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- Resumo -

A aranha Phoneutria nigriventer é uma das principais responsaveis por acidentes de
araneismo na regido sudeste do Brasil. Os sintomas predominantes causados por sua pe¢onha
resultam em hiperexcitabilidade geral. Duas toxinas presentes no veneno, a Pntx2-5 e a PnTx2-6
possuem 48 residuos de aminoacidos cada, com peso molecular de 5112,3 e 5289,3 Da,
respectivamente. A toxina PnTx2-6 foi considerada o componente mais toxico do veneno da
aranha, por apresentar efeitos similares aos do veneno total, modificando os canais de sodio. Por se
diferirem em apenas cinco residuos de aminoacidos, comparamos os efeitos das toxinas PnTx2-5 e
PnTx2-6 em canais de sodio de células GH3, alem de comparar os efeitos da PnTx2-6 em canais de

sodio de diferentes tipos celulares (neuronal e muscular esquelético).

Nossos dados mostram que ambas as toxinas aumentam a constante de tempo para a
inativacdo dos canais de sédio em todas as preparacOes estudadas, com o surgimento de um
componente que ndo inativa. Além disso, em musculo esquelético de rd, a PnTx2-6 reduz a
amplitude da corrente de sodio, desloca as curvas de ativagdo e estado estacionario da inativacdo
para valores hiperpolarizados e aumenta o tempo necessario para a recuperacdo da corrente de
sodio. A afinidade da PnTx2-6 em sarcolema de ra foi 25 vezes menor que em células GH3. Nessas
células, a PnTx2-6 modificou os parametros relacionados a inativacdo dos canais de sodio (a curva
do estado estacionario da inativacdo e a recuperagdo da inativacao da corrente de sddio) e o tempo
para o pico da corrente. A PnTx2-5 modificou a curva de inativagdo no estado estacionario, mas
ndo modificou o tempo para o pico e a recuperacdo da corrente de sodio. As toxinas da aranha ndo

alteram a amplitude da corrente de sddio em células GH3.

Uma diferenca que nos chamou a atencéo entre a PnTx2-6 e a PnTx2-5 em células GH3 foi
a diferenca em suas afinidades: 0 K5 da PnTx2-6 é 3 vezes menor que da PnTx2-5. Além disso, a
PnTx2-5 se liga de forma reversivel, sendo lavada do seu sitio ativo. Quando a célula é fortemente
despolarizada esta toxina se desliga mais rapido. A PnTx2-6 ndo se deslocou do seu sitio ativo em

nossas condi¢Oes experimentais, nem mesmo com fortes despolarizagdes.

A andlise do dicroismo circular da Pntx2-6 sugere que ela seja formada predominantemente
por folhas-p e estrutura randémica, apresentando baixa proporcdo de o-hélice. O espectro de
fluorescéncia do triptofano mostrou que estes residuos estdo expostos na superficie da molécula.
Visto que um triptofano e uma tirosina estdo substituidos na PnTx2-5, estes aminoécidos podem
estar envolvidos na ligacdo da toxina ao canal de sédio, sendo importantes para conferir 0 maior

Ko 5 desta toxina quando comparada a PnTx2-6.



- Abdtract -

The spider Phoneutria nigriventer is the major responsible for the araneism accidents in the
Southeast of Brazil. The predominant symptoms of the envenomation indicate a general
hyperexcitability. Two toxins of the venom, PnTx2-5 and PnTx2-6 have 48 amino acids each, and
molecular weight 5112.3 e 5289.3 Da, respectively. The toxin PnTx2-6 is the most toxic
component of the spider venom, and produces similar effects of the whole venom, modifying the
sodium channels. As PnTx2-5 and PnTx2-6 diverge in 5 amino acids, we compared their effects on
the sodium channel currents of GH3 cells, and compared the effects of PNnTx2-6 on sodium currents

of neuronal and skeletal muscle fibers.

The data show that both toxins increase the time constant of inactivation of sodium current
in all preparation tested, and produce a non-inactivating component. Additionally, in frog skeletal
muscle PnTx2-6 decreases the sodium channel current amplitude, shifts the activation and steady-
state inactivation voltage dependences to hyperpolarized potentials, and increases the time for
recovery from inactivation. The PnTx2-6 affinity in skeletal muscle is 25 times lesser than that of
GH3 cells. In these cells, PnTx2-6 modified the parameters related to the inactivation of sodium
channels (the voltage-dependence of steady-state inactivation curve and the recovery from the
sodium current), and the time to peak of the current as well. PnTx2-5 modifies the steady state
inactivation curve, but does not modify the time to peak nor the recovery from inactivation of the

sodium current. The toxins do not modify the amplitude of the sodium channel in GH3 cells.

The main difference PnTx2-6 and PnTx2-5 on GH3 cells was their affinities: the Kq5 of
PnTx2-6 is 3 times smaller than PnTx2-5. In addition, PnTx2-5 binds reversibly and can be washed
from its binding site. When the cell is strongly depolarized, this toxin unbind faster, However,
PnTx2-6 is not displaced from its binding site in ours experimental condition, even after strong

depolarization

The circular dichroism analysis of Pntx2-6 suggests that its secondary structure is formed
predominantly by B-sheet and random coil, with a small proportion a-helix. The tryptophan
fluorescence spectra show that these residues are exposed on PnTx2-6. One tryptophan and one
tyrosine are replaced in PnTx2-5 when compared to PnTx2-6, and these amino acids may be
involved in the binding of the toxin to the sodium channel, and their absence may account for the

difference of affinities.
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- Abreviagbes -

Absorbancia

Toxina tipo Il do escorpido Androctonus autralis hector
Soro albumina bovina

Dicroismo circular

Toxina tipo IV do escorpido Centruroides suffusus suffusus
Dominio

Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2 etanosulfonico
lodo radioativo

Sistema nervoso central

Sistema nervoso periférico

Saxitoxina

Cloreto de tetraetilamonio
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- trodugo -

prendizado, meméria, movimento, sensacles, e outros processos complexos sdo todos
coordenados por sinais elétricos (potenciais de acdo) conduzidos ao longo das fibras de
células nervosas. O potencial de acdo das células excitaveis, tipicamente consiste de
uma fase rdpida de despolarizacdo, causada pelo influxo transmembrana de ions sodio, que pode
ser acompanhado pelo influxo de ions célcio, e finalmente termina pela repolarizacéo, com o efluxo
dos ions potéassio, concomitante com a interrupcéo do influxo de sédio (Halon & Wallace, 2002).
Canais de sodio, célcio e potéassio sensiveis a voltagem mediam seletivamente 0s movimentos
destes ions. Os canais ibnicos sensiveis a voltagem recebem este nome por responderem a
mudancas no potencial elétrico entre 0os meios extra e intracelular, para isso, possuem um sensor de

voltagem, que levara a ativagdo do canal.

Estruturalmente relacionados e altamente seletivos estes canais sdo membros da familia
dos canais sensiveis a voltagem (Strong et al. 1993). Canais de potassio sensiveis a voltagem séo
formados por 4 subunidades com 6 segmentos transmembrana cada, que juntas, formam o canal
funcional, que pode estar associado a outras subunidades modulatérias. Os canais de sédio e de
célcio tém apenas uma subunidade funcional, que é formada por quatro dominios homélogos com
seis segmentos transmembrana cada e guardando grande homologia com as subunidades dos canais
de potassio. Acredita-se que os canais de sodio e de calcio surgiram de um canal i6nico ancestral,
estruturalmente similar aos canais de potéssio, que sofreu dois ciclos de duplicacdo génica (Hille,
2001). De acordo com esta hip6tese, um gene que codifica um canal ibnico com seis segmentos
transmembrana sofreu um primeiro ciclo de duplicacdo resultando em um gene que codifica um
canal ibnico de doze segmentos transmembrana, precursor dos dominios | e Il, que foram se
divergindo e desenvolvendo uma assimetria que foi transmitida aos dominios Il e 1V, formados
apos o segundo ciclo de duplicacdo. Evidéncias que suportam esta hip6tese e mostram a estreita
relacdo filogenética entre os canais idnicos sensiveis a voltagem tém sido mostradas. Ren e
colaboradores (2001) expressaram e caracterizaram um canal idnico de bactéria (Bacillus
halodurans) que codifica um canal com caracteristicas estruturais similares aos canais de potassio,
com um unico dominio com seis segmentos transmembrana, alta similaridade na regido do poro
com os canais de calcio sensiveis a voltagem, e que é blogueado pelos mesmos bloqueadores de
canais de célcio, mas que é seletivo para sodio. Outra evidéncia foi a clonagem um canal idnico de
rim de rato que possui 12 segmentos transmembrana (Ishibashi et al, 2000). Este canal apresenta
alto grau de identidade na sequencia de aminodcidos com os canais de sodio e de célcio, sendo

postulado que este canal poderia ser o ancestral de dois dominios destes canais.



- St dos canat inicas sendied: 4 vollgen -

As correntes de sodio foram primeiro registradas por Hodkgin e Huxley, que utilizando
técnicas de voltage clamp demonstraram as trés caracteristicas que definem os canais de sodio: (1)
ativacdo dependente de voltagem; (2) rapida inativacdo e (3) condutancia iénica seletiva (Hodgkin
& Huxley, 1952). Mas a proteina do canal de sodio foi isolada somente em 1980, através de
marcacdo de fotoafinidade de uma toxina do tipo a de escorpido (Beneski & Catterall, 1980) que
permitiu a identificacdo de duas subunidades, uma com 260 KDa e outra com 36 Kda, que foram
denominadas o e B, respectivamente. Em 1984, Noda e colaboradores sequenciaram o cDNA que
codificava a cadeia polipeptidica completa da subunidade a do canal de sédio de eletroplaca do
peixe elétrico (Eletrophorus electricus). A seqliéncia de aminoécidos entdo deduzida revelou uma
grande proteina, com 4 dominios internos homélogos, cada um contendo 6 segmentos
transmembrana em a-hélice. A subunidade a (figura 1) é composta pelo sensor de voltagem, poro
seletivo e particula de inativacdo. Associada a esta subunidade, podemos encontrar subunidades
acessorias, que modulam a atividade e/ou expressdo da subunidade o, chamada subunidade p. Em
canais de sodio, até o momento, foram descritas trés subunidades B: f1, 2 e 3.

Ot

In

NHy* CO0

Figura 1: Provavel topologia transmembrana da subunidade a do canal de sédio, mostrando a posicéo
intracelular das regides N e C- terminal, os quatro dominios I, Il, 1l e IV, com 6 segmentos transmembrana
(S1-S6) cada dominio. Observe também a alga P, entre os segmentos S5 e S6 de cada dominio, que se
invagina na membrana formando as paredes do poro.

Em 2001, Sato e colaboradores mostraram a estrutura tridimensional do canal de s6dio em

uma resolugio de 19 A através de microscopia crio-eletrénica. Examinando a estrutura
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tridimensional, o canal de sodio tem a forma de um sino com 47% de sua massa no lado
intracelular e 24% no lado extracelular. A imagem mostra quatro massas transmembrana arranjadas
simetricamente em torno de um eixo central (poro), perpendicular & membrana. Entretanto, o poro
central ndo conecta diretamente os lados intra e extracelulares, ao invés disso, ele divide-se em 4
ramificagBes que o conecta a solugdo do banho. Mas a caracteristica mais inesperada da estrutura é
a presenca de 4 poros transmembrana, localizados perifericamente, um em cada dominio. Especula-
se que facam parte do poro do gating, que acomodaria 0 movimento do sensor de voltagem (Sato et
al., 2001, Catterall, 2001) (Figura 2).

Em 2003 foi resolvida a estrutura tridimensional do canal de potassio (KVAP, da bactéria
Aeropyrum pernix) por difracdo de raio-X com a resolucdo de 1,9A (Jiang et al, 2003a). A
estrutura, um tanto surpreendente, mostrou que diversas algas que se imaginava estarem expostas
nos ambiente intra ou extracelular estdo inseridos no ambiente lipidico da membrana, e sugere que
o sensor de voltagem (segmento S4), funcione como um ‘remo’, puxando o segmento S5 no
momento da despolarizagdo. Tal mudanca conformacional levaria a abertura do canal.
Experimentos funcionais utilizando anticorpos monoclonais e inibidores reforcam esta

[r—— interpretacdo (Jiang et al., 2003b). Porém este modelo néo é
compativel com os modelos construidos a partir da
acessibilidade de aminoacidos modificados as faces intra ou
extracelular, de canais no repouso ou ativados, 0 que gera

muitas duvidas se a estrutura do cristal representa, de fato, a

estrutura da proteina nativa (Gandhi et al., 2003)

Adicionalmente, é dificil conciliar a estrutura

tridimensional proposta para o canal de potassio a partir de

difracdo de raio-X (Jiang et al., 2003a) com a estrutura para o

canal de sdio obtida por microscopia (Sato et al., 2001). E
possivel que a estrutura dos canais ibnicos tenha sido

modificada no processo de evolugdo e que ndo seja téo

Figura 2: Representacdo tridimensional do canal de sodio
sensivel a voltagem proposto por Sato et al. (2001). Em verde
estd representado o poro central condutor de fons e suas
ramificagBes que se conectam aos ambientes intra e
extracelulares. Em vermelho esté indicado o poro de gating do
canal, contendo os segmentos S4, e suas conexdes ao poro
central. Os nimeros 1 a 4 permitem a orientacdo do poro do
canal de sédio em visdo intracelular (C) e em secéo transversal

(D).

conservada quanto se imaginava
inicialmente. Por outro lado, parece ser ainda prematuro considerar qualquer um dos modelos como

definitivo.
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- Sencor de roliggenm -

A proposta de que o segmento S4 fosse o sensor de voltagem surgiu da constatacdo da
presenca de uma carga positiva (Lys ou Arg) a cada 3 residuos de aminoacidos nestes segmentos.
Se a estrutura deste segmento for de uma [J-hélice, que é a estrutura mais favoravel para um
segmento transmembrana, entdo havera 3,6 residuos de aminoécidos por volta, o que colocaria
proximos estes residuos positivos. Se as cargas de S4 estdo inserida em um ambiente hidrofébico,
entdo elas devem estar pareadas a residuos carregados negativamente em segmentos
transmembrana adjacentes. Os aminodcidos basicos do segmento S4 podem estar alinhados a
cargas negativas presentes nos segmentos transmembrana S1, S2 e S3 (Fozzard & Hanck, 1996).
Se por um lado ha a vantagem deste alinhamento no compartilhamento dos prétons e diminui¢do
do campo elétrico local, ha a desvantagem de se formar pontes salinas, aumentando incrivelmente a
energia necessaria para rompé-la durante 0 movimento do segmento S4. Esta teoria € inviavel, ja
que pequenas mudangas no campo elétrico da membrana devem alterar o posicionamento deste
segmento. Se moléculas de agua tiverem acesso ao espaco entre 0s segmentos interagindo com as
cargas, isto impediria a formacao destas pontes salinas, sem neutralizar a atracdo entre os residuos.
Segundo o modelo proposto por Sato e colaboradores (2001), a presenca de quatro poros de gating,
medindo 15 A cada abriga moléculas de agua, corroborando com esta teoria. Estes poros
permitiriam um movimento rotacional do segmento S4 em direcdo ao lado extracelular quando a

despolarizagdo acontecesse, e este movimento estaria acoplado a abertura do canal.

O movimento do segmento S4 no campo elétrico da membrana gera uma corrente que se
relaciona a0 movimento das cargas, chamada de corrente de gating. Juntos, experimentos de
mutagénese sitio-dirigida e correntes de gating mostraram que a contribui¢cdo do segmento S4 de

cada dominio para a abertura do canal ndo é a mesma, visto que ha quatro cargas positivas

conservadas no dominio I, cinco nos dominios Il e 11, e oito do dominio IV (Keynes, 1994).

De todas as mutacOes que afetaram a ativagdo do canal de sddio, os efeitos mais
pronunciados foram observados na neutralizacéo do 4° residuo carregado dos dominios I, 11 e Il
Isto é esperado, ja que a neutralizagdo de uma Unica carga do segmento S4 de um dominio que tem
menos cargas devera ter um efeito mais pronunciado que de um dominio de muitas cargas. Se ha
cooperatividade dependente de voltagem entre os sensores de voltagem (Keynes & Elinder, 1998),
entdo uma mutagdo que afete 0 movimento de um segmento S4 resultara no deslocamento da

dependéncia de ativacdo do canal como um todo.

Estudos de corrente de gating mostraram que 0s segmentos S4 dos dominios | e Il se
movem mais rapido que os dominios Il e 1V, contribuindo mais para a ativagdo do canal. Cha e

seus colegas (1999) determinaram a sequencia de desativacdo (a volta do segmento S4 para o
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estado fechado) dos segmentos S4 de todos os dominios do canal de sédio de musculo esquelético
humano. Eles observaram que, apds a despolarizacdo, uma repolarizacdo repentina desativa
primeiro o segmento S4 do dominio Il, seguido pelo dominio I. Os segmentos S4 dos dominios Ill
e IV desativam somente apds a inativacdo ser removida, ficando imobilizados por ela. No entanto,
0 segmento S4 do dominio 111 desativa mais rapidamente que o dominio IV.

-%o0 -

As algas que conectam os segmentos S5 e S6 sdo longas, complexas e completamente
diferentes das outras algas. Parte desta regido, também chamada de al¢a P, invagina-se na
membrana formando parte das paredes do poro. A alga P € altamente conservada dentro da familia
de canais de sodio sensiveis a voltagem, como esperado para canais que tém propriedades de
permeacéo similares (Fozzard & Hank, 1996).

MutagBes pontuais neste segmento alteram a condutancia unitéaria do canal, seletividade e
ligacdo de toxinas que blogueiam o canal se ligando no poro: TTX e STX (Terlau et al., 1991;
Chiamvimonvat et al., 1996). Os aminoécidos que determinam a seletividade dos canais de sédio
(localizados na parte ascendente da alca P) sdo formados por um anel constituido por 4
aminoacidos: um acido aspartico, um acido glutamico, uma lisina, e uma alanina (formando um
motivo conhecido como DEKA), um em cada dominio, de forma equivalente (Terlau et al., 1991;
Heinemann et al., 1992). Este motivo é analogo ao descrito em canais de célcio, onde ha quatro
residuos &cidos coordenados de forma similar (Yang et al., 1993). Quando os residuos de lisina e
alanina do canal de sddio sdo substituidos por &cido glutdmico, ha uma perda da seletividade i6nica

ao sodio, conferindo ao canal seletividade aos ions célcio (Heinemann et al., 1992).

Foram descritos outros residuos que alteram a seletividade idnica ou a ligacdo de toxinas
na superficie do canal, que em geral estéo localizados também na por¢do ascendente da al¢a P, mas
estes residuos tiveram um efeito menos drastico que os residuos do dominio DEKA (Terlau et al.,
1991; Chiamvimonvat et al., 1996; Tsushima et al., 1997).

Experimentos de substituicdo por cisteinas sugerem que o poro do canal de sodio é
assimetricamente organizado e dindmico (Chiamvimonvat et al., 1996; Benitah et al., 1999). A alca
P do dominio Il é a mais superficial, dos dominios | e Ill intermediarias, e do dominio IV mais
interna (Chiamvimonvat et al., 1996). Residuos de cisteinas introduzidas na alca P podem formar
pontes dissulfeto internas, que ndo seriam possiveis se ndo houvesse uma grande flexibilidade

dentro da regido do poro (Pérez-Garcia et al., 1996; Benitah et al., 1997).
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Residuos de aminoacidos nos lados N e C-terminal do anel DEKA séo acessiveis pelo lado
extracelular do poro do canal, mas nao pelo lado intracelular (Chiamvimonvat et al., 1996; Pérez-
Garcia et al., 1996; Tsushima et al., 1997), sugerindo que a al¢a P ndo abrange todo o poro do canal
(YYamagishi et al., 1997). Os residuos do N-terminal do anel de DEKA (parte descendente da alca
P) mostraram acessibilidade a cada 3 ou 4 aminoacidos, consistente com uma estrutura de a-hélice
nesta regido (Yamagishi et al., 2001). J& a andlise estrutural da regido ascendente mostra que
possivelmente esta regido forma uma fita [| (Lipkind & Fozzard, 1994; Chiamvimonvat et al.,
1996). Assim, a alca P do canal de sodio pode ser modelado por um motivo I-hélice-volta-fita-
(Lipkind & Fozzard, 2000).

- hathagdo -

Inativacdo € o processo cinético dependente de potencial que leva a oclusdo do poro
durante a aplicagdo de um pulso despolarizante.

Tratamento do lado intracelular da célula com enzimas proteoliticas, especificamente
blogueiam a inativacdo, indicando que a al¢a responsavel pela inativacdo do canal de sodio se
encontra no compartimento intracelular (Armstrong et al., 1973; Armstrong, 1981). Estudos
utilizando anticorpos sitio-especificos e mutagénese sitio-dirigida identificaram a alga intracelular
entre os dominios Il e IV como crucial para a inativagdo do canal de sodio (Vassilev et al., 1988;
Stiihmer et al., 1989; Hartmann et al., 1994). Mutagdes de trés aminoacidos hidrofobicos desta alca,
isoleucina, fenilalanina e metionina (motivo conhecido como IFM), previne a inativagdo rapida
(West et al., 1992) primariamente por desestabilizar o estado inativado do canal (Kellenberger et
al., 1996). Pequenos peptideos contendo o motivo IFM sdo capazes de restaurar a inativagdo rapida
de canais de sodio em mutantes desta alga, sugerindo que o peptideo IFM liga-se dentro do poro do
canal de sodio e o bloqueia durante a inativacdo (Eaholtz et al., 1994; Peter et al., 1999). Este
modelo é confirmado por resultados mostrando que um residuo de cisteina substituindo a
fenilalanina no motivo IFM torna-se inacessivel a reacdo com reagente cisteina-especifico durante
0 processo de inativacdo (Kellenberger et al., 1996). Isto implica na presenca de residuos de
aminoacidos na boca interna do poro que estdo envolvidos nas mudancas conformacionais que

acoplam ativacgdo e inativacdo e ligam o motivo IFM no estado inativado.

Ha diversos candidatos ao sitio receptor do motivo IFM. Muta¢des de uma fenilalanina e
um conjunto de trés aminoacidos (valina, isoleucina e leucina) presentes no segmento S6 do
dominio IV, aumentam enormemente a constante de tempo para a inativacdo, desestabilizando o
estado inativado (McPhee et al., 1994; McPhee et al., 1995). Vérias mutagdes que produzem
paramiotonia congénita humana estdo localizadas na alcga entre os segmentos S4 e S5 do dominio

I11, estas mutacdes também afetam a cinética de inativacdo e a recuperacdo do estado inativado
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(Yang et al., 1994; Ji et al., 1995). Adicionalmente, alguns aminodcidos presentes na alca
intracelular S4-S5 do dominio 1V (Filatov et al., 1998; McPhee et al., 1998) sdo necessarios para

uma inativagdo rapida e eficiente.

Embora a alca de inativacdo (alga entre os dominios Il e 1V) seja a principal responsavel
pelo processo de inativagdo, ela é incapaz de transferir as caracteristicas cinéticas da inativacéo de
uma isoforma de canal de so6dio a outra (Hartmann et al., 1994; Makita et al., 1996). Montegazza e
colaboradores (2001) sugeriram que segmento C-terminal do canal de sodio exercesse esta funcao.
Em quimeras entre canais de sodio neuronal e cardiaco, a inativagdo do canal cardiaco é acelerada,
na presenca do C- terminal do canal neuronal, e a inativacdo do canal neuronal fica mais lenta,
semelhante a da isoforma cardiaca, na presenca do C- terminal cardiaco. Desta forma o segmento
C- terminal pode interagir com a alca de inativagdo, modulando a cinética de inativacéo.
Alternativamente, o C- terminal poderia exercer seu efeito modulatério interagindo também com o
sitio receptor da particula de inativacdo (a alca entre os segmentos S4-S5 do dominio Ill ou do
dominio IV, ou com a parte mais intracelular do segmento S6 do dominio 1V), ou ainda, através de
um sitio alostérico em outra regido do canal ainda ndo identificada. A estrutura secundaria do
segmento C- terminal mostra evidéncias de que a regido mais proxima ao segmento S6 forma um
motivo de seis a-hélices, e a regido mais distal ndo apresenta estrutura secundaria definida (random
coil) (Cormier et al., 2002). Além disto, 0 motivo em a-hélice apresenta um padrdo bipolar, com
uma regido rica em aminoécidos positivos, e outra regido com aminoacidos carregados

negativamente, sugerindo um importante papel no mecanismo de inativacao (Cormier et al., 2002).

Sirota e colaboradores (2002) fizeram a modelagem molecular da alca entre DIll e DIV do
canal de sodio de cérebro de rato IIA (que inclui o motivo IFM). Esta regido possui 53
aminoacidos, e apresenta 12 residuos com cargas positivas e 5 com cargas negativas. O modelo
prediz 2 segmentos helicoidais entre os aminoacidos F1476-K1482 e T1491-K1502. Além disso,
foi encontrado um motivo de “grampo de cabelo” (hairpin, em inglés) entre os residuos T1491-
P1512, que pode ser responsavel pela aproximagdo da triade hidrofébica IFM em direcdo ao seu
sitio de ligacdo. Esta funcdo deve explicar, pelo menos parcialmente, a presenca de cargas
conservadas evolutivamente nesta regido e cuja fungéo ainda ndo havia sido encontrada (Moorman
et al., 1990; Patton et al., 1992). O trabalho também explora a possibilidade de haver um
desenovelamento do hairpin no momento de despolarizacéo, levando & mudangas conformacionais

envolvida na inativacdo do canal.
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- Aeoplamento atigdv/hatiagio -

Inicialmente acreditava-se que a ativacdo e a inativacdo do canal de sodio fossem eventos
independentes (Hodgkin & Huxley, 1952). Hoyt (1963, 1968) foi o primeiro a propor que fossem
eventos acoplados, mesmo tendo limitacBes experimentais que pudessem estar distorcendo suas
analises. Mais tarde, os dados de Hoyt foram refinados e confirmados por Goldman & Schauf
(1972). Atualmente, a ideia mais aceita € que a dependéncia de voltagem da inativacdo seja devido
ao seu acoplamento a ativacdo, um mecanismo importante para reduzir o influxo de sédio para
dentro da célula durante a geracdo do potencial de acdo (Armstrong & Bezanilla, 1977) para que
ele seja rapido.

Esforcos tém sido feitos para se compreender como este acoplamento acontece. Em 1995,
O’Leary e colaboradores mostraram que a substitui¢do de duas tirosinas adjacentes, localizadas na
alca entre os segmento S4-S5 do dominio IlI, afeta a dependéncia de voltagem da cinética de
ativacdo e inativacdo, sugerindo ter um importante papel no acoplamento normal entre o sensor de
voltagem da ativagdo e a particula de inativacdo. Foi também encontrada uma alanina na alga S4-
S5 do dominio IV que quando substituida por glutamina mostrava efeitos similares a substitui¢do
das duas tirosinas descrita por O’Leary (Tang et al., 1998). Porém este acoplamento ainda nao foi

completamente elucidado.

- Apdllag v por subunidades B -

Como visto anteriormente, o canal de sédio pode ser modulado por subunidades acessorias
chamadas de subunidades . Embora a subunidade p modifique as propriedades da subunidade o
dos canais de sodio, elas ndo sdo essenciais para a formag&o de um canal funcional. Ha trés tipos de
subunidades B descritas: 1, 2 e B3. As subunidades B1 e B3 estdo associadas a subunidade o ndo

covalentemente, enquanto a subunidade 2 esta ligada através de pontes dissulfeto.

As subunidades B sdo glicoproteinas, que possuem apenas um segmento transmembrana,
flanqueado por um grande dominio extracelular N-terminal e um pequeno dominio intracelular C-
terminal. O dominio extracelular, sozinho, interage e modula a subunidade o (McCormick et al.,
1999; Qui et al., 2001). As subunidades 31 e B2 sdo as Unicas glicoproteinas transmembrana cujo
dominio extracelular contém um motivo semelhante as imunoglobulinas (Isom & Catterall, 1996).
Makita e colaboradores (1996b) mostraram que amino&cidos das algas entre 0s segmentos S5-S6

dos dominios | e IV determinam a interagdo funcional entre as subunidades o e 1.
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A co-expressdo das subunidades 1, 2 e B3 e da subunidade o do canal Na,1.2 em
ovacitos de Xenopus aceleram a cinética de ativacdo e inativacdo do canal, além de deslocar para
valores hiperpolarizados a dependéncia de voltagem da inativagdo (Isom et al., 1992, 19953;
Morgan et al., 2000). A co-expressdo da subunidade 1 com a mesma isoforma da subunidade o
em células de pulméo de hamster também causou um deslocamento para valores mais negativos na
dependéncia de voltagem inativacdo, porém, deslocou para a mesma direcdo a dependéncia de
voltagem da ativacdo e ndo alterou a cinética de ativacdo ou inativacdo do canal (Isom et al.,
1995b).

Qu e colaboradores (2001) publicaram um trabalho onde expressaram os trés tipos de
subunidade B células de rim embrionario humano, HEK 293, muito utilizada em estudos de
expressao heteréloga. Como subunidade o, foi utilizada a isoforma Na,1.2 (neuronal), uma das
mais bem caracterizadas. Por isso, a descri¢cdo do efeito das 3 subunidades  sera baseada nos

experimentos de Qu e colaboradores.

A co-expressdo das subunidades 1 ou 32 ndo alterou a cinética de ativacdo, inativacéo ou
recuperacao da inativagdo. Quando co-expressas juntas ou separadas, estas subunidades deslocaram
a dependéncia de voltagem da ativagdo e inativacdo da corrente de sdédio para valores mais

positivos.

Resultados similares foram obtidos com a co-expressdo da subunidade $3 que também
deslocou fortemente a dependéncia de voltagem da ativacgdo e inativagéo para valores positivos. A
co-expressdo de ambas, B2 e 33, causou um deslocamento similar ao de 3 sozinho. Além disso, a
subunidade 3 aumentou a corrente de sodio persistente significantemente, efeito que ndo foi visto
qguando foi expressas as subunidades 1 e/ou 32. Foi a primeira evidéncia de uma subunidade b
aumentar a corrente persistente, que pode ser relacionado ao aumento da excitabilidade do
neurdnio; e deve ser importante para a integracdo do sinal sinaptico nos dendritos e pela geracéo de
descargas epileptiformes (Crill, 1996). A corrente de sodio persistente tem um importante impacto

fisiologico e patofisioldgico.
Estes resultados sugerem que o efeito da subunidade 3 sobre a subunidade o depende da

carga genética e da via de transducéo de sinal da célula recipiente (Qu et al., 2001).

- Dirersitade 2 nomenclatirn des canaé de sodo sengieé 4 roagen

Uma grande variedade de canais de soédio tem sido identificadas por andlise
eletrofisioldgicos e clonagem molecular. Em 2000 foi proposta uma nomenclatura para normalizar

todos estes canais, eliminando a confusdo decorrente da multiplicidade de nomes. O nome consiste
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do simbolo quimico do principal ion permeante (Na) com o principal regulador fisiologico

(voltagem) indicado como um subscrito (Na,). O nimero seguinte a subscrigdo indica a subfamilia

génica (Na,1) e o numero seguido do ponto decimal identifica a isoforma especifica do canal (por

exemplo, Na,1.1). Processamentos alternativos de cada membro da familia s&o identificados por

uma letra minuscula que segue os nimeros (por exemplo, Na,1.1a) (Goldin et al., 2000). Até o

momento foram identificados e funcionalmente expressos 9 isoformas de canais de sodio em

mamiferos, todas possuem mais de 50% de identidade na sequéncia de aminodcidos, sendo

considerados membros de uma mesma subfamilia (tabela 1) (Goldin et al., 2000; Goldin, 2002). Ha

uma décima isoforma, chamada de Na,, que tem aproximadamente 50% de identidade de sequéncia

aos outros canais de sddio de mamiferos, como esta isoforma néo foi funcionalmente expressa, é

possivel que este gene ndo codifique um canal de sodio sensivel a voltagem (Goldin, 2002).

Tabela 1: Subunidades a de canais de s6dio de mamiferos.

Tivo l;lcuez*;irgode Simbolo do Processamento Tecido primario de
P ‘Genbank’ gene alternativo expressao
X03638 (r)
X65362 (h) SNC
Na,1.1 AF003372 (ch) SCN1A Na,1.1a SNP
X03639 (r)
X61149 (r)
Na,1.2 X65361 (h) SCN2A Na,1.2a SNC
M94055 (h)
Na,1.3a
Na,1.3 Y00766 (r) SCN3A Na.1.3b SNC
M26643 (r)
Na,1.4 M81758 (h) SCN4A Musculo esquelético
M27902 (r . .
Nal5 M77235 gh)) SCNSA Musculo esquelético
v desenervado, coracdo
L39018 (r)
AF049239 (r)
AF049240 (r)
U26707 (cm) SNC
Na,1.6  AF04617 (cm) SCNSA Na,1.6a SNP
AF050736 (h)
AF225988 (h)
AF003373 (ch)
U35238 (c)
X82835 (h) SNP
Na,1.7 U79568 (r) SCN9A Alulas de Sch
AF000368 (1) Células de Schwann
X92184 (r)
Na,1.8 U53833 (1) SCN10 Ganglio da raiz dorsal
Y(09108 (cm)
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U60590 (cc)

AF059030 (r)
AJ237852 (r)
AF118044 (cm)
AB031389 (cm)
Na,1.9 AF126739 (h) SCN11 Na,1.9a SNP
AF188679 (h)
AF109737 (h)
AF150882 (h)

M91556(h)

M96578 (r) SNC7A
Y09164 (r) SNC6A®
L36179 (cm)

Coracdo, Utero, musculo
esquelético, astrdcitos, ganglio
da raiz dorsal

Na,

Abreviacgdes: ¢, coelho; cb, cobaia; cc, cachorro; cm, camundongo; r, rato; h, humano. SNC, sistema nervoso
central; SNP, sistema nervoso periférico.

% Este gene foi originalmente denominado de SNC6A e SNC7A, mapeados em humanos e camundongos,
respectivamente. Entretanto, é provavel que representem o mesmo gene, e o simbolo SNC6A provavelmente serd
descartado. (Adaptado de Goldin et al., 2000).

Os genes que codificam Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3, Na,1.7 e Na, estdo agrupados juntos no
cromossomo 2 em humanos e camundongos. Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3 e Na,1.7 compartilham de
caracteristicas comuns, como expressao no sistema nervoso e inibicdo por concentracoes
nanomolares do blogqueador tipico de canais de sddio sensiveis a voltagem: tetrodotoxina (TTX).
Na,1.5, Na,1.8 e Na,1.9, estdo agrupados no cromossomo 9 em humanos e cromossomo 3 em
camundongos. Estas isoformas também compartilnam caracteristicas em comum, incluindo o fato
de todas serem resistentes a TTX. O gene para Na,1.4 estd localizado no cromossomo 11 em
humanos e 17 em camundongos, e 0 gene para Na,1.6 estd localizado no cromossomo 15 em
humanos e 12 em camundongos. As propriedades destes dois canais sdo, geralmente, similares
aquelas dos canais expressos em sistema nervoso, incluindo bloqueio por concentracoes
nanomolares de TTX (Goldin, 2002).

- [adhas que agem e canaé de balo -

Por serem criticos na excitabilidade, os canais de sddio servem como alvos especificos de
muitas neurotoxinas. Estas toxinas ocupam diferentes sitios receptores presentes na superficie do
canal de sddio e tém sido usadas como ferramentas para 0 mapeamento funcional e caracterizacdo

molecular do canal.

Devido a sua alta especificidade, toxinas naturais foram primeiro utilizadas para distinguir
as espécies moleculares responsaveis pelas correntes de sodio, de potassio e de calcio.
Posteriormente vém sendo utilizada para identificar os subtipos de canais dentro de cada familia de

canais ion-especificos (Chahine et al, 1998).
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Toxinas que atuam em canais de potassio e de calcio agem geralmente inibindo as
correntes que passam por estes canais. Porém, dentre as toxinas que agem em canais de sodio,
varias agem modificando os canais de forma que suas propriedades cinéticas sejam alteradas. A
partir da década de 60, quando um potente bloqueador especifico para os canais de sodio foi
descrito (TTX), houve um grande avanco nos estudos dos canais de sédio. Atualmente diferentes
toxinas extraidas e purificadas de algumas espécies de animais, plantas e microorganismos sao
usadas como ferramentas importantes para identificacdo, isolamento e estudo de propriedades
cinéticas do canal de sédio. A maneira como o canal é modificado dependerd do sitio receptor ao
qual ela se liga. Um resumo das caracteristicas de cada sitio conhecido, bem como dos aminoécidos
envolvidos na sua formacao, estd mostrado na tabela 2, e sua localizacdo esta sendo mostrado na

figura 3.

Ao sitio 1 se ligam toxinas guanidicas heterociclicas sollveis em &gua, como a TTX
(Nahashi et al, 1960), inicialmente isolada de uma espécie de baiacu japonés (Fugu rubripes); a
saxitoxina - STX (Kao, 1966), isolada do dinoflagelado marinho do género Gonyaulax catenella; e
toxinas polipeptidicas como as m-conotoxinas (m-CTX), isoladas do molusco marinho Conus
geographus (YYanagawa et al, 1987; Sato et al, 1991). Estas toxinas se ligam no lado extracelular do
canal de sodio bloqueando o fluxo de ions sodio e, conseqlientemente, o potencial de acdo em
nervo e musculo (Narahashi et al, 1964, 1967; Nakamura et al, 1965; Kao e Nishiyama,1965;
Catterall, 1992)

A localizagdo do sitio receptor da TTX e STX envolve residuos de aminoacidos de todos
os dominios, aparentemente formando anéis dentro do poro: um mais externo formado por
aminoacidos acidos (E387, E945, D1426 e D1717) e outro mais interno, formado pelo filtro de
seletividade (D384, E942, K1422 e A1714) (Noda et al, 1989; Terlau et al, 1991). Foram
identificadas também outras mutacdes que reduzem a ligacdo da TTX, como D400A, Y401 e
E403D no dominio I, T759A e E758 no dominio Il e D1532 no dominio IV (Penzotti et al, 1998;
Choudhary et al, 2003). A baixa afinidade do canal de sodio cardiaco a TTX levou a hip6tese de
que este canal ndo tivesse algum(ns) dos 8 aminoacidos envolvidos na ligacdo da TTX.
Curiosamente, a clonagem da isoforma cardiaca mostrou que a maior diferenca era a substitui¢éo
de um residuo aromético (Fen ou Tyr) na posicdo 385 por uma cisteina. Desta forma, este residuo
também foi identificado como sendo importante para a ligagdo da toxina guanidica (Noda et al,
1989; Heinemann et al, 1992; Satin et al, 1992). Porém, mutacGes que afetam significativamente a
ligacdo da TTX e STX apenas reduzem fracamente a afinidade da p-CTX (Chahine et al, 1998),
indicando que embora a ligagdo destas duas classes de toxinas sejam competitivas sobre o canal de
sodio, devam haver interacfes distintas (Stefan et al, 1994; Dudley et al, 1995), como pode ser

visto na tabela 2.
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Compostos policiclicos apolares, como a veratridina, aconitina, batracotoxina e
grayanotoxina, se ligam ao sitio 2 do canal de sédio. Estas toxinas se ligam preferencialmente no
estado ativado causando uma ativacdo persistente mesmo no potencial de repouso da membrana
(Catterall, 1977), que pode ser explicada pelo deslocamento do potencial de ativacdo para valores
negativos, pelo bloqueio da inativacdo e pela reducdo da seletividade, efeitos eletrofisioldgicos
desta classe de toxinas (Ulbricht, 1969; Albuquerque et al, 1971; Catteral, 1980). A regido
transmembrana do segmento S6 do dominio | e IV foi identificada como sendo importante
componente do sitio receptor nos canais de sodio (Trainer et al, 1996; Linford et al, 1998; Wang &
Wang, 1999). A ligacdo de toxinas ao segmento IV-S6 provavelmente é a responsével pelo
bloqueio da inativacao, ja que este segmento esta intimamente relacionado a inativacdo dos canais
de sédio. Foi mostrado que o aminoacido Y1586 participa da ligacdo da grayanotoxina mas nao da
batracotoxina (Kimura et al, 2000), mostrando que também no sitio 2, a ligacdo destas toxinas se

sobrepde, mas que ha determinantes moleculares que séo distintos.

Ao sitio 3 se ligam toxinas de escorpido do tipo a e toxinas de anémonas. De acordo com
suas diferentes propriedades farmacoldgicas, as o-toxinas podem ser divididas em 3 subgrupos: a-
classica, a-like e inseto a-toxina (Gordon et al., 1996; Gordon et al., 1998). As toxinas a-classicas
sdo altamente toxicas para mamiferos e as inseto a-toxinas sdo altamente toxicas para insetos. As

o-like sdo toxicas para ambos, mamiferos e insetos.

As o-toxinas sdo familias distintas de polipeptideos que possuem baixa homologia de
sequéncia (Rogers et al., 1996), mas que inibem a inativacdo do canal de sddio, estabilizando o
canal no estado aberto. Além disto, esta classe de toxinas pode deslocar para valores
hiperpolarizados o potencial de membrana que da 50% da condutancia maxima (Gonoi & Hille,
1987; Sheets & Hanks, 1999), sugerindo que a inativagdo do canal exer¢a um importante papel na
determinagdo da relagdo voltagem x conduténcia. Estudos de correntes unitéarias (El-Sherif et al.,
1992; Cannon & Corey, 1993) e de gating (Sheets & Hanck, 1995) sugerem que a atividade
primaria destas toxinas é inibir a inativacdo do canal se ligando ao estado aberto, sem significativa
alteracdo na ativacdo ou na inativacdo a partir do estado fechado. A associacdo e dissociacdo das
toxinas do tipo o de escorpido € extremamente dependente de potencial (Thamkun et al., 1984;
Campos, 2002).

Por serem toxinas basicas, é provavel que residuos carregados negativamente na superficie
do canal contribuam para a ligagdo destas toxinas. De fato, foi identificado um residuo &cido entre
0s segmentos transmembrana S3 e S4 do dominio IV como importante na ligacdo das a-toxinas
(Rogers et al., 1996; Cestéle & Catterall, 2000). A comparacdo da estrutura das toxinas de
anémonas e de escorpido (Loret et al., 1994) mostrou que cinco residuos de aminoacidos estéo

localizados em posigdes similares nas duas toxinas. Dentre eles, quatro sdo basicos, constituindo
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dois distintos polos carregados positivamente sobre a superficie destas toxinas. Em sintese, as o-
toxinas ligam-se a alca entre 0s segmentos S3-S4 do dominio IV através de interacdes eletrostaticas
com um residuo éacido, outras regides do canal de sddio que tinham sido anteriormente implicadas
na ligacdo das toxinas do tipo o, como as regides S5-S6 dos dominios | e IV (Tejedor & Catterall,
1988), ndo foram encontrados residuos acidos cruciais para ligacdo destas toxinas. Analise
estrutural identificou uma superficie hidrofébica conservada entre as a-toxinas (Li et al., 1996) que
parece ser parte do sitio funcional destas toxinas com o canal de sodio (Fontecilla-Campos et al.,
1988; Li et al. 1999; Sun et al., 2003). Modificacdes quimicas (Kharrat et al., 1989) e analise de
mutagénese em residuos aromaticos da superficie hidrofobica conservada (Sun et al., 2003)
indicam que estes residuos aromaticos conservados estdo especificamente envolvidos tanto no
efeito farmacoldgico quanto na estabilidade estrutural da toxina. Embora os sitios das toxinas do
tipo a de escorpido e das toxinas de anémonas se sobreponham, estas toxinas apresentam interagdo

distintas com o canal de sédio.

Outra classe de toxinas escorpifnicas, denominadas B-toxinas, se ligam ao sitio 4 do canal
de sodio, deslocando fortemente a dependéncia de voltagem da ativacdo para valores mais
negativos (Vijverberg et al., 1984). Através de quimeras de canais de sddio de musculo esquelético
de rato e cardiaco (que apresentam sensibilidades diferentes as toxinas do tipo ), o dominio Il foi
identificado como responsavel pela ligacdo e efeito de uma toxina tipo B do escorpido Tityus
serrulatus (Marcotte et al., 1997). Cestele e colaboradores (1998) propuseram um modelo onde
uma potente toxina do tipo B do escorpido Centruroides suffusus suffusus (Css 1V) se liga a
residuos de aminoacidos que séo exteriorizados quando o segmento S4 do dominio Il se move, no
momento da despolarizagdo, mantendo o canal em um estado parcialmente ativo. Neste estado a
inativacdo € favorecida, reduzindo o nimero de canais disponiveis e conseqlientemente o pico da
corrente de sodio. Isto explica porque a toxina requer um pré-pulso despolarizante para a sua
ligacdo. Mostraram também que a mutacdo G845N, na al¢a proxima ao segmento S4 do dominio Il,
abole o deslocamento da dependéncia de voltagem da ativacao, por impedir que a toxina se ligue a
terminacdo extracelular da conformacdo ativada deste segmento, porque introduz desfavoraveis

interacOes de natureza estérica ou de polaridade.

Poliésteres ciclicos como as brevetoxinas e as ciguatoxinas se ligam ao sitio 5 (Catteral e
Gainer, 1985), resultando na inibigdo da inativacdo e no deslocamento da dependéncia de potencial
da ativagdo para valores mais negativos. A ligacdo destas toxinas ao sitio 5 modula a ligacéo de

toxinas que se ligam aos sitios Il (Trainer et al., 1993) e IV (Cestéle et al., 1995).

Mais recentemente foi identificado, em canal de sédio de inseto, um novo alvo de
neurotoxinas, o sitio receptor 6, que liga a 3-conotoxina e inibe a inativacdo da corrente de sodio

(Gordon et al., 1996). Este sitio receptor ainda ndo foi bem caracterizado.
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Tabela 2: Sitios receptores identificados nos canais de sodio.

Sitio Toxina Dominio Animoacidos Referéncias
Sitio 1 Tetrodotoxina ~ 1SS2-S6 D384, E387, Y385, D400, Y401, Noda et al., 1989; Terlau
Saxitoxina E403 et al., 1991; Heinemann et
11ISS2-S6  E758, E942, E945 al., 1992, Penzotti et al.,
11SS2-S6  K1422, D1426 1998; Choudhary et al.
IVSS2-  Al714, D1717, D1532 '
S6
p-conotoxina D400, Y401, W402, E403 Stefan et al., 1994;
ISS2-S6  A728, A730, E758 Dudley et al., 1995;

IS5-S6  W1239, D1241 Chahine et al., 1995 e

111SS2-S6 W1531, D1532 1998,
IV SS2-
S6
Sitio 2 Veratridina 1S6 1433, N434, L437 Trainer et al., 1996; Wang
Batracotoxina IVS6 F1579, N1584, 11760, F1764 etal., 1998
Grayanotoxina Y1586
Sitio 3 a-escorpiotoxina  1S5-S6 Tejedor &  Catterall,
toxina de IVS5-S6  E1613 1988, Rogers et al., 1996.
anémona IVS3-S4  E1616, V1620, L1624
toxina de aranha
Sitio 4 B-escorpiotoxina  1S5-SS1 Cestéle et al., 1998.
11S1-S2 G845
11S3-54
111SS2-S6
Sitio 5 Brevetoxinas 1S6 Trainer et al, 1991;
Ciguatoxina IVS5 Tainer et al., 1994.
Sitio 6 8-conotoxina Gordon et al., 1996.

(Adaptado de Cestele & Catterall, 2000)

[0 site1(TTX, STX)
|  Site 1 (p-conotoxin)

Site 2
B site3
B sites
Z

Site 5

+HsN

COz

Figura 3: Localizacdo dos principais sitios receptores das neurotoxinas sobre os canais de sodio de
mamiferos. Para os sitios de ligacdo das toxinas do tipo a (sitio 3) e B (sitio 4) estdo destacados somente
aqueles que, quando ausentes, diminuem a afinidade de ligacdo pelo menos 5 vezes. Figura retirada do artigo
de Céstele & Catterall. 2000.
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- Towinas da aranha Phonedbria nigriventer -

No Brasil, as aranhas que provocam acidentes graves em humanos estdo reunidas em

quatro géneros principais: Phoneutria, Loxosceles, Latrodectus e Lycosa.

Na regido sudeste, os acidentes sdo causados predominantemente pela picada da aranha
Phoneutria nigriventer. Popularmente conhecida como armadeira, esta aranha possui hébitos
noturnos, é solitaria e agressiva. A P. nigriventer, descrita originalmente por Keyserling em 1891,
pertence a classe Arachinidae, subordem Labidognatha, familia Ctenidae. Os sintomas do acidentes
com esta aranha sdo: dor excruciante que se irradia do local da picada, cadimbras dolorosas,
tremores, convulsbes tbnicas, paralisia espastica, sialorréia, sudorese, priaprismo, taquicardia,

arritmias e perturbaces visuais (Fontana, 1990).

Fontana e Brazil (1985) mostraram que, em preparagdo nervo-frénico-diafragma de rato, a
peconha da aranha P. nigriventer induz despolarizacdo ndo uniforme da membrana da fibra
muscular e aumento na frequéncia de potenciais miniaturas na placa motora. Este efeito era
bloqueado por TTX ou por redugdo da concentragdo de sédio extracelular, sugerindo um efeito
sobre os canais de sodio. Brazil e colaboradores (1988) observaram o efeito da mesma pegonha em
auriculas isoladas de cobaia, revelando que a principal causa dos sintomas cardiacos ¢ a liberagdo
de neurotransmissores pelas terminagcBes nervosas intracardiacas, dados confirmados
posteriormente em musculo liso vascular de coelho (Antunes et al., 1993). O veneno da aranha é
também capaz de alterar a permeabilidade da barreira hemato-encefalica, particularmente no
hipocampo de ratos, causando edema vasogénico mais significativo um dia ap6s a injecdo (L&
Sueur et al., 2003).

O veneno da aranha Phoneutria nigriventer é composto por uma mistura de polipeptidios e
moléculas ativas biologicamente, sendo a maior parte neurotdxicas (Brasil & Vellard, 1925).
Resende Jr. e colaboradores (1991) isolaram, através de cromatografia liquida de fase reversa e gel
filtracdo, os peptideos neurotéxicos do veneno, encontrando cinco fragdes ativas: PhTx1, PhTx2,
PhTx3, PhTx4 e M.

Quando injetado intracerebroventricular (i.c.v.) de camundongo, o efeito da fragdo PhTx2
era acentuadamente excitatorio, incluindo salivacdo, lacrimejamento, priapismo, convulsbes e
paralisia espastica das extremidades anteriores e posteriores (Resende Jr. et al, 1991), reproduzindo
os efeitos predominantes da injecdo do veneno. Esta fracdo também estimulou a liberacdo de
glutamato de sinaptosomas de cortex de rato seguindo um aumento do influxo de céalcio (Romano-
Silva et al., 1993). Experimentos eletrofisiologicos (Aradjo et al., 1993) mostraram que esta fracdo
tem efeitos complexos sobre os canais de sddio, inibindo a cinética da inativagéo e deslocando a

dependéncia de potencial tanto da ativagdo como da inativagdo para valores mais negativos.
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Da fracdo PhTx2 foi possivel identificar 9 isoformas (Cordeiro et al., 1992). Essas toxinas
apresentam alta proporcdo de cisteinas (Resende Jr. et al., 1991), uma caracteristica comum a

muitas outras neurotoxinas de veneno de aranhas (Cordeiro et al., 1995; Escoubas et al., 2000).

Dentre as 9 isoformas da fragdo PhTx2 (PnTx2-1 a PnTx2-9) 4 ja foram totalmente
seqlienciadas: PnTx2-1, PnTx2-5, PnTx2-6 e PnTx2-9, sendo identificados 53, 48, 48 e 32 residuos
de aminoécidos, respectivamente. As isoformas PnTx2-1, PNTx2-5 e PnTx2-6 apresentam alto grau
de identidade entre si (figura 4), exceto quando comparado a PnTx2-9.

PnTx2-1 ATCAGQDKPCKET--CDCCGERGECVCALSYEGKYRCICROQGNFLIAWHKLASCK
PnTx2-5 ATCAGQDQTCKVT--CDCCGERGECVCGGP———---— CICRQGNFLIAAYKLASCKK
PnTx2-6 ATCAGQDQPCKET--CDCCGERGECVCGGP———---- CICRQGYFWIAWYKLANCKK
PnTx2-9 SFCIP-FKPCKSDEN--CCKKFK-CKTTG-IVK----LCRW

Figura 4: Comparacdo da sequéncia de aminoacidos das toxinas da fracdo PhTx2. As sequéncias foram
alinhadas baseando-se nos residuos de cisteina, em vermelho (Cordeiro et al., 1992). PnTx2-1, PnTx2-5 e
PnTx2-6 apresentam alto grau de homologia: 81% entre a PnTx2-1 e as outras duas e 87% entre a PnTx2-5 e
PnTx2-6. PnTx2-9, menos tdxica e menos conservada, apresenta 31% de homologia com a PnTx2-1, 21%
com a PnTx2-5 e 25% com a PnTx2-6. Em negrito, estdo sendo destacados os aminoacidos diferentes entre
as sequencias PnTx2-5 e PnTx2-6.

Os sintomas da injecdo da toxina PnTx2-6 em camundongos incluem: priaprismo
(Richardson, comunicacao pessoal) lacrimejamento, hypersalivacao, sudorese e agitacdo seguidos
de paralisia espastica das extremidades anteriores e posteriores e morte (Le Sueur et al., 2003).

Penaforte (2000) clonou diversas toxinas da P. nigriventer e expressou a isoformas PnTx2-
6, porém a expressao ndo foi funcional. Foi identificado que estas toxinas sdo expressas com um
peptideo sinal do lado N-terminal de 17 a 20 aminoacidos, seguido por um propeptideo rico em
glutamato e pela sequéncia da toxina madura. Talvez estes peptideos possam estar dirigindo o
enovelamento da toxina, e este seja 0 motivo da expressdo de uma toxina ndo-funcional. Além
disto, estas toxinas foram expressas junto com uma proteina de fuséo, para permitir sua purificagao,
e esta proteina pode estar alterando a conformacédo da toxina nativa. H& outros relatos na literatura
de toxinas recombinantes e/ou mutantes ndo funcionais, dificultando os estudos estrutura/fungéo
destas toxinas (Zilberberg et al., 1997; Sun et al., 2002).

As isoformas PnTx2-5 e PnTx2-6 apresentam 89% de homologia, o que significa somente
cinco aminoéacidos diferentes. Elas podem ser consideradas, portanto, mutantes naturais, 0 que
torna interessante estudar comparativamente os efeitos de ambas. A PnTx2-6 ja havia sido estudada
por Matavel e colaboradores (2002), porém sobre a isoforma PnTx2-5 havia somente estudos

preliminares (Araujo et al., 1993), mostrando efeito sobre a inativacdo de canais de sodio.

Dentre os aminoacidos nao idénticos, como pode ser visto na figura 4, houve a substituicao

de uma treonina por uma prolina, uma valina por um glutamato, uma asparagina por uma tirosina,
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uma leucina por um triptofano e uma serina por uma asparagina, em posicdes similares na PnTx2-5

e PnTx2-6, respectivamente.

A isoforma PnTx2-6 reproduz o efeito da fracdo PhTx2, e conseqlientemente do veneno
total, sendo considerada a principal isoforma presente na pegonha da aranha Phoneutria nigriventer
(Araujo et al., 1993; Mattiello-Sversuta & Cruz-Hofling, 2000). Os sintomas causados pela PnTx2-
6 sugerem atividade no sistema nervoso central e no sistema nervoso auténomo (Cordeiro et al.,
1992). Matavel e colaboradores (2002, artigo anexo) mostraram que a isoforma PnTx2-6 altera a
cinética de inativacdo da corrente de sodio, deixando-a mais lenta, um efeito de toxinas do tipo a.
Porém, ela também desloca para valores hiperpolarizados a dependéncia de voltagem da ativacao e
do estado-estacionério da inativagdo, um efeito mais comumente encontrado em toxinas do tipo £,
mas que pode ser encontrada também em toxinas do tipo a (Graham et al., 1996; Sheets & Hanck,
1999; Gordon & Gurevitz, 2003). A coexisténcia de efeitos tipicos de toxinas do tipo a e 3 sugere
que a interacdo da PnTx2-6 com o canal de sddio ocorra de maneira distinta das toxinas do tipo a e
B, podendo envolver “macrositios”, especialmente do sitio 3 ou ocorrer em um sitio receptor ainda
ndo identificado na superficie do canal de sédio. Os dados apresentados por Matavel et al. (2002)
foram obtidos em masculo esquelético de ra usando a técnica do loose patch-clamp. Para uma

andlise cinética mais detalhada, foram feitos experimentos usando técnicas mais precisas.

No presente trabalho, nds estudamos o efeito das toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 em células
neuro-endécrinas (GH3) utilizando a técnica de whole-cell patch-clamp, buscando estabelecer uma

relacdo entre as suas estruturas e as respectivas atividades.
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- Objetivos -

- OYetiies geraé —

Comparar os efeitos das toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6, da aranha Phoneutria nigriventer, sobre os

canais de sodio dependentes de voltagem de células GH3.

Comparar os efeitos da toxina PnTx2-6 sobre os canais de sodio dependentes de voltagem de
células GH3 e de musculo esquelético de ra.

- OYethes eecificos -

Comparar o efeito das toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 sobre a relagdo corrente x voltagem da corrente
de sadio.

Comparar o efeito das toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 sobre a dependéncia de voltagem da ativacéo da

condutancia da corrente de sodio.

Comparar o efeito das toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 sobre a dependéncia de voltagem do estado
estacionario da inativacdo da corrente de sodio.

Comparar o efeito das toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 sobre a recuperacdo da inativacdo da corrente de
sodio.

Medir as constantes de tempo da inativagdo da corrente de sodio na presenga e auséncia de ambas
toxinas.

Estimar a proporgéo de canais modificados pelas toxinas.

Medir a afinidade da PnTx2-5 e da PnTx2-6 sobre os canais de sodio de células GH3.

Medir a afinidade da PnTx2-6 sobre os canais de sodio da fibra muscular esquelética.

Observar 0 comportamento espontaneo da corrente de sédio de células GH3 ao longo do tempo.
Determinar o coeficiente de extin¢do da PnTx2-6 em agua.

Estimar a participacdo proporcional de diferentes estruturas secundarias na toxina PnTx2-6.
Verificar a exposicao dos triptofanos na superficie da toxina PnTx2-6.

Relacionar as diferencas funcionais da PnTx2-5 e da PnTx2-6 com as diferencas na sequéncia de

aminoécidos.
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- Metodologia -

- Looge pateh volige clany” -

Ras (Rana catesbeiana) pesando entre 60-80 gramas foram sacrificadas por
descerebracdo e desmedulacdo, e imediatamente o musculo semitendinoso era removido e
conservado em solucdo de Ringer Normal (em mM: NaCl 115; KCI 2,5; CaCl, 1,8; HEPES 5; pH
7,2 com NaOH). Um fino fragmento deste misculo era removido e fixado, através dos tenddes, em
uma camara com sistema de refrigeracéo (10 — 12°C) e levado a um microscopio estetoscopio (Carl
Zeiss) onde os registros eletrofisioldgicos foram medidos. O terra foi conectado ao banho através

de uma ponte de agar conectado a um eletrodo de Ag/AgCl.

Foi utilizado o método do loose patch clamp similar ao descrito por Stuhmer e
colaboradores (1983), mas com as modifica¢des introduzidas por Aradjo et at. (1993). Este método
é essencialmente idéntico a modalidade cell attached patch clamp (Hamill et al., 1981), exceto que
a area da membrana € muito maior e ndo é necessaria a formagdo de um contato de altima

resisténcia entre a membrana e a ponta da pipeta, caracteristico do patch clamp convencional.

As pipetas foram feitas com capilares de microhematocrito de vidro com resisténcia entre
0,2 e 0,6 MQ e preenchida com Ringer Normal acrescido de 4-aminopiridina (10 mM), para
bloquear as correntes de K* (Guillespie & Hunter, 1975), e 0,1% de albumina , para evitar adsorcao
inespecifica da toxina.Exceto no controle, a PnTx2-6 em diferentes concentracfes foi acrescida a
solucédo da pipeta. Para evitar as correntes dos canais presentes na borda da pipeta e, portanto, fora
do controle do potencial aplicado, os canais de sodio foram inativados através da despolariza¢éo
das fibras para -43,4 + 1,6 mV (Araujo et al, 1993) usando solucéo de alto K* (em mM: acetato de
sodio 88; acetato de potassio 16; KCL 11; propionato de célcio 1,8; HEPES 5; pH 7,2 com KOH).
O potencial de pipeta foi mantido em +50 mV, por pelo menos 10 minutos, de forma que somente
0S canais circunscritos pela pipeta, e que portanto tinham sua voltagem controlada, tinham a

inativacdo removida.

Quando a pipeta estabelecia um intimo contato com a membrana da fibra muscular, um
selo era formado, o que originava uma resisténcia (Rs) de aproximadamente 3 vezes o valor da
resisténcia da pipeta (Rp). O fato de RS atingir valores pequenos, segundo Stuhmer e colaboradores
introduz uma dificuldade: as correntes de fuga através desta resisténcia pode ser grande o suficiente
para causar uma queda significativa de voltagem através de Rp. Assim, a voltagem na superficie da

membrana sera diferente da voltagem aplicada pelo amplificador no interior da pipeta, porque Rp e
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RS funciona como divisor de voltagem, e o potencial aplicado na pipeta (Vp) aparecerd na
superficie da membrana (Vm) de forma atenuada (Vm = Vp * A). Nos nossos experimentos o fator
de atenuacdo A (A = RS/ (Rp + RS)) situava-se entre 0,6 e 0,8. O amplificador de loose patch
clamp (Dagan 8900 com um probe de loose patch clamp modelo 8970 e um resistor de feedback de
10 MQ) podia corrigir esta atenuagdo analogicamente por meio de um circuito em ponte que
compensava o divisor de voltagem formado por Rp e Rs. Esse divisor era balanceado com os
resistores varidveis R1 e R2, de forma que o potencial Vm sempre acompanhava a voltagem de

comando.

As correntes i6nicas foram filtradas eletronicamente (filtro passa baixa com freqiiéncia de
corte de 10 KHz) amostradas e digitalizadas a uma frequéncia de 30 KHz através de um conversor
analdgico-digital de 12 bits (Engenharia Eletro-Eletronica, S&o Paulo). A aquisi¢do e analise dos
dados foram realizadas através de microcomputador de arquitetura IBM-PC-486, usando um
programa em linguagem Pascal feito pelo professor Paulo Sergio Lacerda Beirdo. As correntes
lineares, de fuga e capacitiva, foram excluidas dos registros pelo uso do protocolo P/4 (Armstrong
& Bezanilla, 1977), que subtraia da corrente total gerada pelo pulso teste ao somatério de 4
correntes produzidas por pulsos de ¥ da amplitude do pulso teste. Esta amplitude eh insuficiente
para desencadear a abertura dos canais de sodio e que, portanto, continham apenas 0s componentes

resistivos e capacitivos lineares.

- Clliles GHS -

A linhagem GH3 (adquirida da American Type Culture Collection, EUA), proveniente de
células tumorais de pituitaria anterior de rato, sdo células esféricas e crescem de forma esparsa. As
células GH3 expressam canais de potassio, calcio (subtipo L e T; Armstrong & Metteson, 1985;
Kushmerick et al., 1999; Kalapothakis et al., 1998) e sddio (Kushmerick et al., 1998, Monrajas et
al., 2000), possuem um crescimento rapido e sdo de facil manutencdo e manipulagdo. Elas foram
mantidas em cultivo celular em garrafas de poliestireno de 25 ou 75 ¢cm? em meio DMEM
(Dubelco’s Modified Eagles Medium, Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Cultilab, Brasil), 10 Ui de penicilina e 10 mg/mL de estreptomicina em estufa de atmosfera Umida
com 5% de CO,. O meio de cultura era trocado 2 ou 3 vezes por semana. Uma vez por semana as
células foram soltas da garrafa de cultivo utilizando 1 mM de EDTA em tampdo fosfato 50 mM
(pH 7,4) ou com 1 mM de EDTA acrescido de 0,1% (p/v) de tripsina em meio DMEM, sem soro
ou antibidtico, e plaqueadas em laminulas de vidro (Corning®) em baixa densidade, sendo utilizada
apo6s 2 a 5 dias. Aproximadamente 10% das células foram recolocadas em um frasco novo e
utilizadas até, no maximo, a passagem 20. KCI e CaCl, eram adicionados ao meio das placas de

forma a elevar neste meio suas concentracbes para 10 mM e 9,3 mM, respectivamente. Esta
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estratégia, descrita por Monjaraz e colaboradores (2000), aumenta a expressao de canais de sddio

expressos na membrana das células GH3.

- Yhole cell patch clamy” -

Correntes macroscépicas foram registradas a temperatura ambiente (21-25°) com a
técnica de patch-clamp na configuracdo whole-cell (Hamill et al., 1981) usando um amplificador
EPC-9 (Heka Instruments, Germany) conectado por meio de um conversor analdgico-digital a um

computador Power-Mac.

Os registros foram filtrados em filtro Bessel passa-baixa com freqiiéncia de corte de 2,8
KHz e amostrados a uma frequiéncia de 20 ou 25 Khz. Os experimentos eram acompanhados em
um microscopio invertido (Olympus) no aumento de 400 vezes. A capacitancia das células foi
medida no inicio de cada experimento e estavam entre 11 e 27 pF. A resisténcia em série foi
monitorada durante todo o experimento e aqueles com resisténcia em série maior que 2 vezes 0
valor da resisténcia da pipeta foram descartados. Imediatamente antes de cada pulso era feita uma
compensagdo automatica da capacitancia da célula e da capacitancia gerada pela micropipeta. Alem
disso, as correntes lineares de fuga e capacitivas foram excluidas dos registros pelo uso do
protocolo P/4, exatamente como descrito anteriormente para os experimentos do loose patch clamp.

Pipetas foram feitas de vidro comum usando um estirador de pipetas vertical (Narishige,
Japédo), com dois estagios de estiramento e tinham a resisténcia entre 1,5 - 3,5 MQ. As pipetas
foram preenchidas com a solucéo interna 1 nos experimentos utilizando a PnTx2-5 contendo (em
mM): NaCl 10; TEA-CI 20; EGTA 10; CsF 90; CsOH 20; HEPES 10; pH 7,2 ajustado com CsOH.
Nos experimentos usando a PnTx2-6, a solucéo interna 2 da pipeta continha (em mM): NaCl 10;
TEA-CI 35; EGTA 5; CsF 100; HEPES 10; pH 7,2 ajustado com CsOH. Césio e TEA-CI foram
usados para bloguear os canais de potéssio sensiveis a voltagem, EGTA é um quelante de célcio e
mantinha a concentracdo de calcio intracelular em niveis muito baixos, dificultando o resselamento
da membrana, e o fluoreto estabiliza a membrana da célula (Kostyuk et al., 1975) possibilitando

experimentos mais longos.

No inicio dos experimentos a laminula contendo as células era colocada em uma placa de
petri de 35 mm e preso por meio de um dispositivo em acrilico que a mantinha imével e reduzia o
volume da placa de petri. O meio de cultura era trocado pela solucdo externa contendo (em mM):
NaCl 140; CsCI 5; MgCl, 2; CdCl, 0;1; CaCl, 1; glicose 5; HEPES 10; pH 7,4 ajustado com
NaOH. Durante todo o experimento foi mantida uma perfusdo controle que consistia da solugédo
externa acrescida de 0,1% de albumina, utilizada para evitar a adsorgédo da toxina. A perfuséo foi

mantido através de uma micropipeta com diametro de aproximadamente 500 um ligada a um
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solendide que permitia a troca de até 2 solugdes (controle e toxina), cujo fluxo foi regulado para
150 a 250 pL/minuto. Preso através de um imd na placa foi montado um sistema de succdo que

mantinha o volume da placa de petri em niveis adequados para o experimento.

SolucBes estoque de toxinas eram preparadas em concentracfes pelo menos 20 vezes
maiores do que a concentracdo de ensaio, e continha 0,1% de albumina. Estas solu¢es eram
mantidas congeladas até o uso.

- Puifleagiv das todhas -

As toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 foram purificadas e gentilmente cedidas pelo Dr. Michel
Richardson ou pela Dra. Marta N. Cordeiro da Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED). Brevemente, a
fragdo PnTx2 foi purificada por cromatografia de filtracdo em gel e cromatografia de fase reversa
em sistema FPLC (Resende Jr. et al., 1991), a partir da fracdo solGvel do veneno total da aranha
Phoneutria nigriventer. As isoformas PnTx2-5 e PnTx2-6 eram separadas da fragdo PnTx2, por
cromatografia de fase reversa em sistema HPLC (Cordeiro et al., 1992).

A pureza das toxinas nos experimentos com GH3 foi verificada em espectrometria de
massa (espectrémetro Q-TOF, Micromass — Manchester, UK) e as amostras apresentaram um pico
predominante, com massas de 5112,3 Da e 5289,7 Da para a PnTx2-5 e PnTx2-6, respectivamente
(figura 5).

Todos os experimentos foram utilizados 0 mesmo lote para cada uma das toxinas. Nos

experimentos eletrofisioldgicos foram utilizadas as seguintes concentragdes das toxinas:

PnTx2-5 10 nM, 70 nM, 100 nM, 200 nM, 1 mM e 3 mM.
PnTx2-6 10 nM, 50 nM, 100 nM e 300 nM.

Nos experimentos de competicdo, foram utilizadas concentracdes de PnTx2-6 entre 10™ e
10° M.
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Figura 5: As massas das toxinas PnTx2-5 (A) e PnTx2-6 (B), observadas no espectdmetro de massa, foram
5112,3+0,4 Da e 5289,3+0,03 Da, respectivamente. Estes valores sdo préximos de suas massas teéricas de
5113,6 Da e 5289,7 Da, respectivamente.

- Statitica -

A analise estatistica foi feita usando o teste t de Student (usando o programa SigmaPlot 5,0;
Jandel Scientific, USA) onde foram verificadas as alteracGes observadas nos registros obtidos na
presenca da PnTx2-5 e PnTx2-6 em relacdo ao controle. Significancia estatistica adotada era
determinada por teste t ndo pareado, tomando como indice de significancia p < 0,05. Simbolos com

barras de erro e valores dos parametros significam média + erro padrdo da média. Os ajustes dos
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pardmetros das equacdes aos dados foram feitos por céalculo numérico utilizando o programa

SigmaPlot. As equagdes utilizadas estdo descritas ao longo do texto.

- Spertento de conpedizdv nos canak de séao em cérebro de maniro —

Para determinarmos o sitio de ligagdo da toxina PnTx2-6 na superficie dos canais de sodio
sensiveis a voltagem, foram feitos experimentos de competicdo com tipicas toxinas que se ligam
aos sitios 3 e 4: a toxina do tipo o do escorpido Androctonus australis hector (AaHII) e a toxina do
tipo B do escorpido Centruroides suffusus suffusus (CsslV), respectivamente. Estas toxinas foram
marcadas com " através do método da lactoperoxidase, como descrito abaixo. Os experimentos
foram feitos em preparacdo sinaptosomal bruta (P2) de cérebro total de rato ou em sinaptosomas
cérebro-corticais de rato. As toxinas AaHIl e CsslV foram gentilmente cedidas pela Dra. Marie-

France Martin Eauclaire (Université de la Méditerranée — Marselha, Franca).

- lodagdv de Youhas nétodb ak lactoperaditase -

A reacdo de marcacdo das toxinas AaHIl e CsslV foi realizada segundo método
enzimético proposto por Thorell & Johansson (1971), e modificado por Rochat e colaboradores
(1977). Em um tubo contendo 5 nanomoles de toxina, foi adicionado tampdo fosfato 50 mM (pH
7.4), 0,5 mCi de Na'?*| (Amersham Pharmacia Biotech, UK), 1,25 pg de lactoperoxidase (Sigma),
e 3 adicOes seqlienciais de 5 pL de solucdo de peroxido de hidrogénio, diluida 1/50.000, com
intervalos de 1 minuto entre cada adi¢do. A reacdo foi paralisada pela diluigdo da mistura de

marcagdo com tampdo fosfato 50 mM (pH 7,4) contendo albumina (20 mg/mL).

Para retirada do iodeto radioativo livre, toda a mistura de reacéo foi transferida para um
tubo contendo a resina de troca catidnica Dowex (1-X8, Serva-Heidelberg, USA), previamente
saturada com tampédo fosfato 50 mM (pH 7,4) contendo albumina (20 mg/mL). Ap0s agitacdo e
sedimentacdo da resina, o sobrenadante contendo a toxina marcada foi removido. Foram feitas trés
lavagens da resina com 250 uL de tampdo fosfato 50 mM (pH 7,4) contendo albumina 20 mg/mL
para otimizar a recuperacdo da toxina marcada. Os sobrenadantes das quatro lavagens, contendo a
toxina radioiodada, foram reunidos e a solucdo resultante foi armazenada em tubo dentro de um

recipiente de chumbo, a 4° C, até o momento de utilizag&o.
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- Gromatografie em papel -

Para verificar a eficiéncia de marcacdo das toxinas pelo método da lactoperoxidase foram
feitas cromatografias em papel Whatman n° 1, utilizando-se como fase moével o solvente metanol

saturado com iodeto de potéssio.

Com a finalidade de se estimar a radioatividade incorporada na toxina, a quantidade de
toxina recuperada da resina Dowex e a radioatividade especifica da toxina radioiodada, foi
comparada a distribuicdo da radioatividade nos perfis cromatogréaficos, antes e apds a exposicao
das toxinas a resina Dowex. Foram aplicados em um ponto central, a dois centimetros da base da
fita de cromatografia (1,8 cm de largura x 18 cm de altura), 5 uL de toxina radioiodada antes da

exposic¢do ao Dowex ou 10 pL da toxina radioiodada exposta ao Dowex.

Apbs a corrida cromatografica, as fitas de papel foram secadas e cortadas em tiras de 1 cm

e a radioatividade foi medida em um contador gama (1275 Mini Gamma Counter — LKB — Wallac).
A atividade especifica (AE) de cada toxina foi estimada através da equacao:

AE = Radioatividade da toxina ap6s exposicdo ao Dowex (equacdo 1)
Quantidade de toxina utilizada para a marcacéo

O resultado foi expresso em CPM/fmol.
- Preparagdv shaptosonal trde (F2) de cérebro tosal de rato -

A preparagdo foi feita sequndo Gray & Whittaker (1962). Ratas wistar, pesando entre 200 e
250 g, foram decapitadas e o encéfalo retirado. O cerebelo foi desprezado e utilizado o cérebro a
10% (p/v), que foi homogeneizado em tampédo fosfato (10 mM, pH 7,4) contendo sacarose (0,32
M) em potter de vidro. Durante a preparacdo, o tecido foi mantido em um banho de gelo. O
processo de homogeneizacdo foi repetido por 3 vezes, com intervalos de 2 minutos. Em seguida, a
suspensdo foi centrifugada a 1000 g durante 10 minutos, a 4° C, em uma centrifuga Sorval. O
sobrenadante foi recolhido e submetido a uma centrifugacdo adicional a 15000 g durante 20
minutos, a 4° C. Foi obtido, nessa fase, um precipitado que corresponde a fracdo sinaptosomal

bruta.

O precipitado foi ressuspendido em tampdo de incubacdo Tyrode (em mM: NaCl 136; KCI
5; KH,PO, 2,5; MgS0O, 1; CaCl, 2; glicose 5; Tris-HCI 25; pH 7,4), utilizando-se a relagcdo 10
mL/g (considerava-se o peso inicial do tecido). A suspensdo foi homogeneizada manualmente, no

préprio tubo da centrifuga (com um pistilo), e centrifugada novamente a 15000 g durante 20
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minutos, a 4° C. Em seguida, o precipitado foi ressuspendido em 2 mL de tampéo de incubagéo e o

contetdo protéico desta preparacao foi dosado pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951).
- Preparagio de shapposomas cérebro-corticas e rato -

A preparacdo foi obtida de acordo com Dunkley e colaboradores (1988). Ratas Wistar,
pesando entre 200 e 250 g, foram decapitadas e o encéfalo retirado. O cortex foi dissecado,
colocado em solucdo de gradiente (0,32 M sacarose, 1 mM EDTA, 0,25 mM ditiotreitol, pH 7.4), a
10% (p/v) e homogeneizado em potter de vidro, repetindo-se essa operacdo por 3 vezes com
intervalos de 2 minutos. A preparacdo foi mantida por todo o tempo em um banho de gelo para
evitar a degradacao do tecido. Em seguida, foi centrifugada em uma centrifuga Sorval a 1000 g por
10 minutos, a 4° C. O sobrenadante foi coletado e ressuspendido em solucdo de gradiente. Dois mL
desta suspensdo foram cuidadosamente depositados sobre um gradiente de percoll (23%, 15%,
10%, 3%) e centrifugado por 5 minutos (32500 g a 4° C). As fracOes correspondentes aos
sinaptosomas foram coletadas, transferidas para outro tubo e adicionada solugdo de incubacéo
Tyrode (como descrito no item anterior), na diluicdo de 1:4, e centrifugado por 15 minutos (15000
0, a 4° C). O sobrenadante foi desprezado e foi repetida a operagdo de lavagem para retirada do
percoll. O precipitado foi ressuspendido em 2mL de tampéo de incubagéo e o contetdo protéico foi

estimado pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951).
- Sperinento ae competizdv com a toaha tipo o -

Nos experimentos de competicdo da PnTx2-6 com a toxina tipo o de escorpido AaHlI
iodomarcada (AaHI1*) foi utilizado 50 pg de preparagdo sinaptosomal bruta (P2) de cérebro total
de rato (a fresco), 10™° M da toxina AaHII* e 107 M da toxina AaHII fria (ndo marcada). Foram
utilizadas diferentes concentracdes da toxina PnTx2-6 fria (10™° M a 10° M). O experimento foi

dividido em 4 grupos, completando um volume final de 200 mL.:

a. ligacdo total (onde foi adicionado apenas a 10™° M da AaHII* e o tecido);

b. ligacdo especifica (onde foi adicionada 10° M da AaHII*, 107 M da AaHIl fria e o
tecido);

c. deslocamento pela PnTx2-6 (foi adicionado 10" M AaHII*, o tecido e diferentes
concentracdes da PnTx2-6); e

d. ligacdo ndo especifica do tubo (foi adicionado apenas a 10™° M da AaHII*, sem tecido).

Os tubos foram incubados de 30 a 40 minutos a 37°C, tempo suficiente para se alcangar um
estado de equilibrio de ligacdo da toxina ao seu sitio receptor. A solucdo de incubacéo utilizada foi
(em mM): Hepes 25; glicose 10; colina 140; KCI 5,4; MgSO, 0,8; CaCl, 1,8; pH 7,4. Ap6s o
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periodo de incubacdo, a toxina radioiodada ligada ao tecido foi separada da toxina livre por
centrifugacdo da suspensdo em microcentrifuga a 11.000 g por 5 minutos. Em seguida, os tubos
foram lavados uma vez com 1 mL de solucdo de lavagem (a mesma de incubacdo, exceto que a
concentracdo do tampéo Hepes foi 5 mM e da albumina, 7 mg/mL). A radioatividade contida nos
tubos foi quantificada em um contador gama (1275 Mini Gamma Counter, LKB, Wallac) e foi
considerada como a ligacéo total da toxina.

Na situacdo a foi medida a ligacdo total da AaHII*: a ligacdo especifica no seu sitio
receptor e a ligacdo inespecifica. Quando foi adicionado uma concentracdo 1000 vezes maior da
AaHlI fria (situacdo b), esta deslocou a AaHII* do seu sitio de ligagdo especifico, que foi lavada no
passo subsequente, restando apenas aquela ligada nos sitios inespecificos. Desta forma, a

especificidade da toxina foi calculada como:
Ligacéo especifica = ligagdo total — ligacéo ndo especifica

Na situagéo d, foi visto qual a proporcdo da AaHII* se ligava inespecificamente no tubo (ja
gue ndo havia tecido), este valor foi subtraido de todos os demais para se fazer uma estimativa mais
realista da ligacdo da toxina nos seus sitios especificos. Os experimentos foram realizados pelo

menos em triplicatas.

Tendo em méos estes dados pudemos, entdo, comparar o deslocamento (quando existiu) da

AaHII* pelas diferentes concentrages da PnTx2-6 (situagao c).
- Spperinento de competizdv da Youha fpo B -

Nos experimentos de competicdo da PnTx2-6 com a toxina tipo b de escorpido CsslV
iodomarcada (CsslVV*) foi utilizado 5 nug de preparagdo de sinaptosoma cérebro-cortical de rato, 10°
19M da toxina CssIV*, 10”7 M da toxina CssIV ndo marcada e 10° M da PnTx2-6 ndo marcada para
observarmos o grau de deslocamento da CssIV* do seu sitio. O experimento foi realizado nas
mesmas condi¢des do experimento de competicdo da toxina do tipo o, exceto que foi utilizada a
técnica da filtracdo rapida, em contraste com a centrifugacdo. Foram utilizados filtros GF/B (25
mm), previamente saturados em solucdo Scatchard (em mM: HEPES 25; glicose 10; colina 140;
KCI 5,4; MgSQ, 0,8; pH 7,4 com Tris 1 M) acrescido de 20% (p/v) de albumina e 0,3% de
polietilenimina, que eram conectados a um sistema a vacuo. A suspensdo experimental foi filtrada,
ficando retida no filtro apenas os sinaptosomas. Os filtros foram lavados com 5 mL de solucdo
Scatchard lavagem (em mM: HEPES 5; glicose 10; colina 140; KCI 5,4; MgSQ, 0,8; CaCl, 1,8;

albumina 0,5% p/v; pH 7,4 com Tris 1 M) e secados pelo sistema de vécuo.
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- Determihagio ai concentragao de P 7e2-6 -

Vérios métodos de determinacdo de concentragdo usam propriedade de absorbancia de
residuos aromaticos (280 nm) e sdo muito precisos. Porém, para se utilizar tal estratégia é
importante ter informacgdes sobre o coeficiente de extingdo (€) da proteina ou peptideo. Sabe-se
também, que a absorcdo dos residuos aromaticos mudam dependendo do ambiente que ele esta
inserido. O € de nenhuma toxina da aranha Phoneutria nigriventer foi determinado até o presente
trabalho, além disso, nada se sabia sobre suas estruturas secundarias e terciarias, ja que tais toxinas
ndo possuem similaridade com nenhum peptideo com estrutura depositada no banco de dados.
Afim de determinarmos o € da toxina PnTx2-6, foi feita uma diluicdo da toxina em 20 mM de
tampdo fosfato pH 6,5 e 6 M de cloreto de guanidina (Edelhooch, 1967). O & da PnTx2-6 foi

calculado segundo a seguinte equacéo:

€280 (proteina) = (nimero de W) x 5690 + (nimero de Y) x 1280 + (nimero de C) x 125
(equacéo 2)
De acordo com a equagdo, em condi¢des desnaturantes, o e da proteina é diretamente proporcional
ao numero de triptofanos, tirosinas e cisteinas da proteina. E importante manter a toxina nas
condigdes acima para o célculo do e pois garante que a toxina esta desenovelada e que ndo havera
nenhuma mudanga no espectro devido a interacdo dos residuos (Ramos, 2003). Uma vez feita a
medida da absorbancia a 280 nm da toxina em condic¢Ges desnaturantes, o calculo da concentragdo

¢ feito de acordo com a lei de Beer-Lambert:
A=gxIxC (equacdo 3)

Onde A é a absorbancia da proteina a 280 nm, € é o coeficiente de extingdo (M™* cm™), 1 é o

caminho 6tico da cubeta de quartzo (cm) e C é a concentracio da proteina (M™).

- Flloreccéneiz ab tiidofano -

A fluorescéncia espectroscopica é o fendbmeno de emissdo de luz por uma molécula
excitada quando ela transita para um nivel de energia mais baixo (Lakowicz, 1999). O principal
fluoroforo em proteinas é o residuo de triptofano, devido a sua alta fluorescéncia e a sensibilidade
as propriedades estruturais e dindmicas das proteinas. A fluorescéncia produzida eh a razdo entre o
numero de fotons emitidos e absorvidos, e pode ser reduzido por supressdo (quenching em inglés)
(Ramos, 2003). Os registros foram feitos no fluorimetro ABL2 Spectronic em cubetas de quartzo
de 1 cm de caminho ético. A amostra foi excitada a 280 nm e o espectro de emissao foi coletado

entre 300 e 450 nm a temperatura de 20° C.
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- Ditroiono chear —

Moléculas assimétricas em solugdo sdo opticamente ativa, isto significa que quando elas
interagem com uma luz polarizada circularmente, elas absorvem a luz polarizada para direita e para
esquerda com eficiéncia diferente.Esta diferenca na absorcdo produz um feixe de luz polarizada
elipticamente que pode ser medido por um espectropolarimetro de dicroismo circular que o

converte em elipcidade (®) como mostrado na equagao abaixo:

0 =2.303 (Ar — Ap) (equacéo 4)
4

Onde A e Ap sdo a absorbancia para a esquerda ou para a direita da luz polarizada circularmente.
Podemos notar na equagdo que o sinal do espectro CD pode ser negativo ou positivo dependendo

da absorcéo preferencial da luz polarizada a direita ou & esquerda (Ramos, 2003).

Esta técnica é sensivel para determinar a estrutura secundaria de proteinas e é usada para
quantificar a-hélices, folhas-B e estruturas randémicas (random coil) nas proteinas (Fasman, 1996).
o-Hélices e folhas-B séo estruturas muito compactas que estdo presentes na proteina enovelada e
estruturas randémicas é a forma desenovelada da proteina. Os dados medidos por CD sdo expressos
como elipcidade (®) em miligraus, que pode ser convertido, para proteinas, em média da elipcidade
molar dos residuos pelo equacao:

e]= 6 (equagio 5)

10ICn
Onde C é a concentragdo da proteina em mol/L e n é o numero de residuos na proteina. A unidade
usada neste caso é deg . cm? . dmol™ e é geralmente a escolhida para apresentar dados relacionados
a proteinas pois permite uma rapida informacao sobre a quantidade de estrutura quando comparada

diferentes proteinas ou mutantes de uma mesma proteina.

Para se determinar a estrutura secundaria da toxina PnTx2-6 foi feito o espectro de
dicroismo circular, no comprimento de onda da luz UV entre 190 e 260 nm na temperatura de 23°
C, exceto quando mencionado no texto. Foi utilizado o espectropolarimetro (Jasco J-810) em
cubetas de quartzo com 0,2 ou 1 cm de caminho 6tico. A toxina foi inicialmente diluida em agua.
Os dados foram obtidos em intervalos de 0,5 nm com uma taxa de 50 nm/min. Todo os espectros
de CD sdo resultantes da média de 20 varreduras. O espectro final foi corrigido subtraindo o

espectro da linha de base correspondente obtida sobre condicées idénticas.
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- Regultados -

Dentro do nosso objetivo de caracterizar toxinas da Phoneutria nigriventer ativas sobre
canais de sédio, iniciamos nosso trabalho estudando a toxina PnTx2-6 com o método do loose
patch clamp, dando continuidade ao trabalho anteriormente realizado com a fracdo tdxica PhTx2
(Aratjo et al., 1993). Os resultados obtidos, que deram origem a minha dissertacdo de mestrado
(Matavel, 1999) e a uma publicacdo (Matavel et al., 2002), mostraram a¢6es complexas da PnTx2-
6 sobre correntes de sddio de musculo esquelético de rd. Embora muitos aspectos da acdo desta
toxina tenham sido revelados, algumas perguntas ndo foram adequadamente respondidas e novas
perguntas vieram a tona. Além disso, a baixa afinidade observada (Kqs = 0,81 mM). sugeria que a
toxina poderia ser menos ativa nas isoformas de musculo esquelético dos canais de sddio. Isto nos
levou a utilizar células GH3 e a metodologia do whole cell patch clamp. Também fizemos
experimentos de competicdo com tipicas toxinas de escorpido de tipo o e do tipo  para

determinarmos o sitio de ligagdo da PnTx2-6 nos canais de sodio.

Muitas toxinas da aranha Phoneutria nigriventer ja foram clonadas, porém, a expressdo
funcional destas toxinas ainda ndo foi conseguida (Penaforte, 2000). Isto tem sido um obstaculo
para a realizacdo de mutacdes sitio-dirigidas nestas toxinas, com vistas a estudos relacionando
estrutura e fung&o. Por isso, n6s comparamos o efeito eletrofisioldgico da PnTx2-6 com a PnTx2-5,
uma toxina da mesma aranha que apresenta a sequéncia de aminoacidos idéntica a PnTx2-6 exceto
pela substituicdo de 5 aminoécidos. Como foi dito anteriormente, podemos considerar a PnTx2-5
como uma espécie de “mutante natural” da PnTx2-6. Desta forma analisamos alguns aspectos
estruturais da toxina PnTx2-6 e discutimos como estes aminoacidos diferentes podem estar
influenciando a ligacéo de cada uma destas toxinas ao seu respectivo sitio receptor na superficie do

canal de sédio da linhagem celular GH3.

Portanto, este trabalho apresenta o estudo comparativo da PnTx2-6 em dois tipos distintos
de canais de sddio sensiveis a voltagem: o de células musculares esqueléticas, Nay1.4 (Goldin,
2002), e o de células neuroenddcrinas GH3; além de estudo comparativo da PnTx2-5 e da PnTx2-6
em canais de sédio de células GH3. Recentemente foi mostrado que as células GH3 expressam
canais de sodio Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3 e Na,1.6, alem das subunidades 2 e B3 (Vega et al., 2003).
No entanto, a adicdo do tratamento com potassio e calcio para aumentar a expressao dos canais
(veja em “metodologia ou Monrajaz et al., 2000) somente aumenta significativamente a expressao

das isoformas Na,1.2 e Na,1.3 (Vega et al., 2003).
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Para a apresentacdo dos dados foram usadas concentragdes acima dos seus respectivos Kgs,
ou seja, 1 UM de PnTx2-6 para os canais de sddio de muasculo esquelético de ra, 100 nM para a
PnTx2-6 em células GH3 e 200 nM para a PnTx2-5 em células GH3.

- Caracterizagio dbs cana de oalo dac céliles GHS -

Como esperado para estes tipos de canais neuronais, 0s canais expressos pelas células GH3
sdo sensiveis ao bloqueio pela TTX (figura 6). Neste experimento a membrana da célula foi
despolarizada para 0 mV, a partir de um potencial de —100 mV gerado por um pré-pulso
hiperpolarizante, com intervalos de 3 segundos. A célula foi mantida sob perfusdo controle nos
instantes iniciais do experimento e a TTX foi adicionada imediatamente antes do 10° pulso
despolarizante. Observe que o blogueio € completo, aparece imediatamente ap6s a adi¢do de 300
nM de TTX e é completamente removido pela lavagem. Além de mostrar a sensibilidade a TTX,
este tipo de experimento demonstra a eficacia do sistema de perfusdo empregado.
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Figura 6: Blogueio dos canais de sddio das células GH3 por TTX 300 nM. A célula foi despolarizada
para 0 mV com intervalo de 3 segundos entre os pulsos. Figura representativa de 5 experimento nas
mesmas condigdes.
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- Sfelto das towthas Ph k26 e PhTk2-5 sotre as comentes de oo -

A figura 7 (A-C) mostra registros normalizados representativos, pareados e sobrepostos, do
efeito tipico da toxina PnTx2-6 em musculo esquelético de rd no potencial de —14 mV (A), e das
toxinas PnTx2-6 (B) e PnTx2-5 (C) sobre canais de sddio de células GH3 no potencial de
membrana de 0 mV. Nota-se em todos 0s casos um retardo da inativacdo e um aumento da corrente
persistente, vista no final do pulso. Estes efeitos sdo caracteristicos de toxinas de escorpido do tipo
o, Qque retardam a inativagdo impedindo que ela se complete, e podem explicar a
hiperexcitabilidade, que caracteriza a sintomatologia do envenenamento por estas toxinas. O
decaimento da corrente de sddio durante a inativagdo pode ser ajustada a uma equacdo exponencial
com uma Unica constante de tempo (rapida) nos registros controle de ambas as preparacfes. Na
parte (B) o registro obtido na presencga de 100 nM de PnTx2-6 mostra que o decaimento da corrente
é nitidamente mais lento do que o controle desde o pico maximo da corrente. Diversamente, a
analise do registro na presenca PnTx2-5 sugere que o decaimento pode ser ajustado a uma equagao
exponencial com mais de uma constante de tempo, devido a um componente réapido, igual ao do
controle, e a um componente mais lento, que inativa lentamente. Os registros obtidos em células
GH3 controle, PnTx2-5 e PnTx2-6 foram normalizados para o pico, sobrepostos (para facilitar a
comparacéo do efeito das 2 toxinas) e mostrados na parte (D) da figura 7. E possivel perceber que
os efeitos das duas toxinas sobre os canais de sédio foram diferentes. Outra diferenca notavel é a
reversibilidade do efeito das toxinas. Na figura 7B néo estd sendo mostrado o registro apds a
lavagem, pois, dentro do tempo de lavagem que foi feita (de até 10 minutos, como serd mostrado
mais adiante), o efeito da PnTx2-6 se mostrou irreversivel. Na parte (C) da figura, os registros
controle e depois da lavagem estdo sobrepostos, o que mostra a reversao do efeito da toxina PnTx2-

5 (200 nM) apos a lavagem. Os valores médios obtidos sdo comparados na Tabela 4.
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Figura 7: Registros normalizados sobrepostos. A. controle e na presenga de 1 UM de PnTx2-6 em
musculo esquelético de rd no potencial de —14 mV; B. controle e PnTx2-6 100 nM; C. o controle,
PnTx2-5 200 nM e lavagem. Os registros B e C foram feitos em células GH3 no potencial de membrana
de 0 mV, e estdo pareados. Na parte D da figura, estd sendo mostrado o registro controle e na presenca
das duas toxinas em células GH3 para melhor comparacao.
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- Relagdo corrente x voliggen -

Inicialmente analisaremos a dependéncia de voltagem do canal de sédio na presenca e
auséncia das toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6. Com este objetivo, construimos os graficos da figura 8,
gue representa a relacdo corrente x voltagem (I X V). Para 0s experimentos em sarcolema de ra
(figura 8A), o potencial da area da membrana sob estudo era subitamente levada do repouso (-92
mV) a valores entre —76 mV a + 68 mV (incremento de 8 mV). Na presenca da toxina a corrente
méaxima foi reduzida em 55% e o potencial de ativacdo da corrente de sodio foi deslocado para
valores mais negativos. Os pontos experimentais foram ajustados com a equacdo 6, da dependéncia
de voltagem para a corrente de sodio.

INa = (gNa(Max) * (Vm - VReV)) / (1 + eXp((Vg - Vm) / kg)) (equagéo 6)

Onde Iy, € a corrente de s6dio, gnaviax) € @ condutancia maxima ao sodio, Vm € o potencial
da membrana submetido a célula, Vge, € 0 potencial de reversdo da corrente de sédio, Vg é o
potencial que ativa 50% da condutancia maxima e kg é o fator de inclinagcdo da condutancia. Os
valores da média dos ajustes e o erro padrdo sdo mostrados na legenda da figura 8. A analise
estatistica dos parametros indica que a toxina modificou todos os parametros encontrados nos

ajustes destas curvas.

Os experimentos utilizando o loose patch clamp, ndo permitiu a realizacdo de
experimentos pareados controle e na presenca de toxina. Portanto, ndo foi possivel observar a
reducdo da amplitude da corrente sequencialmente no mesmo fragmento de membrana. A
metodologia do whol-cell patch clamp, por outro lado, permite que esta estratégia seja utilizada.
Para verificarmos se as toxinas PnTx2-5 e PnTx2-6 modificam a amplitude das correntes de sddio
em células GH3, fizemos o experimento mostrado no grafico da figura 9, que mostra, na parte A, a
média do valor da amplitude méaxima da corrente de s6dio de 3 experimentos antes e durante a
aplicagdo da PnTx2-6 (100 nM). Os valores obtidos em cada experimento foram normalizados para
o valor médio dos 5 primeiros pontos, que foram considerados 100%. Observe que ndo houve
mudanca na amplitude da corrente de sodio induzida pela PnTx2-6 (no potencial de 0 mV). Na
presenca da PnTx2-5 200 nM (parte B da figura 9) que mostra a media de 4 experimentos
normalizados pela condi¢do controle, podemos observar que esta toxina também ndo influenciou a
amplitude da corrente (no potencial de 0 mV). Podemos concluir que as toxinas PnTx2-5 e PnTx2-

6 ndo alteram a amplitude da corrente de s6dio em células GH3.
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Figura 8: Relagdo corrente x voltagem da corrente de sodio. Os pontos foram ajustados utilizando a
equacdo 6. A. Experimentos em musculo esquelético de ra utilizando a técnica loose patch clamp. Os
valores de ajuste no controle (n=12) e na presenca de 1 uM de PnTx2-6 (n=7) foram, respectivamente:
OnaMax) = 54,519,4 € 26,5£2,9 mS/cm?; Ve, = 67,3£1,7 € 57,8+1,3 mV; Vg = -31,5+1,6 € -39,2+2,6 mV e
kg = 5,5+0,1 e 7,28+0,3 mV. B. Relagdo corrente x voltagem no controle (circulos brancos, n=12) e na
presenca da PnTx2-6 100 nM (circulos pretos, n=5), com os respectivos parametros de ajuste: gnagmax) =
0,63+ 0,05 e 0,4940,07 pS/pF; Vgey = 68,942,0 € 65,1+2,4 mV; Vg = -20,5+0,9 e —28,7+0,5 mV e kg =
4,9+0,2 e 6,6+0,4 mV. C. Relacdo corrente x voltagem no controle (circulos brancos, n=21), na presenca
de 200 nM de PnTx2-5 (circulos pretos, n=4) e lavagem (circulos vermelhos, n=3), com os respectivos
valores de ajuste: gnavax = 0,82+0,07, 1,18+0,28 e 1,17+0,39 pS; Vge, = 66,0+1,5, 63,0£0,6 e 68,4+1,8
mV; Vg =-22,3+1,1 mV, -33,7+0,7 e -35,7+£0,5 mV; kg = 5,3+0,3, 6,1+0,7 e 4,1+0,7 mV.
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A analise do parametro da condutancia (Gnagvax) da relagéo corrente x voltagem, confirma
gue ndo houve mudanca significativa deste pardmetro na presenga ou auséncia das toxinas da
aranha em células GH3 (veja a legenda da figura 8 ou a tabela 4). Para a construcdo dos graficos
das figuras 8B e 8C foram aplicados pulsos de voltagem despolarizantes (pulso teste) entre —70 a
+80 mV com incremento de 5 mV, a partir de um pré-pulso de —100 mV durante 100 ms para
favorecer o estado fechado dos canais de sodio e ter uma propor¢do maior de canais disponiveis
para serem abertos durante o pulso teste. Este procedimento foi utilizado em todos os protocolos,
exceto quando explicitado em contrario. O valor maximo da corrente (I) em cada potencial foi
dividido pela capacitancia (Cp) da célula para normalizar a corrente em relacdo a area da célula em
cada experimento (densidade de corrente, DC = | / Cp). Foi construido, entdo, um grafico | x V
onde foi feito 0 ajuste com a equacao 6 e 0s pardmetros anotados para andlise estatistica. Nenhum
parametro foi estatisticamente diferente quando comparados aos controles (dos experimentos com a
PnTx2-5 e com a PnTx2-6). Na construcdo da figura 8, a densidade maxima de corrente foi
normalizada para o valor 1, j& que este parametro ndo foi alterado, para facilitar a visualizacdo da
dependéncia de potencial. No grafico é possivel observar um deslocamento significativo, para
potenciais mais negativos (hiperpolarizados), da fase de ativacdo da corrente de sédio na presenca
das toxinas. Isto significa que os canais estdo se abrindo em potenciais onde normalmente estariam

predominantemente fechados. O efeito sobre o deslocamento sera mais bem investigado na figura
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10. Diferentemente dos canais de s6dio de musculo esquelético, os pardmetros Vge, € kg ndo

mostraram diferenca estatistica.

- Dependbnciz ae potencial a conditieiz -

Para melhor quantificar o efeito das toxinas sobre a fase de ativacdo da corrente de sodio,
foi calculada a condutancia do canal em cada potencial [gna= 1/ (VM — Vr)] e normalizada em

relacdo a condutancia maxima. O ajuste foi feito usado a equacdo de Boltzmann para a ativacgao:
O/ Onamax = {1 + exp[(Vg — Vm) / kg]}* (equagéo 7)
(todos os termos foram definidos anteriormente).

A figura 10 mostra os pontos experimentais calculados e a curva resultante deste ajuste.
Analisando o gréafico, podemos perceber que o potencial que ativa 50% dos canais de sédio esta
deslocado para valores hiperpolarizados na presenca de ambas as toxinas, nos dois tipos celulares.
No experimento em musculo esquelético (figura 10A), a PnTx2-6 induziu um deslocamento
significativo de —7,4 mV, além de modificar também a inclinacdo da curva (kg), indicando que a
dependéncia de voltagem da ativacao do canal foi diminuida, o que significa que a condutancia dos
canais modificados pela toxina varia de forma um pouco menos acentuada com o potencial da
membrana do que na situacdo controle. Nos experimentos com a célula GH3, na presenca da
PnTx2-6 o deslocamento foi de —7,8 mV (figura 10B) e na presenca da PnTx2-5 o deslocamento
foi de -11,2 mV (figura 10C), ambos foram estatisticamente diferentes de seus respectivos
controles (p<0.05). O valor do pardmetro kg foi diferente somente na presenca da toxina PnTx2-6
em relagdo ao seu controle. A PnTx2-5 ndo mostrou diferenca estatistica em relacdo a este

parametro.

Na parte C da figura 10 s@o mostrados os experimentos controle, na presenga da PnTx2-5 e
apos lavagem. Curiosamente, o deslocamento da curva nédo foi revertido pela lavagem, mas o efeito
sobre a inativacdo foi, 0 que sugere que a toxina foi removida pela lavagem. Este deslocamento é
mais tipico dentre as toxinas tipo B (Drumond, 2000; Cestéle et al., 1998). Embora possa ser
encontrado também em algumas toxinas tipo o (Chen et al., 2000; Chen & Heinemann, 2001), ou
em toxinas de outras aranhas (Nicholson et al., 1996; Little et al., 1998), este efeito ndo é visto nas

toxinas tipo a tipicas (Campos, 2002). Esta discussdo serd retomada nos proximos paragrafos.
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Figura 10: Curva de ativacdo da corrente de sodio. Para o ajuste dos pontos foi utilizada a equacdo 7. A.
Experimento em musculo esquelético de rd. Os valores dos parametros de ajuste foram, para controle (circulos
brancos, n=12) e PnTx2-6 1 uM (circulos pretos, n=7), respectivamente: Vg = -30,8+1,6 e —38,7+2,9 mV; kg =
5,840,2 e 7,7+0,4 mV. B. Experimento em células GH3 mostrando o controle (circulos brancos, n=12) e PnTx2-6
100 nM (circulos pretos, n=5), com os seguintes valores de ajuste, respectivamente: Vg = -19,8+0,9 e -27,6+0,6
mV; kg = 5,31£0,2 e 7,4+0,4 mV. C. Experimento em células GH3 mostrando o controle (circulos brancos, n=21) e
PnTx2-5 200 nM (circulos pretos, n=4) e lavagem (circulos vermelhos, n=3), com o0s seguintes valores de ajuste,
respectivamente: Vg = -21,3+1,1, -32,5+0,5 e -34,7+0,8 mV; kg = 5,940,3, 6,8+0,9 e 4,8+0,9 mV.
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- Strdo edbaciondvio da hatiagdo dus conentes de oo -

Como o efeito predominante das toxinas em questdo é sobre a inativacdo dos canais de
sodio, foi feita uma avaliacdo mais completa possivel deste processo. Para isso, foi estudada a
dependéncia de voltagem da inativacdo, uma vez que o processo de ativacdo e inativacdo dos
canais para sodio sdo eventos acoplados. Como a dependéncia de voltagem da ativacdo foi
deslocada para valores hiperpolarizados (figura 10), esperava-se que a dependéncia de voltagem da
inativacdo também estivesse alterada. Desta forma, foi registrada a dependéncia voltagem da
inativacdo em relacéo ao pré-pulso aplicado e esté representado na figura 11, no grafico chamado
de dependéncia de potencial do estado estacionério da inativacdo ou h,. Para 0s menos
familiarizados com a terminologia em eletrofisiologia, ‘h’ representa o processo de inativagdo no

modelo de Hodgkin & Huxley (1952).

A distribuicdo dos canais de sodio nos seus diferentes estados conformacionais (aberto,
fechado e inativado) depende do potencial de membrana. Potenciais despolarizantes favorecem o
estado inativado, enquanto potenciais hiperpolarizantes favorecem os estados fechados, o estado
aberto ocorre apenas transitoriamente. Foram aplicados pulsos despolarizantes (que ativavam a
corrente maxima no controle) a partir de pré-pulsos suficientemente longos (100 ms) para permitir
a redistribuicdo completa dos canais entre os diferentes estados conformacionais. Isto significa que
apos pré-pulsos hiperpolarizantes haverd uma grande corrente, refletindo a grande quantidade de
canais no estado fechado e, portanto, disponiveis para serem abertos. Na medida em que o pré-
potencial caminha em direcdo aos potenciais mais despolarizados, mais canais de sddio irdo se
inativar durante o pré-pulso e menos corrente sera vista no pulso teste. Desta forma, a corrente
gerada no pulso teste revela a quantidade de canais ndo inativados pelo pré-pulso, e foi normalizada

pela corrente maxima para a construgdo dos gréaficos da figura 11.

No experimento em sarcolema (figura 11A) foi aplicado o pulso despolarizante de —12 mV,
e pré-pulsos que variavam de —132 a —44 mV (com incremento de 8 mV). Os pontos do grafico
foram ajustados segundo a equacdo de Boltzmann para a inativacdo (equacdo 8). Os parametros
(vistos na legenda da figura 11) mostram que a PnTx2-6 desloca a curva do estado estacionario da
inativacdo de -10 mV, na mesma direcdo que aquela vista nas curvas de ativacdo (para valores

hiperpolarizados), e modificou o fator de inclinag&o da curva.
h., = {(1)/{1+exp[(V-Vh)/kh]}} (equagdo 8)

Onde V é o potencial do pré-pulso, Vh é o potencial onde 50 % dos canais estdo inativados, kh é o
fator de inclinagdo da inativacéo.

48



1.25 -
1.00 -
0.75 1
0.50 1
0.25 1
0.00 A

'0. 25 T T T T 1
-140 -120 -100 -80 -60 -40

B Pré-pulso (mV)
1.25 -

1.00 -
0.75
0.50 A
0.25
0.00 A
-0.25

—1I20 —lIOO -80 -60 -40 -20
Pré-pulso (mV)
1.25 -
1.00 -
0.75
0.50 A
0.25
0.00 A
-0.25

-120 -100 -80 -60 -40 -20
Pré-pulso (mV)

Figura 11: Estado estacionario da inativacdo da corrente de sddio. Os pontos foram ajustados segundo a
equacdo 8, para os controles e na presenca da PnTx2-6 em sarcolema de r&, e segundo a equacdo 9 para 0s
experimentos com as toxinas em células GH3. A. Experimentos realizados em musculo esquelético de ra. Os
valores dos parametros de ajuste foram, para controle (circulos brancos, n=12) e na presenca de 1 uM de
PnTx2-6 (circulos pretos, n=7), respectivamente: Vh = -72,8+2,1 e -82,8+2,0 mV; kh = 6,7+0,2 e 9,0+0,9
mV. B. O gréafico mostra o deslocamento da dependéncia de voltagem da inativacdo da corrente de sddio no
controle (circulos brancos, n=12) e na presenga de 100 nM de PnTx2-6 (circulos pretos, n=5) em células
GH3. Com os respectivos valores de ajuste: Vh = -59,2+1,4 e —79,5+3,8 mV; kh = 6,5+0,2 e 15,8+0,7 mV; o
componente ¢, presente somente na presenca da toxina foi de 0,092+0.017. C. Dependéncia de voltagem da
inativacdo da corrente de sodio no controle (circulos brancos, n=15), na presenca de 200 nM de PnTx2-5
(circulos pretos, n=4) e lavagem (circulos vermelhos, n=3) em células GH3. Com 0s respectivos valores de
ajuste: Vh = -61,5+1,7, -75,5+3,0 e —70,3+2,2 mV; kh = 5,8+0,1, 9,5 + 0,1 e 6,9+0,1 o componente c, foi de
0,124 + 0.017 na presenca da PnTx2-5 e 0,029 £ 0,004 na lavagem.
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A inativacdo dos canais de sodio das células GH3 ndo € dependente de voltagem (Cota &
Armstrong, 1989), a dependéncia de potencial vista é proveniente do acoplamento da inativacao
com a ativacao do canal. Nestes experimentos foram aplicados pré-pulsos, ndo para —100 mV como
foram feitos para todos os demais protocolos descritos para as células GH3 nesta tese, mas pré-
pulsos de voltagem que variaram de —120 a —25 mV (com incremento de 5 mV), seguidos de pulso
despolarizante para 0 mV (por 20 ms). As figuras 11B e 11C mostram, entdo, a relacdo entre a
voltagem do pré-pulso e a corrente de sddio normalizada do pulso teste na presenca das toxinas
PnTx2-6 e PnTx2-5. Os pontos, na presenca das toxinas, foram mais bem ajustados segundo uma

equacdo de Boltzmann modificada para a inativagéo:
h,, = {(1-c)/{1+exp[(V-Vh)/kh]}} + C (equacdo 9)

Onde ¢ é a proporgcdo de canais que ndo inativam. Como esperado, verificamos que o
estado estaciondrio da inativacdo depende da voltagem do pré-pulso aplicado. Observe que as
toxinas da aranha Phoneutria nigriventer deslocaram fortemente a curva para valores
hiperpolarizados, como havia sido observado com a curva da condutancia. Além disso, pode-se
observar uma proporcao significativa de canais que ndo se inativam, mesmo em potenciais muito
despolarizados. A PnTx2-6 deslocou a curva -20,3 mV com 9,2% de canais de sodio que nao
inativaram. A figura 11C mostra que a PnTx2-5 deslocou a curva —14 mV e manteve uma
proporcao de 12,4% de canais de sédio que ndo inativaram (componente c). A lavagem da PnTx2-5
ndo remove o deslocamento da curva, porém o componente que ndo inativa ¢, bem como o fator de
inclinacdo da curva (kh), retornam aos niveis do controle ap6s a lavagem. Observando o0s
pardmetros de ajuste na legenda da figura, podemos observar que o fator de inclinacdo da curva
(kh) foi alterado em todas as condicGes, o que significa que os canais de s6dio na presenca das

toxinas PnTx2-5 ou PnTx2-6 sentem menos as pequenas variagdes na voltagem da membrana.

- Recaperngidv da hatiagdo da comente de oo -

Partimos, entdo, para a analise da recuperacdo da inativacdo dos canais de sodio. Uma
recuperacdo da inativacdo apropriada permite que o impulso nervoso dispare em uma alta
freqiiéncia. Como a pegonha da aranha Phoneutria nigriventer causa hiperexcitabilidade,
imaginamos que este parametro pudesse ter sido comprometido. A recuperacdo da inativacdo mede
o0 tempo de hiperpolarizagdo necessario para 0s canais de sédio transitar do estado inativado para o
estado fechado. Foram aplicados 2 pulsos despolarizantes com intervalo hiperpolarizante de tempo
variavel entre eles, 0 2° pulso foi normalizado em relagdo a corrente maxima e esta sendo mostrado

na figura 12. Nos experimentos em musculo esquelético (figura 12A) o 1° pulso despolarizante foi
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de —44 mV por 100 ms (tempo suficiente longo para inativar os canais de sddio), seguido de um
pulso hiperpolarizante de —124 mV com intervalo de tempo que variou de 0,5 a 7 ms (com
incrementos de 0,5 ms) e finalmente, outro pulso despolarizante de —12 mV por 7 ms onde foram
obtidos os registros. A equagéo 10 foi usada para ajustar os pontos:

fxX) =1—-exp (-T/t,) (equagéo 10)

Onde T é o tempo de hiperpolarizacdo e 1, é a constante de tempo da recuperacdo da
inativacdo. O parametro 1, informa sobre a constante de tempo de saida do estado inativado, e ndo
foi estatisticamente diferentes no controle ou na presenca da PnTx2-6 em musculo esquelético de

ra.

Nos experimentos com GH3 (figura 12B e 12C) foram gerados 2 pulsos despolarizantes
para 0 mV com duragdo de 20 ms e intervalo de tempo variavel entre eles (de 0,5 a 20 ms a cada
0,5 ms). Os pontos foram mais bem ajustados segundo uma equagdo com duas exponenciais

(equacéo 11):
f(x) = a*exp (-T/t1) + b*exp(-T/<2) (equagdo 11)

Onde os pardmetros (t1 e t2) sendo mostrado na legenda da figura e representa as
constantes de tempo de saida dos canais de sodio do estado inativado e as respectivas proporgoes

de canais que transitam com cada uma destas taxas (a e b), T é o tempo de hiperpolarizagdo.

A parte B da figura 12 mostra a recuperagao dos canais de sodio na presenca de 500 nM da
toxina PnTx2-6. Observe que a recuperacdo em intervalos inferiores a 5 ms é mais rapida na
presenca da PnTx2-6 do que no controle. Isto significa que a toxina facilita a transi¢cdo do canal de
sodio do estado inativado para o estado fechado. A andlise estatistica mostrou que a proporgdo de
cada componente, a e b, da exponencial ndo foi diferente, mas as constantes de tempo de cada um
dos componentes (11 e t2) foram. Observe também que no controle ha aproximadamente 10% de
canais disponiveis ap6s 0,5 ms de pulso hiperpolarizante, enquanto que na presenca da PnTx2-6 ha
quase 35% de canais disponiveis, o que reflete, em parte, a proporcéo de canais que ndo inativaram.
Na presenca de 200 nM de PnTx2-5 (figura 12C) ndo houve mudanga significativa nos valores das
2 constantes de tempo, nem da contribui¢do de cada uma delas. Observe que a constante de tempo
lenta foi aproximadamente 6 vezes o valor da constante de tempo rapida, mas a contribuicdo da

mesma foi de 2a 3 vezes menor que a contribuicdo da constante rapida.

o1



Fragao de canais recuperados
o
(o]
L

0-0 T T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6 7

Fracdo de canais recuperados

00 25 50 75 100 125 150 175 20.0

C Tempo para a recuperagao (ms)

Frac8o de canais recuperados

O-O T T T T T T T 1
00 25 50 75 100 125 150 175 200

Tempo para a recuperacao (ms)

Figura 12: Recuperagdo da corrente de sodio. A. Experimentos em musculo esquelético de rd no controle
(circulos brancos, n=11) e na presenca de 1 uM de PnTx2-6 (circulos pretos, n=7). A equacdo 10 foi usada para o
ajuste dos pontos, com as seguintes constantes de tempo: controle = 1,60+0,14 ms e PnTx2-6 = 2,14+0,23 ms. Os
graficos B e C mostram a recuperacdo da corrente de sodio em células GH3. Os pontos foram ajustados com a
equacdo 12. B. Simbolos brancos representam controle (n=6), e pretos, na presenca de 500 nM de PnTx2-6 (n=5).
Os valores de ajuste foram, respectivamente: a = 0,84+0,04 e 0,79+0,02; b = 0,16+0,04 e 0,21+0,02; t1 = 1,99+ 0,24
e 0,91+0,07 ms; 12 = 4,37+1,09 e 10,65+0,77 ms. C. Circulos brancos representam o controle (n=8) e pretos,
PnTx2-5 200 nM (n=7), com os respectivos valores de ajuste: a = 0,69+0,05 e 0,72+ 0,02; b = 0,34+0,06 e
0,28+0,02; 11 = 1,5140,35 e 1,27+0,15 ms; 12 = 8,17+1,55 e 6,46+0,99 ms.
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- Andle air chétien de thatiagao -

Vimos que todos os parametros referentes a de inativacdo analisados até o momento foram
modificados pela PnTx2-6 nas células GH3, mas nem todos foram modificados pela PnTx2-5 em
células GH3 ou pela PnTx2-6 em células musculares esqueléticas. Resolvemos analisar, entdo, a
cinética de inativacao dos canais de sédio. A diferenca cinética de inativacdo na presenca de ambas
as toxinas em relagcdo ao controle é indiscutivel pela analise dos registros (figura 7), mas para
guantificar tal efeito ajustamos o decaimento da corrente de sédio com uma equacdo exponencial
simples (equacdo 12), ou com o somatério de duas equacles exponenciais (equacdo 13), em
diferentes potenciais nos experimentos no musculo de rd, e no potencial de membrana de 0 mV

para os experimentos com GH3:

f(x) =a*exp (-T/tl) + ¢ (equagdo 12)
f(xX) = a*exp (-T/t1) + [b*exp(-T/t2) + ¢ (equagdo 13)

Onde a e b sdo fatores de amplitude das constantes de tempo rapida (t1) e lenta (t2) do
decaimento da corrente de s6dio; T é o tempo a partir do pico da corrente de sddio; e ¢, o

componente persistente da corrente de sodio.

Durante a inativacdo, a corrente de sodio controle decai com apenas 1 componente
exponencial rapido em todas as situa¢fes analisadas. Na figura 13A podemos observar que (em
musculo esquelético de rd) no controle ou na presenca da PnTx2-6 ha um componente exponencial
rapido que varia com o potencial da membrana, tornando-se mais rapido com a despolarizagdo
(veja o inserto da figura). Este componente rapido ndo foi diferente no controle ou na presenca da
toxina. Porém, é claro o aparecimento de um componente lento na presenga da PnTx2-6. No
potencial de pico (-13 mV) as correntes do controle decairam com a constante de tempo de 0,79 +
0,10 ms, enquanto que na presenca de 1 mM de PnTx2-6 o decaimento foi de 0,69 + 0,08 ms para o

componente rapido e 9,8 + 4,2 ms para 0 componente lento.
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Figura 13: A. Variacdo da constante de tempo com o potencial da membrana na auséncia (circulos
brancos) e presenc¢a (simbolos pretos) de 1 pM de PnTx2-6 em musculo esquelético de ra. Os circulos
representam a constante de tempo répida, e os quadrados, a constante de tempo lenta. O inserto da figura
mostra, em maior escala, a constante de tempo rapida da corrente de sodio. B. Curva dose-resposta da
corrente da Na*. Usando diferentes concentracfes de toxina na pipeta: 100 nM, 300 nM, 500 nM, 1 uM e 5
uM, a corrente registrada no potencial de —14 mV (pico da corrente) era ajustada a uma (controle) ou duas
exponenciais (toxina), utilizando as equacdes 12 e13. A proporcdo de canais modificados em relacdo ao
nimero total de canais varia com a concentragdo com um Kgs (concentragdo que modifica metade dos
canais) de 0,81 uM e uma proporg¢do maxima de 0,68.
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- Relagio concentagdo k modificagdio

E razoavel pensar que as constantes de tempo rapidas e lentas refletem proporcdes de
canais modificados e ndo modificados pela toxina, respectivamente. Assim, a proporcao dos fatores
de amplitude a e b das constantes de tempo rapida (t;) e lenta (t,) do decaimento da corrente de
sodio devem variar com a concentracdo da toxina. Podemos estimar a proporcdo de canais
modificados calculando a contribuicdo do componente exponencial lento em relacdo ao somatorio

das contribuicdes dos fatores de amplitude a e b, como mostrado na equagéo 14:
Contribuicdode b =b/(a +b) (equacdo 14)

Podemos, entdo, construir uma curva dose-resposta, como esta sendo mostrada na figura
13B para a modificacdo do muasculo esquelético de ra pela PnTx2-6. Os pontos foram ajustados
com a equagdo da hipérbole quadrada:

f(X) = pmax *[toxina]/ (K s+[toxina]) (equagio 15)

Onde pmax € @ proporcdo maxima de canais modificados na saturacdo e Kqs é a concentragao da
toxina gque produz metade do efeito maximo. O ajuste do experimento com a PnTx2-6 em musculo

esquelético de ra produziu um pmsy, de 0,68 e um Ko de 0,81 uM (figura 13B).

As correntes de sodio sensiveis a voltagem das células GH3, nas condi¢fes experimentais
deste trabalho, decaem mais rapido, com a constante de tempo média de 390 + 23 ps, calculado a
partir do ajuste da equacdo 12. A andlise do decaimento exponencial das correntes de sédio na
presenca da toxina PnTx2-6 nestas células mostrou que estes se ajustavam melhor com 2
componentes exponenciais. Porém, ndo houve apenas o adicionamento de um componente lento,
como aconteceu em musculo esquelético, uma vez que a constante de tempo rapida ficou

significativamente mais lenta na presenca da PnTx2-6, como pode ser visto na tabela abaixo:

Tabela 3: Constantes de tempo da inativacdo da corrente de sodio no controle e na presenga da PnTx2-6 em
células GH3.

Condicdo ¢ (rpido) T, (lento)
Controle (n=10) 0,39 +£0,23 ms Nao tem
PnTx2-6 10 nM (n=4) 0,61 £ 0,04 ms 450+1,19 ms
PnTx2-6 50 nM (n=5) 0,79 £ 0,09 ms 3,52 +0,38 ms
PnTx2-6 100 nM (n=5) 1,21+ 0,15 ms 6,31 + 0,83 ms
PnTx2-6 300 nM (n=3) 1,09 £ 0,14 ms 5,63+ 0,75 ms
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Figura 14: Curva dose-resposta da PnTx2-6 em células GH3. Os registros em 0 mV foram ajustados com
uma fungdo monoexponencial (equacdo 12) e a constante de tempo da inativagdo est4 sendo representada em
relacdo a concentragdo. O ajuste dos pontos mostra que a constante de tempo maxima (t maximo) para a
PnTx2-6 em células GH3 € de 3,1 ms e a concentragdo que modifica 50% dos canais de sddio é 32,6 nM.

Por ndo haver um componente constante nestes dados, ndo poderiamos relacionar as
contribuigdes dos fatores de amplitude a e b para fazer o gréfico dose-resposta para a PnTx2-6,
como fizemos em musculo esquelético, além disso, t;, mas a estimativa deste parametro é muito
susceptivel a variaces, porque é realizada juntamente com a estimativa de outros 3 parametros
interdependentes. Entdo nds propusemos 0 seguinte: se ajustarmos o decaimento da corrente de
s6dio com um Unico componente exponencial, entdo o ajuste tendera a ficar o mais préximo do
componente de maior contribuicdo, mas ndo desprezard o componente de menor contribuicao.
Embora ndo tenha um significado fisico, este parametro é mais robusto. Refizemos os ajustes e
conseguimos uma relacdo consistente entre a concentracao e a constante de tempo de inativagéo. O
grafico estd sendo mostrado na figura 14. O ajuste dos pontos foi feito segundo a equacgdo 15,
porém o termo Pmaximo fOI Substituido por tmsimo, € foram encontrados os seguintes valores: Kqs =
32,6 NnM € Tmaximo = 3,1 ms. Podemos observar que os canais de sodio das células GH3 sao,
aproximadamente, 25 vezes mais sensiveis & modificacdo pela PnTx2-6 que os canais de sddio de

musculo esquelético de ra.
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Figura 15: Curva dose-resposta da PnTx2-5 em células GH3. Utilizando diferentes concentragdes de
toxina na perfusdo, a corrente foi registrada no potencial de 0 mV e ajustada com uma (controle) ou duas
equacdes exponenciais, utilizando as equagdes 12 ou 13, respectivamente. A proporcdo de canais de sodio
modificados pela PnTx2-5 varia com a concentra¢do, com uma propor¢do maxima de canais modificados
(Pmaximo) de 0,6 e um K, 5 de 95,2 nM.

Na presenca da PnTx2-5, o componente rapido ndo modificou estatisticamente do controle
(346 = 15 ps na concentragdo de 200 nM), porém houve o aparecimento de um componente
cinético mais lento de 2,99 + 0,14 ms (na referida concentracdo). O componente rapido nao foi
modificado em nenhuma das concentra¢Bes utilizadas, isto sugere que, como foi visto com a
PnTx2-6 em sarcolema, uma parcela dos canais ndo € modificada pela PnTx2-5, passando a parcela
modificada a apresentar uma transi¢do para o estado inativado com velocidade significativamente
menor. Pudemos usar a mesma estratégica utilizada no experimento com a PnTx2-6 em musculo
esquelético, para estimarmos a proporc¢do de canais modificados pela PnTx2-5. A figura 15 mostra
a curva dose-resposta deste experimento, COM Praximo de 0,56 e Kos de 95,3 nM. Desta forma, 0s
gréaficos apresentados neste trabalho, onde a concentragdo da toxina foi de 200 nM, representa

aproximadamente 2 vezes o valor do Kq s para a PnTx2-5.

- empo para 0 pleo ak comente de oo -

A abertura dos canais de sodio é muito dependente de potencial. Pulsos de voltagem mais

positivos aumentam a probabilidade dos canais de sodio transitarem pelo estado aberto e se
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inativarem. Quanto mais positivo o pulso de voltagem, maior a probabilidade do canal de abrir logo
no inicio do pulso, e € isto que faz com que a corrente de sodio seja rapida e seja finalizada pelo
processo de inativacdo, mesmo que a despolarizacdo persista. Questionamos-nos se este
decaimento mais lento da corrente poderia acarretar uma abertura descoordenada dos canais de
sodio ao longo do pulso teste. Analisamos, entdo, 0 tempo necessario para se atingir o pico da
corrente de sodio na relagdo corrente x voltagem, o que é mostrado na figura 16. Os experimentos
com a PnTx2-6 em musculo esquelético sdo mostrados na parte A da figura e ndo apresentaram
diferenca no controle ou na presenca da toxina. A parte B da figura 16 mostra a relagéo entre o
potencial de membrana e o tempo para o0 pico na presenca e na auséncia da PnTx2-6 100 nM em
células GH3. Na presenca da PnTx2-6 o tempo para o0 pico da corrente de sddio é mais rapido em
potenciais mais negativos e vai ficando mais lento que no controle em valores positivos do
potencial de membrana. Se consideramos o deslocamento da ativacdo da corrente de sodio que,
para a PnTx2-6, foi de —7,8 mV, entdo havera uma tendéncia da toxina apresentar um tempo maior
para o pico da corrente de sédio em todos os potenciais observados, como pode ser visto no inserto
da figura 16B, no qual foi somado 7,8 mV ao potencial na presenca da toxina para evidenciar a
diferenca da condig&o controle. Se observarmos cuidadosamente a parte B da figura 7, poderemos

notar que a comparagao dos registros sugere esta afirmagéao.

Na figura 16C sdo mostrados resultados obtidos no controle, na presenca da PnTx2-5 e
apos a lavagem, em células GH3. Os circulos brancos representam o controle, onde podemos
perceber que a velocidade com que a corrente de sddio atinge o seu valor maximo acelera com a
despolarizagdo, atingindo um valor maximo. Podemos notar que, em potenciais mais negativos que
0 mV, o tempo para o pico é maior na condicdo controle, e ndo foi revertido pela lavagem.
Novamente, este efeito pode ser reflexo do deslocamento de 11,2 mV da corrente de sodio para
potenciais mais negativos, por esta razdo, deslocamos o tempo para o pico na presenca da toxina e
lavagem +11,2 mV e refizemos o gréfico, que esta sendo mostrado no inserto da figura 16C. Os
pontos agora sobrepostos mostram que a diferenga vista realmente refletia o deslocamento para

valores negativos da corrente de sodio.

Desta forma, a PnTx2-6, diferentemente da PnTx2-5, aumenta o tempo para a corrente de

sodio atingir seu pico no momento da ativagdo da corrente em células GH3.
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Figura 16: Relacdo entre a voltagem da membrana e o tempo para o pico da corrente de sodio. A. Na
presenca da PnTx2-6 1 uM (circulos pretos, n=7) e controle (circulos brancos, n=12). B. Na presenca da
PnTx2-6 100 nM (circulos pretos, n=5) em células GH3 e controle (circulos brancos, n=11). C. Na presenca
da PnTx2-5 200 nM (circulos pretos, n=4), no controle (circulos brancos, n=4) e ap6s a lavagem da toxina
(circulos vermelhos, n=3). Os insertos dos graficos mostram o tempo para o pico corrigindo o deslocamento
da curva de ativagdo de -7,8 mV para a PnTx2-6 e de —11,2 para a PnTx2-5 e sua lavagem.
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- Deocamento dk tonbac de seuc sbios abio -

Como vimos na figura 7C, a lavagem da PnTx2-5 remove o efeito tipo o desta toxina,
porém, ndo foi vista a lavagem com PnTx2-6 em células GH3. Imaginamos que o tempo de
lavagem do experimento ndo tivesse sido suficiente para remover a toxina do seu sitio ativo. Para
descartarmos esta hipdtese fizemos o experimento que esta sendo mostrado na figura 17A, que
representa a variacdo da constante de tempo (t) da inativacdo ao longo do tempo de adicdo da
PnTx2-6 1 uM e apos a lavagem. Foram feitas despolarizacdes para 0 mV com duragdo de 20 ms a
intervalos de 2 segundos. Antes da adi¢do da toxina foi aplicada a perfusdo controle, que era a
mesma solucdo da perfusdo lavagem. Pode-se observar que a toxina ndo foi removida do seu sitio

ativo mesmo ap6s 10 minutos de lavagem.

Campos (2002) mostrou que a dissociacdo da toxina do escorpido Tityus serrulatus, a
tityustoxina, é dependente de potencial. Decidimos entdo usar a mesma estratégia descrita por
Campos para tentar dissociar a PnTx2-6 de seu sitio de ligacdo. Foram dados sequencias de pulsos
como o mostrado no protocolo da parte B da figura 17: a partir de um pré-pulso hiperpolarizante de
—100 mV por 100 ms foi dado o pulso teste para 0 mV por 20 ms e seguido de um forte pulso
despolarizante de +180 mV por 20 ms, que segundo Campos (2002), sdo tempo e voltagem
suficientes para deslocar a tityustoxina em apenas 2 pulsos. Medimos, entdo, a constante de tempo
da inativacdo ao longo de uma sequencia de pulsos despolarizantes. A perfusdo controle (sem
toxina) ligada aproximadamente 20 segundos antes do inicio da sequencia de pulsos. O gréfico da
figura 17C mostra que a toxina PnTx2-6 300 nM n&o é deslocada do sitio ativo mesmo ap6s 40

pulsos despolarizantes.

Um protocolo semelhante, porém com despolarizagdes para +160 mV por 25 ms foi
aplicado a PnTx2-5 e foi capaz de deslocar esta toxina de seu sitio ativo em 7 pulsos
despolarizantes (como pode ser visto na figura 18), que foi consideravelmente mais rapido que a
lavagem sozinha. Assim, podemos notar que, mesmo com pouca diferenga na sequencia de
aminoacidos, as toxinas da aranha Phoneutria nigriventer PnTx2-5 e PnTx2-6 possuem

consideraveis diferengas nas suas propriedades de ligacdo sobre os canais de sodio de células GH3.

Os efeitos observados para a PnTx2-5 e PnTx2-6 tém semelhanga com efeitos de toxinas
escorpionicas tipo o (inibicdo da velocidade de inativacdo e deslocamento por despolarizacBes
fortes, no caso da PnTx2-5) e tipo p (deslocamento da dependéncia de potencial da ativacdo e da
inativacdo para valores mais negativos e diminui¢do da amplitude maxima da corrente, no caso de

canais de sodio de musculo esquelético).
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Figura 17: Dissociacdo da PnTx2-6 por voltagem. A. Curso temporal da constante de tempo da ligacdo da
PnTx2-6 1 uM em células GH3. O traco preto representa perfusdo controle, o vermelho corresponde a adigdo
da toxina e o verde corresponde a lavagem. B: Protocolo dos experimentos de dissociagdo da PnTx2-6 200
nM por forte despolarizacdo mostrado na parte C. Foram aplicados 40 vezes o protocolo da parte B da figura
(com a perfusdo controle ligada durante todo o tempo) em células GH3 que foram modificadas pela PnTx2-6.
O protocolo ndo foi capaz de deslocar a toxina do seu sitio ativo.
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Figura 18: Dissociacdo da PnTx2-5 por despolarizacbes voltagem. A. Protocolo de pulsos
despolarizantes, saindo de um potencial de holding de -80 mV, seguida de uma hiperpolarizagéo para -100
mV por 100 ms, e dois pulsos despolarizantes: um para 0 mV por 20 ms, no qual as correntes foram medidas,
e outro para +160 mV por 25 ms, para deslocar a toxina do seu sitio ativo. B. Curso temporal da contribui¢do
do componente lento para a repolarizagdo da corrente de sodio.

- Spertentes e lgagio e nores aperinentas comvole -

O deslocamento para valores negativos vistos nas curvas de ativacdo e inativacdo apds a
adicdo da PnTx2-5 e da PnTx2-6 foi visto em todas as preparagdes feitas como descrito nas figuras
10 e 11. Este é um efeito tipico das toxinas do tipo B de escorpido. O curioso, porém, é a ndo
reversao destes efeitos apds a lavagem, ja que o efeito tipo « tipico (cinética de inativacdo mais

lenta) é reversivel. Isto sugere duas hipéteses:
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1. ha dois sitios receptores para as toxinas da Phoneutria de diferentes afinidades e

provocando diferentes efeitos, nos canais de sddio;
2. o deslocamento visto é devido a outros fatores, ndo a presenca da toxina.

Para testarmos a hipotese 1, foram feitos estudos de competicdo, com toxinas do tipo o e 8

tipicas, marcadas com I'*

e a PnTx2-6. Esta toxina foi escolhida para os experimentos por ser a
que possuiamos maior quantidade de material e a toxina com maior afinidade pelo canal de sodio.
Os experimentos de competi¢cdo, com toxinas CsslV, do escorpido Centruroides suffusus suffusus,
uma toxina tipo B tipica (Cestéle et al., 2001) foram feitos em sinaptosomas cérebro-corticais de
rato, e mostraram que ndo houve competicdo entre estas duas toxinas (figuras 19A). A atividade
especifica da CsslV foi de 64 + 9,5% (n=2). Competimos, entdo, a PnTx2-6 (em concentra¢fes que
variam de 100 pM a 1uM) com a AaHIl 100 pM radioiodada (uma toxina tipo o do escorpido
Androctonus australis hector) em fracdo P2 de cérebro de rato (a fresco), e construimos o gréfico
da figura 19B, representativo de 2 experimentos. Podemos notar que a PnTx2-6 desloca, no
maximo, 31% da AaHIl e a concentracdo para deslocar a metade deste valor é de 2 nM.
Concluimos assim que a PnTx2-6 ndo se liga no sitio 4 na superficie dos canais e é provavel que
sua ligacdo no sitio 3 ndo envolve, pelo menos ndo integralmente, os mesmos aminoacidos que

participam da ligacdo da AaHII.

A hipétese 2 era sugerida pela observacdo de que as correntes passavam a ser ativadas em
potenciais mais negativos ap6s algum tempo de whole-cell em células GH3. Ha também um relato
na literatura mostrando este fendmeno (Fernandez et al., 1984). Para confirmarmos tais dados de
forma sistematizada, partimos para novos experimentos controle, onde foi disparado um
crondmetro imediatamente apds o rompimento da membrana citoplasmatica e formacdo do whole-
cell e foram feitos registros de protocolos IxV e h,, a cada 5 minutos, a partir do tempo 0. O tempo
0 é virtual, ja que apds o rompimento da membrana eram necessarios alguns segundos para fazer as
compensagdes da capacitancia (entre 10 e 24 pF) e da resisténcia de acesso (no maximo 5 MQ),
gue foram monitorados durante todo o experimento. Desta forma, os registros foram iniciados
aproximadamente entre 20 e 45 segundos ap6s o estabelecimento da condi¢cdo whole-cell. Na
condicdo controle, sem perfusdo, foi feito registros nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 para
verificar somente o efeito do whole-cell sobre a corrente de sédio. Foram feitos experimentos de
perfusdo controle (nestes experimentos consideramos perfusdao controle aquela feita com a mesma
solucdo que banhava as células, ou solugdo externa) e, quando 0,1% de albumina foi adicionada a
esta solucdo, estd sendo referida como “perfusdo de albumina”. Note-se que esta solucéo
corresponde & solucdo controle nos experimentos com as toxinas. Foram feitos registros em 5, 10,
15 e 20 minutos de whole-cell. A perfusdo era ligada ap6s 3 minutos de estabelecimento do whole-

cell, sendo que o tempo de perfusdo propriamente dito, foi: 2, 7, 12 e 17 minutos.
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Figura 19: Experimentos de competi¢do da PnTx2-6 com tipicas toxinas o e B. A. Competicdo da
PnTx2-6 1 uM com a CsslVV 100 pM marcada radioativamente (direita) e da toxina CsslV 100 nM néo
marcada e CsslV 100 pM marcada radioativamente (esquerda). Os dados representam a média de 2
experimentos. B. Competi¢do da AaHIl 100 pM radioiodada e diferentes concentra¢fes da PnTx2-6. Dado
representativo de 2 experimentos.

A figura 20A mostra a média dos valores de potencial que ativa a metade dos canais de
sodio (Vg) nos diferentes tempos e condicOes experimentais. Observe que ha um deslocamento
espontaneo com o decorrer do tempo de experimento, e que este deslocamento é mais acentuado na
perfusdo albumina (visto pela inclinagdo mais acentuada da curva). O mesmo acontece com 0
potencial que inativa a metade dos canais de sédio (Vh, figura 20B), porém, a situacdo sem
perfusdo parece ndo ter tido um deslocamento linear como na ativagdo. Nas situagdes onde a
perfuséo foi ligada, o deslocamento do Vh, foi mais linear, semelhante aquele visto no Vg. As
inclinacdes das curvas de Vg e Vh foram semelhantes na presenca da perfusdo controle, mas foi
menor no grafico do Vh que no gréafico Vg na presenca da perfusdo albumina. Podemos notar,
entdo, que ha um deslocamento espontaneo das curvas de ativacao e de inativacdo da corrente de
sodio, que confirma os dados de Fernandez e colaboradores (1984). Os valores dos parametros de

ajuste estdo sendo mostrados na tabela 4. Desta forma, os deslocamentos vistos na presenca das
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toxinas da aranha em células GH3 podem ndo ser um efeito da propria toxina, mas um efeito do
tempo de experimento.
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Figura 20: Vg e VVh dos experimentos controle. Efeito do tempo de experimento sobre o deslocamento da
voltagem que produz 50% da ativagdo (Vg, A) ou inativacdo (Vh, B) do canal de sédio de células GH3.
Circulos pretos representam o controle; vermelhos, perfusdo controle e verde, perfusdo albumina. Os
parametros de ajuste estdo sendo mostrados na tabela 4 para melhor visualizacao.
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- Coeflciente de adihgdv e andlie dr ethubn secundivi -

As toxinas da aranha Phoneutria nigriventer PnTx2-5 e PnTx2-6 sdo peptideos pequenos,
com 48 residuos de aminoécidos cada, sendo 10 cisteinas que formam 5 pontes dissulfeto,
formando uma estrutura compacta. Devido a baixa similaridade na seqtiéncia de aminoécidos com
outras toxinas do banco de dados (BLAST) que tenha sua estrutura tridimensional conhecida,
nenhuma inferéncia pode ser feita a estrutura secundaria ou terciaria destas toxinas. Comegamos
entdo um trabalho estrutural com a PnTx2-6, cujo o primeiro passo foi a determinagcdo do
coeficiente de extingdo (€), que ndo era conhecido até o presente trabalho. Diluimos uma aliquota
uma aliquota da PnTx2-6 (0,03 pg/ml) em condicdes desnaturantes, para uma solucgdo final de 20
mM de tampéo fosfato pH 6,5 e 6 M de cloreto de guanidina. O célculo do coeficiente de extin¢éo
a 280 nm baseou-se na quantidade de triptofanos, tirosinas e cisteinas, com diferentes
contribui¢des, como pode ser visto na equacdo 2. A medida da absorbancia a 280 nm de PnTx2-6

gerou o seguinte valor de € nestas condigdes:
€280 (PNTX2-6) =2 x 5690 + 2 x 1280 + 10 x 125 = 15190

O caélculo da concentracdo da PnTx2-6 em condic¢Ges desnaturantes pode, entdo, ser feito

através da equacao 3 que foi de:

C = 0,1615 =1,06x10°M
15190 x 1

Diluimos uma outra aliquota (mas a mesma quantidade) da PnTx2-6 em 4gua para a
mesma concentracdo final da toxina que aquela em condi¢fes desnaturantes. Fizemos a leitura a

280 nM e, entdo, determinamos 0 € em agua usando a equagao 3:

€280 — 0,1375 = 12971,7
1,06 x 10° M x 1

O proximo passo para melhor conhecer o peptideo PnTx2-6, foi o estudo da fluorescéncia
do triptofano (para se determinar se este residuo se encontrava exposto ao solvente ou enterrado no
interior da molécula) e do dicroismo circular. Em ambas as situacdes, os espectros foram feitos
com uma concentragédo de 5,25 uM da PnTx2-6, e foram adicionadas diferentes concentragdes de
2,2,2-trifluoretano (TFE, 2%, 4% e 8% v/v), um reagente que estabiliza a estrutura secundéria de

proteinas.
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Figura 21: Analise da estrutura da PnTx2-6. A. Espectro de fluorescéncia do triptofano em agua (traco
preto), em 2%, 4%, e 8% de TFE (traco vermelho, verde e amarelo, respectivamente). B. Espectro de
dicroismo circular da PnTx2-6 em 4gua a 23°C (traco preto), desenovelada pela temperatura (95°C, trago
vermelho), reenovelada pelo abaixamento da temperatura (23°C, traco azul) e na presenca de 6 M de cloreto
de guanidina (trago verde).

O resultado da fluorescéncia (figura 21A) mostra que os triptofanos estdo expostos ao
solvente, pois 0 Ayax foi 346 nm e centro de massa foi 360 nM, e nédo enterrados no interior da
proteina. O triptofano emite uma fluorescéncia deslocada para o azul quando esta em ambiente
hidrofébico, como no interior de uma proteina e deslocada para o vermelho quando exposta ao
solvente (Lakowicz, 1999). O espectro do triptofano sozinho possui Ayax de 354 nM (Ramos,
2003), que estd proximo ao valor encontrado para a PnTx2-6. Os dados utilizados TFE 2%, 4% e
8% mostram que a proteina ndo ganha estrutura secundaria ou terciaria que altere os espectros de

fluorescéncia.
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O espectro de dicroismo circular (figura 21B) mostra que a proteina tem uma conformagéo
secundaria estruturada, sendo negativo entre 198 e 225 nm, onde apresentou um valor minimo em
207 nm, e mostrou um valor maximo em 232 nm. O espectro foi feito a 23°C em &gua (traco preto).
A estrutura ndo é perdida quando a toxina é aquecida a 95°C (traco vermelho), e se mantém igual
quando a temperatura foi retornada e mantida overnight a 23°C para reenovelamento (trago azul).
Quando foi adicionado cloreto de guanidina 6M a toxina nativa, 0 espectro obtido (traco verde)
acompanha o espectro na condicao de reenovelamento, sugerindo que ele ndo seja alterado. N&o foi
possivel obter o espectro completo em compartimentos de onda inferiores a 215 nm porque o
cloreto de guanidina absorve nestes comprimentos de onda, distorcendo os dados.

Foram feitas estimativas da estrutura secundaria, a partir do espectro obtido, utilizando 3
diferentes programas (Yang, K2d e CDNN). A anélise por meio destes programas ndo possui
concordéncia elevada, contudo todas as estimativas concordam com uma baixa quantidade de o-
hélice e alta quantidade de folhas- e estrutura randdémica. A dificuldade de analisar tais peptideos
se deve ao espectro pouco usual da molécula e a poucas informagdes sobre estruturas de peptideos
na literatura. Os dados encontrados nos 3 programas foram utilizados em um 4° programa
(PEPFIT) que é melhor para predizer a estrutura de peptideos, e € um programa onde 0 usuario
pode escolher as proporcdes de cada tipo de estrutura secundaria e comparar o espectro tedrico
resultante com o seu dado préatico. Este programa mostrou que a predi¢do mais proxima ao espectro

da PnTx2-6 foi K2d, mostrando 8 % de a-hélice, 49 % de folha-f3 e 43 % de estrutura randémica.
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Tabela 4: Parametros de ajuste dos experimentos controle e na presenca das toxinas da aranha Phoneutria nigriventer.

Condicéao experimental ONa Vr (mV) Vg (mV) Kg Vh (mV) Kh 7¢ (MS) T, (MS)
Controle loose 54,5+9.4mS/cm? 67,3+1,7 -30,3%1,6 5,8+0,2 -72,8+2,1 6,7£0,2 0,79+0,10 -
PnTx2-6 1uM loose 26,5+2,9mS/cm? 57,8+1,3 -38,7£2,9 7,7+0,4 -82,8+2,0 9,0+0,9 0,69+0,08 9,8+4,2
Controle PnTx2-5 0,82+0,07pF/pS 66,0£1,5 -21,3+1,1 5,9+0,3 -61,5+1,7 5,8+0,1 0,34+0,02 -
PnTx2-5 200 nM 1,18+0,28pF/pS 63,0+0,6 -32,540,5 6,8+0,9 -75,5+3,0 9,5+0,1 0,35+0,01 2,99+0,14
Controle PnTx2-6 0,63+0,05pF/pS 68,9+2,0 -19,8+0,9 5,3+0,2 -59,2+1,4 6,5%0,2 0,39+0,02 -
PnTx2-6 100 nM 0,49+0,07pF/pS 65,1+2,4 -27,60,6 7,4+0,4 -79,5+3,8 15,8+0,7 1,21+0,15 6,31+0,83

Os valores de Vg e Kg se referem aqueles obtidos no ajuste da curva de ativacao da corrente de sddio. Os valores de t; e 5 se referem ao decaimento exponencial da corrente para
sodio que, nos experimentos utilizando o loose patch clamp foram obtidos no potencial de -13 mV, e nos experimentos com a GH3 foram obtidos no potencial de 0 mV.

Recuperagdo e curva dose-resposta

Condicao experimental T, 0U 1| (MS) a 12 (ms) b Kos Modificagdo méxima
Controle loose 1,60+0,14 - - - - -

PnTx2-6 1uM loose 2,14+0,23 - - - 0,8 uM 0,68
Controle PnTx2-5 1,51+0,35 0,6940,05 8,17+1,55 0,34+0,06 - -

PnTx2-5 200 nM 1,27+0,15 0,72+0,02 6,46+0,99 0,28+0,02 95,2 nM 0,56
Controle PnTx2-6 1,99+0,24 0,84+0,04 4,37+1,09 0,16+0,04 - -

PnTx2-6 100 nM 0,91+0,07 0,79+0,02 10,65+0,77 0,21+0,02 32,6 nM 3,09 ms
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Tabela 5: Média dos pardmetros dos experimentos controle (média + erro padrdo da média). * representam parametros significativamente diferentes da situacdo sem
perfusdo 0 minutos. Os pardmetros Vg e Kg foram obtidos dos gréaficos de condutancia.

A

Sem Perfuséo Ona (PS/PF) Vr (mV) Vg (mV) Kg n Vh Kh n
0 minutos 0,79+0,09 64,3+1,8 -13,8+0,75 7,0£0,3 13 -61,5+3,0 7,8£0,5 5
5 minutos 0,74+0,12 63,3+1,8 -18,7+1,53* 6,9+0,4 11 -70,5+6,6 7,941,2 3
10 minutos 0,87+0,14 62,0+2,5 -21,6£2,10* 6,6+0,4 8 -67,4+4,1 6,940,2 3
15 minutos 0,86+0,15 63,9+1,4 -23,5+2,06* 6,6+0,4 8 -67,4+3,3 7,1+0,2 4
20 minutos 0,81+0,15* 63,3+1,6 -26,0+£2,16* 6,4+0,4 9 -65,7+1,3 7,4%0,6 3
25 minutos 0,87+0,15* 62,1+2,3 -28,5+2,31* 6,6+0,6 8 -70,045,2 7,4%0,2 3
30 minutos 0,89+0,21* 60,2+2,4 -31,7£2,78* 6,5+0,4 6 -69,5+3,6 8,9+1,0* 2
B

Perfusédo Controle Ona (PS/pF) Vr (mV) Vg (mV) Kg n Vh Kh n
5 minutos 0,97+0,16 61,8+1,6 -18,3+1,2* 6,7+0,3 7 -64,5+1,9 7,3£0,2 7
10 minutos 0,86+0,19 63,6+0,9 -23,3+1,2* 6,7£0,3 5 -67,5+2,6 7,9+0,4 6
15 minutos 0,88+0,38 61,6+2,0 -24,1+1,9* 6,2+0,2 6 -70,7+£2,7* 8,5£0,5 6
20 minutos 0,79+0,19 64,1+1,6 -26,1+2 4* 7,2%0,6 5 -72,0£2,0* 8,910,7 4
C

(F)’ellgzsao Albumina Ona (PS/PF) Vr (mV) Vg (mV) Kg n Vh Kh n
5 minutos 0,99+0,20 58,4+3,1 -22.42+1.0* 5.51+0.6* 4 -61.24+1.1 6.29+0.2* 4
10 minutos 0,90£0,15 58,7+3,2 -26.82+0.8* 5.58+0.6* 5 -64.68+1.3 6.55+0.3 5
15 minutos 1,04+0,20 56,4+5,0 -31.71+£1.2* 5.26+0.8* 4 -67.46+1.3 7.07+0.8 3
20 minutos 1,3240,31 64,9+2,1 -34.77£1.6* 4.03+1.5* 2 -68.58+0.6 6.32+0.5 2
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- Discussdo -

Os experimentos apresentados aqui mostram um claro efeito das toxinas da aranha
Phoneutria nigriventer, PnTx2-5 e PnTx2-6, sobre os canais de sodio. As toxinas modificam a
inativacdo dos canais de sddio deixando-a mais lenta. Este efeito, tipico das toxinas do tipo o de
escorpido, ja foi descrito em algumas toxinas de aranha (Fletcher et al., 1997; Escoubas et al.,
2000).

Os experimentos de competi¢do sugerem que a PnTx2-6 se liga ao sitio 3 na superficie dos
canais de sodio. Estes experimentos (onde a PnTx2-6 competiu com a toxina AaHII) foram feitos
em sinaptosomas de cérebro total, que possui as mesmas isoformas de canal de sédio que as células
GHa3. Os resultados mostraram que a PnTx2-6 deslocou 31% da AaHII, o que nos leva as seguintes
possibilidades:

1. a PnTx2-6 se liga ao macrositio 3, onde existem alguns aminoacidos que
participam também da ligacdo da AaHIl, porém tem outras interacfes distintas
com o canal. Desta forma ndo haveria uma completa superposicdo dos sitios,
resultando em uma competicdo parcial. Este conceito de macrositio vem sendo
bastante utilizado para as toxinas que se ligam as sitio 3;

2. O ndo deslocamento total pode significar que a toxina ndo modifica, ou modifica
com diferentes afinidades, todas as isoformas dos canais de sodio presentes na
preparagéo;

3. As duas toxinas se ligam a sitios diferentes, mas a ligacdo da PnTx2-6 altera

alostericamente a ligagdo da AaHlI.

Para distinguirmos entre estas duas possibilidades, seria necessaria a expressdo heter6loga
das isoformas do canal de sodio, seguida de ensaios de ligagdo. Mutagdes sitio-dirigida dos
possiveis aminoacidos que constituem cada sitio seriam necessarias para mapear corretamente 0
macrositio 3 para ambas toxinas. Embora possivel teoricamente, ndo ha exemplo demonstrado da

hipétese “3”.

As analises dos resultados eletrofisioldgicos na situacdo controle (tabela 4) mostram que os
canais de sddio de musculo esquelético de ra ativam e inativam em voltagens mais negativas que
em células GH3. As inclinagbes das curvas dos graficos de ativacdo e inativacdo (mostrados pelos
valores de kg e kh, respectivamente) ndo foram diferentes nas duas isoformas de canais de sédio. O
decaimento da corrente de s6dio obedece a uma fungdo mono-exponencial em todas as situacdes
controle, e foi duas vezes mais lento em masculo esquelético que em células GH3. Isso deve ser

reflexo da temperatura dos experimentos, que nos de musculo esquelético era tipicamente 100C,
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enguanto em células GH3 os experimentos foram feitos a temperatura ambiente (21-250C). A
corrente de sodio se recupera da inativagdo de acordo com uma fungdo exponencial dupla em
células GH3, sendo que o componente de maior contribui¢do (rapido) possui um valor aproximado
daqueles encontrados na recuperagdo da inativagdo dos canais de sarcolema de ra, que mostrou um

comportamento mono-exponencial.

Os experimentos controle em células GH3 (tabela 5) mostram um deslocamento
espontaneo das curvas de ativagdo (Vg) e estado estacionario da inativagdo (\Vh) para valores
negativos ao longo do tempo de experimento. O efeito de Vg foi descrito anteriormente por
Fernandez et al. (1984), que atribuiram este deslocamento ao aparecimento de um potencial
pseudo-Donnan, devido ao fato de ser lenta a troca de alguns anions (macromoléculas) do
citoplasma da célula, o que gera um potencial que vai se dissipando a medida que estes anions vao
se difundindo para dentro da pipeta. Por se tratar de um potencial gerado por um artefato de

medicdo, ele deve afetar igualmente Vg e VVh, o que foi observado.

Os experimentos com as toxinas em células GH3 foram feitos de 10 a 15 minutos apés o
estabelecimento da condigdo whole-cell na presenca da PnTx2-5 e proximo de 10 minutos na
presenca da PnTx2-6, e 0s experimentos controle em um tempo préximo de 5 minutos. Nessas
situacBes também foi observado deslocamento da dependéncia de potencial de ativagdo (Vg), com
magnitude semelhante a observada nos experimentos controle. Em musculo esquelético de rd, o
deslocamento de Vg parece ser real, visto que ndo ha a formagéo do whole-cell. Alem disso, apds a
pipeta tocar a superficie da membrana era sempre aguardado um tempo de 10 minutos para o inicio
dos registros, e 0s protocolos foram gerados na mesma sequencia. Assim, todos os registros foram

obtidos em tempos de experimentos semelhantes para cada protocolo.

As curvas do estado estacionario de inativagdo (\Vh) também foram deslocadas para valores
negativos em células GH3 na situacdo controle. Esse deslocamento na presenca das toxinas
poderia, também, ser atribuido ao efeito pseudo-Donnan, se a magnitude do de deslocamento fosse
semelhante ao do controle. Porem, neste caso, ha duas situacBes que precisam ser mais bem
analisadas: o deslocamento foi maior que na situacdo controle; e houve significativa alteracdo da
inclinagdo da curva (kh). Se o deslocamento fosse devido somente ao efeito pseudo-Donnan, entdo
o valor de kh ndo deveria ser alterado, ja que todos os canais estariam sujeitos @ mesma alteragéo.
Dessa forma, os dados sugerem um efeito real das toxinas sobre os parametros (\Vh e kh). Também,
em canais de sddio de musculo esquelético de rd, podemos observas um efeito significativo sobre
Vh na curva da inativacdo no estado estacionario. Nao podemos atribuir este efeito ao tempo de
experimento, visto que foram similares, mas podemos atribuir esse efeito ao acoplamento da
dependéncia de voltagem da inativagdo a ativacdo, ja que os deslocamentos foram similares (-8,4

mV na ativacdo e -10 mV na inativacao).
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Admitimos 3 hipdteses para explicar a altera¢do do valor de kh:

1. As toxinas poderiam estar alterando o valor de VVh e, como ha canais modificados e
ndo-modificados pelas toxinas, haveria canais que estariam respondendo a
potenciais mais negativos que outros, o que espalharia a propor¢do de canais
inativados por uma faixa mais ampla, refletindo no parametro kh;

2. As toxinas estariam alterando as cargas de superficie do canal e,
consequentemente, a voltagem ‘vista’ por este, isto eh, a diferenca de potencial
aparente presente entre os lados intra e extracelulares da membrana plasmatica;

3. As toxinas estariam alterando cargas que se movem e que S0 importantes para a

inativacao do canal.

Se existisse um efeito devido as cargas de superficie (screening), o deslocamento resultante
seria para valores positivos, ja que em pH fisioldgico as toxinas tem carga positiva, aumentando
ainda mais a diferenca de potencial entre as superficies externa e interna da membrana celular.
Como foi visto, o deslocamento aconteceu para valores mais negativos, entdo podemos excluir a
hipotese 2. As curvas de dependéncia da concentragcdo da PnTx2-5 (bem como da PnTx2-6 em
musculo esquelético) nos mostram que, mesmo na saturacéo, parte dos canais se comporta como se
ndo tivessem sido modificados, o que reforga a hipotese 1. Vara verificarmos a hipotese 3 seriam
necessarios experimentos medindo correntes de gating, que ndo foi possivel devido a limitagdes
técnicas. Ndo podemos afirmar com seguranga, mas as evidencias apontam para a 1* hipétese,
porque héa o deslocamento do valor de Vh e nem todos os canais sdo alterados. E esperado que,
havendo uma mistura de canais que foram mais deslocados que outros (modificados e néo
modificados) o valor de kh estaria maior. A recuperacdo do valor de kh ap6s a lavagem é
consistente com esta hipétese. Em relacdo ao efeito da PnTx2-6 em células GH3 néo foi possivel
avaliar as proporcoes de canais modificados ou ndo pela toxina, porém o valor do parametro kh
variou com a concentragdo de PnTx2-6, desta forma, podemos considerar a mesma hipdtese nesta

situacéo.

A andlise da recuperacdo da inativacdo mostrou que somente a PnTx2-6 modificou esta
curva, acelerando-a, tanto nos experimentos em musculo esquelético de rd, quanto para aqueles
feitos em células GH3. E curioso o fato da PnTx2-5 néo ter afetado esse parametro, visto que ela
possui uma grande propor¢do de canais que ndo inativaram (componente ‘c’) na curva do estado
estacionario da inativacdo. Necessitando de menos tempo para esta transi¢do, um circuito neural
pode disparar com maior frequéncia, o que explica, juntamente com o0s outros resultados, os

sintomas excitatorios da injecdo de PnTx2-6.

Ambas as toxinas analisadas modificaram a cinética de inativacdo da corrente de sddio nas

duas preparacdes estudadas. A PnTx2-6 age diferencialmente dependendo do tipo celular. No
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musculo esquelético de ra ela induziu o aparecimento de um componente exponencial adicional,
mais lento, sem alterar o componente répido. Enquanto nas células GH3 também houve o
aparecimento de um componente mais lento, porem o componente rapido também se tornou
progressivamente mais lento com o aumento da concentragdo da toxina, 0 que ndo aconteceu em
musculo esquelético. Seria possivel admitir que o aumento da constante de tempo répida da
corrente de sodio das células GH3 fosse um reflexo do aumento de tempo necessario para se atingir
0 pico da corrente de s6dio, 0 que ndo acontece na preparagdo muscular. No entanto, o aumento da
constante de tempo rapida também foi observado em potenciais mais despolarizados, como o de 40
mV, no qual a velocidade da ativacdo esta préxima do méximo e o tempo para o pico eh menor do
gue aquele a 0 mV no controle. Isto significa que esta hipotese estd incorreta, e que a toxina

PnTx2-6 modifica, de fato, a constante de tempo lenta.

Analisando os dados como um todo, podemos verificar que o efeito da PnTx2-5 sobre os
canais de sodio de células GH3eh, primariamente, sobre a cinética de inativacdo. O efeito sobre o
deslocamento da dependéncia de voltagem da curva de ativagdo parece ser um reflexo do
deslocamento espontdneo dependente de tempo de whole-cell. Podemos, entdo, dizer que
eletrofisiologicamente, a PnTx2-5 é uma toxina do tipo o tipica. Nas mesmas células, a ligacdo da
PnTx2-6 ao seu sitio modifica mais profundamente os canais de sodio, modificando ndo somente a
cinética de inativacdo da corrente, mas também tornando a recuperagdo da corrente de s6dio mais
rapida, e mais lento o tempo necessario para se atingir o pico da corrente. Nas duas situagdes
parece haver um deslocamento da dependéncia de voltagem do estado estacionario da inativacdo
para valores mais negativos. Em musculo esquelético, a PnTx2-6 modifica os canais de sédio de
forma diferente que em células GH3. Isto ndo é surpresa, ja que as espécies moleculares dos canais
existentes nestas preparacoes sao diferentes, havendo aminoacidos diferentes ndo somente no sitio

receptor da toxina.

Sem duvida uma pergunta inevitavel seria: o que explicaria as diferengas entre os efeitos da

PnTx2-5 e da PnTx2-6sobre os canais de sodio se elas se diferem em somente cinco aminoacidos?

Como pode ser visto na figura 3, a PnTx2-6 e a PnTx2-5 diferem nos seguintes

aminoacidos:
Posicdo do residuo PnTx2-6 PnTx2-5
9 Prolina (CCC¥*) Treonina (ACC*¥*)
12 Glutamato (GAA¥*) Valina (GTA**)
35 Tirosina (TAC*) Asparagina (AAC**)
37 Triptofano (TGG¥*) Leucina (TTG**)
45 Asparagina (AAC*) Serina (AGC*¥*)

As sequéncias de aminodcidos bem como os codons que codificam para cada um deles foram
retirados das referencias *Matavel et al., 2002 e **Penaforte, 2000.
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E sabido que a prolina possui uma importante influencia na arquitetura de proteinas, pois
seu grupo amino secundario (imino) confere rigidez a ligacdo N-Ca, o que reduz a flexibilidade
estrutural neste ponto de cadeia peptidica. Desta forma, quando substituida na sequencia de
aminodcidos, pode alterar a conformacao da toxina. A treonina € um aminoécido polar, devido ao
seu grupo hidroxila, e é possivel que ele esteja exposto ao solvente ou interagindo com algum

aminodcido hidrofilico em outra regido da molécula.

Rogers e colaboradores (1996) identificaram um residuo de glutamato entre 0s segmentos
transmembrana S3 e S4 do dominio IV (sitio 3) do canal de sddio neuronal como importante na
ligacdo das a-toxinas. Foram identificados aminoécidos béasicos presentes na superficie destas
toxinas determinantes para sua ligacdo ao canal. Existe, por exemplo, uma lisina muito conservada
nesta classe de toxinas aff (Fletcher,et al., 1997; Zilberberg et al., 1997; Hassani et al.,1999).
Parece que estes aminoacidos carregados direcionam a toxina para 0 seu sitio receptor, porem nao
sd0 0s Unicos determinantes para a interacdo toxina-canal, pois suas substituicdes alteram a
afinidade da toxina ao canal mas ndo eliminam a ligacdo da toxina ao canal de s6dio. Ambas
toxinas da aranha P. nigriventer possuem em suas sequencias de aminoacidos, quatro residuos de
lisina e dois de arginina, que podem fazer a aproximagdo da toxina ao canal.Alem dos residuos
positivos, muitos autores identificaram aminoacidos aromaticos importantes para a ligacdo das
toxinas do tipo o de escorpido aos canais de sddio, e gque estdo conservados em a-toxinas de
diferentes espécies (Fletcher et al., 1997; Zilberberg et al., 1997; Hassani et al., 1999, Sun et al.,
2003). Estes aminoacidos estdo dispostos na estrutura tridimensional da toxina formando a
chamada “superficie hidrofobica conservada”. Alem disso, estes aminoacidos sdo essenciais nao

somente para a fungdo da toxina, como também para sua estrutura (Sun et al., 2003).

Como podemos notar na tabela 6, dois aminoacidos aromaticos da PnTx2-6 foram
substituido por um aminoacido neutro e hidrofilico, e o outro hidrofébico na PnTx2-5, podendo
alterar profundamente a fungdo da toxina. A tirosina e o triptofano sdo significativamente mais
polares que a fenilalanina, devido ao grupo hidroxila da tirosina e ao nitrogénio do anel indol do
triptofano. Isso pode explicar porque os residuos de triptofano da PnTx2-6 estdo expostos ao
solvente, como foi visto na figura 20, sem que isso seja desfavoravel a estrutura. Ambos, tirosina e
triptofano, podem participar de interagdes hidrofobicas, que sdo particularmente fortes quando
aromaticos estdo reunidos um ao lado do outro (Lehninger et al., 2000). Alem disso, representam 2
ou 3 aminoacidos mais comumente encontrados em interagdes proteina —proteina (Bogan & Thorn,
1998).

Como vimos na figura 3, a PnTx2-6 possui a seguinte sequencia entre os aminoacidos 35 e
41: YFWIAWY, enquanto a PnTx2-5 possui NFLIAWY. Comparando as duas sequencias,

podemos notar que a PnTx2-6 possui grande numero de amino&cidos aromaticos (sobretudo
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tirosina e triptofano) proximos na sequencia de aminoécidos, e em ambiente apolar. Isso nédo
significa que estes aminoacidos estejam expostos na estrutura terciéria da toxina. Entretanto, nossos
dados mostraram que os triptofanos estdo expostos ao solvente (figura 20A), que a PnTx2-6 possuli
Ko s trés vezes menor que a PnTx2-5. Assim é possivel que estes aminoacidos aromaticos realmente
estejam participando da ligacéo das toxinas ao canal de sddio, determinando a maior afinidade da
Pntx2-6 e a forte ligagdo desta toxina ao seu sitio receptor, que néo se desliga do canal mesmo com
fortes despolarizagdes (figura 16). Estes aminoacidos aromaticos devem participar da “superficie
hidrofébica conservada” da PnTx2-6 e devem ser cruciais para a determinar a diferenca de

afinidade das duas toxinas estudadas.
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Figura 22: Gréfico de hidropaticidade da PnTx2-5 e da PnTx2-6. O gréfico foi construido segundo Kyte
& Doolittle (1982), utilizando uma janela de 5 aminodcidos. Valores positivos representam carater
hidrofébico, e negativo, hidrofilico. O traco vermelho representa a toxina PnTx2-6 e o preto, PnTx2-5.

O gréfico de hidropaticidade mostrado na figura 22 (construido usando os indices de Kyte
& Doolittle, 1982), que compara as duas toxinas, PnTx2-5 e PnTx2-6, mostrando que diferem
quanto ao seu carater polar, basicamente, nas extremidades da cadeia peptidica. Podemos notar
também que, de modo geral, a PnTx2-6 é mais hidrofilica que a PnTx2-5, de forma que a presenca
dos aminoacidos aromaticos na posi¢do 35 e 37 da PnTx2-6 ndo foi suficiente para romper esta

caracteristica.

A substituicdo da serina por asparagina pode ter um efeito menos drastico na
estrutura/funcdo das toxinas da aranha Phoneutria nigriventer, sendo que ambos sdo aminoacidos

polares nédo carregados.
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E bastante interessante notar que todas estas substituicGes de aminoacidos ocorreram em
decorréncia da alteragdo de uma Unica base nitrogenada no codon que codifica para cada
aminoécido (Matavel et al., 2002; Penaforte, 2000), e que, exceto na ultima substituicdo ha sempre
troca de uma purina (A e G) por uma pirimidina (C e T) ou vice-versa, sugerindo que estas toxinas

possuem um ancestral comum.

A estrutura tridimensional de vérias toxinas de aranha, que agem em diferentes canais
ibnicos, tem sido determinada por ressonéancia nuclear magnética, como, por exemplo, as toxinas
w-atracotoxina (Fletcher et al., 1997a), 3-atracotoxina-Arl (robustoxina) (Pallagy et al., 1997), -
atracotoxina-Hv1 (versutoxina) (Fletcher et al., 1997b), m-agatoxina-IVA (Reily et al., 1994) e IV
(Yu et al., 1993), n-agatoxina —I (Omencinsky et al., 1996), huwentoxina-1 (Qu et al., 1995; 1997)
e hanatoxina-1 (Takahashi et al., 2000). Todos estes peptideos possuem um motivo estrutural
comum, existente nas toxinas do tipo a de escorpido (Housset et al., 1994; Sun et al., 2003),
composto por 3 fitas § antiparalelas, estabilizadas por pontes dissulfeto internas (Pellaghy et al.,
1993) (figura 20). Neste motivo, quatro elementos estruturais estdo presentes: a fita 31 conectada a
fita BIl por uma alca ou uma pequena o hélice, uma volta B e a terceira fita-B. Este motivo
estrutural parece ser bem conservado ao longo da evolugéo, pois mesmo toxinas de diferentes filos,
que possuem pouca ou nenhuma similaridade na sequencia primaria e que agem em diferentes tipos
de canais i6nicos, conservam este motivo (figura 22) (Pellaghy et al., 1993; Escoubas et al., 2000).
Um padrdo comum também foi visto em relagéo as pontes dissulfeto, que sdo formadas entre as

cisteinas I-1V, 11-V e 11-VI, para as toxinas com 3 pontes dissulfeto (Escoubas et al., 2000).

A anélise do espectro de dicroismo circular mostrou que a PnTx2-6 possui uma estrutura
secundaria onde h& predominéncia de folhas-f3 e estrutura randdémica, e baixa proporcédo de a-
hélice. Alem disso, este espectro foi semelhante ao publicado por outros pesquisadores (Zilberberg
etal., 1997; Sun et al., 2003), que mostraram, também, as estruturas cristalograficas ou modelagem
por homologia, das toxinas do tipo o-like BmK M1(do escorpido Buthus martensii Karsch) ou
LghalT (do escorpido Leiurus quinquestriatus hebraeus), mostrando uma estrutura com

predominancia de folhas-3 e uma pequena a-hélice entre as folhas 1 e BII.

Comparando nossos dados com os da literatura, sugerimos que a toxina da aranha
Phoneutria nigriventer, PnTx2-6, possui estrutura terciaria definida, com predominéancia de folhas-
B, provavelmente dispostas como as folhas-f3 das toxinas de aranhas e escorpifes publicadas até o

momento.
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Figura 23: Modelo estrutural das toxinas de escorpido e aranha. A. Padrdo de estrutura terciaria e pontes
dissulfeto encontrado em diversas toxinas de aranha e escorpido. B. Bmk M1: toxina do tipo o do escorpido
Buthus martensii Karsh; Versutoxina: toxina tipo o da aranha Hadronyche versutus; m-agatoxina IVA:
toxina da aranha Agenelopsis aperta que agem em canal de calcio.
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