importantes para interação,

porém, talvez, ela exista apenas em vertebrados.
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FIGURA 12. Alinhamento das sequências aminoacídicas do canal BK. O tom de azul representa a conservação do aminoácido, quanto mais escuro mais
conservado, a borda vermelha indica os aminoácidos ASN136, LEU150, VAL193 e SER202 e a borda verde os aminoácidos PHE144 e TYR145. As espécies
foram escolhidas por serem de diferentes grupos animais normalmente usados como modelos e as sequência foram retiradas do banco de dados UniProt,

sob os códigos: Q12791 (Homo sapiens), Q08460 (Mus musculus), Q8AYS8 (Gallus gallus), Q90ZC7 (Xenopus laevis), Q5QJC5 (Aplysia californica),
Q95V25 (Caenorhabditis elegans) e A0A0B4KHT2 (Drosophila melanogaster). Fonte: elaborado pelo autor.
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4.5 LIMITAÇÕES E PERSPECTIVAS

Os objetos deste estudo in silico consistem de estruturas cristalizadas

estáticas criadas a partir de observações reais, assim a dinâmica natural das

proteínas acaba não sendo bem representadas. O modelo mais bem aceito sobre a

cinética do BK é um modelo baseado em alosteria representado pelo ESQUEMA-1.

ESQUEMA 1. Modelo representando o equilíbrio entre a conformação fechada (C) e aberta (O), onde
o estado 1 (C1 e O1) representa o estado onde o canal tem a conformação fechada mais duradoura e
a conformação aberta menos duradoura. A duração da conformação fechada diminui conforme o
estado se desloca para direita e o contrário acontece com a conformação aberta. Os moduladores
conhecidos do BK, o aumento da voltagem, interação com Ca2+, etc. Deslocam o estado para a

direita, aumentando a duração da conformação aberta. Fonte: Latorre et al., 2017.

Neste esquema, observa-se que há sempre a possibilidade de alteração

entre a conformação aberta e fechada do canal e os ativadores conhecidos do BK,

como o aumento da diferença de potencial elétrico, a interação com Ca2+, a

interação com Mg2+, alteram a prevalência de cada uma destas conformações,

aumentando a probabilidade de encontrar o canal aberto e reduzindo a de

encontrá-lo fechado (Latorre et al., 2017). A interação do NS11021 com o BK

também já foi demonstrada explicável por este mesmo modelo de alosteria

(Rockman et al., 2020).

Este constante movimento da proteína não é capaz de ser captado pelos

métodos usados neste trabalho. Assim, neste trabalho, optou-se por reduzir o rigor

na escolha da cavidade para o Docking, aceitando que tanto o tamanho tanto da

cavidade quanto do trajeto encontrado não representam esta dinâmica. O mesmo
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acontece na escolha do Discovery Studio Visualizer para verificar quais aminoácidos

estão envolvidos na interação entre o ligante e a proteína, pois este programa aceita

mais possibilidades de interação, não se limitando a escolher mostrar apenas a mais

provável, mas sim todas as possíveis, um resultado desejado para este trabalho.

Os resultados encontrados podem, assim, servir para desenvolver hipóteses

que não descartem possibilidades reais e que possam ser testadas por métodos

mais precisos como análises computacionais de Dinâmica Molecular, ou até ensaios

in vitro (ou in silico) com mutações sítios dirigidas. Estas hipóteses ainda podem ser

filtradas por outras análises como a busca por polimorfismos envolvidos em

patologias, comparação com diferentes isoformas do canal, interação com toxinas,

entre outras.

5. CONCLUSÕES

Este trabalho identificou uma região na parte extracelular do canal BK que

possivelmente interage tanto com a GUO como com os ligantes sintéticos NS1619 e

NS11021. Esta região provavelmente não é a região do poro, entretanto, pode ser

uma cavidade acessível do meio extracelular.

Também analisou-se o mecanismo de interação para a ligação dos diferentes

ligantes com o canal BK. Os aminoácidos ASN136, PHE144, TYR145, LEU150,

VAL193 e SER202 são os mais prováveis aminoácidos chave para esta interação,

mostrando interação consistente destes resíduos, seja quando já estão dentro da

cavidade (ASN136, LEU150, VAL193 e SER202) ou tendo um possível papel de

trasnporte do ligante até a cavidade (PHE144 e TYR145). Notavelmente, todos os

aminoácidos são conservados entre os vertebrados, destacando sua importância

evolutiva, embora esta conservação não seja observada ao comparar vertebrados e

invertebrados.

Sendo assim, com estes resultados é possível traçar hipóteses para métodos

mais precisos, como uma análise de Dinâmica Molecular ou uma avaliação

eletrofisiológica com mutações sítio dirigidas no BK.
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