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RESUMO

Verificamos neste trabalho os efeitos do veneno do escorpidao brasileiro Tityus
bahiensis sobre correntes de sodio em corpos celulares de neurbnios dos ganglios
da raiz dorsal (DRG) submetidos a registros eletrofisiolégicos na modalidade whole-
cell patch clamp. Em condi¢cdes de controle, a inativacdo da corrente de sédio a 0 mV
exibiu dois componentes cinéticos, um rapido (tau = 2,15 + 0,18 ms) e um mais lento
(tau = 13,19 £ 3 ms). Em condigdes experimentais, quando utilizamos o veneno de
Tityus bahiensis numa diluicdo de 1:500 (concentragao da proteina de 5,74 ug/mL),
houve uma redugado na fracdo da corrente que se inativa rapidamente (de 80 + 14
para 60 £ 9 %). O aumento na constante de tempo que se inativa rapidamente nao
foi alterado significativamente (tau = 2,37 + 0,4 ms), mas houve um incremento na
constante de tempo da inativacdo lenta (25,74 + 3,18 ms). Houve, ainda, um
aumento na fragdo da corrente que se inativa lentamente (de 14,1 £ 0,6 para 36 + 0.4
%) e surgimento de um componente persistente da corrente que nao inativou mesmo
durante pulsos despolarizantes longos (50 a 100 ms). Adicionalmente, na presenca
do veneno de Tityus bahiensis em condi¢cdes experimentais, houve o surgimento de
um componente que ativa rapidamente as correntes de sodio, independentemente da
presenga de um pré-pulso com potencial intensamente despolarizante (+50 mV).
Nossos resultados concordam com Campos et al. (2007) e mostram que um pré-
pulso ndo tem efeito nas correntes de sodio geradas, diferentemente da hipotese
levantada por Cestéle et al. (2006). Na tentativa de constatar sobre quais isoformas
de canais para sodio o veneno de Tityus bahiensis age, utilizamos tetrodotoxina
(0,25 - 1uM) com a finalidade de isolar farmacologicamente as correntes de sodio
resistentes a tetrodotoxina, submeté-las a pulsos despolarizantes a 0 mV e verificar o
efeito do veneno na cinética das suas correntes. O veneno nao foi capaz de gerar
efeitos nestas condicbes experimentais. Assim como o0s venenos de outros
escorpides, o veneno de Tityus bahiensis contém toxinas capazes de interferir na
cinética de ativacado e inativacdo dos canais para sodio sensiveis a tetrodotoxina,

realizando agdes tipicas de toxinas de escorpiao do tipo a e B.



ABSTRACT

In this study, we tested the effects of Tityus bahiensis scorpion venom on sodium
currents recorded from the cell bodies of rat dorsal root ganglion neurons using the
whole-cell patch clamp technique. In control conditions, sodium current inactivation at
0 mV exhibited two kinetic components, one fast (tau = 2.15 + 0.18 ms) and one slow
(tau = 13.19 £ 3 ms). In the presence of Tityus bahiensis venom at a dilution of 1:500
(concentration of 5.74 ug/mL), there was a decrease in the fraction of current
comprising the fast component of inactivation (from 80 + 14 to 60 £ 9 %). The fast
time constant of inactivation was not altered significantly (tau = 2.37 £ 0.4 ms), but
there was an increase in time constant of slow inactivation (tau = 25.74 + 3.18 ms). In
addition, there was an increase in the fraction of current that inactived slowly (from
14.1 £ 0.6 to 36 + 0.4 %), and the appearance of a persistent component of current
that did not inactivate even after long depolarizations (50 — 100 ms). Additionally, in
the presence of Tityus bahiensis venom in experimental conditions there was a very
fast component of activation which appeared independently of the presence of a
depolarizing pre-pulse (+50 mV). Our results thus agree with those obtained by
Campos et al. (2007), and show that a pre-pulse is not necessary for effects on the
sodium channel, different from the hypothesis presented by Cestéle et al. (2006). In
an attempt of probe which sodium channels isoforms the Tityus bahiensis venom act
upon, we used tetrodotoxin (0.25 - 1uM) in order to isolate pharmacologically
tetrodotoxin-resistant sodium currents and submitted these currents to depolarizing
pulses to 0 mV and verified the effect of the venom on currents kinetic. Under these
experimental conditions, the venom did not produce any effects. Therefore like the
venom of the others scorpion, Tityus bahiensis venom contain toxins able to interfere
in the kinetics of activation and inactivation of tetrodotoxin-sensitive sodium channels,

resulting in alterations typical of a- and [3- type toxins.
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1. INTRODUGCAO
1.1. CANAIS IONICOS

Os canais para ions sdo poros constituidos por proteinas integrais presentes nas
membranas celulares e representam elementos fundamentais para o funcionamento
das células excitaveis, tais como: neurbnios, midcitos e células secretoras (Hille,
2001). Estes poros protéicos sado responsaveis por mediar o transporte seletivo e
rapido de ions através da membrana das células, e desta forma estao relacionados a
diversas fungdes fisioldgicas (Terlau e Stihmer, 1998). A membrana plasmatica atua
como uma barreira separando os meios intra e extracelular, de tal forma que a
concentragao idnica dentro da célula pode ser mantida em niveis consideravelmente
diferentes da concentracdo de ions dos fluidos extracelulares. Os canais geram
permeabilidade seletiva na membrana para determinados ions. A combinacédo de
diferengcas nas concentracdes ibnicas e permeabilidade seletiva mediada por canais
resultam na diferenca de potencial elétrico entre o citoplasma e o meio externo e um
gradiente eletroquimico através da membrana plasmatica para cada espécie idnica.
Células usam esses gradientes eletroquimicos para varias fungdes celulares,
incluindo a geracao e propagacao de potenciais de agao (Goldin, 1995; Goldin et al.,
2000).

Os canais i6nicos podem ser divididos em trés grandes grupos, tendo como base o
estimulo mais importante para sua ativagdo. O primeiro grupo inclui os canais que
sao ativados por ligantes intracelulares, tais como: ions calcio, ou os metabdlicos
ATP, AMPc ou GMPc, incluindo, por exemplo, os canais para potassio e cloreto
ativados por calcio. Outro grupo inclui canais que s&o ativados por ligantes
extracelulares como os receptores para neurotransmissores e 0s canais sensiveis a
acido. Um terceiro grupo € constituido por canais que séo ativados pela alteragao no
potencial de membrana e eles s&do descritos como canais ativados por (ou
dependentes de) voltagem. Os canais ativados por voltagem exibem seletividade
para um determinado fon fisioldgico (por exemplo, Na*, K* Ca?*, CI), e sdo
o«

nomeados de acordo com esta seletividade (“canal para Na™, “canal para K™, etc). O

principal papel fisiolégico destes canais é o seu envolvimento na geragédo de sinais
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elétricos ou quimicos (no caso de canais para Ca®*) nas células (Terlau e Stiihmer,
1998).

1.2. CANAIS PARA SODIO

Ha duas classes gerais de canais ibnicos seletivos a soédio em humanos. A primeira
classe € composta por canais para sodio epiteliais (ENaCs — do inglés Epithelial Na+
Channels) que facilitam o fluxo de sdédio através da monocamada da membrana
epitelial. Estes canais ndo sao regulados pelo potencial de membrana, mas sim por
outros mecanismos tais como a fosforilagado, a presenca de fosfolipidios anidnicos e
o processamento de dominios extracelulares por proteases especificas. (Hughey et
al., 2003 e Diakov e Korbmacher, 2004).

A segunda classe é composta pelos canais para sodio ativados por voltagem. Estes
canais passam transitoriamente pelo estado ativado, ou seja, o estado que conduz
ions em resposta a despolarizagcdo da membrana que os contém. Logo apds a sua
ativacao, estes canais passam para um estado nao-condutor chamado “inativado”.
Desta forma, ativagdo destes canais conduz a uma despolarizagédo transitoria da

membrana plasmatica (revisado por Pearce e Kleyman, 2007).

1.3. CANAIS PARA SODIO ATIVADOS POR VOLTAGEM

Canais para sodio ativados por voltagem sao responsaveis por responder a
alteragcdes no potencial de membrana e com isto, gerar e propagar os potenciais de
acdao em células excitaveis, incluindo as células nervosas, musculares e

neuroenddcrinas (Catterall et al., 2005).

A estrutura dos canais para sodio € semelhante a estrutura dos canais para calcio,
ambos dependentes de voltagem. A principal subunidade do canal, chamada a, é
formadora do poro condutor e possui aproximadamente 260kDa. A subunidade a de
canais para sodio e calcio apresenta-se em quatro mdédulos simétricos (chamados
dominios), que sofrem mudangas conformacionais em resposta a alteragées no
potencial de membrana (Catterall et al., 2002). Estudos que correlacionam estrutura
e fungdo tém mostrado a importancia de varias partes da subunidade a (Figura 1).

Algas presentes em cada um dos quatro dominios se juntam para formar o poro, cuja
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constituicdo central determina as propriedades de seletividade e condutancia do
canal. Uma parte desse poro, a regido do “segmento P”, exibe refinada conservagao
entre canais de mesma seletividade, mas n&o entre canais com diferentes
seletividades. Canais para sédio existentes em diversas espécies como aguas-vivas,
enguias, drosofila e humanos tém segmentos P muito semelhantes, e mutagdes
nessa regiao alteram a seletividade (Heinemann et al., 1992), sugerindo que o
segmento P determina, pelo menos parcialmente, a seletividade do canal. Além
disso, a estratégia geral da comporta de ativagdo € altamente conservada: o quarto
segmento transmembrana (S4), dotado de residuos positivamente carregados move-
se para fora em resposta a despolarizagédo (Kontis et al., 1997; Mitrovic et al., 1998).
O movimento do segmento S4 dos dominios |, Il e Il esté associado com a ativagéo
do canal (Stuhmer et al., 1989), enquanto o segmento S4 do dominio IV esta

relacionado com a inativagdo do canal (Chanda e Bezanilla, 2002).

Além das subunidades a, existem polipeptidios auxiliares que sdo multifuncionais e
sdo designados subunidades B (Sharkey et al., 1984). Elas modulam as propriedades
biofisicas das subunidades a (Patton et al., 1994), e regulam o nivel da expresséo
deste canal na membrana plasmatica; funcionam como molécula para adesao de
células, permitindo interagbes com a matriz extracelular; estdo envolvidas na
regulagdo da migragao e agregacao celular; além de interagir com o citoesqueleto
(Isom, 2002). A modulagao nas subunidades a pelas subunidades B € manifestada
de diversas formas, como por exemplo, na cinética e na dependéncia de voltagem da
ativacdo e inativacao (Patton et al., 1994). Além disso, estudos em canais para
potassio tém mostrado que suas subunidades (3 alteram sua sensibilidade as toxinas
(Dworetzky et al., 1996).

14



inativagao
+H;N

LIiC

modulagdo

Figura 1: Organizagao das subunidades dos canais para sédio.

Estruturas primarias das subunidades dos canais idnicos ativados por voltagem. LEC representa o
Liquido Extracelular e LIC, o Liquido Intracelular. Os cilindros representam os segmentos a-
helicoidais. As linhas cheias representam as cadeias polipeptidicas de cada subunidade com um
tamanho aproximadamente proporcional para o numero de residuos de aminoacidos nos subtipos de
canais para sodio cerebrais. W, sitios de provavel glicosilagdo. P, sitios de demonstrada fosforilagéo
pela proteina cinase A (circulos) e proteina cinase C (diamantes). Sombreado, alinhamento dos
segmentos S5-P-S6. Nesta regido estdo localizados anéis brancos externos (constituidos pelos
aminoacidos EEDD) e internos (pelos aminoacidos DEKA) que formam o filtro de seletividade iGnica e
o sitio de ligagéo da tetrodotoxina. ++, sensores de voltagem S4; h no circulo sombreado, particula de
inativagdo na alga de inativagdo da comporta; circulos abertos, sitios implicados na formacao do
receptor da comporta de inativagdo. a-ScTx indica o sitio de ligagdo da toxina-a de escorpido (alga
extracelular que liga o segmento S3 ao segmento S4 do dominio 1V). B-ScTx indica o sitio de ligagao
da toxina-B (alga extracelular entre S3 e S4 do dominio Il). Esta figura foi baseada em dados de
Catterall (2000).

Canais para sodio tém papel essencial na geragdo dos potenciais de agdo. Em

repouso, estes canais estdo, na maioria, fechados. Sob a despolarizacdo da
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membrana, eles se sujeitam a mudangas conformacionais que os convertem em uma
configuracdo aberta. Quando abertos, eles conduzem seletivamente ion sodio (a
seletividade relativa entre sddio: calcio: potassio é tipicamente da ordem de 1: <0,1:
0,05 - dados de midcito esquelético de ra), numa velocidade elevada, da ordem de
10° fons/s (Hille, 2001). Um aumento na condutincia ao sédio promovido pela
abertura de alguns canais para este ion deflagra uma despolarizacdo, e essa
aumenta a probabilidade de outros canais se abrirem. Devido a este ciclo, uma
despolarizagdo modesta pode desencadear uma despolarizagdo progressivamente

maior, deflagrando um potencial de agao.

Devido ao fendmeno da inativagdo, a condutividade dos canais para sédio durante
um potencial de acéo € transitéria. Na inativagao, porcdes citoplasmaticas do canal
ocluem o seu poro resultando em estado ndo condutor, o que permite que se
estabeleca a fase de repolarizagdo da membrana (Hille, 2001) e conseqlientemente
0 seu retorno ao potencial de repouso (Anderson et al., 2005). O estado inativado é
distinto do estado fechado, e a volta para o estado fechado acontece a medida que a
inativacdo €& removida. Dessa forma, a inativacdo contribui para os periodos
refratarios (intervalos de tempo imediatamente apds um potencial de agdo nos quais
um neurbnio € menos excitavel), e assim determina a frequéncia maxima de
potenciais de agao (Ledo et al., 2005). Como as informagdes no sistema nervoso séao
codificadas pela frequéncia de potenciais de acdo, a cinética e a dependéncia de
voltagem da inativacdo sdo parametros importantes para entender as fungbes
fisiologicas e patologicas dos canais para sodio dependentes de voltagem. Como
serao descritas abaixo, as varias isoformas de canais tém parametros de inativagdes
distintos, de forma que o fendtipo eletrofisiolégico de um neurdnio é determinado

pelo(s) tipo(s) de canal(is) para sédio que ele expressa.

Goldin et al., (2000) propuseram uma nomenclatura padronizada para canais para
sédio ativados por voltagem. Esta nomenclatura seguiu o0 modelo ja existente para
canais para potassio (Chandy, 1991). Ela utiliza um sistema numérico para definir as
subfamilias e os subtipos baseados na similaridade entre as sequéncias de

aminoacidos dos canais. O nome consiste do simbolo quimico do principal ion
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permeante (Na), e com o principal regulador fisiolégico (voltagem) indicado como um
subscrito (Nay). O numero seguinte ao subscrito indica o gene da subfamilia
(normalmente Nay1), e o numero seguinte ao ponto decimal identifica a isoforma
especifica do canal (por exemplo, Nay1.1). A figura 2 mostra a porcentagem da
identidade da sequéncia de aminoacidos das 9 isoformas de canais para soédio

ativados por voltagem.
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Figura 2: Grau de similaridade entre as seqiiéncias de aminoacidos de canais para sédio
ativados por voltagem (Nay).

Sequéncia de similaridade de aminoacidos e relagao filogenética das subunidades a de canais para
s6dio ativados por voltagem. Comparagao da identidade de aminoacidos dos canais para sédio Nay1.
1 - Nay1. 9 de rato. As isoformas identificadas pelas setas vermelhas séo resistentes a tetrodotoxina
(modificado de Catterall et al., 2002).
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1.4. UTILIZAGAO DE TOXINAS NO ESTUDO DE CANAIS PARA SODIO

Existem varias toxinas que agem em diferentes componentes funcionais do canal
para sodio. Uma classe, a dos “modificadores da ativagao e inativagao” (do inglés
gating modifiers), que inclui a batracotoxina, brevetoxina, ciguatoxina e toxinas de
escorpides e anémonas marinhas, altera a dependéncia de voltagem e a cinética de
ativacdo e inativacdo do canal. Uma segunda classe muito importante € formada
pelos “bloqueadores de poros” (do inglés pore blockers), como é o caso da
tetrodotoxina (TTX), da saxitoxina (STX), e das p-conotoxinas. Essas toxinas
obstruem o poro do canal ao se ligarem a ele. (Catterral et al., 1992; Cestéle e
Catterral, 2000). Evidéncias sugerem que o sitio da TTX e da STX (ambas
positivamente carregadas) localiza-se proximo ao orificio externo do canal, numa
regiao contendo grupos carregados negativamente. A ligagéo € inibida por agentes
carboxi-modificadores, assim como por cations monovalentes, ions metalicos

bivalentes e protons (Terlau et al., 1991).

Os canais para sédio sensiveis a tetrodotoxina (TTX-S) presentes em neurdnios sao
bloqueados por concentragcbes nanomolares de tetrodotoxina. Segundo Elliott e
Elliott (1993), uma concentracdo de 100 nM de TTX é suficiente para bloquear 97%
das correntes TTX-S. Estes canais tendem a ter um baixo ponto médio para ativagéo
(entre -55 e -40 mV) e sua ativagao e inativagdo acontecem com cinéticas
relativamente rapidas. A dependéncia de voltagem da inativagdo desses canais é tal
que aproximadamente 50% destes canais estao disponiveis para ativagéo a -65 mV,
um valor que € proximo ao potencial de repouso de neurénios (Ogata e Tatebayashi,
1993).

Existem também canais para sodio resistentes a tetrodotoxina (TTX-R),
representados pelas isoformas Nay1.5, Nay1.8 e Nay1.9 (Rush et al., 2007).
Trabalhos realizados por Satin et al. (1992) tém demonstrado que um unico
aminoacido na posigao 374 desta proteina (previsto a fazer parte da alga do poro do
dominio 1) desenvolve um importante papel na sensibilidade a TTX. Em canais
sensiveis a TTX, o aminoacido que ocupa a posicdo analoga (baseado no

alinhamento das sequéncias) é a fenilalanina ou tirosina, mas em canais TTX-R o
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aminodacido é a cisteina ou a serina (Satin et al., 1992; Akopian et al., 1996). Esta
diferenga é importante para a ligagdo de TTX porque a mutagdo C374Y aumenta
dramaticamente a afinidade de canais Nay1.5 pela TTX (Satin ef al., 1992). No texto
abaixo, serao considerados canais TTX-R quando forem resistentes a tetrodotoxina
em concentragdes superiores a 10 uyM. Estes canais sdo divididos em trés classes de

correntes ibnicas tomando como base suas propriedades biofisicas.

Uma dessas classes, que agrupa correntes TTX-R rapidas (Scholz et al., 1998),
apresenta propriedades biofisicas semelhantes as das correntes TTX-S, com um
baixo ponto médio de ativagao e velocidades de ativagao e inativagao relativamente
rapidas. Varios estudos tém mostrado que estas classes de correntes apresentam
propriedades biofisicas e farmacoldgicas compativeis com as correntes geradas por
canais Nay1.5 (Lai et al., 2004).

Outra classe de correntes TTX-R, que tem sido referida como TTX-R1, exibe
propriedades biofisicas bem distintas das correntes TTX-S (Ogata e Tatebayashi,
1993, Rush et al., 1998). O ponto médio da ativagado dessa corrente € alto (mais
positivo que -36mV). Além disso, a cinética da ativacdo e inativagdo dessas
correntes € relativamente lenta, mas essa se recupera da inativacdo rapidamente
(Ogata e Tatebayashi, 1993). Pelo fato dessas correntes continuarem disponiveis
para a ativacao durante despolarizacdo sustentada de membrana e se recuperarem
rapidamente da inativagcdo com hiperpolarizagdo da membrana, essas correntes
podem sustentar atividade enquanto outros subtipos de canais estdo inativados
(Elliott e Elliott, 1993). Existem evidéncias que sugerem que canais Nay1.8 sao

isoformas responsaveis pela corrente TTX-R1 (Rush et al., 1998)

Existe ainda uma outra classe de correntes TTX-R. Essas correntes tém
caracteristicas biofisicas peculiares comparadas as outras familias de canais para
sédio ativados por voltagem. Elas apresentam um ponto médio de ativacdo muito
baixo (entre -90 e -70 mV) e uma curva de inativagdo no estado estacionario com um
ponto médio em valores proximos a -44 mV (Cummins et al., 1999). Essas duas
propriedades geram corrente persistente que pode contribuir para a determinagédo do

potencial de repouso e para a despolarizacdo associada a estimulos sublimiares
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(Herzog et al., 2001). A cinética de ativagdo desta corrente € muito lenta, tornando
improvavel que contribua para a despolarizagao rapida do potencial de acdo. Devido
a sua cinética lenta, essa corrente ativa somente na fase de repolarizagcdo do
potencial de acéo, e dessa forma pode prolongar essa fase. Varios dados sugerem
que os canais Nay1.9 sdo os responsaveis por essa corrente persistente porque (a)
ha uma grande correlagdo entre as propriedades de neurbnios que expressam a
corrente persistente e aquelas que expressam Nay1.9 (Fjell et al., 2000 e Cummins
et al., 1999), (b) esta corrente é detectavel em neurdnios dos ganglios da raiz dorsal
(do inglés DRG — Dorsal Root Ganglions) de camundongos Nay1.8 knockout, e (c) a
sequéncia de Nay1.9 prediz um canal que seja resistente a TTX (Dib-Hajj et al.,1998
e Tate et al., 1998).

Canais TTX-R tém importante papel fisiologico nos DRG. Neurbnios dos DRG
expressam uma variedade de isoformas de canais para sodio, permitindo um preciso
controle da excitabilidade celular (Rush et al., 2007). Os DRG sao estruturas que
agrupam os corpos celulares dos neurbnios que transmitem varios tipos de
informacdes sensoriais da periferia para a medula espinhal. Estes neurdnios
constituem uma populagéo fisica e funcional heterogénea, com os corpos celulares
em ratos adultos variando de tamanho entre 20 e 50 ym de didmetro. Nos ultimos
anos tem aumentado a aceitacdo de que células de diferentes tamanhos e de
diferentes modalidades sensoriais expressam variedades de canais idnicos distintos,
incluindo subtipos de canais para sodio (Kostyuk et al.,, 1981). Essas células
expressam correntes de sodio TTX-S e TTX-R (Zhou e Zhao, 2000), em diferentes
propor¢coes dependendo basicamente do didmetro do corpo celular, mas os papéis
desses dois tipos de corrente na eletrofisiologia celular de neurdnios sensoriais ainda

nao estao completamente elucidados.

A auséncia de bloqueadores especificos para os diferentes canais TTX-R tem
impedido o progresso no entendimento de suas fungdes celulares, e tem incentivado
a sua procura. O interesse geral é ilustrado por um recente trabalho publicado por
Wang et al., (2006), que descreve um novo conopeptideo, a p-conotoxina SllIA, do

caramujo Conus striatus, que inibe canais TTX-R e ndo TTX-S. Infelizmente, ainda
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nao se sabe qual é a seletividade dessa toxina entre as varias isoformas de canal

TTX-R ou entre os canais para sodio e os demais canais dependentes de voltagem.

1.5. SITIOS PARA A LIGACAO DE TOXINAS ESCORPIONICAS EM CANAIS
PARA SODIO.
Dos seis sitios de ligagdo para as toxinas descritos até hoje em canais para sodio,

chama-nos a atengao dois sitios relacionados a ligagao de toxinas escorpibnicas.

No sitio 3, que compreende a alga extracelular entre os segmentos S3 e S4 do
dominio 1V, ligam-se toxinas do tipo a de escorpido, além de toxinas de anémonas e
de algumas toxinas de aranha (Catterall, 1980). Essas toxinas inibem a inativagao

dos canais para sodio (Lazdunski, et al., 1986; Meves et al., 1986).

O sitio 4 localiza-se na alga compreendida entre os segmentos S3 e S4 do dominio
I, onde se ligam toxinas escorpidnicas do tipo B. De la Vega e Possani (2007)
propdéem um modelo para explicar a agao deste tipo de toxina nos canais para sodio,
mais especificamente nos sensores de voltagem do segmento S4. A hipotese destes
autores é a de que a toxina se liga ao sensor de voltagem acima citado promovendo
um travamento deste sensor em um estado pré-ativado. Uma vez pré-ativado, uma
segunda despolarizagdo de menor amplitude seria capaz de abrir o canal, permitindo
que este canal seja ativado em potenciais mais negativos do que acontece na

auséncia da toxina.

Segundo os mesmos autores, os venenos de escorpides sao compostos por
quantidades consideraveis de peptideos que constituem neurotoxinas de cadeias
longas (58-76 residuos de aminoacidos, estabilizados por quatro pontes dissulfeto).
A toxicidade destes venenos constitui um preocupante problema de saude publica
em nosso pais, uma vez que o0s escorpides cobrem uma vasta area territorial
(Becerril, et al., 1996).

As toxinas de escorpiao que atuam em canais para sédio de mamiferos podem ser
divididas em a- ou B-toxinas. O efeito basico de cada toxina atribuido a elas consiste

no local e no efeito causado por sua ligacédo em diferentes sitios do canal (para
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revisdo ver De la Vega e Possani, 2007), sendo suas respectivas fungdes também
distintas. Como ja descrito anteriormente, enquanto as toxinas-a se ligam aos canais
para sodio inibindo sua inativagao atraveés do sitio 3, as toxinas-8 se ligam ao sitio 4,

afetando sua ativagao.
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2. JUSTIFICATIVA

Toxinas produzidas por plantas e animais tém desenvolvido importantes papéis no
estudo de todos os canais iOnicos ativados por voltagem (Hille, 2001). Isto é
especialmente verdade para canais para sédio nos quais tetrodotoxina, saxitoxina, e
toxinas de escorpides foram essenciais para a definicdo da sua natureza molecular,
inicialmente em enguias (Noda et al., 1984) e posteriormente em ratos (Hartshorne e
Catterall, 1984). Algumas diferentes neurotoxinas e drogas tém sido mostradas como
sendo capazes de agir na subunidade a dos canais para sodio causando diversos
efeitos que podem variar da ativagao ao bloqueio. Até o momento, contudo, sabe-se
pouco sobre agonista ou antagonista com especificidade para diferentes
subunidades Nay. Ao contrario, antagonistas seletivos para canais para calcio tém
sido descritos para a maioria das suas subunidades, sendo assim usados para

determinar o papel especifico dos tipos de canais em um dado processo fisioldgico.

Toxinas sao importantes ndo s6 no estudo da fisiologia de canais, mas também
como potenciais agentes terapéuticos baseados na sua capacidade de regula-los.
Por exemplo, conotoxinas especificas para canais para calcio tipo-N sdo usadas para
tratamento da dor cronica (Atanassoff et al., 2000; Wang et al., 2000). Ziconotide, um
peptideo sintético equivalente ao conopeptideo presente no veneno do caramujo
marinho Conus magnus e que contém 25 aminoacidos, ja esta disponivel para o
tratamento em humanos, segundo informagées da Agéncia Norte-Americana que
regulamenta a administragdo de alimentos e drogas (FDA, do inglés Food and Drugs
Administration). Estas toxinas causam analgesia por inibicdo dos canais para calcio
pré-sinapticos na via da dor. Neste aspecto, é importante notar que canais para sodio
TTX-R sao expressos especificamente em neurdnios sensoriais nociceptores, mas
nao por neurdnios de outras modalidades sensoriais (Rush et al., 2007). Além disso,
niveis de expressdo de canais TTX-R aumentam em modelos animais de
hiperalgesia inflamatoéria (England et al., 1994; Matzner e Devor, 1994). Estes dados
sugerem que canais TTX-R podem ser um importante alvo terapéutico no qual seu

bloqueio pode causar analgesia sem causar anestesia de outras modalidades
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sensoriais. Infelizmente, pouquissimos antagonistas de canais TTX-R tém sido

descritos.

Os venenos de escorpides do género Tityus contém um grande numero de
neurotoxinas peptidicas ativas em canais para sodio (para revisao ver De la Vega e
Possani, 2007). O membro deste género mais profundamente estudado € o Tityus
serrulatus e seu veneno (De Lima et al., 1986; Kirsch, et al., 1989), assim como o de
Tityus bahiensis, possui tanto a toxina-a quanto a toxina-B (De Lima e Martin-
Eauclaire, 1995 e Becerril et al., 1996) com afinidade muito alta para canais para
sédio. Até o momento, ndo existem registros dos efeitos das toxinas de Tityus em
canais para sodio TTX-R. Comparado ao Tityus serrulatus, o veneno do Tityus
bahiensis €& relativamente pouco explorado. Analises protedmicas mostram a
sobreposicdo das toxinas de Tityus serrulatus e Tityus bahiensis, mas ainda nao
constam na literatura medidas diretas do veneno de Tityus bahiensis em correntes de
sédio em DRG de mamiferos. A fim de caracterizar os efeitos do veneno de Tityus
bahiensis em correntes de sédio TTX-R e TTX-S, ndés entdo propusemos o0s

seguintes objetivos especificos:
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3. OBJETIVOS

Implementar a preparagao de culturas primarias de neurdnios dos Ganglios da Raiz

Dorsal de ratos no Laboratorio de Eletrofisiologia Celular.

Estabelecer rotinas de registros de correntes de sédio sensiveis e resistentes a

Tetrodotoxina;

Verificar os possiveis efeitos do veneno de Tityus bahiensis nestas correntes de

sodio, examinando:

e A amplitude da corrente de sédio a 0 mV;,

e As cinéticas de inativagao;

e A dependéncia de voltagem da ativagdo e da inativagdo rapida no estado
estacionario.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais:
Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 220 e 280g, provenientes do
Centro de Bioterismo (CEBIO) do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto

de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

Os procedimentos de utilizagdo dos animais foram aprovados pelo Comité de Etica
em Experimentagdo Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais com

o protocolo numero 43/2005.

4.2. Dissociagcao de neurdnios DRG:
Os métodos utilizados para dissociagcdao de neurdénios DRG foram baseados no

protocolo estabelecido por Eckert et al. (1997).

4.3. Solugoes:
As seguintes solugdes foram usadas na dissociagado e cultura de neurdnios dos
Ganglios da Raiz Dorsal.

4.4. Dissecacao e dissociagao:

Solugao de Ringer mamifero, sem adigdo de Ca?*/Mg?".
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RINGER MAMIFERO SEM ADIGAO DE Ca*/Mg**

REAGENTE CONCENTRAGAO (mM)
NaCl 140,0
KCI 2,5
Hepes 10,0
Glicose 7,5

pH ajustado em 7,4 com NaOH.

Tabela 1: Solugdo de Ringer Mamifero, sem adigao de calcio e magnésio.
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4.5. Tratamento Enzimatico:
Solugdo Enzimatica 1: Papaina (1 mg/mL), ativada pela adigdo de cisteina (0,03

mg/mL) diluidas em solug&o de Ringer filtrada.

Solugdao Enzimatica 2: Colagenase (2,5 mg/mL), diluida em solugdo de Ringer
filtrada.

4.6. Plaqueamento dos neurodnios:
Meio de cultura F12, com 10% V/V soro fetal bovino e penicilina/estreptomicina na

concentragao de 100 unidades/mL de penicilina e 100 pyg/mL de estreptomicina.

4.7. Manutencao de neurdnios em cultura:
Meio de cultura L15 com 10% V/V soro fetal bovino e concentracdo de 100

unidades/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina

4.8. Superficies para plaqueamento:

Discos de vidro (5 mm de diametro) foram autoclavados e cobertos com
aproximadamente 30 pL de poli-L-lisina (20 pg/mL). Foram mantidos a 4°C por no
minimo 12 horas. Foram lavados com agua deionizada estéril. Em seguida, esses

discos foram estocados a 4°C.

No dia em que foram utilizados para o plaqueamento, os discos de vidro foram
cobertos com laminina (20 mg/mL) diluida em Ringer e mantidos a 4 °C por 6 horas.

A laminina foi removida instantes antes do plagueamento dos neurdnios.

4.9. Dissecagao:

Os ratos foram decapitados por guilhotinamento. A pele do dorso foi removida, assim
como a parte anterior do gradil costal e visceras toracicas. Também foram removidos
os corpos vertebrais, deixando expostos a medula e os nervos que chegam a ela.
Nos nervos posteriores (que conduzem informagdes aferentes) estdo localizados os
Ganglios da Raiz Dorsal (DRG). Esses ganglios formam cole¢gdes de corpos
neuronais responsaveis por conduzir da periferia ao Sistema Nervoso Central as

informacdes sobre o ambiente em que este individuo habita.
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Dos DRG obtidos foram removidos o excesso de tecido conjuntivo e as meninges, e

foram seccionados para expor seu interior durante o tratamento enzimatico.

4.10. Dissociagao:
Os DRG foram incubados a 37°C em tubos de centrifugagdo de 15 mL contendo 3mL
da Solugdo Enzimatica 1 por 20 min, gentilmente agitados a cada 5 min. Foram

centrifugados por 30 segundos e o sobrenadante foi descartado.

A Solucdo Enzimatica 2 foi adicionada e o procedimento de incubagédo e

centrifugagao foi repetido.

Quando o tratamento enzimatico estava completo, o meio de cultura F12 contendo
10% soro fetal bovino foi adicionado para interromper a agao enzimatica. O processo
de centrifugacado foi realizado e o sobrenadante descartado. Um mL de F12 foi
acrescentado e os DRG foram submetidos a trituragdo mecéanica realizada com
pipetas de vidro com as pontas polidas em fogo com diametro interno final em torno

de 2 mm.

Apos a trituragdo mecanica, o meio de cultura encontrava-se repleto de corpos
celulares neuronais em suspensdo. Esses neurbnios foram transferidos para as
placas de vidro previamente cobertas com poli-L-lisina e posteriormente com
laminina. Para permitir a adesao dos neurbénios aos discos de vidro, estes foram
colocados em estufa (37°C, 5% CO,, 100% de umidade) por no minimo 2 horas.
Apods as 2 h de repouso para adesao celular, foi adicionado meio de cultura L15 para

nutrir os neurénios.

4.11. Manutengao dos neurénios:

Os neurbnios foram mantidos com meio de cultura L15, permanecendo em
temperatura ambiente por 24 horas, para que se tornassem viaveis para os registros
eletrofisiolégicos. Os neurdnios foram utilizados dentro de 72 horas apds o seu

isolamento.
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4.12. Eletrofisiologia:

As correntes de sodio foram registradas através da técnica de patch clamp, na
modalidade whole-cell (Hamill et al., 1981). Os experimentos foram realizados em
temperatura ambiente com variagéo entre 20 — 25°C de acordo com a época do ano.
Durante um dia de experimentos a temperatura variou menos que 2°C. Os
experimentos foram realizados em uma mesa antivibratoria produzida com o auxilio
da serralheria do Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG, com visualizagdo em
microscopio invertido modelo CK2 Olympus (Japan) com oculares de 20x e objetiva
de 40x de aumento. O posicionamento da micropipeta era realizado através de dois
sistemas de micromanipulacdo independentes: um mecanico Mitutoyo (Japan) e
outro piezoelétrico (Newport M-42 — Irvine, CA, USA) com controle remoto triaxial
(PCS-201 — Burleigh Instruments Inc., Fishers, NY, USA). As correntes foram
registradas através de um amplificador (Axonpatch 200B - Axon Instruments, USA),
ligado a um conversor analdgico-digital (Digidata série 1200, Axon Instruments,
USA), gerenciado pelo aplicativo pClamp 7 (Axon Instruments, USA). As pipetas
eram acopladas ao sistema através do pipete holder, que mantinha um eletrodo de
Ag/AgCl mergulhado na solugcédo de pipeta. O circuito elétrico foi fechado pelo
eletrodo de referéncia de Ag/AgCl, que se encontrava mergulhado na solugdo de
banho.

Pipetas com resisténcia entre 1,0 e 1,5 MQ foram fabricadas a partir de capilares de
vidro (Patch Glass, PG150T-7.5, Warner Instrument) usando um estirador vertical de
pipetas de dois estagios (PP 830 Narishige, Tokyo, Japan), tendo as pontas polidas
em uma micro forja (MF 830 Narishige, Tokyo, Japan). As pipetas foram cobertas
com cera dental até aproximadamente 0,1 mm da ponta a fim de reduzir a sua

capacitancia elétrica.

Para a medida das correntes, um selo de alta resisténcia, com valores superiores a 1
GQ, chamado de giga-selo, era formado entre a membrana celular e a parede interna
da pipeta, aplicando-se uma pequena pressao negativa. Posteriormente, uma sucgao
adicional permitia a ruptura da membrana da celular, ocorrendo a difusdo da solugao

da pipeta para dentro da célula e a obtengcédo da configuragdo whole-cell, quando a
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capacitancia da membrana e a resisténcia de acesso eram compensadas. Os
protocolos de voltagem utilizados sdo dados nas figuras. As correntes lineares foram

subtraidas utilizando um protocolo P/4 (Bezanilla e Armstrong, 1977).
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SOLUGAO DE PIPETA

REAGENTE CONCENTRACAO (mM)
CsF 100
NaCl 20
HEPES 10
EGTA 11
TEA-CI 10
MgCly 5

pH ajustado para 7,2 com CsOH.

Tabela 2: Solugéo de Pipeta.
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SOLUGAO EXTERNA 1

REAGENTE CONCENTRAGAO (mM)
NaCl 115
KCI 5
CaCl; 2
MgCl, 1
HEPES 10
TEA-CI 20
CdCl, 0,2
NiCl 0,2
Glicose 5

pH ajustado para 7,4 com NaOH.

Tabela 3: Solugao Externa 1.
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SOLUGAO EXTERNA 2

REAGENTE CONCENTRAGAO (mM)
ChoCl 115
KCI 5
CaCl; 2
MgCl, 1
HEPES 10
TEA-CI 20
CdCl, 0,2
NiCl 0,2
Glicose 5

pH ajustado para 7,4 com TEAOH.

Tabela 4: Solugao Externa 2
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As correntes de sodio foram isoladas essencialmente como descrito por Omri e Meiri
(1990). Correntes de potassio foram bloqueadas utilizando Cs® como o cation
presente em maior concentragdo no meio intracelular e pela presenca de TEA na
solugdo de pipeta (interna) e externa. Canais para Ca?* foram blogueados por
cadmio (0.2 mM) e niquel (0.2 mM). Estas concentragcdes de cadmio e niquel sao
relacionadas com a redugao da condutancia de canais TTX-R em neurénios do DRG
e outros neurdnios sensoriais (lkeda e Schofield, 1987; Kuo et al., 2002). Entretanto,
estes bloqueios nao alterariam os nossos resultados porque as correntes de sédio
TTX-R remanescentes ainda era mais do que suficientemente grandes para serem
registradas com precisdo. A solucao final utilizada para registrar correntes de sodio
foi obtida por combinacao de 30% da solugao externa 1 e de 70% solugao externa 2.
Desta forma a concentracédo final de sodio na solugdo externa era 40 mM. Esta
concentragao nao-fisioldgica de sodio foi escolhida para evitar correntes do ion sédio

exageradamente grandes.

4.13. Preparagao e armazenamento do veneno:

O veneno de Tityus bahiensis foi fornecido pelo Professor Evanguedes Kalapothakis,
do departamento de Biologia Geral do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG.
Recebemos 2,5 mg do veneno total liofilizado. O veneno foi ressuspendido em 750
WL de agua deionizada, centrifugado, e o sobrenadante foi dividido em aliquotas de
20 L, que foram mantidas em -80°C. A concentracdo de proteina neste extrato foi
estimada em 2,87 ug de proteina/pL, usando o método de Bradford (1976) e tendo a
albumina bovina como padrdo. As aliquotas de veneno foram descongeladas em
gelo na hora dos experimentos e o veneno foi adicionado diretamente na solug&o
extracelular, juntos com 50 yg/mL de Citocromo C (Sigma, C-3006) para prevenir a
ligacdo nao especifica do veneno (Le&o et al., 2000). O Citocromo C foi incluido

também na soluc&o externa controle (sem veneno).
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5. RESULTADOS

5.1. Eficiéncia do sistema de perfusao celular:

A fim de conservar o veneno, utilizamos um sistema de perfusdo em miniatura
constituido por um capilar de vidro (comprimento: 45 mm, diametro interno: 0,7 mm),
usado para perfundir o veneno diretamente sobre a célula em estudo. Uma valvula
solendide em miniatura foi usada para conectar o capilar a uma das duas solugdes
(controle ou experimental). Visto que o capilar foi acoplado diretamente a valvula
solendide, o espaco morto foi limitado ao volume do capilar mais o espago morto da
valvula solendide, com um total de aproximadamente 20 uL. Admitindo-se que nossa
vazao usual era de 3 — 4 plL/s, este espaco morto resulta em um tempo de troca

tedrico da solugéo de 5 — 7 s (figura 4).

Nos testamos este sistema de troca entre a solugao extracelular controle com sodio
normal € uma solugao experimental livre de sodio (substituido por colina). Usando
estas solugdes, nés medimos o tempo necessario para a corrente de entrada do
sodio desaparecer na presenca da solucao livre de sddio e para reaparecer quando a
solucao controle foi reaplicada. N6s observamos que a velocidade efetiva de troca da
solugcdo depende de modo importante do correto posicionamento do capilar em
relacdo a célula em estudo. Se o capilar ndo estivesse corretamente posicionado, a
substituicdo da solugéo seria muito lenta e somente parcialmente eficiente (ou seja, a

corrente de entrada poderia reduzir, mas nao seria abolida).

Na figura 3, apresentamos um resultado tipico apos a otimizagdo do sistema de
perfusdo. Correntes de sddio foram registradas durante degraus de voltagem de -80
mV para 0 mV, e a solucdo perfundida foi trocada de uma solugcao extracelular
controle contendo 120 mM de sddio para uma solugao experimental livre de sdodio.
Na solucao extracelular controle, neurdnios de DRG expressam amplas correntes de
entrada de sodio a 0 mV. Quando o gradiente de sddio € invertido, a corrente de
sodio se torna de saida. Corrente de saida a 0 mV indica que a concentracéo
extracelular de sodio foi reduzida a uma concentracdo menor que a intracelular. No

experimento mostrado, a solugdo de pipeta continha 20 mM de sédio. Pressupondo a
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dialise completa da célula com solucdo de pipeta este resultado indica que a
concentragao extracelular de sédio foi reduzida de 120 mM para menos que 20 mM,

e desta forma a perfusao foi no minimo 83% completa.
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Figura 3: Eficiéncia do sistema de perfusao celular.

Correntes obtidas na presencga de solugédo extracelular controle contendo 120 mM Na (controle), apés
a troca para a solugéo experimental livre de sddio (ONa) e durante a lavagem com solugao extracelular

controle (linhas sobrepostas).
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Para melhor quantificar a eficiéncia da troca da solugcdo, medimos uma familia de
correntes em potenciais variando de -60 mV para +60 mV em incrementos de 5 mV
em solugdo extracelular controle e solugdo experimental livre de sodio (dados néo
mostrados). Em solugdo extracelular controle, as correntes de sodio se reverteram
em potenciais entre +45 e +50 mV, proximo do potencial de equilibrio de Nernst para
0 sodio (+45 mV nestas condigdes). Na presenca de solugéo livre de sodio, as
correntes de sédio eram de saida, mesmo no potencial de -40 mV. O potencial de
reversdo do sodio na presenca de perfusdo com solucéo livre de sédio €, portanto,
mais negativa que -40 mV e a concentragao extracelular de sédio, pela equagéo de
Nernst, € menor que 4,3 mM. Estes dados indicam que a eficiéncia da perfusao é
superior a 95%. Este calculo representa um limite inferior porque em potenciais mais
negativos que -40 mV ndo havia corrente mensuravel. O potencial de reversao para

0 sodio pode ter sido mais negativo.

Para medir as cinéticas das trocas de solugao, registramos o pico da corrente a cada
5 segundos durante a transigdo da solugao extracelular controle para a solugao livre
de sodio, e em seguida o retorno a solugao controle. Como mostrado na figura 4,
quando o sistema de perfusdo foi adequadamente otimizado, a troca de solugéo
ocorreu rapidamente. As linhas solidas representam o ajuste de uma equacéao
exponencial. Este ajuste foi feito a partir do ponto no qual a solugdo extracelular
controle foi substituida pela solugao livre de sédio, até o ponto em que este evento
alcancou um platé. O mesmo procedimento foi adotado quando a solucao livre de
sodio foi substituida pela solugcdo extracelular controle. As constantes de tempo
foram identificadas como 3,8 s para a substituicdo pela solugao livre de sédio e 5 s

para a volta para a solugéo controle.
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Figura 4: Curso temporal da troca de solugoes.

Curso temporal da corrente de sédio (Iy,) da mesma célula apresentada na figura 3 durante a troca da
solucao de sddio controle para solugao livre de sédio e retorno para a solugao padrao como indicado
pela linha pontilhada. A linha sdlida representa o ajuste exponencial da inibicdo e recuperagao da Iy,

A constante de tempo melhor ajustada foi 3,8 s para a inibigéo e 5 s para a recuperagéo.
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Como mostrado na figura 5, as correntes de sodio registradas em neurdnios DRG
nestas condigbes frequentemente (mas ndo sempre) exibiam amplas correntes de
entrada durante a repolarizacdo. Consideramos a possibilidade de que estas eram
correntes de sdédio causadas por inativagao incompleta (isto €, correntes de cauda)
ou correntes de sodio ressurgentes que ocorriam se canais inativados passavam
através do estado aberto antes de desativarem (Kuo e Bean, 1994; Bean, 2005).
Para testar estas possibilidades, examinamos a dependéncia de sédio extracelular
destas correntes usando a solugdo livre de sédio. Nés concluimos que estas
correntes de entrada ndo eram carreadas pelo sodio, porque elas ou se mantinham
inalteradas ou aumentavam discretamente sua amplitude quando a concentragao
extracelular de sodio era reduzida para proximo de 0 mM. Estas correntes podem
refletir o movimento de fluoreto através de canais para cloreto. Como sera mostrado
abaixo, estas correntes de cauda ndo foram alteradas pelo veneno de Tityus

bahiensis e, por este motivo, ndo serado caracterizadas mais.
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Figura 5: Corrente de cauda.

Correntes registradas em sédio controle (controle) e durante perfusdo com solugéo livre de sddio
(ONa) demonstrando que a ampla corrente de cauda que muitas vezes acompanha a repolarizagao

(seta) é relativamente insensivel a concentragdo de sddio extracelular.
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5.2. Efeito do veneno de Tityus bahiensis na inativacao da corrente de sédio

registradas em neurénios DRG:

Venenos de escorpides do género Tityus contém toxinas que retardam a inativagao
dos canais para sodio ativados por voltagem (De la Vega e Possani, 2007). Para
avaliar a atividade de nosso estoque de veneno de Tityus bahiensis a este respeito,
mensuramos as familias de correntes de sddio de neurdnios DRG e observamos o
efeito do veneno na cinética de inativagdo. Exceto onde for especificado, todos os
experimentos foram realizados usando o veneno na concentragao de 5,74 ug/mL de
proteina (ver resumo e métodos). Neurénios DRG expressam uma grande densidade
de correntes de sédio ativadas por voltagem. O pico da corrente de sodio dos
neurdnios DRG medido usando voltage clamp em concentragdes fisiologicas de
sddio extracelular pode alcangar 50 nA (Rush et al., 2007). Para reduzir as correntes
de sodio para niveis controlaveis por whole-cell patch clamp, utilizamos uma solucéo
extracelular contendo baixa concentragdo de sédio (40 mM). A osmolaridade foi
mantida pela substituicdo equimolar por colina. A figura 6 mostra uma familia de
correntes medidas sob estas condigbes, e o efeito do veneno de Tityus bahiensis
nestas correntes. Em todos os potenciais que geraram correntes de sédio, o veneno
de Tityus bahiensis tornou mais lenta a inativagdo e gerou uma corrente persistente
que nao inativou durante os 100 ms de despolarizagdo. A lavagem do veneno

restaurou a inativagao a valores préximos aos niveis controle.
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Figura 6: Correntes de sédio em neurdonios DRG e sua modulagao pelo veneno de Tityus

bahiensis.

Familias de correntes de sodio obtidas em condigdes de controle, apds tratamento com veneno de
Tityus bahiensis e sob lavagem do veneno. As células foram mantidas em -80 mV, hiperpolarizadas a
-120 mV por 100 ms para remover a inativagdo rapida, e entdo eram submetidas a alteragdes do
potencial que variava -60 mV até +65 mV em incrementos de 5 mV para provocar as correntes

mostradas.
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Para analisar o efeito do veneno Tityus bahiensis na cinética de inativagao, focamos
nas correntes obtidas a 0 mV. Este potencial foi escolhido porque ele é 20 - 30 mV
mais positivo do ponto médio de ativagcdo das correntes de sodio (veja abaixo)
garantindo a completa ativagdo de todos os canais para sodio disponiveis. Além
disso, a menor amplitude da corrente de sd6dio a 0 mV comparado ao pico da
corrente de sodio minimiza erros gerados pela resisténcia em série que pode
comprometer a analise da cinética de inativagdo, que é dependente de voltagem
(Hodgkin e Huxley, 1952).
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A figura 7 mostra uma corrente de sodio representativa a 0 mV em uma escala
vertical expandida para facilitar a comparacao da cinética de inativagao e o efeito do
veneno de Tityus bahiensis neste parametro. Na grande maioria dos casos, o ajuste
da inativacédo da corrente de sédio a 0 mV precisou da soma de duas exponenciais.
Em somente 1 das 15 células examinadas, a corrente pdde ser ajustada com uma
unica exponencial. O componente rapido da inativagcdo tinha uma constante de
tempo de 2,15 + 0,18 ms (aqui e abaixo, valores sdo dados como média * seu limite
de confianga de 95%; uma descricao completa da significancia estatistica é dada na
Tabela 1). Embora o veneno de Tityus bahiensis nao afete o valor desta constante de
tempo, ele reduz a fragdo da corrente que se inativa rapidamente de 80 £ 14 % para
60 + 9%. O componente lento da inativagdo tem uma constante de tempo de 13,19 +
3,0 ms em controle e aumentou para 25,74 + 3,18 ms na presenca do veneno. O
veneno também aumentou a fragdo da corrente que inativa lentamente de 14,1 + 0,6
para 36 + 0,4 %. Finalmente, o veneno causou o surgimento de um componente
persistente da corrente que ndo inativou durante um pulso despolarizante de 50 a

100 ms e representava 6,5 £ 1,9 % da corrente de sédio total.
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Componentes da inativacao
Rapidos Lentos Persistente
Condictes (% do total)
Constante Fragio Constante Fragio
de tempo inativante da de tempo inativants da
(ms) corrente (%) (ms) corrente (%)
controle 2.15+0.18 80 £14 13.1943 14.1x0.6 0
Sem TTX
EEDETH 2.370.4 6019 25.74+3.18 36+0.4 6.5+1.9
P =0.1 >0.1 <0,005 >0.3 <0.05
il 2.96 100 - ~ 0
ComTTX
RN 274102 100 - = 05
e =0.1 - - — =09

Tabela 5: Componentes rapidos e lentos da inativagao da corrente de sédio.

O veneno em todos os experimentos apresentados nesta tabela foi utilizado na concentragao 5,74

pg/mL.
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Figura 7: Comparagao da cinética de inativagao.

Correntes registradas sob trés condi¢des (controle, veneno, lavagem), apresentadas juntas para

comparacéao das cinéticas de inativagdo. Dados obtidos da mesma célula de figura 6.
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Como sera mostrado abaixo, as correntes de sodio em células DRG sao
heterogéneas, contendo uma ou mais correntes de sodio TTX-S e outras TTX-R,
todas potencialmente alteradas pelo veneno. Desta forma, a cinética da inativagao da
corrente bruta reflete esta mistura e ndo admite uma interpretacao fisica simples.
Para caracterizarmos o efeito do veneno na cinética da corrente bruta, optamos
entdo por definir uma constante de tempo fenomenoldgica, composta pelas
constantes de tempo obtidas pelo ajuste bi-exponencial, taurpidcoc € tauiento,

ponderados por sua respectiva contribuicdo a corrente inativante total (frapigo, fiento)-
Equagéo 1: taucomposto = taUrapido * frapido * taUiento * fiento

Este parametro tornou-se aumentado de 3.3 + 0.39 ms no controle para 10 £ 1.3 ms

durante o tratamento com o veneno de Tityus bahiensis.

A técnica de patch clamp na modalidade whole-cell resulta na dialise do liquido
intracelular e isto pode alterar as propriedades do canal para sdédio. Além disso,
nossa solugao de pipeta continha fluoreto (F), que € conhecido por alterar a ativagéao
do canal para sédio (Qu et al., 2000). Embora nés tenhamos esperado 10 minutos
apés o estabelecimento da condicdo whole-cell patch clamp para permitir as
mudancas devidas da dialise com a solugido contendo F~ para estabilizar previamente
ao inicio de algum experimento, nés nos preocupamos se parte dos efeitos
observados na inativagdo poderiam ser devidos a fatores outros além da aplicagéo
do veneno. Por este motivo, nds analisamos o curso temporal do efeito do veneno
para verificar as alteragdes na corrente de sddio e se este se correlacionava com a
aplicacao do veneno. A constante de tempo média, o pico da corrente e a corrente
sustentada registrados estao plotados versus tempo na Figura 8. Os dados mostram
linhas de base estaveis que se alteram abruptamente apds perfusdo com veneno.
Além da lentificagdo da inativacdo e geragcado da corrente persistente, o veneno (na
concentragao 5,74 yg/mL) causou um pequeno aumento no pico da corrente. Visto
que as correntes foram registradas em um potencial consideravelmente mais positivo
do que o ponto médio da ativagdo, o aumento na corrente observado provavelmente

resulta da inativacdo lenta e ndo do aumento do numero de canais que se abrem.
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Figura 8: Efeitos do veneno de Tityus bahiensis versus tempo.

Média do curso temporal (n = 7 neurdnios) do efeito do veneno de Tityus bahiensis na corrente de
sédio bruta. Correntes registradas a 0 mV foram usadas para ajustar uma equacgao exponencial dupla
para determinar a constante de tempo do componente de inativagédo (A, calculado como a média das
constates de tempo rapida e lenta, ponderados por sua contribuigdo relativa), o pico da amplitude da
corrente a 0 mV (B) e a corrente de sédio sustentada (C) medida no final dos 100 ms de
despolarizagéo. As barras posicionadas na parte inferior de cada grafico informam o momento em que

0 veneno (na concentragao 5,74 ug/mL) foi adicionado a solugéo externa.
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5.3. Avaliagao da poténcia do veneno:

Para avaliarmos a poténcia do veneno, testamos o seu efeito na corrente de sodio
em mais trés concentragdes: 0,574 pg/mL (n = 2 neurbnios), 1,92 yg/mL (n = 5
neurénios), e 17,2 uyg/mL (n = 2 neurdnios). Como mostrado na figura 9 (A1 e A2), o
veneno em concentragado de 0,574 ug/mL ja mostrou o seu efeito. Na concentragao
de 17,2 yg/mL o efeito do veneno foi pouco maior que o efeito em 5,74 ug/mL. Estes
dados s&o quantificados na figura 9 (B), onde o efeito de cada dose é expresso
relativo ao efeito da dose 5,74 pug/mL obtido na mesma célula. Baseado nestes
dados, concluimos que a dose de 5,74 pg/mL é perto da dose maxima para os

efeitos medidos.
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Figura 9: Relagao dose-resposta do efeito do veneno de Tityus bahiensis.

Dose-resposta do efeito do veneno de Tityus bahiensis na cinética de corrente de sédio medida em 0
mV. A1: Corrente de sddio em controle (c), e apds tratamento com veneno nas concentragdes
0,574pg/mL (1), 1,92 ug/mL (2), e 5,74 ug/mL (3). A2: Corrente de sodio em controle (c), e apos
tratamento com veneno nas concentragbes 1,92 pg/mL (2), 5,74 pg/mL (3), e 17,2 pg/mL (4). B:
Resumo do efeito do veneno na geragéo de corrente persistente. Para cada dose testada, a corrente
persistente foi normalizada a corrente produzida pelo veneno na concentragédo 5,74 uyg/mL na mesma
célula.
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5.4. Efeito do veneno de Tityus bahiensis na dependéncia de voltagem da

ativacao da corrente de sédio:

Para estudar os possiveis efeitos do veneno de Tityus bahiensis na ativagcédo, nds
mantivemos os neurdnios a -80 mV e registramos correntes de sodio durante pulsos
despolarizantes que variavam entre -80 mV e +25 mV em incrementos de 5 mV. Para
formar a curva mostrada na figura 10, os dados foram normalizados para seu pico
antes de calcular a média. Dados normalizados de células individuais foram usados

para ajustar a equacgao:
Equagao 2: I(V) = g (V-Ena)/(1+exp(~(V-Vha)/Ka))

Onde Ena € 0 potencial de reversao do sédio, Vha € 0 potencial necessario para
alcangar 50% da ativagcdo maxima, e ki determina o grau da inclinacédo da
dependéncia de voltagem da ativagdo. Como mostrado na tabela 2, destes, o unico
parametro afetado pelo veneno de Tityus bahiensis foi ka, que aumentou de 4,2 +
0,45 para 7,3 = 2,1 mV. Embora a interpretagdo usual deste efeito possa ser uma
reducdo na carga que move no campo elétrico durante a ativagdo (Hodgkin e Huxley,
1952), este efeito pode também ser devido ao aparecimento de um componente da
corrente de sdédio que se ativou em potenciais discretamente mais negativos que o
normal, ou seja, um efeito do tipo B causado pelo veneno. Nao fomos capazes de
distinguir estas possibilidades simplesmente ajustando as curvas. Resolvemos entéo
estudar em detalhes o efeito de veneno na ativacdo de correntes de sédio em

potenciais mais negativos.

54



Efeito do veneno de Tityus bahiensis sem TTX

A1 Vhi (MmV) K1(mV) Vrev (MV)

Controle {média) 0.02 £ 0.007 -30.7£11.6 42+045 389 +141
Tityus bahiensis (média) 0.02+0.012 -31.7+£2141 7.3x21 372+84
Tityus bahiensis — Controle (média) 0.002 £ 0.005 -0.97 £10.8 31325 17257

Efeito do veneno de Tityus bahiensis com TTX

A1 Vh1 (mV) K1{mV) Vrev (MmV)

Controle (media) 0.02 £ 0.006 -19.6 £7.45 335+094 | 374+£0.94
Tityus bahiensis (média) 0.02 £ 0.006 -21.1 281 3.8 £0.855 37.6+£88
Tityus bahiensis — Controle (média) 0.001 £ 0.002 -1.5+1.596 046027 | 019+2.09

Tabela 6: Efeito do veneno de Tityus bahiensis em parametros da ativagdo da corrente de sodio.

Nesta tabela, A representa a amplitude relativa das correntes de sdédio; V;,, o potencial necessario

para que 50% dos canais alcancem a ativacéo; K, o fator de inclinagdo da curva e V,,, 0 potencial de
reversao para o sodio.
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Figura 10: Dependéncia de voltagem da ativagao da corrente de sédio.

Dependéncia de voltagem da ativagdo da corrente de sdédio em solugao extracelular (quadrados
vazios) ou apoés tratamento com veneno (quadrados cheios). Células (n = 3) foram mantidas a -80 mV
e a corrente registrada durante degraus dos potenciais indicados no grafico. Para cada célula, o pico
da corrente em cada potencial foi normalizado para a maior corrente na série e as curvas |-V
normalizadas eram as médias (barras de erro representam 1 S.E.M.). As linhas representam o melhor

ajuste da equagao:
Equacao 3: I(V) = g (V-Viev) I (1+exp(-(V-Vh)/k)

Onde V é o potencial de membrana; g é a condutancia do canal ao sédio; V., € o potencial de
reversdo da corrente de sodio; Vi, € o potencial necessario para que 50% dos canais alcancem a

ativacao; k é o grau de inclinagao da curva.

Para algumas toxinas escorpiénicas do tipo B, a sua modificagdo da ativagdo &

fortemente facilitada por um breve pré-pulso despolarizante aplicado dentro de uma
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fracdo de um segundo anterior ao pulso teste (Cestéele et al., 2006). Com a finalidade
de testar se um protocolo com estas caracteristicas pode revelar um efeito do tipo
do veneno de Tityus bahiensis (ou seja, dois componentes da ativagdo), nods
aplicamos despolarizagdes de 1 ou 2 ms para +50 mV que ocorriam 60 ms antes de
um pulso teste a 60 mV. Estes parametros foram escolhidos porque eles se
mostraram eficientes para promover um forte efeito da toxina de escorpido do tipo B

de Centruroides suffusus suffusus (Cestéle et al., 2006).

Como mostrado na figura 11, pulsos teste para —60 mV em condi¢des controle geram
correntes de sédio com ativagao lenta. Sera mostrado abaixo que esta probabilidade
€ representada por correntes resistentes a TTX. Apds tratamento com veneno de
Tityus bahiensis, um componente de corrente com ativagdo rapida também estava
presente. Assim, veneno de Tityus bahiensis acentua a ativagéo da corrente de sédio
em potenciais negativos indicando a presenga de toxinas do tipo . Contudo, fortes
despolarizagdes aplicadas previamente a despolarizagao teste nunca realgaram este
efeito do veneno (n = 8 neurdnios testados com pré-pulso de 1 ms; n = 5 neurbnios
testados com um pré-pulso de 2 ms), estando de acordo com os resultados obtidos
por Campos et al. (2007). Contudo, o mecanismo deste efeito tipo B é provavelmente
diferente do modelo de “travamento do sensor de voltagem” proposto por Cestéle et
al. (2006).

57



A +50 mV
-60 mV, 100 ms

-60 mV
S EN L
- 80 ms—
F—— 200 ms —

B pré-pulso 1 ms

,, Controle

veneno

200 pA\_ p2007_05_11_06
20ms

C pré-pulso 2 ms

veneno

200 pA p2007_05_20_01

20 ms

Figura 11: Efeito do pré-pulso despolarizante.

A. Protocolo de voltagem usado para medir o limiar da corrente de sodio e efeitos do pré-pulso. A
partir de um potencial de holding de —60 mV, as células eram submetidas a uma hiperpolarizagédo de —
120 mV por 200 ms para remover a inativagido rapida antes do pulso teste de —60 mV. Quando um
pré-pulso despolarizante de 1 ou 2 ms de duragéo a +50 mV foi usado (linha cinza), ele foi utilizado 60
ms antes do pulso teste. A linha pontilhada indica o segmento do protocolo correspondendo as
correntes mostradas abaixo. B e C. Correntes registradas em solugdo extracelular controle ou apos
tratamento com veneno de Tityus bahiensis, como identificado. A escala de tempo é expandida em
relagao ao protocolo de voltagem para permitir a visualizagdo do componente muito rapido da ativagao
na presengca do veneno. Tragos pretos foram registrados sem pré-pulso, tragos cinzas foram

registrados com um pré-pulso.
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5.5. Efeito do veneno de Tityus bahiensis na dependéncia de voltagem da

inativagao rapida:

Para estudar a inativagdo rapida da corrente de sédio, nds utilizamos protocolos
padrdes de dois pulsos (Hodgkin e Huxley, 1952), no qual o pré-pulso para um
potencial variavel & usado para estabilizar a inativagcéo rapida no estado estacionario
e o0 segundo pulso é usado para avaliar a corrente remanescente disponivel de

sodio.

Como mostrado na figura 12, a inativagdo no estado estacionario versus potencial do
pré-pulso para correntes de sddio em condi¢gdes controle exibe dois componentes,
um que inativa em um ponto médio de -79 £ 6 mV e um segundo componente que
inativa em um ponto médio de -36 + 5 mV. Como mostrado previamente (Rush et al.,
2007) e abaixo, o primeiro componente representa corrente de sédio TTX-S
enquanto o segundo componente € TTX-R. Note, contudo, que estes componentes
nao se somam linearmente por causa das suas cinéticas de ativacado e inativagao
muito diferentes. Assim, a contribuigdo relativa de cada uma das correntes de sodio
total ndo pode ser lida diretamente deste grafico, e a contribuicdo aparente do

primeiro componente (29 + 9%) subestima a amplitude do componente TTX-S.
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Figura 12: Dependéncia de voltagem no estado-estacionario da inativagao rapida.

Dependéncia de voltagem no estado-estacionario da inativagdo rapida em solugdo extracelular
controle (quadrados vazios) ou apos tratamento com veneno (quadrados cheios). Células (n = 6
neurdnios) foram mantidas a -80 mV, condicionadas com um pré-pulso de 200 ms nos potenciais
indicados no grafico, e entdo submetidas a um pulso teste a 0 mV pra medir Fgisponiver, @ fragéo
disponivel da corrente de soédio. As correntes obtidas em cada potencial foram normalizadas para a
corrente disponivel a -120 mV. Os dados resultantes foram usados para ajustar a soma das duas
relagbes de Boltzman representando os dois componentes da inativagdo somada a uma constante

representando o componente nao inativante que aparece apés o tratamento com o veneno.
Equagéo 4: Fisponivel(V) = a1/(1+exp((V-Vh1)/kq))+az/(1+exp((V-Vhz)/k2)+(1-a1-a2)

Onde Fisponivel € @ fracé@o da corrente de sédio disponivel apés a utilizagéo do protocolo descrito; V é o
potencial de membrana; a, e a, sdo as amplitudes relativas dos componentes de inativagéo; Vi e Vyy,
o potencial necessario para inativar 50% do respectivo componente da corrente; k; e k;, fator de

inclinagéo da curva de inativagao do respectivo componente.

Sobre o tratamento com o veneno de Tityus bahiensis, duas alteragdes estavam
claramente presentes na relacdo da inativacdo do estado estacionario versus o
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potencial do pré-pulso. Os pontos médios de ambos os componentes estavam
alterados em diregdo a potenciais mais negativos (tabela 2) e o primeiro componente
crescia em consequéncia a existéncia do segundo componente. Além disso, o
tratamento com veneno gera o surgimento de um componente nao inativante que
representa 8 £ 2% da corrente total do sédio. Assim como outros venenos de
escorpides, o veneno de Tityus bahiensis contém toxinas que causam um
deslocamento negativo na inativagado rapida dependente de voltagem (Kirsch et al.,
1989), o que ocasiona correntes persistentes que ndo se inativam dentro dos 200 ms

em altas voltagens, tais como +20 mV.

61



5.6. Auséncia de efeito do veneno de Tityus bahiensis na cinética de correntes

de sodio resistentes a tetrodotoxina:

Correntes de sédio TTX-R foram medidas sob condi¢des idénticas a corrente total de
sodio exceto pela presencga de 0,25 - 1uM de TTX. A figura 13 mostra uma familia de
correntes de sodio registradas sob estas condi¢des em controle e apds o tratamento
com o veneno de Tityus bahiensis. Note que o forte efeito do veneno na cinética de

inativacao visto na corrente total de sédio esta ausente na corrente de soédio TTX-R.
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Figura 13: Relacao I-V na presencga de veneno de Tityus bahiensis e TTX.

Correntes de sddio registradas de um neurdnio DRG na presenga de solu¢do extracelular contendo
0,1 uM de TTX. A. Familias de correntes de sddio obtidas em condigdes controle e apds tratamento
com veneno de Tityus bahiensis. B. Correntes registradas a 0 mV sob as condi¢des controle e na
presenga do veneno e sobrepostas para comparagao da cinética de inativagdo. Note a diferenga na

escala vertical em A e B.
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Figura 14: Efeitos do veneno de Tityus bahiensis versus tempo em canais para sédio

resistentes a tetrodotoxina.

Média do curso temporal (n = 8 neurbnios) do efeito do veneno de Tityus bahiensis na inativagao
rapida da corrente de sddio. Correntes registradas a 0 mV foram usadas para ajustar uma equagao
exponencial dupla, determinando assim a constante de tempo do componente da inativagdo (A,
calculada a média das constantes de tempo rapida e lenta, ponderado por sua contribuigdo relativa), a
amplitude do pico da corrente a 0 mV (B) e a corrente de s6dio medida no final dos 100 ms de
despolarizagédo (C). Em D, os dados mostrados em B e C foram agrupados apds normalizagéo para
valores controle (pico da corrente) ou para o pico da corrente sustentada para reduzir a variancia. As
barras posicionadas na parte inferior de cada grafico informam o momento em que o veneno (na

concentragao 5,74 ug/mL) foi adicionado a solugédo externa.
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A cinética de inativacao a 0 mV foi ajustada com a soma de duas exponenciais.
Como mostrado na figura 14, ndo havia efeito do veneno de Tityus bahiensis neste
parametro; a corrente sustentada, medida no final do degrau de 50 ou 100 ms para O
mV foi positiva na presenca de TTX e inalterada pelo veneno de Tityus bahiensis; o
pico da corrente a 0 mV foi também inalterado pelo veneno. Por causa da grande
variacdo na amplitude de correntes entre neurbnios, nds também calculamos o pico
normalizado (figura 15) e a corrente sustentada normalizada (figura 16) para
determinar se pequenas alteragcdes nestes parametros foram ocultos na variagao. O
pico da corrente foi normalizado para seu valor imediatamente apés a aplicagdo do
veneno e a corrente sustentada foi normalizada pelo pico da corrente. Mesmo apés a

normalizagao, efeitos do veneno de Tityus bahiensis nao foram vistos.

Examinamos também o efeito do veneno de Tityus bahiensis na dependéncia de
voltagem da ativagcédo e da inativagéo. Estes experimentos foram realizados usando
dois diferentes potenciais de holding, -80 mV e -120 mV. Os dados obtidos com um
potencial de -80 mV foram usados para comparar diretamente com os dados obtidos
na auséncia de TTX. O potencial de holding de -120 mV foi usado para remover a

inativacao lenta da corrente gerada pelo canal TTX-R (Herzog et al., 2001)

Como mencionado acima, a figura 15 mostra a dependéncia de voltagem da ativagao
e da inativagdo sob estes dois potenciais de holding em condigdes controle e apds o

tratamento com o veneno de Tityus bahiensis.
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Figura 15: Dependéncia de voltagem da ativacdo da corrente de sédio em canais para sédio
resistentes a tetrodotoxina.

Dependéncia de voltagem da ativagdo da corrente de sdédio em solugcdo extracelular controle
(quadrados vazios) ou apds tratamento com veneno (quadrados cheios) ambos na presenga de TTX.
Células (n = 3 neurdnios) foram mantidas a -80 mV (protocolo A) e a -120 mV (protocolo B) e as
correntes foram registradas de acordo com os degraus dos potenciais indicados no grafico. Para cada
célula, o pico da corrente em cada potencial foi normalizado para a maior corrente na série antes de

calcular a média (barras de erro representam 1 S.E.M.). As linhas representam o melhor ajuste da
equacao:

Equacao 5: I(V) =g (V-Viev) | (1+exp(-(V-Vh)/k)
Onde V é o potencial de membrana; g € a condutancia do canal ao sédio; V., € o potencial de

reversdo da corrente de sodio; Vy, € o potencial necessario para que 50% dos canais alcancem a
ativacao; k é o grau de inclinagéo da curva.
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Figura 16: Dependéncia de voltagem no estado estacionario da inativagdo rapida do canal para

sodio resistente a tetorodotoxina na presencga do veneno de Tityus bahiensis.

Dependéncia de voltagem no estado estacionario da inativagdo rapida em solugao extracelular
controle (quadrados vazios) ou apods tratamento com veneno (quadrados cheios) ambos na presenca
de TTX. Células (n = 6 neurbnios) foram mantidas em -80 mV, condicionadas com um pré-pulso de
200 ms nos potenciais indicados no grafico, e entdo submetidas a um pulso teste a 0 mV pra medir
Faisponivel, @ fragdo disponivel da corrente de sodio. As correntes obtidas em cada potencial foram
normalizadas para a corrente disponivel a -120 mV. Os dados resultantes foram usados para ajustar a
soma das duas relacdes de Boltzman representando os dois componentes da inativagdo somada a

uma constante representando o componente nao inativante que aparece apds o tratamento com o

veneno.
Equacao 6: Faisponivel(V) = a1/(1+exp((V-Vh1)/kq))+az/(1+exp((V-Vih2)/k2)+(1-a1-az)

Onde Fisponivel € @ fracé@o da corrente de sodio disponivel apds a utilizagdo do protocolo descrito; V é o
potencial de membrana; a, e a, sdo as amplitudes relativas dos componentes de inativagéo; Vi e Vi,
o potencial necessario para inativar 50% do respectivo componente da corrente; k; e k;, fator de

inclinagéo da curva de inativagao do respectivo componente.
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6. DISCUSSAO

Como mencionado na Justificativa, toxinas de animais e plantas tém tido um papel
vital na descoberta da natureza, mecanismos de funcéo, e o papel fisiolégico dos
canais idnicos. Além disso, tem-se investido em toxinas ativas em canais ibnicos
especificos como possiveis agentes terapéuticos (por exemplo, conotoxinas ativas
em canais para calcio ja sdo usadas no tratamento da dor). Algumas neurotoxinas
sdo ativas em canais para sédio, mas mesmo assim existem poucos registros na
literatura sobre neurotoxinas especificas para suas subunidades. Isto se torna
importante porque diferentes subunidades de canais para sédio desenvolvem
funcdes especificas no seu contexto fisioldgico. No sistema nervoso sensorial isto €
particularmente elucidado pelas vias de dor. Humanos com mutagdes no codigo
genético de canais Nay1.7 (um canal para sddio TTX-S presente em nociceptores)
que abole sua capacidade para conduzir corrente, e consequentemente a sensacao
de dor nado existe (Cox et al., 2006). Por outro lado, a expresséo de canais TTX-R é
especificamente elevada em condigdes inflamatorias (England et al., 1994; Matzner e
Devor, 1994), e a resultante supraexpressdo pode estar associada a hiperalgesia.
Desta forma, canais para sédio se tornam um tantalizado alvo terapéutico, e ha uma
necessidade urgente de encontrar agentes que atuem seletivamente em

subunidades destes canais.

Escorpides do género Tityus produzem venenos contendo um grande numero de
toxinas polipeptidicas. O veneno de Tityus serrulatus tem sido extensivamente
explorado, mas este ndo € o caso do Tityus bahiensis. Estudos protedbmicos tém
confirmado as similaridades entre estes venenos, mas eles ndo sao idénticos
(Becerril et al., 1996 e Nascimento et al., 2006). Baseado nos resultados de
conotoxinas (Terlau e Olivera, 2004), é esperado que diferentes venenos de Tityus
contenham diferentes tipos de toxinas, o que pode acarretar na possibilidade de
descobertas de uma nova toxina com seletividade por uma subunidade de Nay. Nos
investigamos e apresentamos o primeiro passo na caracterizagao eletrofisioldgica do
veneno de Tityus bahiensis medindo seu efeito nas correntes sensiveis e resistentes

a tetrodotoxina presentes em neurdnios de DRG.
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6.1. Sensibilidade ao veneno:

Habitualmente aceitamos que as caracteristicas eletrogénicas de células excitaveis
sao desenvolvidas pelo canal para sddio, mas temos que considerar que ndo € o
papel de um unico tipo de canal. Atualmente admitimos que a existéncia de multiplas
isoformas de canais para sodio ativados por voltagem estdo presentes e distribuidas
pela superficie da membrana celular de corpos neuronais dos DRG (Catterall et al.,
2005). De acordo com os nossos resultados, podemos admitir que nossa preparagao
possui dois tipos de canais para sédio em relagéo a sensibilidade a TTX. Segundo a
caracterizacao realizada por Rush et al., (2007) distribuidas dentro destes dois tipos
€ possivel encontrar as isoformas TTX-S Nay1.1, Nay1.6 e Nay1.7 e TTX-R Nay1.8 e
Nay1.9 em neurbnios DRG. A associagao destas isoformas exibe um misto de suas

caracteristicas durante registros eletrofisioldgicos.

A existéncia de um unico aminoacido em posi¢des definidas para cada isoforma
confere sensibilidade ou resisténcia a TTX. Estes canais s&o separados

farmacologicamente pela adigao as solugdes de perfusao de 0,25 - 1uM de TTX.

Toxinas a de escorpides que provocam inativagao lenta se ligam ao sitio 3 do canal
para sodio, o mesmo sitio ao qual se ligam as toxinas de anémonas, que também
provocam inativacao lenta (Catterall, 1980; Rogers, et al., 1996). Os aminoacidos
que compdem o sitio 3 podem ser distribuidos ao longo da sequéncia primaria do
canal, e presumidamente sdo mantidos juntos quando a proteina se dobra para
dentro da membrana. Varias porg¢des extracelulares do canal tém sido implicadas na
formacgao do sitio 3, incluindo a alga que conecta os segmentos 3 e 4 do dominio IV.
Estudos sobre mutagbes tém mostrado que um residuo glutamato nesta regido
(E1613 em Nay1.2 de ratos) é essencial para a ligagao da toxina a de escorpiao
(LgTx — toxina de Leiurus quinquestriatus quinquestriatus; Rogers et al., 1996),
levando-nos a examinar a sequéncia dos canais resistentes a TTX em neurdnios

DRG para verificar as diferengas nesta regiao.

Usando a ferramenta de alinhamento de sequéncia BLAST, ndés analisamos as

sequéncias homologas de todos os 9 canais para sédio de ratos (figura 17). Os
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resultados mostraram que os aminoacidos analogos a E1613 em Nay1.2 sdo ou
glutamato ou aspartato. Nas isoformas TTX-R Nay1.8 e Nay1.9, os aminoacidos
analogos sao a alanina e a arginina, respectivamente. As toxinas de escorpides
descritas até entdo sdo moléculas geralmente basicas, e sua ligagdo é
presumivelmente estabilizada pela interagdo com aminoacidos acidos na proteina do
canal. Nos entdo sugerimos que a substituicdo deste importante glutamato por um
aminoacido neutro (alanina em Nay1.8) ou basico (arginina em Nay1.9) € um fator
crucial que explica o motivo pelo qual estes dois canais TTX-R também sao

resistentes as toxinas a de escorpido.
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Figura 17: Alinhamento dos aminoacidos do sitio 3.

Alinhamento das seqliéncias referentes a cada uma das 9 isoformas de canais para sédio de ratos.
Os segmentos 3 e 4 do dominio IV estado representados pela sequéncias de aminoacidos (em preto)
nas duas extremidades do sitio 3 (em vermelho). A alga extracelular que conecta este dois segmentos
e que forma o sitio 3 é o local onde o veneno do escorpido Tityus bahiensis se liga ao canal para
sédio. A posicdo ocupada pelo importante glutamato E1613 do Nay1.2 de rato € mostrado em negrito.
Note que a alanina em Nay1.8 (verde) e arginina em Nay1.9 (azul) substituem residuos aminoacidos

de natureza acida.
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6.2. Mecanismo de Agao do Veneno Escorpidnico:

Os venenos de escorpides do género Tityus possuem uma alta afinidade pelos
canais para sodio (De la Vega e Possani, 2007). Apesar da espécie mais estudada
deste género ser Tityus serrulatus (De Lima et al., 1986; Kirsch et al., 1989), é sabido
que o veneno de Tityus bahiensis também possui tanto toxina a quanto a toxina 3
(Becerril et al., 1996; De Lima e Martin-Eauclaire, 1995). A similaridade imunolégica
entre venenos de escorpides do género Tityus foi estudada por Becerril et al. (1996)
e estava de acordo com os resultados apresentados por Nishikawa et al. (1994).
Ambos os trabalhos consideram que os venenos das duas espécies acima citadas

sao semelhantes em termos de reatividade cruzada e da titulagédo pelo soro equino.

Cestele et al. (2006) utilizaram a toxina B purificada a partir do veneno do escorpido
Centruroides suffusus suffusus para verificar a estrutura e avaliar a fungao do sensor
de voltagem do canal para sédio. Como resultado, observaram que a toxina se ligava
ao canal e seu efeito induziria a geragcéo de correntes ibnicas mais intensas apds a
utilizacdo de um pré-pulso despolarizante. Os resultados obtidos a partir da utilizagao
de venenos ou toxinas de escorpides do género Tityus estdo de acordo entre si.
Assim como nossos resultados, Campos et al. (2007) observaram que venenos e
toxinas deste género de escorpides ndo necessitam de um pré-pulso. Portanto, a
presenga do veneno de Tityus bahiensis € capaz de gerar correntes de amplitude
cerca de 5 vezes maior que as correntes geradas na auséncia do veneno,

comprovando assim o efeito da toxina 3.

Nossos resultados também estdo de acordo com os efeitos da toxina a em canais
para sodio (Becerril et al., 1996; Pimenta et al., 2001; Campos et al., 2004; Campos e
Beirao, 2006), nos quais observamos que em condigbes experimentais o veneno
bruto do escorpiao Tityus bahiensis foi capaz de interferir na cinética do canal para
sédio de forma a tornar sua inativagdo mais lenta e de permitir o surgimento de um
componente persistente da corrente que nado inativou mesmo durante pulsos

despolarizantes longos.
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Apés a verificagao do efeito do veneno de Tityus bahiensis nas cinéticas de ativagao
e inativacdo do canal para sédio, nés realizamos a lavagem da nossa preparagao
com solucdo externa controle e observamos que o efeito do veneno € prontamente
reversivel. Ao contrario, a toxina utilizada por Campos et al. (2004); Campos e Beiréo
(2006) s6 foi removida apds a utilizagdo de pulsos intensamente despolarizantes
(variando entre potenciais de + 120 a + 180 mV) com durag¢des que variavam de 5 a
20 ms. O numero de eventos para que a toxina se desligasse do canal guardava
proporcionalidade com a intensidade da despolarizagcdo ou a duragédo do pulso
despolarizante, sendo que quanto maior o tempo ou a despolarizacédo, mais eficiente

era a remocao da toxina.

Apesar de divergéncias entre 0s nossos resultados e os resultados de outros
trabalhos, algumas informagdes apresentadas até o momento estdo
consistentemente de acordo. Para Cestele et al. (2006) e Campos et al. (2007) a
toxina B deve se ligar ao sensor de voltagem S4 do dominio Il no estado ativado,
imobilizando-o nesta posi¢cao e permitindo sua abertura com menor dependéncia da
alteragcdo no potencial elétrico da membrana celular. Campos et al. (2004), Campos e
Beirdo (2006), e De la Vega e Possani (2007) consideram que a toxina a pode
impedir a realizacdo do movimento completo do sensor de voltagem S4 do dominio
IV, ou seja, impedindo a acdo da estrutura responsavel pela inativacdo do canal
(Chanda e Bezanilla, 2002). Portanto, a ligagao do veneno bruto ao canal para sodio

ativado por voltagem parece confirmar os efeitos tanto da toxina a quanto da toxina

B.
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