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RESUMO

Com o aumento da longevidade humana, as doengas neurodegenerativas (DNs)
vém se tornando mais prevalentes, tornando urgente o estudo dos mecanismos
fisiolégicos envolvidos e a busca por moléculas neuroprotetoras. A guanosina (GUO)
€ uma molécula enddégena e no sistema nervoso central a sua liberagdo aumenta
durante eventos patolégicos. GUO possui efeitos neuroprotetores em modelos in
vivo e in vitro de DNs como as doencgas de Alzheimer, Parkinson, epilepsia, isquemia
e depressao. Porém, o mecanismo deste efeito ainda n&o esta elucidado e uma das
hipéteses é a atuacdo da GUO ativando o canal de potassio de alta condutancia
dependente de calcio (BK). GUO promove a abertura do canal BK quando
adicionada no meio extracelular e seu efeito neuroprotetor € abolido por
bloqueadores do BK. O BK é uma proteina formada por um tetrdmero de
subunidades-a que pode ou ndo possuir subunidades auxiliares (beta). Diversas
moléculas modulam a atividade deste canal, porém o sitio de interagdo da maioria
desses ligantes é desconhecido. Para corroborar a evidéncia da interagao molecular
entre GUO e BK e buscar um possivel sitio de interagcédo, este trabalho usou as
seguintes analises in silico: identificacdo de possiveis cavidades hidrofébicas na
estrutura cristalizada do BK humano em suas conformacdes aberta e fechada, com
e sem a subunidade auxiliar f4; simulacédo da interacdo da GUO nestas cavidades
por molecular docking, analisando os aminoacidos envolvidos nesta interacéo; e
alinhamento da sequéncia de aminoacidos do BK humano com outras espécies. A
mesma analise de interacdo foi feita com dois ativadores sintéticos do BK, que
também n&o se conhece o sitio de interacdo, o NS1619 e o NS11021. Foram
encontradas possiveis cavidades hidrofébicas que poderiam ser sitios de interagao e
a analise de docking encontrou uma conformagdo com energia livre baixa (alta
afinidade) comparada as obtidas com ligantes naturais para todas as conformagdes,
indicando que essa € uma interacdo possivel. Foram encontrados também os
seguintes possiveis aminoacidos-chave para esta interacdo: ASN136, PHE144,
TYR145, LEU150, VAL193 e SER202. O alinhamento de aminoacidos do BK de
diferentes espécies mostrou que estes aminoacidos sido conservados entre os
vertebrados e, portanto, podem ser alvos de estudos futuros que confirmem os
resultados deste trabalho. Conclui-se que ha um possivel sitio de interacdo para
GUO, NS1619 e NS11021 na porgao extracelular do canal e foram destacados
aminoacidos essenciais para esta interagdo, sendo que sua conservagao sugere
potenciais alvos para futuras investigagdes.



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 a-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 B4; 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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1. INTRODUGAO

1.1 NEURODEGENERACAO

O aumento da longevidade da populagdo humana, aliado a diminuicdo na
taxa de natalidade vém trazendo novos desafios para sistemas publicos, como a
previdéncia social e a saude publica. Conforme envelhecemos ha o aumento de
fatores de risco associados as doengas neurodegenerativas (DNs), estima-se que o
custo mundial anual apenas da doenca de Alzheimer (AD), seja de 1 trilhdo de
dolares (Breijyeh et al., 2020), evidenciando a necessidade de estudar os processos
fisiolégicos associados ao envelhecimento e as DNs.

As DNs sao enfermidades que causam a perda progressiva de fungao ou
estrutura neural, chamada neurodegeneragdo. Em 2019, cerca de 50 milhdes de
pessoas sofriam de algum tipo de DN, sendo as mais comuns a AD, a doenga de
Parkinson (PD), a doengca de Huntington e a esclerose lateral amiotrofica. A
neurodegeneragdo também pode ser causada por danos agudos como traumas,
isquemia ou hemorragia cerebral (Donnan et al., 2008; Yamagata, 2021,
Chojdak-tukasiewicz et al., 2021). As DNs sao multifatoriais e suas causas ainda
sdo objeto de discussao (Armstrong, 2020), diferentes condigbes sdo associadas ao
seu desenvolvimento, como o fatores genéticos, envelhecimento, doencas
vasculares, exposicdo a metais e infecgdes, traumas, consumo de alcool, etc
(Armstrong, 2020; Dugger et al., 2017). Estas condicbes podem levar aos varios
processos relacionados ao desenvolvimento das DNs, como acumulos de agregados
anormais de proteinas, disfungdo vascular, disfungcdo mitocondrial, estresse
oxidativo, desbalango idnico e a excitotoxicidade glutamatérgica, entre outros. A
excitotoxicidade €& desencadeada por uma excessiva ativagcao dos receptores de
glutamato, o principal neurotransmissor excitatério do Sistema Nervoso Central
(SNC), e ocasiona um desbalancgo idnico e metabdlico que pode estar envolvido no
processo de neurodegeneracao (Armstrong, 2020; Dugger et al., 2017).

A busca por tratamentos para neurodegeneragédo geralmente é direcionado
para modular algum destes processos, porém devido a complexidade destas
patologias, o avango tem sido lento. Para a AD, por exemplo, existem trés classes
de farmacos aprovados para o seu tratamento, eles possuem eficiéncia terapéutica

limitada, pois nenhum evita a progressao da doenga nem trata sua causa. Assim, a
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busca por outras moléculas ou mecanismos que possam melhorar o tratamento,
evitar a progress&do ou promover a remissao da doenga para a AD e outras DNs se
faz extremamente necessaria. O alvo dessa pesquisa sera avaliar a guanosina
(GUO, FIGURA-1), uma dessas moléculas que podera ser evidenciada como

estratégia terapéutica frente a neurodegeneracéo.
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Figura 1. Estrutura quimica da Guanosina. Fonte: PubChem.

1.2 GUANOSINA

As purinas sdo moléculas endogenas, presentes no meio intracelular como
constituintes dos acidos nucleicos e da estrutura de coenzimas e também agem

como segundos mensageiros na sinalizacdo intracelular (Lanznaster et al., 2016;
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Tasca et al.,, 2018). As purinas sdo constituidas pelas bases nitrogenadas da
adenina e guanina e seus derivados, os nucleosideos adenosina e guanosina
(derivados da adenina e da guanina respectivamente) e os nucleotideos
(nucleosideos 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 sdo liberadas na forma de
nucleotideos que podem ser metabolizados em nucleosideos por
ecto-nucleotidases, nucleosideos também podem ser liberados por transportadores
especificos de nucleosideos (Tasca et al., 2018; Mancinelli et al., 2016). No SNC as
purinas sdo liberadas tanto por neurénios quanto por células gliais, acontecendo
principalmente nas sinapses podendo ser através da exocitose de vesiculas
sinapticas, como também liberadas por transportadores (Di Liberto, 2016). A
principal fonte das purinas no SNC sé&o os astrocitos, 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-Gyorgyi (1929) na isquemia cardiaca, provocando dilatacao arterial e
reduzindo o ritmo cardiaco (Lanznaster et al., 2016; Tasca et al., 2018). Nos anos
70s Geoffrey Burnstock introduziu a ideia de neurotransmissao purinérgica e hoje a
adenosina e o0 ATP estdo consolidados como neurotransmissores e
neuromoduladores do SNC, respectivamente (Burnstock, 1972, 2013; Lanznaster et
al., 2016; Tasca et al., 2018).

Diferente das PDAs, as PDGs sao classicamente associadas apenas a sua
funcao intracelular de modulagao da atividade das proteinas G (Tasca et al., 2018).
Porém, a identificacdo de efeitos extracelulares vém sugerindo que também as
PDGs possam agir como neuromoduladores. Foi demonstrado que o GTP é
co-armazenado com o ATP em vesiculas sinapticas e que os nucleosideos de
adenina e de guanina competem pelas mesmas ecto-nucleotidases, ou seja séao
metabolizados no meio extracelular (Di Liberto, 2016). Também ja foi observado um
aumento dos niveis extracelulares de PDG em modelos animais apdés dano
isquémico, niveis que se mantém elevados por até 7 dias (Uemura et al., 1991).
Astrécitos em cultura também aumentam a liberagdo de PDGs em uma proporgéao
maior do que as PDAs apds serem submetidos a hipdxia ou hipoglicemia (Ciccarelli
et al., 1999).
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O estudo dos efeitos neuroprotetores dos PDGs ja foram desenvolvidos em
diversos modelos. A administracdo aguda in vivo de GMP e guanosina leva redugéo
de 50% a 80% de convulsdes induzidas por acido quinolinico, 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 sao tratados com um inibidor da enzima 5’-ectonucleotidase, impedindo a
conversdo de GMP para guanosina, sugerindo que o efeito anticonvulsivante se
deve a GUO (Soares et al., 2004).

Em um modelo in vivo de hipdxia-isquemia perinatal, que reduz a captagao
de glutamato (Glu) pelas células hipocampais, a guanosina foi capaz de restaurar
essa captacdo de Glu para os niveis do controle (Moretto et al., 2005). Em outro
modelo de dano neuronal, através da oclusdo da artéria cerebral média, a
administracdo de GUO reduziu significativamente a area do infarto (Chang et al.,
2008; Rathbone et al., 2011; Connell et al., 2013). Assim como com a oclusao
bilateral permanente das carétidas comuns, o tratamento crénico com GUO
administrada oralmente levou a reversdo da perda de neurdnios 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 oxigénio (ROS) e
reverteu a reducao do transportador de Glu, GLT1 (Hansel et al., 2014, 2015).
Também ja foi demonstrado efeito neuroprotetor do tratamento com GMP em fatias
hipocampais (Molz et al., 2005). Porém estes efeitos sdo 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 a producdo 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 ja foram demonstrados efeitos neuroprotetores
da administracdo de GUO. Em um modelo in vitro de PD, a administragdo de
1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP*) resulta em apoptose, porém o tratamento com
GUO iniciado até 48 horas depois da aplicacdo 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 nao so reduzir a
apoptose em neurbnios da substéncia negra pars compacta, como induziu uma

proliferagdo de neurdnios 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 peptideo beta-amiléide (AB) (Pettifer et al., 2004;
Tarozzi et al., 2010). Em um modelo in vivo de AD, com camundongos submetidos a
infusdo intracerebroventricular de peptideo AB, o déficit de memoéria de curto prazo
foi prevenido pela administragcdao de GUO. Além disso, a infusdao de AB leva a um
aumento da captacdo de Glu em fatias hipocampais ex vivo, este efeito também é
revertido pela GUO (Lanznaster et al., 2017). GUO também previne a produgéo de
estresse oxidativo hipocampal induzido pelo AB (Coelho et al., 2022).

Além dos efeitos protetores em modelos de patologias, também ja foram
demonstrados efeitos na proliferacdo e diferenciagcdo celular no SNC. Em
camundongos com medula espinhal lesionada, a GUO foi capaz de aumentar a
mielinizagdo na regido da lesdo, também aumentou a proliferacdo de células
progenitoras de oligodendrécitos além de estimular a proliferacdo de astrécitos
(Jiang et al., 2003; Jiang et al., 2008). A GUO também estimula a proliferagcao celular
em um modelo de PD, como citado anteriormente (Su et al.,, 2009). Em
camundongos adultos saudaveis tratados com GUO, ha um aumento da
neurogénese no giro denteado do hipocampo, verificado através da medigdo de
doblecortina, uma proteina expressa em células precursoras neuronais (Piermartiri
et al., 2020). Por fim, a proliferacédo, diferenciacdo e migracao celular induzida por
purinas, sendo as PDAs as mais estudadas, ja foi demonstrada tanto em adultos
quanto durante o desenvolvimento embrionario (Ribeiro et al., 2019).

Apesar dos efeitos neuroprotetores dos PDGs serem estudados em diversos
modelos, 0 mecanismo pelo qual este efeito acontece ainda nao esta elucidado. As
suas acgdes neuroprotetores sdo associadas a trés principais efeitos: reduzindo a
excitotoxicidade glutamatérgica, modulando a neuroinflamagcédo e reduzindo o
estresse oxidativo (Di Liberto et al., 2019; Tasca et al., 2018). Porém a GUO é capaz
de ativar vias de sinalizagdo que levam a reducado da apoptose e ao aumento do
efeito neuritogénico do fator de crescimento derivado do encéfalo (BDNF; Di Liberto
et al. 2016; Gysbers e Rathbone, 1992; Bau et al., 2005) e a proliferagdo celular
(Jiang et al., 2008; Su et al., 2009; Piermartiri et al., 2020). Por exercer a maioria dos
efeitos troficos e protetores avaliados em diferentes modelos de enfermidades, o

estudo dos mecanismos de agédo dos PDGs geralmente esta focado na GUO.
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Os PDGs parecem modular a transmissdo glutamatérgica por diferentes
caminhos. Ja foi demonstrado que o GTP, GDP e GMP deslocam a unidao de Glu
com os seus receptores (Sharif e Roberts, 1981), porém a GUO nao gera 0 mesmo
resultado, ou seja, ndo parece ter um efeito direto como antagonista de receptores
glutamatérgicos (Souza e Ramirez, 1991). Os efeitos toxicos induzidos pelos dois
agonistas de receptores glutamatérgicos, NMDA e kainato, também sao inibidos
apenas pelo GTP, GDP e GMP e nao pela GUO (Morciano, 2004). Porém a GUO
aumenta a captagdo de Glu em fatias do cortex de camundongos (Frizzo et al.,
2002). GUO também restaura a captacédo de Glu em fatias hipocampais submetidas
a privagao de glicose e oxigénio (PGO; Dal-Cim et al., 2013), aumenta a captacgéo
de Glu em fatias hipocampais submetidas a altos niveis (toxicos) de Glu (Nonose et
al., 2020) e em cultura de astrocitos (Quincozes-Santos et al. 2013; Dal-Cim et al.,
2019). Além disso, a GUO reduz a liberagao de Glu (Molz et al., 2011), restaura os
niveis de ATP intracelular e a liberagao de lactato em fatias hipocampais submetidas
a PGO (Thomaz et al. 2020). Ainda, a GUO reduz o aumento da produgédo de ROS
induzida pelo Glu (Dalla Corte et al, 2012) e reduz o estresse oxidativo mitocondrial
(Dal-Cim et al., 2012).

O mecanismo de acdo da GUO ainda ndo esta completamente elucidado,
mas diversos dos efeitos ja estudados como a protegao contra a apoptose, estresse
oxidativo mitocondrial e modulagdo do receptor NMDA s&o mediados pela enzima
fosfatidilinositol-3-cinase (Oleskovicz et al., 2008; Molz et al., 2011; Bettio et al.,
2012; Dal-Cim et al, 2012, 2019), proteina cinase B (PKB ou Akt) e glicogénio
sintase cinase 33 (Molz et al., 2011; Dal-Cim et al, 2012).

Ainda nao esta claro qual o receptor responsavel pela atividade dos PDGs.
Porém a existéncia de um sitio de interagdo de alta afinidade para [°*H]-GUO, com a
constante de dissociacéo (Kp) de 95,4 +11.9 nM ja foi identificado, essa interagao é
saturavel, reversivel e ndo é deslocada por outras purinas como a adenosina, ATP,
hipoxantina, xantina, cafeina, entre outros, sugerindo que este receptor ndo € um
dos receptores de PDAs (Di Liberto et al., 2016; Traversa et al, 2002).

Apesar disso, muitos dos efeitos da GUO s&o revertidos por ligantes de
receptores de adenosina: a cafeina é capaz de reverter os efeitos tipo ansioliticos; o
DPCPX, um antagonista seletivo do receptor de adenosina A,, reverte os efeitos
antinociceptivos (Schmidt et al., 2008); o aumento da ades&o neuronal em neurdnios

cerebelares em cultura é bloqueado pelo antagonista seletivo do receptor Aja
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ZM241385 (Decker et al.,, 2019); os efeitos protetores em cultura de células
SH-SY5Y, sujeitas a estresse oxidativo mitocondrial, sdo bloqueado tanto pelo
DPCPX quanto pelo ZM241385 (Dal-Cim et al., 2012). Em fatias hipocampais de
ratos submetidas a PGO, a reducado da formacao de ROS e a reducgao da perda do
potencial de membrana mitocondrial s&o inibidas pelo DPCPX e pelo agonista do
receptor A,, CGS21680, mas nédo pelo antagonista do receptor A,, ZM241385,
sugerindo que a interacdo com os receptores de adenosina A, e A,, acontegam de
forma diferente neste modelo (Dal-Cim et al., 2013). Considerando esses resultados,
surgiu a hipotese de que a GUO age através de oligbmeros de A, e A,a, ou seja,
modulando o heterémero A;A,a. De fato, em fatias hipocampais de camundongos
gue nao expressam o receptor A,a sujeitas a PGO, a GUO nao apresenta seu efeito
neuroprotetor. Além disso, a GUO nao € capaz de modificar a interacdo do
antagonista do receptor A, MRS7396 em células expressando apenas o receptor
A, porém bloqueia parcialmente essa interacdo em células expressando tanto os
receptores A, quanto o A, (Lanznaster et al., 2019), apontando para um efeito da
GUO dependente da presencga dos receptores A1 e A2A.

No entanto, outras proteinas também parecem ser um possivel alvo da GUO
e mediar seus efeitos neuroprotetores. A primeira evidéncia sugerindo a interagédo de
GUO com canais de potassio (K*), foi a demonstracdo de que o tratamento de
astrécitos com GUO promovia uma corrente de K* e o aumento nos niveis de um
canal de K' retificador de voltagem (Benfenati et al., 2006). Estudos de nosso
laboratério demonstraram que a 4-aminopiridina, um bloqueador de canais de K,
reverte o efeito neuroprotetor da GUO em fatias hipocampais de rato sujeitas a PGO
(Oleskovicz et al., 2008). Também em fatias hipocampais sujeitas a PGO, o uso de
glibenclamida, um inibidor seletivo de canais de K* sensiveis ao ATP, ou o uso de
apamina, um inibidor seletivo de canais de K* de baixa condutancia ativados por
calcio (Ca**), ndo alteram o efeito protetor da GUO. Porém o tratamento com
caribdotoxina, um bloqueador seletivo do canal de K' de alta condutancia
dependente de Ca®" (BK), leva a uma inibicdo do efeito da GUO (Dal-Cim et al.,
2011). Vale destacar que nenhum dos inibidores de canais de K" leva a uma
alteracao do efeito da PGO sozinhos. Também observamos que, na presencga de
GUO extracelular em células HEK293 transfectadas com o canal BK, ha 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 potassio de alta condutancia que
possui um sitio ativo para Ca®* na regido intracelular. E um tetramero formado por
quatro subunidades-a iguais, codificadas pelo gene KCNMA1 (ou Slo1). Cada
subunidade contém sete dominios transmembrana (S0-S6), sendo um deles o
dominio de poro com a sequéncia assinatura TVGYGD, tipica de canais de potassio.
Além disso, a parcela C-Terminal, voltada para o citosol, contém dois dominios
reguladores de condutancia de potassio (RCK), onde esta o sitio de interagdo com o
Ca?" de alta afinidade, além desse também ha um sitio para cations bivalentes,
estudado maijoritariamente pela interagdo com o Mg** (Latorre et al., 2017; Kshatri et
al., 2018).

Figura 2. Estrutura do canal BK (subunidades-a que formam o poro). Em vermelho e azul
estdo as regibdes sensiveis ao Ca?*, voltadas para o meio intracelular. Em verde e laranja estio os
dominios transmembrana de apenas duas das subunidades-a. Fonte: (Cui, 2020).
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Em vertebrados sabe-se que o BK pode estar expresso com uma das
subunidades auxiliares (regulatérias) B1-4 e y1-4. Como o canal é distribuido
ubiquamente pelo corpo, a presenga destas subunidades, assim como o splicing
alternativo, confere ao BK suas diferentes fungcbes em diferentes tecidos. O BK
expresso na musculatura lisa esta majoritariamente associado a subunidade-f1 e
sua fungao esta relacionada ao controle do tdnus muscular, importante, por exemplo,
para regulacao da pressao arterial. Nas células intercaladas dos tubulos renais, o BK
€ expresso majoritariamente com a subunidade-34 e sua fungao esta associada a
reducdo do volume celular em resposta ao aumento de estresse causado pelo
aumento do fluxo nos tubulos renais, reduzindo a pressdo neles (Latorre et al.,
2017). Outros tipos celulares ou tecidos possuem suas especificidades quanto a
expressao do BK, sendo o SNC o mais importante para este trabalho.

No SNC o BK esta presente majoritariamente com a subunidade-4, com a
sua distribuicdo geralmente coincidindo com a da subunidade-a, a subunidade-32
também esta presente, embora menos comum (Behrens et al., 2000). A
subunidade-B1 no cérebro esta presente praticamente apenas na musculatura lisa
dos vasos. Uma das principais fungdes do BK em neurénios € a de regulacédo do
potencial de acédo, sendo que a ativacao do BK pode tanto aumentar quanto diminuir
o disparo a depender do tipo celular. Isso se da por conta da cinética complexa do
canal, envolvendo as diferentes subunidades reguladoras e outros canais, fazendo
com que a ativacdo do BK possa ser o principal componente ou da fase de
repolarizagao do potencial de agao, ou do periodo refratario (Contet et al., 2016). Por
exemplo, nos neurdnios do nucleo vestibular que disparam o potencial de agao de
forma mais rapida, a fase de repolarizacdo € dominada pelos canais de potassio
dependentes de voltagem Kv3, porém nos neurénios GABAérgicos de disparo mais
lento, a mesma fase € dominada pelo BK (Gittis et al., 2010). Além disso, o BK pode
regular outras fungdes do neurbnio, como a liberagdo de neurotransmissores,
excitabilidade dendritica, e o BK astrocitario regula a vasodilatagcdo dos vasos
proximos (Contet et al., 2016).

Alguns fendtipos patologicos estdo associados a alteracdo da atividade do
BK, assim como a sua modulacdo pode reduzir sintomas patolégicos. 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 aplicacdo de

picrotoxina ou pentilenotetrazol (Sheehan et al.,, 2009). Em um modelo in vivo
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triplo-transgénico de AD, a administragdo de acido isopimarico, um ativador do BK,
leva a uma reducdo no déficit cognitivo e a redugdo da concentracéo do peptideo
AB1-42 no hipocampo (Wang et al.,, 2015). O ativador do BK, BMS-204352,
administrado de forma intravenosa duas horas apds a oclusado da artéria cerebral
média em um modelo de isquemia, leva a uma reducdo do volume de infarto
(Gribkoff et al., 2011).

Embora se conheca diversos efeitos associados a modulagdo 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
interacdo da grande maioria delas. Ja foi demonstrado um sitio de interagéo para
17B-Estradiol, que interage com a subunidade-f1 e é dependente dos residuos
Trp163 e Phe166 (Granados et al., 2019). Outros casos como o farmaco
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 ativagao € dependente de uma sequéncia conectora da regido RCK e S6
do BK (Gessner et al., 2012).

Porém ainda muitas outras moléculas, como a BMS-204352 citada
anteriormente, tetrahidroquinolina, alguns flavonoides, o acido docosahexaendico,
acido araquidénico e a propria GUO ainda ndo possuem um local de interacao
descrito. Um estudo eletrofisiolégico de ativagdo de BK por GUO em células
HEK293 transfectadas com a subunidade alfa (funcional) do canal e que nao
expressam transportadores de nucleosideos ou receptores de adenosina mostrou
que a administragdo 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 adigdo do peptideo 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 possivel sitio de interagdo 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 interagao entre a GUO e
o BK. O processo de docking envolve a predicao da orientacéo e da conformacéao de
um ligante em um local-alvo de uma proteina, designado pelo pesquisador (Kitchen
et al., 2004). A partir destas conformagdes sao calculadas a energia de interagcéo de
cada uma e assim possibilitar a analise e escolha das predi¢gdes mais provaveis 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 0 NS11021 (FIGURA-3.B; Bentzen et al., 2007), sendo feita a
mesma analise usada com a guanosina e tendo o objetivo de comparar ativadores
conhecidos do canal. Nao se sabe o sitio exato de interagdo nem do NS1619 nem
do NS11021, portanto testar possiveis sitios de interagao destas moléculas também
€ um dos alvos deste trabalho. Além disso, foram feitas analises dos aminoacidos
envolvidos na interacao a fim de buscar os aminoacidos chave para que a interagao

ligante-alvo molecular possa acontecer.

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

2.1 OBJETIVO GERAL

Predizer a interacdo entre a Guanosina e o canal idnico BK, e desvendar os

possiveis sitios de interagdo acessiveis para ligantes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Analisar a proteina do canal ibnico BK e identificar possiveis cavidades
na sua superficie compativeis com o tamanho da Guanosina;

° Avaliar a capacidade de interagcdo das cavidades encontradas e do
dominio de poro do canal BK via molecular docking e estimativa de energia livre;

° Analisar os aminoacidos possivelmente envolvidos na interagdo da
conformacao do ligante com menor energia livre (maior afinidade) pelo BK,
buscando os aminoacidos chave, que participem da interagdo com todos os ligantes
em todas as conformacgdes do canal (canal aberto ou canal fechado);

° Comparar a sequéncia de aminoacidos do BK humano com o de outras
espécies através de um alinhamento, buscando verificar se os aminoacidos chave

encontrados sao conservados evolutivamente.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 OBTENGAO DAS ESTRUTURAS DAS MOLECULAS

As estruturas terciarias cristalizadas do BK usadas neste trabalho foram
obtidas através do banco de dados RCSB - Protein Data Bank (PDB) sob os cddigos
6V3G, que correspondem a conformacdo em que o canal esta fechado e apenas
com as subunidades-a (subunidade obrigatéria); 6V35, correspondente a
conformagdo em que o canal esta fechado e com as subunidades-a+p4 (subunidade
regulatéria expressa no sistema nervoso central); 6V38, correspondente a
conformagao em que o canal esta aberto e apenas com as subunidades-a e 6V22,
correspondente a conformagcdo em que o canal esta fechado e com as
subunidades-a+p4 (FIGURA-4; Tao et al.,, 2019.). Foram usadas trés moléculas
como ligantes: Guanosina, NS11021 e o NS1619. E suas estruturas foram obtidas
no banco de dados PubChem sob os cédigos 135398635, 24825677 e 4552

respectivamente.

FIGURA 4. Estrutura cristalizada do canal BK depositada no banco de dados RCSB - Protein Data
Bank sob o cédigo 6V3G. Cada uma das subunidades-a estéo 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 regides inteiramente intracelulares (do residuo 326 em diante) do canal
foram removidas com o programa PyMol 2.5, para reduzir o custo computacional das
analises futuras, esta remogao nao afeta a parcela extracelular, que sera o foco
deste trabalho. A preparacdo do BK para o docking: remogao da agua, adi¢gao dos
hidrogénios, atribuicdo das cargas, escolha dos aminoacidos que terao suas cadeias
laterais flexiveis e selecdo da regido (caixa) foi feita com o programa MGLTools
1.5.7. Possiveis cavidades foram buscadas através do programa CASTp (Tian et al.,
2018), suas posigdes 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 possivel para o ligante chegar na regido da cavidade.
O tamanho da caixa é o suficiente para posiciona-la na cavidade escolhida
(FIGURA-5) e na regiao do poro acessado de fora da célula. A analise de docking foi

feita através da ferramenta AutoDock Vina 1.1.2.

FIGURA 5. Estrutura do canal BK modificada (removidos os aminoacidos da posi¢do 326 em diante)
com as cavidades calculadas através da ferramenta CASTp (em vermelho). Fonte: elaborado pelo
autor.
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3.3 ANALISE DOS RESULTADOS DE MOLECULAR DOCKING

Os dados obtidos foram comparados com dados de outros trabalhos que
usaram o0 mesmo meétodo com objetivo de filtrar os resultados deste trabalho,
buscando apenas as conformagdes onde os ligantes tenham, no minimo, a energia
de interacao tao forte quanto outros testes presentes na literatura e assim buscar
possiveis sitios de interacdo tanto para guanosina, quanto para o NS11021 e
NS1619. Também foram comparados os resultados do mesmo ligante com as
diferentes conformacdes e subunidades do canal BK, entre os diferentes locais de
interacéo testados e entre os diferentes ligantes, com o objetivo de analisar se ha
alguma diferencga de afinidade entre os diferentes casos testados.

A analise dos aminoacidos envolvidos na interacdo entre os ligantes e a
proteina foram feitas com o programa Discovery Studio Visualizer 21.1.0.20298,
usando a ferramenta Receptor-Ligand Interactions.

Também foi feito um alinhamento das sequéncia aminoacidicas do BK de
diferentes espécies de animais através da ferramenta Clustal Omega (Madeira et al.,
2022) e a visualizagdo deste alinhamento foi feita com a ferramenta Jalview
(Waterhouse et al., 2009). As sequéncias proteicas das diferentes espécies foram
obtidas no banco de dados UniProt (https://www.uniprot.org/; The UniProt
Consortium, 2023), sob os cédigos Q12791 (Homo sapiens), Q08460 (Mus
musculus), Q8AYS8 (Gallus gallus), Q90ZC7 (Xenopus laevis), Q5QJCS5 (Aplysia
californica), Q95V25 (Caenorhabditis elegans) e AOAOB4KHT2 (Drosophila

melanogaster).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 BUSCA POR CAVIDADES NO CANAL BK

Os resultados do programa CASTp possuiam pelo menos uma cavidade
hidrofébica em regides semelhantes, para cada uma das estruturas analisadas.
Destas cavidades foram escolhidas as mais provaveis de serem acessadas através
do meio extracelular e que eram compostas majoritariamente pelos mesmos

aminoacidos, elas estao representadas na FIGURA-6.

FIGURA 6. Resultados da analise do canal BK através da ferramenta CASTp, as cavidades estao
representadas em vermelho e em cinza esta a estrutura da proteina modificada (delegéo dos
aminodcidos da posicéo 326 em diante) vista de fora da célula. As cavidades representadas foram
escolhidas pois elas estdo em uma posi¢do semelhante nas diferentes conformagdes e possuem
diversos aminoacidos em comum. A: Conformacao 6v3g (canal fechado e sem a subunidade-B); B:
Conformagao 6v35 (canal fechado e com a subunidade-8); C: Conformagao 6v38 (canal aberto e sem
a subunidade-B); D: Conformagéo 6v22 (canal aberto e com a subunidade-f). Fonte: elaborado pelo
autor.
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A andlise da similaridade da posi¢do e da probabilidade inicial de serem
acessiveis a partir do meio extracelular foram feitas visualmente e os aminoacidos
participantes foram analisados a partir da listagem fornecida pelo préprio CASTp.
Também foi analisado a posicao das cavidades em relacdo a membrana celular,
representados na FIGURA-7, onde é possivel ver a posicdo da membrana em
vermelho, e os aminoacidos envolvidos nas cavidades em azul, a forma de
representar cada estrutura foi escolhida com o intuito de facilitar a visualizacao da

cavidade e sua posicao relativa a membrana.

s

it

|:| Cadeia A do canal BK |:] Demais cadeias do canal BK - Aminoacidos envolvidos na cavidade

FIGURA 7. Visualizagéo do canal BK preparada com o programa PyMol do resultado obtido da
ferramenta PPM, mostrando a orientagdo do canal na membrana e a os aminoacidos da cadeia A
envolvidos na cavidade encontrada pelo programa CASTp para cada uma das conformagdes. A forma
de visualizacao foi escolhida de forma a apresentar melhor a localizagdo da cavidade em relagéo a
membrana, representada em vermelho. A: Conformagéao 6v3g (canal fechado e sem a subunidade-B);
B: Conformagéo 6v35 (canal fechado e com a subunidade-§); C: Conformacgéo 6v38 (canal aberto e
sem a subunidade-B); D: Conformacéo 6v22 (canal aberto e com a subunidade-f8). Fonte: elaborado
pelo autor.

A partir destes resultados foi verificado se existia um trajeto possivel
conectando a parcela extracelular com as cavidades selecionadas em cada uma das
diferentes conformacgdes, utilizando a ferramenta Caver, os resultados estdo

expressos na FIGURA-8.
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As cavidades nas diferentes conformagdes sdo formadas por alguns poucos
aminoacidos diferentes e possuem tamanho variado. Além disso, o trajeto
encontrado pelo Caver também possui variagdo conforme as diferentes
conformacgdes. Estas pequenas variacbes foram tratadas como irrelevantes para a
escolha da cavidade para a simulagao de atracamento molecular (Docking), pois as
estruturas cristalizadas sao estaticas e nao representam o movimento dinamico das
proteinas, ndo pode predizer, exatamente, o possivel tamanho da cavidade em uma
situagcdo real. Assim, as regides selecionadas para o Docking foram as cavidades
expressas na FIGURA-6 para cada uma das conformacgdes e a regido extracelular

do poro.

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

e sem a subunidade-B); B: Conformacao 6v35 (canal fechado e com a subunidade-§); C:
Conformacéo 6v38 (canal aberto e sem a subunidade-8); D: Conformagéo 6v22 (canal aberto e com a
subunidade-B). 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 esta expresso a menor energia livre calculada
pelo programa AutoDock Vina para cada um dos ligantes em cada uma das

conformagdes do canal BK. As conformacgdes dos ligantes que possuem a energia
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citada na tabela foram usadas para as demais analises. Podemos ver que a energia
livre dos ligantes sintéticos na conformagao 6v38, mostra uma afinidade baixissima
pela proteina (alta energia livre) na regidao 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
conformacgdes foram mais altas na regido do poro do que a da cavidade, mostrando
uma menor afinidade pelo poro. Também, estas interagdes se fazem na superficie,

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

Energia livre*

Ligante Conformacao -
Cavidade** Poro
6v3g -8.650 -6,203
6v35 -8,811 -6,354
GUO
6v38 -7,175 -6,158
6v22 -9,326 -6,457
6v3g -11,032 -6,743
6v35 -10,328 -6,466
NS1619
6v38 -7,271 -2.975
6v22 -7,151 -6,399
6v3g -10,281 -6,787
6v35 -16,819 -6,716
NS11021
6v38 -9,998 -2,515
6v22 -7,617 -6,337

TABELA 1. Menor valor de energia livre calculado pelo programa AutoDock Vina, indicando a
conformagédo com maior afinidade pelo BK, para cada ligante e cada conformacgao da proteina, onde a
6v3g representa o canal fechado sem a subunidade-f3, 6v35 representa o canal fechado e com a
subunidade-, 6v38 representa o canal aberto sem a subunidade-3 e 6v22 representa o canal aberto
com a subunidade-B. *Valor estimado do AG, calculado pelo AutoDock Vina. ** Cavidade encontrada
pelo programa CASTp. Fonte: elaborado pelo autor.

E possivel analisar conjuntamente outra informacdo fornecida pelo
Discovery Studio Visualizer, demonstrada na FIGURA-9 através das esferas verdes
no entorno de alguns atomos. Elas representam atomos “insatisfeitos”, que sé&o
calculados pelo programa como atomos que podem fazer interacbes com outras

moléculas no meio. Como estas possibilidades ndo sao calculadas pelo AutoDock
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Vina, é possivel apenas estimar que na presenga de um meio aquoso, os ligantes
interagindo com a superficie da proteina (em contraste com uma cavidade) poderiam
rapidamente interagir com a agua ou outros atomos e se difundirem pelo meio e
assim se separarem do canal. Devido a interacdo na superficie, a baixa afinidade
(apesar das muitas interagbes) e a presenga de atomos insatisfeitos, a possibilidade
de a interacdo com o poro levar a abertura do canal foi descartada e ndo foram

feitas as demais analises com ela.

A

FIGURA 9. Posigdo com menor energia livre, calculada pelo AutoDock Vina, da guanosina (em
vermelho) na regido do poro do BK (em cinza). Imagem feita com o programa Discovery Studio
Analyzer, com a ferramenta Receptor-Ligand Interaction, demonstrando os atomos insatisfeitos por
esferas verdes, estes atomos podem fazer pontes de hidrogénio com outras moléculas presentes no
meio. Fonte: elaborado pelo autor.

Quanto a energia livre dos diferentes ligantes interagindo com o BK na
regido da cavidade, elas estdo 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
€ um possivel local de interagao dos trés ligantes analisados com o canal.

Podemos ver que, no geral, a afinidade do BK pelos ligantes € maior nas
conformagdes onde o canal esta fechado (6v3g e 6v35) do que nas conformagdes
onde o canal esta aberto (6v38 e 6v22). Isto indica que € mais provavel que os
ligantes interajam com o canal quando este esta na conformagao fechada, perdendo
afinidade conforme o canal muda de conformagao para permitir a passagem dos
ions K*, porém dois casos discordam desta possibilidade. Um é a variagdo da
afinidade do ligante NS11021 entre a conformagdo 6v3g (canal fechado, sem a
subunidade-B) e 6v38 (canal aberto, sem a subunidade-), com energias livres de
-10,281 e -9,998 respectivamente, onde a variagdo € muito pequena para indicar
uma tendéncia de reducao da afinidade, podendo ser resultado das limitagdes da
técnica empregada. O outro € a diferenca de afinidade da GUO pelo BK na
conformagao 6v35 (canal fechado, com a subunidade-B), e na conformagao 6v22
(canal aberto, com a subunidade-$), possuindo energia livre de -8,650 e -9,326

respectivamente.

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

Os ligantes sintéticos, por serem moléculas maiores e com mais atomos
suscetiveis a fazerem interacdes como Enxofre, Fluor e Bromo, interagem com
muitos aminoacidos quando comparados a GUO, fazendo diferentes tipos de
interacdo. Observa-se essa informagao exemplificada na FIGURA-10, que é um
esquema em duas dimensdes dos aminoacidos envolvidos na interagdo do BK na
conformagdo 6v3g com cada um dos ligantes, feito através de uma analise com o
programa Discovery Studio Visualizer. O software usa a posicdo do ligante
encontrada pelo AutoDock Vina e analisa todos os aminoacidos da proteina,
buscando os que estdo em uma posicdo na qual a distancia entre os atomos do
ligante e de algum aminoacido possibilitem algum tipo de interagdo. Dessa forma, a
interacdo é escolhida dependendo das propriedades de cada atomo, das ligagdes

que ele esta fazendo e da distancia que ele esta dos atomos dos ligantes.
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FIGURA 10. Esquema em duas dimensdes das possiveis intera¢des entre os ligantes e o canal BK na

conformacao 6v3g, cada aminoacido é representado por um disco e qualquer interagdo para além das

de Van der Waals sao representadas por um tracejado colorido. A cor do disco e do tracejado indica o

tipo de interacéo, 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 interagdes possiveis entre os ligantes e a proteina. Podemos ver que
para a GUO, assim como para os ligantes sintéticos, ha uma possivel posi¢cdo na
regiao escolhida onde ela interage com diversos aminoacidos e estas interagdes
possivelmente poderiam contribuir para alteracdo de conformacédo do canal. Esta
mesma analise foi feita com todos os ligantes e para todas as conformagdes,
mostrando todos os aminoacidos possivelmente envolvidos em alguma interacéo,
diferenciando entre interagcbes de Van der Waals e outros tipos de interagdes
(TABELA-2).
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Li c Aminodcidos cavidade®
tgante a0 Van der Waals** Outras interaghes®**
it PHE25, PHE144, ASP153, MET154, PRO192,  GLN142, ASN143, LEU150, GLN151, VAL193,
vig VAL197. SER202. ARG207.
635 LEU127, [LE129, TYR130, LEU150, THR189,  ALA126, ASP133, ASP153, ASN157, TRP203,
‘ VAL 186, VAL193, SER196, ARG201. SER202. ARG207.
GUO
s ILE129, TYR130, PRO137, LEU150, ASP153,  ASP133, ASN136, SER140, GLN142, SER202,
: VAL 193, SER196, GLY205. TRP203, LEU204, ARG210.
e PHE?5, ASN136, LEU150, ASN157, THR189,  ASP133, GLN142, VAL 193, SER196, TRP203,
Ve PRO192. SER202, LEU204, LEU206. GLY205, ARG207.
25, _PHE 51, MET154, .
. o s YETIS%  GLN142, ASN143, LEU150, THR18S, PRO192,
Vg : - ARG201, TRP203, LEU206, VEL193, SER202, GLT205, ARG207.
ARG210.
- s LEUIS0, ASP153, MET154, PHE188, THR189,
6v35 ASPLES, THRIAS, SER %6, ARGI0L SER20Z - pRO162, VAL 193, VAL 197, TRP203, GLY205,
204. LEU206, ARG207.
NS1619
ASP133, ASN136, PRO137, SER140, GLN142,
6v38 TYR130, SER134, [LE138, PHE144, TRP203.  ASP147, THR149, LEU150, ASP153, VAL 193,
SER196, SER202, LEU204, ARG207, ARG210.
- PHE25, SER140, GLN142, THR149, SER196,  ASP133, ASN136, CYS141, ASP147, LEU150,
Vel ARG201, SER202, TRP203, GLY205. ASP153, THR189, PRO192, VAL 193, ARG207.
) ] GLN142, ASN143, PHE144, LEU150, GLN151
) X X . ) : : : . :
6v3g FHE2), TYRIS0, A5P133 METIM, ARGIOL - 45p153 PRO1SY, VAL 193, SER196, VAL197,
205. ASN200, SER202, TRP203, LEU204, ARG207.
PHE2S, AL A126, ASP133, THR149, LEU150,
. e ; ASP153, MET154, PHE18%, THR189, PRO192,
- ¥ 7 02 04 . 2 o, : <
6v33 [LE129, ASNIST, SER202, LEU204 VAL 193, SER196, VAL 197, TRP203, GLY205,
LEU206, ARG207, ARG210.
Ns11021
- . N _ ILE129, [LE132, ASP133, ASN136, ILE138,
638 PROI137, GLU139, ILE132, ASP133. SER202.  opp 4y GIN142 PHE148, THR149, LEU150,

6v22

TRP203, ARG207, ARG210.

ILE132, ILE138. GLN142, LEU130. PRO192,
SER202, TRP205.

LEU204.

ASP133, ASN136, PRO137, SER140, CYS141,
ASP147, THR149 VAL 103, SER106, LEU204,
ARG20T.

TABELA 2. Lista com os aminoacidos que interagem com cada ligante em cada conformacgao, obtidos
com o programa Discovery Studio Visualizar. * Cavidade encontrada pelo programa CASTp. **
Aminoacidos que fazem apenas interacdes de Van der Waals. *** Qualquer outra interagéo favoravel,
polar ou apolar. Fonte: elaborado pelo autor.

Podemos ver que apenas dois aminoacidos participam da interagdo com
todos os ligantes em todas as conformagdes, estes sdo a LEU150, a SER202. Se
considerarmos apenas a GUO, a LEU150, a SER202 e mais a VAL193 participam da
interacdo em todas as conformacgdes. Estes sdo os principais candidatos a
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aminoacidos chave que possibilitam a acédo dos ligantes de levarem a abertura do
canal. Se buscarmos os aminoacidos que se repetem apenas nas conformacdes
onde o canal esta fechado, ndo ha nenhum resultado, porém apenas para as
conformagdes onde o canal esta aberto, o ASN136 aparece como exclusivo destas
conformacgdes, assim podemos adicionar ele a lista de possiveis aminoacidos chave.
Foi também feito estas mesmas buscas limitadas a interagdo com a GUO, porém
ndo houve nenhum resultado diferente.

Além dos aminoacidos encontrados usando o resultado do Docking, também
foi percebido a existéncia da PHE144 e TYR145. A posicéo deles € na regido de
uma das abertura da cavidade analisada neste trabalho e como ha um anel
aromatico na estrutura destes aminoacidos, 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 presenga dele
naquela posi¢cdo. A PHE144 ja aparece na TABELA-2 como um dos aminoacidos
que interagem com os ligantes em algumas conformagdes. A FIGURA-11 é um
exemplo da posi¢cao da PHE144 e TYR145 em relacdo ao trajeto encontrado pelo
programa Caver para a cavidade do BK na conformacgdo 6v3g, onde podemos ver
que a posicao € bem préxima do inicio do trajeto. Estes aminoacidos também foram

incluidos na lista de possiveis aminoacidos chave para a agao dos ligantes.

-
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—

-

/
\.ﬁ

FIGURA 11. Comparagao da posicdo dos am|noaC|dos PHE144 e TYR145, coloridos em vermelho,
com a posic¢ao da trajetéria encontrada pelo programa Caver. Fonte: elaborado pelo autor.
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4.4 ALINHAMENTO DA SEQUENCIA AMINOACIDICA DO BK EM DIFERENTES
ESPECIES

Um alinhamento entre a sequéncia aminoacidica 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 aminoacidos escolhidos como chave estdo conservados entre
diferentes grupos animais. O resultado do alinhamento esta exposto na FIGURA-12,
colorido de forma a demonstrar a variacdo de conservagcao entre os diferentes
aminoacidos da regido envolvida na interagcédo entre os ligantes. Podemos observar
que embora o canal possua varios aminoacidos conservados entre vertebrados e os
demais grupos, nenhum dos aminoacidos escolhidos em fungdo das interagdes
encontradas com os ligantes (ASN136, LEU150, VAL193 e SER202) estdo entre
eles, nem os dois aminoacidos escolhidos por possivelmente ajudarem na trajetéria
do ligante em direcédo a cavidade (PHE144 e TYR145). Isso ndo descarta a possivel
importancia destes aminoacidos, visto que entre os vertebrados eles estédo
conservados. Assim podemos considerar que este alinhamento concorda com a
possibilidade de que os aminoacidos escolhidos sao importantes para interagao,

porém, talvez, ela exista apenas em vertebrados.
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FIGURA 12. Alinhamento das sequéncias aminoacidicas do canal BK. O tom de azul representa a conservagao do aminoacido, quanto mais escuro mais
conservado, a borda vermelha indica os aminoacidos ASN136, LEU150, VAL193 e SER202 e a borda verde os aminoacidos PHE144 e TYR145. As espécies
foram escolhidas por serem de diferentes grupos animais normalmente usados como modelos e as sequéncia foram retiradas do banco de dados UniProt,
sob os codigos: Q12791 (Homo sapiens), Q08460 (Mus musculus), Q8AYS8 (Gallus gallus), Q90ZC7 (Xenopus laevis), Q5QJC5 (Aplysia californica),
Q95V25 (Caenorhabditis elegans) e AOAOB4KHT2 (Drosophila melanogaster). Fonte: elaborado pelo autor.
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4.5 LIMITACOES E PERSPECTIVAS

Os objetos deste estudo in silico consistem de estruturas cristalizadas
estaticas criadas a partir de observagbes reais, assim a dinamica natural das
proteinas acaba nao sendo bem representadas. O modelo mais bem aceito sobre a

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

Cli— Czi—CBi—Cdi—cn

>

n

ESQUEMA 1. Modelo representando o equilibrio entre a conformacgao fechada (C) e aberta (O), onde
o estado 1 (C, e O,) representa o estado onde o canal tem a conformagéao fechada mais duradoura e
a conformagéao aberta menos duradoura. A duragédo da conformagéo fechada diminui conforme o
estado se desloca para direita e o contrario acontece com a conformacgao aberta. Os moduladores
conhecidos do BK, o aumento da voltagem, interagdo com Ca?', etc. Deslocam o estado para a
direita, aumentando a duragao da conformacéao aberta. Fonte: Latorre et al., 2017.

Neste esquema, observa-se que ha sempre a possibilidade de alteracao
entre a conformacéo aberta e fechada do canal e os ativadores conhecidos do BK,
como o aumento da diferenca de potencial elétrico, a interagcdo com Ca?, a
interagdo com Mg?*, alteram a prevaléncia de cada uma destas conformagdes,
aumentando a probabilidade de encontrar o canal aberto e reduzindo a de
encontra-lo fechado (Latorre et al., 2017). A interacdo do NS11021 com o BK
também ja foi demonstrada explicavel por este mesmo modelo de alosteria
(Rockman et al., 2020).

Este constante movimento da proteina ndo 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 nao representam esta dinamica. O mesmo
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acontece na escolha do Discovery Studio Visualizer para verificar quais aminoacidos
estdo envolvidos na interagcéo entre o ligante e a proteina, pois este programa aceita
mais possibilidades de interacéo, nao se limitando a escolher mostrar apenas a mais
provavel, mas sim todas as possiveis, um resultado desejado para este trabalho.

Os resultados encontrados podem, assim, servir para desenvolver hipéteses
que nao descartem possibilidades reais e que possam ser testadas por métodos
mais precisos como analises computacionais de Dinamica Molecular, ou até ensaios
in vitro (ou in silico) com mutagdes sitios dirigidas. Estas hipoteses ainda podem ser
filtradas por outras analises como a busca por polimorfismos envolvidos em
patologias, comparagdo com diferentes isoformas do canal, interagdo com toxinas,

entre outras.

5. CONCLUSOES

Este trabalho identificou uma regido na parte extracelular do canal BK que
possivelmente interage tanto com a GUO como com os ligantes sintéticos NS1619 e
NS11021. Esta regidao provavelmente ndo € a regido do poro, entretanto, pode ser
uma cavidade acessivel do meio extracelular.

Também analisou-se 0 mecanismo de interacao para a ligacao dos diferentes
ligantes com o canal BK. Os aminoacidos ASN136, PHE144, TYR145, LEU150,
VAL193 e SER202 sdo os mais provaveis aminoacidos chave para esta interacao,
mostrando interacado consistente destes residuos, seja quando ja estdo dentro da
cavidade (ASN136, LEU150, VAL193 e SER202) ou tendo um possivel papel de
trasnporte do ligante até a cavidade (PHE144 e TYR145). Notavelmente, todos os
aminoacidos sdo conservados entre os vertebrados, destacando sua importancia
evolutiva, embora esta conservagao nao seja observada ao comparar vertebrados e
invertebrados.

Sendo assim, com estes resultados € possivel tragar hipéteses para métodos
mais precisos, como uma analise de Dinamica Molecular ou uma avaliagédo

eletrofisiolégica com mutagdes sitio dirigidas no BK.



REFERENCIAS

Abd Ghani MF, Othman R, Nordin N. Molecular Docking Study of Naturally
Derived Flavonoids with Antiapoptotic BCL-2 and BCL-XL Proteins toward Ovarian
Cancer Treatment. J Pharm Bioallied Sci. v.12, suppl.2, p676-680, nov. 2020.

Armstrong R. What causes neurodegenerative disease? Folia Neuropathol.
v.58, n.2, p.93-112, 2020.

Bau C, Middlemiss PJ, Hindley S, Jiang S, Ciccarelli R, Caciagli F, Diiorio P,
Werstiuk ES, Rathbone MP. Guanosine stimulates neurite outgrowth in PC12 cells
via activation of heme oxygenase and cyclic GMP. Purinergic Signal. v.1, n.2,
p.161-172, jun. 2005.

Behrens R, Nolting A, Reimann F, Schwarz M, Waldschutz R, Pongs O.
hKCNMB3 and hKCNMB4, cloning and characterization of two members of the
large-conductance calcium-activated potassium channel beta subunit family. FEBS
Lett. v.474, n.1, p.99-106, maio. 2000.

Benfenati V, Caprini M, Nobile M, Rapisarda C, Ferroni S. Guanosine
promotes the up-regulation of inward rectifier potassium current mediated by
Kir4.1 in cultured rat cortical astrocytes. J Neurochem. v.98, n.2, p.430-445, jul.
2006.

Bettio LE, Cunha MP, Budni J, Pazini FL, Oliveira A, Colla AR, Rodrigues
AL. Guanosine produces an antidepressant-like effect through the modulation of
NMDA receptors, nitric oxide-cGMP and PI3K/mTOR pathways. Behav Brain Res.
v.234, n.2, p.137-148, jun. 2012.

Breijyeh Z, Karaman R. Comprehensive Review on Alzheimer's Disease:
Causes and Treatment. Molecules, v.25, n.24, dez. 2020.

Burnstock G. Purinergic nerves. Pharmacol Rev. v.24, n.3, p.501-581, mar.
1972.

Burnstock G. Introduction to purinergic signaling in the brain. Adv Exp Med
Biol. p.1-12, 2013.

Cahoy JD, Emery B, Kaushal A, Foo LC, Zamanian JL, Christopherson KS,
Xing Y, Lubischer JL, Krieg PA, Krupenko SA, Thompson WJ, Barres BA. A
transcriptome database for astrocytes, neurons, and oligodendrocytes: a new
resource for understanding brain development and function. J Neurosci. v.28, n.1,
p.264-278, jan. 2008.

Chang R, Algird A, Bau C, Rathbone MP, Jiang S. Neuroprotective effects
of guanosine on stroke models in vitro and in vivo. Neurosci Lett. v.431, n.2,
p.101-105, jan. 2008.

37



38

Chojdak-tukasiewicz J, Dziadkowiak E, Zimny A, Paradowski B. Cerebral
small vessel disease: A review. Adv Clin Exp Med. v.30, n.3, p.349-356, mar. 2021.

Ciccarelli R, Di lorio P, Giuliani P, D'Alimonte |, Ballerini P, Caciagli F,
Rathbone MP. Rat cultured astrocytes release guanine-based purines in basal
conditions and after hypoxia/hypoglycemia. Glia. v.25, n.1, p.93-98. jan. 1999.

Ciccarelli R, Ballerini P, Sabatino G, Rathbone MP, D'Onofrio M, Caciagli F,
Di lorio P. Involvement of astrocytes in purine-mediated reparative processes in
the brain. Int J Dev Neurosci. v.19, n.4, p.395-414. jul. 2001.

Coelho V, Binder LB, Marques NF, Constantino LC, Mancini G, Tasca ClI.
Guanosine Prevents Spatial Memory Impairment and Hippocampal Damage
Following Amyloid-B1-42 Administration in Mice. Metabolites. v.12, n.12, dez.
2022.

Connell BJ, Di lorio P, Sayeed I, Ballerini P, Saleh MC, Giuliani P, Saleh TM,
Rathbone MP, Su C, Jiang S. Guanosine protects against reperfusion injury in rat
brains after ischemic stroke. J Neurosci Res. v.91, n.2, p.262-272, fev. 2013.

Contet C, Goulding SP, Kuljis DA, Barth AL. BK Channels in the Central
Nervous System. Int Rev Neurobiol. v.128, p.281-342, 2016.

Cui J. The action of a BK channel opener. J Gen Physiol. v.152, n.6, jun.
2020.

Dal-Cim T, Martins WC, Santos AR, Tasca Cl. Guanosine is neuroprotective
against oxygen/glucose deprivation in hippocampal slices via large conductance
Ca?+-activated K+ channels, phosphatidilinositol-3 kinase/protein kinase B
pathway activation and glutamate uptake. Neuroscience. v.183, p.212-220, jun.
2011.

Dal-Cim T, Molz S, Egea J, Parada E, Romero A, Budni J, Martin de
Saavedra MD, del Barrio L, Tasca CI, Lopez MG. Guanosine protects human
neuroblastoma SH-SY5Y cells against mitochondrial oxidative stress by inducing
heme oxigenase-1 via PI3K/Akt/GSK-3p pathway. Neurochem Int. v.61, n.3,
p.397-404, ago. 2012.

Dal-Cim T, Ludka FK, Martins WC, Reginato C, Parada E, Egea J, L6pez
MG, Tasca Cl. Guanosine controls inflammatory pathways to afford
neuroprotection of hippocampal slices under oxygen and glucose deprivation
conditions. J Neurochem. v.126, n.4, p.427-450, ago. 2013.

Dal-Cim T, Poluceno GG, Lanznaster D, de Oliveira KA, Nedel CB, Tasca
Cl. Guanosine prevents oxidative damage and glutamate uptake impairment
induced by oxygen/glucose deprivation in cortical astrocyte cultures: involvement
of A; and A,, adenosine receptors and PI3K, MEK, and PKC pathways. Purinergic
Signal. v.15, n.4, p.465-476, dez. 2019.



Dalla Corte CL, Bastos LL, Dobrachinski F, Rocha JB, Soares FA. The
combination of organoselenium compounds and guanosine prevents

glutamate-induced oxidative stress in different regions of rat brains. Brain Res.
v.1430, p.101-111, jan. 2012.

Decker H, Piermartiri TCB, Nedel CB, Romao LF, Francisco SS, Dal-Cim T,
Boeck CR, Moura-Neto V, Tasca Cl. Guanosine and GMP increase the number of
granular cerebellar neurons in culture: dependence on adenosine A2A and
ionotropic glutamate receptors. Purinergic Signal. v.15, n.4, p.439-450, dez. 2019.

Di Liberto V, Mudod G, Garozzo R, Frinchi M, Fernandez-Duenas V, Di lorio
P, Ciccarelli R, Caciagli F, Condorelli DF, Ciruela F, Belluardo N. The
Guanine-Based Purinergic System: The Tale of An Orphan Neuromodulation.
Front Pharmacol. v.7, jun. 2016.

Donnan GA, Fisher M, Macleod M, Davis SM. Stroke. Lancet. v.371, n.9624,
maio. 2008.

Dugger BN, Dickson DW. Pathology of Neurodegenerative Diseases. Cold
Spring Harb Perspect Biol, v.9, n.7, jul. 2017.

Frizzo ME, Lara DR, Prokopiuk Ade S, Vargas CR, Salbego CG, Wajner M,
Souza DO. Guanosine enhances glutamate uptake in brain cortical slices at
normal and excitotoxic conditions. Cell Mol Neurobiol. 2002.

Gambino G, Giglia G, Gallo D, Scordino M, Giardina C, Zuccarini M, Di lorio
P, Giuliani P, Ciruela F, Ferraro G, Mudo G, Sardo P, Di Liberto V. Guanosine
modulates K+ membrane currents in SH-SY5Y cells: involvement of adenosine
receptors. Pflugers Arch. v.474, n.11, p.1133-1145, nov. 2022.

Ganzella M, de Oliveira ED, Comassetto DD, Cechetti F, Cereser VH Jr,
Moreira JD, Hansel G, Almeida RF, Ramos DB, Figueredo YN, Souza DG, Oses
JP, Worm PV, Achaval M, Netto CA, Souza DO. Effects of chronic guanosine
treatment on hippocampal damage and cognitive impairment of rats submitted to
chronic cerebral hypoperfusion. Neurol Sci. v.33, n.4, p.985-997, out. 2012.

Gessner G, Cui YM, Otani Y, Ohwada T, Soom M, Hoshi T, Heinemann SH.
Molecular mechanism of pharmacological activation of BK channels. Proc Natl
Acad Sci U S A. v.109, n.9, p.3552-3557, fev. 2012.

Gittis AH, Moghadam SH, du Lac S. Mechanisms of sustained high firing
rates in two classes of vestibular nucleus neurons: differential contributions of
resurgent Na, Kv3, and BK currents. J Neurophysiol. v.104, n.3, p.1625-1634, jun.
2010.

Granados ST, Castillo K, Bravo-Moraga F, Sepulveda RV,
Carrasquel-Ursulaez W, Rojas M, Carmona E, Lorenzo-Ceballos Y, Gonzalez-Nilo
F, Gonzalez C, Latorre R, Torres YP. The molecular nature of the 173-Estradiol
binding site in the voltage- and Ca?*-activated K* (BK) channel B1 subunit. Sci
Rep. v.9, n.1, jul. 2019.

39



Gribkoff VK, Starrett JE Jr, Dworetzky Sl, Hewawasam P, Boissard CG,
Cook DA, Frantz SW, Heman K, Hibbard JR, Huston K, Johnson G, Krishnan BS,
Kinney GG, Lombardo LA, Meanwell NA, Molinoff PB, Myers RA, Moon SL, Ortiz
A, Pajor L, Pieschl RL, Post-Munson DJ, Signor LJ, Srinivas N, Taber MT, Thalody
G, Trojnacki JT, Wiener H, Yeleswaram K, Yeola SW. Targeting acute ischemic
stroke with a calcium-sensitive opener of maxi-K potassium channels. Nat Med.
v.7,n.4, p.471-477, abr. 2001.

Gysbers JW, Rathbone MP. Guanosine enhances NGF-stimulated neurite
outgrowth in PC12 cells. Neuroreport. v.3, n.11, p.997-1000, nov. 1992.

Hansel G, Ramos DB, Delgado CA, Souza DG, Almeida RF, Portela LV,
Quincozes-Santos A, Souza DO. The potential therapeutic effect of guanosine
after cortical focal ischemia in rats. PLoS One. v.9, n.2, fev. 2014.

Hansel G, Tonon AC, Guella FL, Pettenuzzo LF, Duarte T, Duarte MMMF,
Oses JP, Achaval M, Souza DO. Guanosine Protects Against Cortical Focal
Ischemia. Involvement of Inflammatory Response. Mol Neurobiol. v.52, n.3,
p.1791-1803, dez. 2015.

Huang CW, Huang CC, Wu SN. Activation by zonisamide, a newer
antiepileptic drug, of large-conductance calcium-activated potassium channel in
differentiated hippocampal neuron-derived H19-7 cells. J Pharmacol Exp Ther.
v.321, n.1, p.98-106, abr. 2007.

Jiang S, Khan MI, Lu Y, Wang J, Buttigieg J, Werstiuk ES, Ciccarelli R,
Caciagli F, Rathbone MP. Guanosine promotes myelination and functional
recovery in chronic spinal injury. Neuroreport. v.14, n.18, p.2463-2467, dez. 2003.

Jiang S, Ballerini P, Buccella S, Giuliani P, Jiang C, Huang X, Rathbone MP.
Remyelination after chronic spinal cord injury is associated with proliferation of
endogenous adult progenitor cells after systemic administration of guanosine.
Purinergic Signal. v.4, n.1, p.61-71, mar. 2008.

Kshatri AS, Gonzalez-Hernandez A, Giraldez T. Physiological Roles and
Therapeutic Potential of Ca?* Activated Potassium Channels in the Nervous
System. Front Mol Neurosci. v.11, jul. 2018.

Lanznaster D, Dal-Cim T, Piermartiri TC, Tasca Cl. Guanosine: a
Neuromodulator with Therapeutic Potential in Brain Disorders. Aging Dis. v.7, n.5,
p.657-679, jul. 2016.

Lanznaster D, Mack JM, Coelho V, Ganzella M, Almeida RF, Dal-Cim T,
Hansel G, Zimmer ER, Souza DO, Prediger RD, Tasca Cl. Guanosine Prevents
Anhedonic-Like Behavior and Impairment in Hippocampal Glutamate Transport
Following Amyloid-B,.4o Administration in Mice. Mol Neurobiol. v.54, n.7,
p.5482-5496, set. 2017.

40



41

Lanznaster D, Massari CM, Markova V, Simkova T, Duroux R, Jacobson
KA, Fernandez-Duenas V, Tasca Cl, Ciruela F. Adenosine A;-A,,
Receptor-Receptor Interaction: Contribution to Guanosine-Mediated Effects. Cells.
v.8, n.12, dez. 2019.

Lara DR, Schmidt AP, Frizzo ME, Burgos JS, Ramirez G, Souza DO. Effect
of orally administered guanosine on seizures and death induced by glutamatergic
agents. Brain Res. v.912, n.2, p.176-180. set. 2001.

Latorre R, Castillo K, Carrasquel-Ursulaez W, Sepulveda RV, Gonzalez-Nilo
F, Gonzalez C, Alvarez O. Molecular Determinants of BK Channel Functional
Diversity and Functioning. Physiol Rev. v.97, n.1, p.39-87, jan. 2017.

Lehrer S, Rheinstein PH. Insulin Docking Within the Open Hemichannel of
Connexin 43 May Reduce Risk of Amyotrophic Lateral Sclerosis. In Vivo. v.37, n.2,
p. 539-547, abr. 2023

Liu YC, Lo YK, Wu SN. Stimulatory effects of chlorzoxazone, a centrally
acting muscle relaxant, on large conductance calcium-activated potassium
channels in pituitary GH3 cells. Brain Res. v.959, n.1, p.86-97, jan. 2003.

Lomize AL, Todd SC, Pogozheva ID. Spatial arrangement of proteins in
planar and curved membranes by PPM 3.0. Protein Sci. v.31, n.1, p.209-220, jan.
2020.

Madeira F, Pearce M, Tivey ARN, Basutkar P, Lee J, Edbali O,
Madhusoodanan N, Kolesnikov A, Lopez R. Search and sequence analysis tools
services from EMBL-EBI in 2022. Nucleic Acids Res. v.50, n.W1, p.276-279, jul.
2022.

Mancinelli R, Fano-lllic G, Pietrangelo T, Fulle S. Guanosine-Based
Nucleotides, the Sons of a Lesser God in the Purinergic Signal Scenario of
Excitable Tissues. Int J Mol Sci. v.21, n.5, out. 2020.

Morciano M, Ortinau S, Zimmermann H. Guanine nucleotides inhibit NMDA
and kainate-induced neurotoxicity in cultured rat hippocampal and neocortical
neurons. Neurochem Int. v.45, n.1, p.95-101, jul. 2004.

Molz S, Decker H, Oliveira IJ, Souza DO, Tasca CI. Neurotoxicity induced
by glutamate in glucose-deprived rat hippocampal slices is prevented by GMP.
Neurochem Res. v.30, n.1, p.83-89, jan. 2005.

Molz S, Dal-Cim T, Budni J, Martin-de-Saavedra MD, Egea J, Romero A,
del Barrio L, Rodrigues AL, Lépez MG, Tasca CI. Neuroprotective effect of
guanosine against glutamate-induced cell death in rat hippocampal slices is
mediated by the phosphatidylinositol-3 kinase/Akt/ glycogen synthase kinase 33
pathway activation and inducible nitric oxide synthase inhibition. J Neurosci Res.
v.89, n.9, p.1400-1408, set. 2011.



42

Moretto MB, Arteni NS, Lavinsky D, Netto CA, Rocha JB, Souza DO,
Wofchuk S. Hypoxic-ischemic insult decreases glutamate uptake by hippocampal

slices from neonatal rats: prevention by guanosine. Exp Neurol. v.195, n.2,
p.400-406, out. 2005.

Najam A. Sharif, Peter J. Roberts. Regulation of cerebellar I-[3H]glutamate
binding: influence of guanine nucleotides and Na+ ions. Biochemical
Pharmacology. v.1748, nov. 1981.

Nonose Y, Pieper LZ, da Silva JS, Longoni A, Apel RV, Meira-Martins LA,
Grings M, Leipnitz G, Souza DO, de Assis AM. Guanosine enhances glutamate
uptake and oxidation, preventing oxidative stress in mouse hippocampal slices
submitted to high glutamate levels. Brain Res. dez. 2020.

Oleskovicz SP, Martins WC, Leal RB, Tasca Cl. Mechanism of
guanosine-induced neuroprotection in rat hippocampal slices submitted to
oxygen-glucose deprivation. Neurochem Int. v.52, n.3, p.411-418, fev. 2008.

Pettifer KM, Jiang S, Bau C, Ballerini P, D'Alimonte |, Werstiuk ES,
Rathbone MP. MPP(+)-induced cytotoxicity in neuroblastoma cells: Antagonism
and reversal by guanosine. Purinergic Signal. v.3, n.4, p.399-409, set. 2007.

Pettifer KM, Kleywegt S, Bau CJ, Ramsbottom JD, Vertes E, Ciccarelli R,
Caciagli F, Werstiuk ES, Rathbone MP. Guanosine protects SH-SY5Y cells against
beta-amyloid-induced apoptosis. Neuroreport. v.15, n.5, p.833-836, abr. 2004.

Piermartiri TCB, Dos Santos B, Barros-Aragao FGQ, Prediger RD, Tasca
Cl. Guanosine Promotes Proliferation in Neural Stem Cells from Hippocampus and
Neurogenesis in Adult Mice. Mol Neurobiol. v.57, n.8, p.3814-3826, set. 2020.

Quincozes-Santos A, Bobermin LD, de Souza DG, Bellaver B, Gongalves
CA, Souza DO. Gliopreventive effects of guanosine against glucose deprivation in
vitro. Purinergic Signal. v.9, n.4, p.643-654, dez. 2013.

Rathbone MP, Saleh TM, Connell BJ, Chang R, Su C, Worley B, Kim M,
Jiang S. Systemic administration of guanosine promotes functional and
histological improvement following an ischemic stroke in rats. Brain Res. v.1407,
p.79-89, ago. 2012.

Ribeiro DE, Glaser T, Oliveira-Giacomelli A, Ulrich H. Purinergic receptors
in neurogenic processes. Brain Res Bull. v.151, p.3-11, set. 2019.

Rockman ME, Vouga AG, Rothberg BS. Molecular mechanism of BK
channel activation by the smooth muscle relaxant NS11021. J Gen Physiol. v.152,
n.6, jun. 2020.

Rutwick Surya U, Praveen N. A molecular docking study of SARS-CoV-2
main protease against phytochemicals of Boerhavia diffusa Linn. for novel
COVID-19 drug discovery. Virusdisease. v.32 n.1 p.46-54. mar. 2021



43

Schmidt AP, Lara DR, de Faria Maraschin J, da Silveira Perla A, Onofre
Souza D. Guanosine and GMP prevent seizures induced by quinolinic acid in
mice. Brain Res. v.864, n.1, p.40-43, maio. 2000.

Schmidt AP, Bohmer AE, Leke R, Schallenberger C, Antunes C, Pereira
MS, Wofchuk ST, Elisabetsky E, Souza DO. Antinociceptive effects of
intracerebroventricular administration of guanine-based purines in mice: evidences
for the mechanism of action. Brain Res. v.1234, p.50-58, out. 2008.

Sheehan JJ, Benedetti BL, Barth AL. Anticonvulsant effects of the
BK-channel antagonist paxilline. Epilepsia. v.50, n.4, p.711-720, abr. 2009.

Soares FA, Schmidt AP, Farina M, Frizzo ME, Tavares RG, Portela LV, Lara
DR, Souza DO. Anticonvulsant effect of GMP depends on its conversion to
guanosine. Brain Res. v.1005, n.1-2, p.182-186, abr. 2004.

Souza DO, Ramirez G. Effects of guanine nucleotides on kainic acid
binding and on adenylate cyclase in chick optic tectum and cerebellum. J Mol
Neurosci. v.3, n.1, p.39-45, 1991.

Stourac J, Vavra O, Kokkonen P, Filipovic J, Pinto G, Brezovsky J,
Damborsky J, Bednar D. Caver Web 1.0: identification of tunnels and channels in
proteins and analysis of ligand transport. Nucleic Acids Res. v.47, n.W1,
p.414-422, jul. 2019.

Su C, Elfeki N, Ballerini P, D'Alimonte |, Bau C, Ciccarelli R, Caciagli F,
Gabriele J, Jiang S. Guanosine improves motor behavior, reduces apoptosis, and
stimulates neurogenesis in rats with parkinsonism. J Neurosci Res. v.87, n.3,
p.617-625, fev. 2009.

Tao X, MacKinnon R. Molecular structures of the human Slo1 K+ channel in
complex with B4. Elife. v.8, dez. 2019.

Tarozzi A, Merlicco A, Morroni F, Bolondi C, Di lorio P, Ciccarelli R, Romano
S, Giuliani P, Hrelia P. Guanosine protects human neuroblastoma cells from
oxidative stress and toxicity induced by Amyloid-beta peptide oligomers. J Biol
Regul Homeost Agents. v.24, n.3, p.297-306, jul-set. 2010.

Tasca Cl, Santos TG, Tavares RG, Battastini AM, Rocha JB, Souza DO.
Guanine derivatives modulate L-glutamate uptake into rat brain synaptic vesicles.
Neurochem Int. v.44, n.6, p.423-431. maio. 2004.

Tasca, C., Decker, H., de Aguiar, C., Romao, L., Boeck, H., and
Moura-Neto, V. (2010). A2A adenosine receptors and ionotropic glutamate
receptors are involved on gmp-or guanosine-induced trophic effects in cultured
cerebellar granule neurons. Purinergic Signal. v.6, 2010.

Tasca ClI, Lanznaster D, Oliveira KA, Fernandez-Duenas V, Ciruela F.
Neuromodulatory Effects of Guanine-Based Purines in Health and Disease. Front
Cell Neurosci. v.12, out. 2018a.



44

Tasca Cl, Estudo dos alvos moleculares do nucleosideo neuroprotetor
guanosina: interacdo com heterbnomos de receptores de adenosina A1R/A2R e
com o canal de potassio BK. Tese de Titular, UFSC, 2018b.

Tavares RG, Schmidt AP, Tasca CI, Souza DO. Quinolinic acid-induced
seizures stimulate glutamate uptake into synaptic vesicles from rat brain: effects

prevented by guanine-based purines. Neurochem Res. v.33, n.1, p.97-102, jan.
2003.

The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrodinger, LLC.

The UniProt Consortium. UniProt: the Universal Protein Knowledgebase in
2023, Nucleic Acids Research. v.51, n.D1, p.523-531, jan. 2023.

Thomaz DT, Andreguetti RR, Binder LB, Scheffer DDL, Corréa AW, Silva
FRMB, Tasca Cl. Guanosine Neuroprotective Action in Hippocampal Slices
Subjected to Oxygen and Glucose Deprivation Restores ATP Levels, Lactate
Release and Glutamate Uptake Impairment: Involvement of Nitric Oxide.
Neurochem Res. v.45, n.9, p.2217-2229, set. 2020.

Tian W, Chen C, Lei X, Zhao J, Liang J. CASTp 3.0: computed atlas of
surface topography of proteins. Nucleic Acids Res. v.46, n.W1, p.363-367, jul.
2018.

Traversa U, Bombi G, Di lorio P, Ciccarelli R, Werstiuk ES, Rathbone MP.
Specific [(3)H]-guanosine binding sites in rat brain membranes. Br J Pharmacol.
v.135, n.4, p.969-976, fev. 2002.

Uemura Y, Miller JM, Matson WR, Beal MF. Neurochemical analysis of focal
ischemia in rats. Stroke. v.22, n.12, p.1548-1553. dez. 1991.

Wang L, Kang H, Li Y, Shui Y, Yamamoto R, Sugai T, Kato N. Cognitive
recovery by chronic activation of the large-conductance calcium-activated
potassium channel in a mouse model of Alzheimer's disease. Neuropharmacology.
v.92, p.8-15, maio. 2015.

Waterhouse AM, Procter JB, Martin DM, Clamp M, Barton GJ. Jalview
Version 2--a multiple sequence alignment editor and analysis workbench.
Bioinformatics. v.25, n.9, p.1189-1191, maio. 20009.

Yamagata K. Lactate Supply from Astrocytes to Neurons and its Role in
Ischemic Stroke-induced Neurodegeneration. Neuroscience. v.481, p.219-231, jul.
2022.



