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Resumo

Muitos organismos produzem polipeptideos com atividade téxica sobre outros organismos. Os
canais de sédio dependentes de voltagem sao os principais alvos de muitas toxinas estudadas até
o momento. Dois sitios de ligacao especificos de toxinas polipeptidicas tém sido particularmente
caracterizados sobre o canal de sddio. Toxinas que se ligam ao sitio 3 causam ativa¢do persistente
do canal de sédio por inibir sua inativacdo. Toxinas que se ligam ao sitio 4 deslocam a
dependéncia de voltagem da ativacdo para potenciais mais negativos. A toxina Tx2-6, obtida da
fracdo PhTx2 do veneno da aranha brasileira Phoneutria nigriventer, é um peptideo basico que
apresenta 48 residuos de aminodcidos, rico em cisteinas. Este peptideo é muito téxico para
camundongos e reproduz os principais sintomas do veneno total.

A proposta deste estudo é a caracterizacdo do efeito da Tx2-6 sobre os canais de sédio de
musculo esquelético de ra, utilizando a técnica modificada do loose patch clamp como método
para o estudo das correntes de sédio macroscdpicas.

Nossos resultados mostram que a Tx2-6 modifica a cinética dos canais de sédio de maneira dose-
dependente. A Tx2-6 na concentra¢ao de 1 puM prolonga a constante de tempo da inativagdo e
desloca a dependéncia de voltagem da ativacdo e da inativagdo para valores mais negativos (-7,4
e -10 mV, respectivamente). A toxina também diminui o potencial de reversdo em 10 mV e reduz
o pico da corrente de sddio em 48%. No entanto, a toxina ndo mostrou nenhum efeito sobre a
recuperacdo da inativacdo ou sobre a desativacdo da corrente de sdédio. Estas complexas
alteracdes podem explicar o efeito toxico da Tx2-6.Esta toxina apresentou pouca identidade na
sequéncia primdria com toxinas que atuam nos sitios 3 e 4 dos canais de sédio.



Abstract

Many organisms produce polypeptides with toxic activity against other organisms. The voltage-
gated sodium channels are the main targets of many toxins studied so far. Two specific binding
sites of polypeptide toxins have been particularly characterized on the sodium channels. Toxins
which bind to the site 3 cause persistent activation of sodium channel by inhibiting the
inactivation. Toxins which bind to the site 4 shift the voltage dependence of activation to more
negative potentials. The toxin Tx2-6, obtained from PhTx2 fraction of the Brazilian Phoneutria
nigriventer spider venom, is a basic peptide that features 48 amino acids, rich in cysteines. This
peptide is very toxic to mice and reproduces the predominant symptoms produced by the whole

venom.

The purpose of this study is to characterize the effect of Tx2-6 on the sodium channels of frog
skeletal muscle, using the modified technique of loose patch clamp as a method for the study of
the macroscopic sodium currents.

Our results show that the Tx2-6 modifies the kinetics of sodium channels in a dose-dependent
manner. The Tx2-6 at 1 um prolongs the inactivation time constant and shifts the voltage
dependence of both activation and steady-state inactivation to more negative values ( -7.4 and -
10 mV, respectively). The toxin also decreases the potential for reversal in 10 mV and reduces the
sodium current peak by 48%. However, the toxin showed no effect on recovery from inactivation
or the deactivation of the sodium current. Together, these complex changes can explain the toxic
effect of Tx2-6. This toxin shows little primary sequence identity with toxins that acts on site 3 and
4 of the sodium channels.



Introduc¢ao



anais ibnicos sdo estruturas presentes na membrana celular, sendo os principais

responsaveis pela excitabilidade e conduc¢do de sinais nas células. Os canais iGnicos sdo,

geralmente, descritos em termos de sua seletividade idnica e propriedades de abertura e
fechamento (gating), podendo ser divididos em canais sensiveis a ligantes e canais sensiveis a
voltagem (Catterall, 1998).

Os canais iGnicos sensiveis a voltagem foram assim classificados por responderem a variagées no
potencial elétrico da membrana citoplasmatica. Sdo os principais responsdveis pela geracdo e
conducdo dos sinais nervosos. Dentre os canais sensiveis a voltagem destacam-se os canais para
K*, Ca™*, e Na* (Spafford ET AL., 1998). Estruturalmente relacionados e altamente seletivos, estes
canais sdo membros de uma Unica familia de genes (Strong ET AL., 1993).

Os canais para Na' s3o os mais recentes membros da familia dos canais sensiveis a voltagem
(Hille, 1992). Evolutivamente, os canais para Na" apareceram primeiro em cnidarios, nos quais
podem ser encontrados potenciais de acdo dependentes de Na® (Hille, 1992). Aparentemente
derivaram dos canais para Ca™, com os quais possuem alto grau de homologia em seus quatro
dominios (Strong ET AL., 1993).

O surgimento evolutivo de canais i6nicos especificos para Na* provavelmente foi resultado da
selegdo de correntes iOnicas que poderiam mediar sinalizagdo de alta frequéncia e propagacdo
rapida, para coordenar as atividades de organismos multicelulares, usando um ion abundante e
indcuo para a célula (Spafford ET AL., 1998).

O canal para Na*

Quando a membrana é despolarizada, os canais para Na* sensiveis a voltagem passam por uma
série de estados fechados ndo condutores, transitam por um estado aberto condutor, e
finalmente entram em pelo menos um estado inativado ndo condutor (McPhee ET AL., 1998)
(figura 1). Uma vez os canais tenham atingido o estado inativado, a membrana precisa ser
repolarizada para remover a inativacdo, de forma que os canais figuem novamente disponiveis
para serem abertos. As transicGes entre os diferentes estados conformacionais sdo dependentes
do potencial (voltagem) da membrana. Potenciais mais positivos favorecem o estado inativado,
potenciais negativos tendem aos estados fechados. A transicdao do estado inativado para o aberto
é possivel, porém rara.

F, «—— F+— A Figura 1: Representacdo esquematica simplificada dos
estados do canal de Na’. F, outros estados
conformacionais fechados; F: fechado; A: aberto; I:

| inativado.
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O canal para Na®" é uma glicoproteina transmembrana constituida de uma subunidade a, com
aproximadamente 260 KDa de massa molecular (cujos segmentos N- e C- terminal estdo



localizados na face citoplasmatica) que podem ou ndo estar associada a subunidades
modulatdrias B1 (36 KDa) ou B2 (33 KDa).

A subunidade a sozinha é suficiente para formar o canal funcional. Estruturalmente possui 4
dominios homdlogos (I-1V), com 6 segmentos transmembrana (S1-S6) em cada ( figura 2a). Hille
(1989) propds que o ancestral dos canais iGnicos possuiria um Unico dominio, semelhante aos
canais de K" (que forma estruturas tetraméricas). Nos canais para Na' e para Ca*" foi observado
qgue os dominios | e Ill apresentam maior semelhanga, o mesmo ocorrendo com os dominios Il e
IV. Baseado nestas similaridades, o canais ancestral provavelmente duplicou para constituir um
canal com dois dominios, que sofreu mais um ciclo de duplicagdo génica, resultando na estrutura
de 4 dominios que ocorre nestes canais. A diferenciacdo dos canais para Na* dos canais para Ca™"
deve ter ocorrido apds estes ciclos de duplicagbes iniciais.

A ~ /

Out

e

STy

in

COOM

COOH COOH

Figura 2: O canal para Na'. (A) Estrutura esquematica estendida do canal mostrando os 4 dominios
(I-IV) com os 6 segmentos transmembrana (S1-S6) em cada dominio. Os segmentos S4 (sensor de
voltagem) estdo em amarelo. Em vermelho estd sendo mostrado o motivo IFM, responsavel pela
inativagdo rapida do canal. (B) Composicdo do canal de Na®, mostrando a interacdo entre as
subunidades a, B1 e B2. Observe que a interagdo entre a subunidade B2 com a subunidade a
acontece através de pontes dissulfeto, enquanto a subunidade B1 interage ndo-covalentemente
(figura extraida de Marban ET AL., 1998).

Esforcos estdo sendo acumulados para entender essa complexa estrutura e como cada segmento
contribui para o funcionamento do canal. A clonagem de varios canais i0nicos, o desenvolvimento
de mutagénese sitio-dirigida e a descoberta de diversas neurotoxinas que se ligam a eles estdo



permitindo um melhor entendimento da estrutura molecular dos canais iGnicos e dos processos
envolvidos no seu funcionamento.

A dependéncia de voltagem da ativacdo estd intimamente relacionada ao segmento S4, que
possui um aminodcido basico (arginina ou lisina) a cada trés residuos, que estd sob o campo
elétrico da membrana citoplasmatica. Muitas evidéncias mostram que este segmento se desloca
em direcdo ao lado extracelular da membrana quando a mesma é despolarizada, e este
movimento estd acoplado a abertura do canal (Stihmer ET AL., 1989; Yang & Horn, 1995; Yang ET
AL., 1996; Stranrace ET AL., 1997).

A maneira como o movimento do segmento S4 estd acoplado a abertura do canal ainda nao foi
totalmente elucidada. O segmento S4 do dominio | possui quatro cargas carregadas
positivamente, enquanto nos dominios Il e Ill possuem cinco, e o segmento S4 do dominio IV
possui oito cargas (Keynes, 1994). Desta forma a contribuicdo de cada dominio para a abertura do
canal é assimétrica, sendo que provavelmente o segmento S4 do dominio IV é o que apresenta
maior sensibilidade a voltagem, seguido pelos dominios Il e lll, e finalmente pelo dominio | (Kontis
& Goldin, 1997). Mltrovic e colaboradores (1998) mostraram a importéancia do segmento S4 do
dominio Il para a abertura do canal. Eles substituiram a arginina mais extracelular por uma
cisteina, de modo que essa pudesse ser modificada quimicamente por um reagente cisteino-
especifico quando exteriorizada. Por manter este dominio em um estado parcialmente ativado,
foi observado um deslocamento para valores hiperpolarizados tanto da corrente mdxima medida
na relagdo corrente-voltagem, quanto da cinética de inativacdo da corrente para Na. Isto significa
que voltagens que normalmente n3o seriam suficientes para abrir os canais para Na®, passaram a
culminar com sua abertura, mostrando a regulagao do gating do canal pelo segmento S4 do
dominio Il.

Entre os segmentos S5 e S6 de cada dominio estd uma segmento chamado al¢a P, ou segmento
SS1-SS2, ou ainda H5, que se invagina na membrana formando as paredes do poro. A sequéncia
de aminodacidos deste segmento é muito conservada dentro de familias com a mesma
seletividade, mas ndo entra familias com seletividades diferentes (Marban ET AL., 1998). Estudos
de mapeamento da topologia do segmento P usando mutacdo sitio-dirigida revelaram assimetria
na contribuicdo de cada dominio para a permeacgdo i6nica. Bénitah e colaboradores (1997)
propuseram uma estrutura do poro do canal para Na* mostrando as regides do segmento P que
sdo essenciais na determinagdo da seletividade: uma lisina (Lys1237) no dominio Il é critica
discriminacgdo entre os ions Na* e Ca** (Heinemann ET AL., 1992); alguns residuos do dominio IV
(Trp1531, Asp1532 e Gly1533) Tém um importante papel na discrimina¢do do Na* sobre outros
cations monovalentes (Chiamvimonvat ET AL.,, 1996; Tsushima ET AL.,, 1997). O papel
proeminente do Trp1531 sugere que este residuo forme parte do filtro de seletividade. Estudos
similares mostraram que a neutralizacdo de residuos de aspartato e glutamato localizados nos
segmentos P dos dominios | e Il, respectivamente, drasticamente reduziu o fluxo de Na* (Terlau ET
AL., 1991), o que indica que estes aminoacidos também participem do filtro de seletividade do
canal para Na".

Os canais para Na" apresentam basicamente dois tipos de inativacdo: rapida e lenta. A inativa¢do
rapida acontece imediatamente apds a abertura do canal, requerendo alguns milisegundos de



repolarizacdo para voltar ao estado de repouso. Acreditava-se que o processo de inativacao
rapida possuia uma dependéncia de voltagem intrinseca, e fosse um processo independente da
ativacdo do canal (Hodgkin & Huxley, 1952). Estudos mais recentes indicam que a dependéncia de
voltagem da inativacdo seja devida ao um acoplamento com a ativacdo, possuindo pouca ou
nenhuma dependéncia intrinseca de voltagem (Goldman & Schauf, 1972; O’Leary ET AL., 1995).
De acordo com essa idéia, a despolarizagdo causa uma ativa¢do dependente de voltagem, devido
ao movimento de cargas (segmento S4) dentro do campo elétrico da membrana, levando a
mudangas conformacionais que permitem a abertura e a inativagdo rapida do canal. O tratamento
da superficie intracelular do canal para Na® com enzimas proteoliticas impede a inativac3o,
evidenciando o papel de componentes citoplasmatico no processo de inativacdo (Armstrong,
1981). A inativagdo rapida parece ocorrer através de um rearranjo conformacional, no qual
aminodcidos presentes em uma alg¢a citoplasmatica interagem com residuos presentes no lado
interno da abertura do canal, movendo-se de forma semelhante a uma dobradica, e obstruindo
internamente o poro condutor. Evidéncias dessa teoria foram propostas por West e
colaboradores (1992) que mostraram que muta¢Ges de um ou mais dos trés aminodcidos
hidrofébicos presentes na alg¢a entre os dominios Ill e IV (lle1488, Phe1489 e Met1490; motivo
IFM) reduziam significativamente a inativacdo rdpida, destacando a contribuicdo da felilalanina.
Este modelo foi suportado por resultados mostrando que a cisteina introduzida pela mutacdo
F1489C fica inacessivel a reagente cisteino-especifios durante o estado inativado do canal e
acessivel no estado de repouso (Kollenberger ET AL., 1996). A substituicdo de duas tirosinas
consecutivas (Tyr1494-Tyr1495) elimina a dependéncia de voltagem do estado estacionario da
inativacdo e aumenta a velocidade de recuperacdo da inativacdo. Isto significa que estas duas
tirosinas sdo necessarias para o acoplamento normal entre o sensor de voltagem da ativacdo e da
inativagdo. McPhee e colaboradores (1998) propuseram que o motivo IFM interaja com os
residuos Phel651, Leul660 e Asnl662, na alca S4-S5 do dominio IV estabilizando o estado
inativado. Como esta regido esta intimamente ligada ao segmento S4, é possivel que ela esteja
envolvida na mudanca conformacional que acopla a ativacdo e a inativacdo. Experimentos
utilizando correntes de gating mostraram que o processo de inativacdo rdpida imobiliza os
segmentos S4 dos dominios lll e IV no estado ativado, sendo que o segmento S4 do dominio IV
seja o ultimo a voltar para o estado fechado, por apresentar maior imobilizacdo (Cha ET AL,
1999).

O processo de inativacdo lenta tem sido descrito em vdrias preparacdes de nervo e musculo
esquelético. Durante despolarizacdes prolongadas o canal para Na* entra em um estado inativado
do qual se recupera muito lentamente, geralmente necessitando de alguns minutos para se
recuperar totalmente (Almers ET AL., 1983a). A inativacdo lenta é cinética e funcionalmente
distinta e independente da inativacdo rapida. (Cummins & Sigworth, 1996). Os residuos
responsaveis pela inativacdo lenta sdao menos conhecidos do que aqueles envolvidos na inativacao
rapida. No entanto, algumas muta¢Ges responsaveis pela paralisia periddica hipercalémica
(T698M e M1585V) suprimem a inativacdo lenta e parece ser a causa primaria da doenca
(Cummins & Sigworth, 1996; Hayward et AL., 1997).

As subunidades B1 e B2 possuem apenas um segmento transmembrana, que separa um grande
dominio extracelular N-terminal de um pequeno dominio intracelular C-terminal (McCormick ET
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AL., 1998). S3o glicoproteinas e possuem sequéncia consenso do dominio V das imunoglobulinas
(Isom & Catterall, 1996). Experimentos de delecdo e mutacdo das regides N- e C-terminal da
subunidade B1 mostraram que, ao contrario de que acontece nos canais para K" e Ca**, na qual a
modulacdo da subunidade a do canal pela subunidade B acontece do lado citoplasmatico, nos
canais para Na’ a interacdo e modula¢do acontece no dominio extracelular (McCormick ET AL.,
1998). Como estd mostrado na figura 2B, a subunidade B pode estar associada a subunidade a
ndo covalentemente (B1) ou através de pontes dissulfeto (B2). Makita e colaboradores (1996)
observaram que a modulagdo do canal pela subunidade B1 requer sua interagdo com aminodcidos
entre os segmentos S5-S6 dos dominios | e IV, sugerindo que estes segmentos estejam adjacentes
na estrutura tercidria. No entanto, o sitio exato de interacdo ainda nao foi elucidado.

Quando presentes, as subunidades B modulam as propriedades cinéticas e de dependéncia de
voltagem normais dos canais. Elas aceleram a ativa¢do, a inativacdo e a recuperagao da
inativagdo, além de deslocar para valores hiperpolarizados a dependéncia de voltagem do estado
estacionario da inativacdo (Makita ET AL., 1994). O canal para Na* de cérebro de rato estd
associado as subunidades B1 e B2, com a estequiometria de 1a:1B1:1B2. Nos canais para Na* de
musculo esquelético e cardiaco foi demonstrado apenas a presencga da subunidade auxiliar f1
(Sutkowski & Catteral, 1990; Makita ET AL., 1994).

+

A proteina quinase dependente de cAMP (PKA) pode fosforilar a subunidade a do canal para Na
na al¢a entre os dominios | e Il em cinco aminoacidos distintos (Rossie & Catteral, 1989). A
fosforilacdo do canal para Na" de cérebro de rato causa reducio da amplitude da corrente, por
reduzir a probabilidade de abertura (Li ET AL., 1992). No entanto, a fosforilacdo dos canais para
Na® de células cardiacas aumenta a condutancia do canal (Murphy ET AL., 1996), sugerindo um
diferente padrdo de fosforilagdo responsdvel por este efeito funcional. Recentemente foi
mostrado que a seletividade do canal para Na' cardiaco pode ser alterada, favorecendo a
passagem de fons Ca'". Essa alterac3o parece contribuir para o aumento da forca de contracdo
das fibras cardiacas pelas catecolaminas (Cruz ET AL., 1999). O canal para Na® muscular
esquelético parece ndo ser alterado pelas PKA (Smith & Goldin, 1992).

Na alga citoplasmatica entre os dominios lll e IV ha um sitio de fosforilagdo para PKC em todas as
isoformas do canal para Na* de mamiferos (West ET AL., 1991). Além de reduzir a probabilidade
de abertura, a fosforilagdo neste sitio diminui a taxa de inativacdo. Como esta alca estd
diretamente envolvida no processo de inativacdo (Numann ET AL., 1991), provavelmente a adi¢do
de cargas negativas provenientes do grupo fosfato nesta regido interfira na interacdo da
dobradica com a alca S4-S5 do dominio IV (Aidley & Stanfield, 1996). A existéncia de duas
maneiras distintas de fosforilacdo do canal para Na‘, com diferentes efeitos funcionais, sugere
gue ha complexas possibilidades para seu controle e adequacao a diferentes condi¢cdes funcionais
da célula.

Os canais para Na' s3o glicosilados em todas as subunidades (a, B1 e B2), podendo ter até 40% de
sua massa em carboidratos (Marban ET AL., 1998). A glicosilacdo por carboidratos carregados
influencia a dependéncia de voltagem do canal através das cargas que se acumulam na superficie
do canal. Bennet e colaboradores (1997) mostraram que a remog¢ao do acido sialico da superficie
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do canal por neuraminidase desloca a dependéncia de potencial do estado estaciondrio da
inativagdo para valores mais positivos.

Toxinas que agem em canais para Na*

A condugdo nervosa é feita por meio de sinais elétricos tudo ou nada, denominados potenciais de
acdo. Os potenciais de agdo sdo mudancas no potencial (voltagem) de membrana causada pelo
fluxo de ions através da bicamada lipidica. Em 1952, em um classico trabalho sobre a natureza do
impulso nervoso, Alan Hodgkin e Andrew Huxley identificaram os ions Na® e K' como os
responsaveis pelo potencial de acdo.

O potencial de acdo é geralmente composto por dois componentes principais: a despolarizagdo,
representada por uma fase ascendente que alcanga um pico maximo, na qual ha inversdo de
polaridade, ou seja, a membrana que é negativa em seu interior se torna temporariamente
positiva; e a repolarizagdo, uma fase descendente, quando a membrana retorna o potencial de
repouso. A fase inicial, despolarizagdo, é conseqiiéncia do rdpido influxo (fluxo de entrada) dos
fons Na®, causada pela abertura dos canais para Na’ sensiveis a voltagem. A repolarizacdo
acontece devido ao efluxo (fluxo de saida) dos ions K*, resultado da ativa¢do dos canais para K"
sensiveis a voltagem. A inativacdo dos canais para Na' contribui significativamente para a
repolarizacdo, terminando a ac¢do despolarizante resultante do influxo de Na*. A coordenacdo
entre ativacdo e inativacdo dos canais para Na' garante que o potencial de a¢3o possa ser
disparado com alta frequéncia, isto porque ele possui pequena duragdo temporal, e também que
os canais para Na* recuperaram seu estado fechado logo apds o potencial de a¢do (O’Leary ET AL.,
1995). Por serem criticos na excitabilidade, os canais para Na* servem como alvos especificos de
muitas neurotoxinas. Estas toxinas ocupamdiferentes sitios receptores presentes na superficie
dos canais para Na* e tém sido usadas como ferramentas para o mapeamento funcional e
caracterizacdo molecular do canal.

Devido a sua especificidade, as toxinas naturais foram inicialmente utilizadas para distinguir as
espécies moleculares responsaveis pelas correntes de Na*, K e Ca™. Posteriormente elas vém
sendo utilizadas para identificar os subtipos de canais dentro de cada familia de canais ion-
especificos (Chahine ET AL., 1998).

Toxinas que agem sobre os canais para K* e Ca™ agem geralmente inibindo as correntes que
passam por estes canais. Porém, as toxinas que agem em canais para Na* podem n3o apenas
bloquear o canal, mas podem também modificar os canais de forma que suas propriedades
cinéticas sejam alteradas. . A partir da década de 60, quando a tetrodotoxina (TTX), um potente
bloqueador especifico para os canais para Na* foi descrito, houve um grande avanco no estudo
dos canais i6nicos em geral (Hille, 1992), e do canal para Na* em particular. Atualmente diferentes
toxinas extraidas e purificadas de algumas espécies de animais, plantas e microorganismos tém
sido usadas como ferramentas importantes para identificacdo, isolamento e estudo de

12



propriedades cinéticas do canal para Na*. A maneira como o canal é modificado dependeréd do
sitio receptor na superficie do canal ao qual a toxina se liga.

Ao sitio 1 se liga toxinas guanidicas heterociclicas solUveis em dgua, como a TTX (Nahashi ET AL,,
1960)- inicialmente isolada de uma espécie de baiacu japonés (Fugu rubripes), e a saxitoxina —
STX (Kao, 1966) — isolada do dinoflagelado marinho Gonyaulax spp. Estas toxinas bloqueiam o
transmissdo nervosa através do bloqueio do fluxo de Na* através do canal. (Narahashi ET AL,
1964, 1967; Nakamura ET AL., 1965; Kao & Nishiyama, 1965). Existem toxinas polipeptidicas,
como a p-conotoxinas (u-CTX - isoladas do molusco marinho Conus geographus), que
provavelmente também se liga ao sitio 1 dos canais para Na* (Yanagawa ET AL., 1987; Sato ET AL.,
1991), uma vez que sua ligagcdo é competitiva com a TTX e a STX (Catterall ET AL., 1992) e elas
inibem a conducdo do Na'. Estudos recentes mostraram que, embora os sitios destas toxinas
estejam sobrepostos, mutagdes que significativamente afetam a ligacdo da TTX apenas reduzem
fracamente a afinidade da pu-CTX (Chahine ET AL., 1998), indicando que as ligacGes destas toxinas
com o canal para Na* deve envolver intera¢des distintas.

Compostos policiclicos soltveis em lipideos, como a veratridina, aconitina batracotoxina e
grayanotoxina, se ligam ao sitio 2 do canal para Na‘, mantendo uma ativacdo persistente por
bloquear a inativacdo, deslocar o potencial de ativagao para valores mais negativos e reduzir a
seletividade do canal (Ulbricht, 1998; Catterall, 1980).

Ao sitio 3 se ligam toxinas de escorpido do tipo a e toxinas de anémonas do mar. S3o familias
distintas de polipeptideos que possuem baixa homologia de sequéncia (Rogers ET AL., 1996), mas
inibem a inativacdo do canal para Na’, estabilizando o canal no estado aberto. A ligacdo das
toxinas do tipo a de escorpido é extremamente dependente de potencial ((Thamkun ET AL,
1984). Por serem toxinas basicas, é provavel que residuos carregados negativamente na superficie
do canal contribuam para a ligacdo destas toxinas. A comparacao da estrutura das toxinas de
escorpidao e anémonas mostrou que cinco residuos de aminoacidos estao localizados em posicoes
similares em ambas as toxinas (Loret ET AL., 1994). Destes cinco residuos, quatro sdo basicos,
consistindo dois distintos podlos carregados positivamente sobre a superficie destas toxinas.
Estudos de correntes unitarias (El-Sherif ET AL., 1992; Cannon & Corey, 1993) e de gating (Sheets
& Hanck, 1995) sugerem que a atividade primaria da toxina é inibir a inativacdo do canal se
ligando ao estado aberto, sem significativa alteracdo na ativacao ou inativagdo a partir do estado
fechado. Mutagdes em aminoacidos da alca S3-S4 do dominio IV (como as mutagdes do Glu1613,
do Glul616 e da Lys1617, entre outros, inclusive residuos ndo carregados) do canal para Na*
cerebral de mamifero (Rogers ET al., 1996) afetaram de maneira desigual a ligacdo ao sitio 3 de
toxinas de escorpido e de anémona, destacando o papel proeminente do Glu1613. Qutras regides
do canal que haviam, inicialmente, sido implicadas na liga¢ao das toxinas do tipo a, como a alga
S5-S6 dos dominios | e IV (Tejedor & Catterall, 1988; Thomsen & Catterall, 1989) ndo foram
encontrados residuos acidos cruciais para a ligacdao destas toxinas. No entanto, outros residuos
nao 4cidos destas regibes podem contribuir para a ligacdo das toxinas. Embora os sitios das
toxinas do tipo a de escorpido e de anémona se sobreponham, estas toxinas apresentam
interacdes distintas com o canal para Na'.
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Outro tipo de toxinas escorpidnicas, denominadas toxinas do tipo B, se ligam ao sitio 4 do canal
para Na’, deslocando a dependéncia de voltagem da ativacdo para valores mais negativos
(Vijverberg ET AL., 1984). Através de quimeras de canais para Na* de musculo esquelético e
cardiaco de rato (que apresentam diferentes sensibilidades as toxinas do tipo B), o dominio Il foi
identificado como responsavel pela ligacdo e efeito de uma toxina tipo B do escorpido Tityus
serrulatus (Marcotte ET AL., 1997). Cestéle e colaboradores (1998) propuseram um modelo no
qual uma potente toxina do tipo B do escorpido Centruroides suffusus suffusus (CsslV) se liga a
residuos de aminoacidos que sdo exteriorizados quando o segmento S4 do dominio Il se move, no
momento da despolarizagdo, mantendo o canal em um estado parcialmente ativo. Neste estado a
inativacdo é favorecida, reduzindo o nimero de canais disponiveis e consequentemente o pico da
corrente de sddio. Isto explica porque a toxina requer pré-pulso despolarizante para sua ligagao.
Mostraram também que a mutagdo M845N, na alga proxima ao segmento S4 do dominio Il, abole
o deslocamento da dependéncia de voltagem da ativacdo, por impedir que a toxina se ligue a
terminagdo extracelular da conformacdo ativada deste segmento, porque introduz desfavordveis
interacdes estéricas ou polar/apolar.

Poliésteres ciclicos, como as brevetoxinas e as ciguatoxinas, se ligam ao sitio 5 (Catterall & Gainer,
1985) resultando na inibicdo da inativacdo e no deslocamento da dependéncia de potencial da
ativagdo para valores mais negativos. A ligacdo destas toxinas ao sitio 5 modula a ligagdo de
toxinas que se ligam aos sitios 2 (Trainer ET AL., 1993) e 4 (Cestele ET AL., 1995).

Mais recentemente foi identificado, em canais para Na’ de insetos um novo alvo para
neurotoxinas, o sitio receptor 6. Este liga as 8-conotoxinas e inibe a inativa¢do da corrente de Na*
(Gordon ET AL., 1996). Este sitio receptor ainda ndo foi bem caracterizado.

Toxinas da aranha Phoneutria nigriventer

No Brasil as aranhas que provocam acidentes graves em humanos estdo reunidas em quatro
géneros principais: Phoneutria, Loxoceles, Latrodectus e Lycosa.

A aranha Phoneutria nigriventer, popularmente conhecida como armadeira, possui habitos
noturnos, é solitaria e agressiva, sendo a principal responsavel pelos acidentes de araneismo na
regido sudeste. A P. nigriventer, descrita originalmente por Keyserling em 1891, pertence a classe
Arachinidae, subordem Labidognatha, familia Ctenidae. Os sintomas dos acidentes com esta
aranha sdo segundo Vellard (1936): dor excruciente que se irradia do local da picada, caimbras
dolorosas, hiperestesia, tremores, convulsdes, paralisias tonicas, hipersecrec¢ao salivar, nasal e
bronquica, sudorese, perturbacdes visuais, hipotermia, taquicardia, arritmia, retencdo urindria,
constipac¢ao tenaz nos dias subsequentes.

Fontana e Brazil (1985) mostraram que, em preparagdo nervo-frénico-diafragma de rato, a
peconha da aranha P. nigriventer induz despolarizacdo ndao uniforme da membrana da fibra
muscular e aumento na frequéncia de potenciais miniaturas na placa motora. Este efeito foi
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bloqueado por TTX ou por reduc¢do da concentracdo de sddio extracelular, sugerindo um efeito
sobre os canais para Na®. Brazil e colaboradores (1988) observaram o efeito da mesma peconha
em auricula isolada de cobaia, revelando que a principal causa dos sintomas cardiacos é a
liberacdo de neurotransmissores pelas termina¢des nervosas intracardiacas, dados confirmados
posteriormente em musculo liso vascular de coelho (Antunes et AL., 1993).

Em 1991, através de cromatografia de troca idnica e gel filtracdo. Resende Jr. e colaboradores
isolaram os peptideos neurotéxicos do veneno da aranha P. nigriventer, encontrando cinco
fragBes ativas: PhTx1, PhTx2, PhTx3, PhTx4 e M. Os efeitos destas fracdes foram testados em
camundongos por inje¢do intracerebral. A fragdo PhTx1 causou eleva¢do da cauda, excitagdo e
paralisia espastica das extremidades posteriores (DLsg = 4514 pg/Kg). O efeito da fracdo PhTx2 foi
acentuadamente excitatério incluindo salivacdo, lacrimejamento, priapismo, convulsdes e
paralisia espasticas das extremidades anteriores e posteriores (DLs; = 1,7+0,7 pg/Kg); estes
sintomas reproduziram os efeitos predominantes da injecdo do veneno total. Experimentos
eletrofisioldgicos mostraram que esta fracdo tem efeitos complexos sobre os canais para Na’,
inibindo a cinética da inativagdo e deslocando a dependéncia de potencial tanto da ativagdo
guanto da inativacdo para valores mais negativos (Araujo ET AL., 1993). A fracdo PhTx3 induziu
efeitos neurotdxicos, caracterizado par paralisia flacida progressiva (DEsy = 0,04 ug/Kg; Dlsp =
13749 pg/Kg). Esta fracdo inibiu correntes da Ca™ tipo L em experimentos eletrofisioldgicos
utilizando células GH3, da pituitaria anterior de rato (Ledo ET AL., 1996). A fracdo PhTx4 é pouco
téxica para camundongos quando injetadas intracerebral. No entanto, esta fracdo foi é muito
toxica para insetos, sendo a isoforma Tx4(6-1) o componente mais téxico descrito nesta fragao
(Figueiredo ET AL., 1995). Nenhum efeito letal da fracdo M foi observado quando injetada
intracerebral em camundongos, embora ela cause contracdo do musculo liso em ileo de cobaia
(Resende Jr. ET AL., 1991).

Na fracdo PhTx1 foi possivel identificar um Unico peptideo, enquanto as frages PhTx2, PhTx3,
PhTx4 foi possivel identificar 9, 6 e 7 isoformas, respectivamente (Cordeiro ET AL., 1992, 1993;
Figueiredo ET AL., 1995). Essas toxinas apresentam alta propor¢do de cisteinas, uma caracteristica
comum a muitas outras neurotoxinas (Cordeiro ET AL., 1995).

Tx2-1 ATCAGQDKPCKET—-CDCCGERGECVCALSYEGKYRCICRQGNFLTAWHKLASCK
Tx2-5 ATCAGQDQTCKVT—-CDCCGERGECVCGGP-=-—--- CICRQGNFLIAAYKLASCKCK
Tx2-6 ATCAGQODQPCKET—CDCCGERGECVCGGP-————— CICRQGYEFWIAWYKLANCK-K
TX2-9 SFCIP-FKPCKSDEN—CCKKFK-CKTTG--IVK---LCRW

Figura 3: Comparacdo da sequéncia de aminoacidos das toxinas da fracdo PhTx2. As sequéncias
foram alinhadas baseando-se nos residuos de cisteina, em vermelho (Cordeiro ET AL., 1992). Tx2-1,
Tx2-5 e Tx2-6 apresentam alto grau de homologia: aproximadamente 71% entre a Tx2-1 e as outras
duas e 85% entre a Tx2-5 e Tx2-6. Tx2-9 menos tdéxica e menos conversada, apresenta
aproximadamente 30% de homologia com as trés primeira.
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Dentre as nove isoformas presentes na fracdo PhTx2 (Tx2-1 a Tx2-9), quatro ja foram totalmente
seqiienciadas: Tx2-1, Tx2-5, Tx2-6 e Tx2-9, sendo toxinas basicas, com 53, 49, 48 e 32 residuos de
aminodcidos, respectivamente. As isoformas Tx2-1, Tx2-5 e Tx2-6 apresentaram alto grau de
identidade entre si (figura 3), porém baixo grau quando comparado a Tx2-9. Dados preliminares
sugeriram que a isoforma Tx2-6 reproduzia o efeito da fracdo PhTx2, e consequentemente do
veneno total (Aradjo ET AL., 1993).
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Objetivos
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Objetivo geral

O presente trabalho tem por objetivo caracterizar e quantificar os efeitos da toxina Tx2-6 sobre a
corrente de Na".

Objetivos especificos

e Verificar o efeito da Tx2-6 na relac3o corrente-voltagem da corrente de Na*;

e Observar o efeito da toxina sobre a dependéncia da voltagem da ativagdo da condutancia;
e Verificar o efeito da toxina na remocao da inativacdo da corrente de Na;

e Medir o efeito da toxina sobre a constante de tempo da inativagao;

e Verificar o efeito da Tx2-6 sobre a velocidade da desativacdo da corrente de Na*;

e Observar o efeito da Tx2-6 no estado estacionario da inativacao;

e Estimar a proporc¢ao de canais modificados em diferentes concentracdes da toxina.
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Materiais e Métodos
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Muisculo semitendinoso

Ras (Rana catesbeiana) pesando entre 60 a 80 gramas foram sacrificadas por descerebracdo e
desmedulac¢do. Imediatamente o musculo semitendinoso foi removido e conservado em solucgdo
de Ringer Normal (solucdo fisioldgica para anfibio, para composicdo ver "Solugcées"). O musculo
foi fixado através dos tendGes em uma placa de petri revestida por Sylgard®, para facilitar a
manipulacdo. Um segmento delgado deste musculo foi dissecado utilizando um microscépio
estereoscdpico (Olympus) e fixado em uma cdmara com sistema de refrigeracdo (10-12°C), para
aquisicdo dos registros eletrofisioldgicos. Uma ponte salina (dgar/KCl 3M) conectou o banho a
referéncia terra (eletrodo de Ag/AgCl) possibilitando os registros.

Embora o canal para Na* de sarcolema de r3 ainda n3o tenha sido clonado, e consequentemente
ndo haja trabalhos com a caracterizacdo molecular deste canal, este tecido foi um dos primeiros a
ser estudado e sua caracterizagdo eletrofisioldgica é bem estabelecida. (Campbell & Hille, 1976;
Jaimovich ET AL., 1976; Campbell, 1983).

Loose patch voltage clamp

Para investigar se a toxina da aranha P. nigriventer modificava os canais para Na* sensiveis a
voltagem foi utilizado o método de voltage clamp denominado loose patch clamp, similar ao
descrito por Stilhmer e colaboradores (1983), com as modifica¢Ges introduzidas por Araujo e
colegas (1993). Esse método de registro consegue detectar correntes macroscopicas originadas de
uma area de membrana variando entre 50 e 200 um?, usando uma pipeta de patch de vidro (feita
a partir de capilares para microhematdcrito) com resisténcia da ponta (Rp) entre 0,2 e 0,6 MQ.
Este método é essencialmente idéntico ao patch clamp convencional na modalidade cell attached
(Hamil ET AL., 1981), exceto que a area da membrana cuja voltagem é fixada (voltage clamp) é
muito maior e ndo é necessaria a formagdo de um contato de altissima resisténcia (gigaselo,
>10°Q) entre a membrana e a ponta da pipeta, caracteristica do patch clamp convencional.

Uma vez que o interior da pipeta apenas toca a membrana externa da célula, o interior da pipeta
foi preenchido com Ringer Normal acrescido de 10 mM de 4-aminopiridina (4-AP) para bloquear
as correntes para K' (Guillespie & Hutter, 1975), e albumina (0,1%) para evitar adsor¢do
inespecifica da toxina. A albumina sozinha n3o tinha efeito sobre as correntes para Na*. Exceto no
controle Tx2-6 em diferentes concentracdes era adicionada a solucdo da pipeta. Para evitar as
correntes dos canais presentes na borda da pipeta e, portanto, fora do controle do potencial
aplicado pela pipeta, as fibras musculares foram despolarizadas para -43,4t1,6 mV usando
solucdo de alto K* (veja a composicdo em "Solugdes") (Aradjo ET AL., 1993). Este procedimento é
suficiente para inativar todos os canais para Na* n3o controlado pela pipeta de patch (Campbell &
Hille, 1976; Almers ET AL., 1983b). O potencial na pipeta foi mantido em +50 mV (no interior da
pipeta este potencial era visto com a carga invertida, ou seja, -50 mV), de forma que os canais
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para Na' presentes na drea da membrana controlada pela pipeta de patch, e apenas estes, tinham
sua inativacdo removida pela hiperpolarizagdo®, garantindo que a corrente dos registros se
originava somente dos canais sob controle do potencial.

Quando a pipeta estabeleceu um intimo contato com a membrana da fibra muscular, a resisténcia
da pipeta (Rp) aumentou, formando o chamado "selo", que resultou em uma resisténcia (Rs) de
aproximadamente trés vezes o valor de Rp. O fato de Rs atingir valores relativamente pequenos,
segundo Stiihmer e colaboradores (1983) introduz uma dificuldade: as correntes de fuga através
desta resisténcia podem ser grandes o suficiente para causar significativa queda de voltagem
através de Rp. Assim, o potencial elétrico na superficie da membrana sera diferente do potencial
aplicado pelo amplificador no interior da pipeta, de forma que Rp e Rs atuam como um divisor de
voltagem, e o potencial aplicado na pipeta (Vp) aparecerd na superficie da membrana (V,) de
forma atenuada:

Vi=Vp.A
Onde A é o fator de atenuacdo
A =Rs/ (Rp+Rs)
O valor de A situava-se entre 0,6 e 0,8.

O amplificador para experimento de loose patch clamp (Dagan 8900) com um probe para loose
patch clamp modelo 8970 e um resistor de feedback de 10 MQ, é capaz de corrigir esta atenuagao
analogicamente por um circuito em ponte que compensa o divisor de voltagem formado por Rp e
Rs. Esse divisor foi balanceado com os resistores varidaveis R1 e R2 no momento do experimento,
de forma que o potencial V; sempre acompanhou o potencial V.q conforme mostrado na figura 4.
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Figura 4: Circuito do loose patch clamp (reproduzido de Stithmer ET AL., 1983).

1 ps fibras foram despolarizadas com solugdo de alto K para -42 mV, somado ao potencial de -50 mV aplicado no interior da pipeta
gerava um potencial hiperpolarizante de -92 mV, suficiente para remover a inativagdo dos canais para Na* circunscritos pela pipeta.
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As correntes idGnicas foram filtradas eletronicamente (filtro passa-baixa com frequéncia de corte
de 10 KHz), amostradas e digitalizadas a uma frequéncia de 30 KHz através de um conversor
analdgico-digital de 12 bits (Engenharia Eletro-Eletronica, Sdo Paulo), e armazenadas para
posterior andlise. A aquisicdo e andlise dos dados foram realizadas através de um
microcomputador IBM-PC 486 utilizando um programa em linguagem Pascal desenvolvido pelo
Dr. Paulo S. L. Beirdo. As correntes lineares de fuga (leakage) e capacitivas foram excluidas dos
registros pelo uso do protocolo P/4 (Armstrong & Bezanilla, 1977), que subtraia da corrente total
gerada pelo pulso teste o somatdrio de quatro correntes produzidas por pulsos de % da amplitude
do pulso teste, amplitude insuficiente para desencadear a abertura dos canais para Na* e que
portanto, continham apenas os componentes resistivos e capacitivos lineares.

Toxina

A toxina Tx2-6 foi purificada e gentilmente cedida pelo Dra. Marta Nascimento Cordeiro e pelo Dr.
Carlos Ribeiro Diniz da Fundagdao Ezequiel Dias (Funed). A fracdo PhTx2 foi purificada por
cromatografia de filtracdo em gel e cromatografia de fase reversa em sistema FPLC (Resende Jr.
ET AL., 1991), a partir da fragao sollvel do veneno total da aranha P. nigriventer. A isoforma Tx2-6
foi purificada a partir da fragdo PhTx2 por cromatografia de fase reversa em sistema HPLC
(Cordeiro ET AL., 1992).

Os experimentos foram realizados utilizando as seguintes concentra¢cées de Tx2-6: 100 nM, 300
nM, 500 nM, 1 UM e 5 uM. Para a construgao de todos os graficos (exceto a curva dose-resposta)
foi utilizada a concentragdo de 1 uM.

Solucoes

Ringer Normal (solugéo fisioldgica para anfibio)

Reagente Concentragdo (mM)
NacCl 115

KCl 2,5

CaCl, 1,8

Hepes 5

pH=7,2
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Ringer alto K* (soluc3o despolarizante)

Reagente Concentragdo (mM)
Acetato de sodio 88

Acetato de potassio 16
Propionato de calcio 1,8

KCl 11

Hepes 5

pH=7,2

Todas as solugdes foram feitas com dgua purificada pelo sistema Milli-Q® e todos os reagentes
tinham grau analitico, obtidos de fornecedores nacionais ou internacionais.

Analise Estatistica

A andlise estatistica foi feita utilizando o test-t de Student e verificou as altera¢des observadas nos
registros obtidos na presenca de 1 uM de Tx2-6 em relacdo ao controle. A significancia estatistica
adotada foi determinada por test-t ndo pareado, tomando 95% como indice de significancia (p <
0,05). Simbolos com barras de erro e valores dos parametros significam média  erro padrao da
média. Os ajustes foram feitos por calculo numérico utilizando o programa SigmaPlot (Jandel
Scientific, San Rafael, USA). Foram utilizadas as equag0es a seguir para o ajuste dos dados.

Equacgades

Equacgéo 1

Equacdo da condutancia ao Na*

8na = Ina / (Vm - VI")

Na qual gy, € a condutancia ao sodio; Iy, € a amplitude da corrente; Vm é o potencial de
membrana e Vr é o potencial de reversdo da corrente de sédio.

Equacgdo 2

Equacdo de Boltzmann para a ativacdo da corrente de Na*
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8na / Bnaviax) = {1 + exp [(Vg — Vm) / Kgl}*

Na qual gna / 8naviax) € @ condutancia ao sédio normalizada; Vg é a voltagem que ativa 50% da
condutancia maxima e Kg é o fator de inclinagao da condutancia.

Equagdo 3

Equacdo da dependéncia de voltagem da corrente de Na*

Ina = [8Navax) - (VM-VI)] /{1 + exp [(Vg - Vm) / Kg]}

Na qual gna(max) € @ condutancia maxima.

Equagdo 4

Equacdo de Boltzmann para o estado estacionério da inativacdo da corrente de Na*
h.. = {1+ exp [(V—Vh) / Kh]}*

Na qual V é o potencial de pré-pulso; Vh é a voltagem que inativa 50% dos canais para Na* e Kh é
o fator de inclinagao da inativacao.

Equagdo 5

Equac3o da cinética de inativacdo da corrente de Na*
f=a.exp(-x/tl) 5.1
f=[a.exp (-x/T1)] + [b . exp (-x/12)] 5.2

Na qual a e b sdo fatores de amplitude dos componentes rédpido e lento, respectivamente; 11 e 12
sdo as constantes de tempo de decaimento; e x é o tempo a partir do pico da corrente. As
equacdes exponenciais foram utilizadas para ajustar o decaimento da corrente de Na' dos
registros. As curvas podiam ser ajustadas com a equag¢do monoexponencial (5.1) no controle, ou
com a equacao biexponencial (5.2) na presenca da toxina.
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Equacgéo 6

Equacdo de recuperacdo da inativacdo da corrente de Na*
f=1-exp(-T/t)

Na qual T é o tempo de hiperpolarizacdo; e 1, é a constante de tempo de recuperacdo da
inativagao.

Equagdo 7

Equacgdo da dependéncia da concentragdo de toxina

f = (frmax - [TX2-6]) / (Kos + [Tx2-6])

Na qual fs € a proporgdao maxima de canais modificados e Ko s é a concentragdo da toxina que
produz 50% do efeito maximo.
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Tx2-6 reduz o pico da corrente de Na*

Foram feitos experimentos nos quais o potencial da area da membrana sob estudo foi
subitamente levada do repouso (-92 mV) a valores entre -76 e +68 mV, com incremento de 8 mV,
usando pipetas preenchidas com Ringer Normal acrescidas com 10 mM 4-AP, contendo ou ndo 1
MM de Tx2-6. Das correntes registradas estdao sendo mostradas na figura 5A apenas aquelas
obtidas nos potenciais entre -52 e +44 mV, com incremento de 16 mV, para melhor visualizacao.
Os registros na presenca de Tx2-6 (1 uM) mostram uma evidente reducdo do pico e um
decaimento mais lento da corrente de Na* de sarcolema de r3 quando comparado ao controle.
Para verificar se a toxina alterava as velocidades de transicdo dos diferentes estados
conformacionais do canal (aberto, fechado e inativado), foram utilizados diversos protocolos que
permitiram estudar separadamente as possiveis transicdes conformacionais dos canais.

Na figura 5B esta representado o grafico da relagdo corrente-voltagem (I-V), que mostra como a
amplitude da corrente de Na* varia com o aumento da voltagem aplicada sobre a membrana, na
faixa de potencial entre -76 e +68 mV, com incremento de 8 mV. O grafico mostra o pico da
densidade de correntes (na ordenada) obtido em cada potencial teste aplicado (abscissa).

De acordo com o grafico, os canais para Na* foram ativados em potencial mais hiperpolarizante na
presenca da toxina que no controle, atingindo seu valor maximo no potencial de -12 mV em
ambas as condi¢des, e revertendo no potencial de 68,3 mV no controle e 58,8 mV na presenca de
1 uM da Tx2-6. Adicionalmente, na presenca da toxina o pico da corrente de Na* reduziu em 55%
da corrente na condigao controle, e o potencial onde 50% dos canais estao ativados deslocou para
valores mais negativos. As linhas continuas foram obtidas ajustando a equacdo 3 aos pontos
experimentais. Foram encontrados os seguintes valores para o melhor ajuste para controle e Tx2-
6 respectivamente: guamay = 54,5 + 9,4 mS/cm” e 26,5 + 2,9 mS/cm?; Vr = 68,3 £ 1,7 mV e 58,8 +
1,3mV;Vg=-305+16mVe-382+26mV;Kg=55+0,1e7,3%0,3. Aandlise dos parametros
indica que a toxina modificou estatisticamente (p<0,05) todos os parametros analisados para esta
curva: a condutancia (gnamax), OU seja, a capacidade do canal em conduzir corrente, foi reduzida
em 51,3%, o que reflete na diminuicdo do pico da corrente; o potencial de reversdo (Vr) foi
deslocado em 9,5 mV para valores mais negativos (hiperpolarizados), indicando uma mudanga na
seletividade do canal; o potencial no qual a condutédncia é a metade do seu valor maximo (Vg)
deslocou 7,6 mV também para valores hiperpolarizados; e o fator de inclinagdo da curva (Kg), que
indica a dependéncia de voltagem da ativacdo do canal foi aumentada em 1,8, o que significa que
a condutancia dos canais modificados pela toxina varia de forma um pouco menos acentuada em
relagdo ao potencial.
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Figura 5: Efeito da Tx2-6 sobre as correntes de Na’. Temperatura 12°C. A) Familia de correntes de
Na+ registradas de uma série de pulsos testes despolarizantes entre -76 e +68 mV com incremento
de 8 mV (ilustrado pelo protocolo mostrado abaixo da figura). Os registros (obtidos nos potenciais
entre -52 e +44 mV com incremento de 16 mV, para facilitar a visualiza¢do) de controle e Tx2-6 (1
M) mostram que na presenca da toxina ha uma evidente reducdo do pico da corrente de Na*, além
de um decaimento mais lento da mesma. B) Relagdo corrente-voltagem da corrente de Na+. Os
canais foram mantidos no potencial de ‘holding’ de -92 mV e alcangcavam o pico em torno de -12 mV.
O gréfico foi ajustado segundo a equagdo 3, obtendo os seguintes pardmetros para controle (circulos
brancos, n=12) e Tx2-6 (circulos pretos, n=7), respectivamente: gyamax = 54,5%,4 mS/cm2 e 26,5+2,9
mS/cmz; Vr=68,3+1,7mV e 58,8t1,3 mV; Vg = -30,5t1,6 mV e -38,2+2,6 mV; Kg = 5,510,1 e 7,3¢
0,3 (média + SEM).

Tx2-6 desloca o potencial de ativagdo da corrente de Na*

Para melhor caracterizar o deslocamento da dependéncia de potencial observado na figura 5,
foram calculadas as condutancias ao Na® em cada potencial nos diferentes experimentos,
utilizando a equagdo 1, e normalizado em ralagdo a condutdncia maxima. As médias dos
resultados sdo mostradas na figura 6. Os pontos foram ajustados pela equagdo 2, que é a equacgao
de Boltzmann para a ativac3o da corrente de Na’, e as curvas com os melhores ajustes foram as
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linhas continuas. Observa-se que, dentro de uma estreita faixa (-50 mV a -10 mV) pequenas
mudancas no potencial geram grandes alteracdes na condutdncia. Esta dependéncia foi
significativamente diferente (p<0,05) na presenca de 1 uM de Tx2-6 (Kg = 7,7 + 0,4; n=7) em
relacdo ao controle (Kg = 5,8 + 0,2; n=12), indicando que a dependéncia de potencial para
ativacdo do canal na presenca da toxina é menor do que no controle, como foi observado na
relagdo I-V. A toxina também deslocou a curva para valores de potencial mais negativos (Vg = -
37,7 + 2,9 mV) quando comparada com o controle (Vg = -30,3 + 1,6 mV). Isto significa que na
presenga da toxina, o canal estd conduzindo em potenciais que normalmente estaria fechado.
Observa-se, por exemplo, que as condutancias medidas nos potenciais entre -52 mV a -28 mV sdo
significativamente maiores nos experimentos contento Tx2-6 que no controle. Com base nesses
resultados podemos inferir que a transi¢do do estado fechado para o estado aberto do canal para
Na® estd sendo favorecido pela toxina Tx2-6.

1.2
1.0 |
0.8 |

0.6 -

GNa/ GNa(max)

0.0 - >
L | | ] | 1 | | | | |
-80 70 -60 -50 40 -30 20 -10 0 10 20 30

Potencial de membrana (mV)

Figura 6: Efeito da Tx2-6 sobre a ativacdo da condutancia da corrente de Na*.Foi calculada a
condutancia e cada potencial (equag¢do 1) e normalizada em relagdo a condutancia maxima.
Temperatura 12°C. A curva foi ajustada segundo a equagdo 2, com os seguintes parametros para
controle (circulos brancos, n=12) e Tx2-6 1 UM (circulos pretos, n=7), respectivamente: Vg = -30,3
1,6 mVe-37,7+29mV;Kg=5,8+0,2e 7,7 £0,4 (p<0,05). Nos potenciais de -76, -68, 4, 12 e 20 mV,
0s pontos experimentais e controle estdo superpostos.
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Tx2-6 afeta o estado estaciondrio da inativagdo da corrente de Na*

Como apresentado na introducdo, a distribuicdo dos canais para Na® nos diferentes estados
conformacionais (mostrado simplificadamente na figura 1) depende do potencial da membrana.
Potenciais despolarizantes favorecem o estado inativado, enquanto potenciais hiperpolarizantes
favorecem os estados fechados (o estado aberto ocorrendo apenas transitoriamente).

Para investigar se a Tx2-6 altera esta distribuicdo utilizamos o protocolo h.., mostrado no inserto
da figura 7. O pulso teste de -12 mV (por levar a corrente ao valor maximo) era utilizado para
revelar a propor¢do de canais que se encontravam no estado fechado (ou seja, nao inativados) e
no estado inativado. Eram aplicados pré-pulsos entre -132 e -44 mV, com incremento de 8 mV,
suficientemente longos (100 ms) para permitir a redistribuicdo completa dos canais entre os
diferentes estados conformacionais em cada potencial. A corrente gerada com o pulso de -12 mV
revelava a quantidade de canais ndo inativados, e a corrente obtida apds cada pré-pulso
hiperpolarizantes foi normalizadas na figura 7. Como esperado, verificamos que o estado
estacionario da inativacdo depende do potencial de pré-pulso aplicado. Cada curva continua
representa o melhor ajuste dos dados segundo a equacdo 4. A Tx2-6 (1 uM) deslocou a curva da
dependéncia de potencial da inativa¢do para valores mais negativos (-71,8 £ 2,1 mV no controle e
-81,8 + 2,0 mV na presenca da toxina) alterando também o pardmetro de inclinagdo da curva (6,7
+ 0,2 no controle e 9,0 + 0,9 na presenca da Tx2-6), sendo ambas modificacdes estatisticamente
diferentes (p < 0,05).

Como mencionado anteriormente, a dependéncia de voltagem da inativagdo nao é uma
propriedade intrinseca deste estado, mas uma conseqiiéncia do acoplamento com a ativagdo do
canal para Na’. Nota-se que a toxina Tx2-6 favorece o estado inativado em uma ampla faixa de
potenciais (veja, por exemplo, entre -92 mV e -68 mV).
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Figura 7: Efeito da Tx2-6 sobre o estado estacionario da inativacdo da corrente de Na*. O pico obtido
no potencial de -12 mV precedido por diferentes potenciais pré-pulso (entre -132 e -44 mV, com
incremento de 8 mV) com 100 ms de dura¢do foi normalizado. Temperatura 12°C. A curva foi
ajustada segundo a equagdo 4 com os seguintes parametros para controle (circulos brancos, n=12) e
Tx2-6 1 uM (circulos pretos, n=7), respectivamente: Vh =-71,8 +2,1 mVe-81,8+2,0mV; Kh=6,7
0,2 € 9,0 £ 0,9 (p<0,05). O inserto mostra o protocolo experimental de voltagem. Os valores obtidos
no potencial de -128 mV para experimentais e controle estdo superpostos.

Tx2-6 bloqueia a inativagdo rdapida da corrente de Na*

Outra modificagao importante que pode ser observada na figura 5A é que a cinética de inativacao
das correntes para Na® é nitidamente mais lenta. Para quantificar este efeito procedeu-se um
ajuste do decaimento da corrente utilizando a equagao exponencial 5. O decaimento da corrente
a partir do picofoi descrito por uma Unica exponencial no controle, com constante de tempo
rapida (0,79 + 0,10 ms no potencial de -12 mV). Na presenca da toxina, este decaimento foi
ajustado com dois componentes exponenciais, refletindo uma constante rapida e outra lenta
(medida no potencial de -12 mV: 0,69 + 0,08 e 9,7 + 4,24 ms, respectivamente). Observa-se que a
constante de tempo mais rapida (de menor valor) ndo é significativamente diferente daquela
obtida na auséncia da Tx2-6. Este dado sugere que uma parcela dos canais ndo sdo modificados,
passando a parcela modificada a apresentar uma transicdo para o estado inativado com
velocidade significativamente menor. Este padrdao foi observado em toda a faixa de potencial
entre -36 mV e +28 mV conforme mostrado na figura 8.no qual se vé que a constante de tempo
rapida das correntes geradas na presenca da toxina tem o mesmo comportamento das constantes
de tempo no controle.Por outro lado, a constante de tempo lenta foi, em média, cerca de uma
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ordem de grandeza maior que a constante de tempo rdpida, sem que se tenha conseguido
detectar uma dependéncia de voltagem significativa. Assim, embora a toxina desloque o
equilibrio entre os estados conformacionais na direcdo do estado inativado, a velocidade de
transicdo do estado aberto para o inativado é reduzida.
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Figura 8: Efeito da Tx2-6 sobre o decaimento exponencial da corrente de Na'.Os registros foram
analisados no potencial de pico (-12 mV). Temperatura 12°C. O decaimento da corrente foi ajustado
a partir do pico com uma equag¢do monoexponencial (circulos brancos, n=12) ou biexponencial na
presencga da toxina (simbolos pretos, circulos para a constante de tempo rapida e quadrados para a
constante de tempo lenta, n=7), de acordo com a equacgdo 5. Em alguns potenciais as constantes de
tempo rapida no controle e na presenca da toxina estdo superpostos. Simbolos representam médias
+ EPM.

Tx2-6 desacelera a recuperagdo da inativagdo da corrente de Na*

Para observar se a Tx2-6 altera a velocidade de transicao do estado inativado para o estado
fechado, foi utilizado o seguinte protocolo: era gerado um pré-pulso pulso despolarizante para -
44 mV por 100 ms (condigdo suficiente para levar todos os canais para o estado inativado — ver
figura 7), seguido por um pulso hiperpolarizante para -124 mV por um periodo de tempo que
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variou entre 0,5 e 7 ms (com incremento de 0,5 ms) e finalmente outro pulso despolarizante para
-12 mV (potencial de pico) por 7 ms, no qual o registro foi obtido. Este protocolo permitiu avaliar
o tempo de hiperpolarizagdo necessario para que os canais transitassem do estado inativado para
o estado fechado e fornece informacdao sobre a saida do estado inativado. A equacdo 6 foi
utilizada para o ajuste da curva, e apresentou os seguintes valores da constante de tempo da
recuperacao da inativacdo: 1,6 + 0,14 ms e 2,14 + 0,23 ms para controle e experimental,
respectivamente. Estes valores ndo foram estatisticamente diferentes ( p<0,05).
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Figura 9: Recuperagdo da inativagdo. Foi gerado um pré-pulso despolarizante de -44 mV por 100 ms
seguido por um pulso despolarizante que levava os canais para -124 mV por u periodo de tempo que
variou de 0,5 a 7 ms (com incremento de 0,5 ms) e finalmente outro pulso despolarizante de -12 mV
(potencial de pico) por 7 ms no qual o registro foi obtido. A equacgdo 6 foi usada para o ajuste da
curva com os seguintes valores de constante de tempo da inativagdo, correspondendo a controle e
experimental respectivamente: 1,60 £ 0,14 e 2,14 £ 0,23.

Tx2-6 ndo modifica a desativagdo da corrente de Na*

Para avaliar se a Tx2-6 estava modificando a desativacdo da corrente de Na’, foi aplicado um
pulso teste despolarizante (-12 mV) com duragdo que variava entre 0,5 e 7 ms (com incremento
de 0,5 ms). Imediatamente apds este pulso, o potencial da membrana foi subitamente
hiperpolarizado para -92 mV. Desta forma, foi possivel avaliar a quantidade de canais que
estavam abertos ao final do pulso teste, bem como a velocidade que os mesmos transitaram
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diretamente para o estado fechado. Esta transicdo (desativacdo) pode ser descrita por uma
fungdo exponencial. As constantes de tempo nos tempos de 0,5 ms e 1 ms estdo sendo mostrados
na tabela 1 e ndo foram estatisticamente diferentes. Nestes experimentos foi utilizada a
concentracdo de 5 pM de Tx2-6 para modificar maior propor¢do de canais para Na'. Pulsos
superiores a 1 ms n3o puderam ser medidos por ser muito pequenas as correntes de Na*
remanescentes.

Tabela 1: Desativacdo das correntes de Na*.

0,5 ms 1,0 ms
Controle (n=15) 0,095 £ 0,013 0,123 £ 0,017
Tx2-6 5 UM (n=6) 0,105 +0,013 0,115+0,013

Dados expressos como média + EPM medidos no pico da corrente de Na".

Modificagdo do canal pela Tx2-6 é dependente de concentragdo

Se a hipdtese de que as constantes de tempo rapidas e lentas da cinética da inativa¢gdo do canal
para Na' refletem as propor¢des de canais modificados e ndo modificados esté correta, é razodvel
esperar que estas proporc¢des dependam da concentracdo de Tx2-6 utilizada. A figura 10 mostra
gue esta hipdtese estd correta, ou seja, a proporgao de corrente modificada e ndo modificada é
dependente da concentragdo da toxina. Esta proporc¢do foi calculada a partir dos valores obtidos
de a e b da equagdo 5, tomando como tempo inicial (t=0) o pico maximo de corrente. A proporg¢ado
de canais modificados foi obtida pela relagdo b / (a + b).

Usando diferentes concentragdes de toxina na pipeta, a corrente registrada no potencial de -12
mV (pico da corrente) foi ajustada com uma (controle) ou duas (experimental) exponenciais,
como pode ser visto na figura 8. A tabela 2 mostra que as constantes de tempo do componente
rapido das correntes modificadas pela toxina ndo foram estatisticamente diferentes das
constantes de tempo rapidas observadas no controle, reforcando a idéia de que elas foram
geradas por canais ndo modificados. De forma similar, as constantes de tempo lentas obtidas dos
registros na presenca de diferentes concentragdes de Tx2-6 ndo foram estatisticamente
diferentes, sugerindo que elas eram causadas por canais para Na® que eram igualmente
modificados pela toxina. A proporc¢do de canais modificados em relacdo ao numero total de canais
variou com a concentragdo, com um Kg s (concentragdo que produz metade do efeito maximo) foi
de 0,81 UM e fia (proporgdo maxima de canais modificadas pela toxina) de 0,68, ou seja, 68%.
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Tabela 2: Proporg¢do de canais modificados em diferentes concentragdes.

[Tx2-6] 1 (ms) nl T2 (ms) n2 Proporgé'g de canais
modificados
0 0,79+0,095 12

100 nM | 0,53+0,022 4 1246,65 2 0,05+0,06

300 nM | 0,490,015 5 17,849,84 5 0,06+0,02

500 nM | 0,560,038 4 8,210,225 4 0,31+0,06
1um 0,69+0,080 7 9,8%4,24 7 0,45+0,09
5uM 0,640,071 6 11,27+2,22 6 0,56%0,12

T+ EPM medidos no pico da corrente de Na* (-12 mV).
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Figura 10: Proporcdo de canais para Na® modificados e n3o modificados é dependente da
concentragdo de toxina. Usando diferentes concentra¢des de toxina na pipeta (100 nM, 300 nM, 500
nM, 1 uM e 3 uM) a corrente de Na+ registrada no potencial de -12 mV (pico da corrente) foi
ajustada com uma equagdo mono (controle) ou biexponencial (toxina), utilizando a equagdo 5. A
proporgao de canais modificados em relagdo ao numero total de canais variou com a concentragdo
da toxina. A concentragdo que produziu a metade do efeito maximo (Kqs) foi 0,81 uM e a proporgdo
maxima de canais modificados pela toxina (f.,) foi 0,68.




Discussao
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Os resultados apresentados neste trabalho mostram que a toxina da aranha P. nigriventer Tx2-6
apresenta o mesmo padrdo complexo de atividade sobre os canais para Na' apresentado pela
fracdo PhTx2, descrito por Araljo e colaboradores (1993). Isso prova que a complexidade do
efeito da PhTx2 sobre as correntes de Na" n3o se deve a sua heterogeneidade. A Tx2-6 parece
possuir um efeito hibrido das toxinas de escorpido do tipo a, por inibir a inativacdo do canal para
Na’*, e do tipo B, por deslocar o potencial de ativagdo para valores mais negativos e reduzir o pico
da corrente. Além disso, a toxina também desloca a dependéncia do potencial do estado
estacionario da inativacdo para valores também hiperpolarizados e altera a cinética das transi¢des
conformacionais, como assinalado na figura 11.
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Figura 11: Representacdo esquemdtica simplificada dos estados do canal de Na®, mostrando as
transi¢des que sdao modificadas pela Tx2-6 (setas vermelhas). F,: outros estados conformacionais
fechados; F: fechado; A: aberto; I: inativado. Portanto a toxina facilita a transi¢cdo do estado fechado
para o aberto (ativacdo da corrente, figura 5) dificulta a transicio do aberto para inativado
(decaimento da corrente, figura 7) e facilita a transi¢cdo do estado fechado para o inativado (estado
estacionario da inativagdo, figura 6). A transicdo do estado inativado para o fechado ndo foi
modificada (recuperagdo da inativagdo, figura 8), bem como a transi¢do do estado aberto para o
fechado. As transi¢cdes entre as diferentes conformagdes dos estados fechados ndo puderam ser
avaliadas pelos protocolos e experimentos utilizados.

A comparacdo da estrutura primdria da Tx2-6 com a de toxinas de escorpido tipicas a e f mostrou
baixo grau de identidade com ambos os tipos (no maximo 18%), como mostrado na figura 12. As
toxinas do tipo a que foram escolhidas para a comparacao foram as toxinas TsTxV e AaHlII,
isoladas dos escorpides Tityus serrulatus e Androctonus australis, respectivamente. As toxinas do
tipo B escolhidas foram as toxinas dos escorpides Tityus serrulatus, TxVIl, e do Centruroides
sculpturatus, CsEv3. O motivo da escolha das toxinas do escorpidao Tityus serrulatus foi pelo fato
desta espécie ser endémica da regido sudeste do Brasil e ter seu efeito bem caracterizado. As
outras duas toxinas foram escolhidas por serem de escorpides que ndo estdo diretamente
relacionados ao Tityus serrulatus, e tém suas estruturas terciarias resolvidas. Adicionalmente a
estrutura primaria da Tx2-6 foi comparada com duas outras toxinas de aranha que afetam os
canais para Na': VTX e RTX, isoladas das aranhas Hedronyche versuta e Atrax robustus,
respectivamente. Estas toxinas possuem efeitos muito semelhantes aos da Tx26, reduzindo o pico
e a inativacdo da corrente, alem de deslocar os potenciais de ativacdo e inativacdo no estado
estacionario para valores mais negativos (Nicholson ET AL., 1996; Pallaghy ET AL., 1997).
Entretanto a Tx2-6 apresentou baixa identidade com a VTX (19%) e com a RTX (21%).
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A andlise da estrutura terciaria das toxinas B, CsEv3 (Zhao et al., 1992), e a de escorpido, AaHlI
(Fontecilla-Camps ET AL., 1988) mostrou que embora estas toxinas se ligue a sitios distintos e
possuam efeitos distintos, elas apresentam um motivo estrutural comum, conservado também
em outras toxinas que agem em canais para Na® (Pintar ET AL., 1999). Este motivo é constituido
por trés fitas B anti-paralelas e uma a hélice que sdo estabilizadas por quatro pontes dissulfeto,

como mostrado na figura 13. A anadlise estrutural destas toxinas, AaHIl e CsE-v3, tem concentrado
a atenc¢do sobre uma regido da toxina que é rica em aminodcidos hidrofébicos aromaticos
conservado (sobretudo Tyr e Phe) e aminoacidos carregados positivamente (Lys e Arg), essenciais
a interacdo especifica entre estas toxinas e o canal (Fontecilla-Camps ET AL., 1988; Zhao ET AL,,
1992), além do arranjo espacial da toxina (Zilberberg ET AL., 1997). Rogers e colaboradores (1996)
mostraram que os residuos carregados Glul613, Glu1616 e Lys1617, juntamente com seis outros
aminodcidos ndo carregados presentes entre os segmentos S3 e S4 do dominio IV do canal para
Na® cerebral (tipo IIA) de mamifero, s3o importantes para a ligacdo das toxinas do tipo a ao canal
para Na’. Possivelmente aqueles residuos bésicos da toxina contribuem para a formacdo de um
potencial eletrostatico que pode estar envolvido na interagcdo com cargas negativas presentes na
superficie do canal. Possivelmente aqueles residuos bdsicos da toxina contribuem para a
formacdao de um potencial eletrostatico que pode estar envolvido na interagdo com as cargas
negativas presentes na superficie do canal.

TsTxV KKDGYPVEY-DNCAYICWNY-DNAYCDKLCKDKKADSGYCYWVHIL---CYCYGLPDSEPTKTNGKCKSGKK
AaHII VKDGYIVDD-VNCTYFCG---RNAYCNEECTKLKGESGYCQWASPYGNACYCYKLPDHVRTKGPGRCH----

TxVII -KEGYLMDH-EGCKLSCFIR-PSGYCGRECGIKKGSSGYCAWPA----- CYCYGLPNWVKVWDRATNKCGKK
CsEv3 -KEGYLVKKSDGCKYGCLKLGENEGCDTECKAKNQGGS---YGYCYAFACWCEGLPESTPTYPLPNKSC---
VvIX  ---—- CAKK-RN---WCG---KTEDC--CCPMKCVYA----WYNEQG---SCQSTISALWKK----C-———-
RTX  —-———- CAKK-RN---WCG---KNEDC--CCPMKCIYA----WYNQQG---SCETTITGLFKK----C-———-
Tx2-6 —---ATCAGQ-DQ---PCK--—--- ETCD-CCGERGECV-—---CGGP----CICRQGYFWIAWYKLANCKK-—-—

Figura 12: Comparagdo da sequencia primaria das toxinas do tipo a de escorpido (TsTxV - Tityus
serrulatus - e AaHlIl - Androctonus australis toxina Il), do tipo B (TsVII - Tityus serrulatus — e CsEv3 -
Centruroides sculpturatus variante-3) e duas toxina de aranha que afetam a inativacdo da corrente
de Na* (VTX - Hadronyche versuta - e RTX - Atrax robustus) com a Tx2-6. As toxinas apresentam as
seguintes porcentagens de identidade entre si: tipo a, 45%; tipo B, 28%,; toxinas de aranha (exceto
Tx2-6), 80%. Quando comparadas com a Tx2-6 as toxinas do tipo B, do tipo a e as outras toxinas de
aranha ndo apresentam mais que 21% de identidade na sequencia de aminodacidos.

As toxinas das aranhas, VTX e RTX, possuem trés fitas B anti-paralelas e uma hélice 3,4, formando
um conjunto estabilizado por 4 pontes dissulfeto (Fletcher ET AL., 1997; Pallaghy ET AL., 1997).
Embora possuam estruturas secundarias semelhantes as toxinas do tipo a e B de escorpido, a
estrutura tridimensional é diferente.
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CsEV-3 - toxina tipo B AaHII — toxina tipo a
Centruroides sculpturatus Androctonus australis

Figura 13: Estrutura tridimensional das toxinas escorpiOnicas tipo B (esquerda) e a (direita). As
toxinas possuem um motivo estrutural comum, constituido de trés fitas  anti-paralelas e uma a-
hélice, estabilizada por quatro pontes dissulfeto. (Figura reproduzida do trabalho de Oren ET AL.,
1998).

A Tx2-6 é um polipeptidio pequeno (5.291,3 Da) que possui 48 residuos de aminoacidos sendo 10
cisteinas, que possivelmente formam cinco pontes dissulfeto, formando uma estrutura
extremamente compacto. Devido a baixa homologia na sequencia de aminoacidos com as toxinas
do tipo a e B (figura 12) ou com qualquer proteina do banco de dados BLAST que tenha a
estrutura tridimensional determinada, nenhuma inferéncia pode ser feita a estrutura terciaria
desta toxina. No entanto, sabe-se que sequencias primarias ndo conservadas podem ainda dar
origem a estruturas tridimensionais conservadas, e, portanto, h possivel que a Tx2-6 tenha um
motivo estrutural semelhante as toxinas escorpibnicas.

Como mostrado pelos resultados experimentais, a Tx2-6 induz um deslocamento da ativacao de
canais para Na' para potenciais mais negativos e mantém o canal mais tempo aberto, através do
retardamento da sua inativagdo. Ambas as modificacGes podem explicar o efeito excitatdrio visto
na injecdo intracerebral da fracdo PhTx2, cujos sintomas ja foram descritos em preparacdes de
sinaptosomas (Romano-Silva ET AL., 1993). O efeito sobre a ativacdo do canal é similar, porém
menos acentuado (7,4 mV) do que o das toxinas do tipo B de escorpido, que deslocam a
dependéncia de potencial da ativacdo aproximadamente 40 mV para potenciais hiperpolarizados
(Cahalan, 1975; Marcotte ET AL., 1997). Cha e colaboradores (1999) propuseram um modelo
cinético onde o segmento S4 do dominio Il estd entre os ultimos segmentos a serem ativados.
Este modelo esta de acordo com outro proposto anteriormente (Cestele ET AL., 1998), no qual
uma toxina do tipo B de escorpido (CsslV) se liga a residuos de aminoacidos do segmento S4 do
dominio 1l, que sd3o exteriorizados quando esse segmento se move no momento da
despolarizacao, mantendo o canal em um estado parcialmente ativo. Dessa forma, potenciais que
normalmente ndo atuariam sobre este dominio passaram a ser capazes de provocar a abertura do
canal, explicando o mecanismo molecular do deslocamento do potencial de ativagdo para valores
mais negativos. No estado parcialmente ativado, a inativacdo é favorecida, o que reduz o numero
de canais disponiveis e, consequentemente, o pico da corrente de Na*. N3o se sabe, no entanto,
gue tipo de mudancga conformacional no dominio Il poderia facilitar a inativagdo, ja que este
dominio ndo esta diretamente relacionado a este processo.

39



A reducdo da corrente parece estar envolvida com a interacao, direta ou indireta, da toxina com
outra parte do canal que ainda ndo foi identificado estar envolvido no processo, como sugere os
dados de Marcotte e colegas (1997). Nesses experimentos uma quimera formada pelo dominio Il
de um canal para Na® sensivel (rSkM1) a toxina do tipo B e os demais dominios (I, Il e IV) de um
canal para Na' insensivel, deslocou a dependéncia de potencial da ativacio para valores
negativos, sem nenhuma reducdo do pico da corrente. Desta forma, a interagdo das toxinas do
tipo B com o canal para Na* é mais complexa, envolvendo outros dominios além do dominio II.
Estas outras interagdes ainda ndo foram identificadas. Alguns trabalhos mostram que o efeito das
toxinas do tipo B ndo requerem a presenca da subunidade B1 (Marcotte ET AL., 1997; Tsushima ET
AL., 1999). Em canais para Na® mutantes (11303Q, F1304Q e M1305Q) deficientes em inativa¢do
rapida, a toxina ndo apresenta nenhum feito sobre a ativagao, o que levou os autores sugerirem
gue a toxina se ligue ao estado inativado do canal (Tsushima ET AL., 1999).

A Tx2-6 possui também um efeito caracteristico das toxinas do tipo a, cujo mecanismo geral é a
inibicdo da inativacdo do canal para Na*. O mecanismo molecular do efeito destas toxinas ainda
nao foi elucidado. Pelo conhecimento atual, o mecanismo de inativagdo rdpida envolve apenas
segmentos do lado interno do canal. Como uma toxina que se liga apenas na regidao extracelular
poderia afetar o processo de inativacdo rapida que ocorre no segmento intracelular do canal? A
andlise do sitio de ligagcdo de diversas toxinas do sitio 3 mostra que mutagdes que diminuem
fortemente a afinidade de algumas toxinas do tipo a, diminuem fracamente a ligacao de outras
(Gordon ET AL., 1996; Rogers ET AL., 1996; Benzinger ET AL., 1997), sugerindo que estas toxinas se
ligam em uma regido do canal que afeta a inativacdo mas com interag¢des distintas, que podem se
sobrepor, formando um ‘macrositio’ (Gordon ET AL., 1996). Esse ‘macrositio’ esta localizado na
laca entre os segmentos S3-54 do dominio IV.

Em 1988, Catterall através de experimentos de fotomarcacdo sugeriu que o sitio receptor 3 e 4
estariam localizados préximos um do outro e da regido de contato entre as subunidades a e B1.
Mais tarde, foi demonstrado que a modula¢do do canal para Na* pela subunidade B1 necessitava
da interacdo com os segmentos S5-S6 dos dominios | e IV (que devem estar adjacentes na
estrutura tridimensional do canal) (Makita ET AL., 1996). Com a atual elucidacdo molecular dos
sitios receptores das neurotoxinas na superficie do canal, foi observado que o sitio 3 estd
localizado na al¢a entre os segmentos S3-54 do dominio IV (Rogers ET AL., 1996) e provavelmente
muito préximo do sitio de interacdo da subunidade B1, o que poderia explicar a inibicdo da
inativacdo. Jd4 a modulacdo da subunidade a pela B1 nao explica o efeito das toxinas do tipo B, e
como foi visto, ndo ha participacdo do sitio 4 na regido de interagdo com a subunidade B1. O que
poderia ser proposto para explicar os experimentos de fotomarcagdo é que estas regides estariam
muito préximas, quando analisada a topologia do canal, e seria um artefato de técnica a marcacao
da subunidade B.

Devida a similaridade dos efeitos da Tx2-6 com as toxinas de aranha descritas anteriormente, VTX
e RTX, é possivel que essas toxinas se liguem ao mesmo sitio receptor na superficie do canal de
Na+. O trabalho de Nicholson e colaboradores (1996) evidencia a ligacdo da VTX ao sitio 3. A
comparagdo da VTX com toxinas do tipo a mostra que embora elas ndo estejam estruturalmente
relacionadas, alguns aminoacidos carregados estdo em posicdo muito semelhante (Fletcher ET

40



AL., 1997), sugerindo que alguns destes aminodacidos (Arg5, Lys3 e Aspl3) interajam
eletrostaticamente com aminoacidos ja identificados na superficie do canal (Rogers ET AL., 1996)
como importantes na interagdo com a toxina (Glu1613, Glul616 e Lys1617). Assim é possivel que,
mesmo ndo apresentando muita semelhanca na sequéncia primaria com as toxinas que agem em
canais para Na+, a Tx2-6 pode apresentar aminoacidos em posicGes criticas para a interacdo com
o cana, provavelmente interagindo com o ‘macrositio’ 3.

Como a toxina ndao modifica todos os canais na concentra¢do de 1 UM (como pode ser visto na
figura 10), pode ser observada a coexisténcia de dois componentes: um modificado pela toxina e
que possui as dependéncias de potencial de ativagdo e inativacdo deslocados, e outro ndo
modificado. Assim, o aumento dos valores de Kg e Kh, que reflete uma menor sensibilidade a
voltagem, como mostrado nas figuras 6 e 7, pode representar tanto uma diminuicdo real na
sensibilidade do canal ao potencial de membrana como uma heterogeneidade dos canais
modificados e ndo modificados.

O valor calculado do f,.x (0,68) sugere que a toxina ndo é capaz de modificar todos os canais. Este
valor poderia sugerir a existéncia de duas populacdes de canais na superficie da membrana
sarcoplasmatica de ra, sendo uma sensivel e outra insensivel a toxina. Por outro lado, outra
hipdtese poderia ser que, mesmo ligado a Tx2-6, haveria uma probabilidade do canal em transitar
para o estado inativado com a mesma velocidade do canal n3o alterado. E importante ressaltar
que, como a toxina reduz o pico da corrente de Na®, a propor¢3o de canais modificados calculada
a partir das correntes deve estar subestimada. Isso significa que possivelmente a propor¢ao deve
ser superior a estimada em cada concentragao da toxina.
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Conclusao
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Nossos resultados mostram um complexo padrdo de modificacdo causado pela toxina Tx2-6,
proveniente da fracdo PhTx2 do veneno da aranha armadeira Phoneutria nigriventer. Este
complexo padrdao também pode ser encontrado em outras toxinas polipeptidicas de aranhas que
modificam os canais para Na® (Nicholson et al., 1996; Pallaghy et al., 1997). As alteracdes
causadas ao canal de Na* explicam a ocorréncia de sintomas excitatérios generalizado observado
no envenenamento por estas aranhas. A coexisténcia de efeitos de toxinas do tipo a com efeitos
de toxinas do tipo B e a similaridade com o efeito de outras toxinas de aranha, aliado ao baixo
grau de identidade das sequéncias com estas toxinas, sugere que a interagdao da Tx2-6 com o
canal de Na* ocorra de forma distinta das toxinas do tipo a ou do tipo B, podendo envolver
‘macrositios’, especialmente do sitio 3, ou ocorrer em outro sitio receptor ainda nao identificado
na superficie do canal.

As toxinas de aranha sd3o importantes ferramentas para o estudo dos canais para Na*, podendo
auxiliar na determinacao de como lado extracelular e o intracelular se comunicam e interagem,
produzindo as complexas transi¢des cinéticas destes canais.
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