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RESUMO

A propagacao ascendente dos sinais dolorosos envolve trocas ibnicas na
membrana plasmatica das células nervosas em resposta ao potencial de ac&o. ions
calcio penetram nos terminais sinapticos, principalmente por canais de calcio
sensiveis a voltagem, disparando a exocitose em resposta aos potenciais de acéo,
culminando com a comunicagao neuronal e, portanto, com propagagao dos sinais
sensorios. A toxina Pha1pB, isolada do veneno da aranha P. nigriventer é potente
bloqueadora de canais de calcio sensiveis a voltagem com especificidade para
canais Tipo-N, possuindo agdo antinociceptiva em modelos de dor aguda e crbnica
em ratos. Essa e outras toxinas bloqueadoras de canais de calcio sensiveis a
voltagem obtidas do venenvo da P. nigriventer também vem sendo investigadas
quanto ao seu potencial antinociceptivo, mas o mecanismos dessas toxinas sobre a
sinalizagao de calcio em nociceptores ainda nao € conhecido.

O objetivo desse trabalho foi estudar como as principais w-toxinas da
P.nigriventer afetam as mudancgas dos niveis de Ca** em nociceptores em resposta
a um estimulo, com foco na sinalizagdo de calcio mediada por canais de calcio
sensiveis a voltagem Tipo-N e no receptor vanildide tipo-1. Estudamos também
como Pha1p e Tx3-4 modulam isoformas de canais tipo-N codificadas por diferentes
variantes de splicing alternativo do RNAm.

Tx3-4 e Pha1p inibiram o aumento dos niveis de Ca®*, induzido por KCI, em
neurdnios DRG’s dissociados, sendo a Tx3-4 mais eficaz dentre as w-phonetoxinas
testadas. Entretanto, o bloqueio da Pha1 foi mais eficaz em neurénios de menor
diametro. Além disso, a Pha1p inibiu a elevagdo da [Ca®*]; induzida por capsaicina,
efeito que foi mais pronunciado em DRG’s submetidos a processo inflamatério
prévio. Em células transfectadas com receptor vaniléide, a Pha1p exerceu bloqueio
modesto mas significativo da elevagao da [Ca®']i induzida por capsaicina. A Tx3-4
exerce bloqueio mais significativo em canais tipo-N contendo o éxon 37a ao invés de
37b.

Juntos, esses dados mostram que as w-phonetoxinas inibem a sinalizacéo de
calcio em nociceptores. Além disso, mostramos, pela primeira vez, que isoformas de
canais ibnicos contendo diferentes variantes de splicing, podem ter identidades

farmacolodgicas distintas.
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ABSTRACT

Propagation of ascending painful signals involves ionic exchanges throughout
the plasma membrane of nerve cells in response to an action potential. Calcium ions
penetrate the cell, mainly through voltage gated calcium channels, triggering
exocytosis in cells in response to the action potentials, culminating with neuronal
communication and thus, propagation of the sensory signals. The toxin Pha1(,
isolated from the venom of the spider P. nigriventer, is a potent blocker of N-type
voltage gated calcium channels and pocesses antinociceptive action in acute and
cronic pain models in rats. Pha1 and others toxins from P. nigriventer venom are
being investigated regarding to its antinociceptive potentials, however the precise
mechanism of such toxins on the calcium signaling in nociceptors is still unknown.

The aim of this work was to study how the main w-toxins from P. nigriventer
venom affect the changes in intracellular Ca”* levels in nociceptors in response to
stimulus, focusing on calcium signaling mediated by N-type VGCC'’s as well as in the
vaniloid-1 receptor. We also aimed to study how Pha1p and Tx3-4 modulates the
function of isoforms of N-Type channels codified by variants of alternative splicing of
mRNA.

Tx3-4 and Pha1f inhibited KCl-induced increase in Ca®* levels from
dissociated DRG neurons, with Tx3-4 being more efficient between other tested w-
phonetoxins, in inhibiting such response. However, Pha1f3 blockage was more
efficient in small diameter neurons. Furthermore, Pha1f inhibits capsaicin-induced
calcium increase; such effect was more pronounced in DRGs from rats previously
submitted to an inflammatory process. At ells transfected with the vaniloid receptor,
Pha1B slightly blocked the [Ca®] elevation induced by capsaicin. Tx3-4 exerts
stronger blockage in N-Type channels that contains exon 37a rather than 37b
containing ones.

Together these data shows that w-phonetoxins inhibits calcium signaling in
nociceptors. Moreover, we have shown, for the first time that isoforms of ionic
channels containing distinct splicing variants might have differential pharmacological

identities.
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1 INTRODUGAO



1 INTRODUGCAO

1.1 Dor

A dor é uma importante resposta fisiolégica designada a nos proteger de
agressdes do meio. Entretanto, numerosas condigbes patoldgicas tais como
diabetes, infeccbes virais, danos nos nervos e inflamacbes podem levar ao
surgimento de dores crdnicas e persistentes que aparentemente ndo servem como
um proposito util além de serem frequentemente refratarias as opgdes de tratamento
atualmente disponiveis (Porreca et al., 2002). A dor clinica € um sério problema de
saude publica e o tratamento do sofrimento relacionado a dor requer conhecimento
sobre como os sinais dolorosos sao inicialmente interpretados e subsequentemente
transmitidos e perpetuados.

A dor pode ser considerada como um sintoma ou manifestacdo de uma doenga
ou afec¢do organica, mas também pode vir a constituir um quadro clinico mais
complexo. Existem diferentes maneiras de se classificar a dor. Considerando a
duracao da sua manifestacao, ela pode se apresentar nas formas transitéria, aguda
e crénica. Na dor transitéria, a ativacdo dos nociceptores acontece na auséncia de
qualquer dano tecidual, e contribui para proteger o organismo de potenciais danos
fisicos causados pelo ambiente ou por estresse de tecidos corporais. Contudo, a dor
aguda é uma resposta causada por uma lesédo de tecido com consequente ativagao
dos nociceptores no local da lesdo, se caracteriza por ser de curta duracao,
desaparecendo até mesmo antes da cura do dano tecidual. Além disso, a dor aguda
€ geralmente de facil identificagdo e tratamento, possuindo também carater protetor
(Loeser and Melzack, 1999; Brennan et al., 2007). Ja a dor cronica é causada por
uma lesdo tecidual ou doenga, e geralmente ultrapassa o tempo de recuperagao do
organismo, ou seja, este tipo de dor pode n&o desaparecer mesmo quando o trauma
inicial (leséo) foi resolvido. A dor crénica se estende por meses ou anos, é de dificil
identificacdo, sendo uma patologia que geralmente necessita de tratamento
complexo (Brennan et al., 2007). Quanto mais persistente for o processo doloroso,
mais dificil se torna o tratamento do quadro patolégico (Besson, 1999).

Quanto a sua origem, existem quatro tipos principais de dor: 1) a “dor

nociceptiva®, que se origina devido a estimulagdo excessiva dos nociceptores

2



localizados na pele, visceras e outros 6rgaos; 2) a “dor neurogénica”, que reflete o
dano de tecido neuronal na periferia ou no sistema nervoso central; 3) a “dor
neuropatica”, que acontece devido a uma disfungdo ou dano de um nervo ou grupo
de nervos e 4) a “dor psicogénica”, que ndo é oriunda de uma fonte somatica
identificavel e que pode refletir fatores psicolégicos (Millan, 1999).

As profundas diferencas entre dor aguda e dor crénica enfatizam o fato de
que a dor ndo é gerada por um sistema rigido e imutavel, mas ao contrario, resulta
do recrutamento de moéleculas e circuitos dotados de alta plasticidade, fazendo com
que o tratamento adequado da dor se norteie no conhecimento dos mecanismos
celulares e moleculares da nocicepgao. As bases neuroanatdbmicas e moleculares da
plasticidade nas vias da dor sdo o alvo dos estudos correntes nesse campo. Como
consequéncia, essas novas informag¢des vem identificando uma gama de potenciais

novos alvos terapéuticos para o tratamento da dor (Basbaum et al., 2009).

1.2 Mecanismos neurais da dor

A transmissdo da dor envolve uma interacdo complexa de estruturas
periféricas e centrais desde a pele, visceras e outros tecidos até o cértex cerebral.
Um nervo periférico consiste em axoénios de trés diferentes tipos de neurdnios:
sensoriais primarios, motores e pds-ganglionares simpaticos. As terminacgdes livres
de fibras aferentes primarias sensiveis a estimulos nocivos s&o chamados de
nociceptores (ou receptores da dor) (Millan, 1999).

A sensibilizacdo dos nociceptores se deve a diferentes estimulos, tais como
mudanca de temperatura (estimulo nocivo térmico), diferengca osmatica ou distensao
tecidual (estimulo nocivo mecénico), hipdxia ou lesdo tecidual seguida de inflamacéo
(estimulo nocivo quimico) (Julius and Basbaum, 2001). Esses estimulos nocivos
ativam fibras aferentes sensoriais delgadas do tipo C e As. Além destas, outro tipo
de fibra que pode estar envolvida na transmissao do estimulo sensorial sdo as fibras
do tipo AB, que normalmente respondem a estimulos in6cuos aplicados a pele,
porém em condicdes especiais sdo capazes de conduzir rapidamente o estimulo
doloroso (30-100 m/s). As fibras AP sdo mielinizadas e de grande didmetro. Ja as

fibras do tipo Ad, de condugdo intermediaria (12 a 30 m/s), sdo pobremente
3



mielinizadas, enquanto as fibras do tipo C sdo ndo mielinizadas e transmitem o
estimulo nociceptivo de forma mais lenta (0,5 a 2,0m/s) (Figura 1) (Julius e
Basbaum, 2001).

Em grande parte do organismo as fibras aferentes primarias C e A$S
transmitem a informacdo nociceptiva da periferia até o corno dorsal da medula
espinhal, e suas terminagdes encontram-se principalmente nas laminas | (zona
marginal) e lamina Il (substancia gelatinosa). No corno dorsal da medula espinhal
neurénios de primeira ordem fazem sinapse com neurdnios de segunda ordem, que

formam as vias ascendentes.

Act e AP Ad c
- (I eII)
Tipos de fibras 0 ] 0 1
Mielinizagéo Muita Pouca Aunsente
Digmetro 10 pm 2-6 um 0,4-1.2 pm
Velocidade de 30-100 m's 1.230m's | 0,52 ms
condugdo
Tipe de sinal Propriocepgio Nocicepgéo MNocicepgiio
) (tErmica, mecinica | (t&rmica, macinica
Toque leve & quimica) & quimica)

Figura 1 Representacdo esquematica dos diferentes tipos de neurdnio sensoriais
primarios responsaveis pela conducdo do sinal nociceptivo da periferia ao SNC
(Adaptado de Julius e Basbaum, 2001).



Os neurdnios de segunda ordem cruzam a medula espinhal para ascender ao
trato espinotalamico, projetando seus corpos celulares ao talamo. No talamo,
neurbnios de terceira ordem emitem axénios através da capsula interna do cértex
somatosensor, onde a integragdo do estimulo nocivo ocorre, ou emitem axénios ao
giro cingulado anterior responsavel pelo componente emocional da dor (Russo and
Brose, 1998). O talamo e o cortex sao regides finais da projecao das vias de
nocicepgao e sao responsaveis por informar que existe sensag¢ao nociceptiva bem
como informar a discriminagdo do tipo de sensacgao nociceptiva além de identificar,
de forma pouco fiel, de onde provém.

Além dessa modulagdo ascendente, existe uma modulacdo descendente da
nocicepgao. As vias descendentes originam-se no tronco cerebral e outras
estruturas como hipotalamo, cortex, talamo, nucleo magno da rafe (NMR),
substancia cinzenta periaquedutal (PAG) e estruturas adjacentes da medula
rostroventromedial (RVM), que exercem importante papel na integracdo e
modulagdo das mensagens nociceptivas no corno dorsal da medula espinhal (Millan,
2002; Vanegas and Schaible, 2004). Os mecanismos descendentes modulam a
resposta nociceptiva por exercer suas agdes em nociceptores presentes nas fibras
aferentes primarias, bem como em neurénios intrinsecos do corno dorsal, como
interneurdnios excitatérios, interneurdnios inibitérios e neurénios de projecao (Millan,
2002). Uma das descobertas mais interessantes a respeito do circuito modulatorio
da dor é que este pode tanto facilitar quanto inibir a transmissédo nociceptiva (Julius
and Basbaum, 2001; Porreca et al., 2002). Por exemplo, na RVM estao presentes
dois tipos de neurdnios, as chamadas células “liga” (on) e as células “desliga “(off),
as quais estdo envolvidas na modulacdo nociceptiva. E proposto que as células
‘liga” (on) medeiam a facilitagdo da condugdo de estimulos nociceptivos quando
ativadas, e as células “desliga” (off) medeiam a inibicao da transmissao nociceptiva,
provocada pela estimulacdo da substancia cinzenta periaquedutal (PAG). De
maneira geral, a substancia cinzenta periaquedutal deve excitar as células off e inibir
as células on na medula rostroventromedial (Fields et al., 2006). Logo, o balango
entre a ativacdo dessas duas subpopulagdes de neurdnios determina a resposta a
um estimulo nociceptivo periférico. No entanto, em situagbes de dor persistente,

alteracbes na neuroplasticidade podem resultar em uma estimulacido facilitatéria



sustentada, o que ocasiona respostas persistentes e exageradas a dor (Porreca et
al., 2002).

Além da modulagdo descendente da informagao nociceptiva envolver uma
série de estruturas cerebrais, como mencionado anteriormente, os sistemas de
neurotransmissores também estdo envolvidos nesta conexdo. Todos o©s
neurotransmissores envolvidos na inibicdo descendente (tais como opidides
endogenos, serotonina, noradrenalina) parecem inibir a excitagdo de neurbnios de

segunda ordem na presenca de estimulo nocivo (Fields et al., 2006).

1.3 Nociceptores

Para o corpo lidar efetivamente contra o perigo, € impressindivel que se saiba
sobre o perigo. E isso o que os nociceptores fazem. Esses neurdnios sensorios
primarios sdo especializados em detectar estimulos intensos e representam assim, a
primeira linha de defesa contra qualquer potencial ameaga ou agressdo do meio.
Assim como todos os neurbnios sensorios primarios, os nociceptores tem seus
corpos celulares localizados nos géanglios da raiz dorsal ou no ganglio trigeminal,
possuem um unico axbénio que se bifurca em dois ramos, um vai em direcdo a
periferia e outro ramo chega no SNC onde faz sinapse com neurbénios de segunda
ordem (Woolf and Ma, 2007). Em consequéncia, um nociceptor tem 4 componentes
funcionais principais: um terminal periférico, que é o transdutor dos estimulos
externos e que inicia os potenciais de acdo, o axénio, que conduz os potenciais de
agao, o corpo celular que controla a integridade do neurénio e um terminal central
que forma o elemento pré-sinaptico que forma a 12 sinapse da via senséria no SNC
(Figura 2).



Tecido alvo Nervo periférico Ganglio da raiz dorsal Medula espinhal

Raiz dorsal

I Axoénio Corpo celular |

Terminal periférico Terminal central

Figura 2 Componentes operacionais do nociceptor (Adaptado de Woolf e Ma, 2007)

A perda de neurbnios sensorios nociceptores em pacientes com neuropatia
autondmica e sensoria hereditaria Tipo-4, devido a mutacdes no receptor TrkA para
o NGF (fator de crescimento do nervo) resulta numa faléncia da sobrevivéncia dos
nociceptores no embrido (Verpoorten et al., 2006), produz uma hiposensibilidade a
dor congénita e revela a importancia dos nociceptores como um sistema de
adverténcia e protecdo contra as agressées do meio. Os individuos com essa
mutacdo queimam e destroem suas linguas e labios como resultado da nao
deteccdo de altas temperaturas, além de perderem as falanges distais dos dedos
devido a nao percepgao da dor ao longo da vida. Outra indiferenga congénita a dor
mas sem a perda dos neurdnios nociceptores foi recentemente observada devido a
mutacdes por perda de fungdo no gene SCN9YA que codifica a subunidade alfa dos
canais de sodio sensiveis a voltagem Na,1.7 (Goldberg et al., 2007).

Todos os sistemas sensoérios devem converter estimulos ambientais em sinais
eletroquimicos. No caso da visdo e olfato, os neurbnios sensoérios primarios
precisam detectar somente um tipo de estimulo (luz ou odores quimicos,
respectivamente) e para isso usam mecanismos bioquimicos convergentes para
possibilitar essa transmisséo (Figura 3). Nesse contexto a nocicepg¢ao € unica, visto
que os neurbnios sensorios tem uma habilidade peculiar de detectar uma ampla
modalidade de estimulos, tanto de natureza quimica como fisica. Os nociceptores
precisam, portanto, ser equipados com um repertério diverso de sistemas
transdutores (Figura 3). Os nociceptores também s&o unicos na capacidade e na
extensdo de suas propriedades receptivas as quais podem ser moduladas. Assim,

nociceptores ndo apenas sinalizam uma dor aguda, mas também contribuem em
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condicdes de dores patologicas persistentes que ocorrem diante de diversos tipos de
danos, levando por exemplo a alodinia, situagao na qual a dor € produzida por um
estimulo in6cuo (Basbaum and Woolf, 1999).

Diferentemente da visdo, olfato ou tato, terminais nervosos sensérios que
detectam estimulos dolorosos ndo sao localizados em estruturas anatdbmicas
particulares, ao contrario, sdo dispersas por todo o corpo, inervando a pele,
musculos, articulagbes e também o6rgdos internos. Um dos principais focos das
pesquisas correntes sobre os nociceptores € elucidar as fungdes de marcadores-
chave de superficie celular e também em atribuir fungdes fisiolégicas a sub-
populagdes molecularmente definidas de neurénios sensérios (Basbaum and Woolf,
1999; Julius and Basbaum, 2001).
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Figura 3 Nociceptores sdo polimodais. (A) Luz ou substancias odoriferas sao
detectadas por vias convergentes nas quais receptores acoplados a proteina G
modulam a produgdo de segundos mensageiros nucleotidicos ciclicos, os quais
alteram entdo a excitabilidade de neurdnios sensorios por regularem a atividade de
canais cationicos. (B) Ao contrario, os nociceptores usam diferentes mecanismos de
transducdo de sinal para detectar estimulos fisicos e quimicos. Estudos recentes
sugerem que membros da familia dos canais TRP detectam o calor néxico enquanto
que TRPM8 e TRPA1 sao transdutores moleculares do frio ndxico. Substancias
quimicas noxicas como capsaicina ou acido (protons extracelulares) podem ser
detectadas por um transdutor comum (TRPV1). Ao mesmo tempo, um unico tipo de
estimulo pode interagir com multiplos tipos de detectores, por exemplo prétons que
ativam nao somente TRPV1 mas também ASICs, um tipo de receptor-canal iénico

sensivel a acido (adaptado de Julius e Basbaum, 2001).



1.4 Canais idnicos e nocicepgao

Uma vez que estimulos térmicos, mecanicos e quimicos sédo detectados por
aferentes primarios, o evento excitatorio deve iniciar um potencial de agao que ira
culminar com a liberacdo de neurotransmissor. E ai que canais para sédio, célcio e
potassio, sensiveis a voltagem, exercem suas contribui¢des. Alguns subtipos de
canais ibnicos sensiveis a voltagem medeiam fungdes distintas ou sdo enriquecidos
em neurbnios somatosensoérios comparados a outras regides do sistema nervoso
(McCleskey and Gold, 1999).

A ativacdo desses canais em neurdnios sensorios € critica para a geragéo
dos sinais nociceptivos. Os principais canais responsaveis pelas correntes idnicas
de entrada nas membranas dos nociceptores sao os canais de sodio sensiveis a
voltagem e canais de calcio sensiveis a voltagem enquanto que as correntes de
saida sdo mediadas principalmente por ions potassio. Além disso a ativagdo de
canais de cation ndo-seletivos também é responsavel pela excitacdo em neurbnios
sensorios (Lee et al.,, 2005). Assim, a excitabilidade dos neurbnios pode ser

controlada e regulada pela expressao e modulagao desses canais (Figura 4).

L Calor Calor brando
Cap "“g:;;f Chogue oemotico
Acido ‘ s-—i 'H Calor brando
TRPV2 TRPV3
Mentol TRPV1 TRPV4 -
Frio Canal de Na
TRPMS D_
Oleo de mostards TRPA1

Receptor SHT3 Canal de K

ASIC Receptor P2X

) 2+ .
Serotoning Canal de Ca sensivel a
H voltagem

Acido ATP

Figura 4 Canais ibnicos expressos em neurbnios sensorios presumivelmente

implicados na nocicepgéao (Lee et al., 2005)
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Os canais de sodio sao responsaveis pela despolarizagcao rapida no potencial
de agdo. Ha evidéncias que alguns canais de sodio estdo relacionados com a dor
neuropatica. A analises dos niveis de mRNA de subtipos de canais de sodio em
DRGs revelam que os niveis de canais Nav1.3 estdo aumentados apds dano na
medula espinhal (Kim et al., 2002). Além do mais, a expressdo do canal de Na*
resitente a tetrodotoxina Na,1.8 esta subregulada em neurdnios sensorios apos
dano no nervo, enquanto estado regulados para cima em neurdnios ndo-danificados
mas sensibilizados (Novakovic et al., 1998). Esses dados sugerem que alguns tipos
de canais de Na+ estdo envolvidos na geracéo e manutencgao da dor neuropatica.

Os canais de calcio sensiveis a voltagem (CCSV) exercem seu papel na
transdugdo senséria ao aumentarem a concentragdo de Ca®" intracelular em
resposta a despolarizacdo. Em neurbnios sensoérios, neurotransmissores
nociceptivos como glutamato, substancia P e CGRP sao liberados apés ativagao de
canais de Ca®* tipo L, N e P/Q (Takahashi and Momiyama, 1993; Gruner and Silva,
1994; Evans et al.,, 1996). A subunidade a1 (formadora do poro do canal) € a
principal determinante da classificagdo dos CCSVs. Dez diferentes subunidades a1
ja foram descobertas e classificadas como L (Cav1.1, Cav1.2, Cav1.3 e Cav1.4),
P/Q (Cav2.1), N (Cav2.2), R (Cav2.3), e T (Cav3.1, Cav3.2 e Cav3.3) (Miller, 2001).
Em neurdnios sensorios, canais de Ca®" tipo-L parecem estar envolvidos na
nocicepgao ja que a nifedipina, um bloqueador tipo-L, inibe a liberacdo de substancia
P induzida por inflamacgao (Vedder and Otten, 1991).

A diversidade dos canais de calcio € importante no campo da dor uma vez
que canais tipo-N sdo criticos para a neurotransmissdo em neurdnios sensorios
(Meir et al.,, 1999). Canais tipo-N medeiam as correntes de calcio em neurdnios
sensorios e seu bloqueio elimina virtualmente toda neurotransmissdo nesses
neurénios (Gruner and Silva, 1994). Outros achados que também contribuem para
mostrar a importancia dos canais tipo-N na nocicepg¢ado, mostram que esses canais
sao proporcionalmente mais expressos em neurbnios sensoérios pequenos do que
em grandes (Cardenas et al., 1995).

Outra importante classe de canais iGnicos relacionados a transducéao de sinais
nociceptivos sado o0s canais catibnicos ndo-seletivos TRP. Os canais TRP,
inicialmente identificados pelo seu papel na fototransdugdo em Drosophila,

constituem uma grande familia e que exerce ampla variedade de fungdes
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fisiolégicas. A maioria dos canais TRP s&o canais catidnicos nao-seletivos mas com
permeabilidade varidvel ao Ca**. Em humanos, ja foram identificados 28 diferentes
genes TRP e agrupados em 6 familias: TRPC, receptores vanildides relacionados a
TRP (TRPV), TRPs relacionados a melastatina, mucolipinas (TRPML), as policistinas
(TRPP) e canais relacionados a proteina transmembrana anquirina (TRPA)
(Gudermann and Flockerzi, 2005). Canais TRP tem sido encontrados em varios tipos
celulares, incluindo neurénios sensorios. Esses canais tem um importante papel na
transmissao da sensacgao ja que eles servem de sensores moleculares que detectam
uma variedade de estimulos como tato, cheiros, audicdo, mecanossensacao,
termosensacgao e dor (Scott and Zuker, 1998; Minke and Cook, 2002).

1.5 Canais i6nicos como alvos de novas substancias analgésicas

O processamento e a propagacgao dos sinais dolorosos s&o dependentes e
modulados por uma variedade de canais idnicos e receptores, dentre estes merece
destaque os canais de calcio sensiveis a voltagem (CCSV) (Julius and Basbaum,
2001). Canais de calcio ativados por alta voltagem do tipo-N sado altamente
expressos em terminais nervosos pressinapticos onde eles se abrem em resposta a
potenciais de acdo e assim medeiam a entrada de calcio na sinapse. Isso entao
dispara a liberacado de vesiculas sinapticas culminando com a ativagao de neurénios
espinotalamicos. Um fato critico do papel de canais tipo-N nas vias da dor é que
camundongos knockout para canais tipo-N mostram limiares mais elevados para a
percepgao da dor (Saegusa et al., 2000). Além disso a ziconotida, um bloqueador de
canal tipo-N, mostra eficacia clinica comprovada contra dor quando administrado via
intratecal (Staats et al., 2004). Assim, canais tipo-N sdo considerados como alvos
primarios para o desenvolvimento de novos analgésicos.

Ja é bem estabelecido que a injecao intratecal de peptideos bloqueadores de
CCSV tipo-N medeia respostas analgésicas comportamentais tanto em ratos como
em humanos (Staats et al., 2004; Vieira et al., 2005). Desta feita, a ziconotida
(derivado sintético da w-conotoxina MVIIA — Figura 5) é usado clinicamente no
tratamento da dor do cancer, entretanto, seu uso tem sido associado a varios efeitos
colaterais incluindo descoordenagao motora, hipotensao e perda de meméria (Staats

et al., 2004). A razdo para esses efeitos pode incluir acbes nao seletivas da
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ziconotida em alvos além dos canais tipo-N, ou talvez reagdes imunes aos peptideos
injetados, contudo, os mecanismos precisos ainda sao incertos. Logo, a busca por
inibidores peptidicos com janela terapéutica mais ampla continua.

A aprovagao da forma sintética da w-conotoxina MVIIA pelo FDA ofereceu
dessa forma esperanca para varias conotoxinas que estdo sob constante

investigacao para seus potenciais terapéuticos e possivelmente uso clinico.
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Figura 5 (a): Sequéncia de aminoacidos do peptideo w-conotoxina MVIIA
(Ziconotida/Prialt/Elan pharmaceuticals). (b) Estrutura tridimensional da w-
conotoxina MVIIA. (c) Caramujo marinho Conus magus. A w-conotoxina MVIIA é um
polipeptideos catiénico e contém uma sequéncia linear composta de 25 aminoacidos
contendo 6 residuos cisteina ligados por 3 pontes dissulfeto que estabilizam sua
estrutura tridimensional. Em dezembro de 2004 a Elan recebeu aprovagao do FDA
para a ziconotida (em formulag&o de injegao intratecal). Adaptado de (Molinski et al.,
2009).

13



Outra classe de receptores tipo canal idnico que tém despertado interesse
dos pesquisadores como alvos na busca de novas substancias analgésicas sao os
receptores TRPV. Embora a ativacdo de receptores TRP por exemplo da classe
TRPV1 medeiam informagdes algésicas, o uso de capsaicina na forma creme tem
sido descrito como eficaz em certas condigcdes clinicas, por exemplo osteoartrite,
neuropatia diabética e até psoriase (Zhang and Li Wan Po, 1994). Esse uso se
justifica ja que a ativagdo persistente de TRPV1 causa dessensibilizagdo dos
receptores e os terminais aferentes tornam-se silenciados ou ‘quimicamente
denervados’. Por outro lado, dada a limitagdo de op¢des de formulagao de agonistas
TRPV1, vem sendo adotada a busca de antagonistas TRPV1 como estratégia
desenvolvimento de novos farmacos analgésicos. Nesse contexo, Niiyama e
colaboradores (2009) avaliaram o efeito do SB366791, um potente e seletivo
antagonista de receptores TRPV1 num modelo animal de dor induzida por cancer de
medula 6ssea. Como resultado, Niiyama et al. mostraram que o SB366791 foi eficaz
nao apenas em inibir a nocicepcdo como também foi mais potente que a morfina,
além de potencializar o efeito antinociceptivo da morfina quando administrados em
conjunto (Niiyama et al., 2009). Outras substancias sintéticas antagonistas TRPV1
vem sendo desenvolvidas e testadas em diferentes modelos de dor, algumas ja se
encontram em testes clinicos avancados. O SB-705498 foi efetivo contra a dor
térmica induzida por irradiagdo UVB e na hiperalgesia induzida por capsaicina em
humanos (Chizh et al., 2007). J& ha estudos clinicos em fase Il com esse
antagonista sendo testado contra enxaqueca, dor dentaria e sindrome do intestino
irritavel. Existem hoje, portanto, dados suficientes que sugerem que os antagonistas
TRPV1, assim com antagonistas de canais de calcio tipo-N, tem um futuro promissor

no tratamento da dor clinica.
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1.6 Splicing alternativo de canais de calcio tipo-N e nocicepg¢ao

A maioria dos genes em células eucaritticas consistem de varias sequéncias
codificadoras descontinuas (éxons), separadas por sequéncias nao codificadoras
(introns). O passo inicial da transcricao envolve a producao do pré-RNA mensageiro,
0 qual representa a cdpia do gene e que contém éxons e introns. Esse pré-RNA
mensageiro passa por varias formas de processamento que inclui um passo
chamado splicing. introns sdo removidos e éxons sdo ligados para formar RNA
mensageiro. Certos éxons sao presentes em todo o RNA mensageiro, transcrito de
um gene especifico (éxons invariantes ou constitutivos). Outros éxons s&o
expressos somente num conjunto de RNA’s mensageiros quando transcritos de um
gene especifico (éxons alternativos) (Figura 6). O splicing alternativo € o processo
que determina se um éxon especifico € incluido ou excluido. Splicing alternativo é
regulado por um numero de fatores que definem a posi¢cao precisa do éxon no RNA
mensageiro, dependendo do tipo celular, do estagio de desenvolvimento e da
atividade celular (Lipscombe, 2005).

Pelo menos 75% dos genes multi-exons do genoma humano estédo sujeitos a
sofrerem splicing alternativo (Johnson et al., 2003). Alguns genes podem gerar
centenas de milhares de proteinas funcionalmente distintas o que expande
potencialmente o proteoma, gerando um espectro de atividades proteicas (Figura 6).
No sistema nervoso central, splicing € um mecanismo critico para expandir o nivel
de diversidade proteica de um conjunto de genes. Por exemplo em Drosophila, o
éxon 6 do gene da proteina de adeséo celular DSCAM, pode ser codificado por
qualquer um dos 48 éxons alternativos (mutuamente exlcusivos) controlando assim
o processo de migragcao neuronal durante o desenvolvimento (Schmucker et al.,
2000). Um exemplo notavel da importancia da edigdo do RNA é o receptor AMPA de
glutamato. Nesse receptor, um unico sitio de splicing modifica a permeabilidade do
poro do canal ao calcio (Sommer et al., 1991) e altera, dessa forma, o papel desses
canais na formagao da memaria. Outro exemplo € o splicing alternativo do gene slo,
que codifica canais de potassio ativados por calcio (correntes BK) nas células
ciliadas da orelha interna. O splicing alternativo dos transcritos slo afetam a cinética
de canais BK e a sensibilidade ao calcio. A nivel celular, isso altera a taxa de

repolarizacao das células da orelha interna e dessa forma, afeta também a
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frequéncia na qual a membrana consegue despolarizar (Navaratnam et al., 1997;
Black, 1998). Existem, entretanto, apenas poucos exemplos em que a significancia
biolégica do splicing alternativo é claramente demonstrada. Similarmente, muito
pouco se sabe sobre os fatores que controlam o splicing alternativo de maneira
tecido-especifica ou dependente da fase de desenvolvimento, nos neurbnios.
Estudos pioneiros sobre a identificagao e elucidagao funcional de splicing alternativo
em canais de calcio tipo-N foram e vem sendo conduzidos pelo grupo da Dra.
Lipscombe e vem revelando dados importantes sobre o papel dos canais tipo-N no
controle e processamento da dor.

O gene humano dos canais Cav2.2 (Tipo-N) contém varios sitios de splicing
alternativo que sado regulados diferencialmente no SNC e que modificam as
propriedades do canal (Lipscombe et al., 2002; Lipscombe, 2005; Castiglioni et al.,
2006). Existe, na regiao codificadora da parte C-terminal do canal, um par de éxons
mutuamente exclusivos, 37a e 37b, que diferem em 14 dos 32 aminoacidos que
esses éxons codificam. O gene Ca,2.2 contendo o éxon 37a €& expresso
predominantemente em neurbnios dos ganglios da raiz dorsal e em niveis menores
em outras regides do cérebro. Ja 37b é expresso de maneira mais ubiqua por todo o
sistema nervoso (Bell et al., 2004). Esses dados e estudos posteriores revelaram
funcdes bem interessantes sobre esses dois éxons. Os éxons 37a e 37b possuem
funcdes distintas no controle da nocicepcéo. Altier e cols. (2007) usando RNA de
interferéncia especifico para uma das isoformas de splicing, concluiram que apenas
canais tipo-N contendo a variante 37a mas néao 37b parecem mediar a transmissao
da nocicepgao térmica tanto em condigbes basais (sem dano tecidual) como
também em modelo de dor inflamatdria ou neuropatica (Altier et al., 2007). Ao nivel
molecular, a presenca de 37a torna os canais tipo-N susceptiveis a uma forma de
inibicdo, mediada por proteina G, que é independente da intensidade do estimulo
(Raingo et al., 2007). Além disso, a inclusdo do éxon 37a modifica a cinética de
ativacdo desses canais gerando maiores densidades de corrente de Ca®*
comparado a canais que expressam o éxon 37b (Castiglioni et al., 2006).
Coletivamente, esses achados fornecem importantes dicas sobre os mecanismos
celulares que controlam a atividade de canais tipo-N na nocicepgao e indicam que
uma subpopulacdo de nociceptores expressam uma forma de canais tipo-N que é

mais sensivel a inibicdo por neurotransmissores e hormoénios.
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Nao ha qualquer informacgao, entretanto, se essas isoformas de canais tipo-N
codificadas por diferentes variantes de splicing alternativo, possuem identidades
farmacoldgicas distintas, ou seja, ndo é sabido se bloqueadores modulam
diferencialmente a funcdo desses canais. A no¢ao de que canais tipo-N contendo o
exon 37a paregcam ser criticos para a transmissao dos sinais da dor a nivel espinhal,
aliada ao fato dessa isoforma apresentar distribuicdo reduzida em outras regides
cerebrais (Castiglioni et al., 2006) levam a crer numa nova oportunidade para o
desenvolvimento de moléculuas bloqueadoras de canais tipo-N que

preferencialmente bloqueiam a isoforma que contenha o splicing exon 37a.
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Figura 6 Splicing alternativo da regido C-terminal do canal tipo N. (A) Splicing alternativo
gera um espectro de atividades de proteinas. Na ilustragdo, a atividade de proteina é
representada como cor. O splicing alternativo aumenta substancialmente o numero de
diferentes atividades que podem ser geradas de um determinado conjuto génico (esquerdo
comparado a direita). A fronteira estreita da atividade codificada por diferentes genes é
convertida em transicdes graduais na presenca de splicing alternativo. (B) Exons podem ser
incluidos ou excluidos (esq.) ou uma séria de éxons homodlogos podem ser mutuamente
exclusivos, onde somente um sera selecionado e incluso no RNA mensageiro processado
por splicing (direita). (C) Exons 37a e 37b sé&o localizados adjacentes ao IVS6 da regigo C-
terminal do Cav2.2. (D) RNA mensageiro de Cav2.2 contém tanto 37a e 37b. (E) Exons 37a

e 37b diferem em 14 aminoacidos.
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1.7 Phoneutria nigriventer

Aranhas do género Phoneutria, familia Ctenidae, sdo amplamente distribuidas
em regides quentes da América do Sul. Varias espécies sao descritas mas a P.
nigriventer € a mais encontrada nas regides centro e sul do Brasil. Essa espécie é
frequentemente envolvida em acidentes com picadas de aranha, em humanos. A
Phoneutria nigriventer € uma aranha extremamente agressiva, de habitos noturnos,
sendo predadora natural de uma variedade de insetos, outras aranhas, pequenos
roedores, etc. Essa aranha nao constrdi teia e o seu sucesso como predadora
depende, em grande parte, da diversidade e poténcia das toxinas presentes no seu
veneno (Rezende Junior et al., 1991; Gomez et al., 2002). Seu nome popular,
Armadeira, advém da postura corporal que a aranha assume quando se sente
ameacgada ou antes de atacar a presa, quando ela mantém erguidos os 2 dois pares
de patas dianteiras (Figura 7).

A picada da Phoneutria nigriventer causa dor severa e irradiante e varios
sintomas toxicos incluindo espamos, tremores, convulsbes tdnicas, paralisia
espastica, priaprismo, cialorréia, disritmia, disturbios visuais e sudorese fria
(revisado por Lucas, 1988). Esses sintomas sdo usualmente mais severos em
criangas e, se nao tratados, podem levar a morte. Baseado nos sintomas
observados em humanos e nos resultados de inje¢des intracérebro-ventriculares em
animais experimentais, viu-se que o0 veneno da Phoneutria €, sobretudo,
neurotdxico.

Parte do efeito neurotdxico do veneno esta relacionado a sua acao sobre
canais de Na* sensiveis a voltagem (Araujo et al., 1993; Romano-Silva et al., 1993).
Entretanto, outras atividades farmacolégicas, relacionadas a agdo em canais idnicos,
podem ser encontradas em todo o veneno. Essa observacido pode ser mais
facilmente comprovada pelo fracionamento do veneno, em que se separa as fracoes

com agobes farmacoldgicas distintas.
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Figura 7 Aranha Phoneutria nigriventer

1.8 Farmacologia das toxinas purificadas do veneno da Phoneutria nigriventer

Rezende Junior e cols. (1991) propuseram um método para o fracionamento
do veneno da Phoneutria nigriventer, através do qual o veneno é processado por
uma combinacdo de filtracdo em gel e HPLC gerando 3 fragdes neurotdxicas
distintas (PhTx1 a PhTx3).

Em ratos, a fragdo PhTx1 apds injecao intracerebro-ventricular causa
elevacdo da cauda, excitacdo e paralisia espastica das extremidades posteriores
(Rezende Junior et al., 1991). Apesar da PhTx1 ndo causar despolarizagdo nem
hiperpolarizagédo no nervo vago, ela ainda é téxica a um numero restrito de fibras
musculares e estruturas nervosas (Mattiello-Sverzut et al., 1998). A fracdo PhTx2
produz sinais excitatérios em ratos apds injecédo intracerebroventricular, incluindo
salivacao, lacrimagao, priaprismo, convulsdes e paralisia espastica dos membros
inferiores e posteriores, além de contragao do ileo em porquinho da india (Rezende
Junior et al.,, 1991). A fragdo PhTx2 é a principal responsavel pela agao celular
excitatoria do veneno, ela parece bloquear o fechamento de canais de Na* porém
sem causar despolarizagao significante da membrana (Araujo et al., 1993). Além do
mais, a PhTx2 aumenta o influxo de sddio em sinaptosomas cérebro corticais,
induzindo despolarizagdo da membrana, influxo de calcio e liberagao de glutamato

de uma maneira sensivel a TTX (Romano-Silva et al., 1993).
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A outra fragao téxica, PhTx3, administrada i.c.v. em ratos causou paralisia
flacida (Rezende Junior et al.,, 1991), possivelmente em consequéncia da acéao
inibitoria sobre a liberagdo de neurotransmissores (Gomez et al., 1995; Prado et al.,
1996). Seis diferentes toxinas (Tx3-1 a Tx3-6) foram purificadas a partir da fragéo
PhTx3 (Cordeiro et al., 1993) e pelo menos 3 delas (Tx3-3, Tx3-4 e Tx3-6)
bloquearam o influxo de Ca®* induzido por KCI, em terminais nervosos (Prado et al.,
1996; Guatimosim et al., 1997; Miranda et al., 1998), sugerindo que essas toxinas
bloqueiam canais de Ca®* e s#o, portanto, novas w-conotoxinas. Além das que
interagem com canais de Na* e Ca®*, uma das toxinas da Phoneutria, a toxina
PhTx3-1 é uma bloqueadora potente e seletiva de canais de K* Tipo-A, aumentando
a frequéncia de oscilacdes de Ca®* em células GH3 (Kushmerick et al., 1999). Outra
toxina, a toxina PhTx3-2, é capaz de bloquear, ainda que parcialmente, canais de
Ca?* Tipo-L (Miranda et al., 1998).

Das toxinas bloqueadoras de canais de Ca2+, isoladas do pool PhTx3, a toxina
PhTx3-3 foi uma das primeiras a ser estudada. Dados farmacoldgicos iniciais
sugeriram que essa toxina inibe a liberagdo de aceltilcolina em fatias de cortex e em
neurdnios do plexo mientérico, mas essa acdo nao possuia um efeito aditivo com a
w-agatoxina IVA na liberagdo de ACh (Gomez et al., 1995). Além disso a PhTx3-3 é
uma bloqueadora eficaz da liberagdo de glutamato (Prado et al., 1996). Através do
uso dos marcadores fluorescentes Fura2-AM e FM1-43 em sinaptosomas cérebro-
corticais, para monitorar medidas de Ca®' interno e de liberagcdo de vesiculas,
respectivamente, foi observado que a PhTx3-3 inibe com alta poténcia (ICsy 0,9nM)
canais de Ca** que regulam a entrada de Ca®* em sinaptosomas e também bloqueia
a exocitose de vesiculas sinapticas, sendo que esse efeito se da em canais de Ca®*
que também s&o inibidos pela w-agatoxina IVA (Guatimosim et al., 1997).

A Toxina PhTx3-4 (também conhecida por outros autores como w-
Phonetoxina IlA e por PF3) junto com a PhTx3-3 € a mais toxica dentre aquelas do
pool PhTx3 e quando injetada i.c.v. em ratos (5ug/Kg rato) causa paralisia flacida
geral seguida de morte em 10-30 min (Cordeiro et al., 1993). Em sinaptosomas
cérebro-corticais a Tx3-4 bloqueou o influxo de *°Ca** radioativo, estimulado por
tityustoxina (Miranda et al., 1998). Em células B-pancreaticas (canais Tipo-L), o

bloqueio exercido pela toxina foi 40 vezes menos potente (Cassola et al., 1998).
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Ensaios com linhagens celulares expressando canais de calcio recombinantes
(P/Q, N e R) mostraram que correntes de Ca®* geradas por canais tipo P/Q e N s&o
bloqueadas pela PhTx3-4 de maneira quase que irreversivel, enquanto que
correntes Tipo-R sdo parcialmente bloqueadas e de forma reversivel pela mesma
toxina. Além disso, a PhTx3-4 se liga a sinaptosomas cerebrais em multiplos sitios
de ligagao ja que a w-conotoxina GVIA e w-conotoxina MVIIC foram capazes de
deslocar a '®I-PhTx3-4 do seu sitio de ligagdo (Dos Santos et al., 2002). Em
experimento feito com jun¢cdo neuromuscular de ra, Troncone e cols (2003)
mostraram que de fato a PhTx3-4 se liga aos canais Tipo-N em um sitio distinto
daquele ao qual se liga a w-conotoxina GVIA e mostraram também que esse
bloqueio & irreversivel quando o meio contém baixa concentragdo de Ca** (0,5mM),
mas reversivel quando a toxina é lavada em presenca de alta concentracdo de Ca**
(1,5mM).

Na liberacdo de neurotransmissores, a PhTx3-4 bloqueia tanto a liberagao de
glutamato Ca?* dependente como Ca®" independente, um efeito que nunca havia
sido descrito para uma neurotoxina peptidica. Uma hipotese que explicaria esse
efeito seria a de que a PhTx3-4 bloquearia transportadores de glutamato, além de
CCSV's. De fato essa hipotese foi confirmada quando mostrou-se que a PhTx3-4
bloqueia a captacdo de L-[*H]glutamato em sinaptosomas (Reis et al., 1999). Esses
dados sugerem também que a inabilidade das w-conotoxinas GVIA e MVIIC em
deslocar completamente a PhTx3-4, sugerida por Dos Santos e cols (2002), se dé
em razao da agao da PhTx3-4 sobre proteinas transportadoras de glutamato.

Para avaliar se o efeito inibitorio da PhTx3-4 era associado a inibicdo da
exocitose de vesiculas sinapticas, De Castro Junior e cols (2008) mostraram que a
PhTx3-4 inibe, em sinaptosomas cérebro-corticais de ratos, o influxo de calcio
associado a exocitose de vesiculas sinapticas. Essa inibicado esta associada ao
bloqueio de correntes de calcio tipo-N, ja que a PhTx3-4 nao teve efeito aditivo como
a GVIA, uma toxina bloqueadora Tipo-N (de Castro Junior et al., 2008). Em vista de
sua agao bloqueadora da liberagao de glutamato e do influxo de calcio em terminais
nervosos centrais, dois eventos diretamente ligados ao mecanismo de
excitotoxicidade e que causam morte celular num acidente isquémico, Pinheiro e
cols (2009) mostraram que a PhTx3-4 bem como a PhTx3-3 foram capazes de

reduzir a morte neuronal na regidao CA1 de fatias de hipocampo submetidas a
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processo isquémico, sugerindo que a PhTx3-3 e PhTx3-4 possuem acgao
neuroprotetora em modelo de isquemia cerebral in vitro (Pinheiro et al., 2009).
Mesmo diante dos relatos existentes que tentam explicar o efeito da PhTx3-4,
0 mecanismo de agao exato desse peptideo ainda é intrigante e complexo. Apesar
da PhTx3-4 bloquear o influxo de *°Ca?* em sinaptosomas (Miranda et al., 1998),
ainda ndo é claro como esse influxo é acoplado a canais de Ca** que disparam a
exocitose e que seriam abertos por potenciais de agdo. Como os canais de Ca** sdo
considerados alvos em potencial direcionados para a terapéutica de varios disturbios
neuropatologicos, o estudo da farmacologia toxina-canal da PhTx3-4 é de extrema

importancia tanto para perspectivas clinicas, como também cientificas.

1.9 Efeito antinociceptivo das w-phonetoxinas

Procurando avaliar o papel da toxina Pha1 (também chamada de PhTx3-6),
obtida do pool PhTx3 do veneno da P. nigriventer, na liberagdo de glutamato em
sinaptosomas de cortex cerebral, Vieira e cols (2003), mostraram que esse peptideo
€ um potente bloqueador (Ic50 74nM) da liberagdo de glutamato dependente de
calcio (Vieira et al., 2003). Pouco mais tarde, avaliando o efeito da Pha1f3 sobre
correntes de calcio em sistemas de expressao heteréloga de canais de calcio, Vieira
e cols (2005) mostraram que a Pha1p inibe correntes de célcio com maior eficacia e

maior especificidade sobre correntes tipo-N (Vieira et al., 2005) (Tabela 1).
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Tabela 1 Acdo da Pha1B sobre CCSV'’s. Efeito inibitério da Pha13 sobre correntes
de calcio em células Hek293 transfectadas com as diferentes subunidades

codificadoras dos canais de calcio sensiveis a voltagem.

Subunidade Tipo do Poténcia de Inibicdo
formadora do canal inibicdo (ICsp) méaxima (%)
poro
Ca2.2 N 122 nM >95%
Ca2.3 R 136 nM 80%
Ca2.1 P/Q 263 nM 62%
Ca1.1 L 607 nM 70%

Adaptado de Veira e cols. (2005)

Juntos esses dados levantaram a seguinte hipdtese: se a Phal1p ao atuar
predominantemente em canais tipo-N e se esses canais sdo concentrados em
sinapses das vias sensorias nociceptivas, entao a referida toxina poderia agir como
uma toxina analgésica. De fato, a Pha1f quando administrada via intratecal foi
capaz de inibir comportamentos nociceptivos em modelo de dor aguda térmica
(medida pelo teste da chapa quente), quimica (medida através do teste da formalina)
e também em modelo de dor neuropatica em ratos, sem prejudicar de maneira
consideravel fungdes fisiolégicas comandadas por vias eferentes por exemplo a
funcdo locomotora (medido através do teste da atividade locomotora em rota-rod e
no teste do campo aberto) (Souza et al., 2008). Novos experimentos vem sendo
feitos com a Pha1f3 avaliando seu papel em modelo de dor neuropatica e na dor
inflamatadria induzida por Adjuvante Completo de Freud (CFA).

A semelhanca da Pha1PB, a neurotoxina PhTx3-4 vem sendo testada em
modelos animais de nocicepg¢ao. A toxina administrada via intratecal foi capaz de
inibir comportamentos nociceptivos em modelo de dor quimica induzida por
formalina e também em dor espontdnea induzida por agonista de receptor de
glutamato NMDA (Figueira 2009, dados nao publicados).

A despeito da potente agcdo antinociceptiva das toxinas da P. nigriventer,

pouco se sabe sobre os mecanismos pelos quais esses peptideos alteram as
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propriedades eletrofisiolégicas e a sinalizagdo de calcio em nociceptores nativos.
Tampouco € sabido se essas toxinas ligam-se ou bloqueiam canais catidnicos
presentes nos nociceptores como canais de calcio sensiveis a voltagem ou
receptores tipo TRPV1, ou se existem diferencas no perfil da agdo dessas toxinas
sobre a sinalizacdo de calcio em diferentes subpopulacdes de neurdnios sensorios.
O entendimento do mecanismo preciso de acao e dos alvos moleculares dessas
toxinas possibilita o aprimoramento do uso clinico das mesmas além de refina-las
como ferramentas farmacoldgicas no estudo dos mecanismos moleculares dor.
Através do uso de culturas primarias de DRGs, ferramentas para analise de
imagens dos niveis de calcio intracelulares, e de ferramentas eletrofisioldgicas,
serdo visadas com a realizagdo desse trabalho, as respostas para algumas das

perguntas anteriormente levantadas.
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2 OBJETIVO
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2.1 Objetivo geral

Estudar o mecanismo de agdo das w-toxinas obtidas do veneno da
Phoneutria nigriventer sobre a sinalizagdo de calcio em modelos celulares

relacionados a via nociceptiva.

2.2 Objetivos especificos

- Investigar o efeito das w-toxinas obtidas do pool Tx3 do veneno da P.

2+]i

nigriventer no aumento da [Ca“’]; disparado por KCl em DRGs.

- Investigar o efeito das w-toxinas obtidas do “pool” Tx3 do veneno da P.

2+]i

nigriventer no aumento da [Ca“’]; disparado por capsaicina em DRGs.

- Avaliar o efeito da Pha1B sobre o aumento da [Ca?*]; induzido por capsaicina

em DRGs de animais tratados com Adjuvante Completo de Freund (CFA).

2+]i

- Avaliar o efeito das w-phonetoxinas sobre o aumento da [Ca“’]; induzido por

capsaicina em células HEK293 transfectadas com o receptor vaniléide-1.

- Avaliar o efeito das toxinas Pha13 e Tx3-4 sobre correntes de calcio tipo-N

codificadas pelas variantes de splicing alternativo 37a e 37b da subunidade C,,2.2.
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3 MATERIAIS E METODOS
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3.1 Toxinas e Drogas

As toxinas da fragdo Tx3 da aranha Phoneutria nigriventer foram purificadas e
suas sequéncias de aminoacidos determinadas nos laboratérios da FUNED em
colaboracdo com a Dra. Marta N. Cordeiro. Os peptideos eram purificados por uma
combinagao de filtracdo em gel, fase reversa e troca ibnica em HPLC tal como
descrito previamente (Cordeiro Mdo et al., 1993). A w-Conotoxina MVIIA foi obtida
da Latoxan (Valence, Franga). Cloreto de cadmio da Sigma (EUA). As solugdes
estoque das drogas eram preparadas em tubos plasticos (eppendorf) siliconizados,
mantidas a -20°C e diluidas para a concentragdo desejada imediatamente antes do
uso. SB-366791 (N-3-metoxifenil-4-clorocinamida), Sigma, MO, EUA, foi dissolvido
em etanol absoluto. Capsazepina, Calbiochem, EUA, foi dissolvida em DMSO.
Capsaicina (8-methyl N-vanilil-6-noneamida, Sigma, EUA) foi dissolvida em Tween
80 (10%), etanol (10%) e PBS q.s.p..

3.2 Animais

Foram usados ratos wistar machos (180-200g) cuidados a temperatura
controlada (22%2°C) tratados sob ciclo 14/10h luz/noite, alimentagdo e agua livre,
fornecidos pelo CEBIO-ICB/UFMG. Para cada experimento, foi utilizado 1 (um)
animal para a extracdo dos ganglios. Os experimentos realizados nesse estudo
foram realizados de acordo com as regras para experimentagdo animal e com

aprovacao do comité ético local.

3.3 Cultura de neurdonios de DRGs

A preparacdo e manutencao da cultura de neurbnios foi feita como descrito

anteriormente (Eckert et al., 1997) com pequenas modificagdes.

3.3.1 Solugoes
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As seguintes solugdes foram usadas na dissociacédo e cultura dos nerénios
dos ganglios da raiz dorsal. Para dissecacdo e dissociacdo: KRH sem Ca?/Mg®*
(NaCl 140mM, KCI 2,5mM, Hepes 10mM). Solugédo de papaina (sigma): 1,0 mg/mL
em KRH sem CazJ'/Mg2+ acrescido de poucos cristais de I-cisteina para ativagao da
papaina. Solucdo de colagenase: 2.5 mg/mL em KRH sem Ca?/Mg®*. Tanto a
papaina quanto colagenase eram aliquotadas na forma de p6 e apenas no momento
do experimento eram diluidas com KRH sem Ca**/Mg?".

Para conservacéo das células em cultura: DMEM (Gibco) suplementado com
SFB (Gibco) 10% e penicilina/streptomicina 1% e NGF 50 ng/mL (sigma). Para
experimento no sistema de perfusdao: KRH completo (NaCl 124 mM, KCI 4 mM,
MgS0O4.7H20 1.2 mM, Hepes 25 mM e CaCl,; 1.5 mM) mas variando a composigao
conforme presenga de agonistas (KClI 30mM ou capsaicina) ou bloqueadores
(toxinas) substituidos de maneira equimolar para nao alterar a osmolaridade final da

solugao (~300mOs).

3.3.2 Superficies de cultura

Apos dissociagado células eram plaqueadas em laminulas de vidro circulares
de 45mm para cultura alocadas em placas de cultura de 60mm. As células aderiram
melhor e mostraram processos exuberantes quando essas laminulas eram tratadas
com poli-lisina e laminina. Poli-lisina (sigma) 20ug/ml em KRH sem soro era
adicionado a uma regido de diametro de 1 cm no centro das laminulas, e mantido a
temperatura ambiente por 2hs. Em seguida a poli-lisina era aspirada da laminula e
lavada com agua 2 vezes. Em seguida as placas eram tratadas com solugédo de
laminina (sigma) 20 pug/ml em meio KRH livre de soro, por no minimo 2hs em

seguida a lamina era aspirada.

3.3.3 Dissecacao

Os equipamentos usados foram guilhotina, materiais cirurgicos de dissecagao
estéreis (tesoura ponta romba, tesoura ponta fina, pingas e tesoura conjuntiva

curva). Os animais eram sacrificados por guilhotinamento, e rapidamente a regiao
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dorsal compreendendo segmentos cervical a lombar da coluna vertebral eram
retirados e colocados em solugao

KRH sem Ca*/Mg**. Em seguida a coluna era aberta por dois cortes longitudinais
no lado ventral para expor a medula. Apés retirar a medula as fibras do corno dorsal
eram puxadas, com auxilio da pinga expondo o ganglio que era cortado na outra
extremidade da fibra. Imediatamente os ganglios eram transferidos (em média 20 a

25 ganglios) pra outra placa contendo KRH sem Ca**/Mg**.

3.3.4 Dissociagao

Ganglios eram incubados em banho a 37°C em tubos de poliestireno conicos
(Falcon) de 15 mL contendo 3 mL da solugao de papaina por 20 min., agitando-se
sutimente o tubo a cada 5min. Apds centrifugacdo a 800g por 30 seg. o
sobrenadante era descartado e adicionado sobre o pelet 3 mL da solugdo de
colagenase seguido de nova incubagdo a 37°C/20 min e com agitagbes a cada 5min.
Em seguida os ganglios eram centrifugados (800 g por 1 min.), sobrenadante
descartado e adicionado 3mL do meio de incubacao (DMEM). Nova lavagem com
meio DMEM era feita, centrifugado e o sobrenadante descartado. O volume de meio
usado para resuspender as células era dependente do numero de placas a serem
preparadas. Para preparacdo de 10 placas, era usado volume final de 1mL. O
sobrenadante, com caracteristica turva e com alguns pedacos de tecido era triturado
com pipeta de pasteur com a ponta previamente polida em fogo. Por sucgédo os

ganglios eram dissociados até que ndo se observasse mais pedagos de tecido.

3.3.5 Plaqueamento

O volume final da suspensao por placa depende da densidade de células
desejada. Para os experimentos em microscopia confocal usou-se volume fixo de
100uL de suspensao de células por placa, adicionados na forma de gota bem ao
centro da laminula coincidente a regido de aplicagdo da poli-lisina/laminina. Para
permitir a adesdo celular, as placas eram incubadas (37°C, 5% CO; 100%
humidade) por pelo menos 2hs antes de completar o volume das placas. Apds esse

tempo, meio DMEM + NGF 50ng/mL era adicionado as placas para um volume final
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de 2,5mL e mantidas (37°C, 5% CO,, 100% humidade) por 12-24 hs até o momento

do experimento.

3.4 Inflamacgao crénica induzida por CFA

Para produzir nos animais uma resposta inflamatéria crbonica antes da
extragdo dos ganglios da raiz dorsal, os ratos eram levemente anestesiados com
halotano 2% e recebiam em seguida 150 yL de CFA (1:1 CFA/salina) por via
subcutdnea na superficie plantar da pata traseira direita. 48 horas apds a
administracado de CFA era avaliado o aparecimento de inchaco e rubor na pata além
surgimento de alodinia mecanica que caracterizava a presenga do processo
inflamatdrio. Em seguida os animais eram sacrificados para a retirada dos géanglios
da raiz dorsal (L4, L5 e L6 ipsilateral a administracdo de CFA) e a preparacao da

cultura feita como descrito anteriormente.

3.5 Imagens de calcio em DRGNs
3.5.1 Marcagao com Fluo-4

A marcagcdo com o corante para calcio foi feita seguindo recomedacgdes do
fabricante, resumidamente: Solugéo estoque de fluo-4/AM (molucular probes) era
preparada sempre momentos antes do experimento pela diluicido do conteudo do
tubo com 50uL de DMSO para dar uma concentracao final de 1mM. O meio DMEM
das células era esgotado da placa que era lavada duas vezes com solugdo KRH
contendo Ca** 1mM. Apds adicionar 1,5mL do mesmo KRH, era adicionado 5uL de
de Fluo-4 a placa, para dar uma concentracao final de 3uM. Apds suave agitagao, as
placas eram mantidas (37°C, 5% CO,, 100% humidade) por 30-40 minutos antes da

aquisicdo das imagens.

3.5.2 Imagens de Calcio por microscopia confocal

Os experimentos foram realizados em temperatura ambiente (20-22°C)
baseado em trabalhos prévios (Gomes et al., 2004; Altier et al., 2006). A aquisigao

de imagens foi feita em modo curso-temporal utilizando-se microscépio confocal
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Leica modelo SP5, software Leica LAS e sistema de perfusdo (Bioptechs) para
permitir a perfusdo de solugdes/agonistas/antagonistas durante a aquisicdo de
imagens. A Figura 8 apresenta a montagem do sistema de perfusdo acoplado ao
microscopio confocal. Foi usada objetiva de 20x imersdo em agua. Apdés marcagao
com fluo-4, as laminulas eram lavadas em meio KRH sem fluo-4 e transferida para
um suporte padronizado de perfusdo (Bioptechs) o qual formava um sistema
hermético de aproximadamente 100 yL e com controle preciso da entrada e saida da
solucdo que era perfundida continuamente com fluxo padronizado de 0,6mL/min.
(Figura 8). As imagens das células marcadas com fluo-4 foram obtidas pela
excitacao do fluoréforo com um linha de laser de argbénio a 488nm e a luz emitida
coletada na banda 510-560nm. A coleta de imagens era feita a cada 2s. Durante a
coleta de imagens as células eram desafidas com estimuladores de transiente de
célcio (KCI ou capsaicina) com ou sem a presenca de antagonistas ou toxinas. A
analise de imagens, feita com auxilio do Software LAS (Leica), consistia em delimitar
ROls (regides de interesse) correspondentes aos corpos celulares neuronais para
quantificacdo das variagbes de fluorescéncia nessas regides. As mudancas de
fluorescéncia (F) eram normalizadas pela fluorescéncia inicial (Fo) e foram expressas
como (F/F0) x 100. Os valores de fluorescéncia sdo apresentados como média *
s..em. de células estudadas 2-3 experimentos. Foram consideradas como células
responsivas aos estimulos dados, apenas células cuja fluorescéncia ultrapassava
50% do valor de sua linha de base. Ainda, para ndo subestimar a amplitude dos
picos devido a saturacdo da escala de fluorescéncia, células cujo pico de
fluorescéncia alcangavam a saturagéo (>200.000 a.u.) eram eliminados das analises

de quantificagéo.

3.6 Imagens de calcio em células HEK293VR1

Células HEK293 estavelmente transfectadas com receptor vaniléide 1 foram
gentilmente cedidas pela equipe do Dr. John B. Davis (Harlow, UK), e eram
mantidas, até a realizacdo dos experimentos, a -140°C em nitrogénio liquido. Apds
descongelamento as células foram mantidas em cultura (37°C, 5% CO, e 70% de
umidade) em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1%
penicilina estreptomicina e G418 (Sigma MO, USA) 400ug/mL (Hayes et al., 2000)
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até uma confluéncia de aproximadamente 80%. Em seguida, células eram
enzimaticamente dissociadas da placa usando DMEM contendo 0,25% de
tripsina/TmM EDTA, plaqueadas (15-20% de confluéncia) em laminulas 45 mm pré-
tratadas com poli-lisina, mantidas em recuperagdo (37°C, 5% CO, e 70% de
umidade) por 12 hs. Para os experimentos de imagem de célcio, 0 meio era
substituido por meio KRH contendo Ca** 1 mM (Ver secdo 3.3.1). A marcagdo com
fluo4-AM e o protocolo para aquisigdo de imagens foi feito tal como descrito

anteriormente para os experimentos com DRGNSs (sec¢éo 3.5).
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Figura 8 Sistema de perfusdo acoplado ao microscopio confocal para aquisi¢gdo de
imagens de calcio intracelular. 1 — bomba peristaltica; 2 — Seringas com as solugdes
de perfusao; 3 — Suporte com a camara de perfusdo contendo a laminula com as

células. 4 — Descarte.
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3.7 Expressao transiente de canais Cav2.2 em células TsA201

cDNAs, derivados de ratos, codificadores das isoformas Cav2.2[37a] (Bell et
al., 2004) e Cav2.2[37b], obtidos no laboratério da Dra. Diane Lipscombe (Lin et al.,
1997), juntamente com cDNAs das subunidades Cavf3s, Cavayd4 (Lin et al., 2004) e
cDNA da proteina fluorescente verde aumentada (eGFP; BD Bioscience), foram
transfectados em células TsA201 usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen) tal como
descrito em Thaler et al., (2004) e de acordo com instrugdes do fabricante
(Invitrogen). Para minimizar a variabilidade de eficiéncia de transfeccdo entre
transfeccgdes, eram transfectadas apenas células com 70% de confluéncia na placa,
concentracdo controlada de cDNA e as células eram testadas exatamente 24 hs

apos a transfecgao para realizagao dos registros eletrofisiolégicos.

3.8 Preparacgao de cultura de neuronios DRGs em camundongos bb

Para criar camundongos contendo apenas a isoforma 37b de canais Tipo-N

(camundogos Cacnalb”®®™®

, ho decorrer do texto chamados apenas de bb), a
isoforma 37a foi substituida pela isoforma 37b por procedimentos de engenharia
genética desenvolvidos no laboratério da Dra. Diane Lipscombe. Os procedimentos
de clonagem, obtencdo e genotipagem dos animais mutantes sao descritos
detalhadamente em Andrade et al.,, (2010). Animais bb foram escolhidos em
detrimento de animais aa (camundongos sem a isoforma 37b) para os testes com as
toxinas pois esses ultimos possuem uma taxa mendeliana 50% menor, além de
serem fisiologicamente comprometidos (Andrade et al., 2010). Nao foram
encontradas, até o momento alteragdes fenotipicas distinguiveis entre camundongos
bb e camundongos selvagem. Camundongos jovens (2-3 semanas) dos gendtipos
bb e selvagem foram utilizados para a preparacdo da cultura de DRGs. Apés
sacrificar os animais, os neurdnios dissociados foram obtidos pelo tratamento dos
ganglios em solucdo HBSS (GIBCO) contendo colagenase 1.5mg.mL™ (Sigma) e
tripsina 2.0 mg.mL™ (Sigma) a 37°C por 30 min e entdo triturados com pipeta de
pasteur com a ponta previamente polida em fogo. Em seguida a atividade de
protease foi reduzida pela adigdo de meio DMEM contendo 10% de FBS (GIBCO).
Apoés duas lavagens, os neurdnios foram plagueados em laminulas pré-tratadas (1
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hora) com poli-L-Lisina (Sigma), acrecidos de NGF 1ng.mL™" e incubadas em estufa
a 37°C e 5% de CO; até o momento dos registros, que eram realizados no mesmo

dia da preparacao da cultura.

3.9 Registros eletrofisiolégicos

Foram realizados registros eletrofisiolégicos no modo Whole Cell padrao, tal
como previamente descrito (Thaler et al., 2004; Lin et al., 2004). Os registros foram
feitos a temperatura ambiente. Foi utilizado amplificador Axopatch 200A e software
pCLAMPS8.1 (Molecular Devices). Todos os registros foram realizados em condi¢des
iGnicas idénticas. A solugdo externa continha: CaCl, (1 mM), MgCl, (4 mM), HEPES
(10 mM), TEA-CI (135 mM) e TTX (0,1 uM) e o pH ajustado para 7.2 TEA-OH. A
solucao da pipeta (interna) continha: CsCl (126 mM), Mg-ATP (4 mM), EDTA (1 mM),
EGTA (10 mM) e HEPES (1 OmM). O pH ajustado para 7.2 com CsOH. A resisténcia
dos eletrodos de registro variou entre 3-5 MQ. A resisténcia em série (sempre < 10
MQ) era compensada 70-80% num lag de 7us. As correntes de calcio eram
evocadas por potenciais teste de voltagem com duragdo de 20 ms partindo do
potencial (-80mV, se DRGs ou -100 mV se células TsA201) e aplicados em
intervalos entre 5 a 10s conforme indicado nos resultados. A corrente de vazamento
era subtraida utilizando protocolo P/-4. Os dados eram amostrados a uma
frequéncia de 20KHz e filtrados a 2KHz (-3 dB) usando o software pCLAMPS8.1.
Apoés a obtengado do gigaselo, as células eram ligeiramente elevadas da superficie
da laminula e posicionadas em frente a saida do sistema de microperfusdo (Warner
Instruments) o qual se encontrava dentro da camara de perfusdo. A adigdo de
toxinas as células era feita por esse sistema. As condicbes de registro foram
essencialmente as mesmas para células TsA201 e DRGs. Os resultados sao
apresentados como média * EPM. Comparacéo entre diferencas entre as médias

dos grupos foram feitas por teste T de student ndo pareado.
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4 RESULTADOS
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4.1 Medidas dos niveis de Ca?* em DRGs

Para avaliar o efeito das toxinas sobre os niveis de calcio em DRGs era
necessario padronizar a preparagao da cultura bem como os experimentos em
microscopia confocal e o sistema de perfusdo visto que esses ndo eram
procedimentos de rotina no laboratério. Apds dissociagdo dos géanglios e
plaqueamento, os neurbnios permaneceram viaveis em cultura por até 7 dias.
Contudo com o passar dos dias era nitido a proliferacdo acentuada de células da
glia que tomavam quase a totalidade da area da placa. Assim, as analises de calcio
das culturas eram feitas num periodo de 12-24hs apds a preparagao da cultura
tempo em que a presenca de glia era minima. A populagdo dos neurdnios na cultura
era sempre heterogénea em muitos aspectos. Em relagdo ao diametro dos
neurdnios, pequenos (17+2%), médios (67+5%) e grandes (16+3%); (<15, entre 15 e
30 e >30um de didmetro, respectivamente) (Lu et al., 2006) (Figura 9) e também em
relacdo a viabilidade celular (medida através da responsividade ao KCI). Eram
considerados viaveis os neurdnios que, apos a adicdo de KCI, tinham seus niveis de
fluorescéncia aumentados no minimo 50% acima da linha de base (Figura 10A).
Entre os neurbnios responsivos, a amplitude da resposta também variou
consideravelmente em células de um mesmo campo, sendo observado aumento de
até 10x em relagéo a linha de base em algumas células (Figura 10B e 10C). Para
assegurar que as variagdes de fluorescéncia e portanto os transientes de calcio
observados eram devido a acdo despolarizante do KCI e ndo por ativagao de
mecanoreceptores causada por possiveis alteracbes no fluxo ou na pressao da
perfusdo, foi realizado controle em que era adicionado as células meio KRH normal
disposto num outro recipiente de perfusdo ao invés de KCI. Nessa situagdo nao
foram observadas variagdes significativas de fluorescéncia pela simples alternancia

das solucdes de perfusédo (dados ndo mostrados).
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Figura 9 Neurdnios do ganglio da raiz dorsal marcados com Fluo-4. DRGs de ratos
foram isolados, dissociados e mantidos em cultura por 24hs. (A) Imagem de
neurénios marcados com o biosensor para calcio fluo-4 (excitacao 488 nm e
emissdo 510-550nm). Setas brancas, amarelas e vermelhas indicam neurénios
pequenos, médios e grandes, respectivamente (Lu et al., 2006). (B) Distribuicdo da

populacado de neurdnios de acordo com o didmetro observado.
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Figura 10 Aumento dos niveis de calcio induzido por KCl em DRGs. (A) KCI (30mM) dispara aumento

da fluorescéncia em todo o corpo neuronal que retorna ao nivel proximo do basal algum tempo apés
a lavagem do KCI do meio de perfusdo. Imagens antes (esquerda) durante (meio) e depois (direita)
da adicdo de KCI, os paineis superiores mostram imagem da luz de fluorescéncia, inferiores, luz
transimitida. O grafico a direita mostra a variagdo da fluorescencia da célula em imagem, dada em
unidade arbritaria de fluorescéncia (a.u.) x tempo (s). (B) Imagem pseudocolorida indicando as
respostas de varias células antes (esquerda) e depois (direita) da adi¢do de KCI. Cores mais quentes
indicam maiores niveis de calcio. Setas apontam células responsivas cuja quantificagdo € mostrada
em (C).

41



4.2 Efeito do cadmio sobre aumento dos niveis de calcio em DRGs induzido
por KCI

Para esses testes e os testes seguintes utilizando as toxinas, foi usado um
protocolo de dois estimulos de 15 s com KCI (30 mM) com intervalo de 12 min entre
os 2 estimulos. Apds esse tempo a fluorescéncia retornava a niveis basais e a
aplicagao do 2° estimulo disparava novo aumento da fluorescéncia cuja amplitude
era em média 80% da amplitude do 1° estimulo. (Figura 11A). Bloqueador
inespecifico de CCSV'’s, o ion Cadmio adicionado sob a forma de cloreto de cadmio
100 uM na solugdo KRH logo apds o 1° estimulo inibiu consideravelmente a
resposta das células frente ao segundo estimulo com KCI 30 mM (Figura 11B).
Contudo, foi observado que apds o 1° estimulo a fluorescéncia das células nao
retornava a niveis basais. Quando o cadmio era adicionado as celulas antes do 1°
estimulo o KCI ndo elicitava aumento significativo dos niveis de calcio mas apos
lavagem do cadmio, um novo estimulo com KCI era capaz de disparar aumento dos
niveis de calcio nas mesmas células (Figura 11C). Juntos, esses dados sugerem
que o bloqueio inespecifico de CCSV’s foi capaz de inibir o aumento de calcio
induzido por KCl em DRGs e que essa inibigdo tem carater reversivel apos lavagem

do cadmio do meio.
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Figura 11 Efeito do cadmio sobre os niveis de calcio induzido por KClI em DRGs.
Variagdes curso-temporal dos niveis de fluorescéncia normalizados em cada célula
pela sua respectiva linha de base (F/Fyp). (A) Resposta das células a dois estimulos
com KCI 30mM com intervalo de 12 minutos entre os estimulos. (B) Cadmio era
adicionado ao meio de perfusao das células no intervalo entre os dois estimulos. Foi
observada a extingdo do segundo pico frente a adigcdo de KCI. (C) Cadmio pré-
incubado nas células antes do 1° estimulo mas lavado em seguida. Pontos pretos
representam média + E.P.M. (tragos cinza) da fluorescéncia em células de pelo

menos 3 experimentos independentes.
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4.3 Efeito da w-conotoxina MVIIA sobre aumento dos niveis de calcio em DRGs
induzido por KCI

Para avaliar o papel dos canais de calcio sensiveis a voltagem subtipo-N nos
transientes de calcio induzido por KCI em DRGs, um potente bloqueador de
correntes de calcio tipo-N, a w-conotoxina MVIIA (200 nM) foi adicionada a solugéo
de perfusdo apds o 1° estimulo com KCI. Testada em concentracdo capaz de
produzir seu efeito maximo, a MVIIA reduziu em 76+ 5% a amplitude dos niveis de
calcio induzidos por KCI comparado a amplitude desses transientes num controle
sem toxina (p<0,01) (Figura 12). Diferente do efeito observado com o Cadmio sobre
a cinética dos niveis de calcio, a adicdo da w-conotoxina MVIIA nao impediu que os
niveis de fluorescéncia voltassem a valores proximos do basal antes ao 2° estimulo
(Figura 12). Portanto, o bloqueio de correntes tipo-N aboliu mais de 2/3 do aumento

dos niveis intracelulares de calcio induzidos por despolarizagao com KCl em DRGs.
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Figura 12 Efeito da w-conotoxina MVIIA sobre o aumento da [Ca*']; induzido por
KCI em DRGs. Variagdes curso-temporal dos niveis de fluorescéncia normalizados
em cada célula pela sua respectiva linha de base (F/Fy) de neurdnios estimulados
com KCI. (A) Resposta das células a dois estimulos com KCI 30mM com intervalo de
12 minutos entre os estimulos. Nesse intervalo era adicionado w-conotoxina MVIIA
(200nM) ao meio de perfusdo, segunda resposta quase completamente abolida.
Pontos pretos representam média + E.P.M. (tragcos cinza) da fluorescéncia em
células de pelo menos 3 experimentos independentes. (B) Quantificacdo das
respostas em A obtida pela divisdo da amplitude do segundo KCI pelo primeiro KCI
(KCI2:KCI1) com ou sem w-conotoxina MVIIA, barras representam média + E.P.M.
(** P <0.01).
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4.4 Efeito das toxinas da fragcao Tx3 do veneno da P.nigriveneter sobre
aumento dos niveis de calcio em DRGs induzido por KCI

Quatro neurotoxinas peptidicas obtidas da fragdo Tx3 do veneno da
Phoneutria nigriventer Tx3-3, Tx3-4, Tx3-5 e Phal1fB (Gomez et al., 2002) foram
testadas isoladamente sobre a dindmica de calcio em DRGs (Figura 13 e Figura
14). Nem a Tx3-3 (200 nM) nem a Tx3-5 (200 nM) foram eficazes em inibir o
aumento de calcio induzido por KCl em DRGs (P > 0,05) (Figura 13).

Por outro lado, a incubagdo da toxina Tx3-4 (100 nM) aboliu
consideravelmente (86 * 2 % de inibigdo) o transiente de calcio induzido por KCI nos
neurénios (P < 0,001) (Figura 14). Para avaliar se o efeito inibitério exercido pela
Tx3-4 era de fato ligado ao bloqueio do influxo de calcio nas células e nao por
induzir perda da viabilidade celular, a Tx3-4 foi pré-incubada as células antes do
primeiro estimulo com KCI e, ap6s o estimulo a toxina era lavada do meio de
perfusdo quando as células eram entdo novamente estimuladas com KCI. Nessa
situacdo era observado bloqueio da resposta frente ao primeiro KClI mas com a
lavagem da toxina as ceélulas recuperavam a responsividade ao KCl observado
através do aumento de aprox. 2x dos niveis de fluorescéncia (Figura 14). Juntos
esses dados sugerem que a Tx3-4 bloqueia de maneira eficaz e reversivel o
aumento dos niveis em DRGs mediante despolarizagao com KCI.

A toxina Pha1p é uma bloqueadora potente e especifica de CCSVs subtipo-N
(Vieira et al., 2005). A Figura 15 mostra o efeito da Pha13 sobre os transientes de
calcio em DRGs nos mesmos moldes experimentais anteriores. Diferente do efeito
observado com as toxinas Tx3-3, Tx3-4 e Tx3-5, a incubagdo da Pha1f (200nM)
reduziu a amplitude do transiente de calcio induzido por KCl em aproximadamente
70+10% . Interessantemente, assim, como observado nos experimentos com o ion
cadmio, a adicdo da Pha1B apdés o 1° estimulo estava associado a menor

recuperacao da fluorescéncia das células para valores basais.
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Figura 13 Efeito das Toxinas Tx3-3 e Tx3-5 sobre os niveis de calcio induzido por
KCI em DRGs. Nem a adi¢ao de Tx3-3 (200nM) (A) nem Tx3-5 (200nM) (B) no meio
de perfuséo inibiu de maneira significativa (P >0,05) o aumento dos niveis de calcio
induzido por KClI em DRGs. Pontos pretos representam média + E.P.M. (tragos
cinza) da fluorescéncia em células de pelo menos 3 experimentos independentes.
Graficos em barra mostram a quantificacdo das amplitudes dos picos. Barras
representam média + E.P.M.
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Figura 14 Efeito da toxina Tx3-4 nos niveis de calcio induzidos por KCl em DRGs.
Variagbes dos niveis de fluorescencia normalizados pela linha de base em DRGs.
(A) A toxina Tx3-4 (100nM) adicionada entre o 1° e o 2° KCI inibiu com grande
eficacia o transiente de calcio em praticamente todas as células. (P < 0,01). (B) Tx3-
4 era incubada previamente ao 1° estimulo com KCI mas lavada do meio de
perfusao logo apds o 1° estimulo. Pontos pretos representam média + E.P.M. (tracos
cinza) da fluorescéncia em células de pelo menos 3 experimentos independentes.
Graficos em barra mostram a quantificacdo das amplitudes dos picos. Barras

representam média + E.P.M (** P< 0.01).
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Figura 15 Efeito da toxina Pha1B1 nos niveis de calcio induzidos por KCl em DRGs.
A Pha1B1 (200 nM) adicionada ao meio de perfusao dos DRGs reduziu a amplitude
da resposta ao KCI. Pontos pretos representam média + E.P.M. (tragos cinza) da
fluorescéncia em células de pelo menos 3 experimentos independentes. O grafico
em barra mostra a quantificacdo das amplitudes dos picos. Barras representam
média + E.P.M. (* P<0.05).
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4.5 Pha1 inibe transientes de calcio induzidos por KCI preferencialmente em
DRGNSs de pequeno diametro

Os neurbnios aferentes primarios sao funcionalmente heterogéneos. Essa
heterogeneidade reflete, em parte, os mecanismos da regulagdo da concentragéo de
calcio intracelular (Lu et al.,, 2006). Neurdnios de grande diametro (>30um)
apresentam picos de concentragdo de calcio de menor amplitude e de mais rapido
decaimento que as respostas de neurdnios de pequeno diametro onde a amplitude é
maior e o decaimento da concentragéo de calcio € mais lenta (Lu et al., 2006). Para
avaliar se o efeito da Pha1 sobre o transiente de calcio induzido por KCI tem
relacdo com essa heterogeneidade das respostas dos DRGs o efeito da toxina foi
analisado observado sob a mesma logica experimental anterior, mas extratificando a
analise de acordo com o tamanho dos neurénios, se pequenos (didmetro < 30 um)
ou grandes (diametro >30 um). A figura 16 mostra tragos representativos dos niveis
de calcio em neurbnios de grande e pequeno didmetro, analisados juntos. Os
neurdnios de grande didametro apresentaram picos de amplitude em média 3.5 * 0,6x
em relac&o a linha de base da fluorescéncia normalizada (Figura 16A). Ja neurbnios
pequenos apresentaram picos de amplitude em média 5,0 * 0.7 x em relagéo a linha
de base (Figura 16B). A Pha1B nao inibiu o transiente de calcio em neurbnios
grandes comparado ao controle sem toxina (P > 0.05) (Figura 16C e E) mas em
neurénios pequenos a inibicdo pela Pha1B foi 80 + 6% (Figura 16D e E). Juntos
esses dados mostram que a Pha1f3 inibiu os transientes de calcio com maior eficacia
em neurbnios pequenos. Esse efeito foi diferente do efeito da Tx3-4 que também
inibiu de forma eficaz os transientes de calcio independente do tamanho dos

neurdnios.
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Figura 16 Efeito da Pha1f3 sobre os transientes de calcio induzidos por KCI em neurénios
grandes e pequenos. A,B,C e D, variagbes curso-tempo da fluorescéncia normalizada de
DRGs em resposta ao KCI| avaliada em neurbénios grandes (> 30um) A e C, neurbnios
pequenos (< 30um) B e D. Testes com a toxina sdo mostrados em C e D. Pontos pretos
representam média + E.P.M. (tragcos cinza) da fluorescéncia em células de pelo menos 3
experimentos independentes. O grafico em barra mostra a quantificacdo da amplitude

relativa dos picos. Barras representam média + E.P.M (* P < 0.05).
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4.6 Efeito da Pha13 e do SB366791 nos transientes de calcio induzidos por
capsaicina em DRGNs

A semelhanca do KCI, a capsaicina, um agonista de receptores TRPV1,
também disparou aumento dos niveis de calcio em DRGNs marcados com Fluo-
4AM, conforme mostrado na figura 16. A amplitude do transiente de calcio foi
dependente das concentragbes de capsaicina testadas chegando a ultrapassar 6x
0s niveis basais de fluorescéncia nas concentragdes de capsaicina 5y e 10y M
(Figura 17A). O ECso calculado foi 1,7 uyM (Figura 17B). Nos testes seguintes
utilizando a toxina e o antagonista SB366791 a concentragdo de capsaicina usada
foi de 1 y M. Nessa concentragdo, a capsacina induziu transiente de calcio verificado
pelo aumento médio de 3x nos niveis de fluorescéncia que retomava parcialmente
apos a lavagem da capsaicina das células (Figura 17C). Quando desafiados
novamente com capsaicina era observado novo transiente de fluorescéncia com
amplitude de 72% em relagdo ao primeiro estimulo Figura 17C e D (primeira barra).
Para avaliar o efeito da Pha1f e comparar com o efeito do SB366791, um
antagonista seletivo de receptores TRPV1, essas drogas foram adicionadas ao meio
de perfusdo entre o 1° e 2° estimulos assim como nos demais experimentos com
KCI.

A toxina Pha1B (200nM) e o antagonista SB366791 (1uM) reduziram em 63 e
61% respectivamente a razédo entre 0 2° e o 1° pico de calcio induzido por capsaicina
(Figura 17C e D). Quando Pha1B e SB366791 foram adicionados juntamente ao
meio de perfusao, a reducdo do transiente foi 67% a qual nao foi estatisticamente
diferente da redugédo causada pela Pha1f3 sozinha (P > 0,05) (Figura 17D). Juntos
esses dados mostram que o efeito inibitério da Pha1p e do SB366791 se sobrepde,
sugerindo, pela primeira vez, uma forte evidéncia que a Pha1 atua também em

receptores TRPV1.
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Figura 17 Pha1pB e SB366791 reduzem os transientes de Ca®" induzidos por capsaicina em
DRGs. (A) Variagdes curso-temporal das mudangas nos niveis de fluorescéncia induzidos
por diferentes concentragdes de capsaicina em DRGs de pequeno diametro. Pontos no
grafico representam média + E.P.M.. (B) Curva dose resposta em escala logaritmica da
amplitude dos picos de fluorescéncia mostrados em A. (C) Tragcos representativos da
fluorescéncia do corpo celular de neurdnios estimulados 2 vezes com capsaicina 1uM.
Linhas pretas mostram o controle em que células foram tratadas com meio normal, linhas
vermelhas células foram incubadas com Pha1p 200nM imediatamente apds o 1° estimulo
com capsaicina, linha Pha1 200nM e SB366791 foram adicionadas em cojunto as células.
Capsaicina era adicionada as células nos tempos indicados no grafico. (D) Quantificacao da
amplitude relativa dos picos (Caps2: Caps1) diante dos diferentes tratamentos

farmacoldgicos. Barras representam média + E.P.M. (** P<0.01; *** P<0.001).
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4.7 Efeito da Pha1B nos transientes de calcio induzidos por capsaicina em
DRGs de animais tratados com CFA

Para avaliar o perfil dos transientes de calcio induzidos por capsaicina bem
como o papel das w-toxinas em DRGs num modelo de dor inflamatdria persistente,
neurdnios do ganglio da raiz dorsal (ver métodos) foram obtidos de ratos que
receberam CFA ou salina injetados via intraplantar. Trés dias apds a injecao de CFA
ou salina, os ganlgios eram coletados, tratados enzimaticamente, plaqueados e
mantidos em cultura por 12/24 hs antes da realizacdo dos experimentos de medidas
nos niveis de calcio com fluo-4. Durante os experimentos as células eram
estimuladas com capsaicina em protocolo semlhante aos anteriores. Ja que as
mudangas de calcio variam consideravelmente de acordo com as subpopulagdes de
neurdnios DRGs, apenas células de pequeno didmetro e responsivas a capsaicina
foram consideradas nas analises. A aplicagdo de capsaicina 1uM dispara nos
neurdnios elevagao da [Ca®'); cuja amplitude foi consideravelmente maior (P<0,001)
em neurénios do grupo CFA em relagédo a neurdnios do grupo salina (Figura 18A). A
amplitude do pico no grupo salina foi 295+27% da linha de base enquanto que no
grupo CFA alcangou 593+54% da linha de base apds o estimulo com capsaicina
(Figura 18B).

Para avaliar o efeito da Pha13 e comparar com o efeito da w-CgTxMVIIA, as
toxinas eram adicionadas ao sistema de perfusao apds o 1° estimulo e a resposta ao
segundo estimulo com capsaicina era avaliada na presenga das toxinas. No grupo
salina, sobre condi¢gdes controle (sem antagonistas), a relagdo caps 2:caps 1 foi
0,66+0,12 (Figura 18C linha preta e Figura 18E) que nao diferiu significativamente
do valor encontrado para neurdnios de animais CFA-tratados (0,69+0,08) (Figura
18D, linha breta e Figura 18F). Em DRGNs de animais salina e na presenca de
Pha1B ou MVIIA (200nM) as relagdes Caps2:Caps1 encontradas foram 0,38%0,07 e
0,26%0,07, respectivamente (Figura 18C e E), enquanto que em DRGNs de animais
CFA-tratados, 0,19°0,02 e 0,30%0,10 para Pha1B ou MVIIA (200nM),
respectivamente (Figura 18D e F). Assim, em animais tratados com CFA, a redugao
dos transientes de calcio induzida por capsaina foi mais eficaz com a Pha1 do que
com a MVIIA ao passo que em animais salina os efeitos inibitérios foram

equiparaveis. Juntos esses dados mostram que, em modelo de dor inflamatéria

54



persistente, os transientes de [Ca®']i sd0 mais expressivos nos neurdénios em
resposta a capsaicina. Além disso, tanto Pha1 como MVIIA foram capazes de
reduzir os transientes de [Ca®']; entretanto a Pha1B mostrou mais eficacia que a w-

conotoxina MVIIA no grupo CFA.
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Figura 18 Efeitos da Pha1 sobre os transientes de calcio induzidos por capsaicina
em DRGs apods inflamagao cronica induzida por CFA. Animais receberam por via
intraplantar CFA ou Salina, apds 48 horas era preparada a cultura de DRGs desses
animais para as medidas por imagem dos niveis de calcio. (A) Variacdo curso-
temporal da fluorescéncia em neurbnios estimulados com capsaicina (1uM) de
animais controle (linha azul) ou tratados com CFA (linha verde). (B) Quantificacdo da
amplitude dos picos de fluorescéncia mostrados em (A). (C) e (D) Tragos
representativos das variacdes dos niveis de fluorescéncia de células estimuladas 2
vezes com capsaicina em DRGs de animais salina (C) ou CFA (D). Linha preta
controle sem toxina, Pha1B (200nM) linha azul ou MVIIA (200nM) linha vermelha
eram incubadas as células. (E) e (F) Quantificagdo da amplitude relativa dos picos
(Caps2: Caps1), animais tratados com salina (E) ou CFA (F). Barras representam

média + E.P.M. (*P<0.05 ** P<0.01 em relagao ao controle).

4.8 Efeito das w-phonetoxinas sobre o transiente da [Ca?*]; induzido por
capsaicina em células HEK293 transfectadas com o receptor vanildide-1

Para verificar se as w-phonetoxinas inibem a sinalizagdo de calcio por uma
via relacionada ao receptor vanildide-1 (VR1), células HEK293 estavelmente
transfectadas com receptor vaniléide-1 humano (Hayes et al., 2000) foram utilizadas
nos experimentos subsequentes. Apds plagueamento (ver métodos) nas laminulas
de perfusdao, as células foram marcadas com fluo4/AM tal como descrito
anteriormente para os DRGs, e estimuladas com o agonista especifico de VR1, a
capsaicina (Caterina et al., 1997). A adicdo de Capsaicina 0,1 nM induziu aumento
de fluorescéncia virtualmente em todas as células analisadas (Figura 19 A e B). A
adicdo de capsaicina 1nM e 500nM também induiziu aumento na fluorescéncia,
porém de intensidade n&o superior ao aumento observado com a concentragcao
0,1nM (dados nao mostrados). Diferente do observado com os DRGNSs, a capsaicina
induziu aumento mais drastico dos niveis de calcio registrado pelo aumento da
fluorescéncia de até 15 vezes em relagdo a linha de base (figura 20A), porém, a
semelhanga dos DRGNs, um segundo estimulo de capsaicina 12 minutos apés o 1°
elicitava nas células novo aumento da [Ca?']; (Figura 20A) de amplitude média de

82*4% em relagdo ao primeiro estimulo (Figura 20A e F). Capsazepina 10uM
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adicionada as células 10 min antes do 2° estimulo aboliu quase totalmente (99°5%

"), induzido por capsaicina (Figura 20B e F).

de inibicao) o transiente de [Ca
Interessantemente, o SB366791 (10uM), antagonista seletivo de receptores TRPV1,
causou menor efeito inibitério que a capsazepina porém significativo em relagcéo ao
controle (32*6%, P<0,05) (Figura 20C e F). Na concentragdo de 100nM a Pha1p foi
capaz de inibir de maneira significativa (26+5%, P<0,05) o transiente de [Ca®'];
(Figura 20D e F) o que nao foi observado para a Tx3-4 (100nM) (Figura 20E e F).
Juntos esses dados sugerem que o aumento da [Ca2+]i via ativagcdo de receptor

vaniléide tipo-1 possui um componente sensivel a w-phonetoxina Pha1p.
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Figura 19 Variacdo dos niveis da calcio em Células HEK293VR1 em resposta a
capsaicina. Imagem de luz transmitida sobreposta a imagem de luz de fluorescéncia
de células HEK293 transfectadas estavelmente com receptor vaniléide 1. As células
foram marcadas com fluo-4AM. (A) antes da adicédo e (B) depois da adigdo de
capsaicina 0,1nM. Barra de escala 1uM.
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Figura 20 Efeito das w-phonetoxinas nos transientes da [Ca2+]i induzido por
capsaicina em células HEK293VR1. Células HEK293VR1 foram estimuladas duas
vezes com capsaicina 0,1nM com intervalo de 12 minutos entre os estimulos. (A)
Controle, (B) Capsazepina 10uM, (C) SB366791 10uM, (D) Pha1 100nM e (E) Tx3-
4 100nM foram adicionados no intervalo entre os estimulos. (F) Quantificacdo da
relacdo entre a amplitude do primeiro e segundo estimulos. (* P<0.05, ***P<0.001
em relagao ao controle).
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4.9 Acao das toxinas Pha1p e Tx3-4 sobre isoformas de canais tipo-N
contendo diferentes variantes de splicing do RNA mensageiro

4.9.1 Pha1p e Tx3-4 inibem canais tipo-N impedindo bloqueio adicional da w-
conotoxina GVIA

Os testes farmacolégicos das w-phonetoxinas sobre as diferentes isoformas
de canais Tipo-N codificadas por variantes de spllicing alternativo foram conduzidos
no laboratério da Dra. Diane Lipscombe nas dependéncias do departamento de
neurociéncias da Brown University, Providence, Rhode Island, EUA, através da
realizacdo de estagio sandwich, financiado pelo CNPq. Durante o estagio, as duas
principais w-phonetoxinas que mostraram agéo significativa sobre os niveis de calcio
em DGRs, foram testadas quanto as suas acdes sobre as isoformas de canais tipo-
N codificadas por variantes distintas de splicing alternativo de mRNA. Nos testes em
sistema de expressdo heterdloga, células TsA201 foram transfectadas com as
subunidades auxiliares formadoras dos canais de calcio sensiveis a voltagem (B3
a20), mais proteina fluorescente verde, mais a subunidade formadora do poro (a1)
contendo as variantes de splicing 37a ou 37b. Adiante no texto as variantes dos
canais sao referidas apenas como 37a ou 37b.

Inicialmente foi avaliado o perfil de inibicdo de Pha1f3 e Tx3-4 sobre correntes
de calcio elicitadas por passos de despolarizagao (-80 a +10mV) intervalados entre 5
seg. Testatas em concentragcbes capazes de exercer efeito inibitorio maximo em
outros modelos experimentais (Vieira 2005, Dos santos, 2002), tanto Pha1 e Tx3-4
inibiram significativamente as correntes de calcio em células TsA201 transfectadas
(Figura 21). O perfil inibitorio foi semelhante nas células transfectadas com 37a e
37b. Apds aplicagdo das toxinas a lavagem das células com solugdo externa por
curtos periodos de tempo (30 a 60 segundos) néo reverteu o bloqueio causado por
ambas as toxinas, efeito observado e em ambas as variantes de splicing. A nao
reversibilidade do bloqueio foi observada também para periodos de lavagem de até
5 minutos (dados ndo mostrados). Interessantemente, a adicdo subsequente de w-
conotoxina GVIA (1 uM), uma inibidora de correntes tipo-N que se liga ao poro do
canal (McDonough et al., 2002), ndo causou efeito inibitério adicional das correntes
de calcio. Essa toxina, testada sozinha, inibibiu praticamente 100% da resposta

(Figura 21 E e F). Juntos esses dados mostram que as w-phonetoxinas inibem de
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maneira irreversivel (na intensidade de estimulo testada) as correntes de calcio em
células transfectadas com canais tipo-N, independente da variante de splicing (37a
ou 37b) contida no canal. E ainda, a ligagdo das w-phonetoxinas impedem efeito
inibitério adicional da GVIA sugerindo que as w-phonetoxinas podem se ligar ao

poro do canal.
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Figura 21 w-phonetoxinas inibem correntes Tipo-N impedindo bloqueio adicional da w-
conotoxina GVIA. Tragos dos picos da corrente normalizada pela capacitancia (pA/pF) de
células representativas, apos estimulos de -100mV a +10mV. Células foram transfectadas
préviamente com as subunidades formadoras de canais Tipo-N contendo as isoformas 37a
(graficos A e C) ou a isoforma 37b (graficos B e D). Os tragcos superiores os tratamentos
com as toxinas e estdo em correspondencia com o tempo em que foram adiciondas.
Observar que a w-conotoxina GVIA nao causou bloqueio adicional da corrente em nenhuma
das condigbes experimentais. A e B, uso de Pha1B; C e D, uso de Tx3-4. (E) e (F), em
condicbes controle, a adicdo de GVIA 1uM causou inibicdo praticamente completa da
corrente ibnica. Inserts mostram o registro da corrente apds pulso despolarizante antes
(Cont) e ap6s (GVIA) a adicao da w-conotoxina.
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4.9.2 Tx3-4 exerce bloqueio mais significativo em canais tipo-N contendo 37a

Em seguida foi avaliado como a intensidade de despolarizagdo afeta o
bloqueio da corrente causado pelas w-phonetoxinas. Para esses testes foram
aplicados protocolos corrente-voltagem (protocolo V). Apds obtencédo do giga-selo,
era aplicado uma série de pulsos (20ms de duracao) de -60 até +100mV, partindo do
potencial de repouso de -100mV (6 seg de intervalo, com a intensidade aumentando
5mV a cada pulso). Em cada célula testada, eram aplicados dois protocolos IV’s: em
condigdes controle (sem toxina) e apdés 3 minutos de aplicagdo da toxina. Os
resultados sdo mostrados na figura 22.

Tx3-4 e Pha1p inibiram significativamente as correntes de calcio em ambas
isoformas 37a e 37b, especialmente nos pulsos de despolarizagdo entre -15 a
+50mV. Em nenhuma situacao, a presencga das duas toxinas afetou o potencial de
reversao dos canais (60mV nas condi¢bes testadas). Tanto em 37a como em 37b a
inibicdo maxima das duas toxinas foi alcancada em pulsos de despolarizacdo a
+10mV (Pha1B: 75,1%3,6% e 64,7+5% de inibicdo, 37a e 37b, respectivamente; Tx3-
4:76.8"1.7% e 64.9°10% de inibigéo, 37a e 37b, respectivamente) (Figura 22 A-D).

Entretanto, foi observada diferenca na inibicdo causada pela Tx3-4, entre as
isoformas de canais tipo-N 37a e 37b, de acordo com a intensidade de
despolarizagdo aplicada. Na figura 22 E e F sado plotados, dos mesmos
experimentos obtidos em A-D, os percentuais de inibicdo de acordo com o passo de
despolarizagcado aplicado. Em células transfectadas com 37b, despolarizagbes mais
fortes foram capazes de reverter o efeito inibitorio da Tx3-4 (Figura 22E) enquanto
que em 37a, mesmo frente a pulsos despolarizantes de +100mV ainda era
observado efeito inibitério significativo. A acao inibitéria da toxina Pha1 né&o

mostrou efeito diferenciado entre as isoformas 37a e 37b de canais Tipo-N.

64



A 37A B 37B

200- 120

150 80
100
40
504 Passo (mV)
Passo (mV) T T 1
80 . 0. R %0 80 100 120 %0 100 1=
4 —e— Controle (n=8)
i —# Pha 1B 500nM (n=7) —e— Controle (n=7)
—# Pha1f 500nM (n=7)
-150
I(pAVpF)
2001 37A
C D 100+
200+
100- ] EEE
5.t
(]

Passo (mV) %5

™ Passo (mV)
r T T T T 1 N N N .,E m
80 -60 -40 - 0 80 100 120 80 -60 -40 !E'li;izi";:i%;!% 80 100 120

e Controle (n=6)

'50% % = Tx3-4 500nM (n=6
-10Q ﬁﬁﬁ X3- nM (n=6)

—e— Controle (n=5)
—# Tx3-4 500nM (n=5)

I(pA/pF
(pAIDF) (PA/pF)
-200- -100-
100
E 1907 . 37A F s 0554 o 37A
o - =4 E
R 4T T
£ %o } i, £ ﬁ
3 $ 3 % 40/
R 40 E
i w 20
20 } ]
-io 30 2'0 J o 6'0 -40 -20 E 20 4.0 60
20 | -20- Passo (partindo de -100mV)
Passo (partindo de -100mV) |
40~ -40-

Figura 22 Acgéo diferencial da Tx3-4 sobre as isoformas 37a e 37b de splicing
alternativo. Relacgdes corrente-voltagem de células TsA201 expressando canais tipo-
N contendo as isoformas 37a (A) e (C) ou 37b (B) e (D), testadas quanto a presenga
das w-phonetoxinas Pha1B (A) e (B) ou Tx3-4 (C) e (D). Partindo dos dados
mostrados em A,B,C e D foram plotados os percentuais de inibicado da corrente de
acordo com a intensidade da despolarizacdo para a Tx3-4 (E) e para a Pha 13 (F).
Notar em (E) que potenciais de despolarizagdo maiores reduzem, de maneira mais
consistente o efeito inibitério da Tx3-4 na isoforma 37b dos canais tipo-N.
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Os experimentos seguintes tiveram foco na toxina Tx3-4, para se quantificar a
inibicdo (37a 37b) mas dessa vez em uma populacdo maior de células e também,
para determinar o parametro cinético Tau, que infere sobre a velocidade do bloqueio
causado pela toxina nas correntes de calcio (Figura 23). Nesses experimentos,
células transfectadas eram submetidas a estimulos de +10mV (20ms de duragao)
em intervalos de 5 seg entre estimulos. Apos estabilizagdo da linha de base era
aplicada a toxina e os registros feitos até a establizagdo do pico da corrente apos o
efeito inibitorio.

Tx3-4 inibiu 79.9°2.4% da amplitude da corrente em canais contendo a
isoforma 37a, contra 69.62.9% em 37b, diferenga estatisticamente significativa pelo
teste t de student (P<0.05). O parametro Tau, que indica o tempo necessario para
alcancar 66% da inibicdo maxima, foi 61*8 e 107*24seg para a isoforma 37a e 37b,
respectivamente. Juntos esses dados sugerem avidez maior da Tx3-4 por canais

tipo-N em que a variante de splincing 37a esta presente.
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Figura 23 Cinética de inibicdo da Tx3-4 sobre as isoformas 37a e 37b dos canais de calcio
tipo-N. (A) Tragos da média das correntes apds pulsos despolarizantes (-80 a +10mV, 20ms
de duragao), intervalo de 6 seg entre pulsos. Correntes sao normalizadas pelo valor
imediatamente antes da aplicagdo da toxina. (B) Quantificacdo da inibicdo apos
estabilizacdo da corrente comparando-se entre as isoformas de canal tipo-N 37a e 37b.
Barras indicam média + EPM. (C) Tau do efeito da Tx3-4 comparando-se entre as isoformas
37a e 37b. Tau foi obtida através do fiting nao-linear dos tracos em cada célula testada.
Para o fiting foi usada equacédo de decaimento exponencial de uma fase: (Y = (YO —
plateau)*exp(-K*X), onde K é o inverso de Tau. Barras indicam média + EPM. (* P < 0,05).
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4.9.3 Relagcao concentragcao-resposta do efeito inibitério de Pha 18 e Tx3-4
sobre 37a e 37b

Curvas concentragao-resposta foram construidas para avaliar a poténcia do
efeito inibitério das toxinas Pha 1B e Tx3-4 sobre as correntes de calcio mediadas
por pulsos despolarizantes (-100 a +10mV) em células TsA201 transfectadas com
37a ou 37b. Pulsos de 20ms eram dados em itervalos de 5s num periodo de em
meédia 10min de registro. Ao longo do tempo a concentracdo da toxina era
aumentada as células (Figura 24 e Figura 25). Pha13 apresentou ICsy de 211 e
114nM nas isoformas 37a e 37b, respectivamente. Ja a Tx3-4 os Cl’'sso encontrados
foram 59 e 106nM para 37a e 37b, respectivamente. Ainda que os valores
encontrados foram dentro da mesma ordem de grandeza, a Tx3-4 apresentou ICsg
ligeiramente menor para a isoforma 37a que para 37b, sugerindo poténcia de
inibicdo maior dessa toxina para 37a. Além do mais, na concentracido de 2nM o

efeito inibitério da Tx3-4 foi significativamente maior (P<0.05) na isoforma 37a.
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Figura 24 Relagdes dose-resposta do efeito inibitério da w-phonetoxina Pha1B sobre canais
de calcio tipo-N. Gréficos (A) e (B) mostram picos negativos da corrente gerados por pulsos
de 20ms (-100 a +10mV) (5s de intervalo entre estimulos). Pha1 foi aplicada nas céulas
por sistema de perfusdao nos tempos e concentragcbes esquematizados no grafico (A) e (B):

37a e 37b, respectivamente. A curva dose-resposta é mostrada em (C). Pontos significam
média * EPM.
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Figura 25 Relagbes dose-resposta do efeito inibitério da w-phonetoxina Tx3-4 sobre canais
de calcio tipo-N. Graficos (A) e (B) mostram picos negativos da corrente gerados por pulsos
de 20ms (-100 a +10mV) (5s de intervalo entre estimulos). Pha1f foi aplicada nas céulas
por sistema de perfusdo nos tempos e concentragbes esquematizados no grafico (A) e (B):

37a e 37b, respectivamente. A curva dose-resposta € mostrada em (C). Pontos significam
média * EPM.
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4.9.4 Efeito da Tx3-4 sobre correntes de calcio em DRG’s de camundongos
sem a isoforma 37a

Em seguida estudamos qual a consequéncia, sobre nociceptores in vitro, da
Tx3-4 exercer bloqueio ligeiramente superior em canais tipo-N contendo a isoforma
37a de splicing alternativo. Para isso, foram preparadas culturas de neurénios do
ganglio da raiz dorsal (DRG’s) de camundongos selvagem (WT) e de camundongos
cujo o éxon que codifica a 37a da subunidade a1 foi substituido, em homozigose,
pelo éxon que codifica a isoforma 37b (Andrade et al., 2010), no texto denominados
apenas como bb.

Relagdes corrente-voltagem foram construidas para células dos dois
gendtipos (Figura 26, A e B). Nao foi encontrada diferenga estatisticamente
significativa no perfil de inibicdo da Tx3-4, nem tampouco nas densidades das
correntes entre os dois tipos de células selvagem e bb, tal como ja havia sido
descrito previamente (Andrade et al.,, 2010). Contudo, ainda que de maneira néo
significativa, foi observado que a Tx3-4 causou pequena inibigdo sobre as células de
animais selvagem, o que nao foi observado para bb (Figura 26A e B). Isso nos levou
a abordar a agcdo da Tx3-4 num protocolo com pulso de despolarizagdo de
intensidade unica (-80 a +10mV), e dessa vez analizando populagdo maior de
células. A toxina Tx3-4 inibiu as correntes de calcio (30,8*5,0 e 24,072,2%, wt e bb,
respectivamente; p = 0,1905). Apesar da média da inibicao da Tx3-4 entre os grupos
WT e bb nao ter sido estatisticamente significativa no intervalo de confianga de 95%
(p = 0,1905), a variancia entre os grupos o foi (F=3,955; p = 0,0038). A plotagem por
Scatter e o grafico da distribuicdo por frequéncia revelam, para animais WT, dois
grupos de células relativamente distintos quanto ao percentual de inibicdo (Figura 26
E): um com percentual de inibigdo com média em torno de 20% e outro, em torno de
50%. Juntos, esses dados levantam a hipotese de que em animais bb, a auséncia
de nociceptores contendo a isoforma 37a, tenha contribuido para a ndo-observancia

de um grupo de células mais significativamente inibidas pela toxina Tx3-4.
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Figura 26 Tx3-4 inibe diferencialmente correntes de calcio em DRG’s sem a isoforma 37a
de canais tipo-N. (A e B) Relag¢des corrente-voltagem de neurdnios-DRG obtidos de
camundongos selvagem (A) e de camundongos deletados para a isoforma 37a de canais de
calcio (Andrade, 2010), aqui denominados bb (B) (pontos indicam média * E.P.M.). Pontos
pretos indicam tracos de células perfundidas continuamente com meio normal, Pontos
vermelhos, as mesmas células perfundidas com Tx3-4 140nM. Pontos denotam média *
EPM. C e D mostram tragos representativos da corrente em DRGs antes e apos adi¢ao de
Tx3-4 nM, (C) Animal selvagem e (D) Animal bb. A quantificacdo da inibicdo do pico da
corrente de toda a populacao de células analizadas € mostrado em (E). No insert, plotagem
tipo Scatter mostrando o percentual de inibicdo de todas as células testadas de animais
selvagem (preto) e bb (cinza). Abaixo a distribuicdo de frequencia de acordo com a
porcentagem de inibicdo. Notar a existéncia de dois grupos distintos quanto a percentagem
de inibicdo nos DRGs de camundongos selvagem enquanto que para bb a curva apresenta-
se como uma gaussiana simples.
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5 DISCUSSAO
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5.1 Estudos das medidas dos niveis de [Ca?'] em DRG's

A populacdo de neurdnios sensorios aferentes, cujos corpos celulares séo
abrigados nos ganglios da raiz dorsal, € bastante diversificada tanto do ponto de
vista funcional quanto ao perfil de expressdao e atividade de marcadores
moleculares, por exemplo canais ibnicos e das proteinas de membrana (Cardenas et
al., 1995; Lu et al., 2006). O estudo da cinética de calcio nessas células requer
controle rigido e meticuloso de todas as condigdes experimentais. Nesse trabalho a
adequacao criteriosa do sistema de perfusao foi imprescindivel para melhor analisar
as respostas das células e reduzir os equivocos no momento de analises dos
resultados. Por exemplo para se fazer distincdo entre as respostas das células
disparada pelo estimulo quimico (KCI ou capsaicina) da resposta desencadeada por
ativacdo de mecanoreceptores, o fluxo das solugdes pelas diferentes sondas era
rigidamente controlado e padronizado para impedir que variagdes de pressao
pudessem desencadear respostas nao especificas nas células. Por exemplo,
quando as células eram estimuladas com o meio KRH normal mas injetado
manualmente com auxilio de seringa era observado o aumento dos niveis de calcio
em muitas células (dados ndo mostrados), o que fez com que abolissemos essa
forma de introduc&o de agonistas nas células.

Em todos os experimentos as respostas dos neurbnios (medidas pelo
aumento dos niveis de calcio em resposta aos agonistas) era sempre muito variada
seja quanto a amplitude como também quanto ao perfil de decaimento da
fluorescéncia. Neurdnios de grande didmetro apresentaram picos com amplitude
meédia 3,5 vezes em relagao a linha de base enquanto que neurdnios pequenos 5,0
vezes (figura 16). A recuperagao da fluorescéncia apds retirada do KCl ocorria mais
rapida em neurdnios grandes. Esses dados s&o consistentes com estudos feitos por
Lu e cols. (2006) e sugerem que existem diferengas entre subpopulagcbes de
neurénios DRGs a respeito dos mecanismos que regem a regulagao da [Ca2+]i. Em
neurdbnios DRGs estimulados com KCI, os transientes de calcio menores e de
decaimento mais rapido foram caracteristicos de neurdnios de maior didametro, |1B4
negativos e n&o responsivos a capsaicina, enquanto que a magnitude foi maior e o
decaimento foi mais lento em neurdnios IB4+ e responsivos a capsaicina. Essas

diferencas nao foram devidas a uma distribuicdo diferencial de correntes de Ca®*
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sensiveis a voltagem, mas sim a uma contribuigao diferencial de outros mecanismos
de influxo, efluxo e de captacéo de calcio. Essas diferengas ndo sdo associadas a
diferencas nas densidades de CCSV’s e nem de liberagdo de calcio induzidas por
receptores de rianodina, por outro lado a funcdo da mitocondria, SERCA e entrada
de calcio controlada por estoque tem contribuicdo nessa diferengca entre os
mecanismos controladores da [Ca®'] em diferentes subpopulacdes de neurdnios
aferentes (Lu et al., 2006). Fibras sensérias ndo nociceptivas concentram-se em
neurénios de grande didmetro enquanto que fibras nociceptivas concentram-se mais
em neurdnios de menor didmetro (Julius and Basbaum, 2001). Juntos, esses
resultados corroboram a idéia de que maior atividade seria requerida e portanto
mecanismos de captagao de calcio mais eficientes em neurbnios grandes (aferentes
nao nociceptivos) que em neurdnios pequenos (nociceptivos).

E bem conhecido que bloqueadores dos canais de calcio sensiveis a
voltagem s&o capazes de inibir transientes de calcio elicitados por agentes
despolarizantes em modelos ex-vivo de neurotransmiss&o (Guatimosim et al., 1997;
Meder et al., 1997; de Castro Junior et al., 2008) entretanto, pouco se conhece sobre
o efeito do cadmio em modelo de imagem dos niveis de calcio em DRGs. Antes de
avaliar o efeito das toxinas quisemos avaliar o efeito de um bloqueador inespecifico
de correntes de calcio e de um bloqueador especifico de correntes Tipo-N: Cadmio e
w-conotoxina MVIIA, respectivamente. Ambos foram eficazes em inibir os
transientes de calcio induzidos por KCIl. O subtipo de canal de calcio sensivel a
voltagem majoritariamente encontrado em DRGs sao canais tipo-N (Cardenas et al.,
1995; Westenbroek et al., 1998), isso corrobora o efeito observado com a MVIIA,
bloqueador especifico Tipo-N, que inibiu de maneira consideravel o transiente de
calcio induzido por KCl em DRGs. O cadmio é um inibidor da liberagao estimulada
de neurotransmissores em outros modelos de neurotransmissao inibindo de maneira
inespecifica correntes de calcio reguladas por alta voltagem. Na jungao
neuromuscular do nervo ciatico com o musculo sartorius, o Cadmio (em baixas
concentragdes) antagonizou a liberagdo de acetilcolina de terminais nervosos por
antagonizar o influxo de calcio (Cooper and Manalis, 1984), ja em sinaptosomas de
cortex cerebral, o cadmio inibe a exocitose associada ao influxo de calcio apds
despolarizacdo com KCI. Interessantemente, a despeito da acio inibitéria do

cadmio, conforme mostrado em nossos experimentos, os niveis de fluorescéncia
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apos lavagem do KCI e na presenca do Cadmio, n&o retornavam a valores basais
(Figura 10). O Fluo-4 apesar de apresentar elevada afinidade a ions calcio, também
tem suas propriedades de fluorescéncia alteradas na presenca de outros ions
divalentes como M92+ e Cd* (Tsien, 1988). A presenga de Cadmio se por um lado
bloqueou correntes de calcio nos DRGs, por outro pode ter contribuido para manter
os niveis de fluorescéncia elevados por interagir diretamente com o Fluo4.

Nas concentracdes testadas, nem a Tx3-3 nem a Tx3-5, foram eficazes em
inibir os transientes de calcio em DRGs induzidos por KCI. A Tx3-3 também
conhecida por PnTx3-3 (Leao et al., 2000) é uma das toxinas obtidas do pool Tx3
que se mostrou capaz de inibir a liberagao de glutamato e o influxo de calcio em
sinaptosomas cérebro corticais despolarizados com KCI (Prado et al., 1996), além
disso ela inibiu a exocitose de vesiculas sinapticas também em terminais centrais,
um evento diretamente associado ao influxo de calcio por canais tipo P/Q
(Guatimosim et al., 1997). Confirmando essa hipétese Leao e cols. (2000) avaliaram
o efeito da PnTx3-3 sobre correntes de calcio sensiveis a alta voltagem em
neurénios cerebelares granulares e em células N18 e mostraram que a PnTx3-3
inibe essas correntes com maior especificidade para as correntes tipo P/Q (Ledo et
al., 2000). Até o momento nenhuma acgao farmacoldgica foi encontrada para a toxina
Tx3-5. Apesar do elevado grau de homologia estrutural com as outras toxinas do
pool Tx3 (Gomez et al., 2002) a Tx3-5 nado inibiu nem o aumento de calcio nem a
liberagdo de glutamato em terminais centrais (sinaptosomas) despolarizados com
KCI (Prado et al., 1996). Na concentragcao de 200nM a Tx3-3 e as demais w-toxinas
do pool Tx3 eram capazes de exercer seus efeitos inibitorios maximos sobre
correntes de calcio reguladas por alta voltagem. A auséncia de efeito inibitério sobre
os transientes de calcio induzidos por KClI em DRGs pode estar associado a nao
especificidade dessas duas toxinas sobre correntes de calcio tipo-N.

Por outro lado, a w-toxina Tx3-4 inibiu quase a totalidade do transiente de
calcio nas células apés estimulagdo com KCI, efeito esse que se mostrou reversivel
apos lavegem da toxina do meio (Figura 13). A toxina Tx3-4 junto com a Tx3-3 séo
as mais potentes do pool tx3 em inibir o influxo de calcio em terminais centrais
(Gomez, 2002). Diferente da Tx3-3, a Tx3-4 atua marcantemente em correntes de
célcio sensiveis a alta voltagem Tipo-N além de atuar também em P/Q (Dos Santos,

2002). Seu mecanismo de agao mais indiscriminado em relagdo ao bloqueio de
76



correntes de calcio sensiveis a voltagem pode ter contribuido para a elevada inibigao
do transiente de calcio em DRGs. Em terminais centrais seu efeito também parece
ter relagdo com o bloqueio de correntes tipo-N ja que o bloqueio da exocitose
exercido pela Tx3-4 ndo mostrou efeito aditivo junto com a w-CgTxGVIA, outra w-
conotoxina bloquedora de correntes de calcio tipo-N (de Castro Junior et al., 2008).
Em jungdo neuromuscular de ra, modelo em que a corrente de calcio tipo-N € a
principal controladora da liberagdo de neurotransmissores, a Tx3-4 inibiu a liberagao
estimulada de neurotransmissores em até 95%, porém sem exercer efeito sobre a
liberacdo espontanea. Esse efeito era reversivel quando a toxina era lavada em
meio contendo elevada concentragao de calcio (Troncone et al., 2003) o que vai de
encontro com os dados obtidos com essa toxina no modelo de DRGs em que as
células respondiam novamente ao KCI quanto a toxina era lavada do meio.

O bloqueio eficaz da Tx3-4 sobre transientes de calcio em DRGs e sua acéo
nao discriminativa sobre correntes de calcio sensiveis a alta voltagem vem
justificando o uso dessa toxina em diversos modelos patoldgicos in vivo. A Tx3-4 foi
capaz de reduzir a morte neuronal in vitro em fatias de hipocampo submetidas a
deprivagéo de oxigénio e glicose (Pinheiro et al., 2009) além de reverter em parte, os
efeitos deletérios em ratos num modelo de isquemia cerebral in vivo (Maira e cols.
2009, dados nao publicados). Quando injetada por via intratecal em ratos, a Tx3-4
causou antinocicepgdo em modelo de dor aguda quimica (teste da formalina),
entretanto apresentou efeitos téxicos como paralisia flacida em doses muito
proximas das doses para efeitos antinociceptivos (Figueira, 2009, dados nao
publicados).

Os resultados obtidos com a toxina Pha1B sdo consistentes com os estudos
previamente realizados por nosso grupo que mostraram o potencial antinociceptivo
dessa toxina. Com esse trabalho, foi mostrado que a acao antinociceptiva da Pha13
esta de fato associada a inibicdo da sinalizagdo de calcio induzida em neurénios
aferentes. Entretanto, o efeito inibitério da Pha1p sobre os niveis de calcio elicitados
por KCI foi mais eficiente em neurbnios pequenos (<30uM) que em neurdnios de
grande (>30uM) didametro. Os neurbnios dos ganglios da raiz dorsal séao
classificados em subpopulagdes distintas tanto morfologicamente como
funcionalmente (Julius and Basbaum, 2001; Lu et al., 2006; Woolf and Ma, 2007).

Essa divisdo funcional justifica em parte como diferentes células distinguem entre
77



diferentes estimulos, por exemplo entre um estimulo doloroso e um estimulo tatil. Os
nociceptores sao, predominantemente, neurdénios pequenos 0s quais concentram
maior proporgcao de canais tipo-N dentre os demais canais de calcio sensiveis a alta
voltagem, além de apresentarem potenciais de acdo de mais longa duragdo em
relacdo a neurébnios DRGs de grande diametro (Cardenas et al., 1995). Nossos
dados obtidos no modelo de cultura primaria vao ao encontro dos dados obtidos em
modelo de expresséo heterdloga de canais de calcio em que também foi mostrada a
acao da Pha1p3 favoravel ao bloqueio de correntes tipo-N (Vieira et al., 2005). Juntos
esses dados sugerem que a Pha1f inibe o influxo de calcio mais direcionada para
vias nociceptivas.

E bem conhecido que a capsaicina induz transientes de calcio em neurdnios
DRGs (Eun et al., 2001), além do mais a sensibilidade a capsaicina € considerada
um dos principais referenciais farmacoldgicos para a identificagdo da populagéao de
neurdnios sensorios nociceptivos. Nesse estudo, pela primeira vez, nd6s mostramos
que a Pha1pB causou efeito inibitdrio marcante nos transientes de [Ca®']; induzidos
pela substancia algogénica capsaicina. Em vista da limitagdo da disponibilidade da
Pha1B e da elevada quantidade de toxina necessaria para os experimentos
utilizando perfusao acoplada ao microscépio confocal, ndo foram constuidas curvas
dose-resposta para as toxinas do pool Tx3. Entretanto, pode-se dizer que o efeito
inibitério da Pha1p foi pelo menos 5 vezes mais potente que o efeito inibitoério do
antagonista seletivo de receptor vaniloide SB-366791 (Gunthorpe et al., 2004).
Ainda, a auséncia de efeito inibitério aditivo observado quando Pha13 e SB-366791
eram adicionados juntos as células sugere que a Pha1f atua na inibicdo da via
nociceptiva por um caminho relacionado a ativagao de receptor vaniloide TRPV1.

Tem sido relatado que a inflamacéao persistente é associada a mudancas nas
propriedades dos neurbnios aferentes variando da excitabilidade até a liberacao de
transmissores culminando com a sensibilizacdo dessas células. Os mediadores
quimicos liberados no sitio da inflamacédo sensibilizam os nociceptores reduzindo
assim o limiar e a responsividade dessas células. Essas alteracbes de
responsividade estdo ligadas diretamente a alteragdes nas propriedades dos canais
iGbnicos presentes nos nociceptores (Woolf and Ma, 2007). De acordo com nossos
dados, a inducdo da inflamacéao pelo CFA elevou a amplitude dos transientes de

calcio evocados por capsaicina comparado aos neurdnios de animais tratados com
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salina. Em experimento similar, Lu e cols. (2008) observaram que o aumento da
[Ca®]; induzida por KCI é maior na inflamacdo persistente induzida por CFA,
especialmente em neurbnios pequenos e responsivos a capsaicina (Lu and Gold,
2008). Também, a inflamagao por CFA induz aumento da expressado de receptores
TRPV1 em ganglios da raiz dorsal, observavel a partir do primeiro dia apos
administracao de CFA (Lu and Gold, 2008). Para avaliar se a inflamacgao persistente
estava associada com mudancgas no perfil de acdo da Pha1, os neurdnios DRGs
foram estimulados com capsaina na presenca da toxina. O efeito inibitério da Pha13
foi mais acentuado em neurdnios de animais CFA que em animais salina enquanto
que para MVIIA o efeito inibitério foi equiparavel entre CFA e salina sugerindo que
essas duas toxinas interferem na sinalizagdo de calcio por diferentes mecanismos
diante da sensibilizacdo dos nociceptores induzida por CFA. Também ja é descrito
que a inflamagao persistente induzida por CFA esta associada com aumento da
expressao de receptores TRPV1 em DRGs (Yu et al., 2008). Com esses resultados
nao se pode entretanto inferir se o aumento da expressédo de receptores TRPV1
induzida pela inflamagdo € o que medeia o efeito inibitério final maior da Pha1p
sobre os transientes de [Ca2+]i induzido por capsaicina ja que a sinalizacado de calcio
disparada por capsaicina em modelos de neurotransmissao ex vivo como em DRGs
envolve uma gama de outros sistemas regulatorios intracelulares dos niveis de
calcio incluindo ativacdo de proteinas quinase, liberagdo de calcio do reticulo
endoplasmatico, canais de calcio operados por estoque, e até mesmo os CCSVs
(Hagenacker et al., 2008). Contudo, a agcao mais eficaz da Pha13 nos DRGs de
animais CFA sugerem que essa toxina pode ser uma atraente escolha no tratamento
da dor associada a estados inflamatdrios.

Os dados iniciais com as w-phonetoxinas Pha1 e Tx3-4 utilizando o modelo
de cultura primaria de DRGs sugeriram que essas toxinas inibem marcantemente o
transiente induzido da [Ca®*'], um evento chave na transmissdo da informagdo
noxica pelo sistema nervoso aferente. Apesar dos canais de calcio tipo-N terem
papel fundamental nesse evento, varios outros alvos moleculares como receptores
vanildides, canais de calcio sensiveis a acido, canais de calcio tipo-T, canais de
sédio sensiveis a voltagem, dentre outros também controlam e modulam essa
importante funcdo (Lee et al., 2005; Woolf and Ma, 2007; Basbaum et al., 2009;
1
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induzido por capsaicina, o efeito inibitério mais marcante em neurénios de pequeno
diametro e também o fato da Pha1f3 atuar com maior eficiéncia inibindo o aumento
da [Ca*'] em DRGs de animais tratados com CFA, situacdo em que sabidamente ha
maior expressao de receptores TRPV1 (Yu et al.,, 2008) nos fizeram levantar a
hipétesese que essa toxina poderia atuar por uma via mediada pelo receptor alvo da
acao da capsaicina, o receptor vaniléide-1TRPVA1.

Muitas linhas de evidéncia suportam a hipétese que o TRPV1 €& o transdutor
enddgeno do calor nocivo. Primeiro, TRPV1 é expresso na maioria dos nociceptores
sensiveis ao calor (Caterina et al., 1997). Segundo, correntes induzidas por calor e
capsaicina sado similiares, se nado idénticas e sao bem reproduzidas em sistemas
heterélogos expressando canais TRPV1. Terceiro, respostas evocadas por TRPV1
sdo marcadamente aumentadas por agentes pro-inflamatorios (como prétons
extracelulares, neurotrofinas, e bradicinina), todos os quais produzem
hipersensibilidade ao calor in vivo (Tominaga et al., 1998). Esses e outros estudos
demonstram a regra essencial desse canal no processo pelo qual a injuria do tecido
e a inflamacdo levam a hipersensibilidade a dor. Em nossos experimentos o

2+]i em células HEK293 mostrou elevada sensibilidade a capsaicina

aumento da [Ca
visto que concentracdes desse agonista na ordem de 107'° M foram eficazes em
disparar aumento dos niveis de calcio intracelular e que alcangaram mais de 10x
sobre a linha de base enquanto que em DRGs os aumentos foram em média 3 a 4x
a linha de base. Esse aumento da [Ca2+]i teve pouca ou nenhuma contribuigcdo de
canais de calcio sensiveis a voltagem, ja que a Tx3-4 n&do mostrou agao inibitéria
significativa, diferente do efeito dessa toxina sobre os DRGs. Por outro lado a
capsazepina, um antagonista de receptores vanildides, aboliu totalmente a resposta
nas células induzida por capsaicina. Interessantemente, SB366791, antagonista
especifico VR1 exerceu, na concentragao testada, efeito inibitério apenas discreto
sobre o aumento da [Ca®']; induzida por capsaicina. O efeito inibitério da Pha1p,
ainda que discreto, nas células HEK293VR1 foi significativo e sugere pela primeira
vez que essa toxina atua em alvos além dos canais de célcio sensiveis a voltagem
para gerar seu efeito analgésico, presumivelmente inibindo também a sinalizacao de

calcio via TRPV1.
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5.2 w-toxinas da P. nigriventer e splicing alternativo de Cav2.2

Nao existe, atualmente, informacbées sobre a acdo de toxinas ou
bloqueadores de canais ibnicos atuando seletivamente sobre isoformas de canais
codificados por variantes de splicing alternativo. A constatagdo de que agentes
farmacoldgicos poderiam discernir entre uma e outra isoforma, associado ao fato de
que essas isoformas tem distribuicdo diferencial e, portanto, fungdes fisiologicas
distintas, poderia ter grande relevancia cientifica e clinica. Os estudos realizados
durante o estagio sandwich, empregando técnicas de eletrofisiologia e de biologia
molecular, revelaram informagdes importantes sobre 0 mecanismo de ag¢ao das duas
w-phonetoxinas, e, pela primeira vez, revelou dados sobre a identidade
farmacoldgica de canais ibnicos que diferem em apenas curtas sequéncias de
aminoacidos, resultado do processamento diferencial do RNA mensageiro.

O processamento pos-transcricional do RNA mensageiro tem sido apontado
como o principal mecanismo responsavel por expandir as fungcbes dos canais de
célcio sensiveis a voltagem no sistema nervoso, visto que o numero de genes (10)
que codificam as subunidade Ca,qa, € pequeno para explicar o elevado numero de
funcbes que esses canais desempenham. Neurdnios individuais selecionam entre
varios genes de CCSV’s para determinar a composi¢ao final do complexo multi-
subunidades do canal de Ca*" (Lipscombe et al., 2002). Além dos genes que
codificam a subunidade Ca,a4, mais 4 genes para Ca,8 e trés Ca,0,0 também séao
expressos nos neurdnios. Esses ultimos também sio sujeitos a sofrerem splicing
alternativo do RNAm (Birnbaumer et al., 1998; Klugbauer et al., 1999; Helton and
Horne, 2002) dando uma noc¢édo de como pode ser grande o numero de diferentes
canais funcionais. Entretanto, dada a maior importancia funcional da subunidade
formadora do poro Ca,qa4, as sequéncias gendmicas nessas subunidades tem sido
estudadas com maior prioridade. Através da combinacdo de técnicas de
sequenciamento e de RT-PCR, sequéncias do mesmo gene Ca,a; em diferentes
tecidos e em diferentes espécies vem sendo comparadas e, dessa forma, tem sido
encontrados diversos éxons-cassete passiveis de sofrerem splicing alternativo. Num
total de aproximadamente 50 éxons da subunidade Ca,a; dos canais tipo-N,
especula-se que ao menos 10 sejam passiveis de sofrerem processamento por

splicing (Lipscombe et al., 2002). Apesar de, nos ultimos anos, um numero crescente
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desses sitios de splicing terem sido caracaterizados molecularmente, ainda € muito
limitado o numero de evidéncias da importancia funcional do processamento por
splicing dos canais idnicos.

Nos trabalhos conduzidos no laboratorio da Dra. Lipscombe, os registros
eletrofisiolégicos iniciais visaram avaliar a atividade inibitéria de Pha1p e Tx3-4
sobre canais de calcio tipo-N. Tanto Pha1B como Tx3-4 inibiram com elevada
poténcia e eficacia correntes de calcio em células TsA201 expressando canais tipo-
N contendo as duas variantes de splicing 37a e 37b. A agdo de ambas toxinas foi
irreversivel apés curto periodo de tempo de lavagem. Esse efeito inibitdrio corrobora
os achados de Vieira e cols. (2005), que encontraram Icsy de 122nM para a agao
inibitoria da Pha1p sobre canais tipo-N (Vieira et al., 2005). A nao reversibilidade
observada com a Pha1 vai ao encontro da longa duragéo de efeito antinociceptivo
observado para essa toxina em testes de nocicep¢ao in vivo em ratos. Em testes de
dor aguda térmica (teste da chapa quente) e quimica (teste da formalina) a Pha1p
mostrou efeito antinociceptivo que durou até 24 hs apos sua administragcado (Souza
et al., 2008). Ja a Tx3-4, também mostrou agao inibitéria potente e aparentemente
irreversivel, corroborando os achados de Troncone e cols. (2003) e Dos Santos e
cols. (2002). Entretanto, em trabalho prévio utilizando jungdo neuromuscular de ra, a
Tx3-4 inibiu os potenciais excitatérios pos-sinapticos de maneira reversivel quando a
solucdo de lavagem continha Ca?* (1mM) porém irreversivel quando a solugdo
continha baixo calcio (Trocone et al., 2003). Isso sugere portanto que a Tx3-4 possui
mecanismos de acao diferentes para a inibicio de canais localizados
diferencialmente pelo sistema nervoso.

Interessantemente, tanto Pha1p como Tx3-4 impediram bloqueio adicional da
corrente pela w-conotoxina GVIA. Esta ultima € uma inibidora potente e irreversivel
de canais de calcio tipo-N. O efeito inibitério da GVIA se da por mecanismo diferente
da simples alteracdo do gating do canal, mas, como diversas linhas de evidéncia
sugerem, a GVIA bloqueia o poro do canal (Boland et al., 1994; Ellinor et al., 1994;
McDonough et al., 2002), indicando, portanto, que Pha1p e Tx3-4 podem estar se
ligando ao poro impedindo assim a ligacdo de GVIA. Entretanto, nem Pha1 nem
Tx3-4 inibiram 100% da resposta, além do mais, a aplicacdo de pulsos

despolarizantes mais fortes reverteram parcialmente o bloqueio causado por essas
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toxinas (Figura 22), o que sugere que as w-phonetoxinas exercem bloqueio mais
fraco que a GVIA, apesar de impedirem essa ultima de se ligar aos canais tipo-N.

A acgao inibitéria da toxina Tx3-4 foi ligeiramente mais pronunciada na
isoforma 37a que na isoforma 37b (~80% contra ~70% de inibigdo, respectivamente,
quando avaliou-se pulsos de -100 a +10mV). Essa diferencga, embora
estatisticamente significativa, nao foi tdo pronunciada como, por exemplo, quando se
comparou a quantidade de bloqueio em funcdo da intensidade do pulso
despolarizante. Nessa situacio, a Tx3-4 mostrou-se muito mais eficaz em inibir 37a
do que 37b em pulsos despolarizantes mais intensos (Figura 22). Logo, pulsos
despolarizantes mais fortes sdo capazes de reverter o bloqueio da Tx3-4 mais em
37b que em 37a, sugerindo que nessa ultima isoforma, a Tx3-4 pode estar se
ligando com mais avidez. A inclusédo do éxon 37a em canais tipo-N aumenta a
densidade da corrente de calcio que esses canais conduzem. A importancia
fisioldgica disso € que quantidades maiores de calcio entram na célula em resposta
a um potencial de acédo . Esse aumento se da pois canais contendo 37a, uma vez
ativados, permanecem abertos por tempo maior, além de que esses canais possuem
cinética de inativagado mais lenta que canais contendo 37b (Castiglioni et al., 2006).
Nao obstante, a condutancia de canais Unicos ndo difere entre canais contendo 37a
ou 37b. Juntos, esses dados sugerem que a Tx3-4 pode ter uma afinidade maior
pelos canais tipo-N no estado aberto, ja que em 37a a inibigao foi maior.

Ja foi mostrado que ~35% dos neurbnios nos DRGs expressam a isoforma
37a dos canais tipo-N. Desses, ~75% sao responsivos a capsaicina e de pequeno
diametro, portanto nociceptores (Bell et al., 2004). Nao € sabido ao certo qual a
proporcao de neurdnios que expressam ambas as isoformas ou que expressam uma
ou outra isoforma exclusivamente. Nossos achados sobre o efeito da Tx3-4 sobre
correntes de calcio em DRGs de camundongos bb e selvagem condizem com essas
analises. Foi observado, no grupo selvagem, duas populagbes aparentemente
distintas quanto ao percentual de inibicdo exercido pela Tx3-4. Interessantemente, 7
(~41%) das 17 células analizadas apresentaram percentual de inibigdo maior e que
nao seguiu uma distrubuicdo gaussiana quando analizado sob teste de variancia,
dentro do grupo total de células. Em animais bb a distribuicdo de todas as células
passou no teste de normalidade. Isso sugere que as células mais significativamente

inibidas pela Tx3-4 podem ser células que expressam a isoforma 37a. Isso nao
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exclui a possibilidade de que a Tx3-4 exerca agao preferencial sobre isoformas de
canais contendo outras variantes de splicing ainda nao identificadas, assim como
nao exlcui a hipotese de que outros mecanismos ndo conhecidos possam contribuir
pra esse perfil diferencial de inibigdo. De fato, os genes Cav2.1 e Cav2.3 também
possuem sitios de spling na regidao do éxon 37 (Gray et al., 2007) cuja fungao
fisiolégica ainda nao foi elucidada. Da mesma forma, o éxon 18, cujo splicing
também causa alteragbes funcionais nos canais tipo-N (Lin et al., 2004), também é
encontrado nos canais Ca,2.3.

Interessantemente e diferente do esperado, a toxina Pha1B nao mostrou
diferencgas relevantes no bloqueio de 37a ou de 37b. Logo, a maior eficacia em inibir
os niveis de calcio preferencialmente em neurdnios pequenos, verificados nos
experimentos de imagem de calcio (Figura 16), pode ser devido a agédo dessa toxina
em mecanismos downstream a entrada de calcio por canais sensiveis a voltagem,
por exemplo, na modulacdo de fosfolipase C com consequente alteracdo da
producado de IP3 e liberagdo de calcio de estoques internos. Novas abordagens
experimentais utilizando inibidores/ativadores de PLC serdo necessarias para

responder essa questio.
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6 CONCLUSOES
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- Das toxinas do pool Tx3 testadas, a Tx3-4 inibiu com maior eficacia o aumento dos
niveis de Ca®" induzidos por KCl em DRGs. No houve distingdo do efeito inibitdrio

entre neurdnios de diferentes didmetros.

- Pha1p inibiu aumento dos niveis de Ca?* induzidos por KCI com maior eficiéncia

em neurdnios pequenos (<30um) que em grandes (>30um).

- Pha1B inibiu aumento dos niveis de Ca®" induzidos por capsaicina, sem mostrar
efeito aditivo com SB366791, sugerindo que Pha13 atua por meio da via da ativagao
de receptores TRPV1.

- Efeito inibitorio da Pha1p no aumento dos niveis de Ca®" induzidos por capsaicina,
€ mais pronunciado, comparado a MVIIA, em DRGs de animais previamente

submetidos a processo inflamatério com CFA.

- Ambas Pha1 e Tx3-4 inibem parcialmente correntes Tipo-N impedindo bloqueio
adicional da w-conotoxina GVIA, sugerindo que as primeiras podem se ligar ao poro

dos canais Tipo-N.

- Tx3-4 bloqueia canais tipo-N contendo o éxon 37a com maior eficacia que canais
37b, principalmente frente a pulsos despolarizantes mais intensos, além da cinética
de bloqueio ser mais rapida. Pha1p ndo mostrou efeito discriminativo aparente entre

as isoformas 37a e 37b.
- Neurdnios DRG’s de camundongos selvagem apresentam populagdes distintas

quanto ao percentual de inibicao da corrente de calcio pela Tx3-4, enquanto que em

DRGs de animais bb o perfil de inibicdo segue distribuicdo normal.
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The purpose of the present work was to investigate the pharmacological action of a calcium channel-
blocking toxin from the venom of the spider Phonetic nigriventer, Tx3-4 on calcium channels coupled to
exocytosis of synaptic vesicles. Tx3-4 blocked KCl-induced exocytosis of synaptic vesicles with an IC50 of
1.1 nM. To investigate whether the target of Tx3-4 overlaps with known calcium channels that mediate
calcium entry and exocytosis, we used w-toxins that interact selectively with neuronal calcium channels.
The results indicate that the main population of voltage-sensitive calcium channels altered by Tx3-4
is P/Q calcium channels. In conclusion, Tx3-4 is a potent inhibitor of calcium channels involved in the
KCl-induced exocytosis of synaptic vesicles in brain cortical synaptosomes.

© 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Voltage-sensitive calcium channels (VSCC) have a key role in
regulating diverse cellular functions, including neuronal commu-
nication [7,19]. The opening of VSCC Ca%* channels may produce a
localized rise in Ca2* and exocytosis of neurotransmitters. Thus, cal-
cium permeates nerve endings through VSCC triggering exocytosis
of synaptic vesicles docked at the active zones.
Electrophysiological studies have classified VSCC into T (low-
voltage activated) and L-, N-, P-, Q- and R-types (high-voltage
activated) [23,24]. Peptides isolated from the venom of the spiders
or cone snails have been used to distinguish the different types
of calcium channels. These peptides can inhibit current through
specific channels with nanomolar potency [1]. The venom of the
spider Phoneutria nigriventer contains several neurotoxins peptides
with actions such as inhibition of the inactivation of Na* chan-
nels [3], blockage of K* channels [10], blockage of Ca2* channels [5]
and inhibition of 4°Ca2* influx in depolarized synaptosomes [15].
Thus, Phoneutria nigriventer spider venom contains a cocktail of tox-
ins that affects ionic channels (see review [8]) and most of these

* Corresponding author. Tel.: +55 31 3409 2707; fax: +55 31 3409 2983.
E-mail address: celiojcjunior@yahoo.com.br (CJ. de Castro Junior).

0304-3940/$ - see front matter © 2008 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.neulet.2008.05.019

peptide toxins are calcium channel blockers that may are used to
capture prey.

The aim of this paper was to investigate, on rat brain cortical
synaptosomes, the KCl-induced increase on exocytosis of synaptic
vesicles in the presence of Tx3-4. We extend the study comparing
the interaction of Tx3-4 with others toxins calcium channel block-
ers (reviewed by Olivera et al. [17]) on exocytosis. We suggest that
Tx3-4 is an antagonist of calcium channels coupled to exocytotic
release of neurotransmitters.

Tx3-4 purified according Cordeiro et al., 1993 is a protein of
8449 Da. FM2-10 was obtained from Molecular Probes (Eugene,
OR, USA). w-CgTX MVIIC, w-CgTX GVIA and w-AGA IVA, Fura-2 ace-
toximethyl ester (Fura-2AM) and Percoll were obtained from Sigma
Chemical Co. (MO, USA).

All animal procedures were approved by a local Ethics Commit-
tee and followed the guidelines for the Use and Care of Animals
for Research issued by the NIH. Male wistar rats (180-200 g) were
killed by decapitation and their brains rapidly (<1 min) removed
and homogenized 1:10 (w/v) in 0.32 m sucrose solution containing
0.25mM dithiothreitol and 1.0 mM EDTA. The homogenate cen-
trifuged (1000 x g for 10 min) and synaptosomes were purified
from the supernatant by discontinuous Percoll-density gradient
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Fig. 1. Effect of Tx3-4 on KCl-induced exocytosis. Rat cerebrocortical synaptosomes
were incubated in KRH in the presence of FM2-10 (50 wM). Tx3-4 (1.0, 4.0, 8.0 and
16 nM) was added 5 min before depolarization by 30 mM KCl. The plot shows the
mean =+ S.E.M. for the percent of fluorescence inhibition induced by Tx3-4. The line
represents the curve fitting generated by non-linear regression, f=ax/(b+x). The
insert shows the fluorescence traces in the absence/presence of 30 mM KCl and Tx3-4
at the indicated concentrations. The arrow indicates the addition of 30 mM KCl.

centrifugation [6], essentially as described [20]. The isolated nerve
terminals were resuspended in Krebs-Ringer-Hepes medium
(KRH): (124 mM NaCl; 1.3 mM CaCl,, 4.0 mM KCl; 1.2 mM MgS04
10 mM glucose, 25 mM Hepes, pH 7.4), to a protein concentration
of 10 mg/ml, divided into aliquots of 1 ml kept on ice for the exper-
iments.

The exocytosis measurements were performed in synaptosomes
(500 1) diluted to 1.0 ml with KRH medium in a stirred cuvette and
incubated with FM2-10 (50 M) and 1.3 mM calcium for 3 min at
37°Cas previously done for FM1-43[9,11]. Vesicle cycling was stim-
ulated with 30 mM KCI and otherwise stated for 45s. The sample
was washed with two short 10 s spins to remove externally bound
dye, and resuspended in 2 ml of fresh KRH. The synaptosomes were
stirred at 37°C for approximately 5min to further remove dye
from the plasma membrane. Labelled vesicles were released dur-
ing a second round of vesicle cycling, stimulated with KCl in KRH
medium. We measured the decrease in fluorescence ((F— Fy)/Fg)
when the dye was exocytosed in a Shimadzu Spectrophotometer
model RF-5301 PC, exciting at 488 nm and collecting at 570 nm.
The fluorescence decay was analyzed at an average of 480-490s.
The dye FM1-43 has been used previously to measure exocytosis in
synaptosomes [9,13], but FM2-10 is more easily washed from exter-
nal membranes giving a lower background signal, which it was used
this study.

Analysis for the significance of the differences between the tox-
ins treatment were performed by one-way analysis of variance.

Fig. 1 and its insert shows the concentration curve for the
inhibitory effect of Tx3-4 on the exocytosis of synaptic vesicles mea-
sured with FM2-10. Tx3-4 at the concentrations of 1.0, 4.0, 8.0 and
16.0 nM inhibited the KCl-induced exocytosis of synaptic vesicles
by 20+2.1, 33+£3.9, 42 £2.9 and 38 £ 3.6%, respectively, P<0.05.
Thus the inhibitory effect of Tx3-4 on the KCl-induced exocytosis
of synaptic vesicles reached a plateau at 16.0nM with an ICsg of
1.1 nM.

Next we tested for the overlapping between Tx3-4 and other tox-
ins, calcium channel blockers, on the exocytosis of synaptic vesicles
(Fig.2).Tx3-4(10nM)reduced by 37 + 2.8% the 30 mM KCl-induced
exocytosis of synaptic vesicle, whereas the reduction evoked by w-
CgTX-MVIIC (2.5 M) and w-Aga-IVA (30 nM) were lower 21 +3.5
and 10 +5.0%, respectively, P<0.05. The w-CgTX GVIA (1.0 uM),
blocker of N-type calcium channel, caused a small and no significant

effect on the KCl-induced exocytosis (P>0.05). The joint applica-
tion of Tx3-4 and w-CgTX MVIIC did not induce higher inhibition
on exocytosis than that induced by Tx3-4 alone, P>0.05. In con-
trast, the joint use of Tx3-4 (10 nM) and Aga-IVA (30 nM) caused an
additive inhibitory effect of 53 +3.9% on the 30 mM KCl-induced
exocytosis of synaptic vesicles (P<0.05). Otherwise the association
of Tx3-4 (10 nM) with w-CgTX GVIA (1.0 M) caused inhibition on
the exocytosis that was, however, not statistically different from
the inhibition induced by Tx3-4 alone (P> 0.05). Cd2* (100 ..M), an
inespecific blocker of calcium channels, inhibited by 54 + 3.8% the
KCl-induced exocytosis, P<0.05.

Measurements of FMs dyes decay [4,9,13] provide a good indica-
tion of transmitter release of synaptosomes. KCl-induced decrease
in fluorescence in the calcium absence (EGTA 8 mM) was greatly
diminished by about 25% of control conditions using 2 mM cal-
cium (data not shown). In the present paper, the FM labeling
decay induced by KCI depolarization was also greatly diminished
in the presence of Tx3-4 and conotoxins and thus, dependent of
active exocytosis. We take advantage of this technique to show
that Tx3-4 caused a dose-dependent inhibition of exocytosis. Exo-
cytosis of synaptic vesicles is triggered by a raise in local calcium
concentration and is tightly coupled to a selective calcium chan-
nel subtype. Tx3-4, w-Aga-IVA and w-conotoxin MVIIC inhibited
the exocytotic responses induced by KCl depolarization of nerve
terminals. Tx3-4 caused a dose-dependent inhibition of exocyto-
sis with an ICs9 of 1.1 nM. The small and not significant effect
on exocytosis induced by w-CgTX GVIA suggests that N-type cal-
cium channel does not contribute much to exocytosis of central
nerve terminals [21]. N-type calcium channels are more preva-
lent in peripheral nerve terminals and are largely responsible for
synaptic transmission in autonomic and sensory terminals [16].
Considerable research in the last decade has focused on potential
role of N-type calcium channel inhibitors for development of novel
analgesic drugs [2]. The various VSCC-regulated components of
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Fig. 2. Effect of Tx3-4, w-conotoxin MVIIC, w-CgTx GVIA, w-AgaIVA and cadmium on
exocytosis induced by 30 mM KCl. Rat cerebrocortical synaptosomes were incubated
in KRH in the presence of FM2-10 (50 wM). The toxins and cadmium were added
5 min before depolarization by 30 mM KCI. Columns show the percent of exocytosis
inhibition induced by 10 nM Tx3-4, 2.5 wM w-conotoxin MVIIC, 1.0 uM w-CgTx GVIA,
30nM w-Aga IVA or 100 wM cadmium on the fluorescence induced by 30 mM KCl
(control). Columns show the mean £ S.E.M. for at least three experiments. *P<0.05
compared to the control 30 mM KCl and **P>0.05 compared to the Tx3-4 value.
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transmitter release and electrical signaling contribute to numerous
physiological processes that are potential targets for therapeutic
intervention.

At the concentration of 30nM w-AgalVA blocks P-type cal-
cium channels [18] without interfering with the Q-type channel.
The P-type [14] and Q-type calcium currents are quite similar
and both currents are completely blocked by saturating concen-
tration of w-conotoxin MVIIC. The data showing the lack of an
additive inhibitory effect between the Tx3-4 plus saturating con-
centrations of w-conotoxin MVIIC and also the observed additive
inhibitory effect on exocytosis induced by the joint use of 10nM
Tx3-4 and 30nM w-Aga-IVA suggests that Tx3-4 may acts on
P/Q type calcium channels in nerve terminals. P/Q-type calcium
channels are most important for transmitter release at central
terminals [9,22]. However, considering that w-conotoxin MVIIC
and w-CgTX GVIA compete for the same binding site on the N-
type calcium channel [12], Tx3-4 may also affects N-type calcium
channel. Tx3-4 has homology structure with Phoneutria w-Ptx-I1A
that was shown blocks N-type calcium channels of rat dorsal root
ganglion [5].

Multiple types of calcium channels coexist in nerve terminals,
and they regulate jointly calcium entry and synaptic vesicles exocy-
tosis. Tx3-4 may binds to brain synaptosomes in multiple binding
sites and with the present experiments is no possible to exclude
the participation of more than one calcium channel involved on the
Tx3-4 inhibition of the KCl-induced increase of exocytosis of nerve
terminals. The joint use of Tx3-4 and conotoxins do not completely
block the vesicle exocytosis suggesting the presence of additional
resistant exocytotic channel.

The control of the calcium-dependent secretion of neurotrans-
mitters from presynaptic nerve terminal is one the most important
function to initiate the synaptic transmission. Tx3-4 shows a very
potent inhibition of exocytosis with an ICsg of 1.1 nM. Conotoxins,
well-known calcium channels blockers, also inhibited KCl-induced
exocytosis but with higher concentrations than that used by Tx3-4.
Thus, Tx3-4 may represents a potent tool to study the participa-
tion of calcium channels on neurotransmitter release from nerve
terminals.
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Abstract

Calcium influx through neuronal voltage-sensitive calcium channels (VSCCg) mediates nociceptive information in the spinal dor-
sal horn. In fact, spinally administered VSCCg blockers, such as ®w-conotoxin MVIIA, have analgesic effect apart of their low ther-
apeutic index and many side effects. Here we study the analgesic potential of Phalf, a calcium channel blocker, in rodent models of
acute and persistent pain. Spinally administered Phalf showed higher efficacy and long-lasting analgesia in a thermal model of pain,
when compared with o-conotoxin MVIIA. Moreover, Phal was more effective and potent than ®-conotoxin MVIIA not only to
prevent, but especially to reverse, previously installed persistent chemical and neuropathic pain. Furthermore, the analgesic action of
both toxins are related with the inhibition of Ca®*-evoked release of pro-nociceptive neurotransmitter, glutamate, from rat spinal
cord synaptosomes and decrease of glutamate overflow in cerebrospinal fluid. When side effects were assessed, we found that Phalf
had a therapeutic index wider than ®- conotoxin MVIIA. Finally, recombinant Phalp expressed in Escherichia coli showed marked
analgesic activity similar to the native toxin. Taken together, the present study demonstrates that native and recombinant Pholf
have analgesic effects in rodent models of pain, suggesting that this toxin may have potential to be used as a drug in the control
of persistent pathological pain.
© 2008 International Association for the Study of Pain. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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nerves [23]. The calcium channels in spinal cord have an
important role modulating the release of key pro-noci-
ceptive neurotransmitters, such as glutamate and neuro-
peptides. Thus, considerable research in the last decade
has focused on N-type calcium channel inhibitors for
development of novel analgesic drugs [2]. The ®-cono-
toxin MVIIA is a selective, reversible and potent blocker
of N-type VSCCg [15,35] and inhibits both neuronal
excitability and neurotransmission [3,23]. ®-Conotoxin
MVIIA was originally isolated from the cone snail
Conus magnus and was subsequently synthesized and
called ziconotide. Ziconotide produces antinociception
in animal models of acute [3,19,20] and persistent pain.
Due to its peptide nature, ziconotide is not orally avail-
able and it must be delivered directly into the CNS via
intrathecal administration [31]. Moreover, intrathecal
infusion of ziconotide (Prialt®) has analgesic effect in
humans and was recently approved by several govern-
ment regulatory bodies worldwide for the treatment of
severe chronic pain. However, ziconotide has a narrow
therapeutic window and produces some serious side
effects in analgesic doses [25,32]. Thus, there is need to
investigate new VSCCg blockers with analgesic proper-
ties and that may warrant less adverse side effects.

Toxins obtained from the venom of the spider
Phoneutria nigriventer, popularly know as armed spider,
have been extensively investigated by our group [9].
These toxins have a broad range of actions, including
activation of Na™ channels, blockade of K* and Ca*"
channels, the latter with consequent decrease in cal-
cium-dependent glutamate release in synaptosomes
[12,26,27]. One purified fraction of the Phoneutria
venom, called PhTx3, contains six neurotoxic peptides
isoforms, PnTx3-1 to 6 [6]. The neurotoxin PnTx3-6,
here called as Phalf, reversibly and non-specifically
inhibited high-voltage-activated Ca®" channels, namely
L-(Ca,l1.2), N-(Ca,2.2), P/Q-(Ca,2.1), and R-(Ca,2.3)
type, with varying potency (N > R > P/Q > L) in heter-
ologous and native systems [34]. Here we demonstrate,
for the first time, that Phalf has analgesic action in
rodent models of pain, with a therapeutic window 4
times larger than ziconotide. Moreover, we generate a
recombinant form of Phalf that shares the analgesic
properties of the native toxin.

2. Materials and methods
2.1. Drugs

Native Phalp was purified by a combination of gel fil-
tration, reverse phase FPLC/FPLC and ion exchange
HPLC, as previously described [6]. @-Conotoxin MVIIA
was purchased from Latoxan (Valence, France). The
stock solutions of the drugs were prepared in PBS in sili-
conised plastic tubes, maintained at —18 °C and diluted
to the desired concentration just before use. Glutamate

dehydrogenase type II (EC 1.4.1.3), NADP", glutamic
acid and fura-2 acetoxymethylester (AM) were obtained
from Sigma (MO, USA). All other reagents were of ana-
lytical grade.

2.2. Animals

Male adult Swiss mice (30-40 g) or Wistar rats (180—
250 g) were acclimatized in the laboratory for at least
2 h before testing and they were used only once through-
out the experiments. While in the home cage environ-
ment, the animals were allowed free access to water
and food. Room temperature was maintained at
22 4+1°C and room illumination was on a 12/12h
light/dark cycle. The experiments were carried out in
accordance with current guidelines for the care of labora-
tory animals and ethical guidelines for investigations of
experiments in conscious animals [41] and were autho-
rized by the Ethics Committee of the Federal University
of Minas Gerais.

2.3. Intrathecal (i.t.) injections

The i.t. injections were performed in accordance with
the method previously described [13,22]. Briefly, a vol-
ume of 5 uLL for mice and 10 pL for rats was adminis-
tered with a 28-gauge needle connected to a 10 puL
Hamilton micro syringe, while the animal was lightly
restrained to maintain the position of the needle. Punc-
ture of the dura was indicated behaviorally by a slight
flick of the tail. Behavioral evaluation was performed
blindly with respect to drug administration.

2.4. Hot-plate test

The hot-plate test was used to measure acute thermal
nociception according to the previously described
method [39], with minor modifications. Mice were
placed into a glass cylinder of 24 cm diameter on the
heated surface (554 0.1°C), and the time between
placement and the licking of the paws, or jumping,
was recorded as index of response latency. The cut-off
time was 45s to avoid tissue damage. Each animal
was tested before administration of the drugs in order
to obtain the baseline. Animals were administered with
5 uL of vehicle (phosphate-buffered saline, PBS), Phal
(30-300 pmol/site) or -conotoxin MVIIA (0.1-
10 pmol/site) from 0.5 to 48 h before the hot-plate test.

2.5. Formalin test

Acute neurogenic and persistent inflammatory noci-
ception were evaluated using the formalin test [8] with
minor modifications. Sixty microliters of saline contain-
ing 2.5% formalin was injected subcutaneously into the
right dorsal hind paw. The rat was immediately placed
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in a polycarbonate box positioned in front of a mirror
for behavior observations. Nociceptive behavior was
quantified by counting the time of licking, flinching
and lifting of the injected hind paw. The measurements
were taken in two phases: on the first phase (neurogenic)
were evaluated during the period from 0 to 5 min and on
the second phase (inflammatory) from 15 to 30 min after
formalin injection. Intrathecal administration of the test
agents was performed using a 10 uL. micro syringe con-
taining vehicle (PBS), Phalp (30-200 pmol/site) or w-
conotoxin MVIIA (10-200 pmol/site). To assess the pre-
ventive or the curative antinociceptive action, drugs
were administered 0.16-24 h before or 0.16 h (10 min)
after formalin injection.

2.6. Measurements of cerebrospinal fluid (CSF)
glutamate levels

Formalin-induced nociception is related with
increased levels of excitatory amino acids, as glutamate,
in cerebrospinal fluid, CSF [20]. To address this possibil-
ity, we examined the effect the Phalf and ®-conotoxin
MVIIA on glutamate levels of CSF after formalin injec-
tion. Rats received PhalB (200 pmol/site) and w-cono-
toxin MVIIA (100 pmol/site) 3 h before or 9 min after
formalin injection (post-treatment). The rats were killed
with halothane 15 min after formalin injection and the
CSF was extracted using cistern magna punction tech-
nique. Glutamate measurement was performed enzy-
matically following the increase in the fluorescence due
to the production of NADPH in the presence of gluta-
mate dehydrogenase and NADP' [24]. To start the
assay, NADP" (1.0 mM) and glutamate dehydrogenase
(50 U) were added to the CSF samples 10 min after the
emitted fluorescence was measured [28]. The excitation
wavelength was set at 360 nm and the emission wave-
length to 450 nm using a PTT spectrofluorimeter.

2.7. Synaptosomal preparation

Synaptosomes were prepared from spinal cord of rats.
Male Wistar rats (180-250 g) were decapitated and spinal
cord were quickly removed and placed in aerated (with
95% 0,/5% CO») ice-cold modified Krebs—Ringer buffer
with minor modifications. The spinal cord was dissected
from two rats and homogenized in 14 mL of ice-cold
0.32 M sucrose, and the crude synaptosomal pellet (P,)
was prepared by differential centrifugation with 1000g for
S5min followed by 15,000g for 20 min as previously
described [17]. Protein was assayed by Bradford method [4].

2.8. Glutamate release in spinal cord synaptosomes
In all synaptosomal experiments, the P, pellet was

resuspended in 4.5 mL of Krebs—Ringer buffer, aerated
with 95% 0,/5% CO,. For the test, 500 uL of the synap-

tosomal suspension was diluted with 1500 uL of Krebs
buffer containing 5 pL containing NADP™" (1 mM), glu-
tamate dehydrogenase (50 U) and Phalf (1.25-7.5 uM)
or m-conotoxin MVIIA (1.25-7.5 uM). Toxins were
added 100 s before stimulation with 100 uM capsaicin.
This assay relies on generation of NADPH by glutamate
dehydrogenase in the presence of glutamate, with
NADPH being measured fluorometrically [24]. The exci-
tation wavelength was set at 360 nm and emission wave-
length to 450 nm in a PTI spectrofluorimeter.

2.9. Measurement of [Ca’™ ];

Synaptosomes were loaded with 5 uM fura-2 AM
(stock solution 1 mM in DMSO) for measurements of
intrasynaptosomal free calcium concentration [Ca*"} in
synaptosomes. The assays were performed in a PTI spec-
trofluorimeter according to Grynkiewicz et al. [11] with
minor modifications as previously described [28]. CaCl,
was added to synaptosomal suspension at the beginning
of each fluorimetric assay (1.0 mM final concentration).
Synaptosomes were stirred throughout the experiment
in a cuvette maintained at 35 °C. Toxins were added to
the synaptosomal suspension 100 s prior to stimulation
with 100 uM capsaicin. The [Ca®"} increase induced by
membrane depolarization is strictly dependent on the
presence of extracellular Ca>" in these conditions [28].

2.10. Quantification of side effects

The side effects were quantified as previously
described [30]. Rats received PBS, Phalf (200-
1000 pmol/site), recombinant Phalf (200-1000 pmol/
site) and w-conotoxin MVIIA (10-600 pmol/site) by
i.t. route and side effects were measured immediately
after injection. Rats were placed in an open field
15 min for behavioral observations. A seven-point scale
was used to quantify side effects with a maximum of
three points for serpentine tail movements and whole
body shaking and one point for the presence of allo-
dynia (assessed via a light brushstroke to the flank).
For an unrestrained rat, the absence of serpentine tail
movements and discernible body shaking resulted in
respective score of zero points. Mild serpentine tail
movement or slight shaking or trembling of the body
was each scored as one point. Moderate serpentine tail
movement and whole body shaking with or without
splaying of the hind limbs resulted in respective scores
of two points. Continuous serpentine tail movement
and severe body shaking were given the respective max-
imum scores of three points.

2.11. Neuropathic pain model

For induction of chronic mononeuropathy, male
mice were first anesthetized by intraperitoneal injection



118 A.H. Souza et al. | Pain 140 (2008) 115-126

of 90 mg/kg of ketamine plus 3 mg/k of xylazine hydro-
chloride. Then, a partial ligation of the right sciatic
nerve was made by tying one-third to one-half of the
dorsal portion of the sciatic nerve, using a similar proce-
dure to that described by Malmberg and Basbaum [18].
In sham-operated mice, the nerve was exposed without
ligation. Seven days after surgical procedure the
mechanical sensitivity was measured to confirm the
development of allodynia.

The measurement of mechanical paw withdrawal
threshold was carried out using the up—down paradigm
as described previously by Chaplan et al. [5]. Briefly,
mice were first acclimatized (1-2 h) in individual clear
Plexiglas boxes (9 x 7 x 11 cm) on an elevated wire
mesh platform to allow the access to the plantar surface
of the hind paws. von Frey filaments of increasing stiff-
ness (0.02-10 g) were applied to the mice hind paw plan-
tar surface with a pressure causing the filament to bend.
Absence of a paw lifting after 5s led to the use of the
next filament with increasing weight, and paw lifting
indicated a positive response and led to the use of next
weaker filament. This paradigm continued until a total
of six measurements or until four consecutive positive
or four consecutive negative responses had occurred.
The 50% mechanical paw withdraw threshold (PWT)
response was them calculated from the resulting scores
as described previously by Dixon [7]. The 50% PWT
was expressed in grams (g), and was evaluated several
times after intrathecal injection of Phalp.

2.12. Recombinant toxin

2.12.1. Plasmid construction

The coding region for the toxin was produced by
PCR. Two overlapping oligonucleotides, Tx36F (5'-
CAT CCC GCG TGG TGA AAT TTG CAC CGA
TGA CTG TGA ATG CTG CGG CTG TGA CAA
CCA ATG TTA TTG CCC GCC GGG TTC CT-3)
and Tx36R (5-TTT CTT TTT TAC GGT TAC AAA
AAT ATT TAT TTG CAT GTG CAC ACG AGC
ATT TAA AGA TAC CCA GCG AGG AAC CCG
GCG GG-3), were used as template for the PCR and
two other oligonucleotides PnTx36ECOF (5-AAT
TGA ATT CAT CGA GGG AAG GGC TTG CAT
CCC GCG TGG-3') and PnTx36PSTR (5'-AAT TCT
GCA GTT AAG CTT TTT TAC ATT TTIT CIT
TTT TAC-3') were used as primers of the PCR. Primers
were designed using the Escherichia coli codon prefer-
ence and were synthesized by IDT — Integrated DNA
Technologies. Amplification reaction contained the tem-
plate oligonucleotides in a 0.1 uM concentration, the
amplification primers in a 1 puM concentration, 250 uM
of each deoxynucleotide triphosphate and 2 U of the
thermostable recombinant Taq polymerase. Each cycle
consisted of denaturing the DNA at 94 °C for 1 min,
annealing the primers for 1 min at 55°C, and then

extending the primers at 72 °C for 1 min. This cycle
was repeated 40 times. After the final cycle samples were
chilled at 4 °C.

The amplification product was purified using the
QIAquick™ Gel Extraction Kit (Qiagen, USA), digested
with EcoRI and Pstl and cloned into pBADmycHis-C
(Invitrogen, Carlsbad, CA 92006, USA). The plasmid
obtained (PnTx36MycHis) encodes a 10,9 kDa Pholf
recombinant protein which is tagged at the N-terminus
with the peptide sequence M D PSSRSAAGTI
W E F1E G R and at the C-terminus with the Myc epi-
tope and six histidine residues (Y VEQKLISEEDL
NSAVDHHHHH H) (Fig. 7). The plasmid was
purified using the Qiagen Plasmid Maxi Kit (Qiagen,
USA). To ensure that no mutation had been introduced
by the polymerase, clones had their sequence determined
by automatic sequencing using the dideoxynucleotide
chain-termination reaction [33].

2.12.2. Expression and purification of the fusion protein

Escherichia coli (BL21 strain) cells were transformed
with PnTx36MycHis. Expression of the fusion protein
was induced by 0.2% vr-arabinose at 37 °C. After 4 h of
growth in the presence of L-arabinose, cells were har-
vested by centrifugation at 4000g for 20 min, suspended
in 10 mL of Lysis buffer B-PER™ Bacterial Protein
Extraction Reagent (Pierce, Rockford, IL 61105, USA)
and cell debris were removed by centrifugation. The sol-
uble fusion protein was initially affinity-purified from
the bacterial lysates using the B-PER 6 x His Fusion Pro-
tein Spin Purification Kit (Pierce, Rockford, IL 61105,
USA) and further purified using the Amicon Ultra-4
centrifugal filter device (Millipore Corporation, Bilerica,
MA, USA).

2.13. Statistical analysis

The results were expressed as mean + SEM, IDs val-
ues (i.e. the dose of compounds that reduces nociceptive
responses to the order of 50% relative to the control
value) are reported as geometric means accompanied
by their respective 95% confidence limits. Data were ana-
lyzed by one or two-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Bonferroni, Dunnett or Student—-Newman-—
Keuls when appropriate. Dose-response curves in the
hot-plate and formalin tests were analyzed by one-way
ANOVA with time treated as a within-subject factor.
Post-hoc tests (Dunnett) were carried out when appro-
priate. The level of significance was set at P < 0.05. The
percent of antinociception (i.e. % increase latency time
to licking their paws or jumping from hot-plate test)
was determined for each experimental group using the
following formula: (%) antinociception = 100 x [(exper-
iment — control)/control)]. The percent of maximal
inhibition in the formalin test was determined for each
experimental group using the following formula (%)
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inhibition = 100 x [(control — experiment)/control]. The
IDsy and DTy values were determined by non-linear
regression analysis using sigmoidal dose-response equa-
tion from individual experiments using GraphPad Soft-
ware 4.0 (GraphPad, USA).

For the in vitro experiments, the results were
expressed as mean + SEM. The data were analyzed by
one or two-way analysis of variance (ANOVA) followed
by Student—-Newman—Keuls test and the statistical sig-
nificance criterion was P < 0.05.

3. Results

3.1. Pholp has antinociceptive effect in rodent models of
pain

Initially, we tested PhalB, and compared its effect
with that of w-conotoxin MVIIA, in an acute model of
thermal pain, the hot-plate test. The intrathecal (i.t.)
administration of Phalf (200 pmol/site) in mice pro-
duced a delayed, but long-lasting, antinociceptive action
in the hot-plate test, from 3 to 24 h after injection
(Fig. 1A and C). The maximum antinociceptive effect
(Imax) Was 81 + 6% and the effective dose to produce
50% effect (EDsp) was 120 (70-205) pmol/site, 5 h after
PhalpB administration. Comparatively, i.t. administra-
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more short-lasting antinociception (from 2 to 5 h), with
an I, of 70 & 28% and EDsq value of 0.17 (0.013—
2.26) pmol/site, 5 h after its injection (Fig. 1B and D).
Thus, Phalp was less potent than ®-conotoxin MVIIA
to induce antinociception in an acute pain model in
mice, but its effect was persisted longer than ®w-conotox-
in MVIIA.

Next, we assessed the effect of Phalf in a model of
persistent inflammatory pain in rat, the formalin model.
The pre-treatment with Pholp (200 pmol/site) or w-
conotoxin MVIIA (100 pmol/site) from 0.16 to 24 h
produced antinociception in both neurogenic and
inflammatory phases of the formalin test (Fig. 2). Simi-
lar to the thermal model, the antinociceptive action of
Phalp was longer than that of w-conotoxin MVIIA in
the formalin test (lasting 3 and 24 h in the neurogenic
and inflammatory phase, respectively, Fig. 2A and B).
The antinociceptive action of w-conotoxin MVIIA in
this test lasts only 3 h in both neurogenic and inflamma-
tory pain (Fig. 2C and D). Moreover, Phalp was also
capable of reducing the second phase of formalin-
induced nociception as early as 10 min before formalin
administration (Fig. 2B).

When administered before formalin injection (pre-
treatment), Phalp was as effective and potent as m-cono-
toxin MVIIA to produce antinociception (Fig. 3A-D).
In the neurogenic phase, the [,,x values were
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Fig. 1. Time-course (A and B) and dose-response (C and D) curves for the antinociceptive effect produced by intrathecal administration of Phalf (A
and C) (30-300 pmol/site) or w-conotoxin MVIIA (B) (0.1-10 pmol/site) in the hot-plate test in mice. For dose-response curves, drugs were injected

5 h prior of the test. Data are reported as mean 4+ SEM for n = 12-16 per group. P < 0.01,

stk

P <0.001 compared to PBS, one- (C and D) or two-

way (A and B) ANOVA followed by Student-Newman-Keuls and Bonferroni tests, respectively.
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Fig. 2. Time-course curve for the antinociceptive effect produced by intrathecal pre-treatment of Phalf (200 pmol/site) or w-conotoxin MVIIA
(100 pmol/site) administered from 0.16 to 24 h before formalin injection on neurogenic (A and C) and inflammatory (B and D) phases of the test in
rats. Data are reported as mean & SEM for n = 5-8 per group. “P < 0.05, compared to PBS group, two-way ANOVA followed by Bonferroni test.

55 4 15% and 76 & 9% for Phalp (67 pmol/site) and -
conotoxin MVIIA (200 pmol/site), respectively. In the
inflammatory phase of formalin-induced nociception,
the I,.x values were 67 &= 9% and 73 & 11% and the
IDs, values were 48 (25-92) and 63 (27-145) pmol/site
for Phalf and w-conotoxin MVIIA, respectively. Of
note, the post-treatment (administered 9 min after for-
malin injection) with Pholf was more effective than
and as potent as its pre-treatment, with I, of
87 + 5% and IDsy of 50 (25-75) pmol/site (Fig. 3E).
Nevertheless, the efficacy of w-conotoxin MVIIA was
reduced when it was administered after formalin injec-
tion with an I, value of 37 + 14% (Fig. 3F). Thus, dif-
ferent from ®-conotoxin MVIIA, Phalf was more
effective to reverse an established nociceptive process.

3.2. The analgesic effect of Pholp is related to the
reduction of glutamate release in spinal cord

In the spinal cord the neurotransmitter glutamate is
an important mediator of pain, including that induced
by formalin. As previously described [20], formalin
injection increases glutamate levels in CSF animals.
Both the intrathecal pre and post-treatment with Pholf
(200 pmol/site) almost blocked the increase in CSF glu-

tamate levels induced by formalin in rats, with inhibi-
tions of 78 + 6% and 80 4 13%, respectively (Fig. 4A
and B). Pre-treatment with o-conotoxin MVIIA was
also able to reduce formalin-induced increase CSF glu-
tamate levels, with an inhibition of 74 + 17% (Fig. 4C).

We further explored the mechanism of Phalf action
using a spinal cord synaptosomal preparation in vitro.
When spinal cord synaptosomes were stimulated with
capsaicin (100 uM, to specifically activate the spinal ter-
minals of nociceptors) they release glutamate (Fig. SA
and B). Similar to observed in vivo, both Phalf or -
conotoxin MVIIA almost abolished capsaicin-evoked
glutamate release in a concentration-dependent manner,
with a ICs, value of 2.1 (0.8-5.4) and 4.8 (3.0-7.8) uM,
respectively. Moreover, both Phalf and ®-conotoxin
MVIIA partially, but significantly, reduced capsaicin-
induced increase of [Ca”"} in spinal cord synaptosomes
(Fig. 5C and D), with observed I,,,x values of 45 + 10%
and 51 4 4%, respectively.

3.3. Pholf has antinociceptive effect in a neuropathic pain
model

Directed by the analgesic effects in different types of
pain measurement observed for Phalf, we were inter-
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ested to learn whether this novel toxin would control
neuropathic pain as well. The partial sciatic nerve lesion
caused a decrease on paw withdrawal from von Frey fil-
aments measured 7 days after de surgical procedure (the
value of 50% PWT diminished from 1.59 +0.36 g at
baseline to 0.24 4+ 0.08 g after lesion in operated group),
whereas sham-operated group did not demonstrated
tactile allodynia (the value of 50% PWT were
2.17+£0.43 and 2.32 +0.35g before and after sham
procedure, respectively). The i.t. administration of
30 pmol/site of PhalB caused a statistically significant
anti-allodynic effect from 1 to 4h after injection
(Fig. 6A). Moreover, the it. administration of
30 pmol/site of Phalp did not alter normal mechanical
sensitivity of the animals (Fig. 6B).

3.4. Phalp presents reduced side effects in rodents

We next assessed the possible side effects induced by
intrathecal administration of Phalf in rodents. With
doses capable of producing intense antinociceptive
effects in mice, PhalB (200 pmol/site) and w-conotoxin
MVIIA (10 pmol/site) did not alter any parameter in
rota-rod, open field and grip force tests in mice (data
not shown). We did not detect any alteration in gross
behaviors of mice treated with Phalp (200 pmol/site),
but observed that some mice treated with m-conotoxin
MVIIA (10 pmol/site) developed serpentine tail move-
ments. As previously described [19] intrathecal adminis-
tration with ®-conotoxin MVIIA (10-200 pmol/site)
induced dose-related side effects (including serpentine



122 A.H. Souza et al. | Pain 140 (2008) 115126

A 150 =
5= 125 <
M o
u £ 1004
o3
c'5 754
o &
$3 1 .
[T *
£ = o925
0= ¥
Phcy_1ﬁ
Pre4reatment
Formalin
C 150 -
3~ 125 <
(m o
w £ 1004
w5
O o
£'% 754
e 50 4
° 3
£ = 9254
04

B 150+

125 -

100 +

o
(=]
L

*

—

P h:ﬂ p
Post-tre atment
Formalin

Increase in CSF Glu
level (% of control)
~
o
1

N
o
L

(=]
L

®

1

L]
@-conotoxin MVIIA
Pre-treatment

Formalin

Fig. 4. Glutamate levels in the cerebrospinal fluid (CSF) of rats pre (A and C) or post-treated (B) with Pha1B (200 pmol/site) or @-conotoxin MVIIA
(200 pmol/site) in the formalin test. Data are reported as mean + SEM for n = 3-4 per group. “P < 0.05, compared to PBS group.

tail movements and intermittent mild body shakes) in
rats (Fig. 7). These side effects were observed with doses
as low as those necessary to induce antinociception in
rats (=10 pmol/site), with a DTsy value of 287 (147-
562) pmol/site. We observed that i.t. treatment with
Phalp also induced side effects in rats, but only with
doses higher than that necessary to induce maximal
antinociceptive effect (=300 pmol/site) and with DTs,
value of 788 (485-1278) pmol/site (Fig. 7). When com-
pared with their potencies to reduce the inflammatory
phase of formalin-induced nociception in rats, the calcu-
lated therapeutic window (DTs0/DIso) of Phalp and w-
conotoxin MVIIA were 16 and 4, respectively.

The intrathecal (i.t.) administration of Phalf
(200 pmol/site) or w-conotoxin MVIIA (100 pmol/site)
in rats caused mild hypotension with recovery to normal
values after 3 h (data not shown).

3.5. Recombinant Phalf possess analgesic effect similar
to native toxin

In order to become effective as a therapeutic agent it
is necessary to obtain a less limited source for obtaining
the toxin. In order to do that, we cloned the cDNA frag-
ment that encodes the mature peptide of the Phalp into
the vector pPBADmycHisC (Invitrogen, USA) and used
this construct to produce a recombinant Phalf in the
bacteria E. coli. The recombinant Phalf, a 10,894 kDa

peptide, is tagged at the N-terminus with a peptide 19
amino acid residues long and at the C-terminus with a
peptide 23 amino acid residues long, which include the
Myc epitope and six histidine residues (Fig. 8A). Immu-
noblot analysis shows that recombinant Phalf can be
specifically recognized by horse polyclonal antibodies
against P. nigriventer total venom (Fig. 8B).

We used the formalin test for the initial evaluation of
whether the recombinant toxin would be functional. As
can be observed in Fig. 8C, recombinant Pholf
(200 pmol/site) was as effective as native toxin to pro-
duce analgesic effect in the inflammatory phase of for-
malin-induced pain.

4. Discussion

Here we introduce a novel pharmacological agent for
the control of pain, the Phalf toxin, previously shown
to be reversibly blocker of high-voltage VSCCs.
Although the toxin seems to show some preference N-
type channels among the HVA Ca®" channel subtypes
tested, higher concentrations do interfere with other
subtypes [34]. Our results show that in animal models
Phalp presents a number of advantages when compared
to the clinically used w-conotoxin MVIIA.

Insults in peripheral tissues, such as skin, joints and
viscera, release several algogenic mediators that in turn
activate nociceptors and sensitize them for other painful



A.H. Souza et al. | Pain 140 (2008) 115-126 123

>

10 <

Glutam ate
(nmol/img protein)

Control KRH 1.25 2.5 5.0 7.5
Phee1p (pM)
Capsaicin (100 pM)

C 60 =
- T
*
£ o = T
=
o
3
= 204
<
04
Control KRH 1.25 2.5 5.0
Phalp (LM)

Capsaicin (100 pM)

B 15-
£
[
o © 104 T
5 s T
£33 *
] s
5 o
o £ 5l
(=]
£
£
0d
Control KRH 2.5 5.0 7.5
@-conotoxin MVIIA ( pM)
Capsaicin (100 pM)
D 60 =
S 04 * * *
= = T T
e
o
8
= 204
<
0
Control KRH 1.25 2.5 5.0

o-conotoxin MVIIA { pM)
Capsaicin (100 pM)

Fig. 5. The effect of Pholp and w-conotoxin MVIIA (1.25-7.5 uM) in capsaicin-stimulated glutamate release (A and B) or [Ca*"}; increases (B and
D) rat spinal cord synaptosomes. Data are reported as mean &= SEM for n = 3—6 per group. *P < 0.05, compared to KRH group, one-way ANOVA

followed by Student-Newman-Keuls test.

stimulus. Activation of nociceptors in the periphery pro-
duces messages which converge in the dorsal horn of the
spinal cord which process the nociceptive information
and project it to the cerebral cortex via a relay in the
thalamus, eliciting pain [38]. There is convincing evi-
dence by pharmacological, electrophysiological and
molecular biology studies indicating that VSCC, espe-
cially from the N-type, exert a critical role in controlling
nociceptive processes in the spinal cord [2,29,31].

The present study shows that a novel antagonist of
high threshold VSCCs administered into lumbar intra-
thecal space was capable to induce potent antinocicep-
tive effect on the classical tests for measuring acute
and persistent pain. The formalin test is useful for exam-
ining possible effects on acute nociception versus persis-
tent pain, because it produces a biphasic behavioral
response with a well-resolved transition from acute pain
to a more persistent pain state. The first phase of which
is a measure of the direct activation of nociceptors and
the second phase reflects ongoing peripheral input acting
on dorsal horn neurons sensitized by the input arising in
the first phase [14]. Hence, Phalf is capable of reducing
pain in both normal and early sensitized spinal nocicep-
tive transmission with a long-lasting course for its antin-
ociceptive effect. Of particular interest from a clinical
point of view is the observation that Pha1p not only pre-

vented phase-2 behavior when administered before for-
malin injection, but it also reversed phase-2 behavior
when it was administered after formalin injection. These
observations raise the possibility that, with respect to
persistent clinical pain states, Pholf might be useful
not only for pre-emptive analgesia (when pain can be
anticipated, in example postsurgical pain), but also for
the more common situation in which treatment is sought
long after the pain state has been established [21]. ®-
Conotoxin can also reverse an established pain, but it
is less potent and efficacious than Phalf to produce
such effect. Further studies are needed to assess possible
antinociceptive effects of Phalp in other clinically rele-
vant models of pain.

Phalp or w-conotoxin MVIIA also produce a potent
analgesic effect in the hot-plate, a test that represents a
model of acute thermal pain where tissue injury does
not occur. The low potency of Phalf compared with
o-conotoxin MVIIA to produce analgesia in the hot-
plate test could be an interesting characteristic, since
acute thermal pain has an important physiological pro-
tective function in the preservation of living organisms
and its block in some circumstances should be avoided.

N-type VSCCs in the spinal cord have an important
role modulating the release of key pro-nociceptive neu-
rotransmitters, such as glutamate. In agreement with
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the behavioral data, both toxins were able to reduce glu-
tamate overspill in CFS in response to formalin treat-
ment, an effect likely caused by the efficient inhibition
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of evoked glutamate release from nerve terminal due
to inhibition of calcium influx. Moreover, in isolated
nerve terminals obtained from the spinal cord, both tox-
ins blocked glutamate release evoked by capsaicin. The
stimuli used for these in vitro investigations, capsaicin,
activates nociceptors, strongly suggesting that the effect
of the toxins is related to their ability to inhibit glutama-
tergic release. Interestingly, Phalf presented potency
about 3 times higher than w-conotoxin MVIIA to block
the evoked release of glutamate. Furthermore, our
results agree with previous findings demonstrating that
N-type calcium channels could be preferentially coupled
to the release of glutamate in the enhanced nociceptive
transmission at the spinal level following formalin
inflammation [10]. Thus, the decrease in neurotransmit-
ter release from the presynaptic terminals by the reduc-
tion of calcium influx would reduce the activity of the
dorsal horn neurons and thereby increase the threshold
for nociceptive response.

Injury to peripheral nerves often results in a persis-
tent neuropathic pain condition that is characterized
by spontaneous pain, hyperalgesia and allodynia
[18,37]. Injury to the nerve can produce changes in
dorsal horn function and pain. This facilitated process-
ing may be mediated in part by voltage-sensitive cal-
cium channels (see [40] for review). Convergent
observations obtained in a variety of pre-clinical mod-
els have emphasized the anti-hyperalgesic and anti-
allodynic effects resulting from the block of the high-
voltage-activated N-type and low-voltage-activated T-
type voltage-sensitive channels at the spinal level. Stud-
ies with antagonists for the P/Q- and the L-type chan-
nels have shown low efficacy. Accordingly, we have
found that intrathecal injection of Phalp was capable
of reversing nerve injury-induced mechanical allodynia.
This is an important finding since the available analge-
sic drugs often have limited therapeutic value in the
management of neuropathic pain and they may, in
fact, represent a risk to the patient due to their com-
mon side effects [37].
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It has been shown that intrathecal injection of ®-
conotoxins in rats consistently caused serpentine tail
movements and whole body shaking, suggestive of cere-
bellar-related motor alterations [19,30,31]. Furthermore,
serpentine tail movements and whole body shaking
could be rarely detected in mice, a result that we have
reproduced (not shown). As ziconotide can produce side
effects in human, these results suggest that rats are more
sensitive and perhaps more predictive to detect side
effects of VSCC blockers injected intrathecally.

It is noteworthy that Phalf is capable of producing
maximal analgesia with doses in which it did not induce
potential side effects. In contrast, the maximal analgesia
induced by m-conotoxin MVIIA could only be observed
in doses that caused severe side effects. These findings
suggest that, different from w-conotoxin MVIIA, dose-
titration with Pha1f in a clinical setting could be possi-
ble. Thus, Phalp has a higher therapeutic index and
may have superior efficacy for the relief of pain that
could enable its use in a clinical setting. However, more
pre-clinical and toxicological tests must be conducted
prior to the use of Phalf in humans. In this respect,
the fact that we were able to obtain a functional recom-
binant Phalp that produces a response similar to that of
the native toxin may facilitate future pre-clinical and
clinical studies.

The better analgesic profile of Phalf compared with
w-conotoxin MVIIA (i.e. lower potency in acute physio-

logical pain, greater potency in persistent pathological
pain and larger therapeutic window) can be explained
by several factors, including different affinities of toxins
for the activated states or splice variants of N-type
VSCCs and binding in other types of VSCCs [1,16,36].
In fact, different from w-conotoxin MVIIA, Phalp also
can act on other types of VSCCs that are involved in
pain transmission in the spinal cord, such as P/Q, R
and L, that could improve its analgesic action [34]. Since
our previous electrophysiological study was only
focused in VSCCs, we cannot exclude a role for other
ion channels, such as TRP or ionotropic glutamate
receptors, in the antinociceptive response caused by
Phalp. Further, studies must be carried out to elucidate
this point. The present study demonstrates that both
native as well as the recombinant Pholp have analgesic
effect in rodent models of pain, suggesting that this toxin
has the potential to be used as a drug in the control of
persistent pathological pain.
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Phoneutria Spider Toxins Block Ischemia-Induced Glutamate
Release, Neuronal Death, and Loss of Neurotransmission
in Hippocampus
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ABSTRACT:  The aim of this study was to investigate the effect of spi-
der toxins on brain injury induced by oxygen deprivation and low glu-
cose (ODLG) insult on slices of rat hippocampus. After ODLG insult
cell viabilility in hippocampal slices was assessed by confocal micros-
copy and epifluorescence using the live/dead kit containing calcein-AM
and ethidium homodimer and CA1 population spike amplitude recording
during stimulation of Schaffer collateral fibers. Spider toxins Tx3-3 or
Tx3-4 and conus toxins, ®-conotoxin GVIA or ®-conotoxin MVIIC are
calcium channel blockers and protected against neuronal damage in sli-
ces subjected to ODLG insult. Confocal imaging of CA1 region of rat
hippocampal slices subject to ischemic insult treated with Tx3-3, Tx3-4,
o-conotoxin GVIA or o-conotoxin MVIIC showed a decrease in cell
death that amounted to 68 *+ 4.2%, 77 * 3.8%, 32 * 2.3%, and 46 *=
2.9%, respectively. This neuroprotective effect of Tx3-4 was corrobo-
rated by eletrophysiological recordings of population spikes amplitudes
in CA1. The neuroprotection promoted on hippocampal slices by Tx3-3
or Tx3-4 was also observed when the toxins were applied 10, 20, 30,
60, 90, or 120 min after induction of the ODLG injury. During the is-
chemic insult, glutamate release from slices was increased by 71%
(from 7.0 = 0.3 nM/mg of protein control slices not subjected to
ischemia to 12 = 0.4 nM/mg of protein in slices exposed to ischemia).
Tx3-3, Tx3-4, o-conotoxin GVIA or -conotoxin MVIIC inhibited
the ischemia-induced increase on glutamate release by 54, 72, 60,
and 70%, respectively. Thus Tx3-3 and Tx3-4 provided robust
ischemic neuroprotection showing potential as a novel class of
agent that exerts neuroprotection in an in vitro model of brain ischemia.
© 2009 Wiley-Liss, Inc.
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INTRODUCTION

Cell calcium plays a key role in mediating ischemic
neuronal damage (Kristian and Siesjo, 1996) and its
intracellular concentration is critically regulated. Elec-
trophysiology, pharmacology and genetics techniques
have been used to characterize several types of high
voltage-dependent calcium channels (VDCC). These
channels are classified as L-, N-, P-, Q-, R-, or T-type
based on the biophysical and pharmacological proper-
ties of the currents they mediate (Mintz et al., 1992;
Dunlap et al., 1995; Randal and Tsien, 1995). The
presynaptic Ca’" influx that generates glutamate
release during brain ischemia is mediated via VDCC.
It has been shown that P- and Q-type calcium chan-
nels contribute significantly to glutamate release in
vivo (Valentino et al., 1993) and in vitro (Guati-
mosim et al., 1997) making these channels targets for
therapeutic intervention in excitotoxic neuronal death.

The strategy for prey capture through the actions of
a mixture of toxins directed toward multiple molecular
targets is widely prevalent in arthropods. Among them,
the venom of the Brazilian spider Phoneutria nigriventer
has been investigated and it was showed to contain a
mixture of toxins that affect ionic channels (for review
see Gomez et al., 2002; Pinheiro et al., 2006). The
toxins Tx3-3 and Tx3-4 purified from the venom
(Cordeiro et al., 1993) inhibit calcium influx (Miranda
et al., 1998; 2001) and exocytosis (Guatimosim et al.,
1997) in synaptosomes by targeting P/Q calcium chan-
nels in nerve endings. Moreover these toxins also in-
hibit glutamate release in synaptosomes (Prado et al.,
1996; Reis et al., 1999). Activation of glutamate excita-
tory amino acid transmitter receptors and intracellular
accumulation of calcium are strongly implicated in the
promotion of neuronal degeneration after brain ische-
mia (Siesjo, 1990). Thus VDCC blockers, especially
those that block excitatory transmitter release and cal-
cium influx might be expected to be neuroprotective af-
ter ischemic insult to the brain. The aim of the present
article was to study the action of these purified toxins,
Tx3-3 and Tx3-4, on in vitro hippocampal ischemia
induced by oxygen and glucose deprivation (ODLG).
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MATERIALS AND METHODS

Drugs
The Tx3-3 and Tx3—4 were purified from the PhTx3 frac-

tion of the venom of the spider P nigriventer by a combination
of gel filtration, reverse phase FPLC on Pep-Rpc and Pro-Rpc
columns, reverse phase high-performance liquid chromatogra-
phy (HPLC) on Vydac C18, and ion exchange HPLC on cati-
onic and anionic columns (Cordeiro et al., 1993). By mass
spectroscopy analysis Tx3-3 and Tx3—4 have molecular weights
of 6,300 and 8,449, respectively. The snail toxins ®-conotoxin
MVIIC and ®-conotoxin GVIA were obtained from Peptides,
Japan. All other chemicals were of analytical grade.

Hippocampal Slices

All procedures were approved by a local Ethics Committee
and followed the guidelines for the Use and Care of Animals
for Research issued by the NIH. Wistar rats (180-200 g) were
killed by decapitation and their brain rapidly (<1 min)
removed and submerged in cold (4°C) artificial cerebrospinal
fluid (ACSF) containing (in mMol/L): 127 NaCl, 2 KCI, 10
glucose, 1.2 KH,POy, 26 NaHCO3, 2 MgSOy, 127 NaCl, 2
KCI, 10 glucose, 1.2 KH,POy, 26 NaHCO;, 2 MgSOy, 2
CaCl,, 10 HEPES bubbled with 95% O,/5% CO,. Both Aip-
pocampi were dissected and 7-8 transverse slices (0.4 mm) were
obtained with a Mcllwain Tissue Chopper (Brinkman Instru-
ments, UK). The first three (septal) slices of each hippocampus
were discarded and the other slices were placed on nylon mesh
platforms in a covered incubation chamber. The slices were
submerged on ACSF bubbled with 95% O,/5% CO, for 60—
90 min at 36.5°C to recovery from the trauma. The slices used
for oxygen deprivation low glucose (ODLG) insult were trans-
ferred to small chambers (25 ml). After 30 min the slices on
their floating nylon platforms were transferred to insult cham-
bers (25 ml) containing 95% N,/5% CO, bubbled ACSF with
4 mmol/L glucose for 10 min at 36.5°C in the presence or ab-
sence of the test toxins (Monette et al., 1998). Treatments (test
toxins) were present for 30 min before, and during 10 min of
ODLG insult on hippocampus. Thus, the slices obtained from
the same animal were incubated in ischemic and control condi-
tions. For each experiment, 3—4 slices were incubated together
on the perfusion chamber with or without toxin during the is-
chemic insult. Thereafter, the slices were washed (with ACSF)
during the 4-h reperfusion period before assessing neuronal

viability.

Confocal Microscopy

To analyze cell viability slices were stained with 6 mmol/L
ethidium homodimer-AM and 4 mmol/L calcein-AM (live/
dead assay, Molecular Probes, Eugene, OR) for 30 min and
then washed for 15 min in 2 ml of 95% O,/5% CO, ACSF at

room temperature. During the staining procedure slices were

Hippocampus

protected from light. Viable cells showed green fluorescence of
calcein and dead cells were indicated by the red fluorescence of
ethidium homodimer. Images were acquired using an Axiovert
200M using the ApoTome system or a LEICA SP5 confocal
microscope to obtain optical sections of the tissue. Objectives
used were 20X dry, 40X water immersion (1.2 NA) and a
63X oil immersion (1.4 NA). Confocal images showing spe-
cific red-fluorescent nucleic acid staining of dead cells were col-
lected and used to quantify the ischemia-induced neurotoxicity.
We used the Confocal Assistant software to combine consecu-
tive optical sections (1,024 X 1,024) from a Z-series to create
image reconstructions. To improve images for quantitative anal-
ysis, they were processed using the median filter. Quantification
of dead cells required identification of their nuclei fluorescently
stained with ethidium homodimer. In the current approach, we
define nucleus as connected pixels that were above a threshold.
This threshold was calculated using the image histogram, and
pixels below the threshold were set to 0. Regions in the CAl
area of hippocampus were selected from the threshold images
and analyzed using the MetaMorph Imaging System to calcu-
late the percentage of threshold area in the image which reflects
the number of dead cells.

To test for the neuroprotective effect of Tx3-3 or Tx3—4
treatments, after induction of ischemia, hippocampal slices
were submitted to ODLG insult for 10 min and after the onset
of the ischemia they were reperfused for 10, 20, 30, 60, 90, or
120 min in ACSF with 10.0 mM glucose bubbled with 95%
0,/5% CO, at 36.5°C. After the above periods of time, the
slices were treated/not treated with of Tx3-3 (8 nM) or Tx3—4
(8.0 nM) for 30 min. Thereafter, the slices were washed with
ACSF with 10.0 mM glucose during the 4-h reperfusion period
before assessing neuronal viability. The morphological analysis
of dead cells was performed in eight fields per slice from three
different experiments in control (ischemic) or treated experi-
ments (100 cells were counted/field).

Eletrophysiology

Experiments were performed “blind” in the sense that the
experimenter did not know if the sample tested contained toxin
or blank until after the data was recorded and analyzed. Slices
for electrophysiology were prepared as described above, except
that a vibrating slicer (Model 752m, Campden Instruments)
was used. Schaffer collateral fibers were stimulated using a plat-
inum/iridium concentric electrode connected to a constant cur-
rent isolated stimulator that delivered 1 mA stimuli of 0.2 ms
duration. Recordings were obtained via glass micropipettes (tip
diameter 5-10 microns) filled with a CSF connected to an
Axoclamp 2D amplifier (Molecular Devices) under the control
of WCP software (Strathclyde Eletrophysiological Software,
University of Strathclyde, Glasgow, Scotland). For each experi-
ment, population spikes amplitudes were recorded from three
slices which were then exposed to oxygen and glucose depriva-
tion for 10 min with or without 20 min before incubation
with toxin (or blank). The slices were then incubated for 4 h,
after which population spikes amplitudes were recorded again
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FIGURE 1. Confocal images (10X magnification) of represen-
tative hippocampal slices showing control slice not submitted to is-
chemia (A); hippocampal slices submitted to ischemia (B) and hip-
pocampal slices subjected to ischemia in the presence of 1.0 pM
o-conotoxin GVIA (C), 100-nM ®-conotoxin MVIIC (D), 8.0 nM
Tx3-3 (E), and 8.0 nM Tx3—4 (F). The red color indicates dead
cells and the green color live cells. The G graph shows the percent
of dead cells on hippocampal CA1 region of the slices submitted

to ischemia insult no treated (black bar) and treated ischemic sli-

and compared with their initial values. Results shown are from
three independent experiments, each of which included a posi-
tive control for the effect of ischemia and the blanks served as
negative controls to guarantee that the observed protection was
due specifically to the toxin. In addition, Sham-ODLG experi-
ments were performed in which the slices underwent identical
handling but were not exposed to ODLG solution.

Glutamate Release Assay

After ODLG insult the incubation medium containing hip-
pocampal slices was centrifuged (1000g for 1min) and the su-
pernatant was collected for glutamate assay. Protein in the pel-
let was measured as described by Bradford (1976). Glutamate
measurement in the supernatant was performed enzimatically
after the increase in the fluorescence due to the production of
NADPH" in the presence of glutamate dehydrogenase and
NADP+ (Nicholls et al., 1987). To start the assay, NADP+

NEUROTOXINS PROTECT NEURONAL DAMAGE INDUCED BY ISCHEMIA
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ces by 1.0 pM ®-conotoxin GVIA, 100 nM ®-conotoxin MVIIC,
8.0 nM of Tx3-3 or 8.0 nM of Tx3—4 (white bars). Dead cells in
the treated slices are given as percentage of the respective ischemic
untreated slices (B). The results express the mean * standard error
of mean (SEM) of dead cells in eight fields of at least three differ-
ent experiments. (100 cells were counted/field). For other details,
see Methods section. *Different from ischemic slice without treat-
ment, P < 0.05. [Color figure can be viewed in the online issue,
which is available at www.interscience.wiley.com.]

(1.0 mM) and glutamate dehydrogenase (50 units) were added
to the samples and the emitted fluorescence was measured
(Romano-Silva et al., 1993). The excitation wavelength was set
at 360 nm and the emission wavelength to 450 nm using a
PTTI spectrofluorimeter.

Statistics

Statistical analysis was performed by analysis of variance

(ANOVA) with a significance level of P < 0.05.

RESULTS

The neuroprotection effect of ®-GVIA, o-MVIIC, Tx3-3
and Tx3-4 toxins was tested against the neuronal death
induced in CA1 hippocampal slices submitted to ODLG insult.
Figure 1 shows confocal images of control slice not subjected

Hippocampus
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to ischemia (A), ischemic slice not treated (B) and ischemic sli-
ces treated with 1 pM of ©-GVIA (C), 100 nM of o-MVIIC
(D), 8.0 nM of Tx3-3 (E) or 8.0 nM of Tx3-4, (F). Hippo-
campal slices submitted to ODLG insult in the presence of the
spider toxins showed that the green live cells were abundant
with a virtual exclusion of red dead cells indicating a robust
protection of deprived slices treated with the Tx3-3 or Tx3—4
toxins. Cell protection effect was also observed for the Conus
toxins ®-GVIA, ©-MVIIC, blockers of N- and N-P/Q types of
calcium channels, respectively, but with less efficacy compared
with spider toxins at the tested concentrations, see in bar pre-
sentation, Figure 1G. The confocal images of treated deprived
slices with Tx3-3 and Tx3-4 were almost similar to nonde-
prived control or sham slices (not shown). The quantitative
analysis of the neuroprotection induced by 1.0 uM ®-cono-
toxin GVIA or 100 nM ®-conotoxin MVIIC were 32 = 2.3%
and 46 £ 2.9% percent, respectively. Spider toxins Tx3-3 and
Tx3—4 yield percentage of blockage of 68 *= 4.2 and 77 =
3.8%, respectively (Fig. 1G). Hippocampal slices subjected to
ODLG insult in the presence of ®-Conotoxin MVIIC showed
greater protection than that induced by w-conotoxin GVIA (P
< 0.05). However, they were both less efficient than the spider
toxins. Despite the small difference, the neuroprotection
induced by Tx3-4 was significantly higher than that induced
by Tx3-3, P < 0.05. The neuroprotective effect of the spider
toxins at the concentration of 4.0 nM was lower (about 30%),
whereas at the concentration of 16 nM, the neuroprotection
effect was not statistically different from that observed with 8.0
nM, P > 0.05 (data not shown).

We next tested functional protection of CAl neurotransmis-
sion by recording population spike amplitude before and after
ischemic insult (Fig. 2). For these experiments, we focused on
Tx3-4, which was the most protective toxin based on the
experiments of Figure 1. In nontreated slices, 10 min ischemic
insult resulted in almost complete abolition of the population
spike amplitude recorded 4 h later. Without treatment, slices
lost 95.3 % 2.4% of the population spike amplitude recorded
before ischemic insult. With treatment with 16 nM Tx3—4,
population spike amplitudes loss was reduced to 47 * 4.4%.
In sham ODLG experiments population spike amplitudes loss
was less than 10%. Thus, the observed neuroprotection by
Tx3-4 translated of CAl
neurotransmission.

The neuroprotection induced by spider toxins, Tx3-3 and
Tx3—4, added to the incubation medium 10, 20, 30, 60, 90,
or 120 min after the onset of the hippocampal ischemia is
shown in Figure 3. In comparison with ischemic slices which
were not treated with the toxins, both Tx3-3 (8 nM) and
Tx3-4 (8.0 nM), they significantly attenuated overall hipocam-

into functional preservation

pal ischemic neuronal damage on all periods of time used on
this study (P < 0.05). The percentage values for the neuropro-
tection induced by Tx3-3 were 62 = 3.2%, 56 * 4.6%, 65
* 4.8%, 48 = 3.6%, 36 £ 4.3%, and 19 £ 3.0%, respec-
tively (P < 0.05). For Tx3—4, the values were 66 = 4.2%, 63
* 3.2%, 65 * 4.6%, 66 * 3.7%, 36 * 3.7%, and 12 *
3.6%, respectively (P < 0.05).
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FIGURE 2. Tx3—4 protects against population spike loss in

CAl. Population spikes amplitudes were measured before (Pre)
and after (Post) ODLG treatment and 4-h recovery, or after an
equivalent period without ODLG and without toxin (sham). Loss
of population spike amplitude was calculated as the percentage dif-
ference in amplitude in the Post recording compared with Pre. (A)
This shows representative traces from slices subject to OGLD
insult with or without Tx3—4, or sham-treated slices. (B) This
shows the quantification of three independent experiments. Bar
height represents the population spikes amplitudes, mean and
error bars are 1 SEM. (**difference in mean statistically significant,
P < 0.01, paired student ztest).

It is well known that in the process of ischemia, a pivotal
change is the increase on glutamate release, the main excitatory
neurotransmitter in the central nervous system. Based on the
known actions of the Phoneutria toxins in VGCC, we hypothe-
sized that they may decrease glutamate secretion induced by is-
chemic conditions. Hence, we measured glutamate release from
hippocampus slices submitted to ischemia in the presence of
calcium channel blocker toxins from conus and spider toxins.
The glutamate release from hippocampal slices not subjected to
ischemia was 7.0 £ 0.3 nmol/mg protein, whereas in the ische-
mic condition induced by ODLG insult, glutamate release
increased to 12 = 0.4 nmol/mg protein or about 71% more
than that of the control not subjected to ischemia (Fig. 4).
®-Conotoxin MVIIC (100 nM), ®-Conotoxin GVIA (1.0 pM),
Tx3-3 (8.0 nM) or Tx3—4 (8.0 nM) inhibited the ischemia-
induced release of glutamate to values of 9.0 * 0.7, 8.5 = 0.7,
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FIGURE 3. Time course of the neuroprotection induced by

Tx3-3 or Tx3—4 toxins applied after the onset of the ischemia in
hippocampal slices. Hippocampal slices were submitted to ODLG
insult for 10 min and after that they were incubated for 10, 20,
30, 60, 90, or 120 min in ACSE10-mM glucose bubbled with
95% 0,/5% CO, at 36.5°C and cell viability was assessed by the
homodimer-AM/calcein-AM assay. After the above times, they were
not treated (black bars)/or treated (white bars) with Tx3-3, 8.0
nM (A) or Tx3-4, 8.0 nM (B) for 30 min. Thereafter, the slices
were washed with ACSF 10 mM glucose during the 4-h reperfu-
sion period before assessing neuronal viability regarding control
slices. The results express the mean = SEM of dead cells in eight
fields of at least three different experiments. (100 cells were
counted/field). For other details, see Methods section.

9.7 £ 1.0, and 8.5 * 0.9 nmol/mg of protein, respectively (P
< 0.05). The glutamate released from slices not subjected to is-
chemia (control) was different from that observed on slices sub-
jected to ischemia in the presence of the toxins (P < 0.05).
Thus, the inhibition of glutamate release by conus or spider
toxins was only partial.
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DISCUSSION

N
The glutamate-Ca2
states that excessive release of glutamate causes pathological ele-

neurotoxicity hypothesis (Choi, 1988)

vation of intracellular Ca®" concentration which activates cal-
cium-dependent processes leading to cell death. One cause of
excessive glutamate release in the brain is ischemia. The hippo-
campus has one of the highest rates of oxygen consumption in
the brain (Nishizaki et al., 1988), which may make it particu-
larly susceptible to the glucose and oxygen deprivation protocol
used in in vitro model of ischemia.

Previously we have shown that Tx3-3 and Tx3-4 inhibit
calcium influx (Miranda et al., 1998, 2001) and exocytosis
(Guatimosim et al., 1997; Castro Junior et al. 2008) in isolated
nerve endings. Here, we showed that these toxins inhibited the
increase in glutamate release, neuronal death, and loss of neu-
rotransmission in hippocampus CA1 that result from the in
vitro ischemia. Moreover, Tx3-3 and Tx3—4 were also effective
preventing the in vitro neuronal cell death when they were
applied after the onset of the induced ischemia. The first exam-
ination for the in vivo neuroprotection induced by the toxins
showed that rats treated with Tx3-4, had partial recovery of
the locomotor activity (data not shown). These data suggest
that peptide toxins with high selectivity for ionic channels may
be useful drugs in clinical settings that require multiple strat-
egies against pathologies such as stroke.
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FIGURE 4. Effect of conus and spider toxins on glutamate

release induced by oxygen and glucose deprivation. Hippocampal
slices submitted to ischemia were separated from the incubation
medium by centrifugation and analysis of glutamate content was
performed on the supernatant. The results express the means *
SEM of glutamate release by slices (nMol/mg protein). Control sli-
ces were not subjected to ischemia and ischemic slices were
treated/not treated with 1.0 pM ®-conotoxin GVIA, 100 nM o-
conotoxin MVIIC, 8.0 nM Tx3-3 or 8.0 nM Tx3—4. For other
details, see Methods section.
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We have used concentrations of spider and conotoxins that
reduces glutamate release induced by ischemia (Fig. 4). How-
ever, based on the in vitro neuronal protection data it seems
that Tx3-3 and Tx3—4 are more efficient than conus toxins in
the protection of neuronal damage. On a previous publication
(Miranda et al., 2001), we have shown that Tx3—-3 and Tx3-4,
were more efficient than ®-conotoxin MVIIC to inhibit
the increase in “Ca®" influx induced by synaptosome depo-
larization.

Among the conus toxins, ®-conotoxin MVIIC, which blocks
N- and P/Q-type calcium channels showed greater cell protec-
tion than ®-conotoxin GVIA, a selective blocker of N-type cal-
cium channels. Nevertheless, the neuroprotection induced by
o-conotoxin GVIA agrees with previous data that indicate N-
type calcium channels controls 40% of glutamate release in the
hippocampus (Wu and Saggau, 1994).

There are two types of neurotransmitter release, synaptic and
nonsynaptic (nonexocytotic) (Vizi, 2000). During ischemia the
model of nonsynaptic release of neurotransmitter is increased
(Milusheva et al., 2003). Previously we have shown that the
Phoneutria toxin Tx3—4 decrease Ca”*-independent release of
glutamate (Reis et al., 1999). The synaptic release of the excita-
tory neurotransmitter glutamate is regulated by more than one
calcium channel blocker (Olivera et al., 1994) and Tx3-3 and
Tx3-4 are N-and P/Q-type Ca’*-channel blockers (Prado
et al., 1996; Guatimosim et al., 1997; de Castro Junior et al.,
2008). It was suggested that broad-spectrum neuronal Ca®"
channel blockers may be better cytoprotective agents than more
specific neuronal Ca®?" channel blockers (Maroto et al., 1996).
Our data agree with this assumption.

Excitotoxicity is considered to be the predominant mecha-
nism of cell death in stroke and chronic neurodegenerative dis-
orders. Excitotoxicity results from an excessive release and inad-
equate uptake of glutamate and one of the neuroprotective
strategies is based on the prevention of excessive release of
glutamate (Miljannich and Ramachandran, 1995; Ginsberg,
1998). Thus, it was suggested that neuroprotection induced by
calcium channel blockers may be due to a reduction on gluta-
mate release. Despite this, conus toxin SNX-111, a very poor
blocker of potassium-induced glutamate release in hippocampus,
protects the tissue from ischemic damage whereas SNX-230,
which is a potent blocker of glutamate release, in hippocampus,
is ineffective as a neuroprotective agent (Valentino et al., 1993).
These results imply that, at least for conopeptides, there is no
correlation between the block of excitatory amino acid release
and neuroprotective efficacy. Therefore, the events leading to
neuronal damage after global ischemia are more complex than
those implied by the excitotoxicity hypothesis (Choi, 1998).

There is a large body of factors involved in brain ischemia
with compelling evidence that hyper stimulation of glutamate
receptors and subsequent Ca”*-induced free radical injury plays
a central role in triggering neuronal damage. Glutamate excito-
toxicity due to massive release of glutamate during ischemia is
one of the major factors (Lipton, 1999). Here, we have shown
that conus and spider toxins, calcium channel blockers, inhib-
ited glutamate release and reduced neuronal damage. Consider-

Hippocampus

ing the physiological role of voltage-gated calcium channels it
is possible to assume that activation of neuronal VDCCs in
conjunction with glutamate receptors contribute to develop-
ment of neuronal death (Krieglstein et al., 1996). Thus, phar-
macological agents, such us the spider toxins, which act selec-
tively on both, might be valuable as part of the therapeutic
strategy to reduce damage provoked by stroke.
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Abstract — Studies revealed that the venom of the Brazilian “armed” spider Phoneutria nigriventer contains potent
neurotoxins that caused excitatory symptoms such as salivation, lachrymation, priapism, convulsions, flaccid and spastic
paralysis. It was also reported that the main mechanism of action of those neurotoxins are effects on ion channels such as
inhibition of the inactivation of Na* channels, blockage of K* channels and blockage of calcium channels. The venom from
Phoneutria keyserlingi, as might be expected, contains a series of polypeptides that are very similar, but not identical, to the
proteins previously obtained from the venom of P. nigriventer in terms of their amino acid sequences and biological
activities. We evaluated the effects of some of the toxins of P. nigriventer and P. keyserlingi on glutamate release and the
decrease in [Ca?']; by using synaptosomes of rat brain cortices and fluorimetric assays. Sequence comparisons between the
Phoneutria toxins of both the species showed great similarity in the location of cysteine residues. However, thus far, no
pharmacological assays were performed to evaluate the extension of those biochemical modifications. Our results showed
that differences between the amino acid sequences of Phoneutria toxins of both the species lead to the significant changes in
the pharmacological properties of these toxins.

Key words: Spider venom, Synaptosomes, Glutamate release, Phoneutria toxins

application in medicine and agriculture (5; 7; 18).
In spite of the fact that various neurotoxins from

INTRODUCTION

venom of the Brazilian “armed” spider Known about the venoms from other species of
Phoneutria  nigriventer  contains  potent this genus. Toxins from the venom of Phoneutria

keyserlingi elicited very similar toxic and lethal
effects as those of P. nigriventer when tested in
mice. However, their effects on ion channels

neurotoxins that can cause excitatory symptoms
such as salivation, lachrymation, priapism,
convulsions, flaccid and spastic paralysis of the

anterior and posterior members, and death
following intracerebral injection in mice (4; 22;
6). It was also reported that the main mechanism
of action of these neurotoxins are effects on ion
channels such as the inhibition of the inactivation
of Na* channels (1), blockage of K* channels
(11) and blockage of Ca®* channels (9; 2, 25).
Spider neurotoxins have been described as
important tools for the future development of
new biologically active molecules with potential

remain unknown. Richardson and colleagues (20)
reported that the venom from P. keyserlingi, as
might be expected, contains a series of
polypeptides that are very similar but not
identical, to the proteins previously obtained
from the venom of P. nigriventer in terms of
their amino acid sequences and biological
activities. Sequence comparisons showed great
similarity in the location of cysteine residues
when these toxins were compared with other
toxins active in the Ca’" channels. We are
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currently studying the effects of some of these
new toxins from the venom of P. keyserlingi and
also some toxins from P. nigriventer, whose
activities are not yet being assessed. Here, we
describe the effect of PKTx23C3, PKTx28C4,
and PKTx20C4 — neurotoxic peptides purified
from the wvenom of P. keyserlingi and
PNTx25A1, PNTx19C1, PNTx37C2 and
PNTx19C2 obtained from the venom of P.
nigriventer on glutamate release and the effect of
PKTx23C3 and PKTx20C4 on decreasing [Ca®*];
in the synaptosomes of rat brain cortices.

MATERIALS AND METHODS

Reagents

Glutamate dehydrogenase type Il (EC1.4.1.3),
NADP*, glutamate, acetoxymethylester sucrose, Percoll®,
EGTA and HEPES were obtained from Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, USA), and Fura-2 AM was obtained from
Molecular Probes (Eugene, OR, USA). w-Aga IVA, o-
CgTX GVIA and ©-CmTX MVIIC were purchased from
Peptides Inc. (Japan). All other reagents were of analytical
grade.

Isolation of neurotoxins

The toxins were purified from the venom samples of
P. nigriventer and P. keyserlingi by a combination of
chromatographic steps, as previous described (3).

Purification of synaptosomes

Adult Wistar rats of both sexes (180-200 g) were
killed by decapitation. The cortices were removed and
homogenized in 1:10 (w/v) 0.32 M sucrose solution
containing dithiothreitol (0.25 mM) and EDTA (1 mM).
Homogenates were first centrifuged (1000 X g for 10 min)
and synaptosomes were isolated by Percoll® gradient
centrifugation (21). Synaptosomes were re-suspended in
HEPES-buffered salt solution (HBSS: 124 mM NaCl, 4 mM
KCI, 1.2 mM MgSO,, 10 mM glucose, 25 mM HEPES,
adjusted to pH 7.4 with 5.0 M NaOH) at 10.0 mg/mL,
divided into aliquots of 200 pL and kept on ice until it used
for the measurement of glutamate release or loaded with
Fura-2 AM.

Measurement of continuous glutamate release

Glutamate release was assayed by monitoring the
increase in fluorescence due to the production of NADPH in
the presence of NADP" and glutamate dehydrogenase (15).
Briefly, synaptosomes (10 mg/mL) were incubated for 60
min in the same way as for measurement of Ca®* (see
below), washed with HBSS medium, and transferred to a
cuvette (final synaptosomal concentration, 0.5-1.0 mg/mL),
which was maintained at 35°C with constant stirring. At the
start of each assay, CaCl, (1.0 mM), NADP* (1.0 mM) and
glutamate dehydrogenase (50 units) were added to the
synaptosomes. The excitation wavelength was set at 360nm
and the emission wavelength at 450 nm. CaCl, addition was
omitted in the experiment performed in the presence of 1.0
mM EGTA in order to assess calcium-independent
glutamate release under different conditions. Toxins were
added 60 s before membrane depolarization with 33 mM
KCI. After stabilization of the fluorescence signal at a
plateau level, 5.0nmol of glutamate was added as an internal

standard. Data was expressed as nmol of glutamate per
milligram of protein.
Measurements  of ca*
concentration [Ca *'];

Fura-2 AM (stock solution 1 mM DMSO)
measurements  of intrasynaptosomal free  calcium
concentration [Ca]; in synaptosomes were performed in a
PTI spectrofluorimeter according to Grynkiewicz and
colleagues (8) with minor modifications described
previously (21; 17). Fluorescence emission was recorded at
500nm using 340/380 nm excitation ratio. CaCl, was added
to the synaptosomal suspension at the beginning of each
fluorimetric assay (1.0 mM final concentration). Toxins
were added to the synaptosomal suspension 60 s before
membrane depolarization with KCI (33 mM). The [Ca®'];
increase induced by membrane depolarization is strictly
dependent on the presence of extracellular Ca®* in these
conditions (21).

intrasynaptosomal  free

Statistical analysis

Results described are meantS.E.M of at least three
independent experiments. Statistical significance was by
analysis of variance (ANOVA). A value of P < 0.05 was
considered as statistically significant.

RESULTS

Effect of toxins on glutamate release from brain
cortical synaptosomes

Table 1 shows the effect of PKTx23C3,
PNTx19C1, PKTx28C4, PNTx25A1,
PKTx20C4, PNTx37C2 and PNTx19C2 on K'-
induced glutamate release. Only PKTx23C3 and
PKTx20C4 decreased the KCl-evoked glutamate
release from cerebrocortical —synaptosomes
(Figure 1). The concentration of PKTx23C3 and
PKTx20C4 ranging, respectively, from 8nM to
300nM and 0.3 uM to 3 uM gradually decreased
the KCl-evoked release of glutamate. The
calculated 1Cs, values for PKTx23C3 and
PKTx20C4 inhibition were 116.4 nM and 1.48
uM, respectively. In the absence of Ca?*, in the
reaction media (no added Ca** plus 2mM
EGTA), the KCl-induced release of glutamate
was 6.4+1.9nmol/mg of protein. This value
represents the calcium-independent pool and
52% of the total glutamate release (Table 1)
according to previous experiments (19) in the
central nervous system.

Effect of PKTx23C3 and PKTx20C4 on calcium-
independent release of glutamate

The KCl-induced release of glutamate is the
sum of two components distinguished by their
dependence, or independence, of extracellular
Ca®* (for a review, see (16)). The calcium-
independent release was assayed in a medium
lacking CaCl, and by adding 2.0mM EGTA 2
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Figure 1. Effect of PKTx23C3 and PKTx20C4 isotoxins on glutamate release.

Synaptosomes, which are prepared as described in the Materials and Methods section, are depolarized with 33 mM KCI, and
this is followed by the continuous release of glutamate. (A) Total release of glutamate from control and toxin-treated
synaptosomes of PKTx23C3 (8.0, 80.0 and 300 nM). (B) Total release of glutamate from control and toxin-treated
synaptosomes of PKTx20C4 (0.3, 1.5 and 3.0 uM). All toxins are added 60 s before the addition of KCI. The figures show
representatives curves from three independent experiments.

Table 1. Effect of Phoneutria kevserlingi and Phoneutria nigriventer isotoxms on glutamate release from
depolarnized cerebrocortical synaptosomes.

Toxin Glutamate released Spider

(nmol/mg of protein)

PKTx23C3 (300nM) 6.9+£2.7* Phoneutria keyserlingi
PNTx19C1(12puM) 10.2+2.4 Phoneutria nigriventer
PKTx28C4 (3uM) 10.6+0.7 Phoneutria keyserlingi
PNTx25A1 (19uM) 10.3+0.8 Phoneutria nigriventer
PKTx20C4 (3pM) 5.9+0.3% Phoneutria keyserlingi

PNTx37C2 (100nM) 12.8+13 Phoneutria nigriventer
PNTx19C2 (2uM) 10.3+1.0 Phoneutria nigriventer

EGTA (2mM) 6.4+1 9% .
KC1 (33mM) 12.440.5 -

*P=0.05 compared with control (33mM KCI)
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min before depolarization with 33mM KCI. The
resulting release in those conditions was around
52% of regular medium containing calcium. In
the presence of PKTx23C3 (300nM) and
PKTx20C4 (3uM), we did not observed any
significant effect on calcium-independent
glutamate release (Figure 2). These results
indicated that the effects of PKTx23C3 and
PKTx20C4 were restricted to the calcium-
dependent (exocytotic) glutamate pool. After
demonstrating that PKTx23C3 and PKTx20C4
possibly  blocked the  calcium-dependent
glutamate release, we tested the effect of these
toxins on the KCl-induced increase of
synaptosomal [Ca®'];.

15

g

i

Glutamate released
(nmol/mg of protein)

<

Figure 2. Effect of PKTx23C3 and PKTx20C4 on Ca*'-
independent release of glutamate.

The release of glutamate is performed in HBSS medium
lacking calcium (1.0mM EGTA) and control or PKTx23C3
(300 nM) and PKTx20C4 (3 uM) — exposed synaptosomes
are depolarized by using 33 mM KCI. The amount of
glutamate released under calcium-deprived conditions is
similar to that shown in Table 1 for maximal concentration
of those toxins. The mean values from five independent
experiments are shown.

Effect of PKTx23C3 and PKTx20C4 on [Ca®"]..
Depolarization with KCI (33mM) induced
an increase of 250nM (from 250 to 500nM) on
average [Ca®']; measured using Fura-2-AM in
brain  cortical synaptosomes. The toxins
PKTx23C3 (300nM) or PKTx20C4 (3 uM) were
separately added 60 s before membrane
depolarization with the synaptosomal suspension.
The resulting release was approximately 79%
(PKTx23C3) and 75% (PKTx20C4) of that
measured in medium lacking toxins (Figure 3). In
order to test whether the PKTx23C3 and
PKTx20C4 targeted channels overlap with
known neuronal subtypes of calcium channels,
such as those blocked by w-Aga IVA, ©-CgTX

GVIA and o-CmTX MVIIC, we measured
intracellular calcium changes induced by KCI
(33mM) in the presence of different toxins.
Figure 3 shows that the new Phoneutria toxins
PKTx23C3 (300 nM) and PKTx20C4 (3 pM)
decreased the changes in [Ca®']; by about 20%,
which was induced by 33 mM KCI when
exposed to the synaptosomes 60 s before
depolarization. To test for the overlapping of

calcium channels inhibited by ®-Aga IVA
(100nM), ®-CgTX GVIA (1 pM) and
PKTx23C3 (300nM), these toxins were

incubated together (o-Aga IVA + PKTx23C3
and o-CgTX GVIA + PKTx23C3) 60 s before
KCI (33 mM) depolarization. ®-Aga IVA and o-
CgTX GVIA, blockers of P- and N-type Ca”*
channels, respectively, caused a small inhibition
of the KCl-induced increase in [Ca®*], (data not
shown). The results caused by PKTx23C3 in
association with either w-Aga IVA or o-CgTX
GVIA was similar to that obtained with
PKTx23C3 alone (Figure 3). Addition of
PKTx23C3 (300 nM) with either w-Aga IVA or
®-CgTX GVIA caused an inhibition that was not
significantly different from that observed in the
presence of PKTx23C3 (300 nM). These results
might indicate that PKTx23C3 (300 nM) binds in
the outer vestibule of the pore that is
allosterically coupled to ®-Aga IVA interfering
with the interaction between w-Aga-IVA and P/Q
calcium channel, in a similar way as describe to
calcicludine, a toxin extracted from green mamba
snake (26). Furthermore, the association of
PKTx23C3 (300 nM) with o-CmTX MVIIC
caused an inhibition that was not different from
that induced by o-CmTX MVIIC alone (Figure 3
and data not shown).

The inhibition caused by PKTx20C4 in
association with either o-Aga IVA and o-CgTX
GVIA was similar to that obtained with
PKTx20C4 alone (Figure 3). o-Aga IVA
(100nM), ©-CgTX GVIA (1 uM) and
PKTx20C4 (3 uM) were incubated together (o -
Aga IVA + PKTx20C4 and o-CgTX GVIA +
PKTx20C4) 60 s Dbefore KCI (33mM)
depolarization (Figure 3). The combined use of
PKTx20C4 (3 uM) with w-Aga IVA (100nM)
caused an inhibition that was significantly
different from that observed in the presence of
PKTx20C4 (3 uM) alone. However, the
association with either ®-CgTX GVIA or o-
CmTX MVIIC (1 pM) caused an inhibition that
was not significantly different from GVIA (1uM)
or Aga IVA (100 nM) alone (data not shown).
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Although the joint application of toxins (co-
Aga IVA (100 nM), ®-CgTX GVIA (1 uM) o-
CmTX MVIIC (1 uM) and PKTx23C3 (300
nM)) appears to cause an inhibition [Ca’'],, the
difference between this inhibition and that
induced by PKTx23C3 alone failed to achieve
statistical significance. On the other hand, the
association between o-Aga IVA with PKTx20C4
caused significant inhibition on [Ca®'], thus
indicating that there was no overlap between
both toxins.

250 -

200 - * %

150 -

100 -

A[ca®] (nM)

50

KCl + o+ + o+ o+ + o+ o+ 4
PKTx23C3 - + + + +

AgalvVA - -+ - - -+

GVIA e I
MVIIC s - L%
PKTx20C4 - - - - - + o+ o+ o+

Figure 3. Effect of calcium channel blockers, PKTx23C3
and PKTx20C4 on the increase in [Ca®'], in rat cortical
synaptosomes.

Synaptosomes were obtained and loaded with fura-2 as
described in the Materials and Methods section. They were
incubated in HBSS medium containing 1.0 mM CacCl, for
60s in the presence of the toxins, alone or in combination
(100 nM ®-Aga IVA; 1.0uM ©-CgTX GVIA; 1.0 pM o-
CmTX MVIIC; 300 nM PKTx23C3; 3 pM PKTx20C4)
followed by depolarization with 33 mM KCI during 2.5 min.
Results are expressed as meantS.E.M. from five
independent experiments. * means statistical difference
compared with 33mM KCI (P<0,001), and a means
statistical difference compared with PKTx20C4 alone
(P<0,05).

DISCUSSION

Sequence of PNTx19C1 and its effect on
glutamate release

In our study, we observed that the toxin

PNTx19C1 had no significant effect in inhibiting

the glutamate release evoked by KCI when used
doses up to 12 puM. The sequence of toxin

PNTx19C1 is not completely determined;
however, we can see that it shows great
similarity when compared to the sequences of
toxins belonging to the family Tx3-6 which, as
previously mentioned, have a great effect on the
inhibition of calcium currents (20). We also
noticed a chemical variation in the properties of
amino acids existing on the PNTX3-6 and
PNTx19C1 chain structure. The main changes
occurred between hydrophobic amino acids and
amino acids charged polarized (Figure 4C/D).
One important modification in the amino acid
positions is the alanine residue (position 1 in
PNTx3-6 sequence) by glycine (in PNTx19C1).
Such change might cause major effects on its
biochemical and pharmacological properties.
Thus, we may suggest that no significant effect
on the release of glutamate at the concentration
of PNTx19C1 (12 uM) might be explained by the
changes in the polarization of the chain, which
leads to a decrease in affinity between the
channel and the toxin.

Sequences of PKTx28C4 and PNTx25A1 and
their effects on glutamate release.

Recent studies have shown that these two
new peptides extracted from spiders and P.
keyserlingi and P. nigriventer have very toxic
effects when injected into the thoracic cavity of
rats and houseflies (20). However, in the present
study, these peptides did not show significant
effects in the inhibition of glutamate release
evoked by KCI in rat brain synaptosomes. These
two peptides have 43%-51% of sequence
homology when compared to the toxins of the
family Tx2 (20) (Figure 4E). It is known that the
toxins of the family PNTx2 act by increasing the
activation of sodium channels (1; 27; 20) and
increasing the inflow of sodium ions in
synaptosomes, thereby inducing depolarization
of the membrane, calcium ions influx and release
of glutamate in relation to TTX (21). The main
amino acid changes observed when we compared
both toxins with PnTx2-1 are the presence of a
basic amino acid (position 1 in PKTx28C4 and
PNTx25A1) and the alterations of several amino
acids in the sequence of the remaining toxins.
Investigations of the effects of both toxins on
Na® influx must be performed to clarify if such
changes are crucial to the structures and
functions of those toxins.

Sequence of PNTx37C2 and its effect on the
glutamate release.

The sequence of the toxin PNTx37C2
(unpublished data) showed great similarity to the
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CLDIGKTCKDD. ..CECCGC NVCYCPFDWF GKWQPFGCSCAY LKYV..........CAHKQKKCPNV

Figure 4. Chart of amino acid sequences alignments of Phoneutria toxins.
The sequences are aligned according to the cysteine residues represented in red. Hydrophobic amino acids are shown in
green, charged amino acids in red, polar residues in blue, and glycine in yellow. To further discussion see text.
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toxins of the family Tx3, particularly PnTx3-6
(Figure 41). As previously mentioned, the toxin
PnTx3-6 operates mainly in N type channels
(25). In our study, there was no inhibition of
glutamate release by PNTx37C2. On comparing
the amino acid sequences of PnTx3-6 and
PnTx37C2, we found that both the toxins have
the same number of cysteine residues and a
homology of approximately 45% (Figure 61 and
J). We also observed that the toxin PRTx34C2
extracted from the venom of the spider P. reidyi
(20) shows great similarity to PNTx37C2,
differing with regard to only one residue (Figure
41).

Sequence analysis showed that alanine at
position 1 (PNTx3-6) was replaced by glycine
(PNTx37C2) and the last amino acid (an alanine-
PNTx3-6 by valine — PNTx37C2), which may
have caused major changes in its biochemical
and pharmacological properties. Such changes
could vary the polarization or toxin linkage,
which may reduce its affinity for N type calcium
channels, thereby justifying the effects observed
in our experiments.

Comparative analysis of the sequence of
PKTx23C3 and its effects on calcium dependent
glutamate release.

Richardson and colleagues (20) recently
reported a comparison of the partial proteomes of
the venoms of the following spiders: P.
keyserlingi, P. nigriventer and Phoneutria reidyi.
It was shown that the toxins of the family Tx3,
which were purified from the venom of the
spider P. nigriventer, had great similarity (40%-
50%) in their amino acid sequences when
compared with toxins Agatoxins 1Il and
AgorTxB7a, which are toxins from the venom of
the spider Agelena orientalis (10). Members of
the family of Tx3-6 toxins are characterized by
being the only ones to have cysteine residues in
the sequence arranged CxCCxC (Figure 4A). It is
known that these toxins have low toxicity when
injected into mice but have great effect on the
inactivation of calcium currents and release of
glutamate-dependent calcium channels, acting
mainly on the P/Q- type (25; 23).

We verified the inhibition of calcium-
dependent glutamate release from rat cortical
synaptosomes in the presence of PKTx23C3. The
amino acid sequence of this toxin clearly
indicates that it belongs to the family Tx3-6. It
has the same number of cysteine residues
positioned in similar locations in the chain of
amino acids and a homology of approximately

70% when compared to the sequences of the
other members of the Tx3-6 family (Figure
4A/B). We also noticed that the amino acids that
differ between the two chains have different
chemical properties. Exchanges occur between
amino acids of different groups, namely,
hydrophobic amino acids with chains, chains of
amino acids and amino acids charged polarized
(Figure 4B). Thus, we may suggest that the
inhibition of lower intensity shown by
PKTx23C3 when used in doses of 300nM when
compared to PNTx3-6 can be explained by the
presence of different amino acids between the
two chains. Such changes could modify the
polarization of the chain of this toxin by reducing
its affinity for calcium channels, thus explaining
the difference between the effects shown in both
the toxins.

Sequence of PKTx20C4 and its effect on calcium
dependent glutamate release.

The sequence of the toxin PKTx20C4
showed that it has a great similarity with toxins
from the family Tx3, particularly with the toxin
Tx3-3 (1; 27; 20). Tx3-3 when injected into the
brains of mice at a dose of 5ug causes flaccid
paralysis and rapid death between 10 and 30 min.
Several studies have shown that the toxin
PNTx3-3 is a potent inhibitor of calcium
channels (17; 9; 13) blocking calcium current
P/Q and R (12; 14).

In our study, PKTx20C4 (3 pM) showed
inhibition of 52.4% in the release of glutamate
after depolarization with 33 mM KCI. As
previously reported (24), preparation of brain
cortical synaptosomes is ineffective as a tool for
studying the effect of toxins directly on ion
channels. However, we associated PKTx20C4
with classic calcium channel blockers in order to
find out some interaction between the toxin and
calcium channels. Our results showed more
affinity by N type calcium channels since no
addictive effect was observed in the association
of PKTx20C4 and o-CgTX GVIA.

Comparison of their sequences revealed an
important change between the PNTx3-3 chain
and PKTx20C4. A glycine was replaced at
position 1 in PNTx3 and PKTx20C4 gained extra
two amino acids — glycine and lysine — plus other
changes elsewhere in its chain. These
modifications may affect the polarization of the
structure of this toxin or may cause adjustment to
the channel link by reducing its affinity to P/Q
and R-type calcium channels or also by
increasing its affinity for N type channel.
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Abstract In spinal cord synaptosomes, the spider toxin
PhTx3-4 inhibited capsaicin-stimulated release of gluta-
mate in both calcium-dependent and -independent manners.
In contrast, the conus toxins, w-conotoxin MVIIA and w-
conotoxin MVIIC, only inhibited calcium-dependent glu-
tamate release. PhTx3-4, but not w-conotoxin MVIIA or w-
conotoxin MVIIC, is able to inhibit the uptake of glutamate
by synaptosomes, and this inhibition in turn leads to a
decrease in the Ca®*-independent release of glutamate. No
other polypeptide toxin so far described has this effect.
PhTx3-4 and w-conotoxins MVIIC and MVIIA are blockers
of voltage-dependent calcium channels, and they signifi-
cantly inhibited the capsaicin-induced rise of intracellular
calcium [Ca2+]i in spinal cord synaptosomes, which likely
reflects calcium entry through voltage-gated calcium
channels. The inhibition of the calcium-independent
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glutamate release by PhTx3-4 suggests a potential use of the
toxin to block abnormal glutamate release in pathological
conditions such as pain.

Keywords Spider and conus toxins - Capsaicin -
Glutamate release - Glutamate uptake intracellular
calcium - Spinal cord synaptosomes

Introduction

Glutamate is a neurotransmitter that is critical for spinal
excitatory synaptic transmission and for the generation and
maintenance of spinal states such as pain hypersensitivity
via activation of glutamate receptors (Souza et al. 2008).
Understanding the regulation of synaptically and non-
synaptically released glutamate is important in exploring
novel molecular mechanisms and in developing therapeutic
strategies. Glutamate release in the central nervous system
has two components distinguished by their dependence on
extracellular calcium (Nicholls et al. 1987); one involves
exocytotic release via synaptic vesicles and second
depends on the reversal of glutamate transporters.

Ca’" influx through voltage-gated calcium channels
(VGCCs) plays a key role in many physiological events. In
neurons, VGCCs are involved in the integration of elec-
trical signals by controlling vesicular release of neuro-
transmitters, activation of many key enzymes and
modulation of Ca”-dependent ion channels (Reuter 1996).
Spider and snail toxins have played a very important role in
the identification and pharmacological definition of the
distinct calcium channels (Adams et al. 1993; Gomez et al.
2002; Estrada et al. 2007; Minta et al. 2008). Glutamatergic
synaptic transmission is affected in the central nervous
system (CNS) by w-conotoxin GVIA, or w-conotoxin

@ Springer



Cell Mol Neurobiol

MVIIC, blockers of N- and N-P/Q-type calcium channels,
respectively.

The venom of the spider Phoneutria nigriventer con-
tains several neurotoxic peptides with functions that
include activation of Na™ channels (Araujo et al. 1993),
and blockade of K (Kushmerick et al. 1999) and Ca®*
channels (Prado et al. 1996; Gomez et al. 2002; Guatim-
osim et al 1996; Vieira et al. 2005; De Castro Junior et al.
2008). One of these toxins, PhTx3-4 (also known as
o-Phonetoxin ITA), caused inhibition of Ca®" uptake
(Miranda et al. 1998, 2001) and glutamate release (Reis
et al. 1999) in rat brain synaptosomes, suggesting an effect
on VGCCs. Electrophysiological data have shown that
PhTx3-4 blocks N-type (Cassola et al. 1998) and P/Q-type
calcium channels (dos Santos et al. 2002). We have pre-
viously shown that Pha,f5, an antinociceptive toxin from
Phoneutria venom, shows some preference for N-type
VACCs, abolishing capsaicin-induced glutamate release
and calcium influx in isolated spinal cord synaptosomes
(Souza et al. 2008).

The aim of this study is to investigate the effects of the
spider toxin PhTx3-4 and conus toxins, @-conotoxin
MVIIA and w-conotoxin MVIIC, blockers of VGCCs, on
glutamate uptake and on capsaicin-induced glutamate
release and [Ca®"]; in spinal cord synaptosomes.

Materials and Methods

PhTx3-4, a 8,449 Da protein, was purified as described by
Cordeiro et al. (1993). w-conotoxin MVIIA, w-conotoxin
MVIIC, Fura-2 acetoximethyl ester (Fura-2AM), glutamate
dehydrogenase and Percoll were obtained from Sigma
Chemical Co. (MO, USA).

Synaptosomal Preparation

Synaptosomes were prepared from the spinal cords of male
Wistar rats (180-250 g). These were decapitated, and their
spinal cords were quickly removed and placed in aerated
(95% 0O,/5% CO,) ice-cold Krebs—Ringer buffer. The
spinal cords from two rats were homogenised in 14 ml of
ice-cold 0.32 M sucrose, and a crude synaptosomal pellet
(P,) was prepared by differential centrifugation with
1,000xg for 5 min followed by 15,000xg for 20 min as
previously described by Li and Eisenach (2001). Protein
was assayed by the Bradford (1976) method. For experi-
ments concerning glutamate release and [Ca®"];, the crude
synaptosomal pellet (P,) from spinal cord was resuspended
in 4.5 ml of Krebs—Ringer—Hepes (KRH) buffer and was
aerated with 95% O,/5% CO,. The KRH buffer contains, in
mM: NaCl 135, KCl1 4.8, Mg,SO, 1.2, Hepes 12.5, glucose
10, CaCl, 2.0, NaHCO3; 25 and KH,PO4 1.2, and was

@ Springer

adjusted to pH 7.4. Calcium-independent glutamate release
analysis was performed by removing calcium and adding
2.0 mM of EGTA to the KRH buffer. For glutamate
release tests, 500 pl of the synaptosomal suspension was
diluted with 1,500 pl of KRH buffer containing 5 pl
NADP*(1.0 mM), glutamate dehydrogenase (50 U) and
the toxins PhTx3-4, w-conotoxin MVIIA or w-conotoxin
MVIIAC at the concentrations described in the text. Toxins
were added 100 s before stimulation with 100 uM capsa-
icin. This assay relies on generation of NADPH by gluta-
mate dehydrogenase in the presence of glutamate, with
NADPH being measured fluorometrically (Nicholls et al.
1987). The excitation wavelength was set at 360 nm and
emission wavelength was set at 450 nm in a Schimadzu
spectrofluorimeter, model RF 5301PC.

Measurement of [Ca®*);

Synaptosomes were loaded with 5 uM fura-2 AM (stock
solution 1 mM in DMSO) for measurements of intrasyn-
aptosomal free calcium concentration [Ca®"];. The assays
were performed in a Schimadzu spectrofluorimeter accord-
ing to Grynkiewicz et al. (1985) with minor modifications as
previously described (Romano-Silva et al. 1993). Synapto-
somes were stirred throughout the experiment in a cuvette
maintained at 35°C. CaCl, was added to the synaptosomal
suspension at the beginning of each fluorimetric assay
(1.0 mM final concentration). Toxins were added to the
synaptosomal suspension 100 s prior to stimulation with
100 pM capsaicin. For determination of the [Ca”]i, fluo-
rescence emission was monitored at 510 nm, whilst con-
tinually switching excitation between 340 and 380 nm. The
ratio of fluorescence following 340/380 nm excitation was
calculated from each pair of observations. At the end of each
experiment, calibration was performed by recording the
maximum and minimum fluorescence values after addition
of 15 pl of 10% (w/v) SDS followed by addition of 40 pl
400 mM EGTA/3 M TRIS. Autofluorescence was deter-
mined by using synaptosomes that had not been loaded with
fura-2.

Glutamate Uptake

Spinal cord synaptosomes were diluted to a concentration
of 0.5 mg/ml protein in ice-cold Krebs—Ringer buffer
without CaCl,. Aliquots of 500 pl were added into tubes
containing 2.0 mM CaCl, and incubated for 15 min at
35°C with 0.5 pCi of L-[*H]glutamate after preincubation
period of 1 min with toxins PhTx3-4 (100 nM), w-cono-
toxin MVIIC (50 nM), w-conotoxin MVIIA (100 nM) or
control experiments. The uptake was stopped by addition
of 5 ml of ice-cold Krebs—Ringer buffer. Synaptosomes
were separated from the incubation medium by
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vacuum-filtration (2.3 um pore size). The filters were
washed twice with 5 ml of ice-cold Krebs—Ringer buffer
containing 5 pM non-radioactive glutamate. The radioac-
tivity in the filters was counted in scintillation vials con-
taining 5 ml of modified Bray solution in the Tri Carb 2100
liquid scintillation apparatus. The c.p.m. were converted to
d.p.m. after quenching and background correction.

Statistics

Analysis for the significance of the differences between the
effects of the different toxins was performed by one-way
analysis of variance (ANOVA) followed by the Student—
Newman-Keuls test.

Results

When spinal cord synaptosomes were stimulated with cap-
saicin (100 pM, to specifically activate the spinal terminal
nociceptors), release of glutamate doubled when compared
with control conditions (from 13.7 £ 0.9 nmol/mg protein
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Fig. 1 The effects of PhTx3-4 (a), w-conotoxin MVIIA (b) and
w-conotoxin MVIIC (¢) on 100 uM capsaicin-stimulated glutamate
release in spinal cord synaptosomes. The results show the
mean =+ standard error of the mean (SEM) of glutamate release
(nmol/mg protein) for five experiments. The control group data
represent the glutamate release in the absence of capsaicin and the
toxins. The other groups were stimulated with capsaicin in the

to 26.8 £ 1.5 nmol/mg protein, see Fig. 1, P < 0.01). The
effects of PhTx3-4, w-conotoxin MVIIA or w-conotoxin
MVIIC on the capsaicin-stimulated release of glutamate in
spinal cord synaptosomes are shown in Fig. la—c, respec-
tively. PhTx3-4 at a concentration of 35 or 70 nM had no
significant effect on the capsaicin-induced release of gluta-
mate in spinal cord synaptosomes. PhTx3-4 at a concentra-
tion of 105 nM reduced the capsaicin-induced increase of
glutamate in spinal cord synaptosomes by about 35% (from
26.8t0 17.6 £ 1.6 nmol/mg protein, P < 0.01). At 140 nM,
PhTx3-4 almost completely blocked glutamate release
induced by capsaicin (P < 0.001). The w-conotoxin MVIIA
at concentrations of 70, 105 and 140 nM significantly
inhibited capsaicin-induced increase in glutamate release to
20.2 £ 0.9,18.2 £ 0.9 and 17 £ 0.8 nmol/mg protein with
an inhibition of 25, 32 and 37%, respectively. w-conotoxin
MVIIC at 25 and 35 nM reduced capsaicin-induced gluta-
mate release in spinal cord synaptosomes to 18.5 & 0.7 and
14.7 £ 0.6 nmol/mg protein, with an inhibition of 31 and
45%, respectively (P < 0.01 and 0.001). At higher con-
centrations, PhTx3-4, w-conotoxin MVIIA or m-conotoxin
MVIIC were unable to detect further inhibition on the
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absence (Caps group, black bar) or presence of the toxins PhTx3-4
(35, 70, 105 and 140 nM), w-conotoxin MVIIA (35, 70, 105 and
140 nM) or w-conotoxin MVIIC (5, 15, 25 and 35 nM), open bars.
The toxins were added 100 s before capsaicin addition. ANOVA,
followed by the Student—-Newman—Keuls test, was used to determine
statistical significance. * P < 0.05, ** P < 0.01 and *** P < 0.001
compared with the capsaicin-stimulated group (Caps)
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Fig. 2 The effect of PhTx3-4 (a), w-conotoxin MVIIA (b) and
w-conotoxin MVIIC (¢) on the calcium-independent, 100 uM capsa-
icin-stimulated glutamate release in spinal cord synaptosomes. The
results express the mean + SEM (3 experiments) for glutamate
release (nmol/mg protein) as percentage of the control group release
following stimulation with capsaicin in absence of the toxins (Caps
group, black bar). The other groups were stimulated with capsaicin in

capsaicin-induced glutamate release from spinal cord syn-
aptosomes (data not shown). The ICsq values for the inhi-
bition of capsaicin-induced glutamate release in spinal
cord synaptosomes by PhTx3-4, w-conotoxin MVIIA or
w-conotoxin MVIIC were 65, 73 and 21 nM, respectively.

Glutamate release in the CNS has two components
distinguished by their dependence on extracellular calcium.
As multiple types of calcium channels jointly regulate
calcium entry and neurotransmitter release, we investigated
the calcium dependence of capsaicin-induced release of
glutamate in spinal cord synaptosomes. The removal
of calcium and the addition of EGTA (2.0 mM) in the
KRH media reduced glutamate release in the control con-
dition by 60%, from 12.0 & 1.1 nmol/mg protein to
4.9 £+ 0.7 nmol/mg protein (data not shown). PhTx3-4
(140 nM) inhibited calcium-independent capsaicin-stimu-
lated glutamate release in spinal cord synaptosomes by
47 + 5.9%, even in the absence of calcium and presence of
EGTA in the KRH medium (P < 0.05, Fig. 2a). In con-
trast, w-conotoxin MVIIA (105 and 140 nM, Fig. 2b) and
w-conotoxin MVIIC (25 and 35 mM, Fig. 2c) failed to
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the presence of the toxins a PhTx3-4 (100 and 140 nM), b
w-conotoxin MVIIA (105 and 140 nM) or ¢ w-conotoxin MVIIC
(25 and 35 nM), open bars. The toxins were added 100 s before
capsaicin addition. ANOVA, followed by the Student—Newman—
Keuls test, was used to determine statistical significance. * P < 0.05
compared with the capsaicin group in absence of the toxins (Caps)

affect calcium-independent capsaicin-induced glutamate
release. There is considerable evidence suggesting that the
Ca”"-independent release of glutamate is due to the
reversal of the glutamate transport in plasma membrane
(Nicholls et al. 1987; Romano-Silva et al. 1993). There-
fore, we tested whether PhTx3-4 could inhibit the activity
of glutamate uptake in spinal cord synaptosomes. PhTx3-4
(100 nM) was able to inhibit [*H]glutamate uptake by
40 £ 6%, P < 0.01 whilst w-conotoxin MVIIC (50 nM)
and w-conotoxin MVIIA (100 nM) were unable to inhibit
glutamate uptake of spinal cord synaptosomes, P > 0.05
(Fig. 3). Previously we have shown that PhTx3-4 caused
inhibition of Ca®" uptake (Miranda et al. 1998, 2001) and
glutamate release (Reis et al. 1999) in rat brain synapto-
somes, suggesting an effect of the toxin on VGCCs.
Therefore, we evaluated the effects of PhTx3-4, w-cono-
toxin MVIIA or w-conotoxin MVIIC on capsaicin-stimu-
lated calcium influx in spinal cord synaptosomes.
Following the addition of capsaicin (100 pM), a rapid
increase of [Ca®"]; was observed with an increase of the
fluorescence ratio by 2.2 times, P < 0.001 (data not
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Fig. 3 Effect of PhTx3-4, w-conotoxin MVIIA and w-conotoxin
MVIIC on glutamate uptake in synaptosomes. Synaptosomes were
preincubated for 1 min with PhTx3-4 (100 nM), w-conotoxin MVIIA
(100 nM) and w-conotoxin MVIIC (50 nM), and the 3H—glutamate
uptake was measured after 15 min. The results express the mean =+ -
SEM (3 experiments) for glutamate uptake *** Significant difference
compared with control value without the toxins, P < 0.001. For other
details see Materials and Methods

shown). PhTx3-4 at 300 and 500 nM significantly reduced
the capsaicin-induced fluorescence ratio of [Ca”]i to
40 £ 12 and 30 £ 8.0%, respectively, P < 0.05 (Fig. 4a).
w-conotoxin MVIIA (100 nM) and w-conotoxin MVIIC
(100 nM) reduced the capsaicin-induced fluorescence ratio
of [Ca®]; to 15+ 7.2 and 22 + 7.0%, respectively,
P <0.01 (Fig.4b, c¢). Thus w-conotoxin MVIIC or
w-conotoxin MVIIA caused higher inhibition than
PhTx3-4 on capsaicin-induced [Ca2+]i increase in spinal
cord synaptosomes.

Discussion

In this study, we describe for the first time that spider toxin,
PhTx3-4, inhibits glutamate uptake and capsaicin-induced
calcium-dependent and -independent glutamate release and
[Ca®™); rises in spinal cord synaptosomes. Capsaicin acts
through TRPV1 (Caterina et al. 2000) to induce glutamate
release (Kim et al. 2009) and a rise in [Ca”]i (Greffrat
et al. 2001). Previously, we reported that PhTx3-4
decreased calcium-independent glutamate release induced
by high KTand glutamate uptake in hippocampal synap-
tosomes (Reis et al. 1999). Calcium-independent glutamate
release is thought to occur via the reversal of the plasma
membrane glutamate transporter (Nicholls et al. 1987).
Thus, we tested the effect of the toxins on glutamate uptake
in spinal cord synaptosomes. PhTx3-4 significantly inhib-
ited glutamate uptake whilst w-conotoxin MVIIC or
w-conotoxin MVIIA failed to inhibit the uptake of this
neurotransmitter. The data suggest that PhTx3-4 inhibition

of capsaicin-induced calcium-independent release of glu-
tamate is due to its inhibition of glutamate transporter.
Unlike PhTx3-4, w-conotoxin MVIIA and w-conotoxin
MVIIC were unable to inhibit calcium-independent cap-
saicin-induced glutamate release and glutamate uptake in
spinal cord synaptosomes. Previously, we also showed that
w-conotoxin MVIIC does not affect K™ -induced, calcium-
independent glutamate release in brain cortical synapto-
somes (Reis et al. 1999). In this study, we extended this
observation to the action of w-conotoxin MVIIC on cap-
saicin-induced, calcium-independent glutamate release in
spinal cord synaptosomes.

The importance of glutamate release in spinal nocicep-
tive processing is well known; inhibition of the glutamate
transporter GLT-1 by spinal treatment with GLT-1-tar-
geted antisense oligonucleotides results in a significant
reduction of nociceptive behaviour (Niederberger et al.
2003). The results are in agreement with the observation
that glutamate transporter currents in spinal astrocytes,
evoked by a single stimulation of the dorsal root entry
zone, share some properties with those of hippocampal
astrocytes (Zhang et al. 2009).

Activation of VGCCs is critical for neurotransmitter
release, neuronal excitability and postsynaptic calcium
signalling. Previously we have shown that a toxin from
spider venom, Pho; f and w-conotoxin MVIIA, by blocking
VGCCs, almost abolished capsaicin-evoked glutamate
release and caused reductions of [Ca’**']; in spinal cord
synaptosomes (Souza et al. 2008). w-conotoxin MVIIA, a
blocker of N-type calcium channel (Zamponi et al. 2009),
PhTx3-4 (Cassola et al. 1998; dos Santos et al. 2002) and
w-conotoxin MVIIC (McDonough et al. 2002), blockers of
N-P/Q-type calcium channels, caused a significant inhibi-
tion of the capsaicin-induced increase in glutamate release
and rise of [Ca2+],~ in spinal cord synaptosomes. Immu-
nocytochemical studies and electrophysiological data have
identified the subtypes of VGCCs present in the dorsal horn
of the spinal cord (Westenbroek et al. 1998). N-type cal-
cium channels are predominant in the superficial laminae 1
and 2; in contrast, the P/Q-type channels are not found in
lamina 1 of the dorsal horn, but their presence in lamina 2
suggests they participate in pain signal processing (Mc
Givern 2007). N-type Ca’" channels are predominant
associated with nociceptive transmission. Inhibition of
Ca”* currents through N-type and N-P/Q calcium channels
caused a reduction of glutamate release and calcium rise in
the presynaptic nociceptive terminal. Capsaicin modulates
VGCC (Hagenacker et al. 2005) and causes an increase in
cytosolic Ca*" (Eun et al. 2001) that clearly reduces the
effects on voltage-activated currents. Despite this, we
observed inhibition of the capsaicin-induced [Ca2+]i rise
and glutamate release in spinal cord synaptosomes, sug-
gesting the involvement of N-type and N-P/Q-type calcium
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Fig. 4 The effects of PhTx3-4 (a), w-conotoxin MVIIA (b) and
w-conotoxin MVIIC (¢) on [Ca®"]; fluorescence ratio variations
responses F340/F380 in spinal cord synaptosomes stimulated by
capsaicin (100 uM). The results show the mean £ SEM of the
fluorescence ratio in relation to 100 uM capsaicin control in the
absence (black bar) or presence of the toxins PhTx3-4 (105, 300 and

channels. The ability of PhTx3-4 to substantially block
glutamate release in the spinal cord, by blocking Ca®'-
dependent release of glutamate, may provide a tool to
regulate nociception at the spinal cord level.
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