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Resumo

Os canais de sddio dependentes de voltagem sdo estruturas que respondem a
variagdes no potencial de membrana, permitindo a entrada seletiva de s6dio nas células. No
repouso eles se encontram em um estado fechado ndo condutor. Com a despolarizagdo
passam rapidamente por um estado ativado, condutor, que se converte espontaneamente
para um estado inativado ndo condutor. Canais de sédio dependentes de voltagem presentes
na membrana das células GH3 foram estudados através de sua interagdo com a tityustoxina,
uma toxina do tipo o extraida do escorpido Tityus serrulatus. Esse tipo de toxina se liga ao
sitio 3 de canais de sddio, de um modo dependente de voltagem, modificando o processo de
inativagdo. Este sitio se situa na por¢do extracelular do canal e compreende estruturas
relacionadas ao processo de ativagdo. Os efeitos da tityustoxina na inativa¢do foram
verificados principalmente através da cinética do decaimento das correntes de entrada e
saida de sodio, decaimento este que se torna mais lento na presenga da toxina. A interacdo
entre a tityustoxina e o canal de sédio mostrou-se estavel durante pulsos despolarizantes de
0 mV, o que significa que a dependéncia de voltagem da ligacdo ndo esta relacionada ao
processo de ativagdo, que ocorre neste potencial. Entretanto, pulsos mais despolarizantes,
variando de +100 a +200 mV foram capazes de deslocar a toxina do seu sitio de ligagdo. O
grau de dissociagdo da toxina foi dependente da magnitude, da quantidade e da durac@o dos
pulsos despolarizantes, apresentando também dependéncia de temperatura. Sugerimos que
o mecanismo dessa dissociagdo deve envolver alteragdes conformacionais que ocorrem em

um sensor de voltagem do canal durante despolarizagdes fortes.



Abstract

Voltage-dependent sodium channels are membrane proteins that suffer
conformational changes as result of variations on membrane potential. The ion Na" fluxes
into the cells through these channels. In the resting state they are closed. With a
depolarization they pass quickly through an open state and go to the inactivated state.
Voltage-dependent sodium channels present on GH3 cells membrane were studied using
their interaction with tityustoxin (Tstx), an alpha toxin from scorpion Tityus serrulatus.
These toxins bind to receptor site 3 of the sodium channels in a voltage-dependent way,
modifying the inactivation process. Site 3 is on the extracellular surface of the sodium
channel and involves structures related with the activation process. The effects of
tityustoxin on inactivation were studied using the kinetics of the decay of inward and
outward sodium currents. In the presence of the toxin, the kinetics of both currents was
slower. Toxin-channel interaction was stable during depolarizing pulses to 0 mV,
suggesting that the voltage-dependence of dissociation is independent of the activation
process. However, higher depolarizing pulses (+100 to +200 mV) were able to remove the
toxin of its binding site. The rate of dissociation depended on the amplitude, duration and
number of pulses applied. There was also a dependence of bath temperature. We suggest
that the mechanism of voltage-dependent dissociation of the tityustoxin is related to the

conformational changes of the a voltage sensor of the channel during high depolarization.



I - Introducao

I.1 - Estrutura e Func¢io dos Canais de Soédio

1.1.1 - Aspectos gerais

Em 1952 Hodgkin e Huxley, ao estudarem o mecanismo ionico do potencial de agdo
no axoOnio gigante de lula, observaram que a despolarizagdo produzia um aumento
transiente na condutancia para o Na‘, com o seu consequente influxo. O canal de sédio,
uma glicoproteina transmembrana, € a estrutura responsavel por esse rapido influxo de
sodio que ocorre na maioria dos tecidos excitaveis durante a fase ascendente do potencial
de acdo. A ativacdo dependente de voltagem, a inativagdo rapida e a condutancia seletiva
sdo as principais caracteristicas do canal de sddio.

A analise molecular dos canais de sodio comegou em 1980 quando Beneski e
Catterall isolaram as principais subunidades que constituem o canal de soédio de cérebro de
mamiferos, utilizando como marcador uma toxina de escorpido. Estudos de purificacdo
subsequentes mostraram que, nesse tecido, o canal de sddio € constituido de uma
subunidade o (260 kD) e subunidades 1 (36 kD) e B2 (33 kD) (Hartshorne e Catterall,
1981). Em canais de musculo esquelético e cardiaco a subunidade B2 esta ausente. Canais
funcionais sdo produzidos quando se expressa somente a subunidade o, mas a expressdo €
acentuada e algumas propriedades do canal s@o alteradas quando se expressa também as
subunidades {3, que apresentam apenas um papel modulatério (Isom et al., 1992).

Em 1984 Noda et al. deduziram, através da sequéncia do cDNA, a estrutura
primaria da subunidade o do canal de sddio do orgéo elétrico do Electrophorus electricus.
Seus estudos revelaram uma proteina com cerca de 2000 residuos de aminoacidos
formando quatro dominios homologos com alto grau de semelhanga. Andlises hidropaticas
sugeriram que cada dominio é formado por seis segmentos transmembrana (S1-S6), sendo
que os segmentos N e C-terminal se localizam na face citoplasmatica da proteina. Esta
disposigdo foi confirmada por vérios pesquisadores que se dedicaram ao estudo topologico

desta proteina. As algas que conectam os quatro dominios também sdo citoplasmaticas,



apresentando sitios de fosforilagdo. A al¢a que conecta os dominios I e I apresenta quatro
sitios de fosforilagdo para PKA e um para PKC (Rossie e Catterall, 1987; Murphy et al.,
1993; Cantrell et al., 1996). A fosforilagdo nesses sitios reduz a amplitude das correntes de
sodio macroscopicas sem alterar a dependéncia de voltagem da ativag@o e da inativacdo (Li
et al.,, 1992; Smith e Goldin, 1996). A al¢a entre os dominios IIl e IV, segmento
responsavel pela inativagdo do canal (ver se¢do I.1.4), também apresenta um sitio de
fosforilagdo para PKC (Numann et al., 1991; West et al., 1991). A fosforilagdo nesse sitio
retarda a inativacdo do canal (Sigel e Baur, 1988; Lotan et al., 1990).

Os canais de soédio sdo proteinas altamente glicosiladas, principalmente por
glicideos contendo acido sialico. Os sitios para glicosilagdo estdo localizados
principalmente na porgdo extracelular da al¢a que liga os segmentos S5 e S6 do dominio I
(Catterall, 1992; Gellens et al., 1992). O acido sialico é negativamente carregado em pH
fisiologico, e, como cargas de superficie associadas com o canal podem influenciar o
campo elétrico na regido do sensor de voltagem, a sua presenca pode afetar os processos

dependentes de voltagem do canal (Hanck e Sheets, 1992; Hille, 1992; Zhang et al., 1999).

1.1.2 - O poro condutor

Os quatro dominios provavelmente se agrupam formando uma estrutura cilindrica
com um poro aquoso central, como demonstrado por Sato et al. em 2001, quando
determinaram a estrutura tri-dimensional do canal de sodio através de microscopia crio
eletronica e reconstrucdo de imagens. Os segmentos que formam as paredes do poro foram
identificados através de marcagdo com tetrodotoxina ou saxitoxina, bloqueadores
especificos que se ligam ao poro externo e parte do filtro de seletividade do canal de sddio.
Em 1989 Noda et al. mostraram que o glutamato 382, situado na porg¢do intramembranosa
da al¢a (denominada alga P ou segmento SS1-SS2) que conecta os segmentos S5 e S6 do
dominio I, ¢ um residuo essencial a ligacdo da tetrodotoxina e da saxitoxina. Residuos em
posicdes analogas nos outros trés dominios se associam a esse glutamato formando o poro
externo do canal. Um anel mais interno formado pelos residuos DEKA dos dominios I-IV
constitui o filtro de seletividade do canal de sddio, como demonstrado por Heinemann et al.

em 1992, quando tornaram o canal de sodio seletivo para calcio substituindo esses residuos



por glutamato (EEEE). A seletividade também depende, em parte, de fatores estéricos. A
influéncia do tamanho i6nico na permeabilidade indica que o canal possui um poro estreito,
pois fons que tém didmetro maior que 5 A sdo excluidos. O poro interno do canal foi
identificado através do bloqueio por anestésicos locais, substincias lipossoluveis cujos
sitios de ligagdo compreendem residuos de aminoacidos do segmento S6 do dominio IV

(Ragsdale et al., 1994).

I1.1.3 - Gating: A Ativag¢do

A ativagdo dos canais de sddio ¢ um processo dependente de voltagem, portanto
esses canais devem apresentar estruturas carregadas que se movem sob influéncia do campo
elétrico da membrana. Ao analisarem a sequéncia de aminoacidos do canal de sddio em
1984, Noda et al. observaram que os segmentos S4 dos dominios I, II, IIl e IV contém,
respectivamente, 4, 5, 6 e 8 argininas ou lisinas, situadas uma a cada trés aminoacidos. Em
1989 Stiihmer et al. mostraram que a neutralizag@o dos residuos basicos no segmento S4 do
dominio I reduzia progressivamente a relacdo entre a abertura do canal e o potencial de
membrana. Em outras palavras, diminuia a dependéncia de voltagem do chamado gating do
canal, o que foi observado posteriormente também para os segmentos S4 dos outros
dominios. Os segmentos S4 sdo entdo responsaveis pela sensibilidade a voltagem do canal.
Acredita-se que a despolarizagdo proporciona um movimento em espiral dos segmentos S4,
acompanhado pelo movimento global de cargas positivas para o lado extracelular da
membrana, levando & abertura do canal e a condugdo de fons Na' através do poro. Esse
movimento de cargas gera uma corrente, denominada corrente de gating. As correntes de
gating, medidas primeiramente em 1973 por Armstrong e Bezanilla e por Keynes e Rojas,
precedem as correntes i0nicas geradas pelo fluxo de fons através do poro, sendo menores
que essas Ultimas.

Ainda ndo existe um consenso em relagdo ao tipo e a extensdo do movimento dos
segmentos S4, mas indicios experimentais levam a crer que ndo sdo necessarios
movimentos muito grandes para promover a abertura do canal. Em experimentos onde os
residuos positivos foram substituidos por residuos de cisteina, o movimento foi relacionado

a reagdo entre os residuos de cisteina e reagentes externos e internos (Yang e Horn, 1995;



Yang et al., 1996). Observou-se que, com a despolarizacdo, as cisteinas reagiam mais com
reagentes externos que internos, sendo que o niimero de residuos expostos a rea¢do sugeria
grandes movimentos, principalmente do segmento S4 do dominio IV. No entanto, se a
espessura da membrana for menor na regido dos segmentos S4, pequenos movimentos
poderiam levar a uma grande exposicdo dos residuos de cisteina. De fato, Sato et al. em
2001 observaram a presenca de quatro “poros” transmembrana periféricos na estrutura tri-
dimensional do canal, por onde os segmentos S4 poderiam se mover durante o gating.

O gating dos canais de sodio pode ser afetado pela presenga de fons Ca™" no meio
externo, que estabiliza o estado de repouso dos canais por alterar o campo elétrico na
interface da membrana. A despolariza¢do necessaria para promover a abertura dos canais €
proporcional a quantidade externa de Ca™, portanto altas concentragdes desse ion levam,
em ultima instdncia, a uma diminui¢do na excitabilidade celular (Frankenhaeuser e
Hodgkin, 1957). O Ca*" pode bloquear os canais de sédio em potenciais de membrana
negativos, e esse efeito parece estar relacionado com o papel desse ion no gating dos canais

de sodio (Armstrong e Cota, 1991).
1.1.4 - A Inativagdo

Apds a abertura, que dura cerca de 1 ms, os canais de sddio se convertem
espontaneamente a um estado inativado ndo condutor. Esses canais apresentam dois tipos
de inativagdo: uma rapida e uma lenta, que sdo cinética e funcionalmente independentes
(Cummins e Sigworth, 1996). Durante despolarizagdes prolongadas o canal entra no
processo de inativagdo lenta, do qual se recupera muito lentamente (Almers et al., 1983). A
inativagdo rapida ocorre imediatamente apos a abertura do canal, que leva poucos
milissegundos para voltar ao repouso. O processo de inativagdo lenta parece envolver
mudangas conformacionais complexas na proteina do canal, ndo sendo objeto de estudo
deste trabalho.

Em 1981 Armstrong observou que a aplicag@o intracelular de proteases removia a
inativacdo, indicando que as estruturas responsaveis por esse processo estdo localizadas na
face intracelular do canal. Em 1989 Stithmer et al., ao estudarem os efeitos da dele¢do ou

da clivagem de porcdes citoplasmaticas do canal, observaram que a clivagem da alga que



conecta os dominios IIl e IV retardava a inativagdo. A ligagdo de anticorpos nessa alga
inibe a inativagdo, inibi¢do esta que ¢ diminuida quando, apds uma despolarizagio, o sitio
de ligagdo para esses anticorpos se torna menos acessivel (Vassilev et al., 1988, 1989). Essa
alca € rica em residuos positivamente carregados, que, apesar de afetarem a cinética da
inativacdo, ndo sdo fundamentais para o desenvolvimento do processo (Moorman et al.,
1990; Patton et al., 1992). Em 1992 West et al. mostraram que um motivo hidrofébico
formado pelos aminoacidos isoleucina, fenilalanina e metionina nas posi¢des 1488 a 1490
era responsavel pela inativacdo de canais de sodio de cérebro de rato, que era removida
quando esses residuos, especialmente a fenilalanina, eram substituidos por glutamina. Esse
motivo, denominado IFM ou particula de inativagdo, funciona entdo como um bloqueador
que se liga a porg¢do interna do canal, obstruindo o poro (Catterall, 2000). Em 1994 Eaholtz
et al. mostraram que a aplicagdo de peptideos contendo o motivo IFM restaurava a
inativacdo de canais com a particula de inativagdo mutada, o que foi consistente com a
funcdo atribuida a esse motivo.

A particula de inativacdo bloqueia o poro através da interacdo com residuos
hidrofobicos nas porg¢des intracelulares do segmento S6 do dominio IV (McPhee et al.,
1995) e nas algas que conectam os segmentos S4 e S5 dos dominios III e IV (Smith e
Goldin, 1997; Lerche et al., 1997; Filatov et al., 1998; McPhee et al., 1998; Tang et al.,
1998). Esses residuos provavelmente formam um receptor para a particula de inativagéo
(Catterall, 2000). A estabilidade do estado inativado é determinada pela for¢a da interagéo
entre a particula de inativagdo e seu receptor, que por sua vez € determinada pela
hidrofobicidade do residuo na posi¢do 1489, como demonstrado por Kellenberger et al. em
1997 ao estudarem o efeito de mutagdes no IFM.

Diferente isoformas de canais de sodio podem apresentar propriedades cinéticas
distintas quanto a inativagdo. Curiosamente essas propriedades ndo sdo transferidas de uma
isoforma para outra com a transferéncia da alga de inativagdo, indicando que outras
estruturas do canal devem determinar essas propriedades (Hartmann et al., 1994).
Mantegazza et al. mostraram em 2001 que o segmento C terminal € responsavel pela
inativagdo mais rapida de canais Nayl.2a, uma isoforma presente no cérebro, em relagdo a
canais Nay1.5 cardiacos, influenciando também a dependéncia de voltagem da inativagio.

O segmento C terminal pode estar modulando a inativacdo através de interagdes com a
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particula de inativagdo ou com o seu receptor, ou através de modificagdes alostéricas

envolvendo outras porgdes do canal.

L.1.5 - O Acoplamento entre a Ativagdo e a Inativagdo

Inicialmente assumia-se que a inativag@o rapida possuia sua propria dependéncia de
voltagem, sendo independente do processo de ativagdo (Hodgkin e Huxley, 1952). No
entanto, evidéncias sugerem que esses processos sdo acoplados, o que significa que a
inativag@o ndo precisa apresentar dependéncia intrinseca de voltagem (Goldman e Schauf,
1972). Armstrong e Bezanilla observaram em 1977 que ndo havia correntes de gating
correspondentes a inativagdo. Para explicar isso propuseram que a inativagdo depende do
potencial de membrana por estar acoplada a ativagdo, um processo dependente de
voltagem. Essa proposi¢do foi confirmada por outros autores (Patlak, 1991). Eventualmente
os canais de sodio podem inativar sem passar pelo processo de ativacdo (Vandenberg e
Horn, 1984), sugerindo que apenas a mudanga conformacional que permite a exposi¢do do
receptor para a particula de inativacdo ndo € suficiente para promover a abertura do canal.
Em 1981 Armstrong propés um modelo, denominado “pé-na-porta”, para explicar o
acoplamento entre a ativagdo e a inativagdo. Segundo esse modelo, as estruturas
responsaveis pela ativagdo ficariam impedidas de retornar a posi¢ao de repouso devido a
um impedimento causado pela ligag@o da particula de inativagdo, que estaria exercendo um
efeito de pé-na-porta. Dessa forma as correntes de gating correspondentes a desativagdo do
canal, ou seja, a passagem para o estado fechado, ndo seriam observadas. De fato a
inativagdo causa uma imobilizagdo nas cargas de gating, o que comprova a veracidade do
modelo.

E bastante razoavel admitir que os sensores de voltagem do canal estejam
envolvidos no acoplamento entre a ativagdo e a inativagdo. E, de fato, mutacdes dos
residuos carregados situados na porgdo mais extracelular do segmento S4 do dominio IV
afetam seletivamente a inativagdo (Chen et al., 1996). Os processos de ativagdo e inativagdo
podem ser desacoplados através da ligagdo de toxinas do tipo o (ver se¢do 1.2.4), cujo sitio
de ligagdo compreende, em parte, a porgdo extracelular do segmento S4 do dominio IV

(Rogers et al., 1996; Sheets et al., 1999), o que constitui mais uma evidéncia do papel desse



segmento na inativacdo do canal de sddio. Contudo os mecanismos moleculares do

acoplamento ainda permanecem obscuros.

1.1.6 - A Corrente de Sodio

Em sintese, o canal de sodio transita por diferentes estados conformacionais
dependendo do potencial de membrana. Durante o repouso se encontra em um estado
fechado néo condutor. Com a despolarizag@o ele transita rapidamente por um estado aberto
condutor, passando espontaneamente para um estado inativado ndo condutor. Essa é
obviamente uma visdo simplificada do funcionamento do canal, que pode apresentar
diversos estados fechados e inativados, cineticamente distintos.

O fluxo de sdédio através do poro durante o estado aberto gera uma corrente, cujo
sentido (entrada ou saida da célula) depende do equilibrio eletroquimico. O decaimento das
correntes de sodio, que se deve a inativagdo do canal, ocorre de um modo exponencial. Em
1984 Vandenberg e Horn mostraram que esse decaimento, em células GH3, se ajusta com
uma Unica exponencial, com uma constante de tempo em torno de 3 ms em um potencial de
0 mV e na temperatura de ?.

O advento da técnica de patch clamp (ver secdo 111.5) tornou possivel o registro das
correntes idnicas e posteriormente das correntes de gating, que permitem, mesmo sem o
conhecimento exato da estrutura terciaria do canal, deduzir, a0 menos em parte, 0s

mecanismos que conferem as caracteristicas fisiologicas dos canais de sodio.



I.2 - Toxinas que atuam em Canais de Sodio

1.2.1 - Sitios para a Liga¢do de Toxinas em Canais de Sodio

O papel crucial dos canais de sodio no desenvolvimento do potencial de agéo, e,
consequentemente no desempenho das fung¢des dos tecidos muscular e nervoso, os torna um
bom alvo para toxinas produzidas por animais ou plantas. Até o momento foram descritos
seis sitios de ligagdo para toxinas no canal de sddio. Cada sitio € especifico para a ligacdo
de um determinado grupo de toxinas, e toxinas que se ligam a sitios diferentes néo
competem entre si na ligagdo. No entanto, algumas podem alterar alostericamente outros
sitios (Catterall, 1992; Cestele e Catterall, 2000).

Ao sitio 1, que compreende a por¢do N-terminal do segmento S6 de cada um dos
quatro dominios (Noda et al., 1989; Terlau et al., 1991), se ligam as toxinas que bloqueiam
o poro do canal, como as ja mencionadas tetrodotoxina e saxitoxina e também as p-
conotoxinas. A tetrodotoxina € isolada principalmente dos orgéos internos do peixe Fugu
(Fuhrman, 1967), a saxitoxina extraida principalmente do dinoflagelado marinho
Gonyaulax catenella (Schantz et al., 1986) e a p-conotoxinas do veneno do Conus
geographus (Cruz et al., 1985; Sato et al., 1983).

Ao sitio 2, situado na por¢do transmembrana do segmento S6 do dominio I (Trainer
et al., 1996), se ligam alcaldides como a batracotoxina, extraida da rd colombiana
Phyllobates aurotaenia, a veratridina, extraida de plantas da familia das Liliaceas, e a
aconitina, extraida da planta Acotinum napellus. A ligagdo de toxinas ao sitio 2 resulta em
uma ativagdo persistente, causada pela inibi¢do da inativacdo e pelo deslocamento da
ativacdo para potenciais mais negativos.

Ao sitio 3, que compreende parte da por¢do extracelular do segmento S4 do
dominio IV, se ligam as toxinas de anémona, as chamadas toxinas do tipo o de escorpido e
algumas toxinas de aranha. Essas toxinas, cuja ligagdo ¢ dependente de voltagem, inibem a
inativagdo dos canais de sddio (De Lima e Martin-Eauclaire, 1995). As toxinas do tipo o e
seu sitio de ligagdo serdo discutidos com mais detalhes na secdo referente as interagdes
entre o canal de sddio e a tityustoxina, utilizada como ferramenta para se estudar os canais

de sodio neste trabalho.
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Ao sitio 4, que compreende a alga que conecta os segmentos S3 e S4 do dominio II,
se ligam as toxinas do tipo B de escorpido. Propde-se que a ligagdo dessas toxinas imobiliza
o segmento S4 do dominio Il na posicdo ativada, deslocando a dependéncia de voltagem da
ativacdo dos canais de sodio para potenciais mais negativos (Cestele et al., 1998).

Ao sitio 5, que compreende a porg¢do transmembrana dos segmentos S6 do dominio
I e S5 do dominio 1V, se ligam as brevetoxinas e as ciguatoxinas, extraidas respectivamente
dos dinoflagelados Ptychodiscus brevis e Gambierdicus toxicus. Essas toxinas modificam
os canais de forma semelhante as toxinas que se ligam ao sitio 2, inibindo a inativacdo e
deslocando a ativagdo para potenciais mais negativos (Benoit et al., 1986; Huang et al.,
1984; Lombet et al., 1987).

E, finalmente, ao sitio 6 se liga a conotoxina-TxVIA isolada do gastropodo marinho
Conus textile. Ela se liga com alta afinidade em canais de sdédio de moluscos e sistema

nervoso de rato, inibindo a inativagdo de modo independente de voltagem.

1.2.2 — Toxinas de Escorpido

Os venenos de escorpido contém uma grande variedade de peptideos de baixo peso
molecular que sdo toxicos para varios organismos, inclusive o homem. Os canais i6nicos
sdo os principais alvos dessas toxinas, que constituem excelentes ferramentas para a
caracterizagdo funcional desses canais. As toxinas de escorpido que se ligam em canais de
sodio constituem uma familia de proteinas com cerca de 60 a 70 residuos de aminoécidos,
estabilizados por quatro pontes dissulfeto (De Lima e Martin-Eauclaire, 1995). Essas
toxinas apresentam aminoacidos positivamente carregados em sua estrutura, o que
provavelmente contribui para sua ligagdo a aminoacidos negativamente carregados
presentes na superficie do canal.

As toxinas de escorpido especificas para canais de sodio de mamiferos podem ser
divididas em o ou B-toxinas. O efeito basico atribuido a ambos os tipos de toxina consiste
na modificag¢do do gating dos canais de sodio (Possani et al., 1999). Entretanto, como ja
descrito anteriormente, esses dois grupos de toxinas se ligam em sitios diferentes no canal,

apresentando portanto efeitos farmacoldgicos bastante distintos. As a-toxinas se ligam ao



sitio 3 dos canais de sodio, inibindo a inativag@o, enquanto as B-toxinas se ligam ao sitio 4
e afetam a ativagdo.

O escorpido Tityus serrulatus é, dentre as espécies encontradas no Brasil, uma das
mais estudadas. Foram isolados trés componentes toxicos principais do veneno do T.
serrulatus: componentes y e I11-8, que apresentam efeitos caracteristicos de B-toxinas, e o
componente V-5, que apresenta efeitos caracteristicos de a-toxinas (Becerril et al., 1997).

Diferentes métodos para a purificacdo de toxinas tém sido usados ao longo dos
anos, o que, somado a uma nomenclatura bastante confusa e frequentemente a uma
incompleta caracterizacdo molecular, torna a classificagdo e a distingdo desses grupos de
toxinas uma tarefa 4rdua. Os componentes vy e I1I-8 podem também ser encontrados sob os
nomes de toxina VII e toxina II respectivamente, e o componente [V-5 sob os nomes de

toxina IV ou tityustoxina.
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1.2.3 — A Tityustoxina

O primeiro componente toxico isolado do veneno do escorpido 7. serrulatus foi a
entdo denominada tityustoxina (Gomez e Diniz, 1966). Foi também isolada por Coutinho
Netto em 1975, que a caracterizou como uma uUnica cadeia polipeptidica com cerca de 60
residuos de aminoacidos e peso molecular em torno de 7000 daltons. Ela induz a liberagéo
de acetilcolina em fatias de cortex cerebral de rato, efeito que se mostrou dependente da
presenga de fons Na* e Ca” externos, além de levar a um aumento na captagdo desses ions
nas fatias (Gomez et al., 1973, 1975). Um dos primeiros indicios de que o canal de sodio
seria o alvo da tityustoxina foi o fato de que seu efeito na captagdo era inibido por
tetrodotoxina, um bloqueador classico de canais de sddio. No entanto a ligacdo da
tityustoxina em canais de sddio ndo foi afetada pela aplicagdo de tetrodotoxina, o que ¢
explicado pelo fato de que essas toxinas se ligam em sitios distintos no canal. A
tityustoxina compete com a AaHII, uma o—toxina cléssica extraida do escorpido africano
Androctonus australis Hector, pelo seu sitio de ligagdo em canais de sodio, o sitio 3, o que
leva a classificacdo da tityustoxina como uma a-toxina (Barhanin et al., 1982; Martin-
Eauclaire et al., 1994). Estudos eletrofisiologicos mostraram que a tityustoxina aumenta a
permeabilidade ao sodio, despolarizando as membranas pré e pds-sinapticas de preparagdes
de nervo frénico de diafragma (Warnick et al., 1976). Os efeitos pds-sinapticos da
tityustoxina consistem em inibi¢do da inativagdo e no prolongamento da fase ativa da
contragdo muscular. Pré-sinapticamente ela despolariza o terminal nervoso facilitando a
liberagdo espontanea de neurotransmissores.

Quando a tityustoxina foi purificada em 1966, o Unico critério utilizado para
considera-la uma fragdo pura foi sua homogeneidade eletroforética em papel de acetato de
celulose. Apds ter sido utilizada nessas condigdes durante 26 anos, Arantes et al. em 1992
mostraram através de cromatografia de troca idnica que a fragdo correspondente a
tityustoxina era na verdade composta de uma mistura de peptideos. Entdo os efeitos
atribuidos a tityustoxina poderiam ser uma somatdria dos efeitos desses peptideos. Arantes
et al. consideram a tityustoxina como um dos peptideos da fragdo ‘tityustoxina’, descrita
em 1966 por Gomez e Diniz, sendo posteriormente considerada igual a TsIV-5 (Martin-

Eauclaire et al., 1994). Na realidade a TsIV-5 deve corresponder a tityustoxina, o peptideo,
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e ndo a ‘tityustoxina’, a mistura de peptideos. Becerril et al., em sua revisdo a respeito de
genes e toxinas do 7. serrulatus (1997), fizeram consideragdes bastante plausiveis a
respeito da confusdo que envolve, entre outros aspectos, a nomenclatura de toxinas: ‘The
incomplete characterization and the lack of uniformity in the nomenclature of toxins from
the venom of the scorpion T. serrulatus have motivated the appearance of a confusing
range of names and symbols to designate these toxins. It is necessary to persuade authors
in the field to avoid any more confusing names. If a new toxin is going to be reported, it
should actually be new and it should be named with a consistent name, giving cross-
reference to analogues described by other authors’. E necessério esclarecer que a toxina
utilizada neste trabalho, mesmo sendo chamada de tityustoxina, corresponde na verdade a
uma mistura de peptideos, como sera mostrado. Nos referiremos ao peptideo

correspondente a tityustoxina pura como TsIV-5.

1.2.4 — A Interacdo entre Toxinas tipo o e o Canal de Sodio

As toxinas do tipo o sdo peptideos que contém de 60 a 70 residuos de aminoacidos
ligados por quatro pontes dissulfeto, sendo classificadas de acordo com sua especificidade
para canais de sédio de mamiferos ou insetos, e pelas propriedades de ligacdo nos
mesmos(Cestele e Catterall, 2000). Toxinas tipo o especificas para mamiferos ou insetos se
ligam em sitios homdlogos mas ndo idénticos, ambos denominados sitio 3, nos canais de
sodio desses organismos.

Através da utilizagdo de derivados fotoreativos de toxinas do tipo a especificas para
mamiferos, verificou-se que o sitio 3 do canal de sédio de cérebro de rato compreende as
alcas entre os segmentos S5 e S6 dos dominios I e IV (Tejedor e Catterall, 1988). Residuos
de aminoacidos bésicos presentes na estrutura das toxinas tipo o sdo responsaveis pela
ligagdo com o canal e, através de mutagénese sitio dirigida, os residuos de aminoacidos do
canal envolvidos na interagdo foram identificados. Observou-se em canal de sodio de
cérebro de rato (rlla) que um residuo de glutamato na posi¢do 1613, na alga entre os
segmentos S3 e S4 do dominio IV, era crucial para a ligagdo da toxina (Rogers et al., 1996).

Posteriormente observou-se que residuos de aspartato nas isoformas de canal de sdédio

14



cardiaco e muscular, nas posi¢cdes 1612 e 1428 respectivamente, desempenhavam o mesmo
papel do glutamato 1613 do canal de sddio de cérebro de rato (Benzinger et al., 1998).

O principal efeito das toxinas do tipo o consiste na inibicdo da inativag@o, um
fenomeno causado pelo movimento da alga intracelular entre os dominios III e IV. Se as
toxinas, que ndo sdo capazes de passar pela membrana, ndo podem afetar diretamente este
movimento, entdo elas devem afeta-lo alostericamente, possivelmente alterando o
acoplamento entre a ativagdo e a inativag@o. De fato o segmento S4 do dominio IV, cuja
al¢ca extracelular faz parte do sitio 3, € uma estrutura importante no acoplamento entre a
ativagdo e a inativagdo.

A afinidade da ligagdo de toxinas do tipo o em canais de sodio de mamiferos ¢
dependente de voltagem, diminuindo em potenciais despolarizantes (Catterall, 1977;
Catterall et al., 1976; Couraud et al., 1978). Isso indica que a estrutura do sitio 3 ¢ afetada
pelo potencial de membrana. Em 2000 Chen et al., estudando a modulagdo de canais de
sodio de musculo esquelético (ul) por toxinas do tipo o isoladas do escorpido Leiurus
quinquestriatus, verificou que a dissociacdo dessas toxinas era dependente de voltagem.
Isso foi observado posteriormente também para isoformas de canais de sodio cardiaco e
neuronal (Chen et al., 2001; Gilles et al., 2001), e os resultados indicaram que a
dependéncia de voltagem da dissociagdo se devia exclusivamente a propriedades do canal,
sendo independente da toxina utilizada. Entretanto, os mecanismos responsaveis pela
dependéncia de voltagem da dissociagdo ndo s@o ainda muito claros.

O estudo das interagdes entre as toxinas e o canal de sddio pode portanto elucidar

aspectos importantes do funcionamento e da estrutura do canal.
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II - Objetivos

IL.1 - Objetivo Geral

Estudo dos efeitos da tityustoxina em canais de sodio de células GH3, visando-se
estabelecer o seu mecanismo de agdo.

I1.2 — Objetivos Especificos

e Estudo dos canais de sodio dependentes de voltagem presentes em células GH3 através
da medida direta de correntes de sédio;

e Caracterizagdo cinética da corrente de sddio;

e (Caracterizagdo e quantificagdo do efeito da tityustoxina em canais de sddio,
principalmente no que se refere as modificagdes causadas na inativagéo;

e Verificagdo da dependéncia de voltagem da dissociago da tityustoxina do seu sitio de
ligagdo em canais de sodio;

e Estudo do efeito de variagdes de temperatura na dependéncia de voltagem da
dissociagdo da tityustoxina.



II1 - Materiais e Métodos

II1.1 - Cultivo celular

Foram utilizadas células GH3, linhagem proveniente de tumor da pituitaria anterior
de rato e obtida da American Type Culture Colection (ATCC). As células foram cultivadas
em garrafas de 250 ml, mantidas em meio de cultura do tipo DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium, SIGMA), sendo incubadas a 37°C com atmosfera de 5% de CO,. O meio
era suplementado com bicarbonato de soédio 3,7 g/L, 10% de soro fetal bovino
(CULTILAB) e 1% de solugdo penicilina/streptomicina (GIBCO), sendo esterilizado
através de filtragem. Quando comegavam a atingir confluéncia, as células eram repicadas,
sendo removidas através do tratamento com solugdo de tripsina 0,1%, e transferidas para

placas de Petri em laminulas de vidro para a realizagdo dos experimentos.

II1.2 - Solucoes

II1.2.1 - Solugées para registro de correntes de entrada de Na':
Solugdo do banho (em mM):
NaCl 140
CsCl 5.4
CaCl> 1,8
glicose 5
HEPES 10
pH igual a 7,4 ajustado com NaOH.

Solugéo interna (em mM):

CsF 100

TEACI 40 (cloreto de tetraetilamonio
EGTA S

HEPES 10

pH igual a 7,2 ajustado com CsOH.
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IIL.2.2 - Solugées para registro de correntes de saida de Na' (gradiente invertido):
Solugéo do banho (em mM):
ChoCl 140 (cloreto de colina)*
CsCl1 5,4
CaCl, 1,8
glicose 5
HEPES 10
pH igual a 7.4 ajustado com CsOH
*Em alguns experimentos foi feita restitui¢do parcial (20 ou 40 mM) e equimolar

por NaCl.

Solug¢do interna (em mM):

NaCl 130

EGTA S

HEPES 10

pH igual a 7,2 ajustado com NaOH.

111.3 - Anadlise, diluicdo e perfusdo da Tityustoxina

Os experimentos foram realizados com dois lotes (I e II) de tityustoxina
(gentilmente cedidos pelo Prof. Tasso Moraes Santos). Os experimentos eram realizados
utilizando-se inicialmente 14 pg/ml de tityustoxina (lote I), que era diluida em solugdo
externa contendo 50 pg/ml de Citocromo C (SIGMA), para prevenir a adsor¢do da toxina.
O Citocromo C ndo apresenta nenhum efeito sobre as correntes de Na'. Posteriormente
variou-se a concentrag@o de tityustoxina (lote II) para a realizagdo de experimentos dose-
resposta, sendo utilizada nas concentra¢des 0,07 pg/ml, 0,21 pg/ml, 0,7 pg/ml, 3,5 pg/ml, 7
pg/ml e 70 pg/ml, sendo esta tltima a concentragdo utilizada na maioria dos experimentos.

A tityustoxina era perfundida no banho através de um sistema de microperfusdo
concebido e construido por nos para a realizagdo deste projeto. O sistema consiste na
perfusdo, por cerca de 1 segundo, de uma célula selecionada. A solugdo de perfusdo,
contendo a toxina, fica contida em uma micropipeta de borossilicato cuja ponta, medindo

cerca de 80 uM de diametro, fica proxima a célula. A perfusdo se faz por pressdo ajustavel
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de uma coluna de agua, construida a partir de uma pipeta de vidro de 2 ml. O controle de
perfusio ¢ feito acionando-se uma valvula solendide, o que permite a utilizagdo de volumes
pequenos (cerca de 30 pl) de solugdo contendo toxina. A perfusdo era testada através da
utilizagdo de uma solu¢do onde o NaCl era substituido por cloreto de colina. O
desaparecimento da corrente de sodio durante a perfusdo servia de controle da sua eficacia.
Esse sistema € adequado para o estudo da tityustoxina, que se liga firmemente ao seu alvo,
fazendo com que seu efeito permanega mesmo muito tempo ap6s o término da perfuséo, e

permitindo o uso de quantidades muito pequenas da toxina.

111.4 - Espectrometria de Massa

Amostras dos lotes de tityustoxina foram submetidas a espectrometria de massa para
a verificagdo da composicdo do material, e as analises mostraram que os lotes eram
compostos de varios peptideos. O espectro de massa representado abaixo € um exemplo do
que foi observado. As espectrometrias de massa foram gentilmente realizadas pelos

Professores Mario Palma e Carlos Bloch Jr.
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Um dos picos obtidos neste espectro corresponde & massa da TsIV-5, cuja presenga na

mistura foi confirmada por experimentos eletrofisiologicos, descritos adiante.

1IL5 - Eletrofisiologia

As correntes eram registradas através da técnica de patch-clamp na modalidade
whole-cell. Uma vedagao de alta resisténcia (selo > 1 GQ) é formada entre a micropipeta de
patch, conectada a um eletrodo de Ag/AgCl, e a membrana citoplasmatica, que € entdo
rompida através de pressdo negativa. Dessa forma, ha uma continuidade fisica e elétrica
entre a solugdo contida na micropipeta (solugéo interna) e o citoplasma. As micropipetas,
cujas resisténcias variavam em torno de 2,5 MQ, foram confeccionadas em vidro comum
neutro, através de um estirador vertical de duas etapas (Narishige, modelo PP-83). A
resisténcia em série era compensada em 50% para minimizar os erros de voltagem nos
registros. As correntes eram filtradas em 5 kHz e registradas com uma frequéncia de
amostragem de 10 kHz a cada 2 segundos. A aquisicdo dos dados foi feita através do
programa PClamp 6, que controla o amplificador de patch-clamp Axopatch 200B (Axon
Instruments) durante os experimentos, que foram monitorados através de um microscopio

invertido Nikon montado sobre uma mesa antivibratoria.

I11.5.1 — Temperatura do Banho

A temperatura do banho era medida através de um termometro digital (PSLB) e
controlada através de um dispositivo (célula) Peltier ligado a um gerador de corrente
(SINCLER SPS 2520.A). O peltier era conectado a saida da perfusdo continua, podendo
resfriar ou aquecer a solucdo de acordo com a polaridade da corrente aplicada. A maioria
dos experimentos era realizada em temperatura ambiente (temperatura do banho de 24-

26°C), sendo posteriormente mantida em 20 ou 30°C.

I11.5.2 - Protocolos
Em todos os protocolos utilizados as células eram mantidas em um potencial de —80
mV (holding). Antes do pulso teste, em geral 0 mV por 40 ms, era aplicado um pré-pulso

hiperpolarizante de —100 mV por 80 ms, suficiente para a remogao total da inativagéo.
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Relacdo Corrente-Voltagem

A relagdo corrente x voltagem (I x V), que informa o estado conformacional do
canal (aberto/fechado) dependendo do potencial aplicado, era feita aplicando-se potenciais
que variavam de —80 a +90 mV por 40 ms. O pico das correntes (I) era medido durante a
aplicag@o de cada potencial e entdo colocado como uma fungéo da voltagem (V).

A dependéncia de voltagem das correntes foi observada através da equag@o:
(D V) =[8mag - (Vin = Vee)] / {1 +exp [(Vir2- Vi) / K]}

Onde I ¢ a amplitude da corrente, g max) € a condutdncia maxima ao ion em questao,
Vm € 0 potencial de membrana, V.., € 0 potencial de reversdo da corrente, V2 € o potencial

que ativa 50 % da condutancia maxima e k € o fator de inclinagéo.

Relacdo Condutincia-Voltagem

A condutancia ao sodio em cada potencial foi calculada com base no pico da
corrente em cada potencial dividida pela diferenga entre o potencial e o potencial de
reversdo (obtido na equagdo 1). A condutancia era entdo dividida pela condutdncia maxima,
cujo valor era obtido através do ajuste da relagdo corrente-voltagem com a equagdo 1.
Obtém-se entdo uma relacdo entre a condutdncia e a voltagem, através da curva da
condutancia dividida pela condutancia maxima (g/g(max)) em fungéo da voltagem.

A dependéncia de voltagem da ativagdo da corrente foi observada através do ajuste
da curva com uma fun¢do de Boltzmann:
@) gamax) (V)= 1/(1+exp((Ve-V)ke))

Onde V € o potencial aplicado, V, é o potencial no qual 50% dos canais estdo

ativados e kg o fator de inclinagdo.

Inativacdo do estado estaciondrio

Para a inativag@o do estado estacionario, processo no qual o canal sofre inativagédo
sem passar pelo estado aberto, o pré-pulso era substituido por pulsos condicionantes de 100
ms variando de —120 a 0 mV, que eram aplicados antes do pulso teste. As correntes
resultantes eram normalizadas pela corrente maxima observada (I/l méx).

A dependéncia de voltagem do estado estaciondrio da inativacdo foi observada

através de uma fungdo de Boltzmann:
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(3) II'max (V)=a+ b/(1+exp((V-Vh)/kh))
Onde a € o offset, b é a amplitude maxima da relagdo I/Iméx (1-a), V € o potencial

aplicado, Vh é o potencial que inativa 50% dos canais e kh o fator de inclinagéo.

Cinética e Grau da Inativacao

A cinética e o grau da inativacdo, bem como a extensdo do efeito da tityustoxina,
eram quantificados pelo ajuste do decaimento das correntes, obtido através das equagdes:
4) It)=a.exp(-t/tl)+c
&) It)=[a.exp(-t/tl)]+[b.exp(-t/12)]+¢c

Onde a e b sdo fatores de amplitude dos componentes rapido e lento,
respectivamente, t1 e 12 s@o as constantes de tempo do decaimento, t o tempo a partir do
pico da corrente e ¢ o componente de amplitude da corrente ndo inativante.

A quantificag@o do efeito da tityustoxina nas correntes era feita através do célculo
da contribui¢do do componente lento do decaimento, dado pelo fator de amplitude b da
equagdo 4. Para isso tl e 12 eram fixados de acordo com a média de um experimento
representativo de cada dia, para se minimizar o efeito de variagdes geradas nos ajustes
individuais. Os critérios para a escolha dos registros representativos eram baseados na
qualidade do experimento, especialmente no que diz respeito a resisténcia do selo, a

amplitude da corrente e a extensdo do efeito da toxina.

Dissociagio da Tityustoxina

No intuito de se observar a dependéncia de voltagem da dissociagdo da tityustoxina
de seu sitio de liga¢do, pulsos despolarizantes de 5, 20 ou 80 ms de duracdo variando de
+60 a +200 mV, eram aplicados imediatamente apds o pulso teste.

O grau de dissociag@o era observado através do grau de permanéncia do efeito da

tityustoxina, quantificado pelas fun¢des exponenciais ja descritas.
Analise dos Dados

A andlise estatistica foi feita através do teste t de Student (p<0,05), utilizando-se o

software Sigma Plot para confecgdo de graficos e ajustes, através das equagdes citadas.
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IV — Resultados

1IV.1 — Correntes de Entrada de Sodio em células GH3

A presenca de canais de sédio dependentes de voltagem em células GH3 foi
confirmada através da medida direta de correntes macroscopicas de entrada de sddio,
aplicando-se o protocolo ilustrado na figura 1A. A figura 1B mostra a sobreposi¢do dos
registros obtidos em cada potencial, medidos na temperatura ambiente. A dependéncia de
voltagem das correntes foi confirmada através da relagdo corrente-voltagem (I x V),
representada na figura 1C. Para a composi¢do da figura foi calculada a densidade de
corrente, na qual a amplitude das correntes ¢ dividida pela capacitancia de cada célula, ou
seja, leva-se em conta a area de membrana plasmatica das células utilizadas, que é
proporcional a capacitdncia. A curva mostra que a densidade de corrente varia com o
potencial, confirmando a dependéncia de voltagem das correntes de sddio nessas células,
como o esperado. Observa-se que os canais comegam a ativar em torno de —30 mV,
atingindo um pico de corrente em torno de 0 mV. O ajuste da relagdo I x V com a equagdo
1 indica o potencial onde ocorre a reversdo da corrente, pardmetro que caracteriza o ion
carreador dessa corrente, bem como a condutancia méaxima para esse ion. Estes e os demais
parametros obtidos através do ajuste estdo mostrados na tabela 1.

Para se estudar a ativacdo dos canais de sodio, que é um processo dependente de
voltagem, observou-se a variagdo da condutdncia em fungdo de cada potencial aplicado,
como mostra a relagdo condutancia-voltagem representada na figura 2. Para a obten¢@o dos
pontos, a condutancia em cada potencial ¢ dividida pela condutancia maxima, calculada a
partir do ajuste da relacdo corrente-voltagem com a equag@o 1. A dependéncia de voltagem
da ativagdo da corrente, quantificada através do ajuste da curva com a equagdo 2, é bastante
acentuada, dado que pequenas variagdes de potencial causam grandes variagdes na
condutancia em potenciais proximos a —20 mV. Os parametros obtidos através do ajuste
estdo mostrados na tabela 2.

A relag@o | x V (figura 1) mostrou que a corrente maxima foi obtida em 0 mV. Por
este motivo esse potencial foi escolhido para o estudo cinético das correntes. A figura 3

mostra um registro representativo de uma corrente de entrada de sédio (negativa, por
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convencdo) obtido na temperatura ambiente. Observa-se que, apds o pico, a corrente decai
rapidamente, sendo que este decaimento reflete o processo da inativagdo rapida. O método
escolhido para o estudo da inativag@o foi entdo o ajuste exponencial do decaimento da
corrente. Os melhores ajustes foram obtidos com duas exponenciais (equagdo 5), com uma
constante de tempo rapida e uma constante de tempo lenta, cuja contribui¢do €, no entanto,
muito pequena. Os pardmetros obtidos através do ajuste estdo mostrados na tabela 3.
Mesmo néo apresentando dependéncia intrinseca de voltagem, a inativagdo varia em
fungdo do potencial por estar acoplada a ativagdo. O estudo da dependéncia de voltagem da
inativagdo se faz através do estado estacionario da inativagdo, que verifica a corrente
remanescente apos a aplicagdo de um pré-pulso de potencial variado, como mostrado no
protocolo da figura 4A. A corrente remanescente € entdo normalizada pela corrente maxima
e observada em fungdo do potencial do pré-pulso, como mostrado na figura 4B. Observa-se
que com a aplicagdo de pré-pulsos hiperpolarizantes a corrente registrada ¢ maxima,
diminuindo com a aplicagdo de pré-pulsos despolarizantes. A dependéncia de voltagem foi
quantificada através do ajuste da curva com a equagdo 3, e os pardmetros obtidos estdo

mostrados na tabela 2.
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Figura 1 — Correntes de Entrada de Sédio em Células GH3

A) Protocolo de voltagem utilizado para se registrar as correntes de sddio. As células eram
mantidas em um potencial de —80 mV, e, ap6s a aplicagio de um pré-pulso hiperpolarizante
de —100 mV por 100 ms, eram despolarizadas durante 40 ms para potenciais que variavam

e,

de —80 a +90 mV. B) Familia de registros superpostos representativos das correntes de

Q.
Q

entrada de sédio registradas em temperatura ambiente, obtidas com a aplicagdo
protocolo acima. A relagio corrente-voltagem para essas correntes esta representada na

figura 1C. A ordenada expressa a densidade de corrente (em pA/pF), ou seja, a corrente

méxima registrada em cada potencial (pA) dividida pela capacitincia de cada célula (pF).

Os simbolos vazados sio os valores obtidos experimentalmente (média + SEM, n=11) ea

&

linha continua representa o melhor ajuste obtido com a equagdo 1. Os parametros
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Figura 2- Dependéncia de Voltagem da Ativacao das Correntes de Sédio

A relagdo entre a condutancia e a voltagem foi obtida através do célculo da condutdncia ao
sédio (g) no pico da corrente obtida em diferentes potenciais, calculada através da relagdo
g= Iy/(V-V,), onde Iy corresponde a corrente registrada em cada potencial, V € o potencial
e Viev 0 potencial de reversdo, dividida pela condutancia maxima (g/g(max)), em fungéo da
voltagem (mV). Os simbolos vazados representam os pontos experimentais (média = SEM,
n=10) e a linha continua representa o ajuste obtido através da aplicagdo da equagdo 2, cujos

parametros estdo mostrados na tabela 2.
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Figura 3 — O Curso Temporal do Decaimento da Corrente de Sédio

Registros de correntes de sodio foram obtidos com a aplicag@o de pulsos de 40 ms para 0
mV. A linha pontilhada mostra um registro representativo da corrente de sédio. O melhor
ajuste (linha continua) para o decaimento desta corrente foi obtido com duas exponenciais,
com uma constante de tempo rapida e uma lenta (t1=0,61 e 12=29,6 ms). No entanto a

contribui¢do do componente lento no decaimento foi de apenas 6,95 % do total.
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Figura 4 — Dependéncia de Voltagem da Inativacao do Estado Estacionario

A) Protocolo utilizado para a obteng@o da curva de inativag@o do estado estacionario. Apds
a aplicagdo de um pré pulso que variava de —120 a 0 mV durante 100 ms, media-se a
corrente remanescente em 0 mV durante 40 ms. B) Corrente normalizada pela corrente
maxima (I/l méx) em fungdo do potencial do pré-pulso. Os valores obtidos (simbolos
vazados) foram ajustados com a equag@o 3 e os parametros resultantes do ajuste (mostrado

na curva continua) estdo agrupados na tabela 2.
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1V.2 — Efeito da Tityustoxina nas Correntes de Entrada de Sodio

Caracterizada entdo a corrente de sddio em condigdes controle, partiu-se para o
estudo dos efeitos da tityustoxina nessas correntes. Os experimentos eram realizados
inicialmente com uma concentragfo final de tityustoxina de 14 pg/ml. No entanto, o efeito
observado com a aplicacdo desta quantidade de material nem sempre era suficiente para
uma analise confidvel dos resultados. Entdo na maioria dos experimentos a concentragdo de
tityustoxina foi elevada a 70 pg/ml, uma vez que desejava-se um efeito saturante. Dados a
utiliza¢do de diferentes concentra¢des, bem como de dois lotes distintos de tityustoxina, as
especificacdes necessarias sobre o material serdo apresentadas em cada experimento
realizado.

Uma visdo geral dos efeitos da tityustoxina foi obtida comparando-se as relagdes I x
V na auséncia e na presenca da toxina, como mostrado na figura 5. Observa-se que com a
aplicag¢@o da toxina ocorre um aumento no pico da corrente, que permanece em torno de 0
mV. Na presenca da toxina as correntes comecam a ativar em potenciais bem mais
negativos, o que ndo condiz com os efeitos atribuidos as toxinas do tipo o, como sera
discutido posteriormente. Ambas as curvas foram ajustadas com a equagdo 1, sendo que
para o ajuste da curva na presenca da tityustoxina foram descartados os pontos obtidos de —
80 a—35 mV, no intuito de analisar apenas o que se conhece como efeito a (ver Discussio).
Através dos ajustes, cujos parametros estdo mostrados na tabela 1, observa-se que a
presenca da toxina ndo altera a seletividade do canal, dado que o potencial de reversdo nio
foi modificado nessas condi¢des. A condutdncia maxima ao sodio também ndo €
modificada pela presenga da toxina. O efeito da tityustoxina na dependéncia de voltagem da
ativagdo foi entdo verificado, através da comparagdo das curvas de condutancia, mostradas
na figura 6. Através do ajuste das curvas com a equagdo 2, cujos parametros estdo
mostrados na tabela 2, observou-se que a dependéncia de voltagem da ativacdo das
correntes, dada pela inclinagé@o das curvas, ndo foi alterada. O potencial no qual metade da
corrente esta ativada ndo foi significativamente alterado pela presenca da toxina, sendo que,
também para este ajuste, os pontos experimentais obtidos de —80 a —35 mV foram

desconsiderados, pelos motivos explicados acima.
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Dado que a tityustoxina ndo causou modifica¢des significativas no que diz respeito
a ativag@o das correntes de sddio, os efeitos na inativagdo foram entdo estudados. A figura
7 compara as correntes de sodio de registros representativos, obtidos da mesma célula,
mostrados a partir do pico, na auséncia e na presenga da tityustoxina. Observa-se que o
decaimento da corrente fica mais lento na presenga da toxina, que também leva a um
aumento no pico. A figura também mostra os melhores ajustes para o decaimento da
corrente que, em ambas as condi¢des experimentais, foram obtidos com duas exponenciais,
com uma constante de tempo rapida e uma lenta. Entretanto a contribui¢do do componente
lento no decaimento da corrente na presenga da toxina aumenta em relagdo ao seu
equivalente em condigdes controle. Curiosamente, além de diminuir a contribui¢do do
componente rapido no decaimento exponencial, a toxina aumentou significativamente o
valor da constante de tempo relativa a esse componente.

Caracterizado entdo um efeito bastante claro da tityustoxina na inativa¢do dos
canais de sodio, através da modificagdo do decaimento das correntes, os efeitos da toxina
da dependéncia de voltagem da inativagdo foram entdo analisados. A figura 8 compara as
curvas da inativagdo do estado estacionario na auséncia e na presencga da titysutoxina,
obtidas como descrito na figura 4. Observa-se que a toxina desloca a curva para potenciais
menos negativos. A figura também mostra os ajustes de ambas as curvas com equagdo 3, e
os parametros obtidos (tabela 2) indicam que a toxina diminui a dependéncia de voltagem
da inativacdo, e desloca o potencial no qual se obtém metade da corrente inativada p:zra
valores menos negativos. Verifica-se também que uma parcela significativa dos canais ('%)

resiste a inativagdo mesmo em potenciais tdo despolarizantes como 0 mV.
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Figura 5 — Efeito da Tityustoxina na Relacdo Corrente-Voltagem das correntes de
Sodio

O protocolo utilizado foi o mesmo descrito na figura 1A. Os simbolos vazados foram
obtidos nas condigdes controle e os cheios na presenga de 70 pg/ml de tityustoxina (lote II)
(média £ SEM, n=11). As linhas continuas mostram os ajustes obtidos com a equagdo 1,
cujos parametros estdo agrupados na tabela 1. Para o ajuste na presenga da tityustoxina ndo

foram consideradas as correntes obtidas em potenciais entre —80 € +35 mV.
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Figura 6 - Efeito da Tityustoxina na Dependéncia de Voltagem da Ativacao das
Correntes de Sédio

As relagdes condutancia-voltagem foram obtidas como descrito na figura 2. Os simbolos
vazados mostram a relacdo condutancia-voltagem na condi¢do controle (média £ SEM,
n=10), e os simbolos cheios na presenga de 70 pg/ml de tityustoxina (lote II) (média +
SEM, n=9). As curvas foram ajustadas com a equag@o 2 e as linhas pretas mostram os
melhores ajustes obtidos, cujos pardmetros estdo representados na tabela 2. Para o ajuste na

presenca da toxina foram desconsideradas as condutdncias nos potenciais —80 a —35 mV.
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Figura 7 — Efeito da Tityustoxina no Decaimento da Corrente de Sédio

As linhas pontilhadas mostram o decaimento de correntes de sédio (obtidas em 0 mV) na
auséncia e na presenga de tityustoxina. O melhor ajuste para a corrente controle foi obtido
com duas exponenciais (11=0,61 e 12=29,6 ms). Na presenga de 70 pg/ml de toxina (lote
II) o melhor ajuste foi obtido também com duas exponenciais (t1=2,50 e 12=7,14 ms).
Entretanto, nessas condig¢des, a contribui¢do do componente lento no decaimento foi de

59,3% do total. As linhas continuas representam os ajustes obtidos em ambas as condigdes.
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Figura 8 — Efeito da Tityustoxina na Dependéncia de Voltagem da Inativacio do

Estado Estacionario

As curvas de inativagdo do estado estacionario foram obtidas como descrito na figura 4. Os
simbolos vazados mostram as curvas obtidas no controle (média £ SEM, n=7) e os
simbolos cheios na presenga de 70 pg/ml de tityustoxina (lote II) (média £ SEM, n=7). As
curvas foram ajustadas com a equagdo 3 (linhas pretas), e os pardmetros resultantes estdo

mostrados na tabela 2.
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1V.3 — Relagdo Dose-Resposta da Tityustoxina

Os experimentos realizados até entdo mostraram que a tityustoxina exerce um efeito
nitido no decaimento da corrente de s6dio, aumentando a contribui¢do do componente lento
bem como modificando a constante de tempo rapida do decaimento. Experimentos dose-
resposta foram entdo realizados para se verificar o efeito de variagdes na concentra¢do de
toxina nas modifica¢des observadas anteriormente. As correntes de sodio foram medidas na
auséncia e na presenca de tityustoxina, em concentragdes que variaram de 0,07 a 70 pg/ml.
O decaimento das correntes, em todas as condigdes experimentais, foi ajustado com duas
exponenciais, € os parametros obtidos estdo mostrados na tabela 3.

Inicialmente o efeito de concentragdes crescentes de tityustoxina foi comparado no
que se refere a contribuicdo do componente lento do decaimento, como mostrado na figura
9. Observa-se que a contribuicdo aumenta com o aumento da concentracdo da toxina,
aproximando-se de uma saturagdo. Verificou-se entdo o efeito de concentragdes crescentes
da tityustoxina na constante de tempo rapida do decaimento, como mostrado na figura 10,
que compara os valores encontrados na presenca e na auséncia da toxina. Observa-se que
em concentracdes mais baixas da toxina a constante de tempo rapida é semelhante a sua

equivalente no controle, sendo modificada com o aumento da concentragéo.
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Figura 9 — Efeito da Tityustoxina na Contribuicio do Componente Lento do
Decaimento da Corrente de Sodio

A figura mostra o efeito da aplicagdo de concentra¢des crescentes de tityustoxina (lote II)
na contribuicdo do componente lento do decaimento das correntes de sddio (média = SEM).
Os asteriscos indicam existéncia de significancia estatistica, sempre em comparagdo ao

grupo 0,07 pg/ml.
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Figura 10 — Efeito da Tityustoxina na Constante de Tempo Rapida do Decaimento das
Correntes de Sodio

A figura compara a constante de tempo rapida do decaimento em condigdes controle
(barras cinza, média =+ SEM) e na presenca de concentragdes crescentes de tityustoxina
(barras pretas, média = SEM) (lote II). Os asteriscos indicam existéncia de significancia

estatistica entre as condigdes comparadas.



1V.4 — Efeito da Despolarizagcdo na Dissociac¢do da Tityustoxina do seu Sitio de Ligagdo

em Canais de Sodio

Sabe-se que a interag¢@o entre toxinas do tipo a e o canal de sodio se faz de modo
dependente de voltagem, e o efeito da despolarizagdo na associagdo e na dissociagdo dessas
toxinas tem sido estudado por varios pesquisadores. No entanto, as bases dessa dependéncia
de voltagem ainda ndo estdo totalmente esclarecidas. Dai o interesse de se estudar a
dependéncia de voltagem da intera¢do entre a tityustoxina, cujos efeitos na corrente de
sodio foram caracterizados até entdo, e o canal de sodio, especialmente no que diz respeito
a dissociagao.

Observou-se que durante a aplicagdo de protocolos como da figura 3, ou seja,
durante pulsos de 20 ms de duragdo para 0 mV, ndo havia dissociagdo significativa da
tityustoxina, como mostrado na figura 11, onde se observa que a contribuicdo do
componente lento permanece inalterada nessas condi¢des. Para testar se pulsos
despolarizantes mais fortes levariam a dissocia¢do da toxina, o protocolo ilustrado na figura
12A foi aplicado. Os resultados apresentados inicialmente se referem a 15 pulsos para +120
mV de 20 ms de duragdo. Posteriormente a quantidade, a magnitude e a duragdo dos pulsos
foram variadas, sendo os valores especificados em cada resultado apresentado. O registro
obtido com a aplica¢@o do primeiro pulso do protocolo foi tomado como controle, dado
que, se nenhuma despolarizagdo forte foi aplicada antes desse primeiro pulso, nenhuma
dissociag@o deve ser observada. A figura 12B mostra a sobreposi¢do dos registros obtidos
com a aplicagdo do 1° e do 15° pulso do protocolo acima descrito. Observa-se que o
decaimento da corrente volta a ser rapido apds os 15 pulsos despolarizantes, o que pode ser
confirmado através dos ajustes exponenciais, também representados na figura. A figura
12C mostra as contribuigdes dos componentes rapido e lento do decaimento em fungéo dos
pulsos despolarizantes aplicados. Observa-se que a contribui¢do do componente lento, que
representa, a0 menos em parte, a propor¢do da corrente modificada pela toxina, diminui a
medida que se aumenta o nimero de pulsos despolarizantes aplicados. A contribuigdo do
componente lento decai exponencialmente, e o ajuste desse decaimento com uma fungéo
exponencial simples (equagdo 4) define o nimero de pulsos necessarios para deslocar a

toxina de ‘e’ vezes.
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Mostrou-se entdo que a despolariza¢do a +120 mV desloca a toxina do seu sitio de
ligagd@o. Posteriormente foram realizados experimentos nos quais variou-se a magnitude do
pulso despolarizante, no intuito de se verificar a dependéncia de voltagem da dissociagdo.
A figura 13 mostra o efeito da aplicacdo de pulsos despolarizantes crescentes na
dissociacdo da toxina. Observa-se que o numero de pulsos necessarios a dissociacdo
diminui significativamente, em relagdo a pulsos de +100 mV, a medida que se aumenta a
magnitude do pulso despolarizante, sugerindo uma dissociagdo dependente de voltagem.
Até entdo os experimentos foram realizados com pulsos despolarizantes de 20 ms de
duragdo. Para verificar se a duragdo do pulso afeta a dissociag@o, pulsos de +120 mV com
S, 20 ou 80 ms de duracdo foram aplicados. A figura 14 mostra que o niimero de pulsos
necessarios a dissociagdo aumenta significativamente com a diminui¢do da dura¢do do
pulso. Entdo ndo apenas a magnitude, como também a duracdo do pulso, influi no grau de

dissociagdo causado pela despolarizagdo.

1V.5 — Efeito da Temperatura na Dissociagdo da Tityustoxina

Até entdo os experimentos foram realizados em temperatura ambiente, sendo que
nessas condi¢des a temperatura do banho variou entre 24 e 26°C. Para investigar a
dependéncia térmica da interacdo da tityustoxina com o canal de sddio, partiu-se para a
verificagdo dos efeitos de variagdes na temperatura nos graus de associagdo e dissociacdo
da, medidos através da modificagdo da velocidade da inativagdo. Os experimentos foram
entdo realizados com a temperatura do banho mantida em 20 e 30°C. A figura 15 mostra o
efeito da variagdo da temperatura na dissocia¢do da tityustoxina do seu sitio de ligag@o.
Observa-se que em temperaturas mais baixas o nimero de pulsos (no caso +120 mV
durante 20 ms) necessarios para remover a toxina aumenta significativamente, mostrando

que variagdes na temperatura afetam a dissociagdo dependente de voltagem da tityustoxina.
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Figura 11 — Efeito da Aplicacio do Pulso Teste para 0 mV na Dissocia¢io da
Tityustoxina

A contribuigdo do componente lento no decaimento das correntes de so6dio, na presenga de
14 pg/ml de tityustoxina (lote I), foi usada como parametro para quantificar a fracdo da
corrente modificada pela toxina. O grafico mostra o efeito de 10 pulsos despolarizantes,
com 2 s de intervalo, para 0 mV durante 40 ms. Os simbolos cheios representam a
contribui¢do do componente lento durante a aplicagéo dos 10 pulsos (média + SEM, n=3).

A linha continua mostra a regresséo linear feita para os pontos obtidos.
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Figura 12 — Efeito da Despolarizaciio na Dissociagiio da Tityustoxina de seu Sitio de

Ligacie em Canais de Sédio
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A) Protocolo de pulsos utilizado para se observar o efeito da despolarizagio na dissociagdo

da tityustoxina (14 pg/ml, lote I). As células eram mantidas em —80 mV, hiperpolarizadas

protocolo era repetido 2 cada 2 segundos. B) Efeito da aplicagio do protocolo descrito
acima (pulso despolarizante para +120 mV). As linhas pontilhadas mostram as correntes

vedidas na 1% e na 15° aplicagiio do protocolo, com os respectivos ajustes exponenciats
(linhas continuas) Em ambas as situagdes os melhores ajustes foram obtidos com duas
,89, 12=10,4 ms,
respectivamente). C) Contribuigdes relativas dos componentes rapido (simbolos vazados,

o (simbolos cheios, média + SEM, n=11) no decaimento da
corrente durante a aplicagiio do protocolo. O ajuste foi feito com uma fungio exponencial

simples e 5,1 foi 0 nimero de pulsos necessarios para deslocar a toxina de ‘e’ ve zes.
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Figura 13 - Dependéncia de Voltagem da Dissociacao da Tityustoxina de seu Sitio de
Ligacao em canais de Sédio

A dependéncia de voltagem da dissociag¢do da tityustoxina (14 pg/ml, lote I) foi observada
através da aplicagdo de pulsos despolarizantes de 20 ms de duragdo variando de +100 a
+200 mV, através do protocolo descrito na figura 12A. O numero de pulsos necessarios
para deslocar a toxina foi obtido através do ajuste do decaimento da contribuicdo do
componente lento com uma fungéo exponencial simples, como descrito na figura 12C. As
barras cinza (média + SEM) mostram o niimero de pulsos necesséarios para deslocar a
tityustoxina em cada potencial estudado. Os asteriscos indicam existéncia de significancia

estatistica (p<0,05) entre as condigdes, quando comparadas ao grupo +100 mV.
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Figura 14 - Efeito do Tempo de Despolarizaciao na Dissocia¢do da Tityustoxina de seu
Sitio de Liga¢cdo em Canais de Sédio

O efeito do tempo de despolarizagdo na dissociag@o da tityustoxina (70 pg/ml, lote 1I) foi
observado através da aplicag@o de pulsos despolarizantes para +120 mV, com duragdo de 5,
20 ou 80 ms, segundo o protocolo descrito na figura 12A. O numero de pulsos necessarios
para deslocar a toxina foi obtido através do ajuste do decaimento da contribui¢do do
componente lento com uma fung¢do exponencial simples, como descrito na figura 12C. As
barras cinza (média £+ SEM) mostram o nimero de pulsos necessarios para deslocar a
tityustoxina em cada tempo de despolarizagdo estudado. O asterisco indica existéncia de

significancia estatistica (p<0,05) na diferenga observada entre o grupo 5 ms e os demais.
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Figura 15 - Efeito da Temperatura do Banho na Dissociacio da Tityustoxina de seu
Sitio de Ligacdo em Canais de Sédio

Os procedimentos para o controle da temperatura do banho foram descritos na se¢ao I11.4.1.
Pulsos despolarizantes de 20 ms de duragdo para +120 mV foram aplicados através do
protocolo descrito na figura 12A. O efeito da despolarizagdo na dissociag@o da tityustoxina
(70 pg/ml, lote 1I) foi observado em condi¢des nas quais a temperatura do banho era
mantida em 20, 25 ou 30°C. O nimero de pulsos necessarios para deslocar a toxina foi
obtido através do ajuste do decaimento da contribuicdo do componente lento com uma
fung¢do exponencial simples, como descrito na figura 12C. As barras cinza (média = SEM)
mostram o numero de pulsos necessarios para deslocar a tityustoxina em cada temperatura
estudada. O asterisco indica existéncia de significdncia estatistica (p<0,05) entre as

condi¢des comparadas.
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1V.6 — Efeito da Tityustoxina nas Correntes de Saida de Sodio

Os experimentos anteriores sugerem que pulsos muito despolarizantes podem
deslocar a tityustoxina de seu sitio de ligagdo em canais de sodio. No entanto esta ndo € a
Unica explicacdo possivel para o fenomeno observado. Uma hipdtese alternativa seria a de
que a reversdo da corrente de sodio, que nestas condi¢Ges experimentais ocorre em
potenciais acima de +86,8 mV, portanto durante a aplicagdo dos pulsos despolarizantes
empregados, poderia deslocar mecanicamente a toxina do seu sitio de ligagdo, que estaria
situado préximo a boca externa do poro condutor.

Para testar essa hipdtese as solugdes interna e externa foram alteradas, conforme a
descri¢@o na secdo I11.2.2, de modo a permitir a obtengdo de correntes de saida de sodio.
Dessa forma, se o efluxo de sddio for responsavel pelo deslocamento da tityustoxina, nos
experimentos em condigdes nas quais o gradiente de sodio foi invertido, ou seja, quando as
correntes de sodio passam a ser de saida, o deslocamento deve ocorrer mesmo em
potenciais de 0 mV, nos quais néo ocorria efluxo quando o gradiente de sddio era normal.

A figura 16 mostra registros de correntes de saida de sodio obtidos em 0 mV,
representados a partir do pico, na auséncia e na presenga de 14 pug/ml de tityustoxina (lote
[). Na auséncia da toxina o decaimento das correntes se ajusta melhor com uma unica
exponencial, com uma constante de tempo rapida (tabela 4), sendo ainda mais rapida que
sua equivalente no decaimento das correntes de entrada de sodio. Na presenca da
tityustoxina os melhores ajustes para o decaimento das correntes foram obtidos com duas
exponenciais, com uma constante de tempo rapida, mais lenta que a constante de tempo
obtida na auséncia da toxina, e uma lenta (tabela 4). Ora, se a tityustoxina foi capaz de se
ligar e, principalmente, de permanecer ligada ao canal nessas condi¢des experimentais,
entdo o efluxo de so6dio ndo pode ser responsavel pelo deslocamento da toxina do seu sitio

de ligagdo.
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Figura 16 - Efeito da Tityustoxina nas Correntes de Saida de Sédio

Correntes de saida de sodio foram registradas através da aplicagdo do protocolo descrito na
figura 1. As linhas pontilhadas mostram o decaimento das correntes, obtidas em 0 mV, na
auséncia e na presenca de 14 pg/ml de tityustoxina (lote I). O melhor ajuste para o
decaimento na condi¢@o controle foi obtido com uma Unica exponencial com uma constante
de tempo rapida (t1=0,36 ms). Na presenc¢a da toxina o melhor ajuste foi obtido com duas
exponenciais, com uma constante de tempo rapida e uma lenta (t1=1,77 e 12=5,65 ms).

Ambos os ajustes sdo representados pelas linhas continuas.
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1V.7 — Efeito da Despolarizacdo na Dissociacdo da Tityustoxina do seu Sitio de Ligacdo

em Canais de Sodio sob Gradiente de Sodio Invertido

Visto que a ligagdo entre a tityustoxina e o canal permanece estavel em 0 mV
também para as correntes de saida de sodio, o efeito da aplicagdo de pulsos despolarizantes
mais fortes na dissociagdo da toxina foi entdo observado nessas condi¢des experimentais,
através da aplicagdo do protocolo descrito na figura 12A. A figura 17A mostra a
sobreposi¢do dos registros das correntes de saida de sodio em 0 mV na presenga
tityustoxina, e apos a aplicagdio de 14 pulsos despolarizantes de 20 ms para +120 mV.
Observa-se que, como ocorre para as correntes de entrada de sodio, a aplicagdo de pulsos
despolarizantes fortes foi capaz de deslocar a toxina do seu sitio de ligagdo. O decaimento
das correntes apds a aplicagdo do protocolo volta a ser rapido, sendo que os melhores
ajustes foram obtidos com uma Unica exponencial, com uma constante de tempo rapida
como no controle. A figura 17B mostra a diminui¢do progressiva da contribui¢do do
componente lento da inativagdo da corrente de sddio durante a aplicagdo do protocolo.
Como para as correntes de entrada, o decaimento da contribui¢do do componente lento foi
ajustado com uma fung@o exponencial simples. Observa-se que o numero de pulsos
necessarios para deslocar a toxina de ‘e’ vezes nessas condigdes experimentais foi
significativamente mais rapido se comparada ao gradiente de sddio normal, como mostrado
na figura 18, que compara o efeito da aplicagdo de pulsos despolarizantes para +100, +120
e +160 mV, na dissociacdo da toxina em gradiente normal e invertido. Entdo, embora a
toxina exerca seu efeito mesmo em condi¢des nas quais o gradiente de Na+ foi invertido, o
sentido da corrente de algum modo afeta a interagdo entre a toxina e o canal, como sera

discutido posteriormente.
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Figura 17 - Efeito da Despolarizacio na Dissocia¢do da Tityustoxina do seu Sitio de
Ligacdao em Canais de Sodio sob Gradiente Invertido

O protocolo descrito na figura 12A foi aplicado para se estudar o efeito da despolarizag@o
na dissociagdo da tityustoxina nessas condigdes experimentais. A) Sobreposi¢do dos
registros (linhas pontilhadas) obtidos através da 1* e da 15% aplicagdo do protocolo (pulso
despolarizante de 20 ms para +120 mV). Com a aplicacdo do protocolo o decaimento da
corrente volta a ser rapido, como indicam os ajustes exponenciais representados pelas
linhas continuas. O melhor ajuste para o decaimento do 1° registro foi obtido com duas
exponenciais, com uma constante de tempo rapida e uma lenta (t1=1,67 e 12=6,90 ms).
Para o decaimento do 15° registro o melhor ajuste foi obtido com uma tnica exponencial,
com uma constante de tempo rapida semelhante a sua equivalente no controle (t1=0,43
ms). B) Contribui¢des relativas dos componentes rapido (simbolos vazados, média = SEM,
n=6) e lento (simbolos cheios média + SEM, n=6) no decaimento da corrente durante a

aplicagdo do protocolo.
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Figura 18 - Dependéncia de Voltagem da Dissociacio da Tityustoxina de seu Sitio de
Ligacao em canais de Sodio sob Gradiente de Sodio Invertido

A figura compara a dependéncia de voltagem da dissociacdo da tityustoxina (14 pg/ml, lote
I) sob gradiente normal (barras cinza, média + SEM) e invertido (barras pretas, média +
SEM), sendo que os pulsos despolarizantes aplicados foram de +100, +120 e +160 mV. Os

asteriscos indicam existéncia de significancia estatistica entre as condi¢des comparadas.
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Viev Vin g(max) k
Controle 85,79 + 3,56 -14,60 + 1,43 0,86 + 0,11 5,76 £ 0,43
(n=10)
Tstx (70 pg/ml) | 85.01+4,64 | -1963£230 | 097+0,11 6.71 £ 0.66
(n=10)

Tabela 1 — Efeito da Tityustoxina na dependéncia de voltagem das correntes de sodio.

Os valores representam a média = SEM para todos os parametros estudados. Com exce¢io

do V5, as diferengas observadas entre os grupos controle e Tstx ndo foram estatisticamente

significativas (p<0,05).

Ativacao Inativacao
(controle n=10; Tstx n =9) (n=9)
V, kg Vh kh
Controle -14,60 + 1,43 5,72+ 0,42 -53,05 + 1,43 5,05 + 0,31
Tstx (70 pg/ml) | -18,24 £2,04 6,23 + 0,64 -44,08 + 1,98 9,56+ 1,11

Tabela 2 - Efeito da Tityustoxina nas dependéncias de voltagem da ativacio e da

inativa¢ao da corrente de sodio.

Os valores representam a média = SEM para todos os pardmetros estudados. Em relagéo

aos parametros referentes a dependéncia de voltagem da ativagfo as diferengas observadas,

entre os grupos controle e Tstx, ndo foram estatisticamente significativas (p<0,05). Em

relacdo a inativagdo as diferengas observadas entre os grupos foram significativas (p<0,05),

para todos os parametros estudados.
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a (%) 11 (ms) b (%) 12 (ms)
Controle 87,97 £1.53 0,51 +0,02 12,02+ 1,53 7,73 +£2,45
(n=10)
Tstx (70 pg/ml) 46,48 £5,23 2,35+0,14 53,51£5,23 7,07 £ 0,41
(n=9)
Tstx (7 pg/ml) | 4428 +1022 | 1,73£0,16 | 55711022 | 522+0,66
(n=3)
Tstx 3,5pg/ml) | 59.64 £ 1554 | 240+030 | 4035+1554 | 2257+9.72
(n=4%)
Tstx (0,7pg/ml) | 61,62+13,78 | 1,73£032 | 3837+13,78 | 9354383
(n=3)
Tstx(0,21pg/ml) | 44,92+ 12,21 1,25+ 0,31 55,07 £ 12,21 4,87+ 0,92
(n=4)
Tstx(0,07 ug/ml) 76,79 + 3,35 0.68 + 0,05 23,20 + 3,35 6.92 + 3,48
(n=4)

Tabela 3 - Relagdo dose-dependéncia da Tityustoxina

Os valores representam a média + SEM para todos os pardmetros estudados. Foi utilizado o

lote 11 da Tityustoxina para a realizagdo dos experimentos. Os valores utilizados como

controle correspondem aos experimentos realizados com 70 pg/ml de toxina.
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Gradiente Normal de Na*

Gradiente Invertido de Na*

(n=06) (controle n =7; Tstx n =8)
Controle Tstx (14 pg/ml) Controle Tstx (14 pg/ml)
a (%) 84,38 £2,93 42,46 + 13,21 100 44,89 + 10,76
71 (ms) 0,45+ 0,02 1,47 £ 0,20 0,51+0,07 1,35+0,12
b (%) 15,61 £2,93 57,53 £ 13,21 - 55,10+ 10,76
12 (mSs) 15,33 £ 6,53 8,46 + 3,15 - 5,98 £ 1,49

Tabela 4 — Efeito da Tityustoxina em correntes de entrada e saida de sédio.

Os valores representam a média + SEM para os parametros estudados, exceto para o valor

referente a contribuicdo do componente rapido no decaimento (a) no controle dos

experimentos com gradiente invertido, visto que das oito células estudadas, todas

apresentaram 100 % de contribui¢do deste componente. Em relagdo aos parametros

observados em gradiente normal de sddio, apenas a diferenca entre os valores de 12 néo foi

significativa (p<0,05).Em relagdo aos pardmetros observados em gradiente invertido de

sodio, a diferenga entre os valores de t1, unico parametro a ser comparado, foi significativa

(p<0,05).
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V — Discussiao

V.1 — As Correntes de Sodio

As células GH3 expressam canais de sodio em quantidade suficiente para o registro
confidvel das correntes macroscopicas de sodio. De modo geral as correntes registradas
neste trabalho estdo de acordo com o que tem sido observado para essas células, ou seja,
apresentaram ativagdo rapida e dependente de voltagem e, apds o pico, um rapido
decaimento. Em potenciais positivos as correntes ndo apresentaram nenhuma propriedade
de retificagdo, sendo conduzidas tdo bem para fora das células como para dentro,
dependendo apenas do gradiente de Na" nas solugdes utilizadas.

Algumas diferengas foram observadas em relacdo a cinética do decaimento das
correntes de entrada de sddio. Vandenberg e Horn observaram em 1984 que o decaimento
das correntes de sodio, em células GH3, se ajustava melhor com uma unica exponencial,
com uma constante de tempo em torno de 3 ms. Nos obtivemos melhores ajustes com duas
exponenciais, com uma constante de tempo rapida e uma lenta, sendo que a contribuigdo
dessa ultima no decaimento ¢ muito pequena. Entretanto, em experimentos preliminares
(ndo apresentados nos resultados), nos quais foram utilizadas as mesmas condi¢des
experimentais, os melhores ajustes foram obtidos com uma unica exponencial, com uma
constante de tempo em torno de 1 ms. A constante de tempo foi mais rapida se comparada a
obtida por Vandenberg e Horn porque nossos experimentos eram realizados na temperatura
ambiente.

O aparecimento de um segundo componente no decaimento das correntes de sodio
poderia ser devido a uma contaminagdo dessas correntes com correntes de calcio. As
células GH3 expressam canais de calcio constitutivamente, e as correntes geradas pela
passagem de Ca’" por algumas isoformas desses canais apresentam um decaimento lento,
se comparado ao decaimento das correntes de sodio. Entdo, mesmo na baixa concentragdo
utilizada nos experimentos, o Ca’*, que ndo pode ser retirado da solugio pois garante a
estabilidade do selo, poderia estar afetando os ajustes. A adi¢do de 100 uM de CdCl,, que ¢é
um bloqueador de canais de calcio, deveria entdo abolir esse segundo componente, o que
ndo foi observado (experimentos ndo mostrados). As causas que levaram ao aparecimento

do segundo componente no decaimento permanecem entdo desconhecidas. Curiosamente,
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nas correntes de saida de sodio esse segundo componente ndo aparece, dado que os
melhores ajustes para o decaimento nessas condigdes foram obtidos com uma unica
exponencial, com uma constante de tempo rapida, ainda mais rapida que sua equivalente
nas correntes de entrada. Isso mostra que, o que estiver causando o aparecimento de um
segundo componente lento no decaimento o faz de modo dependente do sentido da

corrente.

V.2 - A toxina

O efeito de toxinas do tipo o na inativag@o dos canais de sodio é alvo de varios
estudos, ndo apenas farmacoldgicos e biofisicos como também bioquimicos, no sentido de
se inferir a estrutura do canal com base na ligacdo especifica dessas toxinas. Em linhas
gerais, os resultados por nds obtidos com a tityustoxina estdo de acordo com o que tem sido
observado para toxinas do tipo a. Ela afeta especificamente a inativagdo dos canais de
sodio, o que pode ser constatado principalmente através dos efeitos na cinética do
decaimento das correntes de sodio. Na presenga da toxina o decaimento foi mais lento,
ajustando-se melhor com duas exponenciais, sendo que a contribui¢do do componente lento
aumentou. Em relag@o as constantes de tempo, observou-se que na presenca da toxina a
constante de tempo rapida € significativamente mais lenta se comparada a sua equivalente
no controle, enquanto a constante de tempo lenta, mais variavel, ndo é significativamente
alterada.

Inicialmente a contribui¢do do componente lento no decaimento havia sido usada
para se quantificar a propor¢do de canais modificados pela toxina, dado que no controle
esse componente € inexistente ou muito pequeno. No entanto, a modificagdo que a toxina
causa no componente rapido inviabilizou esse tipo de conclusdo, pois do contrario a
proporcao de canais modificados poderia ser subestimada. A relacdo entre esses dois tipos
de modificag@o observados na cinética do decaimento foi estudada através de experimentos
dose-resposta, inferindo-se uma possivel dependéncia de concentragdo nas modificagdes
observadas. Verificou-se que a modificagdo na constante de tempo rapida do decaimento
era dependente da concentragdo da toxina nos mesmos niveis que a modificagdo da
contribuicdo do componente lento. Houve inclusive uma saturagdo do efeito em ambos os

€asos.
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A explicagdo mais simples e provavel para esses resultados seria a presenga de, pelo
menos, dois peptideos tipo a na tityustoxina utilizada nos experimentos, ambos se ligando
ao sitio 3 de canais de sodio, porém provocando efeitos com diferentes intensidades na
velocidade da inativag¢do. O que significa que, em concentragdes saturantes da tityustoxina,
parte dos canais presentes na membrana estara ligada a um dos peptideos e, o restante dos
canais, ao outro peptideo. Em baixas concentragdes da tityustoxina tem-se a contribuigo de
uma outra populagdo de canais, ou seja, aqueles que ndo foram de forma alguma
modificados, o que explicaria o desaparecimento dos efeitos causados por ambos os
peptideos nessas condi¢des experimentais. Ora, se os dois peptideos se ligam ao mesmo
sitio, eles devem competir pela ligagdo, o que explicaria porque, mesmo em concentracdes
saturantes da mistura a contribui¢do do componente lento nunca se aproxima de 100%. Os
resultados obtidos com a espectrometria de massa, realizada em todos os lotes de
tityustoxina utilizados, mostram a presenga de 3 ou 4 peptideos, alguns sem efeito
conhecido.

Uma hipdtese alternativa, se houver apenas um Unico peptideo com efeito o na
tityustoxina, seria a existéncia de diferentes configuragdes conformacionais envolvendo a
ligagdo desse peptideo no canal. Desta forma, seria possivel o canal de sodio inativar mais
rapida ou mais lentamente, dependendo da conformagdo. Se esta hipdtese for verdadeira, o
comportamento observado no presente trabalho devera ser observado mesmo com a toxina
pura, e em experimentos de correntes unitarias.

Outra possibilidade, que ndo podemos descartar, seria a presenga de duas
populagdes distintas de canais de sddio na membrana dessas células. Entretanto, apesar de
ndo existir ainda uma caracterizagdo molecular dos tipos de canais de soédio presentes
nessas células, toda a literatura do assunto mostra um comportamento homogéneo destes
canais, sugerindo que, mesmo que existam diferentes isoformas de canais expressos em
células GH3, eles se comportam funcionalmente como pertencendo a uma tnica populagéo.

Os efeitos da tityustoxina no decaimento das correntes de sddio seriam suficientes
para se afirmar que essa toxina afeta o processo de inativagdo. Mas além disso os efeitos da
toxina também foram observados no que se refere a dependéncia de voltagem do estado
estacionario da inativagdo, que ¢ diminuida pela tityustoxina. Na verdade, como a

inativagdo ndo apresenta dependéncia intrinseca de voltagem, esse efeito se deve a uma
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alteracdo do acoplamento da inativagdo com o processo de ativag@o, que é dependente de
voltagem, na presenca da toxina (Goldman e Schauf, 1972). Dai a necessidade de um pré-
pulso mais despolarizante para se inativar a mesma propor¢do de canais que estaria
inativada na auséncia da toxina. A tityustoxina também aumentou a propor¢do de canais
ndo inativante, o que deve indicar que a toxina ou retarda a passagem dos canais para o
estado inativado, ou altera o equilibrio entre os estados conformacionais fechados e
inativados.

Nao se esperava que a tityustoxina pudesse exercer algum efeito na ativag@o dos
canais de sodio, dada a especificidade do seu efeito na inativagdo. Entretanto, embora a
dependéncia de voltagem ndo tenha sido alterada, observou-se que na presenca da toxina a
ativacdo de uma pequena propor¢do de canais ocorria em potenciais mais negativos, o que
ndo ¢ caracteristico de um efeito causado por toxinas do tipo a. Esse efeito € tipico de
toxinas do tipo B, que deslocam a ativacdo para potenciais mais negativos através da
imobilizagdo do segmento S4 do dominio Il na posi¢do ativada (Cestele et al., 1998). Dado
que os experimentos foram realizados com uma mistura de peptideos, o efeito observado
poderia ser explicado pela presenca de alguma toxina do tipo 3 na mistura. Os resultados
obtidos com as analises de espectrometria de massa sdo compativeis com esta interpretacao.

Um dos objetivos deste trabalho foi o estudo de um efeito bastante especifico no
canal de sodio, o efeito a, e ndo propriamente a toxina que o causa. Por este motivo, apesar
da clara necessidade de purificacdo do material utilizado, foi possivel a realizagdo deste

estudo.

V.3 - A Interacdo

O principal interesse no estudo da interag@o entre a tityustoxina e o canal de sddio
neste trabalho € o esclarecimento de aspectos funcionais do canal. A dependéncia de
voltagem da ligag¢@o da tityustoxina foi apenas o método escolhido para a realizagdo deste
objetivo. A dependéncia de voltagem da associa¢do de toxinas do tipo a com o canal de
sodio tem sido demonstrada através de varios estudos (Catterall, 1992; Rogers et al., 1996;
Chen et al., 2000), que mostram que a despolarizacdo favorece a dissociacdo. Esse
fenomeno poderia estar relacionado com a dependéncia de voltagem da ativacdo, dado que

esse processo, ao contrario da inativagdo, apresenta dependéncia intrinseca de voltagem.
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Entretanto, a interagdo entre a toxina e o canal em 0 mV, potencial no qual grande parte dos
canais esta ativada, é bastante estavel, como pdde ser constatado através da aplica¢do de
pulsos consecutivos para este potencial. Logo, a dependéncia de voltagem da ligagdo da
toxina ndo pode ser explicada com base na dependéncia de voltagem da ativagdo. Por outro
lado, a aplicagdo de pulsos mais despolarizantes foi capaz de deslocar totalmente a toxina
de modo dependente de voltagem, dado que a dissociagdo aumenta com a magnitude do
pulso. Além disso, pulsos despolarizantes mais longos foram mais eficazes em promover o
deslocamento. Isso indica que tanto despolarizagdes repetidas como também persistentes
sdo capazes de deslocar a toxina do seu sitio de ligagdo, sendo que estes fendomenos
demonstraram dependéncia de temperatura. Esses resultados indicam que a despolarizagdo
favorece a dissociagdo da tityustoxina de alguma forma independente do processo de
ativagdo.

Uma explicagdo poderia se basear no sentido da corrente de sodio. Em potenciais
muito despolarizantes o sentido da corrente de sodio se inverte, e o entdo efluxo de Na*
poderia ser responsavel pelo deslocamento da toxina observado nesses potenciais. Os
experimentos com gradiente de Na" invertido, nos quais registrava-se correntes de saida de
sodio na presenca da tityustoxina, mostraram que a hipotese do deslocamento pelo efluxo
de Na' ndo ¢ verdadeira, pois em 0 mV, onde o efluxo ¢ grande, a toxina permanece
firmemente ligada ao canal. Esses resultados indicam que a despolarizagdo deve ser entdo
diretamente responsavel pelo deslocamento da toxina.

A aplicagdo de pulsos muito despolarizantes foi capaz de deslocar a tityustoxina
também em condigdes nas quais o gradiente de Na' foi invertido. Entretanto o
deslocamento foi significativamente mais rapido nessas condigdes experimentais se
comparado aos resultados obtidos em gradiente de Na' normal. Cruz et al. observaram em
2000, estudando o potencial de agdo composto no nervo ciatico de rd, que a tityustoxina
depende da presenca de Na' extracelular para exercer plenamente seu efeito. Nos
experimentos realizados com gradiente invertido, todo o Na* extracelular foi substituido
por cloreto de colina, e dessa forma a toxina poderia se ligar ao canal com menos afinidade,
sendo deslocada mais facilmente. Experimentos preliminares nos quais parte do Na* (20
mM) foi restituida a solugdo externa mostraram que nessas condigdes o deslocamento volta

a ser mais lento (ndo mostrado). No entanto, essa mudanca nfo foi estatisticamente
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significativa se comparada aos experimentos nos quais nio havia Na' externo. Outras
explicagdes possiveis para os resultados observados deveriam implicar em mudancgas na
estrutura do canal, principalmente no que diz respeito ao sitio de ligacdo para a tityustoxina,
dependendo do sentido de condug@o da corrente.

A principal conclus@o deste trabalho é que a despolarizagdo leva a dissociagdo da
tityustoxina do seu sitio de ligagdo, de um modo independente do processo de ativagédo.
Chen et al. em 2001 obtiveram resultados semelhantes, quando testaram os efeitos da
despolarizacdo na dissociagdo de toxinas do escorpido Leiurus quinquestriatus de canais de
sodio cardiacos. Eles basearam suas conclusdes em um possivel efeito de toxinas do tipo o
na inativagdo lenta dos canais de sodio. A inativagdo lenta também ¢ um processo acoplado
a ativagdo, ou seja, a ligagdo de toxinas do tipo o na porgdo extracelular do segmento S4 do
dominio IV deve afetar também este processo. Entretanto, os efeitos observados em relagdo
a dependéncia de voltagem da dissociacdo das toxinas ndo podem ser totalmente explicados
com base na modificagdo da inativagdo lenta. Isso porque a afinidade de ligagdo ao canal
varia entre os tipos de toxinas tipo o conhecidas e, para toxinas que se dissociam mais
rapidamente, ou seja, ndo tém tempo de modificar a inativagdo lenta, também se observa
uma dissociacdo dependente de voltagem.

Nos sugerimos um mecanismo para explicar este fenomeno, baseado apenas na
mecénica da interagdo entre a toxina e o canal. A associagdo entre a toxina e o canal
ocorreria em potenciais proximos ao repouso, quando este se encontrasse no estado
fechado. Nessas condigdes o segmento S4 do dominio IV, cuja por¢do extracelular deve
estar ligada a toxina, permanece totalmente inserido na membrana. Com despolariza¢des
para 0 mV, onde ocorre a ativagdo do canal, o segmento S4 se move em dire¢do a porgdo
extracelular. Entretanto a presencga da toxina impede que este movimento seja completo.
Dessa forma o sitio para a ligagdo da alca da inativagdo n@o pode ser exposto
imediatamente, explicando porque a inativagdo fica mais lenta na presenga da toxina.
Despolarizagdes mais fortes seriam capazes de impulsionar totalmente o segmento S4,
fazendo com que este deslocasse a toxina do seu sitio de ligagdo, expondo o sitio para a
ligagdo da alg¢a da inativacdo, permitindo que esta ocorra normalmente. A veracidade deste
modelo pode ser comprovada através da medida de correntes de gating que, como

mencionado anteriormente, se devem ao movimento dos segmentos S4 na regido do campo
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elétrico da membrana. Ora, se a tityustoxina impedir o movimento do segmento S4 do
dominio IV, a corrente de gating associada a este segmento devera ser afetada pela

presencga da toxina.
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