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“Everything on earth is in a continual flux - nothing stays constant or fixed. Our
attachments fo external things pass and change as things do. But there is one state
where the soul finds a solid enough seat to rest and gather in all its being, with no
need to recall the past or to press on to the future; a state where time is nothing,
where the present lasts forever, with no mark of duration or trace of succession; a
state where there is no feeling of deprivation or enjoyment, pleasure or pain,
desire or fear - only that of our simple existence, which fills our soul entirely. As
long as this state lasts the person in it car call themselves happy, not with an
imperfect, impoverished and relative happiness but with an adequate, perfect and

Jfull happiness, which leaves in the soul no emptiness which it feels the need fo

fill.“

Rousseau

v




Agradecimentos

Agradeco...

- A prof. Maria Elena, pela orientagio, carinho e acolhida

- Aos colegas do Laborat6rio: Adriano, Alessandra, Carla, Cinara, Flavia, Gleudnéia,
Tulio, Luciano, Luciene, Malu, Raquel, Roberta, Rosingela e Zulema pelo carinho e
apoio, e pelo excelente ambiente de trabalho.

- A Dra Marta do Nascimento Cordeiro e ao professor Carlos Diniz, pela ajuda nos
momentos dificeis

- A Nelman, nfo s6 pela ajuda técnica, mas pelo “apoio moral” naquelas horas...

- As amigas Ana Flavia e Suely, pela disponibilidade, amizade e apoio

- A todos do Laboratério de Hipertensio Bioquimica, Depto de Fisiologia, pelo
carinho e acolhida

- A todos do Laboratério de Fisico-Quimica de Proteina e Enzimologia, em especial
ao Prof. Marcelo Santoro pelo auxilio extraordinario nas horas dificeis.

- A todos do Laboratorio de Membranas Excitiveis, ndo s6 pelo apoio cientifico mas
também pelo apoio social...

- Ao departamento de Bioquimica e Imunologia, nas pessoas de Carlos Alberto
Tavares, coordenador do Curso de Pés-Graduagdo e Celise, secretaria do Curso, por
tudo que fizeram e estio fazendo por nos

- A vocé, que por descuido ndo estd nesta pagina , mas com toda certeza goza da

minha mais profunda gratidao,

Muito obrigada por tudo.




Sumario

Sumario

LISTA DE FIGURAS

X

LISTA DE ABREVIACOES

INTRODUCAO

1. AS ARANHAS

1.1 ARANHAS DO GENERO PHONEUTRIA

2. VENENOS E TOXINAS ANIMAIS
2.1. TOXINAS ANTMAIS E A NEUROTRANSMISSAO

3. TOXINAS DE ARANHAS

3.1 VENENO E TOXINAS DE PHONEUTRIA

4. CONSIDERACOES ACERCA DA INTERACAQ ENTRE LIGANTES E RECEPTORES.

OBIJETIVOS

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL
5.2 OBIETIVOS ESPECIFICOS

& A

Vi




Sumario

MATERIAIS E METODOS 4
6-MATERIAIS 4
6.1. DROGAS E REAGENTES 4
6.2. TOXINA 4
6.3. SOLUCOES PARA EXPERIMENTOS DE LIGACAOQ 4
7- METODOS 4
7.1. MARCACAO DA TOXINA TX1 COMNA-">T 4
7.2. PURIFICACAO DOS DERIVADOS I0DADOS DE 'I-TX1 4
7.2.1 CALCULO DA RADIOATIVIDADE ESPECIFICA DO DERIVADO. 4
7.3. PREPARAGAO DA FRAGCAO SINAPTOSOMAL P, DE CORTEX CEREBRAL DE RATO 4
7.4. EXPERIMENTOS DE LIGACAO 4
7.4.1- TESTE DAS FRACOES OBTIDAS DE *’I- TX1 4
7.4.2- EXPERIMENTO DE ASSOCIACAO 4
7.4.3- EXPERIMENTO DE DISSOCIACAO 4
7.4 .4- EXPERIMENTO DE SATURACAO 4
7.4. ANALISE DOS RESULTADOS 4
RESULTADOS 4
8. RESULTADQOS 4
8.1. EXPERIMENTOS CINETICOS COM °I-TX, 4
8.2 SEPARACAO DOS DERIVADOS IODADOS RESULTANTES DA MARCAGAO DE TX;. 4
8.3 EXPERIMENTOS CINETICOS COM ZI-D; 4
8.4 ESTUDOS DE EQUILIBRIO COM '“I-D; 4
DISCUSSAO 4
9. DISCUSSAO 4
COLCLUSOES 4

10, CONCLUSOES

vii




Sumario

APENDICE

11. ESTUDOS DIRETOS DE INTERACAQ ENTRE ACEPTORES E LIGANTES. 4
11.1. PROPRIEDADES CINETICAS 4
11.1.1 CINETICA DE ASSOCIAGAO 4
11.1.2. CINETICA DE DISSOCIACAO 4
11.2. PROPRIEDADES NO EOU[LiBRIO 4
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 4

12. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Viil




Lista de Figuras

Lista de Figuras

Pagina
Figura 1- Representacdo esquemdtica da marcacdo de Tx; com Na-"%1..28
Figura 2- Associagdo de HrTRd & preparagdo sinaptosomal de cortex
cereBral e PO s oo T ———— 37
Figura 3- Dissociacdo de "*I-Tx; dos sitios aceptores na preparacéo de
COrtex cerebral de FaTO............cccccooviiiiviiiieiiee e 38
Figura 4- Perfil da cromatografia de fase reversa (HPLC) de 'I-Tx; ... 41
Figura 5- Associacdo de '”I-D; a preparacdo sinaptosomal de cortex
CEFEDFAL AE FQALO. .......ooeeeeieeeeieeeeee e 42
Figura 6- Dissociacdo de '*I-D; de preparacdo sinaptosomal de cértex
CEYEDIAL AR TLO. .nriersisnisnsiassmnmmnamnanannsmmmnsamsansmssmnnnmiind 454 558 645E A AR SAHEPETRA A 05 44
Figura 7- Curva de saturagdo de 21D em fragdo sinaptosomal de cortex
Cerebral de FALO. ........coocoeeeeeeeeeeee e 45

Figura 8- Sequéncia de aminodcidos da toxing TXy..........cocoeveeecccvccananne. 51

X




Lista de Abreviagdes

Lista de Abreviacoes

o-Aga IVA- o-agatoxina IVA

4-AP- 4-aminopiridina

BSA- Albumina de Soro Bovino

ChTx- Caribdotoxina

0-CgTx GVIA- o-conotoxina GVIA

cpm- contagem por minuto

*[-D;- Derivado 1 de '*I-Tx,

o-DTx- a-dendrotoxina

FPLC- Fast Performance Liquid Chromatography
HEPES- Acido 4-(2-hidroxiexietil)-1-piperazina etanossulfonico
HPLC- High Performance Liquid Chromatography
KTx- Kaliotoxina

NMDA- N-metil-D-aspartato

PbTx-2- Brevetonina -2

TEA- Tetraetilamonio

TsTx- Tityustoxina

Ts VII- Toxina VII de Tityus serrulatus

TTx- Tetrodotoxina

Tx;- Toxina 1 da aranha Phoneutria nigriventer

1125I—T:n— Toxina Tx; iodada




INTRODUCAO



Introdugio

1. As Aranhas

As aranhas sfo animais pertencentes ao filo Arthropoda, sub-filo Chelicerata, classe
Arachnida. Os aracnideos constituem a classe mais ampla e mais importante dentro dos
quelicerados. Além das aranhas, esta classe inclui exemplares familiares como os acaros
e os escorpides. A classe Arachnida compreende 11 ordens, dentre as quais destacamos

a ordem Araneae, que ¢ mais ampla dos aracnideos, com aproximadamente 32 mil

espécies descritas (Barnes, 1990).

As aranhas sfo encontradas na Terra desde as mais remotas eras geologicas, como

indicado pelos fosseis desses animais datados do periodo Siluriano (Bucherel, 1580).

Devido a uma excepcional capacidade de adaptag@o, os aracnideos podem habitar quase
todos os ambientes, inclusive o aquatico. As aranhas s3o importantes para a manuten¢do

do ecossistema.

As aranhas variam de tamanho podendo ir desde espécies minusculas com menos de
0,5 cm de comprimento até as chamadas aranhas gigantes com mais de 10 cm. As
aranhas sfio carnivoras, alimentam-se de outros artropodes, de crusticeos, de anelideos.
As espécies maiores podem alimentar-se de pequenos vertebrados como lagartixas e
filhotes de camundongos. A presa pode ser capturada ativamente, como fazem as
aranhas cagadoras, ou passivamente através das teias, uma rede de fios de seda viscosos.
As aranhas picam as presas com as queliceras que, além de inocular o veneno, podem

ser usadas também para sugar e macerar o alimento (Barnes, 1990).

Poucas espécies de aranhas apresentam venenos ativos no homem e acidentes mortais
s3o raros. No Brasil, as aranhas causadoras dos mais sérios acidentes pertencem aos
géneros, Loxosceles, Latrodectus e Phoneutria. As aranhas do género Lycosa sdo

citadas néio pela seriedade dos acidentes, mas pela frequéncia de ocorréncia.
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As aranhas do género Loxosceles sio pequenas, menores que 1 cm, podendo chegar a 3
cm com o comprimento das patas. Possuem 6 olhos dispostos em 3 pares. Sdo de
habitos noturnos. Constroem teias irregulares em locais escuros. S#o conhecidas
popularmente como “aranhas-marrons”.

As aranhas Loxosceles ndo s3o agressivas, picando apenas quando pressionadas ao
corpo da vitima. Acidentes causados por estas aranhas s&o considerados os mais graves,
devido a acio neurotdxica, proteolitica, hemolitica ¢ coagulante do veneno. A picada
passa desapercebida a vitima. Os primeiros sintomas aparecem ap6s 24 horas. A
sintomatologia inclui: edemas, eritrema localizado e indisposi¢io, podendo haver
necrose € ulceragio no local da picada. Os casos mais graves levam & anemia e a

insuficiéncia renal aguda. Se ndo tratada a tempo, a vitima pode vir a falecer
(Lucas, 1988).

As aranhas do género Latrodectus, também conhecidas como “vilvas-negras”, sdo
caracterizadas pelo abddmen “redondo”, globoso. Os pelos sdo vermelhos com manchas
negras, exibindo no ventre uma marca em forma de ampulheta. As fémeas sdo bem
maiores que os machos e constroem teias irregulares. Os machos ndo constroem teias,
aproveitando-se das construidas pelas fémeas. N&o sdo agressivas e escondem-se
quando perturbadas. Picam apenas quando pressionadas ao corpo da vitima. Os
acidentes sio descritos em todos os continentes. O envenenamento por aranhas do

género Latrodectus é grave e é caracterizado por forte agdo neurotoxica (Lucas, 1988).

As aranhas do género Lycosa sio conhecidas como taréntulas ou “aranhas-lobo”. O
corpo das fémeas adultas alcanga um tamanho de até 2 centimetros, chegando a 5
centimetros com o comprimento das patas. Ndo sdo consideradas perigosas e 0s
acidentes com aranhas deste género sdo raros e ndo possuem grandes repercussoes
clinicas. Muitos dos acidentes atribuidos s Lycosa sio, na verdade, causados por
aranhas do género Loxosceles.

O veneno desta aranha possui agio neurotéxica e o envenenamento € caracterizado por
dor local discreta, com possivel ocorréncia de edema e eritrema leves. Em casos mais

graves pode-se observar necrose da pele (Lucas, 1988).
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1.1 Aranhas do género Phoneutria

As aranhas do género Phoneutria sio popularmente conhecidas como “aranhas-de-

bananeira” ou “aranhas-armadeiras”. Pertencem & sub-ordem Labidognatha, & familia

Ctenidae e & sub-familia Phoneutriinae.

O género Phoneutria foi primeiramente descrito por Perty em 1831. As espécies foram

incluidas no género Ctenus por vérios anos, até que foi reintegrada ao género original

por Mello-Leitdo em 1936 (Mello Leitdo, 1936).

As aranhas pertencentes a este género s3o sul-americanas e a densidade da populagio €
variavel dentre os paises desta regido. No Brasil, sio encontradas ao longo da costa,

desde Santa Catarina até o Espirito Santo, sendo mais frequentemente encontradas em

Sdo Paulo.

S@o caracterizadas pela disposi¢io dos 8 olhos em 3 fileiras: a primeira e a Gltima com
2 olhos e a fileira do meio com 4 olhos. O tamanho do corpo pode chegar a 3 cm,
podendo alcangar 15 cm com o tamanho das pernas,. A fémea é mais agressiva que o
macho e ¢ encontrada com maior frequéncia.

Apresentam ao longo do corpo pélos curtos e aderentes de cor marrom ou cinza. As
fémeas apresentam abddmen preto enquanto os machos apresentam tal parte alaranjada.

As fémeas apresentam uma mancha negra no ventre.

As aranhas do género Phoneutria sdo de habitos crepusculares ou noturnos, solitarias,
errantes € vivem em ambientes escuros como buracos no chio, debaixo de folhas, no
tronco e cachos de bananeiras, raramente saindo a luz do dia. Ndo constroem teias; sdo
extremamente agressivas, atacando ativamente a presa para se alimentar, ou quando se
sentem ameagadas. Dominam a presa com o “poder” do seu veneno. As aranhas desse
genero sdo responsaveis pelo segundo maior nimero de acidentes com aracnideos no

Brasil, sendo menos comum que os ocorridos com espécies do género Loxosceles
(Lucas, 1988).
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2. Venenos e Toxinas Animais

Todos os organismos possuem um sistema de sinalizagdo quimica que € capaz de enviar
e receber sinais. O resultado desse sistema ¢ uma rede de comunicagio fundamental
para a vida. Animais produzem um grande nimero de substincias que apresentam
acdes: toxicas, com o objetivo de se alimentarem, como meio de defesa, para
associarem com simbiontes, para atra¢do e sele¢do sexual, organizagdo em coldnias,

dentre outras fun¢des (Eisner & Mainwald, 1995).

A quimica destas substdncias € t3o variada quanto seu espectro de acgdo. Essa
diversidade quimica € uma das causas do sucesso alcancado por alguns grupos de
animais, na colonizac¢do dos diversos ambientes. Os artrépodes so, sem duvida, um dos
grupos mais beneficiados dessa diversidade quimica. Os insetos produzem substincias
quimicas para os mais diversos fins, como por exemplo, feromonios e repelentes. Os
compostos produzidos pelos insetos sdo, na maioria dos casos, simples como fenois,
aldeidos, 4cidos alifaticos e quinonas. Porém tem-se descoberto compostos bem mais
complexos, como esterdides, pironas e alcal6ides. Ndo se sabe ainda como tais
compostos sio produzidos, pois os insetos, usualmente, ndo possuem a maquinaria
necessaria para tal. Além de compostos para a defesa, os animais também produzem
substancias usadas como “armas” ofensivas, que s&o usadas para imobilizar e matar o
agressor. Tais venenos sdo misturas complexas de substancias tais como: poliaminas,
aminas biogénicas (serotonina, histamina, etc.), polipeptideos e proteinas complexas
(Meinwald & Eisner, 1995).

Além dos artropodes, quase todos os outros filos animais existentes (vertebrados e
invertebrados) produzem pegonhas contendo componentes toxicos. O avango de
técnicas de analise tornou possivel a separa¢@c e o estudo detalhado dos componentes
dos venenos animais. Muitas das toxinas purificadas a partir de pegonha de animais tém
sido adaptadas e estudadas para serem utilizadas na terapéutica, no diagnostico e como
agentes inseticidas. Além disso ¢ grande o interesse no estudo de toxinas animais que

podem ser utilizadas como ferramentas de estudos farmacologicos e bioquimicos .
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2.1. Toxinas Animais e a Neurotransmissiao

Dentro do organismo vivo, as células sdo capazes de se comunicar. A interagdo entre
elas se da por meio de ions, ou substincias quimicas que sZo transmitidas de uma célula
a outra através das membranas celulares, ou do meio externo para dentro da propria
célula. Isso € possivel porque nas membranas celulares sdo encontradas proteinas que

possibilitam a passagem dos sinais e os transmitem adiante.

A sinalizagdo elétrica envolve o movimento de ions através da membrana celular. Por
ser a membrana impermedvel aos ions, faz-se necessario um sistema de transporte
eficiente. Os canais i6nicos sdo proteinas grandes que formam poros nas membranas de
todos os tipos celulares e permitem a passagem dos ions através da mesma. SZo pegas
fundamentais na neurotransmissdo. Ha diversos tipos de canais idnicos “atuando” de
forma “coordenada” de modo a regular € modular os sinais e as respostas do sistema
nervoso. Os canais idnicos s3o responsaveis pela manutengdo do potencial de repouso
da membrana, modulagdo dos sinais elétricos, controle do fluxo de ions célcio, os quais
funcionam como mensageiros, controle do volume celular, controle do fluxo de cargas
Tesponsaveis por processos secretorios e outros processos. Os canais s3o seletivos a
determinadas espécies idnicas, existindo canais para cada tipo de ion importante na
transmissdo (Hille, 1992).

Os sinais quimicos s3o transmitidos através das membranas celulares com o auxilio de
um outro grupo de proteinas transmembrana, denominadas receptores. Estes receptores
sdo proteinas grandes e respondem aos sinais gerados pela interagdo com um
neurotransmissor. Existem varios tipos de receptores, para os varios tipos de
neurotransmissores. Os receptores sdo agrupados de acordo com o tipo de resposta

originadas dos diversos estimulos.

Toxinas animais s8o consideradas ferramentas importantes no estudo dos sistemas de
neurotransmissao tanto em vertebrados quanto em invertebrados, pois interagem com 0s
canais i0nicos ou com os receptores, modificando a resposta induzida pelos mesmos e

alterando a comunica¢do entre as células.

i
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As neurotoxinas, em geral, tém a¢3o altamente especifica e sdo, dessa forma, meios
efetivos para identificagio e caracterizagio de componentes importantes na
neurotransmissdo central e periférica. Por causa dessa especificidade, varias toxinas sio
capazes de distinguir entre os diversos sub-tipos de receptores e de canais ibnicos e,
mais ainda, sdo capazes de distinguir também diferentes sitios de ligagio em uma
mesma molécula, corroborando entio o excelente emprego das mesmas como
ferramentas no estudo da maquinaria de transmissdo siniptica. Como exemplo pode-se
citar a tetrodotoxina, pega importante na purificagio e caracterizacio de canais de sodio
de cérebro de rato (Hartshome & Catteral, 1984). Outro exemplo é a o-bungarotoxina,
que juntamente com a cobratoxina, foi importante em estudos detalhados do receptor

nicotinico de acetilcolina (Kemp e colaboradores, 1980).

12
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3. Toxinas de Aranhas

A pegonha das aranhas constitui-se de uma mistura de enzimas, sais orginicos,
poliaminas, aminas biogénicas, aminoacidos e peptideos (Atkinson & Wright, 1992).

Dentre as enzimas encontradas estdo hialuronidases, esterases, proteases, colagenases,
fosfatase alcalina, isomerases e enzimas com agdo lipolitica. Também foram
encontradas aminas biogénicas como serotonina, histamina e tiramina, assim como
GABA, glutamato, aspartato e asparagina. Acido citrico foi também encontrado em

glandulas veneniferas, sugerido como inibidor de fosfolipases presentes no veneno
( Schulz, 1997).

As poliaminas sgo toxinas de baixo peso molecular (< 1000) encontradas na pegonha de
aranhas e de vespas. Possuem estruturas homélogas formadas por uma cadeia alifatica
aminada (poliamina), e um grupo croméforo (geralmente indol ou fenol). Algumas
delas contém um ou mais residuos de aminoéacidos. As poliaminas agem como potentes
antagonistas n&o-competitivos de receptores ionotrépicos de L-glutamato, do tipo
NMDA e ndo-NMDA, tanto em terminagdes periféricas de artropodes como em
neurdnios piramidais de hipocampo de mamiferos. Também bloqueiam certos tipos de
canais de célcio e receptores nicotinicos da acetilcolina. Além da agdo pos-sinptica,
podem agir pré-sinapticamente, aumentado ou inibindo a captagio de glutamato em
terminagdes nervosas de artrépodes (Schulz, 1997; Jackson & Usherwood, 1988;
Blasgbrough, 1994).

Os componentes majoritarios do veneno de aranhas, no entanto, sio de natureza
protéica, ndo-enzimética. Podem ser proteinas de alto peso molecular até moléculas bem
pequenas, constituidas de uns poucos residuos de aminoacidos, os peptideos, que sdo os

componentes mais estudados.

Uma das toxinas de aranha mais caracterizada é a a-latrotoxina. Esta proteina de peso
molecular de 130000 foi purificada a partir do veneno da aranha do género Latrodectus.
A a-latrotoxina induz liberagdo maciga de neurotransmissores em presenca ou auséncia

de célcio ( Rosenthal, 1989; Rosenthal, 1990).

13




Introdugdo

A a-latrotoxina interage com duas proteinas integrais de membrana, uma das quais €
uma neurexina- a Neurexina Iot- que liga a toxina de modo dependente de calcio, e a
outra ¢ denominada Latrofilina, que liga a toxina de modo independente de célcio
(Missler, 1998). Além da a-latrotoxina, foram encontradas na mesma pegonha outras

toxinas ativas em insetos e crusticeos (Grishin, 1998).

Os venenos de certas aranhas também apresentam toxinas que se ligam aos canais
idnicos. Podem-se citar como exemplos as _e)—agatoxinas do veneno da aranha
Agelenopsis aperta (Adams e colaboradores, 1990), a hololenatoxina, da aranha
Hololena curta (Bowers e colaboradores, 1987) e PLTx II, da aranha Plectreurys tristes
(Branton, 1987, Adams, 1994) que apresentam acfo especifica sobre canais de célcio.
As |l-agatoxinas, também da aranha Agelenopsis aperta (Adams e colaboradores, 1989),

e as curtatoxinas, peptideos purificados a partir da peconha da aranha Hololena curta

sdo ligantes de canais de sodio em insetos (Stapleton, 1990).
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3.1 Veneno e Toxinas de Phoneutria

O envenenamento por aranhas do género Phoneutria foi descrito primeiramente por
Brazil & Vellard em 1925. Os efeitos causados pelo veneno, quando testado em
animais, foram principalmente neurotéxicos e incluem agitagdo violenta, salivagdo
abundante, paralisia, convuls3es, tremores musculares, sialorréia, dispnéia, priapismo

podendo levar a morte do animal.

Barrio, em 1955, por meio de eletroforese em papel, separou o extrato obtido de
glindulas veneniferas de Phoneutria fera em duas fragGes: uma com migragdo para o
polo positivo e a outra para o polo negativo. Entretanto, o veneno extraido por
estimulagfo elétrica apresentou apenas uma fragdo, que migrou para o polo negativo.
Este autor também demonstrou que a ag3o do veneno da aranha Phoneutria fera em
musculo esquelético apresenta duas fases: a primeira, caracterizada por espasmos
musculares e fibrilagdes em contragSes polifasicas e pequenos relaxamentos e a segunda
fase, caracterizada por paralisia e asfixia. Os efeitos foram reproduzidos apenas pelas

fracdes que migravam para o polo negativo.

Diniz, em 1963, mostrou que o veneno de Phoneutria fera é uma mistura complexa de
substéncias. A separagdo do mesmo, por cromatografia em papel, revelou que uma das
fragGes obtidas podia reproduzir o efeito téxico do veneno bruto. Foi também verificado
que a capacidade contractil induzida pelo veneno era devido & presenga de serotonina,

histamina e de duas substéncias de natureza protéica.

Schenberg & Pereira Lima (1966, 1971, 1976) isolaram e caracterizaram fragdes ativas
do veneno de Phoneutria fera e Phoneutria nigriventer ¢ demonstraram a presenca de
aproximadamente 14 substdncias protéicas, farmacologicamente ativas, com massas

moleculares variando entre 5000 e 7000 Da.

Através de cromatografias de filtragdo em gel e troca idnica, Entwistle e colaboradores
(1982) isolaram, do veneno de Phoneutria nigriventer, um peptideo com massas
moleculares entre 5500 e 5900 Da, o qual induziu potenciais de a¢do espontaneos ao

longo dos axdnios da preparagdo neuromuscular de fémur de gafanhoto.
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Fontana & Vital Brazil (1985) e Vital Brazil (1987) estudaram o efeito do veneno de
Phoneutria nigriventer em preparagio de nervo frénico-diafragma de rato. Verificou-se
uma despolarizagdo ndo-uniforme da preparagdo e um aumento nos potenciais de placa
em miniatura. Tais efeitos foram abolidos por tetrodotoxina, ou pela redugio de sodio

no meio experimental, indicando a¢do sobre os canais de s6dio na membrana da

preparagao.

Estudos do efeito da pegonha de Phoneutria nigriventer em auriculas isoladas de cobaia
demonstraram que as agOes cronotrdpicas e inotropicas positivas e negativas,
observadas apos a administragdo do veneno na preparacio eram devido a liberagio de
acetilcolina e norepinefrina das terminages nervosas auténomas das auriculas, levando-
se em consideragdo que tais efeitos eram abolidos pela administragdo de antagonistas
colinérgicos e adrenérgicos. A tetrodotoxina também aboliu os efeitos cronotrépicos e
inotrépicos positivos e negativos, o que sugeriu a a¢o da pegonha em canais de sodio

da preparagdo (Vital Brazil e colaboradores, 1988).

Rezende Jr. e colaboradores (1991) descreveram uma metodologia combinando
cromatografia de filtragio molecular convencional com cromatografias de fase reversa
em sistemas de alta resolucdo (FPLC; Fast Performance Liquid Chromatography,
Pharmacia, Sweden ) que separou o veneno de Phoneutria nigriventer em quatro
fracdes (PhTx1, PhTx2, PhTx3 e M) quimica e farmacologicamente distintas. PhTx1,
PhTx2 e PhTx3 apresentaram efeitos neurotoxicos em camundongos e seus
componentes apresentam massas moleculares entre 6000 e 9000 Da. As fragGes PhTx1
€ PhTx2 induziram sintomas excitatorios em camundongos, enquanto a fragdo PhTx3
induziu paralisia flacida. A fragdo “M™ € constituida de peptideos ativos em musculo

liso, porém, desprovidos de a¢do neurotoxica.

A partir da fragio PhTx1, Diniz e colaboradores (1990), isolaram e determinaram a
sequéncia completa de uma neurotoxina denominada Tx1. Tx1 € um peptideo de cadeia
Unica, constituido de 77 residuos de aminoéacidos, massa molecular de 8000 Da,
contendo alta propor¢do de cisteinas. Posteriormente, Rezende Jr (1992), mostrou que

Tx1 induz contragio do ileo e auricula, isolados de cobaia, ag@o abolida por atropina e

tetrodotoxina.
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A fracdo PhTx2 é uma mistura de isoformas. Cordeiro e colaboradores (1992)
purificaram nove peptideos desta fragio, que foram denominados Tx2-1 a Tx2-9 e
apresentam alta homologia estrutural entre si. Os pesos moleculares foram determinados
por espectroscopia de massa e foram, respectivamente, 5838,8 (53 residuos), 5116,6 (49
residuos), 5291,3 (48 residuos) e 3742,1 (32 residuos) para Tx2-1, Tx2-5, Tx2-6 e
Tx2-9. Tx2-1, Tx2-5 e Tx2-6 sdo as mais tdxicas para camundongos quando injetadas
por via intracerebroventricular. As trés toxinas causaram efeitos excitatorios tais como
lacrimejamento, hipersalivagdo, sudorese e agitagdo, seguidos por paralisia espastica €
morte. Tx2-9 se mostrou muito menos toxica para camundongos, causando apenas

erecdo da cauda e redugio da mobilidade.

A fragio PhTx3 também ¢ constituida por uma mistura de peptideos. Cordeiro e
colaboradores (1993) purificaram e identificaram 6 isoformas nesta fracdo,
denominadas Tx3-1 a Tx3-6. Os peptideos apresentaram baixa homologia entre si. Os
pesos moleculares calculados para estas toxinas por espectroscopia de massa e por SDS-
PAGE variam entre 3500 e 8500. Tx3-3 e Tx3-4 sdo as mais toxicas para camundongos
e causam paralisia flicida seguida de morte em 10 e 30 minutos apds a injecdo via
intracerebroventricular. As outras toxinas apresentam agfio semelhante, porém com

menor intensidade.

Figueiredo e colaboradores (1995) identificaram uma nova fragdo, denominada PhTx4,
na pegonha de Phoneutria nigriventer, composta de 7 subfragdes (Tx4q) 2 Txacry). Mafra
e colaboradores (1999) mostraram que PhTx4 e as subfracdes Txuz), Txaw, Tx4s),
Txa), Txac) inibem a captacdo de SH-L-glutamato em sinaptosomas de cortex cerebral
de rato. A fragdo Tx4(7) mostrou-se a mais eficaz em inibir a captacido de L-glutamato.

A partir de Txys) e Txue), Figueiredo e colaboradores (1995, 1999) purificaram e
determinaram a sequéncia de aminoécidos de duas toxinas, Txas.s) € TXae-1)-

Ambas apresentam alta toxicidade para insetos e nfo induzem efeitos toxicos em
camundongos. Entretanto, Txus.sy bloqueia as correntes i6nicas induzidas pelo NMDA

em cultura de neurdnios de hipocampo de rato.

Utilizando técnicas de biologia molecular, Diniz e colaboradores (1993) construiram
uma biblioteca de cDNA, a partir da glindula de veneno de Phoneutria nigriventer, €

clonaram o gene codificador da toxina Tx1.
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Foi demonstrado que Tx1 € sintetizado primeiramente como um pré-propeptideo, onde
pdde-se distinguir 4 regides distintas: uma sequéncia inicial que corresponde a um
peptideo sinal, uma sequéncia acida de 15 residuos de aminoacidos, a toxina e 2

residuos de glicina. A toxina madura seria liberada ap6s trés clivagens proteoliticas.

Aratjo e colaboradores (1993,, 1993;) demonstraram que a fragio PhTx2 retarda a
inativagdo dos canais de sodio em preparagio de misculo esquelético de rfi e as toxinas
Tx2-5 e Tx2-6 afetam a ativago e a inativagiio destes canais, de forma semelhante &
fragdo bruta. Matavel (1999) mostrou que Tx2-6 modifica a cinética dos canais de sédio

sensiveis a voltagem, alterando os pardmetros de ativagio e de inativagio.

Romano Silva e colaboradores (1993) verificaram um aumento nas concentra¢des
internas de sédio e de célcio e na liberagio de L-glutamato, em sinaptosomas
cerebrocorticais de rato, apés o tratamento com PhTx2. Tais efeitos foram abolidos por

tetrodotoxina, sugerindo ag¢fo sobre canais de sodio.

Outros estudos realizados com o veneno da aranha Phoneutria nigriventer mostram
ainda que este induz aumento da permeabilidade vascular em ratos e coelhos e
contra¢do de musculo liso vascular de coelhos (Antunes e colaboradores, 1992, 1993).
Também foi verificada indugfo de edema em pele de rato (Palframan e colaboradores,
1996). Costa e colaboradores (1996) estudaram a acio do veneno de Phoneutria
nigriventer sobre a pressdo arterial de ratos anestesiados. Este causou efeito bifasico
sobre o sistema experimental: uma breve hipotensio seguida de uma hipertensio
prolongada. A hipotensdo foi parcialmente abolida por um bloqueador de canais de

potassio- sensiveis a ATP ¢ a hipertensio foi reduzida por bloqueadores de canais de

calcio tipo L.

Trés peptideos de peso molecular na faixa de 13000 foram purificados da peconha de
Phoneutria nigriventer. PNV1 possui 125 residuos de aminoacidos, peso molecular de
13.899 e ¢ ativo em musculo liso vascular de coelho, provocando espasmos nesta
preparagdo (Marangoni e colaboradores, 1993). PNV2 possui 102 residuos de
aminoacidos, peso molecular de 12114 e também apresenta agio espasmoédica em
preparagdo de musculo liso vascular de coelho. O efeito espasmogénico de PNV2 nio

foi abolido por tetrodotoxina ou por antagonistas c-adrenérgicos, excluindo-se assim a
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possibilidade do envolvimento de canais de sédio, ou liberagdo de adrenalina pela agdo
de PNV2 (Bento e colaboradores, 1993). PNV3 apresenta 132 residuos de aminoacidos,
peso molecular de 14475 e induz aumento na permeabilidade microvascular em pele de
coelho. PNV3 apresenta grande homologia com outras toxinas (Tx2-1, Tx2-5, Tx2-6)

isoladas do mesmo veneno (Bento e colaboradores, 1995).

Prado e colaboradores (1995) demostraram que a fracio PhTx3 diminui a captagdo de
calcio por sinaptosomas de cortex cerebral de rato e também reduz a liberagdo de
glutamato dependente de célcio na mesma preparagdo. Tx3-3, uma toxina purificada a
partir de PhTx3, reproduz os efeitos da fragio. Estes autores sugerem que Tx3-3 seja um

antagonista de canais de célcio que interfere na liberagdo de glutamato.

Guatimosim e colaboradores (1997) verificaram que Tx3-3 inibe canais de calcio
sensiveis a o-Agatoxina IVA (classes P/Q), os quais participam do processo da

exocitose em sinaptosomas de cortex cerebral de rato.

Recentemente, Cassola e colaboradores (1998) purificaram, a partir da peconha de
Phoneutria nigriventer, um peptideo denominado ©-Phonetoxina-IIA. Este apresenta 76
residuos de aminoacidos com peso molecular de 8363. @-Phonetoxina-ITA bloqueia,
com alta afinidade, as correntes de célcio tipo N em neurdnios do ganglio dorsal de rato
e com baixa afinidade as correntes tipo L em células p pancreticas. Ha evidéncias de
que o-Phonetoxina-ITA também seja ativa em outros canais de calcio de alta

conduténcia. Ndo foi observada a agio do peptideo em canais de calcio de baixa

conduténcia.

Estudos realizados em nosso laboratério mostraram que Tx1 se liga com alta afinidade a

receptores em sistema nervoso central de rato e sistema nervoso entérico de cobaias.

Bicalho (1994) mostrou que Tx1 se liga a receptores em preparagio sinaptosomal de
cortex cerebral de rato com um Kj na ordem de 3 x 107'° M. Nesta preparagdo foi
encontrado apenas um sitio receptor, ao qual a toxina Tx1 se liga de maneira nio-
cooperativa. Foi mostrado que Tx1 ndo compete pelo sitio receptor com nenhum dos

ligantes testados, ativos em canais idnicos (Na™, K™ e Ca®").

19




Introdugio

Gouvéa dos Santos e colaboradores (1999) mostraram que Tx1 possui sitios receptores
em prepara¢do de membranas de sistema nervoso entérico de cobaia.

Nesta preparagdo, os pardmetros determinados foram semelhantes aqueles encontrados
em sinaptosomas cerebrocorticais de rato, ou seja, Tx; liga-se aos sitios com um K4 da
ordem de 2 x 10"'° M e possui apenas um sitio receptor, a0 qual se liga de forma nio-
cooperativa. Nesta preparagdo Tx1 também ndio competiu pelo sitio de ligagdo com

nenhum dos ligantes testados, ativos em canais de Na*, K* e Ca?".
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4. Consideracdes acerca da interacio entre ligantes e
receptores.

Os primeiros organismos multicelulares apareceram cerca de 2,5 bilhdes de anos apés o
primeiro organismo unicelular. A razdo para tal “atraso” pode estar relacionada com a
necessidade dos organismos multicelulares desenvolverem um mecanismo elaborado de
interagdo que permitiria a comunicagdo coordenada entre as células de modo a permitir
o perfeito funcionamento do organismo. Cada célula do organismo possui um
mecanismo complexo para a interpretagdo dos sinais o que permite estabelecer uma

fun¢do especializada dentro do corpo (Alberts e colaboradores, 1996).

A comunicag@o entre as células de organismos multicelulares se dé através de moléculas
sinalizadoras que se ligam a aceptores na célula alvo e desencadeiam uma resposta
bioldgica, como por exemplo a divisio celular. O estudo da distribuicdo, localizacdo,
estrutura e fung@o destas moléculas aceptoras sio de extrema importdncia para a

compreensao da resposta biologica.

Um dos modos mais comuns de estudo dos aceptores € o uso de versdes marcadas da
molécula ligante. A forma mais utilizada de marcagio € a radioativa, utilizando como

radionuclideos *H, '°L, "*C, dentre outros (Hulme, 1992).

Estudos de ligagdo, utilizando sondas radioligadas, sio uteis para estabelecer e

caracterizar a intera¢do entre ligantes e uma variedade de receptores (Weiland &
Molinoff, 1981).

Drogas marcadas radioativamente tém sido usadas como sondas especificas e precisas
no estudo detalhado das interages entre receptores e ligantes. Os estudos de ligagio
permitem determinar o comportamento cinético de interacdo de uma droga e o seu sitio
aceptor, como também a caracterizagdo do aceptor. Também ¢ possivel, a partir de
estudos de ligacdo, discriminar classes de receptores e determinar a densidade dos
mesmos na preparagdo utilizada experimentalmente. Estes estudos constituem o Unico
modo de caracterizar receptores durante solubilizagio, purificacdo e reconstituigdo

(Siegel e colaboradores, 1994).
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Objetivos

5.1 Objetivo Geral

Esclarecer o comportamento cinético da ligagio da toxina Tx1 & preparagdo sinaptosomal

de cértex cerebral de rato.

5.2 Objetivos Especificos

e Obter um derivado radiomarcado a partir de Tx;, adequado aos estudos cinéticos

e Determinar a constante cinética de associacio (k;) do derivado de "*’I-Tx,

e Determinar a constante cinética de dissociago (k.;) do derivado de *°I-Tx;

e Determinar a constante de equilibrio (K4) a partir dos dados cinéticos, obtidos com o
derivado de '*I-Tx;.

e Comparar a constante dissocia¢do Ky, calculada a partir dos dados cinéticos com o Kq4

calculado a partir dos dados no equilibrio, com o uso do derivado.
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Materiais e Métodos

6-Materiais

6.1. Drogas e reagentes

Todas as drogas e reagentes utilizados neste trabalho sfo de grau analitico, provenientes

das empresas Sigma Chemical Company (St. Louis, EUA) e Merck (Darmstadt,
Alemanha).

O Na-'"*I foi proveniente da Amersham International (Buckinghamshire, Inglaterra) e
da DuPont (Boston, USA)

6.2. Toxina

A toxina Tx1 foi gentilmente cedida pelo Prof. Carlos Ribeiro Diniz e pela Dra. Marta
do Nascimento Cordeiro da Fundagdo Ezequiel Dias. Tx1 € purificada em dois passos
cromatograficos: filtragdo em gel convencional, em coluna Sephadex® G-50 e
cromatografia de fase reversa em sistema FPLC, em coluna Pro-RPC®  (Fast

Performance Liquid Chromatography), segundo técnica descrita por Diniz e

colaboradores em 1991.
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6.3. Solucdes para experimentos de ligacdo

As seguintes solug¢des foram utilizadas nos experimentos de ligaggo:

Tampdo de preparagdo, | Tampdo de incubagdo, | Tampdo de lavagem
pH 7,4 pH 7.4 pH 7,4

HEPES 25 mM 25 mM 5 mM

Cloreto de colina | 140 mM 140 mM 140 mM

KCl 5,4 mM 5,4 mM 5,4 mM

MgSO4 0,8 mM 0,8 mM 0,8 mM

CaCl, 1,8 mM 1,8 mM 1,8 mM

Glicose 10 mM 10 mM 10 mM

BSA 0,5 % (p/v) 2% (p/v)

As solugdes foram dividas em aliquotas e mantidas congeladas (-20°C) até o momento

do uso.

O “tampdo de preparag@o” foi utilizado para ressuspender a preparagdo sinaptosomal

utilizada em nossos experimentos. Este tampdo tem composi¢do semelhante ao tampdo

de incubagio, exceto pela auséncia de BSA.

O “tampdo de lavagem” difere do “tamp&o de incubagdo™ nas concentragdes mais baixa
de HEPES e mais alta de BSA .
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7- Métodos

7.1. Marcacao da toxina Tx1 com Na-'I

A iodagio de Tx1 com Na-'>I foi realizada de acordo com a técnica descrita por Rochat

e colaboradores em 1977.

A 0,6 nmol de Tx1 adicionou-se 0,5 mCi de Na-'*’I (propor¢io em nanomols iodo :
proteina: 1: 3) e 1,25ug de lactoperoxidase. Duas adi¢es de 2,5 pL. de H202 (1/50000)
foram feitas no tempo 0 e apds 1 minuto de reagfo. Nesta rea¢do o iodo € oxidado e
incorpora-se ao anel fendlico de residuos de tirosina. A reagdo foi interrompida pela
adicdio de tampdo fosfato de sédio (50 mM, pH 7,4) contendo BSA (1 mg/mL). O iodo
livre (ndo-incorporado 4 proteina) foi separado da toxina marcada utilizando-se de uma
cromatografia de troca idnica (catidnica) em uma resina do tipo Dowex (1-X8, Serva-
Heidelberg, USA) previamente ativada com solugio de NaCl (0,9%) e pré-saturada com
tampao fosfato de sddio (50 mM, pH 7,4) contendo BSA (Img/mL). A recuperacdo da
toxina marcada foi feita através de duas lavagens sucessivas da resina com o tamp@o
fosfato de sédio (50 mM, pH 7,4) contendo BSA (1 mg/mL). O iodo livre radioativo
residual; que permanece com a toxina marcada, foi estimado através de cromatografia
em papel (Whatmann n® 1), utilizando-se como eluente metanol saturado com KI. O
jodo livre migra através do papel, enquanto a toxina marcada permanece na origem. A
radioatividade foi quantificada em cintilador gama (1275- Gamma Counter- LKB). A
toxina marcada era mantida a 4°C em tamp#o fosfato de sodio contendo BSA 1 mg/mL,
sendo diluida adequadamente, no momento do uso.

A toxina marcada se mantém estével cerca de 3 semanas. A estabilidade era verificada
pela manutengiio da ligagio especifica & preparagdo sinaptosomal. Um desenho

esquematico do processo de marcagdo € mostrado na figura 1.
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Molécula de Tx;
\
DVYICG..
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Figura 1- Representacdo esquematica da marcacio de Tx; com Na-'21

A lactoperoxidase (representada em circulos) € oxidada pela dgua oxigenada e oxida o
iodo a uma forma mais reativa. O iodo oxidada € entdo incorporado ao anel fenolico de
residuos de tirosina do peptideo.

(adaptado do livro “Molecular Biology of the Cell”, 2° ed., 1989)
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7.2. Purificaciio dos derivados iodados de *I-Tx1

Ap6s a obtengdo da toxina marcada, esta foi submetida a uma cromatografia liquida de
alta performance em sistema HPLC (High Performance Liquid Chromatography,

Shimadzu - Kyoto, Japan), com o objetivo de separar possiveis derivados de marcaggo.

A marcagio da toxina Tx1 foi semelhante ao descrito no item 7.1 exceto que, apos a
reagdo com a lactoperoxidase, adicionou-se ao tubo de marcag¢io uma solugdo de 0,1%
TFA/agua, para finalizar o processo. A amostra obtida foi entdo submetida a uma
cromatografia em HPLC utilizando-se uma coluna analitica de fase reversa Cys Vydac®
-4,6 x 250 mm (Technicol Ltd., Stockport, UK.). Como eluentes foram utilizados: A -
0,1% TFA/agua e B - 0,1% TFA /acetonitrila. Os derivados foram eluidos da coluna
com um gradiente de 0 a 50% de B em A por 100 minutos com um fluxo de 1
mL/minuto. A cromatografia foi monitorada pela leitura da absorvincia a 214 nm e pela
leitura da radioatividade em contador gama. Foram coletadas fragdes de 0,5 mL. As
fragdes obtidas foram testadas quanto & ligagdo especifica a fragdo sinaptosomal de

cortex cerebral de rato.

7.2.1 Calculo da radioatividade especifica do derivado.

A radioatividade especifica do derivado marcado foi calculada a partir da concentragio
de proteina presente na amostra correspondente ao pico selecionado e da radioatividade

incorporada ao mesmo.

Para tanto, realizou-se a marcagio da proteina com '*’I (propor¢do proteina: iodo foi 1:
1) e "I como tragador (proporgio proteina : iodo, em nanomols, foi 100 : 1). O produto
da marcag@o foi submetido a uma cromatografia em HPLC como descrito no item 7.2.

A concentrag@o protéica foi estimada pela integragio da area do pico obtido no
cromatograma. A razo entre a radioatividade contida no pico € a area correspondente €

a radioatividade especifica calculada.

20




Materiais e Métodos

1.3. Preparaciio da fracdo sinaptosomal P; de cértex cerebral de rato

A fracdo sinaptosomal (P;) foi preparada segundo técnica descrita por Gray &
Whittaker em 1962.

Todo o processo foi realizado a 4 °C. Foram utilizados ratos Wistar de ambos 0s sexos
(250 g) provenientes do CEBIO- Centro de Bioterismo do ICB-UFMG. Apds a
decapitacdo, o cérebro foi imediatamente retirado. O cortex foi dissecado, pesado e
colocado em tampao fosfato de sédio (10 mM, pH 7,0) contendo sacarose (0,32M), na
propor¢do (tecido:solugdo) de 10% (P/V). O cortex foi homogeneizado em Potter-
Elvejan (Thomas Scientific- Swedesboro, EUA). O homogenato foi centrifugado por 10
minutos a uma velocidade de 1000 g em centrifuga refrigerada a 4 °C (Sorvall 5 FB,
DuPont Instruments). Apés a primeira centrifugagio, o sobrenadante foi recolhido e
centrifigado novamente por 20 minutos a 15000 g. Apds a segunda centrifugagdo, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em “tampZo de preparagio”,
na propor¢do de 10mL por grama inicial de tecido. Foi realizada uma terceira
centrifugacdo por 20 minutos a 15000 g. O sobrenadante foi novamente descartado e o
precipitado ressuspendido em tampao de preparagfo, na propor¢do de 10mL de tamp@o
por grama inicial de tecido.

A concentragdo de proteinas presente na preparagio foi determinada pelo método

descrito por Lowry e colaboradores em 1951.
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7.4. Experimentos de ligacio

7.4.1- Teste das fracdes obtidas de *I- Tx1

As fragSes obtidas apés a cromatografia em fase reversa (HPLC) da 'I-Tx1 foram

testadas para se verificar a ligagdo especifica & preparagdo sinaptosomal de cortex

cerebral de rato.

Aliquotas de 50 pg de tecido foram incubadas com as fragdes cromatograficas de i A
Tx1 na concentragdo de 107° M na auséncia (ligagdo total) ou na presenca (ligagio nio-
especifica) de Tx1 nativa na concentragio de 10~ M, por 30 minutos a 20°C (volume
de incubagdo: 500 uL). Apds a incubagdo, aliquotas de 400 pL foram filtradas em filtros
de borosilicato (GF/B Whatmann) pré-saturados com BSA (5 mg/mL), adaptados a um
sistema de filtracdo a vacuo (Sartorius). Os filtros foram lavados 4 vezes com 2 mL de
“fampﬁo de lavagem” (mantido a 4°C). O processo de filtragdo é muito répido (em torno
de 5 segundos). A radioatividade contida nos filtros foi quantificada em contador gama.
A ligacdo especifica foi determinada subtraindo-se a ligagdo ndo-especifica da ligagdo

total. A ligagdo ndo-especifica corresponde a, aproximadamente 20% da ligagdo total.

Em todos os experimentos subsequentes, as amostras foram filtradas, os filtros lavados e

a radioatividade quantificada da mesma maneira descrita acima.
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7.4.2- Experimento de associacio

A fragfio sinaptosomal, na concentra¢io de 125 pg/ mL em tampio de incubagdo, foi
pré-incubada a uma temperatura de 20°C por 20 minutos a fim de estabilizar a
temperatura. Em seguida, adicionou-se 'I-Tx1 ou '’I-D; (derivado obtido de '’I-
Tx1) para as concentragdes indicadas nos experimentos. Aliquotas de 400puL (50ug de
tecido) foram filtradas nos intervalos de tempo determinados.

A ligagdo ndo- especifica foi determinada da seguinte forma: adicionou-se a suspensédo
de tecido '*I-Tx1 ou '*’I-D; nas concentragGes indicadas e Tx1 nativa em concentragio
1000 x superiores ao ligante radioativo. Apds incubagdo de 30 minutos a 20°C,

amostras de 400uL (50ug de tecido) foram filtradas nos intervalos de tempo

determinados.

7.4.3- Experimento de dissocia¢do

A fragio sinaptosomal, na concentragio de 125 pg/mL em tampéo de incubagdo, foi
pré- incubada a uma temperatura de 20°C por 20 minutos. Posteriormente foi
adicionado ao tubo de ensaio '“’I-Tx1 ou '*’I-D, para as concentrages indicadas nos
experimentos. Seguiu-se incubagio a 20°C por 1 hora a fim de permitir que a ligacdo
atingisse o equilibrio. Apés a incubagio, foram filtradas 4 amostras de 400uL (50ug de
tecido), que representam a ligagio de '*I-Tx1 ou '*’I-D; ao tecido, no equilibrio. Em
seguida Tx1 nativa, em concentragdo 1000 x superiores ao ligante radioativo, foi
adicionada e amostras de 400pL (50pg de tecido) foram filtradas nos intervalos de
tempo determinados.

A ligagdo ndo-especifica foi determinada da seguinte forma: foram adicionadas juntas,
a0 tecido 'I-Tx1 ou "*’I-D; para as concentragdes indicadas nos experimentos e Tx1
nativa em concentragdo 1000 x maior que o ligante radioativo. Apés incubagdo de 30
minutos a 20°C, amostras de 400pL (50uL de tecido) foram filtradas nos intervalos de

tempo determinados.
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7.4.4- Experimento de saturacio

Aliquotas contendo 50ug de tecido foram incubadas com I Txl ou '’I-D; em
concentragBes crescentes conforme indicado (1072 a 10° M) na auséncia (ligagio total)
ou na presenca de Tx1 nativa na concentragdo de 10~ M (ligagdo nfo-especifica), por
30 minutos a 20°C (volume de incubagio: 500 pL). Apds a incubagdo, 400 puL de cada
amostra foram filtrados A ligagdo especifica foi determinada subtraindo-se a ligagdo

ndo-especifica da ligagdo total.
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7.4. Analise dos resultados

Os resultados foram analisados com o auxilio dos programas:

e Microsoft® Excell 97, (Microsoft Corporation)
e GraFit (Erithacus Software Ltd)
e SigmaPlot® (Jandel Corporation)

® A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se “Intervalo de Confianca™.
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Resultados

8. Resultados

8.1 Experimentos cinéticos com 151.Tx,

Inicialmente foram realizados experimentos para determinar & cinética de interagdo de

1257 Tx1 com preparagio sinaptosomal de cortex cerebral de rato.

A figura 2 mostra o grafico de associagdo de 1257 Tx] aos receptores em cortex cerebral

de rato. O gréfico é representativo de 3 experimentos.

A saturagio & alcancada em, aproximadamente, 720 segundos (12 minutos) de
incubagdo. A ligagio maxima (Bmax) de 1257 Ty, foi inferior a 10% da concentragdo
inicial do ligante, satisfazendo as condigBes impostas pelo modelo aplicado (para
detalhes, ver apéndice).

A constante observada (koss ) calculada foi de 3,46 £ 1,15)410'3 s (n=3).

A curva apresenta apenas um componente, estando de acordo com o modelo

matematico proposto para a interagdo da toxina Tx1 com 0 receptor (ver apéndice).

.. : 5 ~
A figura 3a mostra a curva de dissociagdo da toxina marcada '*I-Tx; da preparagdo
sinaptosomal de cortex cerebral de rato, durante 3 horas, a 20° C. A figura ¢

representativa de uma série de 3 experimentos.

Observa-se que a dissociagdo é incompleta. A toxina marcada (5 x 10" M) ndo se
deslocou completamente dos sitios receptores, na presen¢a de 5 x 107 M de toxina
nativa mesmo apos 24 horas de incubagdo a 4 °C (figura 3b). Aproximadamente 40% da
toxina marcada permanece ligada ao sitio receptor apds 24 horas de reagdo. A regressdo
linear dos dados mostra a existéncia de dois componentes (cinética biexponencial), com
cinéticas diferentes (figura 3a, inserto). Os k .1 calculados foram de 2,07 0,76 x 107 s
para o componente rapido (fig. 3a, inserto, simbolos pretos) € 6,4 2,8 x 107s™ para o

componente lento (fig. 3a., inserto, simbolos vazados), respectivamente.
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FIGURA 2- Associacio de 'ZI-Tx1 i preparagio sinaptosomal de coértex
cerebral de rato. O tecido (125 pg/mL) foi pré-incubado a 20°C. Adicionou-se
1251 Tx, para a concentragio final de 5x10"1 M. Amostras de 50 pg de tecido
foram filtradas nos intervalos de tempo indicados. Os dados mostram a ligagdo
especifica de 1251_Tx; ao aceptor O ks calculado por regressdo ndo-linear foi de
3.46x107 + 1,15x107 s (n = 3). Inserto: regressdo linear dos dados. A ligagdo
especifica foi estimada como descrito em “Métodos”.
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FIGURA 3- Dissociacido de 1251_Tx, dos sitios receptores na preparacio de cortex
cerebral de rato. O tecido (125ug/mL) foi pré-incubado a 20°C. Adicionou-se 5x10™!
M de '*I-Tx; e seguiu-se incubagio por 1 hora. A dissociagdo de 51.Tx1 se iniciou
com a adi¢o de 5x107 M Tx; nativa. Amostras de 50 pg de tecido foram filtradas nos
intervalos de tempo indicados.. O grafico “a” representa experimentos (n =3) realizados
num intervalo de 3 horas a 20° C. Inserto: regressio linear dos dados. As constantes de
dissociagio (k ;) calculadas foram 2,07 + 0,76 x 107 s' e 64 +28 x 107"
(componentes rapido e lento, respectivamente. n = 3). O grifico “d” representa
experimento realizado num intervalo de 24 horas a 4° C. A ligago especifica foi
estimada como descrito em “Métodos”.
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Considerando-se a dissociagdo incompleta de '*I-Tx1, como mostrado na figura 3,
decidimos investir na separagio de possiveis derivados radiomarcados, que nos
possibilitasse compreender melhor o modelo de interagdo desta toxina com a preparagio

estudada.

8.2 Separaciio dos derivados iodados resultantes da marca¢fio de Tx;.

A figura 4 mostra o perfil cromatografico obtido pela separagdo do material resultante
da marcagio de Tx1 com '*’I. A toxina nativa foi eluida com 28% de acetonitila, em 68
minutos (pico a). Posteriormente, os derivados iodados foram eluidos em dois picos
com 2.8.5% e 29.5% de acetonitrila, e nos tempos de 69 e 71 minutos respectivamente

(pico b e pico c¢). Perfis semelhantes foram obtidos em todos os experimentos

realizados (n = 6).

Foram realizados testes de ligagdo especifica com os materiais radioativos obtidos
cromatograficamente nas amostras correspondentes aos pico b e ¢. A amostra eluida no
pico b mostra uma ligagdo especifica bastante satisfatoria (cerca de 75%) e nos pareceu
mais adequado para iniciarmos os experimentos cinéticos, considerando-se que este
derivado deve ser menos modificado pelo processo de marcagio. Este material passou a

125
I

ser denominado I-Derivado 1, ou simplesmente '*°I-D;.

A radioativodade especifica de "*’I-D; foi de 306 cpm/fmol, calculada como descrito em
“Métodos™.
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FIGURA 4- Perfil da cromatografia de fase reversa (HPLC) de 1251 Tx;. Coluna de
fase reversa Cig (Vydac, 0,46 x 25 cm) foi equilibrada com solugdo 0,1% de TFA em
agua. A cromatografia foi desenvolvida usando um gradiente linear de 0 a 50% de
acetonitrila em 0,1% de TFA, em 100 minutos (0,5% de B/minuto). Amostra: 2,5 nmols
de °I-Tx; marcados com 2,5 nmoles de KI e '*I como tragador, como descrito em
“Métodos”. O fluxo foi de 1 mI/minuto. O contetido protéico do eluato foi estimado pela
leitura da absorvincia a 214 nm e a radioatividade foi determinada por leitura em

(L]

S . . . . 125
cintilador gama. O pico “a” representa a toxina nativa; o pico “b” representa “1-D; e 0
€c_I7

pico “c” representa '*’I-D,. Os simbolos cheios representam a leitura da absorvéncia e
os simbolos vazados representam a leitura radioativa.
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8.3. Experimentos cinéticos com 1D,

Nos experimentos seguintes, estudamos o0 comportamento cinético do derivado D

125:[

A figura 5 representa a associagio do derivado ““’I-D; aos receptores em cértex cerebral

de rato. A figura € representativa de uma série de 5 experimentos.

Observa-se que a saturagdo ¢ alcancada em, aproximadamente, 300 segundos (5
minutos) de incubag@io. A constante observada (kobs,) de 1,2x107 s foi calculada por
regressio nio-linear dos dados mostrados no experimento representativo (fig.5). A
ligacdo méaxima (Bmsx) do derivado a preparagdo foi inferior a 10% da concentracdo
inicial do ligante, satisfazendo as condi¢des impostas pelo modelo aplicado (para
detalhes, ver apéndice). A média dos valores de keps foi de 1,59+ 0,45x107 s (n=3).
No inserto da figura 5 estd representado a anilise dos dados por regressdo linear.

Observa-se que o grafico apresenta um Gnico componente na associagdo com o receptor.

A figura 6 mostra a dissociagdo do derivado 121D dos aceptores em cortex cerebral de
rato, induzida por alta concentragio de toxina nativa. A figura € representativa de uma

série de 5 experimentos.

Observa-se que a dissociagdo do derivado foi completa, atingindo o equilibrio em
aproximadamente 1 hora e 20 minutos. A constante de dissociaggo (k.1) foi 4.2x10" 7,
calculada por regressio nio-linear dos dados experimentais. A média dos valores de ky
e t% calculados foram de 4,7 +12x10* s’ e 264 + 5,5 minutos, respectivamente

3 - - P
12°I.D, se dissocia do sitio

(n = 4). A anélise dos dados por regressdo linear mostra que
receptor de forma uniforme, apresentando um Gnico componente, conforme mostra a

figura.

A constante cinética de asscocia¢do calculada foi 2,5 £0,7x 10 "M* s7 (para detalhes

ver apéndice).

A préxima etapa de nosso trabalho teve como objetivo o calculo da constante de
afinidade (K4) obtida com o uso do 21D,
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~ FIGURA 5- Associacio de '*’I-D; a preparacio sinaptosomal de cortex cerebral
de rato. O tecido (125 pg/mL) foi pré-incubado a 20°C por 20 minutos. Em seguida,
adicionou-se *’I-Tx1 para a concentragio final de 6x1071° M. Amostras de 50 pg de
tecido foram filtradas nos intervalos de tempo indicados. Os dados mostrados
correspondem a ligagio especifica de '*’I-D; ao aceptor. A ligagdo ndo-especifica foi
estimada como descrito em “Métodos”. Inserto: regressdo linear dos dados. O keps
. calculado por regressdo nio-linear foi de 1,2x107 s,
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FIGURA 6- Dissociagdo de ' “I-D; de preparacdo sinaptosomal de cértex cerebral
de rato. O tecido (125ug/mL) foi pré-incubado a 20°C. Adicionou-se 3] D, para uma
concentracdo final de 6x10™° M e seguiu-se incubagdo por 1 hora . A dissociagéo de
1251D, iniciou-se com a adi¢o de 5x107 M Tx; nativa. Amostras de 50 pg de tecido
foram filtradas nos intervalos de tem;)o indicados. Os dados apresentados na figura
representam a ligago especifica de 21D, & preparagio sinaptosomal. A ligacdo ndo-
especifica foi estimada como descrito em “Métodos”. O k4 calculado por regressdo
ndo-linear foi de 4,7x107 + 1,2x10™ 57 e o t¥ foi de 26,4 £ 5,5 minutos (n = 4). O
inserto representa a regressao linear dos dados.
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8.4. Estudos de equilibrio com '*I-D,

A figura 7 mostra a curva de saturagfio de 'I-D;. Esta curva é representativa de um dos

seis experimentos realizados.

O tecido foi incubado com concentragies crescentes de derivado 'I-D,, como
representado no grafico. A ligagdo ndo-especifica foi estimada através da incubago do
derivado marcado em presenca de um excesso (1000 vezes) de toxina nativa.

Observa-se que a ligacio do derivado '*I

-D; a preparagdo sinaptosomal de coértex
cerebral de rato foi saturavel. A constante de dissociacio ( Ky) foide 2,2 x 10" £0,98 x
10™ M e o mimero total de sitios foi de 354 + 15 fimoles/mg, ambos calculados por
regressdo ndo-linear dos dados (n = 6). O inserto da figura 7 mostra a andlise dos
dados segundo a equagdo de “Scatchard” (para detalhes, ver apéndice). Observa-se a
presenga de uma Unica reta, sugerindo a presenga de apenas um sitio aceptor para '>I-

D, em preparagio cerebrocortical de rato.
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FIGURA 7 — Curva de saturacio de “*I-D; em fracfio sinaptosomal de cértex
cerebral de rato. O tecido (50 pg) foi incubado em presenga de concentragdes
crescentes de '*’I-D; na auséncia (ligagdo total) ou na presenca (ligagdo nao-especifica)
de toxina nativa (1x107M). A curva representa a ligagio especifica de 151D, ao tecido.
O K4 calculado para estes dados experimentais foi da ordem de 1,02x10" M e o
nimero de sitios foi de 264 fmoles/mg de proteinas. Inserto: regressdo linear dos dados
pela equagio de “Scatchard”.
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Discussio

Experimentos de ligagdo utilizando-se de sondas radiomarcadas sdo uteis para
estabelecer e caracterizar a interagio entre ligantes e uma variedade de receptores
(Weiland & Molinoff, 1981). Pode-se realizar uma série de estudos, diretos ou indiretos,
visando o melhor conhecimento de caracteristicas do ligante. Os estudos diretos sdo
realizados com o objetivo de caracterizar o comportamento cinético e de equilibrio da
interacdo de um ligante com um receptor. Estudos indiretos s3o aqueles que se utilizam
de outros ligantes com caracteristicas conhecidas para o estudo de um novo composto.
Pode-se caracterizar, dessa forma, a afinidade do ligante pelo aceptor e qual € o receptor
para o determinado ligante. A afinidade do ligante pelo receptor € resultado de uma

série de interagBes complexas que vio resultar em um efeito bioldgico.

Este trabalho caracterizou a interagio da toxina Tx; com os receptores em sistema

nervoso central de rato. A maioria dos experimentos foi realizada utilizando-se técnicas

de estudo direto.

Ao marcar uma molécula protéica com '*’L, pode-se incorporar pelo menos dois 4&tomos
de iodo em cada residuo de tirosina da molécula, dependendo da disponibilidade de tais
residuos de acordo com a conformagio tridimensional da proteina. A marcagdo direta
da-se por processos oxidativos e podem gerar varios derivados ou sub-produtos como:
produtos de oxidagdo, espécies ndo-reativas, ligantes degradados, ou derivados com
varios niveis de marcac¢fo. Tais produtos devem ser separados do derivado marcado
efetivo, pois podem interferir na interagio do ligante com o receptor € podem levar a

interpretagdo erronea dos dados (Hulme, 1992).

Em certos casos, o0s possiveis sub-produtos ou derivados inativos, ndo alteram os

resultados experimentais, provavelmente por representarem uma fragdo pequena em

relagdo ao ligante principal.

Muitas toxinas radiomarcadas tém sido utilizadas para estudos de interagdo ligante-
receptor sem, contudo, serem purificadas apds o processo de marcagdo (por exemplo:

Martin-Moutot e colaboradores, 1983; Gordon e colaboradores, 1993, De Lima e
colaboradores, 1986).
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Experimentos realizados por Bicalho (1994) mostram que a atividade toxica de Tx; €
preservada apds a marcagdo com iodo, sugerindo que o comportamento de ligagdo da
toxina marcada é semelhante ao da toxina nativa, podendo '*’I-Tx; ser utilizada em

experimentos de ligagdo.

Estudos mostram que a interagio de '*’I-Tx; com as preparagdes sinaptosomal de cortex
cerebral de rato (Bicalho, 1994) e de membranas de ileo de cobaia (Gouvéa dos Santos,
1995, 1999) é de alta afinidade (cerca de 0,1nM). Entretanto, estes estudos foram feitos

apenas em condi¢Oes de equilibrio. As constantes cinéticas ndo foram determinadas.

Nossos primeiros experimentos visaram a obtencdo dos dados cinéticos utilizando-se

toxina marcada, '*’I-Tx;, sem a prévia purificago dos possiveis derivados de marcagio.

A associagio de '*

I-Tx; com a preparagdo cerebrocortical alcanga a saturagio em
aproximadamente 12 minutos. O kg calculado foi 3,46 + 1,15 x 107 s, indicando
interag@io rapida entre a toxina e o receptor. A analise dos dados por regress@o linear
(inserto da figura 2) mostra a presen¢a de apenas um componente. Este experimento

esta em concordancia com o modelo matematico (um ligante e um aceptor) aplicado.

Entretanto, os primeiros experimentos de dissociagio (figura 3) mostram uma
comportamento andmalo de 'PI-Tx; As curvas de dissociagio (graficos 3a e 3b)
mostram que B0 Tx, se dissocia aproximadamente 60% dos sitios receptores,
demostrando uma dissociacdo parcial. A anilise dos dados por regressdo ndo-linear

apresentou curvas com dois componentes: um rapido e um lento (figura 3a,.inserto).
Duas hipéteses foram levantadas com relagdo aos dados mostrados na figura 3:

1. ™I-Tx; se liga com afinidades diferentes a mais de um sitio receptor na
prepara¢do sinaptosomal, indicando que o modelo matemaético utilizado até
entdo (um ligante e um aceptor) estava incorreto.

2. A marcacdo da toxina Tx; pelo método utilizado, origina mais de um derivado
(como descrito acima), e que estes derivados devem possuir comportamentos

cinéticos distintos.
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Experimentos anteriores realizados em nosso laboratério mostraram que '*’I-Tx;, no
purificada, apresenta apenas um sitio receptor na prepara¢do sinaptosomal de cortex

cerebral de rato (Bicalho, 1994). Diante deste resultado resolvemos considerar a

segunda hipotese.

Provavelmente o processo de marcagio de Tx; com '*’I origina mais de um derivado
iodado, pois esta toxina apresenta 3 residuos de tirosina, ver figura 8. Ainda nio foram
realizados estudos sobre estruturas superiores (secundaria e terciaria) desta toxina o que
nos ajudaria a sugerir um possivel perfil de marcagdo para esta toxina. Pode-se sugerir
que os diferentes tipos de derivados produzidos seriam responsaveis pelos dois
componentes observados na cinética de dissociagdo. A partir destas observagdes,
decidimos purificar possiveis derivados obtidos na marca¢do de Tx1, visando-se obter

um ligante adequado para os estudos cinéticos.

Varios sdo os métodos utilizados na separagdo dos derivados obtidos da marcagio de
peptideos; a escolha depende das caracteristicas quimicas da molécula. Uma das
metodologias mais eficientes de separagdo de derivados é a cromatografia de fase
reversa em sistema HPLC. Isso porque a incorporagio dos atomos de iodo a molécula
leva a uma modificagdo na hidrofobicidade da proteina. Esta alteragdo possibilita a
separagdo da molécula nativa dos produtos de marcagio. Derivados apresentando mais
de um iodo por residuo de tirosina eluem posteriormente aos derivados menos
modificados (Hulme, 1992).

Visando a separacio de pelo menos um dos possiveis derivados marcados de Tx;, L A
Tx; foi submetida a cromatografia de fase reversa em sistema HPLC. O objetivo foi a
obtencdo de um derivado purificado que nos permitisse proceder a analise cinética da

interagd@o da toxina com os sitios aceptores,

O resultado obtido na cromatografia de '*I-Tx; em HPLC (figura 4), sugere que a
marcagio de Tx1 produziu pelo menos dois derivados, ou duas populagdes de derivados
radioativos diferentes (“°I-D; e I-D,). O derivado "I-D; (pico b) apresenta um
comportamento cromatografico ligeiramente diferente da toxina nativa (pico a),

enquanto as modifica¢des ocorridas em '*’I-D; (pico ¢) parecem ser mais pronunciadas.
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Pode-se sugerir que '*’I-D; seja um derivado predominantemente monoiodado, pois
apresenta tempo de retencdo mais proximo ao da toxina nativa que PLD,. Estes
derivados podem ser caracterizados quanto a presenga de monoiodotirosinas ou
diiodotirosinas apés tratamento com um coquetel de enzimas proteoliticas e subsequente
andlise comparativa do produto com padrdes adequados, por cromatografia de fase

reversa em HPLC (Marchot e colaboradores, 1988).
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De Lima e colaboradores (1989) utilizando técnicas semelhantes separaram derivados
de duas toxinas de veneno de escorpiio. Antes da purificagio as toxinas marcadas
apresentaram comportamento cinético anémalo, como o ocorrido com PL.Tx1, neste
trabalho. A toxina *’I-Ts VII (do escorpido Tityus serrulatus) se dissociava de uma
preparagio sinaptosomal de inseto de forma parcial. Quando utiliza-se um derivado
purificado de 1251_Ts VII a toxina mostrou-se indissociavel do tecido, o que sugeriu uma
ligagdo irreversivel do ligante ao aceptor. A toxina do escorpido Androctonus australis,
AaHIT, apbs a marcagio, apresentou curvas de dissociagio bimodais, semelhantes as

1251_

encontradas para Tx1, em nossos experimentos. Um dos derivados, purificado de

125 o .- .
I-AaHIT apresentou cinética com um Unico componente nas curvas de associagao e

dissociacdo.

A radioatividade especifica para '*’I-Dy, calculada como descrito em métodos, foi 306
cpm/finol, e estd de acordo com dados encontrados na literatura, para outras toxinas

polipeptidicas. (p.e. Cruz e colaboradores, 1986; Muniz e colaboradores, 1990).

Os estudos cinéticos realizados com o derivado selecionado (**’I-D;) mostram que este

possui comportamento cinético distinto daquele de 1251.Tx, antes da purificacfo.

Experimentos de associagdo indicam que 125D, se associa ao receptor mais
rapidamente que P1.Tx; (figuras 2 e 5). 51D, atingiu a saturagdo em
aproximadamente 5 minutos de incubagdo, enquanto o tempo de saturagdo com 21Tx1
foi de aproximadamente 12 minutos. O ks calculado também foi distinto para as duas
situagdes (1,59 + 0,45x107 s para 'PL-D;-6 x 107 M e 3,46 + 1,15 x 1053 s* para
1251 T%,-5 x 107 M),

Experimentos de dissociagdo mostram que'*’I-D; se dissocia completamente do sitio
receptor, ao contrario de L. Tx;, que se deslocou apenas parcialmente
(aproximadamente 60%). Estes dados apontam para a heterogeneidade de "P’I-Tx; e
para um provavel derivado mais puro, no caso de 121D;. O t % calculado para a
dissociag@o de 1251 D, foi de 26,4 + 5,5 minutos, e a constante cinética de dissociagdo
foi de 4,7 £ 1,2x1 0* st A anilise dos dados obtidos com *’I-D;, por regressdo linear,

sugerem a presenga de apenas um componente de associagdo ao receptor.
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Os dados mostram ainda que o derivado '*I-D; se associa mais rapidamente aos sitios
receptores e se dissocia lentamente, o que é traduzido na alta afinidade do derivado. O

k1, a constante cinética de associacdo, foi calculada seguindo a equagdo:

L ¥ Kops = k1 — k4

O valor calculado para k; f0i2,5+0,73x 10’ M s

Os dados obtidos nos experimentos cinéticos validam o modelo reversivel proposto para

a interagfo da toxina com os receptores na preparacio cerebrocortical de rato:

R+ L RL

Como descrito no apéndice deste trabalho, as constantes cinéticas de associagdo (k;) e
dissociagdo (k) relacionam-se com a constante de dissociagiio no equilibrio (Kg) da

seguinte forma:

Kd=k_1/ kl.

A partir desta relagio calculou-se a constante de dissociagio (Kg) de 1,9 x 10" M.

Se o modelo empregado acima estd correto, a constante Ky calculada a partir de
experimentos cinéticos deve ser préxima ao K4 calculado a partir dos experimentos no
equilibrio.

Foram realizados experimentos no equilibrio (curvas de saturagio) com o derivado I

D; a fim de confirmar a validade dos dados obtidos nos experimentos cinéticos.

Como mostrado na figura 7, '*’I-D; se liga aos sitios receptores de forma saturavel. O

K calculado a partir de experimentos de saturagio foi de 2,2 + 0,98x10™' M.
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O valor estda em concordéncia com os calculados nos experimentos cinéticos (1,9 x

10" M), confirmando a validade do modelo de interagdo proposto para Tx1 (iodada)

com os sitios receptores em cortex cerebral de rato.

Houve um aumento da afinidade (K4) da toxina quando utilizou-se o derivado '*I-D;.
12’LD,, apresenta maior afinidade pelo receptor que "*I-Tx; como demonstra os valores
de Kg. O Ky calculado para "*’I-D; foi cerca de 10 vezes menor que o calculado para
L-Tx; por Bicalho (2,2 x 10" M e 3,0 x 107° M respectivamente). Esta diferenca
pode ser explicada pela presenca de diferentes derivados de marcagio em '*’I-Txy, os
quais estariam interferindo no calculo acurado da constante Ky4. Resultados semelhantes

foram obtidos por De Lima e colaboradores (1989) para as toxinas de escorpido.

Nas condigdes experimentais utilizadas, o0 nimero maximo de sitios (Bmax) calculado foi

de 354 £ 15 fmol/mg. Esses valores sugerem que '>’I-D; apresenta baixa capacidade e
alta afinidade.

O sitio receptor de Tx; em sistema nervoso central de rato ainda nio foi identificado.
Estudos indiretos realizados por Bicalho (1994), utilizando competidores conhecidos
dos principais canais idnicos presentes no sistema nervoso central, demonstraram que
'’I-Tx, nfo compete pelo sitio aceptor com os ligantes dos canais de sodio, calcio ou
potassio testados nos experimentos. Resultados semelhantes foram obtidos por Gouvéa

dos Santos (1995, 1999) em sistema nervoso entérico de cobaias.

Estudos indiretos (competicdo) realizados recentemente em nosso laboratério mostram
que '®I-Dy, ndo compete com ligantes de canais de sédio, potassio ou célcio, pelo sitio

de ligac@o, quando foram utilizados os segintes ligantes:

1. Canais de sodio: TTx, Veratridina, TsTx, TsVIL PbTx-2,

2. Canais de Potassio: KTx, ChTx, a-Dtx, Apamina, TEA, 4-AP

3. Canais de célcio: 0-CgTx GVIA, o-conotoxina MVIIC, Diltiazem,
Nifedipina, @w-Aga IVA,
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Estes resultados conformam aqueles ja mostrados por Bicalho para 1251-Tx; e sugerem

que Tx1 possui um alvo distinto daqueles dos ligantes testados.

Porém, outros experimentos também realizados em nosso laboratério fornecem
evidéncias que Tx; se ligue a algum tipo de canal de célcio. Tx; foi capaz de competir
com *I-o-CgTx GVIA (ligante de canais de calcio tipo N) com ICso de 2,5 nM
(De Lima, comunicagio pessoal). Entretanto, este resultado isolado ndo nos assegura
que Tx1 possa atuar sobre outros tipos de canais de célcio.

Os fortes efeitos excitatorios causados pela inje¢@o intracerebroventricular da toxina
Rezende Jr, 1991) sugerem que esta seja um estimulador da neurotransmissdo
excitatéria em sistema nervoso central. Entretanto, por si s0, resultados apresentados
ainda sdo insuficientes para esclarecer agdo farmacologica de Tx;. Apesar dos indicios
de que Tx; possa atuar sobre 0s canais de cilcio, ainda s@o necessarios esforcos para

confirmar esta hipotese.

Este trabalho contribuiu para a determinagio dos pardmetros cinéticos da interagéo da
toxina Tx; com os receptores em preparagao cerebrocortical de rato. Apesar de serem
insuficientes para determinagiio direta dos mecanismos moleculares que acarretam os
sintomas excitatérios, estes podem auxliar na identificagéo do sitio aceptor € concorrer
para a interpretagdo de possiveis resultados das agdes farmacoldgicas (p.e. com técnicas

eletrofisiologicas, ou farmacologicas) desta toxina.
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Conclustes

10. Conclusdes

A partir deste trabalho concluiu-se que:

®L-Tx, constitui-se de uma mistura de derivados de marcagio

e LDy, um dos derivados obtidos pela separagdo cromatografica de '*’I-Tx;da

marcagdo de Tx;, se adequa ao modelo reversivel de interagdo entre ligantes e

receptores

e A partir da interacio de '¥I-D; com os receptores em preparagdo cerebrocortical de

rato foi possivel calcular os pardmetros cinéticos e de equilibrio da reagéo:

k; foi 2,5x10"+0,73x 107 s Mt
kifoi4,7x10*+12x10%s?

K4 calculado a partir dos dados cinéticos foi 1,9 x 10! M

O K calculado a partir do equilibrio foi 2,2 + 0,98 x 101! M
O Bpax foi 354 £ 55 fmoles/mg de proteinas

LD, se liga com alta afinidade (10 vezes maior que "*’I-Tx;) aos receptores na

preparac¢do cerebrocortical de rato

A ligacdo é saturavel e reversivel.
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8. Estudos diretos da interagiio entre receptores e ligantes.

O modelo mais simples de interagdo receptor — ligante assume que uma populagio
homogénea de ligante interage com uma tinica populagio de receptores. Tal situagiio é

descrita pela equagdo 1:

k,
L+R LR (1)
k.

Onde R € a concentragio de sitios receptores livre, L ¢ a concentragio de ligante livre
LR ¢ a concentragio do complexo receptor-ligante, k; e k, sdo as constantes cinéticas

de associagdo e dissociagdo, respectivamente.

Para que o modelo apresentado na equagio 1 possa ser considerado adequado, devem

ser observados alguns preceitos:

[e—
1

Todos os receptores devem ser igualmente acessiveis aos ligantes

2- Todos os receptores deveﬁ estar ou livres ou ligados ao ligante. N3o € aceito
ligagdo parcial.

3- A formacio do complexo receptor-ligante nio pode alterar, de forma

permanente, nem o receptor nem o ligante

=
1

A ligagdo deve ser reversivel.

A velocidade de formagdo do complexo receptor ligante é dado por:

Vi=k * L * R )

e a velocidade de dissociagdo do complexo receptor-ligante € dada por:

Vdjs — k.] *LR (3)

59




Apéndice

onde V¢ € a velocidade de formagio do complexo, k; é a constante cinédtica de
associagdo, L ¢ a concentragdo do ligante livre, R é a concentragdo de sitios receptores,
Vs € a velocidade de dissociagio do complexo receptor-ligante, LR € a concentragio

de complexo receptor ligante e k; € a constante cinética de dissociag#o.

Em equilibrio, a velocidade de formagio do complexo receptor-ligante é mesma
velocidade de dissociagdo do complexo (Vi= Vais).

Dessa forma:

L].[R k.
[L]. [R] 1 @

[LR] Ky

Nessas condigdes:

k4
Ky

= Ky (5)

Onde K4 ¢ a constante de equilibrio. K4 expressa a concentragdo do ligante que, em
equilibrio, ocupa 50% dos sitios receptores. Um valor alto de Ky significa baixa
afinidade do ligante pelo sitio receptor enquanto um valor baixo de Kq significa que o

ligante possui alta afinidade pelo sitio receptor.
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8.1. Propriedades Cinéticas

A analise da cinética da intera¢do entre um ligante e um receptor consiste em determinar
a quantidade de ligante que se associa ao receptor ou dissocia do receptor em fungio do

tempo.

8.1.1 Cinética de Associagio

A velocidade de associagdo de um ligante a um receptor é determinada pela quantidade
de ligante que se liga ao receptor em fungfio do tempo. A constante de associagio

cinética pode ser calculada a partir da equagdo 6 (Motulsky, 1995):

— -k .t
B=B,.(1—¢ T=9) (6)
,onde B ¢ a quantidade de ligante ligada ao receptor no tempo t, Beq € a quantidade de

ligante ligado ao receptor no equilibrio, keps € a constante relacionada com a constante

de associagdo k; e t é o tempo.
A equacdo 6 assume o seguinte preceito para ser valida:

1- A quantidade de ligante ligado ao receptor deve ser cerca de 10% da

concentragdo total de ligante.

A vantagem da utilizagdo da equagfio 6 € que ndo ha necessidade da determinagio
independente do pardmetro Buax, que representa o nimero total de sitios receptores.
Porém deve-se observar com atencgéo as condigBes exigidas para analise dos dados pela
equagdo 6 pois se os dados ndo obedecerem os preceitos exigidos, a constante cinética

de associagdo k; podera ser erradamente calculada.
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Como dito anteriormente, a constante kqs pode ser relacionada com a constante k; e
com a concentragdo do ligante. Isso se da de acordo com a equagio 7 (Weiland &
Molinoff, 1981):

L*ky = (Kons — k1) (7)

, onde k; € a constante cinética de associagio, kops € a constante cinética relacionada
com a constante cinética de associagdo, k4 € a constante cinética de dissociagioe L éa
concentragio do ligante.

Quanto maior a concentragdo do ligante, maior o valor de Kops €, consequentemente,

menor sera o valor de ky.

Uma forma alternativa de calcular a constante kobs é pela analise por regressio linear

dos dados obtidos, segundo a equagio 8:

O grafico do lado esquerdo da equagdo 8 em fungdo do tempo, obtido por anélise dos
dados pela equagdo 9, se os mesmos obedecerem o modelo descrito na equagio 1, deve
ser linear. Um grafico bifasico ou curvilineo implica em reages mais complexas, ou
talvez seja determinado por uma populagdo heterogénea de sitios receptores,
populagdes heterogéneas de ligantes ou ainda por cooperatividade positiva ou negativa
na interagdo. Pode-se ainda pensar em uma mudanga conformacional no receptor

induzida pelo ligante.
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8.1.2. Cinética de Dissocia¢io

Um experimento de dissociagdo mede a velocidade com que um ligante se dissocia do
sitio receptor. Um experimento de cinética € importante para a caracterizagdo do ligante
e confirmar se o modelo descrito na equagdo 1 estd sendo corretamente empregado
(Motulzky, 1995).

A analise de regressio nio-linear dos dados é feita aplicando-se a equagio 9:

B=By* (e ") )

, onde B ¢ a quantidade de ligante que permanece ligada ao receptor no tempo t, By € a
quantidade de ligante ligado ao receptor no tempo zero (t=0), k; é a constante cinética
de dissociagdo e t € o tempo.

A completa reversibilidade da interag3o receptor-ligante é uma exigéncia para que o

modelo seja empregado corretamente.

Pode-se também analisar os dados de experimentos de dissociagdo por regressdo linear ,

segundo a equagio 10:

Ln (B/Bg) = -k, * t (10)

Se a interagdo entre o receptor e o ligante for completamente reversivel, o grafico do
lado esquerdo da equagdo 10 em fungdo do tempo, obtido na analise dos dados pela
equacgdo 10, devera ser linear, com a inclinagdo representando a constante kj. Um
gréafico bifasico ou curvilineo pode ser resultado de uma interagdo complexa entre o
receptor e o ligante. Também pode causar um grafico ndo-linear a heterogeneidade do

ligante, heterogeneidade dos sitios receptores ou ainda uma interago cooperativa.
Um outro parbametro que pode ser calculado a partir dos dados obtidos em

experimentos de dissociagdo € ot Y2 , que € o tempo em que metade do ligante se

dissocia do sitio receptor. O t ¥ pode ser calculado pela equagdo 11 a seguir:
t%=In2/k,
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8.2. Propriedades no Equilibrio

Experimentos de saturagfo sdo teis para a anélise da afinidade e do nimero de sitios de
um ligante no equilibrio. E importante determinar acuradamente se a intera¢do entre o
receptor e o ligante atingiu o equilibrio. Também ¢ importante determinar corretamente
a ligagdo ndo-especifica. Um célculo equivocado da ligagio nio-especifica pode levar a

um erro na estimativa do numero total de sitios ou indicar cooperatividade negativa.

A analise por regressdo ndo-linear dos dados obtidos por experimentos de saturagio

pode ser feita pela equagdo 12 (Motulsky, 1995):

B= Buu*L

(12)
K;+ L

, onde B € a concntragdd de complexo receptor ligante numa dada concentracdo de
ligante, Bmax € a concentragdo total de sitios receptores, L é a concentra¢io do ligante ¢

K € a constante de dissociagdo no equilibrio.

A utilizagdo da equacdo 12 para anilise dos dados de saturagio deve obedecer a

algumas exigéncias:

1
2

A ligacdo deve obedecer 0 modelo descrito na equagio 1

A interagdo receptor-ligante deve estar em equilibrio
3- Deve haver apenas uma populagio de receptores
4- A concentragdo de ligante livre apds a interagio atingir o equilibrio deve ser

considerada idéntica a concentragfio de ligante total

LN
1

Nio deve haver cooperatividade.
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Pode-se também utilizar analise de regressdo linear dos dados de saturaggo para calcular

0 K4 € 0 Bmix. Tal analise € feita pela equagio de “Scatchard”, descrita na equagdo 13
(Scatchard, 1949):

Il

i oz (13)

onde B ¢ a ligacdo especifica, F € a concentracio total de ligante, Kg é a constante de

dissociagio no equilibrio e Buax € a concentragio total de sitios.

Se a interagdo entre o receptor e o ligante obedecer o modelo descrito na equacdo 1, o
grafico resultante da analise dos dados pela equagio 13 deve ser linear. Um grafico
bifasico ou curvilineo pode representar uma interagio mais complexa entre o receptor e
o ligante, heterogeneidade de sitios receptores, heterogeneidade de populagdes de
ligantes ou ainda por cooperatividade na interagio receptor-ligante. Um grafico
curvilineo ou bifasico também pode ser devido a uma determinagio incorreta da ligagdo
ndo-especifica, 0 que leva a um erro também na estimativa da ligagdo especifica. Se o
equilibrio ndo for alcangado, também ha possibilidade de obtencio de um grafico

curvilineo.

Antes do desenvolvimento das técnicas de anilise de regressio ndo-linear em
computadores, a analise dos dados por equacdio de “Scatchard” era uma forma mais
simples de calcular 0 Kg € 0 Bua. Porém, apesar dos graficos de “Scatchard” serem
Uteis para visualizagio dos resultados, estes ndo sdo os mais adequados para analise dos
dados. Isso ocorre, primeiro, porque os dados transformados nZo possuem uma
distribui¢do normal em relagdo & reta; segundo, porque os desvios ndo sdo iguais para
todos os pontos transformados e, terceiro, porque, na regressio de “Scatchard”, ha uma
alteragdo na relagio entre os eixos X e Y, devido & necessidade de utilizacdo do
pardmetro B, eixo X, no célculo de B/F, eixo Y. Por causa dos problemas listados, os
valores de Bumax € Ka calculados por regressdo de “Scatchard” podem diferir dos dados
calculados por regressdo ndo-linear. Dessa forma, analise de dados por regressio nfo-
linear oferecem resultados mais acurados, enquanto analises de regressdo linear, como a

analise por equagdo de “Scatchard”, oferecem dados aproximados (Motulsky, 1995).
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