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RESUMO

Esta tese teve como objetivo estudar as moléculas organicas (N-alquilbenzenossulfonamidas)
como inibidoras de canais para potassio do tipo Ky3.1, heterologamente expressos em células
L-929. Com o presente estudo constatou-se que as moléculas, N-alquilbenzenossulfonamidas,
produzem efeitos inibitérios sobre Ky3.1. Através da técnica de whole cell patch clamp,
observou-se que os valores de ICso para as moléculas que bloquearam o canal foram 13,5
UM, 16,9 uM, 25,9 uM, 34,2 uM, 34,9 uM e 60 UM, respectivamente, para 4-cloro-3-nitro-N-
butilbenzenossulfonamida (SMD2), 4-cloro-3-nitro-N-furfutilbenzenossulfonamida (SMD3),
4-[N-(3’aminopropil)-2-pirrolidona]-3-nitro-N-butilbenzenossulfonamida (SMD2_APP), 4-
[N-(3’aminopropil)-2-pirrolidona]-3-nitro-N-furfurilbenzenossulfonamida (SMD3_APP), 4-
cloro-N-butilbenzenossulfonamida (SMD2_SN) e 4-cloro-N-furfurilbenzenossulfonamida
(SMD3_SN). O efeito de todas as moléculas mostrou-se reversivel quanto a ligagdo com o
canal e todas atuaram como bloqueadores de canal aberto. Em SMD2, molécula que mostrou
0 menor valor de ICsy, observou-se um deslocamento de -8 mV em relagdo ao controle, nas
curvas de condutancia versus voltagem, nas cinéticas de ativacao e na recuperacao a partir da
inativacdo em relagdo a voltagem. O SMD2 ndo alterou as constantes de tempo de
desativacdo, embora tenha mudado as constantes de ativacdo e inativacdo, além de ter
induzido o fendmeno de tail crossover. Observou-se que para potenciais mais despolarizados,
ocorreu o alivio do blogueio (Block Relief). Nao foi observado o efeito da dependéncia do pH
para o bloqueio e SMD2 ndo mudou a seletividade do canal. Constatou-se que pulsos
despolarizantes de curta duracdo induzem efeitos menos intensos, ao passo que pulsos
despolarizantes mais longos, produzem efeitos mais intensos de SMD2 sobre o canal. Além
disso, foi observado que, quanto mais o canal é usado, ou seja, aberto, mais ele € bloqueado
por SMD2. Todos esses dados sugerem que SMD2 néo interage com o estado fechado e nem
com o estado inativado do canal, mas sim com seu estado aberto, apresentando também um
efeito dependente de uso. De um ponto de vista farmacoldgico, isso indica que SMD2 pode
ser uma molécula importante na modulacdo da atividade dos canais Ky3.1, presentes em
células com altas frequéncias de disparos de potencial de agdo, podendo constituir uma nova
classe de moduladores farmacoldgicos desses canais.

Palavras-chaves: Ky3.1, Benzenossulfonamidas, Patch-Clamp, Bloqueador de canal aberto.



ABSTRACT

This thesis had the aim of studying the organic molecules (N-alkylbenzenesulfonamides) that
block Ky3.1 potassium channel heterologously expressed in L-929 cells. It was found that N-
alkylbenzenesulfonamides have restrained effects on Ky3.1. Through the whole cell patch
clamp technique, it was observed that the values of 1Csy, for molecules that block the channel,
were 13,5 uM, 16,9 pM, 259 pM, 34,2 uM, 34,9 uM and 60 pM, respectively
4-Chloro-3-nitro-N-butylbenzenesulfonamide (SMD2), 4-Chloro-3-nitro-N-furfurylbenzene-
sulfonamide (SMD3), 4-[N-(3’-Aminopropyl)-2-pyrrolidone]-3-nitro-N-butylbenzenesulfona-
mide (SMD2_APP), 4-[N-(3"-Aminopropyl)-2-pyrrolidone]-3-nitro-N-furfurylbenzene-
sulfonamide  (SMD3_APP),  4-Chloro-N-butyllbenzenesulfonamide  (SMD2_SN) e
4-Chloro-N-furfurylbenzenesulfonamide(SMD3_SN). The effect of all molecules was
reversible regards to the linking with the channel and all act as open channel blocker. In
SMD2, molecule which showed the smallest value of ICs, it was observed a displacement of
-8 mV compared to control, for conductance curves versus voltage, for the kinetics of
activation and for the recovery from inactivation in relation to voltage. SMD2 did not change
the deactivation of time constants, although it changed the activation and inactivation
constants, and more, SMD2 have induced tail crossover phenomenon. It was observed that,
for more depolarized potentials, there was a block relief. It was not observed the effect of pH
dependence for the block and SMD2 did not change the channel selectivity. It was observed
that, short duration depolarizing pulses prompt less intense effects, whereas long duration
depolarizing pulses prompt more intense effects of SMD2 on the channels. Furthermore, it
was observed that the more the channel is used, in an open state, the more it is blocked by
SMD2. All of these data suggest that SMD2 does not interact neither with the closed state nor
the inactivated state of channel, but with its open state presenting an use-dependent manner,
also showing a use-dependent effect. In a pharmacological point of view, this indicates that
SMD2 may be an important molecule in the modulation of the activity in the Ky3.1 channels,
presents in cells with high frequency of firing of action potential and may constitute a new
class of pharmacological modulators.

Keywords: Ky3.1; Benzenesulfonamides, Patch-Clamp, Open-Channel Blockers.
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1 INTRODUCAO

Prévio a introducdo, € necessario mencionar que o presente trabalho é o fruto de uma
colaboracdo entre o Laboratorio de Quimica Organica Fina da Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia na Universidade Estadual Paulista, campus de Presidente Prudente, liderado pelo
orientador Prof. Dr. Eduardo René Pérez Gonzalez; o Laboratério ThoMSon de
Espectrometria de Massas da Unicamp sob direcdo do Prof. Dr. Marcos Nogueira Eberlin e 0
Laboratorio de Biofisica de Membranas do Departamento de Fisiologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, da Universidade de Sao Paulo, sob a supervisdo do Prof. Dr.

Wamberto Antonio Varanda.

Organismos complexos necessitam de répida e precisa transmissao de informacéao entre
células e tecidos para estreita coordenacdo de inumeras funcbes fisiologicas (YU e
CATTERALL, 2004). Em biologia, desde bactérias até humanos, observa-se que a
transmissdo de informacdo pode envolver sinais elétricos e estes dependem da rapida e
sensivel resposta de canais i6nicos dependentes de voltagem (voltage-gated ion channel) a
pequenas variagdes no potencial de membrana (CATTERALL, 2012).

O processo de transmissdo de informagéo se d& através da codificacdo, pela frequéncia
de disparos de potenciais de acdo (PA) nas fibras nervosas (WULFF; CASTLE; PARDO,
2009). Em células excitaveis, o inicio de um potencial de a¢cdo € comumente induzido pelo
influxo de ions sédio ou célcio, carreados por proteinas transmembranicas especificas (canais
para sodio e canais para calcio), que promovem a despolarizagdo da membrana celular. Desse
processo decorre 0 aumento da probabilidade de abertura de canais para potassio dependentes
de voltagem (Kys), promovendo o inicio do mecanismo de repolarizacdo da membrana
(retorno da membrana ao potencial de repouso), terminando, assim, o decurso temporal do PA

(HODGKIN; HUXLEY,1952). Dessa forma, 0s canais para potassio atuam na génese e na
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regulacdo dos potenciais de membrana, responsabilizando-se por mecanismos de
repolarizacdo e manutencéo do potencial de repouso.

Se ndo houverem mudancas nas propriedades cinéticas das correntes carreadas pelos
canais para sodio e calcio, pode-se presumir que os Kys modulam a frequéncia de disparos e a
forma de onda dos PAs. Assim, defeitos em Kys expressos em células excitaveis neuronais,
podem estar relacionados a certas patologias e, portanto, podem se constituir em alvos
terapéuticos na tentativa de se recuperar a normalidade funcional. A figura 1 apresenta um
esquema geral mostrando como a frequéncia de disparos de PA pode ser modificada pelos
Kys.

Figura 1: Modulacéo da frequéncia disparo de PA pelos Kys.

Disparos normais de poteciais
de acdo neuronais.

Diminuicédo da frequéncia Aumento da frequéncia
de disparos de potenciais de disparos de potenciais
de acéo. de acéo.

/ 15 mV W _r \

30 ms

Inibidores Ativadores L
15mv K K 1Smv \,

= Intervencéo Terapéutica

30 ms ¢ 30ms ¢
Depreséo do SNC, Hiperexcitabilidade do SNC,

algumas desordens: algumas desordens:
esclerose multipla convulsdes, ansiedade, transtorno
e cognitivas. bipolar e esquizofrenia.

Em células excitaveis que tiveram sua frequéncia de PA reduzidas, levando a desordens cognitivas,
podem ter seu quadro revertido para disparos normais, bloqueando os Kys. Isto decorre do fato de que, em se
blogueando os Kys, a membrana celular ficara mais despolarizada, aumentando a probabilidade de abertura de
canais para sodio que induz o aumento da frequéncia de PAs. Por outro lado, em uma célula excitavel, que esta
disparando em altas frequéncias, consegue-se reverter o quadro de desordens pelo uso de ativadores de Kys, que
fardo com que a membrana fique mais hiperpolarizada, diminuindo a probabilidade de abertura de canais para
sodio e diminuindo a frequéncia dos PAs. Fonte: Adaptado de (WULFF; CASTLE; PARDO, 2009).



18

Moléculas derivadas e anélogas a benzenossulfonamidas sdo descritas na literatura
com grande atividade bioldgica, desde bloqueadores de Ky1.5 (GROSS et al., 2009), e Kir6.2
(GOPALAKRISHNAN et al., 2000) a antimicrobianos, como as primeiras sulfonamidas
testadas com atividade bacteriostatica (BRUICE(a), 2006).

Nesta tese, foi encontrado que bioisésteros de N-Alquil-benzenossulfonamidas atuam
como bloqueadores de canais Ky3.1. Dentre as moléculas estudadas, a 4-cloro-3-nitro-N-
butilbenzenossulfonamida (denominada nesse trabalho como SMD2) foi a que apresentou o
menor ICsy quando testada em Ky3.1. Sendo assim, aprofundou-se o0s testes com esta
molécula com a finalidade de entender os mecanismos pelos quais atua sobre o Ky3.1. Esses
canais sdao expressos em células que disparam PAs em altas frequéncias e possuem grande
interesse farmacologico. Por exemplo, CHOI et al. (2001) propde esses canais como alvo para
agentes anticonvulsivantes, justificando-se a necessidade de desenvolvimento e do

entendimento da atividade bloqueadora de novas moléeculas nestes canais.

1.1 Canais para potéssio

A diversidade de canais para potéssio nas células serve a codificacdo de sinais, seja na
determinacdo de salvas de disparos de potenciais de a¢do ou na determinacdo da atividade
ritmica. Sdo divididos em 4 grandes classes, de acordo com suas propriedades cinéticas de
ativacdo, desativacdo e inativacdo, pelas propriedades farmacoldgicas e pela sua arquitetura.
Sdo divididos da seguinte forma: canais para potassio retificadores de entrada (Kr), canais de
dois poros (Kgzp), canais ativados por célcio (Kcy); e canais para potassio dependentes de
voltagem (HILLE, 2001). Nas proximas se¢des, serdo abordadas brevemente as diferentes

classes desses canais.
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1.1.1. Canais para potassio retificadores de entrada (inward rectifiers-Kg)

Os canais para potassio retificadores de entrada (Kr) (inward rectifiers) possuem entre
suas variadas fungdes controlar o potencial de repouso da membrana, regular a atividade
elétrica cardiaca e neuronal, manter o equilibrio de eletrélitos e influenciar a secrecdo de
insulina para manter o nivel de glicose no sangue (LU, 2004). Eles foram primeiramente
chamados de retificadores andmalos (anomalous rectification), por Katz em 1949, que
observou um comportamento distinto daqueles apresentados pelos canais Ky retificadores
tardios (delayed rectifier) (LU, 2004, TAO et al., 2010). Esses canais apresentam uma
condutancia unitaria maior em potenciais hiperpolarizados (LU, 2004, TAO et al., 2010).
Atualmente, sabe-se que ha sete subfamilias distintas desses canais em vertebrados, sendo
denominados Kir 1.x - Kir 7.x, onde x € 0 membro da subfamilia (KUANG; PURHONEN;

HEBERT, 2015).

1.1.2. Canais para potassio modulados por Ca?*

H4 canais para potassio que sio modulados pelo aumento de Ca®* livre no citoplasma.
Dentro dessa subfamilia, ha trés subtipos: BK (big conductance - Kc,), com alta conduténcia
(100pS-250pS), IK (intermediate Kc,) com condutancia intermediaria (20-80pS) e SK (Small
Kca) com baixa conduténcia (4-20pS). Evidentemente, essas ndo sdo as Unicas caracteristicas
gue definem esses canais. Eles também sdo caracterizados pela sensibilidade a blogueadores,
por propriedades biofisicas (dependéncia ou nao de voltagem), tecidos em que sdo expressos e
0 quanto sdo sensiveis a Ca?*. Por exemplo, os canais SK e IK n&o apresentam dependéncia
de voltagem, enquanto que canais BK apresentam (HILLE, 2001). Ambos os canais IK e SK

tem participacdo importante em processos que envolvem sinalizagdo dependente de Ca** em



20

células excitaveis e ndo excitaveis (ALDRICH et al., 2015.). Os canais BK exibem uma
grande variedade de regifes onde sdo expressos e possuem importantes funcdes em celulas

endoteliais, na excitabilidade celular, secrecdo e contracdo muscular (YANG; CUI, 2015).

1.1.3. Canais para potassio com dois poros

Esses canais possuem duas subunidades com duas alcas reentrantes (loops P), ou seja,
possuem dois poros. Esses canais, ndo apresentam dependéncia de voltagem e sao
responsaveis pela manutencdo do potencial de repouso em vérias células excitaveis
(BRUNER et al., 2014). Esses canais podem abrir e fechar com varios estimulos, por
exemplo, anestésicos volateis, mudancas de pH, neurotransmissores, além de terem funcdes
de ajustar o potencial de membrana e regular a excitabilidade celular (PLANT; GOLDSTEIN,

2015).

1.1.4. Canais para potassio dependentes de potencial

Dentro da familia de canais para potassio dependentes da diferenca de potencial através
da membrana, ou comumente chamados de dependentes de voltagem (Canais Ky), existem
12 subfamilias divididas de acordo com o local onde o canal é encontrado e com sua forma de
expressao. A tabela 1 mostra o local de expressdo e a possivel importancia terapéutica de
alguns Ky.

Os canais para potassio dependentes de voltagem compreendem uma familia de canais
ibnicos que desempenham papéis fundamentais na regulacdo da excitabilidade celular. Esses
tém papel fundamental, determinando o decurso temporal e a forma de potenciais de acéo,

com impactos sobre as atividades de marca-passo de neurbénios, modulando padrdes de
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disparos ritmicos e regulando a liberacdo de neurotransmissores (HILLE, 2001, RODRIGUES

et al., 2003).

Tabela 1: Canais idnicos Ky, expressao e possibilidades terapéuticas.

Canal Ky, (Simbolo Genético)

Expressdo

Possibilidades terapéuticas

Ky1.1 (KCNA1)

Ky1.2 (KCNA2)

Ky1.3 (KCNA3)

Ky 1.5 (KCNAS5)

Ky 2.1 (KCNBL1)

Ky 3.1 (KCNC1)

Ky 3.4 (KCNC4)

Ky 4.3 (KCND3)

Ky 10.1 (KCNH1)

Sistema Nervoso Central (SNC),

nédulo de Ranvier e Rins

SNC

Células T e B, macrofagos,
osteoclastos, SNC

Midcitos Cardiacos, SNC,
microglia, macréfagos.

SNC, células B pancreaticas.

SNC, Células B pancreaticas.
Nucleo mediano dos neurénios
do corpo trapezoidal.

SNC e musculo esquelético

SNC, midcitos ventricular e

atrial, musculo liso.

SNC

Inibidores de Ky 1.1 séo sugeridos
para epilepsia (WULFF; CASTLE;
PARDO, 2009).

Ativadores ou inibidores de Ky, 1.2
podem ser Uteis para desordens
convulsivas (WULFF; CASTLE;

PARDO, 2009).

Tratamento de esclerose maltipla,
diabete tipo 1 e artrite reumatoide
(BEETON et al., 2006; AZAM et al.,
2007).

Bloqueadores do canal Ky 1.5 podem
funcionar como antiarritmicos e
desfibrilantes atriais (FORD;
MILNES, 2008).

Blogueio de Ky, 2.1 sugerido como
agente hiperglicémico para diabetes
tipo 2 (WULFF; CASTLE; PARDO,
2009).

Sindrome de QT longa
(MEREDITH, 2015). Bloqueador de
Kv3.1 pode diminuir os disparos de
potencial de acdo e assim, agentes
anticonvulsivantes. (CHOI et al.,
2001).

Bloqueadores de Ky 3.4 sdo
sugeridos para tratamento da doenga
de Alzheimer (ANGULO et al.,
2004, PANNACCIONE et al., 2007).

Bloqueadores de Ky 4.3
podem ser Uteis para em tratamento
de arritmias (DIXON et al., 1996).

Expressos abundantemente em
células cancerigenas, dessa forma a
inibi¢do do canal Ky 10.1 pode ser
atil para tratamento de cancer
(PARDO et al., 1999,
HAEMMERLEIN et al., 2006).

Fonte: Adaptado de (WULFF; CASTLE; PARDO, 2009).
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1.2. Estrutura e funcionamento de canais para potéassio dependentes de voltagem

Os Kys sd@o proteinas de membranas que possuem quatro subunidades, cada uma contendo
seis dominios de segmentos transmembranicos de a-hélices, chamados de segmentos S1, S2,
S3, S4, S5, S6 e uma alca reentrante na membrana, entre os segmentos S5 e S6, chamada de P
loop (em inglés). A figura 2 apresenta a topologia dos Kys em sua forma fechada, aberta, da
regido de S5-S6 com a alca reentrante P e o filtro seletivo para melhor representacéo.

Figura 2: Representacdo esquematica da topologia na membrana de um canal para
potassio dependente de voltagem.
A

Fechado Aberto

FA bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bbb bR

R e o o o

D

-

Filtro de Seletividade

Em A, é mostrada a topologia dos segmentos S1, S2, S3, S4, S5, S6 e da al¢a P em sua conformagdo fechada e
em B, em sua conformacdo aberta. As esferas em magenta sdo os residuos carregados do S4. Para melhor
visualizagdo, os segmentos S5, P e S6 estao representados em C, onde em vermelho € apresentado a sequencia de
aminoacidos que compde o filtro de seletividade (TLGYG) para o canal K\3.1. D é a representacdo da ligacéo
entre o jon K*, em cinza, e as carbonilas dos aminoécidos que formam o filtro de seletividade: TVGYG. A
estrutura cristalina do filtro de seletividade foi obtida através do PDB (1BL8). As setas tracejadas indicam a
direcdo do fluxo de K*. Fonte: Adaptado de (DOYLE et al., 1998; AIYAR et al., 1994, BEZANILLA, 2008).
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Os segmentos transmembranicos séo arranjados simetricamente em torno do poro
condutor central que possui quatro sensores de voltagem circundando-o. (BEZANILLA,
2008). Acredita-se que 0 segmento S4 atue como o principal componente do dominio sensor
de voltagem, devido ao arranjo de residuos de aminoacidos béasicos (Arginina e Lisina)
localizados nesse segmento. Tais residuos sdo carregados positivamente atravessando
completamente o campo elétrico da membrana. A carga efetiva desse segmento € denominada
de carga de gating. Além disso, acredita-se que h& um movimento ordenado entre o0s
segmentos S1-S4 que catalisa o processo de abertura dos Kys (LACROIX et al., 2014). A
disposicao estrutural dos segmentos S1-S4 constitui 0 dominio sensor de voltagem (voltage
sensor domain - VSD). Cada subunidade que compde o VSD move-se do estado de repouso
para o estado ativado e quando as quatro subunidades alcancam o seu estado ativado néo
condutor ocorre um mecanismo orquestrado que acopla os eventos elétrico e mecénico que
leva a conducéo ionica (KOPLJAR et al., 2009).

Os segmentos S5-S6, juntamente com a alga P, reentrante, formam o poro condutor do
canal (pore domain, PD), que possui a sequéncia de amino acidos TVGYG (Treonina (T),
Valina (V), Glicina (G), Tirosina (Y)). Essa regido constitui o filtro de seletividade e €
considerada como signature sequence, numa tradugéo livre, sequéncia de assinatura dos Kys
(DOYLE et al., 1998; MORAIS-CABRAL, ZHOU, MACKINNON, 2001; LONG et al.,
2007). Essa sequéncia de aminodacidos é conservada dentro do poro da maioria dos canais para
potéassio conhecidos e as mutagdes nela, fazem com que os canais percam a habilidade de
discriminarem entre os ions sodio e potassio (DOYLE et al., 1998; LONG et al., 2007). A
ligagdo dos ions potassio com o oxigénio das carbonilas da sequéncia TVGYG, no interior do
poro condutor, mimetizam as ligacbes de moléculas de agua com o0s ions potassio,

favorecendo energeticamente o processo de conducéo ibnica.
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Multiplos estudos evidenciam a relacdo entre o dobramento do segmento S6 e a abertura
do feixe helicoidal em sua extremidade intracelular como o0 mecanismo de abertura do poro
para 0os Kys (CATTERALL, 2012). Em canais Ky, a sequéncia de aminoacidos
sequencialmente ligados: prolina, valina e prolina (P-V-P) localizados no interior do
segmento S6 sdo altamente conservados e parecem ser a regido onde ocorre o dobramento e a
subsequente abertura dos Kys. Sendo assim, essa regido, em conjunto com 0s outros 3
segmentos S6, das outras subunidades ligadas, formam o gate principal de ativacao do canal.

O mecanismo de abertura dos Kys pode ser sumarizado da seguinte forma: apds a
despolarizacdo da membrana celular, os residuos carregados em S4 (VSD) sentem a mudanca
do campo elétrico que promove a rotacdo desse segmento e passa a se deslocar para o lado
extracelular da membrana (embora haja outra teoria, a teoria de padle, é a mais aceita, a teoria
envolvendo a rotacdo do segmento S4). O deslocamento de S4 ¢é transmitido para o segmento
intracelular de S6 através da conexao intracelular entre os segmentos S4-S5 (link S4-Sb).
Assim, o link S4-S5 exerce trabalho em S6 que promove o dobramento na ligacdo dos
residuos P-V-P e como consequéncia disso, os 4 segmentos S6, de cada subunidade, se
distanciam permitindo ao poro a condugdo do ion K" (BEZANILLA, 2008; CATTERALL,
2012).

Os diversos canais Kys possuem topologias semelhantes, principalmente na regido que
compreende o poro condutor, diferenciam-se nas sequéncias de aminoacidos que Ihes
conferem diferentes caracteristicas e propriedades cinéticas para as diferentes subfamilias. A
figura 3 mostra uma arvore filogenética, onde sdo evidenciadas as semelhangas dos Kys.
Dessa forma, é razoavel considerar que o funcionamento molecular dos Ky3.1 sejam
semelhantes ao descrito para os Kys em geral. Com isso, e para finalizar essa se¢édo, serdo

descritas algumas propriedades funcionais dos Ky3.1.
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Figura 3: Relagéo filogenética para alguns Kys.
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Os valores iniciais para o grau de identidade sdo reportados como: de 50 a 74% séo representados por *,
para valores de 75 a 100% por ** e aqueles que ndo tém apresentados nenhum simbolo possuem valores <49 %.
A escala em barra corresponde ao nimero de mudangas necessario para explicar a diferenca na sequéncia de
aminoécidos das proteinas. A escala vertical ndo € precisa. Fonte: Adaptado de YU; CATTERALL, 2004.

Os canais para potéassio retificadores tardios do tipo Shaw, sdo expressos em neur6nios
que disparam em altas frequéncias (GRISSMER et al., 1992). Um desses canais, 0 Ky3.1,
apresenta cinéticas de ativacdo e desativacdo muito rapidas e um elevado limiar de ativacédo
(~10 mV) (GRISSMER et al., 1992). Estas propriedades sdo cruciais para céelulas que
disparam potenciais de acdo em alta frequéncia (LABRO et al.,, 2015), tais como
interneurdénios neocorticais (GAN; KACZMAREK, 1998, LIEN; JONAS, 2003), neurdnios
do hipocampo (MCCROSSAN et al., 2003), e neurdnios auditivos (LI; KACZMAREK;
PERNEY et al., 2001).

Ao contrario do que ocorre com PA codificados por outras familias de Ky (figura 1), o

bloqueio das correntes de K* carreadas por Ky3.1 levam a diminuicio dos disparos de
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potencias de agdo como mostrado por WANG et al. (1998). Essa diminuicéo esta relacionada
com a ativacdo dos Ky3.1 que ¢é iniciada na fase de queda do PA, apos atingir-se o pico,
portanto, o bloqueio desses canais aumenta o tempo do PA e a frequéncia podera ser
diminuida (RUDY; MCBAIN, 2001).

O alto limiar de ativacdo e a rapida velocidade de fechamento dos Ky3.1 sugerem que,
quando presentes em quantidades suficientes nas células excitaveis, os Kys3.1 podem facilitar
a repolarizacéo e regulam a duracdo do PA. Porém ndo compromete o limiar do disparo do
PA, ndo aumenta o tempo ou a magnitude do PA e, o mais importante, ndo contribui com
correntes que poderiam aumentar a duracdo do periodo refratario. Isto contrasta com outras
cinéticas encontradas em outras familias de Kys, que se ativam para potenciais mais negativos
e desativam mais vagarosamente (RUDY; MCBAIN, 2001).

Recentemente, LABRO et al. (2015) propuseram um mecanismo molecular que
explicaria a alta velocidade de fechamento dos canais da familia Ky3. Esses autores
propuseram que as sequéncias de aminodcidos localizados entre os segmentos S3 e S4,
denominada link S3-S4 (em magenta na figura 4), sdo 0s responsaveis pelas propriedades
cinéticas intrinsecas dos Ky3. Essa sequéncia é altamente conservada em todos 0s canais
dessa familia e sdo muito diferentes de outras familias de Ky, incluindo aqueles da familia
Shaker. A figura 4 mostra a topologia e a sequéncia desses aminoacidos.

Figura 4: Topologia dos Ky3 e a sequéncia de aminodcidos do link S3-S4.

Link 53-54

% % Shaker: VVAEEEDTLNLPKAPVSPQDKSSNQAMSLAI
K3.1: SGLSSKAAKDVLGF
@& S1 182 1S3 184 1S5 y.p SO R K3.2: SGLSSKAAKDVLGF

K,3.3: SGLSSKAAKDVLGF
\J O/ K,3.4: SGLSSKAARDVLGF
Link $4-55

Topologia K3

Representacdo topoldgica dos segmentos S1-S6 para os Ky3. As sequéncias de aminoacidos do link S3-S4 estdo
mostrados no quadrado colorido em magenta. Fonte: Adaptado de LABRO et al. (2015).
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Dessa forma, devido a importancia e as multiplas regides de expressdo desse canal,
depreende-se que os mesmos tém grande apelo farmacoldgico. Por exemplo, CHOI et al.
(2001) prop6em que as moléculas fluoxetina e norfluoxetina podem inibir convulsdes ao
bloquear os canais Ky3.1. Portanto, o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos que

atuem sobre os Ky3.1 apresenta grande interesse farmacoldgico e médico.

1.3. Moléculas que inibem canais idnicos

Do ponto de vista farmacoldgico, canais para K™ podem ser modulados de trés maneiras
diferentes (WULFF; CASTLE; PARDO, 2009): por pequenas moléculas organicas
(SCHMITZ et al., 2005), por peptideos de veneno/toxinas (RODRIGUES et al., 2003) e por
ions metalicos (ADELMAN; FRENCH, 1978). Além disso, pode ocorrer a inibi¢do por duas
formas distintas: por mecanismos alostéricos e bloqueio (HILLE, 2001). O primeiro processo
esta relacionado com a ligacdo da molécula a uma regido que estabiliza o canal no estado
fechado, por exemplo no dominio sensor de voltagem. O segundo processo esta relacionado
com a oclusdo do poro pela ligacdo do blogueador no vestibulo do canal. Moléculas que
bloqueiam os canais em seu estado aberto sdo denominadas de bloqueadores de canal aberto
(do inglés - open channel blocker- OCB).

O desenvolvimento da ideia de bloqueadores de canal aberto vem dos trabalhos de
Armstrong (ARMSTRONG, 1969) que estudou o efeito de Tetraetilamonio (TEA) em canais
para potassio em axénio gigante de lula. WOODHULL (1973) introduziu um modelo fisico
para OCB através do estudo do bloqueio de canais para Sddio (Na*) por prétons (H*). Embora
o modelo do Woodhull tenha sido desenvolvido para canais para sédio, muitos autores
aplicaram suas ideias no estudo de canais para potassio (SNYDERS et al., 1992, SUNG et al.,

2008). Algumas moléculas que atuam como bloqueadores de canais abertos sdo: TEA em



28

neurdnios gigante de lula (ARMSTRONG, 1969), em Ky2.1(ANDALIB et al., 2003) e em
Kvl.l, Kyl.2, Ky1.3, Kyl5 e Ky3.1 (GRISSMER et al. 1994); quinidina em Ky1.5
(SNYDERS et al., 1992); norfluoxetina (CHOI et al., 2001), sibutramina (KIM et al., 2007.) e
fluoxetina em Ky3.1 (SUNG et al., 2008). A figura 5 mostra uma representacdo da maneira

como diferentes moléculas podem atuar em canais para potassio.

Figura 5: Mecanismos de bloqueio de canais de potassio.

L

S1-54 $5-P-56 S1-54

Representacdo esquematica de um canal para potassio dependente de voltagem. Sua estrutura foi
desenhada a partir do cddigo PDB-2R9R. Representando 0os mecanismos alostéricos (em roxo) a toxina VST-Tx
(Voltage Sensor Toxin — Toxina da Tarantula chilena rosa (Grammostola spatulata)) que se liga ao dominio
sensor de voltagem. Em magenta é apresentado a toxina CTX (Caribdotoxina - Toxina do escorpido Leiurus
quinquestriatus hebraeus) representando o mecanismo de bloqueio de canal aberto. Os segmentos S1, S2, S3,
S4, link S4-S5, S6, loop-P estdo representados pelas cores laranja, verde, azul, amarelo, ciano, vermelho e
magenta, respectivamente. Fonte: Adaptado de RUTA et al., 2003).

A tabela 2 apresenta algumas substancias blogueadoras de canais Ky1.3 e Ky3.1 e seus
respectivos valores de 1Cs,. Como se pode observar, algumas moléculas possuem valores
elevados de 1Cs para alguns canais, indicando pouco efeito inibitorio, e para outros, possuem

valores de 1Cso muito pequenos, indicando que a inibicdo ocorre de forma mais eficiente.
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Tabela 2: Inibidores de Canais 16nicos e seus valores de I1Cxp.

Molécula Kvl.3(uM)  Ky3.1 (uM)
4-AP 195 29*
Capsaicina 26 158
Resiniferatoxina 3* 46
D-Solatol >1000 >1000
Flecainida 53 108
Nifidipina 5 131
Ditiazema 27 97
Cromakalima >3000 237
DTX 0,25 >1
CTX 0,0026 >1
NTX 0,001 >0,025
KTX 0,000065 >1
Sibutramina 3,7 32,7
Fluoxetina 13,4
Norfluoxetina 0,19
TEA 10000 200

*Moléculas que se ligam irreversivelmente.

Fonte: Adaptado de GRISSMER et al. (1994); CHOI et al. (2001); KIM et al. (2007).

1.4. Benzenossulfonamidas

A importéncia e a descoberta de novos farmacos sdo motivos de estudos e de
investimentos para a industria e para a sociedade em geral. As sulfonamidas, também

conhecidas como sulfas, constituem-se em uma classe de moléculas que sdo utilizadas e
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reconhecidamente na literatura como moléculas que possuem atividade biologica. Elas
foramas primeiras moléculas usadas efetivamente contra micro-organismos, ajudando a
combater infec¢des bacterianas que, até entdo, ndo tinham tratamentos adequados e eficazes.

De acordo com COTTON (2016), o desenvolvimento das sulfonamidas ocorreu gragas a
Gerhard Domagk que encontrou em testes de laboratdrios in vivo que o corante vermelho,
Prontosil® rubro, funcionou muito bem no combate a infecgbes estreptocdcicas em
camundongos. A partir de testes realizados em humanos o farmaco foi patenteado em 1934 e
passou a ser comercializado em 1935. Daniel Bovet, em 1935, no Instituto Pasteur, em Paris,
Franca, encontrou que um composto incolor chamado de sulfanilamida, funcionava tdo bem
quanto o Protonsil®. Bovet e sua equipe encontrou que a sulfanilamida apresentava efeitos
em testes in vitro, que a molécula Protonsil® deveria ser quebrada e que a sulfanilamida era
um subproduto da molécula Protonsil®. Na época, a molécula sulfanilamida apresentou duas
vantagens em relacdo ao Prontosil®, era mais barata e incolor. Em 1940, Donald Woods
descreveu como as sulfanilamidas funcionavam, mostrando que o &cido para-aminobenzdico
(PABA) interrompia a acdo das sulfanilamidas no combate a infeccbes. A partir da
similaridade entre 0 PABA e a sulfanilamida, Woods deduziu que a sulfanilamida se liga ao
sitio ativo de uma das enzimas envolvidas na sintese do acido di-hidrofdlico nas bactérias.
Dessa forma a enzima ¢é inibida e a bactéria ndo consegue crescer. As sulfas tiveram grande
importéncia e salvaram muitas vidas na segunda guerra mundial. Ao final da segunda guerra,
houve o advento da penicilina e outros antibidticos, que acabaram substituindo as sulfas no
combate a infecgbes. A figura 6 apresenta as estruturas das moléculas discutidas acima
(PETRI, 2005, BRUICE, 2006b).

A relativa facilidade e a eficiéncia na sintese destas moléculas, sdo fatores atrativos
para utiliza-las no desenvolvimento de farmacos utilizando moléculas derivadas do PABA e

do é&cido sufonilico (GONCALVES et al., 2011). Além disso, ha inimeros trabalhos na
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literatura mostrando o efeito de sulfonamidas como antiparasitarios (BHATTACHARYA et
al., 2004), antitumorais (OZAWA et al., 2001), antivirais (BETZ et al., 2002), analgésicos e
anti-inflamatorios (WALTER et al., 2004), além de ser inibidor de canais para potassio
dependentes de voltagem, do tipo Ky1.5 (GROSS et al., 2007, LLOYD et al., 2007, GROSS
et al., 2009; OLSSON et al., 2014) e de canais para potassio ativados por ATP em células 3
no combate a diabetes tipo Il (Glibencamida (WANG, 2015). Dessa forma, delinear-se-a a
estratégia de desenvolvimento de moléculas inibitorias utilizando como base a estrutura das
benzenossulfonamidas, moléculas andlogas ao acido benzenossulfénico e de moléculas
derivadas do PABA.

Figura 6: Estrutura das moléculas Prontosil®, para-aminobenzenossulfonamida, para-

acetamidabenzenossulfonamida e do acido para-aminobenzoico.

NH,

o) O\ H I
HN N= & NH AN e
? T HyC 0
O
Prontosil ® para-acetamidabenzenosulfonamida
0 0
5 “oH
para-aminobenzenosulfonamida (Sulfonilamida) acido para-aminobenzoéico (PABA)

Em verde séo apresentados os grupamentos que sdo semelhantes entre 0 PABA e a Benzenossulfonamida.
Fonte: Adaptado de BRUICE, 2006a, PETRI, 2005.

1.4.1. Estratégia para a elaboragdo de protétipos de moléculas que possam atuar

sobre canais Ky3.1

A literatura apresenta varios relatos sobre grupamentos quimicos presentes em

moléculas bloqueadoras de canais para potassio (WULFF et al., 2000; CHOI et al., 2001,
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PARK et al., 2002; KIM et al., 2007; CATTERALL et al., 2007; REN et al., 2008; SUNG et
al., 2008, WULFF; ZHOROV, 2008; GROSS et al., 2009; SUNG; HAHN; CHOI, 2009;
WULFF; CASTLE; PARDO, 2009; JEONG, CHOI; HAHN, 2011; CHAE; CHOI; HAHN,

2013; YU et al., 2015) .

Figura 7: Bloqueadores nédo seletivos e bloqueadores de Ky3.1.
Bloqueadores nao seletivos
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OH
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Vérias moléculas inibidoras de Ky3.1, possuem em sua estrutura quimica o anel aromatico. Os anéis
aromaticos estdo apresentados na cor magenta. As moléculas que compdem o grupo de bloqueadores nédo
seletivos foram adaptadas de WULFF; ZHOROV (2008). As moléculas blogueadoras de Ky3.1 estdo
apresentadas com o seu nome e a referéncia de onde foram adaptadas, que se segue: Fluoxetina (SUNG et al.,
2008), Norfluoxetina (CHOI et al., 2001), Sibutramina (KIM et al., 2007) , Psoraleno (SUNG; HAHN; CHOI,
2009), Clotrimazole e TRAM 34 (WULFF et al., 2000), PAP-1 (SCHMITZ et al., 2005) e Gambierol

(KOPLJAR et al., 2009).
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O grupamento mais encontrado e que provavelmente se constitui num bom ponto de
partida para a elaboracdo de um prototipo de molécula que possa atuar em canais de potassio
Kyv3.1 é o grupamento benzénico. A figura 7 apresenta algumas moléculas que possuem
atividade bioldgica e que possuem o anel benzénico em sua estrutura quimica. Tais moléculas
sdo bloqueadores de canais do tipo Ky3.1. Embora ha varias diferencas de tamanho e de
massas entre essas moléculas, o ponto de partida e alicerce na elaboracéo de novos protétipos
inibidores foram moléculas que contém o anel benzénico.

Com o exposto, a figura 8 mostra, de maneira representativa, a molécula que foi
utilizada como ponto de partida. Além de se utilizar o anel aromético como base, houve-se a
intencdo de incorporar grupos quimicos diferentes, em porcGes especificas ao redor do anel
benzénico, a fim de avaliar o efeito desses grupos. A estratégia foi desenvolver bioisosteros
de benzenossulfonamidas, moléculas analogas ao PABA e analogas ao acido sulfénico. Todas
essas moléculas apresentam em sua estrutura um anel benzénico. A presenca desse grupo
justifica a procura de moléculas que possuam alguma caracteristica estrutural semelhante a
outros bloqueadores de Ky3.1.

Figura 8: Base para prototipos de bloqueadores de Ky3.1, através de derivados do

PABA e também de benzenossulfonamidas.

3 3
Benzenosulfonamida Derivados do PABA
Em azul, ha o destaque para evidenciar quais grupamentos foram diferentes na elaboracdo do modelo de

moléculas inibidoras de Ky3.1. R2 ¢ R3 foram as posi¢des onde se inseriu diversos grupamentos orgnanicos.
Fonte: proprio autor.
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As semelhancas entre 0 PABA e as benzenossulfonamidas séo interessantes do ponto de
vista farmacologico: O PABA é uma molécula comumente utilizada como base para o
desenvolvimento de muitos outros farmacos. KLUCZYK et al. (2002), apresentam ao menos
259 compostos contendo a estrutura do PABA distribuidos em 84 diferentes grupos com
atividades farmacologicas. Além disso, moléculas derivadas do PABA séo descritas na
literatura como anestésicos locais. Por exemplo, a benzocaina que € um inibidor de canais
para soédio (BUTTERWORTH; STRICHARTZ, 1990). A figura 8, em azul, mostra as
semelhancas estruturais entre as moléculas adotadas como base estrutural no desenvolvimento

de novos bloqueadores de Ky3.1.

1.4.2. Grupamento amino

Foi inserido um grupo N-alquilamino com cadeias lineares e também ciclicas, tais como
a butilamina e furfurilamina (Figura 9), pois a literatura ja& comprovou que moléculas com
esses grupamentos e com o grupo aménio possuem efeitos inibitdrios em canais para potassio
do tipo Ky3.1. Por exemplo, a molécula 4-Aminopiridina (4-AP), que possui atividade
bloqueadora sobre K,3.1, tem em sua estrutura quimica o grupamento amino e, moléculas
derivadas de ions quaternarios de amdnia (Tetraetilamdnio - TEA), possuem atividade sobre
os Ky3.1 (GRISSMER et al., 1994).

Figura 9: Estrutura de TEA, 4-AP, Butilamina e Furfurilamina.

M‘
CHs
G |/ Butilamina
N j
) [_,—|3 G,
Tetraetilaménio 4-Amino piridina Furfurilamina

Os grupamentos de cadeias de hidrocarbonetos estéo representados em verde e em laranja sdo mostrados
0s grupamentos amino. Os valores de ICsy para TEA e 4-AP sdo, respectivamente 29 e 200 yuM. Fonte:
Adaptado de (GRISSMER et al., 1994).
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1.4.3. Grupamento aminolactamas

A fim de se saber se a insercdo de outros grupamentos potencializaria o efeito de
moléculas inibidoras, optou-se em utilizar aminolactamas ciclicas de cinco e sete membros
nas moléculas que apresentaram efeito. O propoésito de se adicionar as aminolactamas foi
investigar a sua influéncia no efeito inibitorio associado com a natureza eletronica dos grupos
aminolactamicos e também, do efeito estérico devido ao aumento do volume das moléculas.
Além disso, moléculas derivadas de benzenossulfonamidas e que possuem aminolactdmas em
sua estrutura sdo bloqueadores de Ky1.5 (OLSSON et al., 2014), o que também justificaria tal
insercdo. Dessa forma, introduziram-se as moléculas, N-(3-aminopropil)-2-pirrolidona (APP)
e N-(3-aminopropil)-2-azepanona (APA) nos estudos para avaliar se a presenca desses
grupamentos pode promover ou aumentar o efeito das moléculas sobre os Ky3.1. Essas
moléculas foram inseridas na posicdo Rz e sdo mostrados na figura 10. Como consequéncia da
estratégia desenvolvida, o resultado estrutural das moléculas estudas estdo mostradas na
figura 11.

Figura 10: Estrutura das aminolactamas incorporadas.

N-(3-aminopropil)-2-pirrolidona N-(3-aminopropil)-2-azepanona

M NM
(o
(APP) (APA)

Em laranja é destacado o grupamento amino. Fonte: Adaptado de (GONCALVES et al., 2011).



Figura 11: Moléculas estudadas neste trabalho.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho testou a hipotese do efeito bloqueador de moléculas orgénicas (N-Alquil-
benzenossulfonamidas) sobre canais iGnicos para potassio dependentes da voltagem, mais
especificamente sobre o canal Ky3.1, devido ao interesse farmacologico desse canal. O
objetivo principal foi investigar e testar bioisdsteros de moléculas, estruturalmente
relacionadas, que poderiam ter efeito inibitério nesses canais e assim propor um protétipo de
moléculas que podem atuar nesse canal. Concomitantemente, procurou-se entender 0s
mecanismos da interagdo entre a molécula com o menor valor de 1Cs e 0s Ky3.1 em seus

aspectos cinéticos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Medidas eletrofisioldgicas

As linhagens de células L929, oriundas de fibroblastos, que expressam heterologamente
os canais Ky3.1, foram obtidas conforme GRISSMER et. al. (1994) e gentilmente fornecidas
pelo Dr. George Chandy (Departamento de Fisiologia Molecular da Escola de Medicina Lee
Kong Chian da Universidade Tecnoldgica de Nanyang, Singapura) para o Professor Dr.
Wamberto Antonio Varanda. A escolha de tal linhagem decorre da baixa ou nenhuma
expressao aparente de canais para potassio dependentes de voltagem. As células foram
mantidas em DMEM- Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - (alta glicose) suplementado
com 10 % de soro fetal bovino (Cultilab, Campinas, Brasil), antibidtico de selecdo
gentamicina G-418-sulfato (0,25 mg/ml), 100 U/ml de penicilina-G sodica e 100 mg/ml de
sulfato de estreptomicina.

As células foram cultivadas em garrafas de cultura de células, 25 cm?, em uma estufa
umidificada (Revco Elite Il, Kendro Laboratory Products, Asheville, NC, E.U.A.) com 5 % de
CO, e mantidas a temperatura de 37 °C. Para a utilizagdo foi feito o descolamento das células
através de tratamento com tripsina-EDTA (10x) diluida em uma solucéo de Hank sem Ca** e
Mg®*, com diluicdo final de 1:10. Para o descolamento das células, procedeu-se da seguinte
maneira: 0 meio de cultura foi retirado das garrafinhas e descartado. As garrafas foram
lavadas com 1 ml de solugdo de tripsina, a fim de retirar qualquer resquicio de meio de
cultura, adicionando novamente 2-3 ml de solugdo de tripsina e deixando agir por
aproximadamente 1 minuto a 37°C. Passado esse tempo, essa solucdo, contendo agora as
células descoladas, foi colocada em um tubo falcon de 15 ml. Foi adicionado meio de cultura
suplementado, em volume 3 vezes maior que aquele da solucdo de tripsina, para neutralizar a
acdo da enzima. Esse tubo foi centrifugado a 1000 r.p.m. (206BL, Fanem, Sdo Paulo, SP,

Brasil) durante 10 minutos. Por fim, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1 ml de
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meio de cultura ao tubo falcon de 15 ml para eliminar resquicios da tripsina. Esse 1 ml foi
entdo descartado e foi adicionado 4 ml de meio de cultura.

As células foram ressuspensas com o auxilio de um pipetador automatico T (SwifPe,
HTL-Lab Solutions, Varsévia, Pol6nia). Apds esse procedimento, as células foram plagqueadas
em laminulas de vidro para microscopia (espessura 0,13-0,16 mm - Glasscyto), previamente
cortadas para as dimensdes 0,6 x 0,6 cm, esterilizadas e acondicionadas em placas de petri de
35x11mm. As celulas ficaram 2 horas em descanso na estufa antes do inicio dos
procedimentos experimentais. Elas foram utilizadas de 2-8 h ap6s esse procedimento.

Todos os procedimentos de eletrofisiologia foram realizados no laboratorio de Biofisica
de Membranas, Departamento de Fisiologia Da faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
USP-Ribeirdo Preto e orientados pelo Professor Dr. Wamberto Antonio Varanda. Os
experimentos foram realizados conforme HAMIL et. al. (1981), no modo Whole-cell, que
permitiu medir correntes macroscopicas através das membranas celulares. Os experimentos
foram realizados em temperatura ambiente, 23°-25°C. As laminulas de vidro, contendo as
células aderidas, foram colocadas numa camara de perfusdo montada sobre a platina de um
microscopio invertido NIKON C-C Phase (Nikon Inc, Melville, NY, E.U.A). As correntes
ibnicas, em resposta a pulsos de voltagem, foram medidas com um amplificador AxoPatch
200B (Molecular Devices, Union City, CA, U.S.A)), e filtradas em 5 KHz (8 pole Bessel —
passa baixo). Os sinais provenientes do amplificador foram amostrados através de um
conversor AD/DA (ITC-16 Computer Interface — Instrutech. Corp., Greatneck, NY, EUA) e
gravados no disco rigido de um computador pessoal, controlado pelo software WinWCP
(versdao 4.5, Strathclyde Electrophysiology Software, ©John Dempster, University of
Strathclyde, Glasgow, Escécia) ou Clampex (pClamp10, Molecular Devices, Union City, CA,
E.U.A)) e a taxa de amostragem utilizada em cada experimento esta inserida nas legendas das

figuras correspondentes.
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As células foram acopladas ao sistema de medida através de micropipetas de vidro
borossilicato (BF-150-86-15, Sutter Instrument, Novato, CA, E.U.A.) confeccionadas num
estirador horizontal Sutter P-97 (Sutter instruments Co.) e tinham resisténcias entre 2 e 4 MQ
quando preenchidas com solucdo intracelular. A resisténcia em serie variou de 4 a 10 MQ
(resisténcia de pipeta somada a resisténcia de acesso) foi compensada eletronicamente em
80% quando a corrente excedeu 2 nA e a queda de voltagem decorrente da resisténcia em
série, ndo excedeu em mais de 5 % de erro na voltagem total aplicada.

A compensacdo da resisténcia em serie € um pardmetro importante e deve ser
fiscalizado ao longo do tempo em que é feito o experimento. O critério a ser adotado como
valor de corte, deve ser criterioso para evitar erros posteriores. Por exemplo, para uma
corrente de 4 nA observada através de um potencial total despolarizante de 120mV e uma
resisténcia em série de 6 MQ, a queda de voltagem através da resisténcia em série serd 24
mV. Isso representa 20% de erro da voltagem total aplicada sobre a membrana. Dessa forma,
se a resisténcia em série for compensada eletronicamente em 80%, a resisténcia em série
agora seria de 1,2 MQ levando a uma queda de voltagem de apenas 4,8 mV, sendo esse valor
igual a 4% de erro em relagdo a voltagem total que é aplicada sobre a membrana celular.

Os dados foram analisados com auxilio do software Origin 8.0 (Origin Lab Corp.,
Northampton, MA, E.U.A.) e Clampfit 10.6 (pClamp, Molecular Devices). O potencial de
holding das células foi mantido em -88 mV em todos o0s experimentos. O potencial de juncéo
entre as solugdes de banho e de pipeta foi medido experimentalmente e também calculado
usando o programa Clampex 10.6 (pClamp, Molecular devices) resultando, respectivamente,
em -8 mV e -8,4 mV e foram corrigidos off-line em todos 0s experimentos. Dessa forma,
todos os resultados apresentados neste trabalho, foram corrigidos pelo potencial de jungéo
liquido. Para determinar se os resultados foram estatisticamente diferentes foram utilizados

testes t pareados adotando o valor de significancia p<0,05.
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A solucdo externa ou de banho continha (em mM): 155 NaCl, 1 MgCl,, 2 CaCl,, 5
HEPES e 4,5 KCI, pH 7,4 ajustado com NaOH e osmolalidade de 300-310 mosm/Kg H20. A
solucdo interna continha (em mM): 140 KF, 5 EGTA, 10 HEPES, 2 MgCl, e 1 CaCl,, pH 7,2
ajustado com KOH e osmolalidade de 290-300 mosm/Kg H,0 (RODRIGUES et al., 2003).
Apbs o ajuste do pH, a concentracdo interna de K™ resultante pdde ser calculada e foi del159
mM. As moléculas foram diluidas em NaOH, conforme mostrado na tabela 3, da secdo 3.2.
A osmolalidade da solucdo final contendo diferentes concentragcdes das moléculas variaram de
306 a 313 mosm/Kg H,0. As solucdes controle (banho) e contendo as moléculas diluidas em
solucdo de banho foram aplicadas sobre as células atraveés de um aplicador de drogas RSC-
160 (Bio-logic Science Instruments SAS, Calix, Franca), acoplado a um controlador digital de
valvulas EVH-9 (Bio-logic Science Instruments SAS) e a um controlador de pressdo PR-10
(ALA Scientific Instuments, New York, NY, EUA). Com o controlador de pressdo foi possivel
manter um fluxo constante de aproximadamente 1 ml a cada 3 minutos diretamente sobre a
célula em estudo.

Todas as solugbes foram feitas utilizando agua Milli-Q (Modelo Simplicity, Merck
Millipore Corporation, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). As solu¢bes foram filtradas
com uma membrana de éster de celulose ndo estéreis de 0,22 um de poro e 47 mm de
diametro (GSWP04700, Merck). Para medidas da osmolalidade foi utilizado um Osmémetro
Modelo 3250 (Advanced Instruments, Inc, Norwood, MA, EUA). Os compostos quimicos
usados para estudos eletrofisioldgicos foram da marca Sigma® (Sigma-Aldrich®, St Louis,
MO, E.U.A.) e os insumos utilizados nas culturas de células foram da marca TPP (Techno
Plastic Products AG, Trasadingen, Suica).

3.2. Sintese das moléculas

Este trabalho utilizou moléculas cujas sinteses foram originariamente descritas na

dissertagdo de mestrado de Carina Couto Martins, na época aluna do programa de pos-
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graduacdo de Ciéncia e Tecnologia de Materiais orientada pelo Prof. Dr. Eduardo Gonzalez e
defendida em setembro de 2015. Dessa forma, suas sinteses serdo apresentadas brevemente
nessa secdo. Para maiores informacdes acerca da sintese das moléculas, bem como sua
caracterizacdo estrutural e sobre os resultados de espectroscopia, consulte a dissertacdo de
mestrado de Carina, citada acima, ou o artigo publicado com resultados dessas sinteses
(MARTINS et al., 2016).

Todas as moléculas foram sintetizadas seguindo a metodologia aplicada e desenvolvida
por GONCALVES et al. (2011) e MARTINS et al. (2016). Elas estdo esquematizadas nas
figuras 12, 13 e 14. A tabela 3 mostra a nomenclatura oficial, 0 nome adotado nessa tese e a
solubilidade das sulfonamidas em hidréxido de sodio (NaOH). A molécula SMD2_APP foi
solubilizada em DMSO, ja que ela nao foi solivel em NaOH. Como resultado dessa diluigéo,
a concentracédo final de DMSO na solucao foi inferior a 0,5%. A figura apresenta o esquema
da sintese das moléculas: Amostra 7, Amostra 8, Sar_ APP e Sar_APA.

Figura 12. Esquema da sintese das moléculas Amostra 7, Amostra 8, Sar_ APP e
Sar_APA.

R4
R4
. NSNH, NO,
nf N /\/\NH
NO, Acetonitrila ou DMSO |,
Cl 85°C, 8-12h
1 COOH 3. APP, n=1
2. SO4H 4_APA, n=3

Sar_APP: COOH, APP, n=1
Sar_APA: COOH, APA, n=3
Amostra 7: SO;H.APP, n=1
Amostra 8: SO;H.APA, n=3

Fonte: Adaptado de (GONCALVES et al., 2011).

As moléculas, andlogas ao PABA, Amostra 7 (&cido 4-[N-(3’-aminopropil)-2-
pirrolidona]-3-nitrobenzdico) e Amostra 8 (&cido 4-[N-(3’- aminopropil)-2-azepanona]-3-
nitrobenzoico), foram sintetizadas pela reacdo de substituicdo nucleofilica aromatica do acido

4-cloro-3-nitrobenzéico (Figura 12, composto 1) com aminolactamas ciclicas de cinco e sete
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membros, respectivamente, N-(3-aminopropil)-2-pirrolidona (APP, Figura 12, composto 3) e
N-(3-aminopropil)-2-azepanona (APA, figura 12, composto 4).

Através da reacdo de substituicdo nucleofilica aromatica, foram sintetizados o acido 4-
[N-(3’-aminopropil)-2-pirrolidona]-3-nitrobenzenossulfénico (Sar_APP) e o &cido 4-[N-(3’-
aminopropil)-2-azepanona]-3-nitrobenzenossulfénico (Sar_APA). Esses produtos foram
obtidos pela reacdo do acido 4-cloro-3-nitrobenzenossulfénico (Figura 12, composto 2) com
aminolactdmas ciclicas de cinco e sete membros, respectivamente, N-(3-aminopropil)-2-
pirrolidona (APP, Figura 12, composto 3) e N-(3-aminopropil)-2-azepanona (APA, figura 12,
composto 4).

A figura 13 apresenta um esquema da sintese das sulfonamidas SMD2, SMD2_SN,
SMD3 e SMD3_SN. As moléculas cloreto de 4-clorobenzenossulfonico (figura 13, composto
1) e cloreto de 4-cloro-3-nitrobenzenossulfénico (apresentado como 2, Figura 13) reagem
com butilamina e furfurilamina produzindo as moléculas: SMD2_SN (4-cloro-N-
butilbenzenossulfonamida), SMD3_SN (4-cloro-N-furfurilbenzenossulfonamida), SMD2 (4-
cloro-3-nitro-N-butilbenzenossulfonamida) e SMD3 (4-cloro-3-nitro-N-furfurilbenzenossul-
fonamida).

Figura 13: Reacdo de substituicdo nucleofilica aromatica das sulfonamidas SMD2,

SMD2_SN, SMD3 e SMD3_SN.

R
¢ /
0=—S—0 N HI}I
+ 2 (R—NHZ) ___Acetonitrila 0=5=0
Temp. Amb. 2h
X
Cl X
cl
1. X=H 3. R = Butil _
2. X=NO, 4. R = Furfuril SMD2_SN: X=H, R = Butil

SMD3_SN: X=H, R = Furfuril
SMD2: X=NO,, R = Butil
SMD3: X=NO,, R = Furfuril

Fonte: Adaptado de (MARTINS et al., 2016).
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As moléculas SMD2_APP (4-[N-(3'-aminopropil)-2-pirrolidona]-3-nitro-N-
butilbenzenossulfonamida) e SMD3_APP (4-[N-(3'-aminopropil)-2-pirrolidona]-3-nitro-N-
furfurilbenzenossulfonamida) foram sintetizadas pela reacdo de substituicdo nucleofilica
aromatica, das moléculas 4-cloro-3-nitro-N-butilbenzenossulfonamida (SMD2) e 4-cloro-3-
nitro-N-butilbenzenossulfonamida (SMD3) com aminolactamas ciclicas de cinco membros,
N-(3-aminopropil)-2-pirrolidona (APP). Conforme esquema mostrado na figura 14. No anexo
| é apresentado a caracterizacdo de todas as moléculas analisadas.

Figura 14. Reacdo de substituicdo nucleofilica aromatica das sulfonamidas SMD2,

SMD3 em SMD2_APP e SMD3_APP.

R
R d
HN/ H'}'
I 0=5=0

0=5=0 + AN Agitacdo; DMSO
—_——
2 85°C. 12h
0 NO,
NO, /\/‘\.NH
Cl
O

1. R = Buitil
2. R = Furfuril SMD2_APP: R = Butil
SMD3_APP: R = Furfuril

Fonte: Adaptado de (MARTINS et al., 2016).



Tabela 3: Nomenclatura oficial e solubilidade das sulfonamidas.

Nome adotado

Nomenclatura Oficial Solubilidade
na Tese
Aqldo 4'[N'(3 -amlnoprop!l)-z Amostra 7 10 mg /mL H,O
pirrolidona]-3-nitrobenzdico
Acido 4-[N~(3"-aminopropil)-2- Amostra 8 10 mg /mLH,0
azepanona]-3-nitrobenzdico
4-cloro-3-nitro-N- SMD?2 2,9 mg/mL NaOH
butilbenzenossulfonamida (0,5 Molar).
4-cloro-3-nitro-N- SMD3 3,2 mg/mL NaOH
furfurilbenzenossulfonamida (0,5 Molar
4-[N-(3'-aminopropil)-2-pirrolidona]-3- 54 mg/1mL
nitro-N-butilbenzenossulfonamida SMD2_APP (DMSO)
.. . . 3,1 mg/ mL
4-[_N-(3 -amlnoproplI)-2-p|rroI|done}]-3- SMD3_APP NaOH (0,2
nitro-N-furfurilbenzenossulfonamida
Molar)
2,5 mg/ mL
4-cloro-N-butilbenzenossulfonamida SMD2_SN NaOH (0,7
Molar).
4-cloro-N-furfurilbenzenossulfonamida SMD3_SN 2 gL NGl
(0,5 Molar).
Acido 4-[N-(3’-aminopropil)-2- Sar APP 3,1 mg/mL NaOH
pirrolidona]-3-nitrobenzenossulfonico - (0,05 Molar).
Acido 4-[N-(3’-aminopropil)-2- Sar APA 3,3 mg/mL NaOH
azepanona]-3-nitrobenzenossulfonico - (0,1 Molar

Fonte: préprio autor.
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4. RESULTADOS

Nesta secdo, serdo apresentados os resultados obtidos através de registros de correntes
macroscopicas carreadas pelos canais Ky3.1. Na primeira parte desta secdo apresentar-se-a a
determinacdo e 0 mecanismo de acdo de varias moléculas sintetizadas e testadas sobre os
Kyv3.1. Na segunda parte, mostrar-se-d0 estudos aprofundados sobre o efeito da molécula
SMD?2 sobre os Ky3.1, procurando explicitar os mecanismos de blogueio. Essa molécula foi
escolhida por apresentar o menor valor de ICsy dentre as estudadas. Cada experimento foi
idealizado para se obter informacdes acerca de uma caracteristica especifica do bloqueio. Para
tanto, protocolos de pulsos quadrados de voltagem especificos foram aplicados em cada caso

e serdo descritos juntamente com os resultados particulares.

4.1. Moléculas que promoveram efeito em canal Ky3.1

A fim de avaliar o efeito de moléculas sobre um determinado canal ibnico, o
procedimento mais adequado para tal € vislumbrar o efeito temporal das moléculas a serem
testadas sobre o mesmo. Para tanto, o mais adequado é a aplicagdo de varios pulsos
despolarizantes de voltagem, fazendo com que o canal se abra para trés condigdes: 1) situagéo
controle; 2) na presenca da molécula a ser estudada; e por fim 3) a possivel lavagem e
recuperacdo das propriedades intrinsecas do canal.

Para testar as condi¢cbes acima mencionadas, foi desenvolvido um protocolo para a
observacdo das correntes de potassio carreadas pelos canais Ky3.1. Onde, pulsos
despolarizantes de voltagem com duracdo de 70 ms, variando de -88 a +32 mV, foram
aplicados a cada 10 s. Os pulsos foram aplicados sequencialmente por 12 minutos: os dois

primeiros minutos em situacdo controle, depois cinco minutos de superfusdo com solucéo
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contendo uma dada molécula a ser testada na concentracdo de 100 uM, e por fim, mais cinco
minutos para se avaliar a reversibilidade da ligacdo da molécula com o canal, por superfuséo
da célula com solucdo controle. O nimero total de pulsos aplicados foi de 73, sendo 13 na
primeira situacdo, e 30 nas situacdes subsequentes. Os resultados para as dez moléculas
testadas neste trabalho estdo divididos em dois grupos: 0s que apresentaram efeitos inibitorios
sobre os Ky3.1 e 0s que ndo apresentaram efeitos para a concentracdo de 100 uM. A figura
15 apresenta os resultados para as moléculas que nao apresentaram efeitos inibitérios.

Figura 15: Moléculas que néo apresentaram efeitos inibitorios sobre Ky/3.1.
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Em A, apresenta-se a carga transferida pelo canal normalizados pela carga transferida (vide texto) do primeiro
pulso de voltagem aplicado. Em quadrados abertos tem-se a resposta na presen¢a da solucdo controle e em
quadrados solidos a carga normalizada na presenca de 100 uM de amostra 7. Os tracados de correntes, insertos
na figura sdo: em preto controle (eliciados pelo primeiro pulso de voltagem), em vermelho (ap6s cinco minutos
na presenga de Amostra 7 e em azul apds cinco minutos de lavagem com solucdo controle. Em B) 0os mesmos
resultados na presenca da Amostra 8 (representado em circulos). Em C) para 0os mesmos resultados na presenca
da molécula Sar_APP (representado por losango). D) sdo os resultados na presenca da molécula Sar_ APA
(representado como triangulo). Para fins de clareza na visualizagdo, somente um para cada dois pontos
experimentais sdo mostrados. Inserido em B esta o protocolo de pulso despolarizante, variando de -88 a +32mV,
com duracdo de 70 ms e aplicado a cada 10s durante 12 minutos. N=5 células para todas as moléculas. Fonte:
préprio autor.
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Observa-se na figura 15, que a carga transferida, em resposta aos pulsos despolarizantes
ndo variaram no tempo, ou seja, na presenca destas moléculas (Amostra7, Amostra8,
Sar_APP e Sar_APA ) a resposta ndo se altera indicando que ndo ha efeitos inibitorios

significativos sobre Ky3.1. A carga transferida foi calculada pela integral da corrente no

. . . tr. -
tempo em que o pulso despolarizante foi aplicado: Qtransy = ft_fl.dt, onde Qranst, I, ti € tf
l
sdo, respectivamente, a carga transferida pelo canal, a corrente num determinado instante, o
inicio e o fim do pulso despolarizante aplicado.

Figura 16: Efeitos inibitérios e reversibilidade dos efeitos das moléculas SMD2,

SMD2_APP e SMD2_ SN sobre os Ky3.1.
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Em A), B) e C) apresentam-se a carga normalizada pela carga do primeiro pulso de voltagem aplicado,
para as moléculas SMD2, SM2_APP e SMD2_SN, respectivamente. Os quadrados abertos representam o
controle enquanto que os circulos sélidos referem-se a presenca de SMD2; os tridngulos sélidos na presenga de
SMD2_APP e os losangos na presenga de SMD2_SN. Para fins de clareza somente um a cada dois pontos estéo
sendo mostrados. D), E) e F) séo os tragados representativos de corrente para as moléculas SMD2, SMD2_APP
e SMD2_SN, respectivamente. Os tracados de correntes em preto representam o controle (eliciados pelo
primeiro pulso de voltagem), em vermelho apds cinco minutos na presenca da molécula e em azul ap6s cinco
minutos de lavagem com solugdo controle. Para fins de clareza na visualizacdo, somente um para cada dois
pontos experimentais sdo mostrados. Inserido em 15B esta o protocolo de pulso despolarizante aplicado. N= 5
células para todas as moléculas. Fonte: proprio autor.

Ja para as moléculas SMD2, SMD3, SMD2_APP, SMD3_APP, SMD2_SN, SMD3_SN,

a carga normalizada em funcéo do tempo variou substancialmente em resposta aos pulsos de
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voltagem, indicando que ha efeitos inibitorios dessas moléculas sobres os Ky3.1. A figura 16

apresenta os resultados do efeito inibitério das moléculas SMD2, SMD2_APP e SMD2_SN e

a figura 17 apresenta os resultados para as moléeculas SMD3, SMD3_APP e SMD3_SN.
Figura 17: Efeitos inibitorios e reversibilidade do efeito das moléculas SMD3,

SMD3_APP e SMD3_SN sobre o0s Ky3.1.
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Em A), B) e C) apresentam-se a carga normalizada pela carga do primeiro pulso de voltagem aplicado para as
moléculas SMD3, SMD3_APP e SMD3_SN, respectivamente. Os quadrados abertos representam o controle
enquanto que os circulos solidos representam a carga na presenga de SMD3; os triangulos sélidos representam a
carga na presenca de SMD3_APP e os losangos representam a carga na presenca de SMD3_SN. Para fins de
clareza um a cada dois pontos estdo sendo mostrados. D), E) e F) sdo os tragados representativos de corrente
para as moléculas SMD3, SMD3_APP e SMD3_SN, respectivamente. Os tracados de correntes em preto
representam o controle (eliciados pelo primeiro pulso de voltagem), em vermelho ap6s cinco minutos na
presenca da molécula e em azul apés cinco minutos de lavagem com solugdo controle. Para fins de clareza na
visualizagdo, somente um para cada dois pontos experimentais sdo mostrados. Inserido em 15B esta o protocolo
de pulso despolarizante aplicado. N= 5 células para todas as moléculas. Fonte: préprio autor.

Nota-se nas figuras 16 e 17 que o efeito das moléculas sobre os Kv3.1 se instalam
rapidamente, uma vez que ap6s 20 segundos de aplicacdo da molécula, hd um declinio
abrupto da carga normalizada. Apds esse periodo, ha uma estabiliza¢do do efeito proximo de
40 a 60 s para as moléculas SMD2, SMD2_APP, SMD3 e SMD3_APP. J& para as moléculas

SND2_SN e SMD3_SN, o efeito m&ximo observado é menor na concentracgdo utilizada.
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Outro aspecto interessante a se destacar é a reversibilidade do efeito apds lavagem da
molécula. Para todas as moléculas testadas, pdde-se observar que o canal recupera suas
propriedades intrinsecas. Além disso, observa-se também que o processo de lavagem é rapido,
necessitando apenas de um a dois minutos para voltar a patamares comparaveis a situacao

controle.

4.1.1. Curvas dose-resposta

Nessa secdo abordar-se-80 as curvas dose-resposta para todas as moléculas que
exerceram efeitos inibitdrios sobre os Ky3.1, aléem da proposicdo do mecanismo de efeito
sobre o canal. A figura 18 mostra os tracados representativos de correntes para as moléculas
que exerceram efeitos inibitdrios sobre os Ky3.1 em funcédo de suas concentracdes. Conforme
mostrado na figura 18, a corrente em resposta a pulsos despolarizantes de voltagem (-88 a +32
mV) atinge um valor maximo (pico) e em seguida, inativa-se lentamente, decaindo até um
novo valor estacionario, corroborando observacées de (KLEMIC; KIRSCH; JONES, 2001).
Com o aumento das concentra¢fes das moléculas, constata-se que a velocidade de decaimento
das correntes aumenta. Esse comportamento é tipico de bloqueadores de canais que atuam no
estado aberto (ARMSTRONG, 1969; SNYDERS et al., 1992; CHOI et al., 2001; KIM et al.,
2007; SUNG et al.,, 2008). Para todas as moléculas SMD2, SMD3, SMD2 _APP e
SMD3_APP o efeito do aumento da velocidade de decaimento da corrente aparenta ser maior
e mais evidente do que para as moléculas SMD2_SN e SMD3_SN. Além disso, para as
ultimas duas moléculas mencionadas, percebe-se que o efeito sobre o pico é mais intenso,
com um decaimento quase imperceptivel. Para a analise da relagdo dose-resposta, utilizou-se

tanto a corrente no final do pulso aplicado quanto a carga total transferida pelo canal.



51

Figura 18: Tracados representativos de corrente dos Ky3.1 na presenca de varias

concentracdes das moléculas que promoveram efeitos inibitdrios sobre o canal.
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Em A, B, C, D, E e F, sdo, respectivamente, os tracados de correntes na auséncia (em linhas pretas) e na
presenca de varias concentra¢cdes das moléculas SMD2, SMD3, SMD2_APP, SMD3_APP, SMD2 SN e
SMD3_SN. Acima de cada tragado é apresentada a estrutura quimica de cada molécula. A direita de B esta a
legenda para as concentragfes correspondentes aos tracados de correntes na presenca das moléculas SMD2 e
SMD3. A direita de E estd a legenda para as concentragdes correspondentes aos tracados de correntes na
presenca das molécula SMD2_APP, SMD3 APP, SMD2 _SN. A direita de F estd a legenda para as
concentragdes correspondentes aos tracados de correntes na presenca da molécula SMD3_SN. O pulso de
voltagem esté inserido na figura 15B. A taxa de aquisicdo de dados foi de 20 KHz. Fonte: proprio autor.

A analise de ambas as grandezas € interessante pois, como pode ser observado na figura
19, os tracados representativos de corrente na presenca das moléculas mostram que o efeito é
mais pronunciado no final do pulso aplicado. Assim, a andlise pela carga total transferida, tem
0 propdsito de mensurar todo o efeito das moléculas sobre o transporte total dos ions pelo
canal, j& que a carga é a integral da corrente para todo o tempo de aplicacdo do pulso

despolarizante. Enquanto que a analise pela corrente mensura o transporte idnico em um dado
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instante do processo. A figura 19 apresenta os valores experimentais tomados a partir da
corrente no final do pulso aplicado e também da integral sobre o tracado de corrente em
funcdo da concentracdo da molécula aplicada sobre os Ky3.1.

Figura 19: Curvas dose-resposta para a carga e para a corrente no final do pulso para

as moléculas SMD2, SMD3, SMD2_APP, SMD3_APP, SMD2_SN e SMD3_SN.
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Em A, B e C sédo apresentados os graficos para a carga (circulos sélidos) e para a corrente no final do
pulso aplicado (circulos abertos) para varias concentracfes das moléculas: SMD2 e SMD2_APP em A, SMD3 e
SMD3_APP em B e SMD2_SN e SMD3_SN em C. As linhas tracejadas sdo os ajustes de Hill (equacdo 1) para
a corrente e, em linhas sélidas, os ajustes de Hill para a carga (equacdo 2). Os valores de I1Csq, nimero de Hill e
também do R2 estdo apresentados na tabela 4, tanto para o ajuste feito pela corrente quanto pela carga. Os dados
sdo apresentados como média £ EPM. O namero de células foram: SMD2 9 células e para as demais moléculas 5
células cada. Fonte: préprio autor.

As equacOes de Hill para a corrente e para carga (para o desenvolvimento dessa

equacdo, vide APENDICE A) foram (RODRIGUES et al., 2003):

1 1C5o"
= N N’ (1)
Ierre  ICso™ + ([D])
1C5o™
Q 50 0

= N .

Qerr. 1Cs0™ + ([DDY
Onde | é a corrente tomada no final do pulso aplicado para as varias concentragdes
utilizadas; lctre € a corrente na auséncia das moléculas; Q (carga transferida) é a integral dos

tracados de corrente durante o tempo em que o pulso de voltagem foi aplicado, para cada
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concentracdo utilizada; Qctr. € a carga transferida na auséncia das moléculas; ICsy €
concentracdo, da molécula estudada, que reduz a corrente no final do pulso ou carga
transferida pela metade e o coeficiente de Hill (N) € nimero de sitios de ligacdo da molécula
com o canal. Os resultados dos ajustes de ICso € N estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4: Valores de IC50 e nimero de Hill, medidos pela carga e pela corrente.

Molécula 1Cs0 (LM) namero de Hill (N) R2
Corrente Carga Corrente  Carga Corrente Carga
SMD2 93+06 135+05 19+01 1,7+0,1 0.99881 0.99922

SMD3 113+0,7 169+05 15+01 16+01 0.99798 0.99754
SMD2_APP 205+1 259+15 16x0,1 15+0,1 0.99915 0.99849
SMD3_APP 299+19 342+18 17401 1,7+£0,1 0.99347 0.99277

SMD2_SN 29,723 349+0,7 17x0,1 23+£0,1 0.99497 0.9971
SMD3 SN 53,1+2,2 60+2,2 22+01 22%x0,1 0.99669 0.99749
Fonte: préprio autor.

Realizou-se um teste t pareado para os valores de ICsy para a corrente no estado
estacionario em relacdo ao ICs, para carga transferida com a finalidade de mensurar se esses
valores eram estatisticamente diferentes. O que se observou é que 0s respectivos valores de
ICsp sdo significantemente diferentes para todas as moléculas testadas. Além disso,
analisando-se os valores apresentados na tabela 4, nota-se que os valores de ICs, para a
corrente no final do pulso, € ligeiramente menor quando comparados aos valores de ICs,
obtidos a partir da carga total transferida pelo canal. A discrepéncia entre os valores de ICs
sugerem a interpretagdo de que o blogqueio por essas moléculas é um efeito dependente de
estado e que essas moléculas sdo bloqueadores de canal aberto, pois se o bloqueio dos Ky3.1
pelas sulfonamidas fossem apenas no estado fechado, a redugdo da corrente no estado
estacionario, como a carga transferida seriam proporcionais e semelhantes, assim o valor de
ICso ndo teriam diferencas estatisticas. Dessa forma, a discrepancia entre os valores de 1Csg
sugerem que, o bloqueio por essas moléculas, € um efeito dependente de estado e neste caso,
estas moléculas bloqueiam o canal no seu estado aberto, devido a assimetria do efeito no

decurso temporal da corrente, sendo mais pronunciado no final do pulso e menos no pico.
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Para o indice de Hill, os valores para a corrente, como pela carga sdo proximos. Ha apenas
uma excec¢do para a molécula SMD2_SN em que o valor foi bastante diferente, sendo 1,7 para
a corrente e 2,3 para a carga, sendo este estatisticamente diferente (teste t pareado).

Desta forma, adotar-se-do neste trabalho os valores de 1Cs, calculados a partir da analise
da carga transferida, uma vez que esta analise baseia-se no comportamento total das correntes

passando pelos canais apds bloqueio.

4.1.2. Relacédo estrutura-atividade de algumas moléculas analisadas

Nesta secdo serdo analisados a importancia relativa de grupamentos ligados ao anel
benzénico que sdo importantes para o efeito bloqueador sobre os canais Ky3.1. Para tanto,
iniciar-se-a esta analise comparando as estruturas quimicas das moléculas SMD2_APP,
SMD3_APP, Amostra 7, Amostra 8, Sar_APA e Sar_APP, mostradas na figura 20. A tabela 5
mostra os valores de ICsy dessas moléculas, como auxilio na interpretacdo dos resultados.

Tabela 5: Efeito inibitorio das moléculas sobre Ky/3.1.

Molécula 1Cs NUmero de Células

Sar_APP Sem efeito até 100 uM
Sar_APA Sem efeito até 100 uM

Fonte: préprio autor.

Amostra 7 Sem efeito até 100 uM 5
Amostra 8 Sem efeito até 100 uM 5
SMD2 13,5+ 0,6 uM 9
SMD3 16,9+ 0,6 uM 5
SMD2_APP 259+15 5
SMD3_APP 34,3+0,9 uM 5
SMD2_SN 34,9+0,7 5
SMD3_SN 60 £ 2,2 5
5

5

Ha& como caracteristica comum entre essas moléculas, a presenca de aminolactamas de

cadeias ciclicas de cinco (Amostra7, SMD2_APP, Amostra 8, SMD3_APP) ou sete membros
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(Sar_APP e Sar_APA) junto ao anel benzénico. O grupo NO,, na posi¢do orto estd presente
somente nas benzenossulfonamidas SMD2_APP, SMD3_APP, Sar_ APA e na SAR_APP. As
moléculas SMD2_APP, SMD3 APP e Sar APP diferenciam-se pela presenca dos
grupamentos butila e furfurila ligados ao grupamento sulfénico em SMD2_APP e
SMD3_APP, respectivamente, enquanto que a molécula Sar_APP apresenta um grupo
carboxilico ligado diretamente ao anel benzénico. Desses dados pode-se perceber que a
presenca do grupamento APP néo define, por si sO, o carater bloqueador das moléculas sobre
os canais Ky3.1.

Figura 20: Estruturas moleculares de Amostra7, SMD2_APP, Amostra 8, Sar_APP,

SMD3_APP, Sar_APA. .

SMD2 APP Amostra 8
Amostra 7 - OH
|
OH Hl}l/\/\ 0=S=0
I —
0=$=0 0=S=0 ¢
Q NN 02 NTNNH
N/\/\NH 0
(0}
1C5p=25,9 uM
Sar APP SMD3_APP Sar_APA

Og-OH HI}I/\KO} Os__OH
0=S=0 heg

2 /\/\ 2
Q Q/\/\NH N NH
0

IC55=34,2uM

Fonte: proprio autor.

Além disso, a presenca do grupo nitro na posicdo orto do anel aromatico, para as
moléculas que ndo tiveram efeitos, também néo parece ser relevante para o efeito inibitorio
sobre os Ky3.1, uma vez que ele esta presente tanto em SMD2_APP, SMD3_APP quanto em

Sar_APP e Sar_ APA. Destas, somente SMD2_APP e SMD3_APP apresentaram efeitos
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bloqueadores. Deduz-se entdo, que se esses grupamentos fossem essenciais para a atividade
bloqueadora, as moléculas Sar_ APP e Sar APA também deveriam apresentar efeitos
bloqueadores sobre o canal.

A comparacdo entre todas as moléculas que ndo apresentaram efeitos (Amostra 7,
Amostra 8, Sar_APP e Sar_ APA - figura 20) sobre o canal serve de base para a hipotese de
que o0s grupamentos aminolactimas também ndo sdo determinantes para a atividade
bloqueadora. As moléculas Amostra 7 e Amostra 8 sdo semelhantes entre si, com uma
hidroxila ligada ao grupo sulfonico, possuindo grupamentos aminolactdmas de cadeias
ciclicas ligadas ao nitrogénio anilinico. A Unica diferenca consiste na quantidade de membros
que compdem o grupamento ciclico: a Amostra 7 possui cinco membros (N-(3-aminopropil)-
2-pirrolidona; APP), enquanto a Amostra 8 possui sete membros (N-(3-aminopropil)-2-
azepanona; APA). Ja as moléculas Sar_APP e Sar_APA séo moléculas derivadas do acido p-
aminobenzoico, que diferem entre si pelas cadeias ciclicas das aminolactamas ligadas ao
nitrogénio anilinico: a Sar_APP possui cinco membros (N-(3-aminopropil)-2-pirrolidona;
APP), enquanto a Sar_ APA possui sete membros (N-(3-aminopropil)-2-azepanona; APA).

Portanto, apesar dessas moléculas apresentarem estruturas semelhantes a SMD2_APP e
SMD3_APP, nenhuma delas foi eficaz em promover atividade bloqueadora sobre o canal em
concentragOes de até 100 pM. Isto evidencia que o acido carboxilico diretamente ligado ao
anel benzénico, a hidroxila ligada ao grupamento sulfonico e os grupamentos aminolactamas,
ndo sdo determinantes para o efeito dessas moléculas em Ky3.1.

Com o exposto acima e a analise da figura 20 pode-se inferir que moléculas analogas ao
PABA (Sar_APA e Sar_APP) e anélogas ao acido benzenossulfénico (Amostra 7 e Amostra
8) ndo promoveram atividade bloqueadora sobre o canal. Ja as benzenossufonamidas

(SMD2_APP e SMD3_APP) mostraram ser eficazes no blogueio do canal.
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Comparar-se-ao os bioisosteros SMD2, SMD2_APP, SMD2_SN, SMD3, SMD3_APP
e SMD3_SN, que bloguearam os Ky3.1, analisando as semelhancas estruturais presentes nos
elementos ligados ao grupo sulfénico. Como pode ser observado na figura 21, as moléculas
SMD2, SMD2_APP e SMD2_SN assemelham-se pela presenca de uma cadeia N-butilica
ligada ao grupo sulfénico. A diferenca entre as moléculas SMD2 e SMD2_SN é a auséncia do
grupo nitro em SMD2_SN, sendo que a diferenca para a molécula SMD2_APP ¢ a presenca
de uma N-alquil-lactama ligada ao nitrogénio de anilina.

Figura 21: Semelhancas estruturais entre as moléculas SMD2_SN, SMD2,

SMD2_APP, SMD3_SN, SMD3 e SMD3_APP.

SMD2_SN SMD2 SMD2_APP
HNN\ HNM H'I‘/\A
0=$-0 0=$=0 0=8=0
NO: Eg(‘\/\ﬂu NO:
IC,,=34,9 uM IC,,=13,5 uM IC,,=25,9 yM
SMD3_SN SMD3 SMD3_APP

LA O:N/O\Q LAY,
NO; E{/v\"“ -

IC,,=60 uM IC,,=16,9 uM IC..=34,2 uM

Colorido em vermelho é a porcéo estrutural, considerada nesse trabalho como responsavel por fornecer o
caréter inibitorio para as moléculas. Fonte: proprio Autor.

As diferengas entre as moléculas SMD2 e SMD3 é o grupamento ligado ao grupo

sulfonico: N-butila em SMD2 e de N-furfurila em SMD3. A diferenca entre as moléculas
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SMD3 e SMD3_SN € a auséncia do grupo nitro em SMD3_SN, sendo que as diferencas para
a molécula SMD3_APP ¢ a presenca de uma N-alquil-lactama ligada ao nitrogénio anilinico.

Tomando-se essas consideracbes em conjunto, infere-se que, para que as
benzenossulfonamidas estudadas neste trabalho apresentarem atividades inibitérias, elas
devem conter em sua estrutura quimica um grupamento amino ligado ao grupamento
sulfénico (-SO,NH-). Isso pode constituir-se de base para o desenvolvimento e elaboracdo de
novas moléculas que atuem em canais para potassio dependentes de voltagem. Em vermelho
na figura 21, é apresentado a estrutura proposta como essencial na atividade bloqueadoras dos
Kv3.1.

As moléculas Sar_APP e Sar APA apresentam em sua estrutura o grupo nitro na
posicao orto do anel benzénico, e anteriormente foi mencionado que este grupo ndo parece ser
relevante para o bloqueio. Porém quando este grupo esta na posi¢do orto do anel benzénico
das benzenossulfonamidas, este grupo parece ser relevante para a atividade bloqueadora. Pois
a diferenca entre os bioisdsteros SMD2 e SDM2_SN é exatamente a auséncia do grupo nitro
em SMD2 SN. O valor de ICsq para SMD2 (13,5 uM) é 2,58 vezes menor que para
SMD2_SN (34,9 uM). Para os bioisosteros SMD3 e SMD3_SN, o valor de ICsy para SMD3
(16,9 uM) ¢é 3,55 vezes menor que para SMD3_SN (60 uM).

A molécula SMD2 é mais eficaz no bloqueio, pois o valor de ICso para SMD2 (13,5
uM) é 1,25 vezes menor que para SMD3 (16,9 uM); o valor de ICsy para SMD2_SN (34,9
uM) é 1,71 vezes menor que para SMD3 SN (60 uM) e o valor de ICsy para SMD2_APP
(25,9 uM) é 1,32 vezes menor que para SMD3_APP (34,2 uM). Disso decorre que grupos
mais volumosos presentes no nitrogénio ligado ao grupo sulfénico diminuem a eficacia do
bloqueio. Além disso, grupos volumosos ligados ao nitrogénio anilinico também influenciam

para que haja a diminui¢do do bloqueio, pois o valor de ICsy para SMD2 (13,5 uM) é 1,91
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vezes menor que para SMD2_APP (25,9 uM) e o valor de ICsq para SMD3 (16,9 uM) é 2,02
vezes menor que para SMD3_APP (34,2 uM).

Diante disso, seria necessario o estudo de outros bioisosteros de benzenossulfonamidas,
atraveés da analise dos valores de 1Cso obtidos por tecnicas de eletrofisiologia para fornecer
maiores informacbes sobre a estrutura-atividade. A partir destes resultados e utilizando
técnicas computacionais, tais como: QSAR (Quantitative Structure—Activity Relationship) e
docking poderia encontrar uma padronizagdo dos resultados e, aliados aos resultados
experimentais, obter uma melhor compreensao desses grupos quimicos a respeito da ligacédo

das moléculas com o canal Ky3.1.

4.2. Mecanismo de acdo de SMD2 sobre o canal para potéassio Ky3.1

A partir da tabela 4 e da figura 19, nota-se que a molécula que mostrou melhor eficacia
no bloqueio foi a molécula SMD2. Foi assumido 13,5 pM como valor de ICs,. Este valor de
ICs se refere a carga transferida pelo canal e foi adotado como a concentracdo padrdo para 0s
experimentos mostrando os efeitos de SMD2 sobre os Ky3.1 em termos cinéticos, de
dependéncia do uso do canal e sobre a influéncia do pH para o blogqueio. Assim, consegue-se
informacdes a respeito dos mecanismos de acdo dessa molécula.

A maneira elementar de se caracterizar biofisicamente um canal i6nico é analisar o
decurso temporal da corrente em resposta a diferentes pulsos de voltagem aplicados através da
membrana celular. A figura 22 apresenta tracados de corrente em resposta a voltagens para o
canal Ky/3.1 na presenca e na auséncia da molécula SMD2. O protocolo utilizado (figura 22B)
é constituido de pulsos de voltagem despolarizantes entre -68 mV e +92 mV, com duracdo de
70ms, em passos de 10 mV com o potencial entre pulsos mantido em -88 mV. Os pulsos

foram aplicados em intervalos de 10 s. Como se pode notar, as correntes possuem cinética de
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ativacdo muito rapida, atingindo o pico em aproximadamente 5 ms a partir da aplicagdo do
pulso despolarizante (seta na figura 22A).

Figura 22: Resposta de corrente em relacdo a voltagem aplicada sobre o canal Ky3.1.
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A) Tragados representativos de corrente, em reposta a voltagem, para a situacdo controle. A seta indica o
tempo onde a corrente atinge seu maximo. B) Tragados representativos de corrente, em reposta a voltagem, na
presenca de SMD2. Inserido em B é mostrado o protocolo de pulsos de voltagens, partindo de -68 a +92 mV,
em passos de 10 mV, com duracdo de 70 ms e com potencial entre pulsos mantido em -88 mV. Os pulsos foram
aplicados em intervalos de 10 s. O quadrado e o circulo em C, mostram as regides onde as correntes foram
analisadas. O quadrado representa o pico de corrente e o circulo, a corrente no final do pulso de voltagem
mostrados em A e B, o controle em preto e em verde, SMD2 13,5uM. D) Carga transferida em relagdo a
voltagem, tanto na presenca como na auséncia de SMD2 e normalizadas pela carga controle no potencial de +92
mV. A taxa de aquisi¢do do sinal foi de 20 KHz. No gréfico estdo expostos as medias £ EPM. (N=5 células).
Fonte: préprio Autor.

ApOs a corrente atingir seu pico, comecga o0 processo de inativacdo do canal, fazendo

com que ocorra a diminuicdo gradual da corrente, mesmo com o pulso despolarizante
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permanecendo aplicado ao canal. Quanto mais acentuada a queda da corrente no tempo, mais
rapida é a cinética de inativacdo. Neste caso, a inativacdo para o canal Ky3.1 é tida como
lenta, j& que seu decaimento total pode levar varios segundos (KLEMIC; KIRSCH; JONES,
2001), corroborando observactes de outros autores (GRISSMER et al., 1992; AIYAR et al.,
1994; GRISSMER et al., 1994; CHOI et al., 2001; KIM et al., 2007; SUNG et al., 2008;
KOPLJAR et al., 2009 e TASKIN et al., 2015).

Na figura 22B, pode-se observar que os efeitos inibitorios de 13,5 uM de SMD2 sobre
as correntes eliciadas por pulsos despolarizantes, sdo mais eficazes no final do pulso que no
pico de corrente. Isto fica mais evidente, analisando-se as médias das correntes, como exposto
na figura 22C.

Na figura 22D tem-se a média normalizada da carga transferida pelo canal na presenca e
na auséncia da molécula SMD2. Esses dados mostram, novamente, que o efeito é dependente
de voltagem, uma vez que houve diferencas da razdo da corrente no pico e no final do pulso
aplicado para diversas voltagens aplicadas. Na proxima secéo, sera explorado o efeito sobre a

dependéncia de voltagem do bloqueio.

4.3. O efeito de SMD2 no canal Ky3.1 é dependente de voltagem

4.3.1. Fracao de bloqueio e as curvas de condutancia

A fragdo de bloqueio € a relagdo de quanto a molécula consegue blogquear a passagem
de ions através do canal, em relacdo a situacdo controle, para as varias voltagens aplicadas.
Essa andlise é util para se entender o processo de bloqueio e também pode fornecer
informacdes acerca da fragdo do campo elétrico do sitio de ligacdo da molécula no canal. A

equacdo € obtida através da seguinte relacéo:
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ICTRL - ISMDZ
f =t &)
CTRL

Onde I-rr. € Isyp, S80 as correntes tomadas no final do pulso aplicado, na auséncia e
na presenca de SMD2, respectivamente. A equacdo derivada originariamente por
WOODHULL (1973), vide ANEXO 1II, para analisar a relacdo entre fracdo de bloqueio e a
dependéncia de voltagem sobre o canal, deve descrever o fenémeno, ou seja:

[SMD2]

f_

— . (4)
[SMD2] + Kd(0) exp (— Z‘W)

‘RT

Onde [SMD2] é a concentragdo de SMD2 utilizada, Kd(0) é a constante aparente de
dissociacdo para a voltagem de 0 mV, § é a fracdo de campo elétrico através da membrana,
onde se localiza o sitio de ligacdo da molécula ao canal, tendo como referéncia a face interna
da membrana, V é o potencial de membrana, z é a valéncia do ion, F é a constante de Faraday,
R é a constante universal dos gases e T é a temperatura em K.

A relacdo entre a condutancia do canal e a voltagem foi obtida através de medidas de

correntes no final do pulso aplicado, a partir da lei de Ohm:

[

CCV-Ey

(5)

Onde G ¢ a condutancia do canal para uma determinada voltagem de membrana (V), Er
é o potencial de reversdo da corrente e i é a corrente no final do pulso aplicado. Como G néo é
constante, mas varia com voltagem, os pontos experimentais podem ser descritos por uma

relagdo de Boltzmann, como abaixo (RODRIGUES et al., 2003):

Imin — Imax
G(V) = V — Vl/ + Imax- (6)
1—exp <T2>

Onde G é a condutancia em uma dada voltagem, gmin € a condutancia minima
observada, gmax € a condutancia maxima observada, K & uma constante que descreve a

dependéncia de voltagem do canal e V1, € a voltagem onde metade dos canais encontram-se



63

no estado aberto. Na presenca de SMD2, os pontos experimentais s6 foram adequadamente

descritos por uma funcéo dupla de Boltzmann, como segue:

G(V)SMDZ — Imin1 — Imax1 + Frmat + Imin2 — Imax2 + Frmanz - (7)
1—exp (u) 1—exp (V — VZ)
Ky K,

Onde Omin1, Omaxt, 9min2, 9maxe, V1, K1, V2, Ky sdo respectivamente, as condutancias
minima, maxima, para potenciais menores que +12 mV, minima e maxima para valores
maiores que +12 mV; voltagem que atinge metade do valor da condutancia e K constante de
resposta a voltagem, para voltagens menores que +12 mV e para voltagens maiores que +12
mV, respectivamente. Os resultados sdo mostrados na figura 23A.

Podem-se observar na figura 23A, dois efeitos distintos sobre a fragdo de bloqueio.
Percebe-se que o valor da fragdo de blogueio aumenta gradativamente para valores de
voltagem entre -8 mV a +32 mV, indicando assim, que nessa faixa de voltagem o blogueio
comeca a aparecer em voltagens onde 0s canais comegam a se abrir, aumentando até o valor
méaximo de 70% de bloqueio, em torno da voltagem de 30 mV. Para valores de voltagem
acima de +32 mV, a fragdo de bloqueio diminui linearmente com o aumento da voltagem,
atingindo o valor de aproximadamente 60 % de blogueio para a voltagem de +92 mV, ou seja,
h& um certo alivio do bloqueio.

A linha solida apresentada na figura 23A é o ajuste do modelo de WOODHULL
(Equacdo 4) aos pontos experimentais. Os valores encontrados para o Kd(0) (valor da
constante de dissociagdo para 0 mV) e para o (fragcdo do campo elétrico onde a molécula se
liga ao canal) foram 4 uM e 0,17, respectivamente. Comparando o valor de Kd(0), 4 uM, com
o valor de 1Csp, 9,3 UM (nesse caso, foi tomado o valor computando-se a fracdo de bloqueio
calculada ao final do pulso de voltagem), nota-se que ha uma diferenca de aproximadamente
56 %. Ja o valor de & indica que o sitio de ligagdo para o bloqueio situa-se numa regido

correspondente a 17 % do campo elétrico da membrana, partindo do meio extra para o
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intracelular. Essa regido deve ficar proxima ao filtro de seletividade, pois 0 mesmo é
responsavel pela queda de cerca de 80 % do campo elétrico através da membrana, adotando-
se como referencial o lado interno da mesma (DOYLE et al., 1998).

Figura 23: Dependéncia de voltagem do efeito de SMD2 em Ky3.1.
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A) Fracdo de bloqueio (circulos verdes) em relacdo a voltagem de membrana. A fragdo de bloqueio foi
calculada a partir das correntes de estado estacionario da figura 23 A e B, através da equacédo 3. A linha tracejada
representa a curva de condutancia para o canal. A equacdo 4 foi ajustada aos pontos experimentais, para
voltagens maiores que +32mV (onde a probabilidade de abertura é préxima de 1), obtendo os valores de Kd(0) =
4+ 0,2 uM e $=0,17 + 0,01. B condutancia normalizada pela condutancia méaxima, em funcdo da voltagem da
membrana. Em circulos pretos esta a situacdo controle e em verde, na presenca de SMD2. A linha solida é o
ajuste das equacdes 6 e 7 aos pontos experimentais, na auséncia e na presenca de SMD2, respectivamente. Os
valores para 0 Vi, e K na situacdo controle foi de 14,2 + 1,1mV e 10,1 + 0,6 mV. Na presenca de SMD2, 0s
valores obtidos para V;, K;, V,, K,, foram respectivamente -7 £ 0,7 mV, 6 + 0,8 mV, 56,4 + 4 mV e 20 + 6,6
mV (N=7 células). Os graficos mostram as médias + EPM. Fonte: préprio autor.

A figura 23B mostra a relacdo entre condutancia e voltagem, na presenca e auséncia de
SMD2. A linha solida que se ajusta aos pontos experimentais na situacdo controle é
determinada pela equacdo de Boltzmann. Os valores para 0 Vi, € K na situagdo controle foi
de 14,2 + 1,1 mV e 10,1 + 0,6, respectivamente, muito proximos aos encontrados na literatura
(GRISSMER et al., 1992, CHOI et al., 2001). Observa-se ainda que a curva de condutancia
comeca a atingir seu ponto maximo préximo a +32 mV sendo que, a partir de +42 mV,

atinge-se um platd, ou seja, a partir dessas voltagens, o canal se encontra com sua maxima
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probabilidade de abertura. Além disso, pode-se observar que o canal comega a abrir proximo
a voltagem de -30 mV.

Na presenca de SMD2 (circulos verdes, figura 23B), observaram-se dois
comportamentos distintos para a curva de condutancia: para valores de voltagem menores que
+12 mV, a curva desloca-se para potenciais mais negativos; ja para valores maiores que +12
mV, houve outra mudanca, mas agora para potenciais mais positivos e a subida da curva foi
de forma quase linear. Nesse caso necessita-se de uma dupla equacdo de Boltzmann (equacgéo
7) para descrever os dados experimentais. Os valores obtidos para V;, K, V,, K, foram,
respectivamente, -7 £ 0,7 mV, 6 £ 0,8 mV, 56,4 + 4 mV e 20 + 6,6 mV. A partir dessas
informacdes, depreende-se que para potenciais inferiores a +12 mV ha o favorecimento na
probabilidade de abertura do canal. Ou seja, SMD2 poderia estar alterando a probabilidade de
abertura do canal, sendo um modificador de gating (gating modifier) (HILLE, 2001). Ja para
voltagens superiores a +12 mV, a dependéncia de voltagem torna-se menos acentuada. 1sso
pode estar relacionado com o fato de que aumentando-se o potencial de membrana, aumenta-
se a forga elétrica que direcionam os ions K" para fora da célula. Como a concentracdo de
potassio foi mantida constante, a relacdo entre o potencial eletroquimico e o potencial de
membrana sera linear. A molécula SMD2 se liga ao poro do canal pelo lado externo. Assim,
quando ocorre 0 aumento da diferenca de potencial para os ions potassio, atraves de colisoes,
eles forcam a saida deslocando moléculas de SMD2 do sitio de ligacdo, diminuindo o
bloqueio. Esse efeito é denominado de alivio do bloqueio e também é observado para outras
moléculas atuando sobre outros canais idnicos (HEGINBOTHAM; KUTLUAY, 2004).

Para evidenciar o efeito do efluxo de potassio como agente promotor do alivio de
bloqueio foram idealizados experimentos onde a concentracdo extracelular de potassio foi
variada, mas a forca ionica da solucdo foi mantida constante. Isso faz com que o gradiente

eletroquimico seja diferente para as solugdes testadas. Os resultados estdo mostrados na figura
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24. Para manter a mesma forca ibnica para todas as solucdes testadas, com diferentes
concentracdes de ions potassio no meio extracelular, manteve-se constante a soma das
concentragdes de sddio e potassio no meio extracelular igual a 159,5 mM.

Figura 24: Fracdo de bloqueio e concentracdo de potassio extracelular.
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A, B, C e D tragados representativos de correntes em funcdo da voltagem para diferentes concentrag@es
externas de potassio (0,45 mM, 4,5 mM, 75mM e 155mM). Os tracados a esquerda indicam a situacéo controle
e a direita indicam para as respectivas concentra¢des descritas na figura. O protocolo de pulsos de voltagem foi o
mesmo descrito para a figura 23. A Figura 25E mostra a sobreposicdo de todos os tracados de correntes para a
voltagem de +92 mV. Em F, é mostrada a fracdo de bloqueio em relacdo ao potencial para diferentes
concentragdes de potassio extracelular A taxa de aquisi¢do foi de 20 KHz (N=5 células). O grafico mostram as
médias + EPM. Fonte: proprio autor.

A figura 24 mostra a dependéncia da fracdo de bloqueio em relacdo a concentracdo de
potassio extracelular. Em 24A, 24B, 24C e 24D estdo os tracados representativos de corrente

para as concentracdes externas de potassio de 0,45 mM, 4,5 mM, 75 mM e 155 mM,
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respectivamente. A Figura 24E, mostra a sobreposicao de todos os tracados de corrente para a
voltagem de +92 mV. Em 24F, mostra-se a fracdo de bloqueio em relacdo as concentragdes de
potassio. Nota-se que para o potencial de membrana de +32 mV, a fracdo de bloqueio para
0,45 mM, 4,5 mM, 75 mM e 155 mM, foram, respectivamente, 67 %, 72 %, 76 % e 74 %. Ja
para potencial de +92 mV a fracédo foi alterada para 55%, 64%, 73% e 73%, respectivamente,
ou seja, quanto maior a concentracdo extracelular de potassio, maior é o efeito bloqueador de
SMD?2 sobre o canal. Estes dados parecem corroborar a hipdtese de que 0s ions potassio,
através de colisbes, conseguem forcar a saida do canal, deslocando a molécula SMD2 do seu
sitio de ligacdo.

Nota-se também em 24A, 24B, 24C e 24D que, quanto maior € a concentracdo externa
de potassio, maior é a velocidade de decaimento das correntes tanto na auséncia, como na
presenca de SMD2. Esse ¢ um dado que pode ser melhor visualizado na figura 24E e mostra

que a inativacao para esses canais € do tipo U (KLEMIC; KIRSH; JONES, 2001).

4.4. Seletividade

Quando se testa moléculas ou compostos sobre um determinado canal, uma das
perguntas que se faz é se a molécula altera ou ndo a seletividade do canal. Alterando a
seletividade, o canal podera tornar-se permeavel a outros ions. Para testar se a seletividade do
Kv3.1 ndo foi alterada pela molécula SMD2, foi utilizado um protocolo onde aplica-se um
breve pulso despolarizante suficiente para que o canal se abra e, em seguida, aplica-se um
pulso hiperpolarizante para fecha-lo, porém, é necessario algum tempo para que 0s canais se
fechem e assim sdo observadas correntes de “cauda” oriundas desse processo.

Se o pulso hiperpolarizante de voltagem for mais negativo que o potencial de Nernst

para 0 potassio, a corrente sera de entrada, caso contrario, serd de saida. Dessa forma, pode-se
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determinar um potencial de reversdo onde a corrente seja zero, isto é, 0 ion encontra-se
equilibrado através da membrana. Outra forma de se calcular o potencial de reversao € pela
integral das correntes de cauda sendo os limites de integracdo a duracéo do pulso de voltagem
hiperpolarizante aplicado, ou seja, pela carga transferida nesse processo. Neste caso, foi
utilizado a carga total transferida pelo canal para avaliar-se o potencial de reversao.

Figura 25: Seletividade dos Ky\3.1 ndo se altera na presenca de SMD2.
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A) tracados de corrente em funcdo da voltagem aplicado, para a situacdo controle e B) tracados de
corrente na presenca de SMD2. Inserido em B estd o protocolo de voltagem, que foi o seguinte: apds um breve
(5 ms) pulso despolarizado de voltagem, -88 a + 32 mV, foram aplicados pulsos hiperpolarizantes de -103 a -73
mV, em passos de 5 mV, com duragdo de 70 ms, em intervalos de 20 s. O potencial entre os pulsos mantido em
-88 mV. Em C e D sdo mostrados, respectivamente, os tracados das correntes de cauda, para o controle e na
presenca de SMD2. A escala de tempo foi estendida para melhor visualizacdo. E) carga transferida (integral das
tail currents) em funcéo da voltagem. Os potenciais de reversdo obtidos foram, respectivamente, -91 + 1 mV e -
90,9 + 1,25 mV para a situacdo controle e na presenca de SMD2. (N = 9 células). O grafico mostra a média +

EPM. Fonte: proprio autor.
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A figura 25 mostra que SMD2 néo altera a seletividade do canal. A e B séo tracados
representativos para as correntes em resposta a varios pulsos de voltagem, na auséncia e na
presenca de SMD2, respectivamente. O protocolo de voltagem esta inserido na figura 25B. As
figuras 25C e 25D mostram as correntes de cauda (tail currents) numa escala de tempo e
intensidade de corrente expandidas, para as situacdes controle e na presenca de SMD2,
respectivamente. Como esperado, vé-se alguns tracados de corrente com valores menores que
0 pA, indicando que a corrente de potéssio foi de entrada e, que nesse caso, 0 pulso de
voltagem aplicado foi mais negativo que o potencial de reversio do K*. Além disso, vé-se
que ndo ha grandes diferencas entre as tail currents, tanto na presenca como na auséncia de
SMD?2.

A figura 25E mostra um grafico da carga (integral das tail currents) em funcéo da
voltagem aplicada sobre o canal. O potencial de reversdo é encontrado quando a carga for
nula. Ajustou-se uma exponencial simples e obtiveram-se os valores de, -91 £ 1 mV para o
controle e -90.9 £ 1,25 mV na presenca de SMD2 para o potencial de reversdo. Esses dois
valores sdo muito proximos entre si e também do valor teorico para a reversdo de -90,1 mV
calculado pela equacdo de Nernst (p>0,05), teste t pareado). Esse resultado indica que a

molécula SMD2 ndo altera a seletividade do Ky3.1para o potassio.

4.5 Efeito de SMD2 sobre as cinéticas de ativacdo, desativacdo e inativacao

do Ky3.1

4.5.1 Efeitos do SMD2 sobre a ativacao dos canais Ky3.1

A figura 26 mostra a cinética de ativagdo do canal. Em 26A, tem-se os tracados de

corrente em resposta a pulsos despolarizantes de voltagem entre -8 mV e +42 mV em situagédo
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controle e em 26B, as mesmas respostas na presenca de 13,5 UM de SMD2. Uma exponencial
simples foi ajustada na regido de subida da corrente (entre 10-90 % da amplitude maxima -
circulos laranjas na figura 26). Dessa forma, obtém-se os valores para as constantes de tempo
da ativagdo (ta) para cada voltagem aplicada, mostrados na figura 26C. No controle, os
valores das constantes de tempo de ativacdo estdo proximos aos reportados em trabalhos
anteriores para canais Ky3.1 (GRISSMER et al. 1992).

Figura 26: SMD2 muda a cinética de ativacdo de Ky3.1.
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A e B tracados de corrente evocados por pulsos de voltagem, para a situagdo controle e na presenca de
SMD2. Os pulsos estdo inseridos em B e foram os seguintes: pulsos de voltagem aplicados de -88 mV a +42
mV, com duragdo de 70 ms, em intervalos de 10s, com o potencial entre pulsos mantido em -88 mV e em passos
de 10 mV. (ta) foi encontrado, conforme descrito no texto, para ambas as situacBes e estdo mostrados em C,
circulos verdes na presenca de SMD?2 e circulos pretos na auséncia. Pela linearizacdo de ta encontrou-se que ta
varia evezes/21,3 + 1,4 mV para o controle, e evezes/ 29,3 + 2,6 mV na presenca de SMD2. A taxa de aquisicdo
foi de 20 KHz. O grafico mostra a média = EPM. (N = 6 células). Fonte: proprio Autor.
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A relacdo de In(ta) e a voltagem ¢é linear. Assim, 0 processo é descrito por uma Unica
exponencial. Ajustando-se a equacdo da reta aos pontos experimentais, encontra-se que ta
variou evezes/21,3 £ 1,4 mV para o controle, e evezes/ 29,3 + 2,6 mV na presenca de SMD2
(p< 0,05, teste t pareado). Sendo assim, observa-se que na presen¢a de SMD2, a velocidade
com que o canal passa do estado fechado para o aberto é mais intensamente dependente da
voltagem através da membrana. Fazendo a subtragdo de ta controle pelo ta na presenca de
SMD?2, observa-se que essa diferenca € -8 mV. Essa mudanca de ~ -8 mV também foi
observado na curva de condutancia mostrada na figura 23. Além disso, observa-se na figura
que ta Na presenca de SMD2 é menor em relacdo ao controle, indicando que o canal abre
mais rapidamente na presenca da molécula. Portanto, essas informagdes, suportam a hipdtese
de que na presenca de SMD2, o processo de abertura do canal, nessa faixa de potencial, é

facilitado, embora a molécula apresenta-se como inibidora desse canal.

4.5.2 Efeitos sobre a desativacdo do canal Ky3.1

A cinetica de fechamento do canal também foi avaliada a partir de um protocolo, no
qual, primeiramente, o canal é aberto com uma despolarizacdo e em seguida, levado a fechar
com um pulso hiperpolarizante, como mostrado no inserto da figura 27B.

A figura 27 A e B mostram tracados representativos da corrente em resposta aos pulsos
de voltagem aplicados, na auséncia e na presenca de SMD?2, respectivamente. Como
esperado, observa-se que durante a despolarizagdo de 20 ms a corrente aumenta devido a
abertura dos canais e quando pulsos hiperpolarizantes sdo aplicados, a corrente decai, sendo
denominada de corrente de cauda. Para avaliar o efeito do SMD2 sobre a cinética de
fechamento, foram ajustadas exponenciais simples em todas as correntes de cauda, tanto na

presenca como na auséncia de SMD2 e calculadas as constantes de tempo do processo. Os



72

valores de tp foram colocados num grafico contra a voltagem em escala logaritmica, como
mostrado na figura 27C.

Observa-se que o0s valores para potenciais menos hiperpolarizados (-28 mV, por
exemplo), a constante de tempo de desativacdo € maior do que para pulsos mais
hiperpolarizados (por exemplo, -78 mV), indicando que, quanto maior a diferenca de
potencial hiperpolarizante, mais rapido € o fechamento do canal. Essa relacdo foi observada
tanto na presenca como na auséncia da molécula. Além disso, a relacdo entre o In(tp) e a
voltagem € linear, ou seja, 0 processo pode ser descrito por uma Unica exponencial.
Ajustando-se a equacdo da reta aos pontos experimentais, encontra-se que ta Vvariou
evezes/24.4 + 1.1 mV para o controle, e evezes/25.6 £ 1.1 mV na presenca de SMD2 (p<
0,05, teste t pareado), ou seja, ndo houve efeito significativo sobre o processo de desativagdo
do canal (p<0,05).

A figura 27C mostra tragados das correntes de cauda para os valores de potencial de -28
e -38 mV. Observa-se que o tracado da corrente na presenca de SMD2 cruza o de corrente de
cauda na situacdo controle, isto é, o tracado de corrente inicia com menor magnitude e decai
mais lentamente em relacdo ao da corrente controle, cruzando-o. Esse fendémeno é
denominado de tail crossover e € tipico de bloqueadores que atuam em canais no estado
aberto.

Esse fendbmeno pode ser facilmente explicado da seguinte maneira: na presenca de
SMD2, ap6s 20 ms do pulso despolarizado, o canal se abre e a molécula bloqueia-o. Quando
a membrana é repolarizada, os canais tendem a se fechar. Porém, os canais que estavam
bloqueados, para se fecharem, necessitam que a molécula SMD?2 saia. Quando a molécula sali,
esses canais voltam para o seu estado aberto, 0 que provoca um aumento momentaneo na
corrente. Esse aumento é o que provoca o tail crossover. Esse fendmeno foi observado para

outras moléculas como por exemplo: quinidina em Ky1.5 (SNYDERS et al., 1995), fluoxetina
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e norfluoxetina em Ky3.1 (CHOI et al., 2001). Essas duas moléculas sdo bloqueadores de
canal aberto para os canais Ky3.1.

Figura 27: SMD2 ndo muda a constante de tempo de desativacdo de Ky3.1.
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A e B tracados representativos das correntes de cauda utilizados para estimar a constante de tempo de
desativagdo de Ky3.1, (tp), no controle e na presenca de 13,5 uM SMD?2, respectivamente. Inserido em B ¢
apresentado o protocolo de voltagem aplicado, onde apds um breve pulso despolarizante (-88 mV a +32 mV) de
20 ms, sdo aplicados pulsos hiperpolarizantes (de -88 a -18 mV por 70 ms em passos de 10mV), para que a
membrana se repolarize e o canal se feche. Entre os pulsos o potencial foi mantido em -88 mV. C) mostra o
fendmeno de tail croosver. D) 1p foi calculada por ajuste de uma Unica fungdo exponencial entre 10 e 90 % da
fase de decaimento dos tracados de corrente (mostrado em laranja). tp variou evezes/24.4 + 1.1 mV e
evezes/ 25.6 + 1.1 mV na auséncia e na presenca de SMD?2, respectivamente. O grafico mostra a média
+ EPM (N = 11). Fonte: proprio autor.

4.5.3. Efeitos de SMD?2 sobre a inativacédo do canal Ky3.1

O processo de inativacdo se expressa como um decaimento na amplitude da corrente,

mesmo mantendo-se a membrana despolarizada. Na verdade, o canal permanece no estado



74

aberto, porém ndo condutor. Ha 4 tipos de inativacdo presentes em canais para potassio: a
inativacdo Tipo-C (quando ocorre o fechamento da porcdo carboxilica dos aminoacidos,
posicionados no segmento S6 (lenta); a inativacdo Tipo-N, também chamada de ball and
chain, onde alguns peptideos localizados no terminal amino do canal o entopem, néo
permitindo a passagem de ions (inativacdo rapida) (KURATA; FEDIDA, 2006); a inativacao
Tipo-P que ocorre devido ao colabamento da por¢éo do poro condutor blogueando o fluxo dos
ions e a inativagdo Tipo-U que € uma inativacdo lenta, porém ainda nédo se sabe, do ponto de
vista estrutural, quais as por¢des envolvidas nesse processo (CHENG et al., 2011;
JAMIESON; JONES, 2013). Esta ultima, diferencia-se da inativacdo do Tipo-C devido a
relacdo entre o grau de inativacdo e a voltagem apresentar-se em forma de U, além do fato de
que 0 aumento na concentracdo de potéssio no meio extracelular aumentar a intensidade da
inativacdo (Figura 24E) (KLEMIC; KIRSCH; JONES, 2001). Por outro lado, 0 aumento da
concentracdo de potassio extracelular tende a diminuir a intensidade da inativacdo tipo C
(BAUKROWITZ; YELLEN, 1996).

Nesse estudo, avaliou-se o efeito da inativagcdo no decurso temporal da corrente em
resposta a pulsos despolarizantes, e também sobre a dependéncia de voltagem na inativacao,

tanto na presenga como na auséncia de SMD2.

4.5.3.1 Efeito de SMD2 sobre o decurso temporal da inativacéo

Para avaliar o efeito de SMD2 sobre o decurso temporal da inativacdo, aplicou-se um
pulso despolarizante (5 s), variando de -88 a +32 mV, com o potencial entre pulsos mantido
em -88 mV, como mostrado no inserto da figura 28B. A figura 28A mostra os tracados
representativos da corrente em resposta a esse pulso despolarizante. Os tragados em preto

referem-se a situagcdo controle e em verde, na presenca de SMD2. O decurso temporal do
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processo de inativacdo foi descrito por uma funcéo exponencial dupla, ajustada aos tragados
de corrente, de acordo com a seguinte equagdo: y = y, + A;exp(—t/71) + Aexp(—t/73),
onde A; e A, sdo constantes de proporcionalidade da equacéo; 7, e 7, sdo, respectivamente,
as constantes de tempo rapida e lenta e y, € a corrente no tempo igual a zero. As médias e 0s
erros padrbes das médias de 7; e 1, sdo mostrados na figura 29 B, na auséncia (em preto) e
na presenca de SMD2 (em verde). Os valores das constantes de tempo lenta e rapida para o
controle foram 60,7 + 6,5 ms e 367 £ 31,7 ms, respectivamente. Na presenca de SMD2 esses
valores foram significativamente (p<0,05, teste t pareado) reduzidos para 19,5 = 2 ms e
195,1+ 30,8 ms, respectivamente.

Figura 28: Efeito de SMD2 sobre o decurso temporal da inativagdo Tipo-U de Ky3.1.
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A) tracados de corrente em a resposta a voltagem aplicada. Em preto s&o os tracados na situacdo controle
e em verde na presenca de SMD?2. Inserido em A) sdo mostrados os tracados de corrente normalizados na janela
temporal de 1,5 s. Os circulos laranjas mostram o ajuste da exponencial dupla ao tracado de corrente como
descrito no texto. O protocolo de voltagem esta inserido em B. O pulso de voltagem aplicado foi de -88 a +32
mV, com duragdo de 5 s. B mostra um gréfico de barras das médias de todas as constantes de tempo 11 ¢ 12 (
lenta e rapida respectivamente) na presenca (verde) e na auséncia de SMD2 (preto). A taxa de aquisicdo foi de
20 KHz (N=8 células). O grafico mostra a média + EPM. Fonte: prdprio autor.

Fazendo-se a razéo entre as constantes de tempo na presenca de SMD2 e na situacédo
controle (Tsyp2/Teontror) Para ambas as constantes, rapida e lenta, obtiveram -se os valores
de 0,32 para a rapida e 0,53 para a lenta. Isso sugere que a molécula SMD2 estaria
promovendo efeitos maiores na constante de tempo rapida do que na constante de tempo

lenta. Porém, a diminuicdo dos valores das constantes de tempo séo, na realidade, efeito do
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bloqueio do canal Ky3.1 no estado aberto, por SMD2. Armstrong (1969) mostrou que TEA
apresenta um efeito apenas aparente sobre a inativacdo na corrente de potassio em axonio
gigante de lula. Essa mesma ideia prevalece aqui, ou seja, a molécula SMD2 aparentemente
promove uma acentuacdo no processo de inativacdo, porém esse efeito € simplesmente
consequéncia do blogueio do canal aberto, que se reflete na diminuigédo da corrente no tempo,

mesmo em potenciais mais despolarizados.

4.5.3.2 Efeito de SMD?2 sobre a dependéncia de voltagem da inativacédo do Ky3.1

Nessa secdo, mostrar-se-a4 o efeito de SMD2 sobre o processo de inativacdo do canal
Ky3.1. Para tanto, aplicou-se um pulso despolarizante e condicionante de voltagem
suficientemente longo para que 0s canais possam atingir o estado estacionario inativado. Os
pulsos condicionantes variaram de -68 a -8 mV, durante 20 s, em passos de 10 mV. Apos o
pulso condicionante, foi aplicado um pulso despolarizante para +32 mV durante 300 ms,
denominado de pulso teste, para avaliar a inativagdo estacionaria para cada voltagem
condicionante (inserto na Figura 29A). A figura 29 mostra resultados desse experimento. Em
29A sdo apresentados tracados representativos das correntes em resposta ao pulso teste para
0s varios pulsos condicionantes, tanto na presenga como na auséncia de SMD2.

Na figura 29B apresenta-se a relacdo entre a corrente no estado estacionario e a
voltagem do pulso condicionante, sendo em preto o controle e em verde na presenca de
SMD2. Como se pode observar, quanto mais despolarizado o pulso condicionante, menor a
amplitude de corrente em resposta ao pulso teste. Ou seja, quanto mais despolarizado, maior €
0 numero de canais que entram para o estado inativado. Os pontos experimentais sdo
adequadamente descritos pela equagdo de Boltzmann: I(V) = Lax + (Inin — Imax)/ (1 —

exp((V — Vi) /K;), onde Ipin € Inax S80 as corrente minimas e méaximas, V;, e K; sdo,
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respectivamente, a voltagem onde a probabilidade da volta da inativacdo é 50 % e K;, o fator
de dependéncia de voltagem do sistema. Os valores encontrados para V;,, e K; na auséncia de
SMD?2 foram de -22,9 + 1,5 mV 5,3 £ 0,9 mV, respectivamente. Na presenca de SMD2 os
valores foram -30,3 £ 1,3 mV e 6 = 0,8 mV, respectivamente. Houve diferencas significativas
(p<0,05) entre os valores controle e na presenca de SMD2 para o V;,, porém ndo houve
diferencas significativas para os valores K;.

Figura 29: Efeito de SMD2 na dependéncia de voltagem da inativacdo em Ky3.1.
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A) tracados representativos de correntes em resposta ao pulso teste. O protocolo de voltagem esta inserido
em B. Foram aplicados varios pulsos de voltagens condicionantes, durante 20 s, variando de -68 até +2 mV.
Apos cada pulso condicionante foi aplicado um pulso teste de +32 mV, durante 300 ms. O potencial entre cada
pulso foi mantido em -88 mV e o intervalo entre pulso foi de 20s. B) As correntes normalizadas a partir do
estado estacionario (evocados pelo pulso teste) sdo mostradas em relacdo a voltagem do pulso condicionante. A
equacdo de Boltzmann, foi ajustada aos pontos experimentais e os valores obtidos de V;, e K; foram -22,9 +
1.5mV e 5,3 £ 0,9 mV para o controle e 30,3 + 1.3mV e 6 + 0.8mV para SMD2, respectivamente. V;,, para a
situacdo controle e para SMD2 foram significativamente diferentes, enquanto K; ndo foram (p <0,05 teste t
pareado). A taxa de aquisicao foi de 10 KHz (N = 6 células). O grafico mostra a média + EPM. Fonte: préprio
autor.

Na presenca de SMD2, a curva apresenta-se com desvio para a esquerda, isto €, para
potenciais mais hiperpolarizados, similar ao efeito causado na curva de condutancia versus
voltagem, indicando que os canais inativam-se em voltagens mais hiperpolarizadas. Pode-se
sugerir que na presenca de SMD2, a volta do estado inativado para o estado aberto é
facilitada. Isto pode ser explicado pelo fato do canal estar em seu estado aberto e bloqueado e

com isso 0 processo ndo se daria do estado inativado, mas sim do estado aberto e bloqueado
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para o estado aberto condutor. O fator de resposta a voltagem K; ndo mudou na presenca de
SMD2 em comparagdo ao controle. Este fator indica a intensidade com que o canal responde

a mudancas de voltagem.

4.6.Efeitos da molécula SMD2 na recuperacao da inativacao do canal Ky3.1

A recuperagdo dos canais de potassio do processo de inativacdo é muito importante
tanto para a génese como para a propagacdo de potenciais de acdo. Quanto mais curto é o
tempo de recuperacdo do canal, mais rapido ele estara disponivel para atuar na repolarizagédo
da membrana, predispondo os canais para sodio a se abrirem e gerando um novo potencial de
acao. Isto permite uma maior frequéncia de disparo de potenciais de acéo pela célula. Como o
canal Ky3.1 é encontrado em neurdnios com alta frequéncia de disparos (LI; KACZMAREK;
PERNEY, 2001; MACICA; KACZMAREK, 2001), torna-se interessante entender o efeito de
SMD?2 sobre esse componente cinético do canal.

Dessa forma, varios protocolos foram utilizados para avaliar o efeito de SMD2 sobre a
cinética de recuperacdo do canal. Primeiramente, sera apresentado o efeito sobre a cinética de
maneira mais geral, com protocolos classicos de recuperacdo. Depois serdo apresentados
protocolos especificos para entender o bloqueio dependente do uso e sobre o tempo entre a
aplicacdo dos pulsos. Esses protocolos permitirdo inferir sobre os tempos de ligacdo e de

desligamento da molécula ao canal Ky3.1.

4.6.1 SMD2 altera a cinética de recuperacéo dos Ky3.1

Para avaliar o fenbémeno de recuperacdo do canal, foram utilizados pulsos

despolarizantes pareados, de -88 mV a +32 mV (duracdo de 200 ms), com intervalos de
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tempo variaveis entre o primeiro e o segundo pulso, conforme mostrado na Figura 30E. Os
intervalos entre pulsos foram de: 0,03, 0,06, 0,12, 0,24, 0,48, 0,96, 2, 3,5, 7e 10s.

A figura 30A, mostra tracados representativos de corrente para todos os intervalos entre
pulsos, na situacdo controle e em B, na presenca de SMD2. As figuras 30C e 30D, mostram 0s
tracados das correntes na situacdo controle e na presenca de SMD2, respectivamente, em
escala temporal expandida para melhor visualizacdo. Como pode-se observar, para intervalos
de tempo muito curtos, as reposta de correntes ao segundo pulso sdo menores que as
observadas no primeiro pulso. Na presenca de SMD2, esse efeito é acentuado, indicando que
a molécula aumenta o intervalo de tempo necessario a recuperacdo do canal Ky3.1. Observa-
se ainda que, a partir de 0,96 s, a recuperacgdo do canal, tanto na presenca como na auséncia de
SMD2, e praticamente completa. Chega-se a esta concluséo devido ao fato dos dois picos dos
tracados de corrente terem valores muito proximos.

A figura 30E mostra os dados de modo grafico, onde a razdo entre os picos de corrente
em resposta ao segundo pulso e aqueles obtidos no primeiro pulso é colocada contra 0s
intervalos de tempo entre os pulsos. Inserido em 30E, mostra-se a raz&o entre 0S picos numa
escala expandida de até 1 s para melhor visualizar a recuperacdo conseguida nos intervalos de
tempo mais curtos.

Os pontos experimentais das figuras 27E podem ser adequadamente descritos através de
uma exponencial dupla do tipo: y = y, + A;exp(—t/t,) + A,exp(—t/t;), onde A, e A, séo
constantes de proporcionalidade da equacdo; 7, e 7, Sd0 as constantes de tempo rapida e
lenta, respectivamente, e y, € a corrente no tempo igual a zero. Os valores obtidos para 7; e
T,, Na situacdo controle, foram 0,03 £ 0,05 s e 1,0 £ 0,4 s, respectivamente. Na presenca de
SMD2 esses valores foram 0,06 £ 0,04 s e 1,2 + 1 s, respectivamente. Através de teste t
pareado (p<0,05) observou-se que tanto t; como 7, sdo significativamente diferentes na

presenca de SMD2 em relacao ao controle.
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Figura 30: Recuperacdo da cinética de inativacdo de Ky3.1.
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A mostra a corrente em resposta a voltagem aos duplos pulsos despolarizantes para a situacdo controle e
B na presenca de SMD2. A duracdo dos pulsos foi de 200 ms e o intervalo entre os pulsos variaram. O potencial
entre os pulsos foi mantido em -88 mV e a taxa de aquisigdo foi de 10 KHz. O protocolo é apresentado em F. Em
C, séo apresentados os tracados de corrente para a janela de tempo de até 1s, para o controle e em D na presenga
de SMD2. Em E, é apresentada a razdo entre o segundo pico e o primeiro pico de corrente em relagdo ao
intervalo entre pulsos. Inserido em E mostra-se 0 mesmo grafico para a janela de tempo de até 1s. Através do
ajuste de dupla exponencial, como descrito no texto, valores obtidos para t; € t,, na situacdo controle, foram
0,03 +0,05se1,0+0,4s, respectivamente. Na presenca de SMD?2 esses valores foram 0,06 + 0,04se 1,2 + 1 s,
respectivamente. Ambas as constantes foram significativamente diferentes (p<0,05, teste t pareado) (N=6
células). O grafico mostra a média + EPM. Fonte: proprio autor.

Fazendo a razao entre as constantes de tempo na presenca e na auséncia de SMD2, ou
seja, Tispmz/TicTrL € PArA Taspmz/T2crrL, ODtEM-Se respectivamente, 2 e 1,2. Isso indica que
a cinética de recuperagdo na presenca de SMD2 ¢é mais demorada. Essa relacdo era de se

esperar, devido & introdugdo de um novo passo cinético no processo de abertura do canal, ou
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seja, na presenca de SMD2, ha o estado bloqueado. Dessa forma, para que ocorra a abertura
novamente dos canais que foram bloqueados, eles devem sair do estado bloqueado com a
expulsdo da molécula do canal. Provavelmente, a demora na cinética de recuperacdo seja

devido a esse processo.

4.6.2. SMD2 altera a dependéncia do uso do Ky3.1 (use-dependence)

Uma série de experimentos foi realizada para avaliar o efeito de SMD2 sobre 0 uso do
canal Ky3.1, isto &, sera que o bloqueio depende da frequéncia com que o canal abre e fecha?
Foram aplicados 101 pulsos de voltagem despolarizantes, de -88 a +32 mV, mantendo-se o
intervalo entre pulsos constante em 20 ms, porém, variando-se a duracdo de cada pulso (os
tempos utilizados foram: 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15 e 20 ms) conforme ilustrado no esquema
da figura 31A. As figuras 31B, C, D, E, F, G, H, I, J, L e M s&o as repostas de corrente aos
pulsos para todas as duragcdes mostradas acima. No lado direito das figuras 31B, C, D, E, F,
G, H, I, J, L e M sdo mostrados o primeiro (numero 1, acima) e o ultimo tracado de corrente
(numero 101, abaixo), em escala de tempo aumentada para melhor visualizagdo. Em preto séo
os tracados controle e em laranja, na presenca de SMD2. Todos esses protocolos foram
realizados na mesma célula.

Os dados obtidos, para esse tipo de experimento, estdo reunidos na figura 32. Para
avaliar a influéncia da duracgéo do pulso sobre o efeito de SMD2, normalizaram-se os picos de
corrente das 101 respostas, em relagdo ao valor do pico obtido na primeira resposta. Isto esta
mostrado na figura 32A em fun¢do do nimero do pulso aplicado. Na figura 32A, apresentam-
se apenas o0s picos normalizados para pulsos despolarizantes com duragdes de 2, 7 e 20 ms,

para efeitos representativos e de melhor visualizagao.
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Figura 31: Efeito de SMD2 na dependéncia do uso do canal Ky3.1.
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A) Mostram-se os pulsos despolarizantes que variaram de -88 a +32 mV, mantendo-se o intervalo entre
eles em 20ms e o potencial entre pulsos em -88 mV. B, C, D, E, F, G, H, I, J, L e M sdo tragados
representativos em relacdo a duracdo dos pulsos despolarizantes, respectivamente, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 15 ¢
20. Em preto é para a situacdo controle e em laranja, na presenca de SMD2. No lado direito dos tracados
apresentados nas figuras B, C, D, E, F, G, H, I, J, L e M sdo mostrados o primeiro (n=1, tracado superior) € 0
ultimo tracado de corrente (n=101, tracado inferior), em escala de tempo aumentada para melhor visualizagdo. A
taxa de aquisicdo foi de 50 KHz (N=7 células). Para fins de clareza, apenas 1 para cada 10 pulsos estdo
mostrados. Fonte: proprio autor.
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Figura 32: Duracéo do pulso despolarizado em Ky,3.1 aumenta o bloqueio por SMD2.
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A) razdo de um determinado pico em relacdo ao primeiro pico da corrente. Em preto é para a situacao
controle e em verde na presenca de SMD2 (verde), em relacdo ao nimero do pulso aplicado (duracdo dos pulsos:
e =2 ms; m=7mse +=20ms). Para fins de clareza, sdo mostrados apenas um para cada seis pontos. As linhas
laranjas sdo os melhores ajustes de uma fungédo exponencial aos pontos experimentais. B) valores da constante de
decaimento da exponencial (z,,), expresso em nimero de pulsos, em relacdo a duragéo do pulso despolarizante.
Inserido em B é apresentando a constante tempo da exponencial, porém agora em unidade de tempo. C) sdo
apresentados todos os ajustes das fungdes exponenciais aos pontos experimentais. Em preto é o controle e em
laranja é na presenca de SMD2 (N=7 células). O grafico mostra a média + EPM. Fonte: proprio autor.

Os pontos experimentais foram ajustados com uma exponencial simples (y =y, +

A,exp(—t/ty), tanto no controle como na presenga de SMD2, para todas as situagdes

experimentais. Na figura 32B mostra-se a relagdo entre os valores da constante de decaimento

da exponencial (z,,), expresso em numero de pulsos, e a duragdo do pulso despolarizante.

Inserido na figura 32B também esta a relacdo entre a constante de decaimento da exponencial,

mostrada em unidade de tempo ao inves do numero do pulso.

Observando-se os tracados apresentados nas figuras 31 e 32, pode-se notar que quanto

maior é a duracdo do pulso, menor é a razdo entre 0s sucessivos picos de corrente. Além
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disso, esse efeito € mais acentuado na presenca de SMD2. Em 32C sdo apresentadas todas as
exponenciais que foram ajustadas aos pontos experimentais. Em preto tem-se a situacédo
controle e em laranja na presenca de SMD2.

Presume-se que a reducdo da corrente se deve a introducdo de um estado do canal
bloqueado, cuja saida desse estado leva tempo e responsabiliza-se pela maior queda na
amplitude dos picos em presenca de SMD2. Além disso, infere-se que a molécula se liga ao
canal em um tempo inferior a 2 ms. Somente a partir desse tempo, observa-se que a corrente
na presenca de SMD2 comeca a cair, fazendo-o de modo dependente do uso do canal Ky3.1.

Esse € um dado interessante, pois a molécula s6 vai se ligar ao canal se 0 mesmo se
abrir, e quanto mais aberturas tiverem, maior serd o efeito. Assim, pode-se sugerir que essa
molécula atuara como moduladora de disparos de potenciais de acdo em células de alta

frequéncia no sentido de diminuir a taxa de disparos, como explicado na introducdo.

4.6.3. SMD2 modifica a resposta em relacdo a frequéncias de pulsos

despolarizantes aplicados em Ky3.1

Como o canal Ky3.1 esta relacionado a altas frequéncia de disparos de potenciais de
acao, utilizou-se um protocolo para avaliar o efeito de SMD2 na resposta a diferentes
frequéncias de estimulacdo. Dessa forma, foram aplicados 101 pulsos curtos (5 ms de
duracdo) de voltagem, de -88 a +32 mV, porém com intervalos entre pulsos de duragdo
variavel. Os intervalos entre pulsos (frequéncia de estimulagdo) foram os seguintes: 1 ms
(166,7 Hz), 2 ms (142,8 Hz), 3 ms (125 Hz), 5 ms (100 Hz), 10 ms (66,7 Hz), 20 ms (40 Hz),

40 ms (25 Hz), 75 ms (12,5 Hz), 100 ms (9,5 Hz).
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Figura 33: Tracados representativos do efeito de SMD2 para varias frequéncias de

estimulacdo de Ky/3.1.
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A B, C, D, E, F, G, H, e |, mostram os tracados representativos para o intervalo de 1 ms (166,7 Hz), 2
ms (142,8 Hz), 3 ms (125 Hz), 5 ms (100 Hz), 10 ms (66,7 Hz), 20 ms (40 Hz), 40 ms (22,2 Hz), 75 ms (12,5
Hz), 100 ms (9,5 Hz), respectivamente. Em preto tem-se o controle e em verde na presenca de SMD2. A direita é
mostrado o primeiro (superior) e o ultimo (inferior) tragado de corrente, em uma escala de tempo estendida para
melhor visualizagdo. J) Foram aplicados 101 pulsos de voltagem partindo de -88 mV a +32 mV, com duragdo de
5 ms, o intervalo entre pulsos varidvel, e o potencial entre pulsos mantido em -88 mV. A duragédo do intervalo
entre pulsos foi de 1, 2, 3, 5, 10, 20, 40, 75 e 100 ms. Fonte: préprio autor.
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A figura 33 mostra todos os tracados de corrente em resposta aos trens de pulsos de
voltagem. A, B, C, D, E, F, G, H, e | sdo os tracados representativos para o intervalo de 1 ms
(166,7 Hz), 2 ms (142,8 Hz), 3 ms (125 Hz), 5 ms (100 Hz), 10 ms (66,7 Hz), 20 ms (40 Hz),
40 ms (25 Hz), 75 ms (12,5 Hz), 100 ms (9,5 Hz), respectivamente. Em preto tem-se o0
controle e em laranja, na presenca de SMD2. A direita de cada tracado representativo é
mostrado o primeiro (superior) e o Gltimo (inferior) tracado de corrente, em uma escala de
tempo estendida para melhor visualizagdo. A figura 33J esquematiza o protocolo de voltagem
aplicado.

Na figura 34A, nota-se que os picos de corrente diminuem a medida que a frequéncia
aumenta. Esse efeito é observado tanto no controle como na presenca de SMD2. A fim de
avaliar a relacdo entre a queda na corrente € 0 numero de pulsos, foram ajustadas
exponenciais aos pontos experimentais e calculadas as constantes de tempo dos processos.
Interessantemente, na situacdo controle apenas uma exponencial do tipoy =y, +
Aexp(—t/ts), descreve o fendmeno nas varias frequéncias. Ja na presenca de SMD2, para
frequéncias acima de 66,7 Hz, uma dupla exponencial do tipoy = y, + A;exp(—t/7s) +
Azexp(—t/ts;), Onde T4, € 75, SA0, respectivamente, as constantes de tempo rapida e lenta, €
necessaria para descrever os picos de corrente.

As figuras 34B e 34C mostram as relagOes entre as constantes de tempo lenta (7 e/ou
Tr1) Na presenca e na auséncia de SMD?2 e a constante de tempo rapida (zr,) na presenca de
SMD2, em funcdo das frequéncias dos pulsos aplicados, respectivamente. Observa-se na
figura 34B que as constantes de tempo lentas tém valores muito proximos tanto no controle
como na presenca de SMD2, havendo uma tendéncia da constante de tempo diminuir com o
aumento da frequéncia. Os dados para as frequéncias de 12,5 e 9,5 Hz ndo foram mostrados
uma vez que para essas frequéncias, ha um comportamento praticamente linear, ou seja,

ocorre a recuperacdo total do canal, como pode ser observado nas figuras 33H e 33l. Inserto
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em 34B, mostra a relacdo entre a constante de tempo réapida e a frequéncia de estimulacéo.
Nota-que a constante de tempo rapida (z;,) diminui linearmente com a frequéncia.

Figura 34: Efeito da frequéncia de estimulacéo sobre a eficacia do bloqueio induzido
por SMD2 em Ky3.1.
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A) mostra a razdo de um determinado pico em relagdo ao primeiro pico da corrente em fungdo do nimero
de pulsos aplicados (as frequéncias dos pulsos foram @ = 166,7 Hz; m =100 Hz ¢ ¢ = 22 Hz). Em preto ¢ para a
situacdo controle e em verde na presenga de SMD?2. Para fins de clareza apenas um para cada seis pontos estéo
mostrados. As linhas laranjas séo os melhores ajustes de uma funcdo exponencial aos pontos experimentais, no
controle e para frequéncias abaixo de 66,7 Hz na presenca de SMD2, enquanto que para frequéncia acima desse
valor, o melhor ajuste foi dupla exponencial. B) mostra os valores da constante de decaimento da exponencial
(TLenTA), EXPressos em tempo, em relacdo a frequéncia dos pulsos despolarizantes. Inserto em B mostra a
constante tempo rapida (trspips) Para frequéncias acima de 66,7 Hz e na presenga de SMD2. C) apresenta todas
as exponenciais que foram ajustadas aos pontos experimentais. Em preto é o controle e em laranja é na presenga
de SMD2 (N=8 células). O grafico mostra a média + EPM. Fonte: proprio autor.

Com isso, infere-se que, para o intervalo de tempo menor que 10 ms (frequéncia pulsos
de 66,7 Hz), hd uma fracdo de canais que ndo consegue expulsar a molécula em tempo hébil
para o proximo pulso de voltagem, denunciado pelo aparecimento do segundo componente
para frequéncias maiores que 66,7 Hz. A partir do tempo de 20 ms (frequéncia de pulsos de

40 Hz), observa-se uma Unica constante de tempo com valores muito proximos, tanto na
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presenca, como na auséncia de SMD2. Assim, sugere-se que o tempo médio que a molécula

fica desligada ao canal seja maior que 10 e menor que 20 ms.

4.7. Dependéncia do pH no bloqueio de SMD2 em K,3.1

Nessa secdo sera abordado o efeito do pH sobre o bloqueio do canal K\3.1, ja que
SMD?2 apresenta-se com uma carga negativa resultante em sua molécula. WOODHULL
(1973) mostrou que canais para sodio poderiam ser bloqueados por prétons. Além disso, a
toxina TsTX-Ka mostrou diferencgas no bloqueio com a variacao do pH. Para pH mais acido o
bloqueio sobre o canal se mostrou mais efetivo (RODRIGUES et al. 2003). A partir disso,
pretendeu-se entender se mudancas no pH poderiam afetar o blogueio da molécula SMD2.
Para tanto, utilizaram-se trés pH diferentes: 7,9, 7,4 e 6,7 comparando as respectivas curvas
dose-resposta.

As Figura 35A e 35B mostram os tragados representativos de correntes na presenca de
varias concentracdes de SMD2 (1, 3, 5, 10, 20, 40, 60, 80 uM), para o pH de 7,9 e 6,7. As
correntes foram geradas através de pulsos despolarizantes de voltagem (conforme as figuras
18 e 19). A Figura 35C mostra a relagdo entre a carga total transferida e a concentracdo de
SMD2, dividido pela carga transferida na situacdo controle. Essa curva foi obtido da mesma
maneira que na secdo 4.1. As linhas solidas representam o ajuste da equacéo de Hill para o pH
6,7 e 7,9, tomados a partir da carga transferida. A linha em verde é o ajuste da curva de Hill
para o pH de 7,4, como calculado na figura 20. Os valores obtidos para o ICso € 0 indice de
Hill foram de 13,8 £ 0,5 uM e 1,85 +0,04 paraopH de 7,9e 17,5+ 0,6 uM e 1,74 £0,06 para
o pH de 6,7, respectivamente. Através do teste t pareado (p<0,05), esses valores ndo se

mostraram significativamente diferentes entre si e nem diferentes do valor para pH 7,4,
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indicando que ndo ha& dependéncia de pH para o bloqueio nas condi¢bes experimentais

utilizadas.

Figura 35: pH ndo promove efeito sobre o bloqueio de SMD2 em K,/3.1.
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Em A e B sdo mostrados respostas de corrente a pulsos despolarizantes na presenca e na auséncia de
SMD?2 para o pH de 7,9 e para o pH de 6,7, respectivamente. Em C é mostrada a relagdo entre a carga transferida
numa determinada concentragdo de SMD2 (Q) e a carga na situacdo controle Qcrr. (N=4). Em circulos sélidos
estdo os valores da carga para o pH 7,9, em circulos abertos para o pH de 6,7. A linha s6lida verde é o ajuste da
curva de Hill para o pH de 7,4. As linhas sélidas em preto sdo os ajustes de Hill para os pH de 7,9 e 6,7. O valor
de 1Cxq para 7,9 e 6,7 foram, respectivamente, 13,7 = 0,7 uM e 17,5 = 0,3 uM. O indice de Hill, n, foram
respectivamente, 1,8 + 0,07 e 1,7 + 0,06 para pH de 7,9 e 6,7. O protocolo de voltagem utilizado estd mostrado
na figura 16B. O grafico mostra a média + EPM. Fonte: préprio autor.
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5. DISCUSSAO

As benzenossulfonamidas sdo conhecidos principalmente pelos seus efeitos como
agentes antibacterianos. Uma vez que a sua estrutura é muito semelhante a do acido para-
aminobenzoico (PABA), as sulfonamidas competem com o PABA pelo sitio ativo da enzima
dihydropteroate sintase (SUPURAN et al., 1998). Na literatura, é sabido que moléculas
derivadas e analogas as sulfonamidas possuem atividade em canais para potassio dependentes
de voltagem do tipo Ky1.5 (GROSS et al., 2009) e moléculas como a glibenclamida, que
possuem em sua estrutura uma sulfonamida, sdo utilizadas para tratamento de diabetes tipo 2,
devido a inibicdo de canais para potéssio ativados por ATP em células B (WANG, 2015).
Devido a interacdo das sulfonamidas e seus analogos com o0s canais para potassio, e também
da atividade bacteriostatica dessas moléculas, neste trabalho foi testada a hipdtese de que
benzenossulfonamidas poderiam ser inibidores de canais para potassio do tipo Ky3.1. Para
tanto, utilizaram-se células L-929 expressando heterologamente canais para potassio Ky3.1,
como descrito em (GRISSMER et al., 1994).

Ao todo, foram testados e estudados dez compostos bioisdsteros, que possuem
semelhangas estruturais, conforme mostrado na figura 11. Foram testadas moléculas analogas
ao acido benzenossulfonico, andlogas ao PABA e também N-alquil-benzenossulfonamidas.
Dentre esses bioisosteros, 0s que apresentaram efeitos inibitorios sobre o canal Ky3.1 foram
as N-alquilbenzenossulfonamidas: 4-cloro-3-nitro-N-butilbenzenossulfonamida (SMD2), 4-
cloro-3-nitro-N-furfutilbenzenossulfonamida (SMD3), 4-[N-(3’aminopropil)-2-pirrolidona]-3-
nitro-N-butilbenzenossulfonamida (SMD2_APP),  4-[N-(3’aminopropil)-2-pirrolidona]-3-
nitro-N-furfurilbenzenossulfonamida (SMD3_APP), 4-cloro-N-butilbenzenossulfonamida
(SMD2_SN) e 4-cloro-N-furfurilbenzenossulfonamida (SMD3_SN) promoveram atividade

inibitdria sobre os Ky3.1 (Figura 16, 17 e 18), sendo os valores de ICso e indice de Hill,
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observados pelo ajuste da Equacéo de Hill, estdo mostrados na figura 19 e na Tabela 4. Todos
os valores de ICs, estdo na faixa de pM, indicando que o bloqueio pelas N-Alquil-
benzenossulfonamidas foram eficazes, em uma faixa de concentracdo comparaveis a
bloqueadores de canais para potassio Ky3.1 descritos na literatura, como mostrados na Tabela
2. O indice de Hill encontrado para todas as moléculas ficaram proximos de 2, sugerindo que
héa dois sitios de ligacdo para o bloqueio do canal pelas das moléculas.

As moléculas analogas ao PABA, &cido 4-[N-(3’aminopropil)-2-pirrolidona]-3-
nitrobenzdico (Amostra 7) e o &cido 4-[N-(3’aminopropil)-2-azepanona]-3-nitrobenzoico
(Amostra 8); e as moléculas andlogas ao é&cido benzenossulfénico, &cido 4-[N-
(3’aminopropil)-2-pirrolidona]-3-nitrobenzenossulfénico  (Sar_APP) e acido  4-[N-
(3’aminopropil)-2-azepanona]-3-nitrobenzenossulfonico (Sar_APA) ndo apresentaram efeitos
inibitdrios sobre os Ky3.1, até a concentracdo de 100 uM, como mostrados nas figura 15 e
Tabela 5.

Pela analise das estruturas de todos os bioisosteros estudados neste trabalho e conforme
os resultados apresentados na tabela 4 e figuras 15, 16, 17, 18 e 19, chega-se a conclusdo que
para as moléculas sintetizadas possuirem atividades bloqueadoras sobre os canais Ky3.1, é
necessario a presenga de uma benzenossulfonamida em sua estrutura. Os bioisdsteros que néo
apresentaram essa estrutura ndo tiveram efeitos sobre os Kys3.1. Portanto, aquele arranjo é o
gue se apresenta como unidade elementar para a atividade blogueadora dessas moléculas
sobre os Kys3.1 (figura 21).

A analise das estruturas das moléculas SMD2, SMD3, SMD2_APP, SMD3_APP,
SMD2 SN e SMD3_SN, que tiveram atividades blogueadoras, revelam que 0s grupos
guimicos volumosos (aminolactamas) ligados ao nitrogénio anilinico diminuem a eficacia do

blogueio; que o grupo nitro na posi¢do orto do anel benzénico auxilia na eficacia do efeito e
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que o aumento da cadeia alquilica e grupos mais volumosos ligados ao nitrogénio ligado ao
grupo sulfénico diminuem a eficacia do bloqueio (Figura 20).

Acima foi discutido que as N-alquilbenzenossulfonamidas possuem atividade
bloqueadora dos Kys3.1. A pergunta que se faz e que se pretende responder agora €: Qual o
mecanismo de acdo dessas moléculas? Para responder essa pergunta, € necessario a analise
dos tracados de corrente, mostrados na figura 19. Nota-se que na presenca de SMD2,
SMD2_APP, SMD2_SN, SMD3, SMD3_APP e SMD3 SN as correntes idnicas carreadas
pelo canal caem mais rapidamente, ap0s atingirem um pico em aproximadamente 5 ms, na
presenca das moléculas quando comparadas a situacéo controle.

O aumento da velocidade de decaimento das correntes na presenca de varias
concentracdes de benzenossulfonamidas sugere que essas moléculas atuem na conformacéo
aberta do canal, isto é, o canal deve estar no estado aberto para que as moléculas alcancem o
sitio de ligacdo e em seguida, obstruam o poro. Esse mecanismo foi primeiramente
apresentado por (ARMSTRONG, 1969) a fim de explicar os efeitos de tetraetilamonio em
correntes de potassio no axdnio gigante de lula. Atualmente este mecanismo é empregado
para descrever o efeito de blogueadores de canais abertos para diversos outras moléculas e
entre outros canais. Por exemplo, TEA em Ky2.1(ANDALIB et al., 2003) e em Ky1.1, Ky1.2,
Kyvl.3, Kyl.5 e Ky3.1 (GRISSMER et al. 1994); quinidina em Ky1.5 (SNYDERS et al.,
1992); norfluoxetina (CHOI et al., 2001), sibutramina (KIM et al., 2007.) e fluoxetina em
Kv3.1 (SUNG et al., 2008).

A corrente medida através da técnica de patch clamp estd relacionada com a
probabilidade de abertura dos canais para os pulsos de voltagem aplicados. Na situagdo
controle, o processo de abertura ocorre quando hd a mudanca da diferenca de potencial, visto
pelo aumento da corrente macroscopica. A corrente macroscopica é a somatdria dos ions que

passam pelos canais. Ap6s um periodo, 0s canais comegam a entrar em inativacdo, refletido
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como a diminuicdo na corrente macroscopica. Quando o pulso de voltagem é retornado para o
potencial de holding as correntes caem abruptamente, indicando o fechamento dos canais.

Se o efeito das moléculas fosse no estado fechado do canal, 0 que se observaria nas
correntes macroscopicas seria a diminuicdo das correntes sem modifica¢fes na cinética, isto €,
sem alteracdo na velocidade de decaimento. Pois haveria a diminui¢do dos canais disponiveis
a abertura e os canais que nao teriam sidos blogueados continuariam com sua cinética
inalterada. Isso seria refletido como a diminuigdo proporcional da corrente ao logo de todo o
tempo que o pulso de voltagem permanecesse sobre o canal.

Como notado nos tracados de corrente (figura 18), na presenca das moléculas, ha um
pico de corrente seguido do aumento da velocidade de decaimento, sendo estes proporcionais
as concentragdes das moléculas. O decaimento esta envolvido com a transi¢do dos canais do
seu estado aberto, para o estado aberto bloqueado, sendo esta transicdo mais favoravel que a
transicdo para o estado inativado (figura 37). Isso fica evidenciado, pois para altas
concentragdes das benzenossulfonamidas no banho, ainda se observa um pico de corrente,
mesmo sendo este pequeno. Dessa forma, a hipdtese mais plausivel é que as moléculas
estudadas atuem no estado aberto do canal Ky3.1.

Devido a relativa dificuldade da obtengdo de resultados através da técnica de patch
clamp, ndo foram possiveis a realizacdo de experimentos de single-channel que poderiam
elucidar de maneira mais clara o efeito das moléculas sobre um unico canal. Sendo assim,
sugere-se este modo para outros estudos envolvendo estas moléculas e os canais Ky3.1. Além
destes experimentos, estudos computacionais poderiam auxiliar no entendimento do tipo de
interacdo que ocorre entre as moléculas e os aminoacidos presentes na boca do canal, ou nas
regides dos segmentos S5, S6 e 0 loop P. Esses experimentos sdo sugeridos em conjunto com

estudos do efeito de todas as moléculas sobre 0 Ky3.1, em aspectos cinéticos.
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A figura 36, mostra a representacdo da regido do filtro de seletividade do canal para
potassio, KcsA, com uma molécula SMD2 se ancorando no mesmo, numa tentativa de
mostrar como poderia se dar a interacdo do bloqueador com o canal aberto. Essa figura serve
apenas como ilustracdo dos processos discutidos anteriormente. N&o foi levado em
consideracdo nenhum aspecto fisico-quimico da interagdo da molécula com os aminoacidos
que formam a boca do poro do canal. Foi utilizado a boca do canal KcsA devido a auséncia da
estrutura cristalogréafica dos canal Ky3.1.

Figura 36: Representacdo da ligacdo de SMD?2, utilizando o poro do canal KcsA como

exemplo.
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O filtro de seletividade do canal para potassio KcsA foi obtido através do PDB (1BL8). Em verde, vermelho,
azul e amarelo, sdo representados 4 segmentos das subunidades S5-Loop de reentrada P-S6. Em branco é
mostrado uma representacédo da superficie da molécula SMD2. Em A, é a representacdo da boca do canal em seu
estado aberto e em B, a representacdo do boca do canal na presenca de SMD2, na vista superior ao canal. Em C,
é mostrado o filtro de seletividade e em D, o filtro de seletividade junto com a molécula SMD2 (em vermelho),
na vista lateral do canal em relagdo a membrana. Essa molécula foi utilizada para representacdo, por ter sido a
molécula mais estudada sobre o efeito em Ky3.1, em aspectos cinéticos. Fonte: Adaptado de DOYLE et al., 1998
e PDB (1BLS).

Das figuras 15, 16 e 17, pdde-se observar que os efeitos das moléculas sobre o canal
foram reversiveis. Isso € uma caracteristica interessante, pois na auséncia das moléculas o
canal retorna as suas propriedades biofisicas intrinsecas. A reversibilidade é interessante
também para mostrar que as moléculas ndo atravessam a membrana celular e que seu efeito
ocorre no lado externo do canal. Se o efeito fosse do lado interno, o processo de lavagem seria

mais demorado ou ndo aconteceria, ou seja, o efeito seria irreversivel, conforme o efeito de
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moléculas derivados de psoraleno em canais Ky1.3 (SCHMITZ et al., 2005). Portanto o efeito
das benzenossulfonamidas é dependente de estado e ocorre do lado externo da membrana,
proximo a boca do canal.

Para avaliar o efeito das benzenossulfonamidas sobre os aspectos cinéticos do canal foi
utilizada a molécula SMD2, que possui a melhor eficacia no blogueio. Para tanto, avaliou-se
os efeitos de SMD2 sobre a dependéncia de voltagem no bloqueio (figura 22 e 23);
dependéncia da concentracdo de potéssio extracelular (figura 24); seletividade do canal
(Figura 25); efeito sobre os processos de ativacdo (abertura do canal mediante as diferentes
voltagens (figura 26)); sobre o processo de desativagdo (fechamento do canal mediante as
diferentes voltagens (figura 27)); decurso temporal da inativagdo (figura 29); volta da
inativacdo no estado-estacionario (figura 29); recuperacdo da inativacdo (figura 30);
dependéncia de uso (figura 31 e 32); frequéncia de estimulos (figura 33 e 34) e sobre a
variacdo do pH extracelular (figura 35).

Foi observado que SMD2 promoveu a mudanca na curva de condutancia versus
voltagem (também conhecida como curva de probabilidade de abertura do canal) em relagdo
ao controle, aproximadamente -8 mV, para voltagens inferiores a +12 mV, conforme pode ser
visto na figura 23B. Isto leva a hip6tese de que o processo de bloqueio do canal por SMD2 €
dependente da voltagem através da membrana e que provavelmente a molécula estaria
carregada para o pH de 7,4. Além disso, observou-se o deslocamento nas cinéticas de ativacao
e na curva de inativagdo em relacdo a voltagem, também em -8 mV (figuras 26 e 29,
respectivamente). Esses dados suportam outra hipdtese de que SMD2 pode ser um gating
modifier dos Ky3.1. De acordo com HILLE (2001), um modificador de gating (“gating
modifier’”) promove a mudanca da dependéncia de voltagem de todos 0s processos de gating.

O fato da molécula estar carregada, somado ao efeito ser dependente de voltagem, a

modificacdo das curvas de ativacdo e na volta da inativacdo de estado-estacionario, sugerem
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que o acumulo de cargas na superficie extracelular, oriundas de SMD2, pode ter alterado o
campo elétrico sentido pelo canal e assim, ter favorecido sua abertura, mesmo a molécula
sendo caracterizada como um bloqueador deste canal. Infelizmente, ndo ha como comprovar
experimentalmente esta hipotese, com os experimentos apresentados neste trabalho. Seriam
necessarios o estudo das correntes de gating do canal na auséncia e na presenca de SMD2.

Pelo fato do efeito ser dependente de voltagem e a molécula aparentemente estar em sua
forma carregada foram realizados experimentos alterando o pH extracelular com a intencéo de
elucidar melhor o aspecto da interacdo eletrostatica entre SMD2 e os Ky3.1, tornando a
molécula descarregada ou para vislumbrar a ligacdo desta com algum residuo de aminoacido
carregado na boca do canal. Para tal, utilizou-se pH 6,7 e pH 7,9 nas solucdes externas.
Entretanto, ndo se constatou nenhum efeito do pH no valor de 1Csp, sugerindo que a molécula
estava em sua forma carregada para esses pH.

A Figura 23 mostra um fendmeno muito interessante. Conforme o potencial de
membrana € aumentado, ocorre a diminuigdo do blogueio. Esse efeito € denominado de alivio
do bloqueio (do inglés, block relief) (ARMSTRONG; LOBODA, 2001). Isso pode estar
relacionado com o fato de que aumentos no potencial de membrana resultam em aumentos no
potencial elétrico para que os fons de K* saiam da célula. Como a molécula SMD2 se liga a
boca do canal, pelo lado externo sugere-se entdo, que 0s ions, através de colisdes,
conseguiriam forcar a saida da célula, retirando as moléculas de SMD2 e induzindo a
diminuicdo do bloqueio. Para explorar mais esse efeito e também para testar a hipdtese de que
os ions forcam a sua saida da célula através de colisGes, realizaram-se experimentos com
diferentes concentracdes extracelulares de potassio, mas mantendo a forga i6nica constante. O
que se observou é que conforme a concentracdo de potéassio diminui o alivio do bloqueio é
maior e quanto a concentracdo é aumentada, o alivio do bloqueio praticamente ndo se altera.

Portanto, sugere-se que o alivio de bloqueio de SMD2 em Ky3.1 é uma consequéncia da
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concentragio de K* externo (conforme observado na figura 24). Um efeito semelhante foi
observado por IKEDA; KORN (1995) para o blogueio extracelular de TEA" sobre Ky2.1

O processo de desativacdo € mais lento na presenca de SMD2 e tem apenas um efeito
menor sobre a dependéncia da voltagem do processo, sem ser significativamente diferente
(figura 27). Na figura 27C, observa-se o fenbmeno de tail croosver, ou seja, para que o canal
volte do estado aberto para o seu estado fechado, SMD2 precisa sair do canal para essa
transicdo ocorrer. Esse € também um outro dado que reforga a hipdtese de que SMD2 seja um
bloqueador de canal aberto (SNIDERS et al., 1992).

Ja que Ky3.1 possui inativacdo do tipo U (KLEMIC; KIRSH; JONES,2001), e para
analisar os efeitos de SMD2 sobre o processo de inativacdo, pulsos longos de voltagem com
duracdo de 5 s, foram aplicados, conforme mostra a figura 28. SMD2 acelera a constante de
decaimento e induz um desvio para a direita na relacdo entre inativacdo e voltagem (figura
29). Na verdade, SMD2 tem um efeito proporcionalmente maior sobre 0 componente rapido
do que no lento. No entanto, como foi observado anteriormente, o decaimento da corrente €
devido tanto a inativagcdo como o bloqueio dos canais. Assim, a pergunta que fica é: sera que
Kyv3.1 inativa quando SMD2 estd ligada ao seu sitio de ligagdo ou o canal tem de ser
desbloqueado (aberto) antes de ocorrer inativagdo? Embora a base estrutural e molecular da
inativacdo do tipo U ndo tenha sido totalmente compreendida (CHENG et al., 2011;
JAMIESON; JONES, 2013), essa pergunta pode ser respondida simplesmente observando que
SMD?2 retarda o tempo para a recuperacdo da inativagdo, como mostrado na figura 30. Em
outras palavras, o canal necessita ser mantido em um tempo mais longo em potenciais
hiperpolarizados a fim de ser completamente ativado na presenca de SMD2. Isto indica que,
para o canal inativar deve ser, primeiro, desbloqueado.

Como descrito na literatura, os Ky3.1 tem uma cinética rapida de fechamento (LABRO

et al., 2015) o que Ihe confere propriedades adequadas para células que disparam PAs em
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altas frequéncias. Explorou-se o efeito de SMD2 sobre esse mecanismo pela aplicagdo de
pulsos com varias duracfes e também varias frequéncias de estimulos. Observou-se que
pulsos de curta duracdo induzem efeitos menos intensos e pulsos mais longos, efeitos mais
intensos de SMD2 sobre o canal. Em outras palavras, € necessario um menor nimero de
pulsos com uma grande duracdo a fim de ter um efeito maior do que no caso de pulsos de
curta duracdo. Este efeito é explorado nas figuras 31 e 32. Como corolario destes
experimentos, as figuras 33 e 34 mostram que quanto mais o canal é usado, ou seja, aberto,
mais ele é bloqueado por SMD2. Resultados semelhantes sdo mostrados para varios outros
tipos de moléculas em canais para potassio dependentes de voltagens, tais como Nicardipina
em Kv4.3L (HATAN et al., 2003) e tirfostina (AG879) em Kv4.2 (YU et al. 2015).

O fato da molécula SMD?2 ser dependente do uso do canal, abre precedente para que se
infira que a mesma possa se tornar um agente anticonvulsivante, ela so se ligaria ao canal em
seu estado aberto atuando quando o canal estivesse em uso. A figura 37 apresenta um
diagrama de estados para sumarizar o efeito de SMD2 sobre os Ky3.1.

Figura 37: Diagrama de estados para o bloqueio do canal na presenca de SMD2.
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As letras gregas indicam as constantes de taxa (velocidade) a partir da teoria de cinética quimica. Os
estados C, O, OB e I, séo respectivamente, fechado, aberto, aberto bloqueado e inativado. Fonte: proprio autor.

Na auséncia de SMD2, as transigdes do canal sdo: C—O: fechado para aberto através da

despolarizagdo da membrana (figuras 22, 26), O—I: aberto para inativado pelos processos
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descrito na secdo 4.5 (figuras 24, 27, 28, 29, 30, 33 e 34) e I—C: inativado para fechado,
como pode ser observado pelos experimentos apresentados nas figuras 28, 29, 30, 31 e 32.

Na presenca de SMD2, as transi¢des do canal sdo: C—O: fechado para aberto através da
despolarizacdo da membrana (figuras 21, 25), O—OB: aberto para aberto bloqueado (figuras
16, 17, 18, 19 e 28), OB—O: aberto bloqueado para aberto, conforme observado nas figuras
27C, 29, 30, 33 e 34, O—I: aberto para inativado pelos processos descrito na secao 4.5
(figuras 24, 27, 28, 29, 30, 33 e 34) ¢ I—>C: inativado para fechado, como pode ser observado
pelos experimentos apresentados nas figuras 28, 29, 30, 31 e 32.

Alguns resultados preliminares e ndo mostrados neste trabalho, mostram que as
moléculas SMD3 e SMD3_APP tem atuacdo no bloqueio de canais para sodio Nay1.1, 1.5 e
em Ky1.3 e Ky1.4. Idealmente, um bloqueador eficaz em canais para potassio dependente de
voltagem seria aquele seletivo a um determinado tipo de Ky. Por exemplo, um bloqueador
especifico ao Ky3.1. CATTERALL, 2012 discute essa possibilidade, postulando que
bloqueadores especificos seriam aqueles que se ligassem ao dominio sensor de voltagem em
vez de se ligar a boca do canal ou ao poro condutor. A argumentacdo é simples, os amino
acidos da boca do canal, e do poro condutor sdo muito conservados em canais idnicos,
especialmente em Kys. Os resultados apresentados neste trabalho mostram que as moléculas
sdo bloqueadores de estado aberto e que se ligam a regido do poro. Portanto, devido a essas
moléculas apresentarem um efeito inibidor em outros canais, sdo necessarios mais estudos de
bioisosteros para que se consiga encontrar uma molécula que seja especifica a apenas um

canal, neste caso especificas ao Ky3.1.
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6. CONCLUSOES

Foi estudada a hipotese de moléculas andlogas ao acido para-aminobenzoico, N-Alquil-
benzenossulfonamidas e analogas ao acido benzenossufénico atuassem como bloqueadores de
canal para potassio dependente de voltagem, do tipo Ky3.1. Encontrou-se seis N-Alquil-
benzenossulfonamidas que promoveram efeitos inibitdrios sobre os Ky3.1, enquanto que as
moléculas analogas ao acido para-aminobenzdico e analogas ao &cido benzenossulfonico nao
promoveram atividade bloqueadora sobre o canal.

As N-Alquil-benzenossulfonamidas atuaram como bloqueadores de canal aberto. Esta
afirmacéo é suportada pelo fato de que as benzenossulfonamidas promoveram o aumento da
velocidade de decaimento da corrente e que os valores de 1Cs, tomados pela carga transferida
pelo canal e pela corrente serem diferentes. Sendo assim, o processo de bloqueio é dependente
de estado.

As moléculas acido 4-[N-(3’aminopropil)-2-pirrolidona]-3-nitrobenzdico, acido 4-[N-
(3’aminopropil)-2-azepanona]-3-nitrobenzdico, acido 4-[N-(3’aminopropil)-2-pirrolidona]-3-
nitrobenzenossulfonico e acido 4-[N-(3’aminopropil)-2-azepanona]-3-nitrobenzenossulfénico
ndo apresentaram efeitos inibitorios sobre os Ky3.1 até a concentracdo de 100 uM. As duas
primeiras sendo analogas ao PABA e as duas Ultimas analogas ao &cido benzenossulfonico.

As  N-Alquil-benzenossulfonamidas:  4-cloro-3-nitro-N-butilbenzenossulfonamida
(SMD2), 4-cloro-3-nitro-N-furfutilbenzenossulfonamida (SMD3), 4-[N-(3’aminopropil)-2-
pirrolidona]-3-nitro-N-butilbenzenossulfonamida (SMD2_APP),  4-[N-(3’aminopropil)-2-
pirrolidona]-3-nitro-N-furfurilbenzenossulfonamida (SMD3_APP), 4-cloro-N-
butilbenzenossulfonamida (SMD2_SN) e 4-cloro-N-furfurilbenzenossulfonamida
(SMD3_SN) promoveram atividade inibitéria sobre os Ky3.1, sendo os valores de ICsy €

indice de Hill, respectivamente para todas as moléculas 13,5 uM £0,5e 1,7 £ 0,1, 16,9 uM %
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05e16+01,259uM+15e15+0,1,342uM+18e1,7+£0,1,349uM £0,7e23 %
0,1e60 uM £ 2,2 e 2,2 £0,1. Todos os valores de I1Cs estdo na faixa de uM indicando que o
bloqueio pelas N-Alquilbenzenossulfonamidas foram eficazes. Além disso, o indice de Hill
encontrado para todas as moléculas ficaram préximos de 2, sugerindo que ha dois sitios de
ligacdo para o bloqueio do canal pelas das moléculas. Alem disso, pdde-se observar que o
efeito das moléculas sobre o canal foram reversiveis.

Pelo fato da molécula 4-cloro-3-nitro-N-butilbenzenossulfonamida (SMD2) ter possuido
o menor valor de ICsy, mostrando ser a mais eficaz no bloqueio dos Ky3.1. Foi analisado o
efeito desta molécula sobre os aspectos cinéticos do Ky3.1.Foi observado que SMD2 atua
como um blogqueador de canal aberto devido ao aumento da velocidade de decaimento com o
aumento da concentracdo de SMD2; e pela observacdo do fendmeno de “tail croosver™. Além
disso, a molécula SMD2 parece atuar como um modificador de gating, pois promoveu o
deslocamento em -8 mV, em relacdo ao controle, nas curvas de condutancia versus voltagem,
nas cinéticas de ativacdo e na curva de inativagdo em relacdo a voltagem. Dessa forma, esses
processos foram facilitados, embora a molécula seja um bloqueador desses canais. Para as
constantes de tempo de desativagdo e para a seletividade do canal ao potassio, a presenca da
molécula SMD2 ndo alterou nenhum desses eventos.

Foi observado que, para potenciais mais despolarizados, ocorreu o alivio do bloqueio e
ndo houve o efeito na mudanga do pH extracelular sobre o bloqueio. Encontrou-se que o
tempo para que a molécula SMD?2 se ligue ao canal é menor que 2 ms e que 0 tempo que a
molécula SMD2 deixe o canal esta entre 10 e 20 ms, além do efeito ser dependente de uso do
canal.

As comparacdes entre os diferentes grupos quimicos modificados e encontrados para as
moléculas testadas nesse trabalho mostram que a presenca de um grupo nitro na posic¢éo orto

auxiliou o efeito bloqueador; a inser¢do de grupos volumosos ligados ao nitrogénio anilinico
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pareceu diminuir a eficacia do blogueio e a presenca de grupos menos volumosos ligado ao
grupo sulfénico pareceu aumentar a eficacia do blogueio do canal pelas N-Alquil-
benzenossulfonamidas.

O principal achado desta tese € que para as moléculas testadas possuirem atividade
inibitdria elas devem ser benzenossulfonamidas, e o0 que confere maior eficacia sao 0s grupos
quimicos ligados a ela. Devido a importéncia fisiologica dos Kys3.1, presentes em células
com altas frequéncias de disparos de potenciais de acdo e também devido a sua postulagédo
como alvo para agentes anticonvulsivantes, de um ponto de vista farmacoldgico, a N-Alquil-
benzenossulfonamidas podem constituir-se em uma nova classe de moduladores de K,3.1.
Sendo agora necessario o desenvolvimento de novos bioisdsteros para o completo
entendimento dos diferentes grupos quimicos ligados a ela e do papel estrutural das
benzenossulfonamidas no bloqueio do canal. Isso podera ser realizado através de técnicas

computacionais e também a partir de novos ensaios eletrofisiologicos.
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APENDICE A - DESENVOLVIMENTO DA EQUACAO DE HILL PARA A CARGA

TRANSFERIDA

A equacédo de Hill para a corrente no estado estacionario pode ser escrita da seguinte

forma (RODRIGUES et al., 2003):

I 1C5o"
Ierrr,  ICso"™ + ([DDV’

(8)

Onde ICsp é a concentracdo da molécula que reduz a corrente pela metade e N é 0
coeficiente de Hill para a corrente de estado estacionario. Lembrando que i=dg/dt,

multiplicando-se a equacéo 8 por dt/dt, tem-se:

ldt (o ©
Ierpe-dt  1C5e™ + ([DDV’
substituindo a equacéo (9) em (8)
I.dt IC5™
J _ 50 (10)

Jlerge-dt — 1Cso" + ([DDV'
Como Q = [1.dt e Qcrrr = [ Icrri-dt, chega-se a equagdo de Hill para a carga
transferida pelo canal, equacdo 2 da se¢éo 4.1.1:

Q  ICs"
Qcrr ICso" + ([DDV

(11)

Onde ICsp € a concentracdo da molécula que reduz a carga transferida pela metade e N €

o coeficiente de Hill para a carga transferida.
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ANEXO | - CARACTERIZACAO DA ESTRUTURA QUIMICA DAS

MOLECULAS UTILIZADAS NESSE TRABALHO

Nessa secdo, sdo mostrados os detalhes dos resultados de espectroscopia de todas as
moléculas testadas. As informacdes sobre as moléeculas SMD2, SMD3, SMD3_APP,
SMD2_APP, SMD2_SN e SMD3_SN foram retirados de MARTINS et al. (2016), enquanto
que os resultados das caracterizacbes das moléculas Amostra 7, Amostra 8, Sar_APP e

Sar_APA, foram retirados de GONCALVES et al. (2011).

SMD2_SN (4-cloro-N-butilbenzenossulfonamida): Sélido Branco (0.164 g, 33.1 %);
pf = 46-46.5 °C; MM = 247.74 g/mol. RMN de *H (400 MHz, CDCI13) 6 7.84-7.76 (m, 2H),
7.53-7.44 (m, 2H), 4.81 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 2.93 (dd, J = 13.3, 6.9 Hz, 2H), 1.47-1.40 (m,
2H), 1.32-1.23 (m, 2H), 0.84 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 13C NMR (101 MHz, CDCI3) & 139.16,
138.65, 129.49, 128.64, 43.07, 31.67, 19.78, 13.62. EI-MS m/z encontrado: 247. ESI(+)-MS
m/z encontrado: 246.03720, m/z calculada para [C1oH14CINO,S+H]": 246.0361.

SMD2 (4-cloro-3-nitro-N-butilbenzenossulfonamida): Solido amarelo claro (0.450 g,
77 %), pf = 68-69 °C; MM = 292.73 g/mol. RMN de tH (400 MHz, DMSO) 6 8.42 (d,J=1.8
Hz, 1H), 8.05 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, 1H), 8.02 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.95 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 2.80
(dd, J = 12.8, 6.9 Hz, 2H), 1.40-1.32 (m, 2H), 1.24 (sext, J = 14.0, 7.0 Hz, 2H), 0.81 (t, J =
7.3 Hz, 3H). 13C NMR (101 MHz, DMSO) 6 147.45, 140.88, 133.09, 131.26, 129.12, 123.86,
42.21, 31.05, 19.12, 13.40. EI-MS m/z encontrado: 292. ESI(+)-MS m/z encontrado:
291.02251, m/z calculado para [C1gH13CIN,O,S+H]™: 291.02118.

SMD2_APP (4-[N-(3'-aminopropil)-2-pirrolidona]-3-nitro-N-butilbenzenossulfona-
mida): Solido Amarelo (0.414 g, 52 %), pf = 111-113.7 °C; MM = 398.47 g/mol. RMN de
'H (600 MHz, DMSO) & 8.63 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 8.42 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.78 (dd, J = 9.1,
1.9 Hz, 1H), 7.52 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 7.24 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 3.40 (q, J = 6.6 Hz, 2H), 3.35

(d, J = 6.9 Hz, 2H), 3.27 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.71 (dd, J = 13.1, 6.8 Hz, 2H), 2.22 (t, J = 8.1
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Hz, 2H), 1.95-1.89 (m, 2H), 1.79 (qu, J = 6.7 Hz, 2H), 1.37-1.32 (m, 2H), 1.26-1.20 (m, 2H),
0.79 (t, J = 7.3 Hz, 3H). *C NMR (151 MHz, DMSO) & 174.22, 146.63, 133.21, 129.79,
126.01, 125.90, 115.54, 46.34, 42.14, 40.10, 39.30, 30.99, 30.40, 25.86, 19.22, 17.53, 13.43.
EI-MS m/z encontrada: 399. ESI(+)-MS m/z encontrado: 399.16556, m/z calculado para

[C17H26N4OsS + H]™: 399,16967.

SMD3_SN (4-cloro-N-furfurilbenzenossulfonamida): Sélido marrom (0.320 g, 59
%), pf = 118.7-119.9 °C; MM = 271.72 g/mol. RMN H (400 MHz, CDCI3) 6 7.76-7.74 (m,
1H), 7.74-7.72 (m, 1H), 7.45-7.44 (m, 1H), 7.44-7.42 (m, 1H), 7.22 (dd, J = 1.8, 0.7 Hz, 1H),
6.22 (dd, J = 3.2, 1.9 Hz, 1H), 6.09 (dd, J = 3.2, 0.6 Hz, 1H), 4.84 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 4.21 (d,
J = 6.0 Hz, 2H). 13C NMR (101 MHz, CDCI3) 6 149.31, 149.30, 142.73, 139.20, 138.69,
138.67, 129.37, 128.64, 110.53, 108.60, 108.59, 40.20. EI-MS m/z encontrada: 271. ESI(+)-
MS m/z encontrada: 270.00074, m/z calculada para [C11H10CINO3S+H]":269.99972.

SMD3 (4-cloro-3-nitro-N-furfurilbenzenossulfonamida): Solido Bege (0.434 g, 68.7
%), pf = 131.8-132.4 °C; MM = 316.17 g/mol. RMN de *H (600 MHz, DMSO) & 8.62 (s,
1H), 8.31 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.96 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 7.95 (s, 1H), 7.40 (dd, J = 1.8, 0.8 Hz,
1H), 6.24 (dd, J = 3.2, 1.9 Hz, 1H), 6.17 (d, J = 3.2 Hz, 1H), 4.13 (s, 2H). 13C NMR (151
MHz, DMSO) 6 149.87, 147.13, 142.59, 141.09, 132.82, 131.25, 129.01, 123.86, 110.27,
108.51,39.16. EI-MS m/z encontrada: 316. ESI(+)-MS m/z encontrado: 314.98674, m/z

calculado para [C11HgCIN,OsS+H]": 314.98479.

SMD3_APP (4-[N-(3"-aminopropil)-2-pirrolidona]-3-nitro-N-furfurilbenzenossul-
fonamida): Sélido amarelo (0.463 g, 54.8 %), pf = 115-117.8 °C; MM = 422.45 g/mol. RMN
de *H (600 MHz, DMSO) & 8.64 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 8.31 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.19 (t, J = 6.4
Hz, 1H), 7.71 (dd, J = 9.2, 2.3 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.22 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.17
(d, J=16.1 Hz, 1H), 4.01 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 3.44-3.39 (m, 2H), 3.38-3.36 (m, 2H), 3.28 (t,
J=6.7 Hz, 2H), 2.24 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 1.98-1.90 (m, 2H), 1.79 (qu, J = 6.7 Hz, 2H). 13C
NMR (151 MHz, DMSO) ¢ 174.71, 150.74, 147.04, 142.90, 133.65, 130.16, 126.51, 115.77,
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110.72, 108.55, 46.83, 40.53, 39.77, 39.67, 30.88, 26.33, 18.00. EI-MS m/z encontrada: 423.
ESI(+)-MS m/z encontrado: 23.13222, m/z calculado para [C1gH2oN4OeS+H]": 423.13273.

Amostra 7 (Acido 4-[N-(3’-aminopropil)-2 pirrolidona]-3-nitrobenzoico): Solido
amarelo (2.18 g, 89%): pf = 219-224 °C; MM = 344.09 g/mol. RMN de 'H (500 MHz,
CDCI3) d 8.53 (d, 1H, 4JHH = 1.9 Hz), 8.22 (dd, 1H, 4JHH = 1.9, 3JHH = 8.2 Hz), 7.53 (d,
1H, 3JHH = 8.2 Hz), 5.28 (s, 1H), 3.62 (t, 2H), 3.51 (t, 2H), 3.40 (t, 2H), 3.13 (t, 2H), 2.16
(qu, 2H), 2.04 (qu, 2H) ppm; 13C NMR (250 MHz, D20) d 170.6, 164.5, 146.5, 136.6, 133.7,
131.6, 128.3, 125.8, 41.9, 37.7, 31.1, 29.7, 17.9 ppm; FTIR (KBr) m 3,214, 1,608, 1,683 cm™;
ESI(+)-MS m/z encontrada: 308.141, m/z calculada para [Ci14H17N3Os + H]™: 308.125,
fragmentos observados: [M + H-H20]" de m/z 290, [M + H-H20 + C,H.]" de m/z 262 e

[M+ H-C7HsN,04]" de m/z 126 (5 membros no anel).

Amostra 8 (Acido 4-[N-(3’-aminopropil)-2-azepanona]-3-nitrobenzdico): Solido
amarelo (1,74 g, 86%): pf = 157-159 °C; MM = 372,12 g/mol. RMN de 'H (500 MHz,
DMSO-d6) d 8.47 (d, 1H, 4JHH = 1.9 Hz), 8.16 (dd, 1H, 4JHH = 1.9, 3JHH = 8,3 Hz), 7.87
(d, 1H, 3JHH = 8.3 Hz), 3.55 (t, 2H), 3.47 (t, 2H), 3.37 (m, 2H), 3.25 (m, 2H), 1.90 (qu, 2H),
1.60 (m, 6H) ppm; 13C NMR (250 MHz, D20) d 174.4, 168.6, 149.6, 139.3, 136.5, 134.5,
131.5, 128.8, 50.8, 40.6, 35.4, 31.1, 28.5, 26.0, 21.8, 17,7 ppm; FTIR (KBr) m 3,220, 1,605,
1,680 cm™; ESI(+)-MS m/z encontrado: 336.201, m/z calculado para [CisH2N3Os + H]':
336.156, fragmentos observados: [M + H-H20]" de m/z 318, [M + H-H20-C2H4]" de m/z

290 e [M + H- C7H6N204]+

Sar_APP (Acido 4-[N-(3’-aminopropil)-2-pirrolidona]-3-nitrobenzenossulfonico):
Sélido marrom (1.7 g, 82%): pf >310 °C; MM = 307,3 g/mol. RMN de *H (500 MHz, D20) d
8.25 (d, 1H, 4JHH = 2.1 Hz), 7.76 (dd, 1H, 4JHH = 2.1, 3JHH = 8.3 Hz), 6.92 (d, 1H, 3JHH =
8.3 Hz), 3.55 (t, 2H), 3.31 (m, 2H), 2.87 (t, 2H), 2.72 (t, 2H), 2.30 (m, 2H), 1.91 (m, 2H)
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ppm; 13C NMR (250 MHz, DMSO-d6) d 178.6, 146.5, 142.6, 132.9, 130.5, 124.5, 123.2,
53.3, 47.9, 42.0, 39.3, 29.8, 18.1 ppm; FTIR (KBr) m 3,570, 1,653, 1,269 cm™; ESI(+)-MS
m/z encontrado: 344.099, m/z calculado para [Ci3H17N30sS + H]™: 344.092, fragmentos
observados: [M + H-H20]" de m/z 326, [M + H-C2H4]" de m/z 298 e [M + H-
CsHsN205S]" de m/z 126 (5 membros no anel).

Sar_APA (Acido 4-[N-(3’-aminopropil)-2-azepanona]-3-nitrobenzenossulfonico):
Sélido de cor marrom: (2.55 g, 86%), pf > 310 °C; MM = 335,36 g/mol. RMN de 'H
(500MHz, DMSO-d6) 6 8,41 (d, 1H, Jmeta = 1,9 Hz), 8,12 (dd, 1H, Jmeta = 1,9, Jorto = 8,3
Hz), 7,79 (d, 1H, Jorto = 8,3 Hz), 3,54 (t, 2H, 3JHH = 5,8 Hz), 3,47 (t, 2H), 3,26 (t, 2H, 3JHH
= 5,8Hz), 2,68 (t, 2H), 1,91 (qu, 2H, 3JHH = 5,8 Hz), 1,63 (m, 6H) ppm; RMN de 13C{1H}
(125 MHz, CDCI13) 6 170,7; 152,5; 142,1; 139.4; 136.,9; 132,5; 131,3; 58,8; 53,3; 43,1, 36,9;
33,7; 31,4; 28,8; 24,4 ppm; FT-IV (KBr) v 3600, 1703, 1270 cm-1; ESI(+)- MS m/z
encontrada: 372,110, m/z calculada para [C15H22N306S + H]+: 372,123, os fragmentos
ionicos sdo também observados: [M + H — H20]" de m/z 354, [M + H — C,H.]" de m/z 326 e
[M + H — CgHgN205S]" de m/z 154 (7-membros no anel).
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ANEXO II- DESENVOLVIMENTO DA EQUACAO DE WOODHULL

Tomando como base o diagrama de estados apresentados na figura 39, apresenta-se o
estado fechado (C), o estado aberto (O) e o estado aberto bloqueado (OB) que séo as possiveis
transicOes para 0 Ky3.1 adotada nesse trabalho. Nesse modelo, adotou-se que a molécula néo
se liga ao estado fechado e nem ao estado inativado do canal.

Figura 38: Diagrama de estado para o bloqueio do Ky3.1 por SMD2.

C«—%*o B

SMD2
Fonte: préprio autor.

Assumindo que h& um sitio de ligagdo para o ion (ou bloqueador) dentro do canal, este
pode alcangar o sitio tanto a partir do lado interno quanto do lado externo, obteve-se o
seguinte diagrama (WOODHULL, 1973):
k, k,
= SMD2.Site = SMD2
SMD2,,,; " N

-1 -2
A partir da teoria de cinética quimica (teoria de Eyring), para as constantes de taxa

(velocidade) das ligacdes obteve-se que:

" ¥ (—U1 Z(SFE) (12)
= * * -
L= Ko * @ x exp (o = 52,
" (—U_1 N Z(SFE) (13)
=q —%
—1 T AT P\ T T RT )
~U, z(1-8)FE
kz—az*exp(RT— AT ), (14)
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U 2(1- 6)FE) | (15

ko = [Xlixap = exp ( RT 2RT

Onde [X], e [X]; sdo as concentracBes de bloqueadores do canal para o lado interno e
externo, respectivamente. U; sdo os componentes de energia de ativagdo dependentes de
voltagem, a; sdo as constantes de proporcionalidade, z é a valéncia do ion, R é a constante dos
gases, T a temperatura em Kelvin, F é a constante de Faraday e E é o potencial de membrana

(V). As constantes de proporcionalidade podem ser combinadas na seguinte equacao:

b; = a; * exp (R_Tl) (16)

Dessa forma, no estado estacionario a probabilidade (p) de uma molécula se ligar ao
canal e o bloguear é:

_ ki +k,
kit Ak, ko,

p (17)

Assumindo que a molécula se liga ao canal e ndo o permeia, entdo, pdde-se adotar que:

K,,K_, e [SMD2]; — 0. (18)

Logo,
ok 19
Ptk (19)

Normalizando a equacédo 19 por Kj, chegou-se a seguinte equagéo:

b_; ex (chFE)

B, FXPURT 20)
[X] +£ (Z6FE)’
o T SXP\ZRT
1
p= ) (21)
—z8FE
14 [X]oexp( RT )
b
Z—1
b,

A partir da equagdo 3, f=1-(Ismp2/lcTr) € a fracdo de bloqueio é igual a 1-p, chegou-se a

equacéo 4 da secdo 4.3.1:



1-p

—

Xlo

[X]o + 7

b

-

exp (

zZOFEN'

RT
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(4)
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