Resumo

A toxina PnTx1 representa aproximadamente 0,45% da proteina total do
veneno da aranha Phoneutria nigriventer e foi expressa em forma
recombinante (rPnTx1). Por causa de seus efeitos fisiolégicos semelhantes aos
da PnTx1, a rPnTx1 torna-se uma nova e interessante ferramenta para o
estudo da fisiologia molecular dos canais de sédio. O objetivo do presente
estudo € caracterizar o efeito eletrofisiolégico da rPnTx1 em diferentes
isoformas dos canais de sodio ativados por voltagem de mamiferos e
artropodes. Para experimentos eletrofisiologicos com neurdnios dos Ganglios
da Raiz Dorsal de ratos, era utilizada a técnica de patch clamp na modalidade
whole cell. Ocorreu inibicao das correntes de sodio de 38,4+6,1% em perfusao
com solugao contendo 1,5 pM de rPnTx1. Para o registro das correntes ibnicas
em ovécitos de Xenopus laevis, foi utilizada a técnica de voltage clamp com
dois microeletrodos. Apés testar o efeito da rPnTx1 em diferentes isoformas de
canais de sodio ativados por voltagem, a seguinte ordem de seletividade foi
encontrada: rNay1.2 > rNay1.7 = rNay1.4 > rNay1.3 > mNay1.6 > hNay1.8.
Nenhum efeito foi observado na isoforma hNay1.5 e em isoformas de canais
provenientes de artrépodes. A dependéncia de concentracao da rPnTx1 foi
comparada com a toxina nativa na isoforma rNay1.2, mostrando a mesma
inibicdo maxima (PnTx1: 85 + 0,8%; rPnTx1: 83,3 + 1,9%), mas o ICsy da toxina
recombinante (ICsp: 33,7 nM) é significativamente menor que o ICso de toxina
nativa (ICso: 104,8 nM). Por ter uma alta seletividade relativa para canais de
sédio neuronais, a rPnTx1 torna-se uma ferramenta importante para estudos

estruturais e farmacoldgicos.
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Abstract

Toxin PnTx1 represents approximately 0.45% of the total protein of the spider
Phoneutria nigriventer venom’s and was expressed in recombinant form
(rPnTx1). Because of its physiological effects similar to PnTx1, rPnTx1
becomes a new interesting tool for study of the molecular physiology of sodium
channels. The aim of this study is characterize electrophysiologicaly the effect
of rPnTx1 in different isoforms of sodium channels of mammals and arthropods.
To measure the sodium current in DRG, the patch clamp technique was used in
the modality of whole cell. The inhibition of sodium currents was 38,4 + 6,1%
when perfused with solution containing 1,5 uM rPnTx1. In Xenopus oocytes,
two-electrode voltage clamp recordings were performed. The observed order of
potency for rPnTx1 was rNay1.2 > rNay1.7 = rNay1.4 > rNay1.3 > mNay1.6>
hNay1.8 while no effect was seen on hNavi1.5 and arthropod isoforms. The
concentration-dependence of rPnTx1 inhibition was compared with that of the
native toxin in the isoform Nay1.2 and showed the same maximal effect (PnTx1:
85 + 0,8%; rPnTx1: 83,3 + 1,9%), whereas the ICsy of the recombinant toxin
(ICs0: 33,7nM) was significantly lower than the ICso of native toxin (ICs0:104,8
nM). For its high relative selectivity to neuronal type sodium channels, rPnTx1

becomes an important tool for structural and pharmacological studies.
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Introducao

Canais de sodio ativados por voltagem

Canais de soddio ativados por voltagem formam uma superfamilia de
proteinas transmembranas que atuam na sinalizacdo elétrica e homeostase
ibnica em células eletricamente excitaveis. Por terem alta seletividade aos ions
sédio e por seu mecanismo de abertura ser dependente de potencial, eles tém
a funcao de iniciar e propagar o potencial de acao. Esse canal é formado por
uma subunidade a de 220-260 kDa que pode estar associada a uma ou mais

subunidades B (B1-4) (Catterall, 2000; Catterall et al 2007).

A subunidade a é suficiente para a expressao funcional do canal de
sédio (Figura 1C). Essa subunidade é constituida de 4 dominios homélogos
com 6 segmentos transmembrana (S1-S6) cada (Figura 1A). A alca reentrante
entre os segmentos S5 e S6 (denominada alca p) forma a porgcao extracelular
do poro condutor enquanto os segmentos S6 e S5 formam a porcao
intracelular. O filtro de seletividade do canal de so6dio esta intimamente
relacionado ao motivo altamente conservado DEKA (D: Aspartato; E:
Glutamato; K: Lisina; e A: Alanina) localizado nas al¢as p dos dominios |, Il, 1lI

e IV do canal, respectivamente (Favre et al, 1996).

Os segmentos S4 possuem motivos com residuos de aminoacidos

carregados com cargas positivas, entremeados com 2 residuos hidrofébicos,

que movem para o lado extracelular em resposta a despolarizacao da
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membrana. Dessa forma, produzem uma modificagdo conformacional no canal
que abre o poro condutor (Catterall et al, 2007) sendo, portanto, os sensores de
voltagem do canal. Enquanto o movimento dos segmentos S4 dos dominios 1,
2 e 3 estao relacionados com a ativacdo do canal, o0 movimento do S4 do
dominio 4 esta relacionado a inativacdo (Chanda & Bezanilla, 2002; Campos et
al, 2008). Tanto a ativagcdo quanto a inativacdo do canal sdo processos que

dependem de tempo e voltagem.

Além disso, entre 0 segmento S6 do dominio 3 e 0 segmento S1 do
dominio 4, existe uma alga intracelular na qual encontra-se o motivo IFM (I:
Isoleucina; F: Fenilalanina; e M: Metionina). O movimento dessa al¢a causa a

inativacao rapida do canal (West et al, 1992).

A cinética e a dependéncia de voltagem da abertura do canal sao
modificadas pela subunidade B e essas subunidades auxiliares estao
envolvidas na localizagdo e interagao celular como moléculas de adesdo a
matriz extracelular e citoesqueleto intracelular (Catterall et al, 2005). As
subunidades B (1-4) possuem 33-36 KDa e se apresentam como um Unico
segmento transmembrana e um curto segmento C-terminal intracelular

(Catterall et al, 2007).
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Figura 1: Estrutura dos canais de sodio ativados por voltagem. (A) Representacido
bidimensional da subunidade a dos canais de sédio ativados por voltagem ilustrando sua
topologia na membrana junto com a subunidade 1. A subunidade a é composta por 4
dominios. Cada dominio contém 6 segmentos transmembrana (1-6). Os segmentos formadores
de poro e sensores de voltagem estdo em amarelo e vermelho, respectivamente. Os locais de
fosforilagdo estdao representados por circulos azuis e diamantes amarelos. O motivo de
inativagdo e seu receptor estdo identificados por circulos verdes e estrelas azuis,
respectivamente. O filtro de seletividade ibnica estd mostrado por circulos pretos. (B)
Representagao esquematica do formato da subunidade a formando o poro condutor do ion
sodio (Ekberg & Adams, 2006). (C) Elementos estruturais do canal de s6dio Nayab Um dominio
tem os seus 6 segmentos transmembranas realgados por cores (1-6, segmentos
transmembranas S1-S6). Em azul o segmento S1 com o N terminal (S1N). P e P2 hélices
formadoras do poro. “linker” significa a alga de ligagao entre os segmentos S4 e S5. As
estruturas mais préximas ao dominio do sensor de voltagem foram removidas para melhor
visualizagao (Payandeh et al, 2011).
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Foram identificados e funcionalmente expressas 9 isoformas de canais
de sddio em mamiferos. Todos apresentam mais de 50% de identidade na sua
sequéncia de aminoacidos nos dominios transmembrana e extracelular (Godin
et al, 2000; Catterall et al, 2005). Contudo, possuem caracteristicas biofisicas e

farmacoldgicas distintas como pode-se observar na tabela 1.

Em relacao as propriedades farmacolégicas, por exemplo, esses canais
podem ser agrupados em canais sensiveis e resistentes a Tetrodotoxina (TTX)
como pode-se observar na tabela 1. A TTX foi a primeira neurotoxina descrita
como ligante especifico de canais de sédio. Essa toxina se liga a parte
extracelular do poro do canal, bloqueando a passagem de ions sédio. Os
canais Nay1.1, Nay1.2, Nay1.3, Nay1.4, Nay1.6 e Nay1.7 formam o grupo de
canais sensiveis a TTX (TTX-S), ou seja, o efeito maximo é atingido com
concentracdes nanomolares de toxina. Os canais Nay1.5, Nay1.8 e Nay1.9
formam o grupo dos canais resistentes a TTX (TTX-R). Para obter o efeito
maximo da TTX, precisa-se de concentracdes 1000x maiores de toxina (Patton

& Goldin, 1991; Ekberg & Adams, 2006).

Outra caracteristica que torna esses canais potenciais alvos de
farmacos, € a expressao das diferentes isoformas de forma heterogénea nos
tecidos do organismo. Por exemplo, como se pode observar na tabela 1, a
isoforma Nay1.5 esta prioritariamente presente em musculo cardiaco enquanto
o Nay1.4 é tipico de musculo esquelético. As isoformas Nay1.8 e Nay1.9 séo
encontrados no sistema nervoso periférico particularmente em neurdnios

sensitivos (Godin et al, 2000; Catterall, 2000). Alteracdes no funcionamento e
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na expressao desses canais podem levar a diversas patologias como arritmias

cardiacas, epilepsia e dor crénica (Catterall, 2000; Ekberg et al, 2006; England

& Groot, 2009).

Tabela 1: Caracteristicas das diferentes isoformas do canal de sdédio ativado
por voltagem de mamiferos

Isoforma do Local primario de | Concentracao | Voltagem na Voltagem na
Canal de Sédio | expressao de toxina qual 50% dos qual 50% dos
para obte-se | canais se canais se
50% do efeito | encontram no encontram no
maximo (IC5,) | estado ativado- | estado
V, inativado- V,,
Nay1.1 Sistema  Nervoso TTX-S -33 mV 72 mV
Central; Neurdnios 6 nM
sensitivos
Nay1.2 Sistema  Nervoso TTX-S -24 mV -53mV
Central; Neurdnios 12 nM
sensitivos
Nay1.3 Sistema  Nervoso TTX-S -23a-26mV | -65a-69 mV
Central; Neurdnios 4 nM
sensitivos
embrionarios
Nay1.4 Musculo TTX-S -26 mV -56 mV
esquelético 5nM
Nay1.5 Musculo Cardiaco; TTX-R -27 mV (com -61 mV (com
Musculo 1-2 M aspartato como | aspartato como
esquelético principal &nion principal &nion
denervado e extracelular) extracelular)
imaturo
Nay1.6 Sistema Nervoso TTX-S -17mV -51 mV
Central; Neurbnios 1 nM
sensitivos; Nodulos
de Ranvier tanto
no Sistema
Nervoso Central e
Periférico
Nay1.7 Neurdnios TTX-S -45 mV -65 mV
sensitivos; 4 nM
Neurdnios
Simpaticos;
Células de
Schwann
Nay1.8 Neurénios TTX-R -16a-21 mV -30 mV
sensitivos 60 uM
Nay1.9 Neurénios TTX-R -47a-54mV | -44a-54 mV
sensitivos 40 uM

Modificado de Catterall et al, 2005; Eckberg et al, 2006.
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Por causa da sua importancia vital em muitos aspectos da regulagcéao
celular e da transducao de sinal, canais ibnicos ativados por voltagem sao
alvos moleculares de um grande numero de toxinas biolégicas (Catterall et al,
2007). A alta afinidade e especificidade relativa das neurotoxinas as qualificam
como importantes ferramentas para o estudo dos canais de sédio, através do
entendimento dos seus mecanismos de acao e da identificacdo molecular dos

seus sitios de ligacao ao canal.

Existem 6 sitios de ligacao de toxinas na estrutura do canal de sédio de
mamiferos (Tabela 2). Cada local altera de forma distinta a fungdo do canal
podendo modificar seus parametros da ativagdo ou inativacdo ou atuar como

blogueadores de poro (Catterall et al, 2007; Cestele & Catterall, 2000).

Devido aos estudos de screening feitos com toxinas e venenos em
diferentes isoformas de canais de soédio, verificou-se que algumas delas
exibem preferéncia a determinada isoforma de canal em relacdo a outros.
Essas toxinas fornecem poderosas ferramentas para estudos de estrutura-
funcao desses canais (England & Groot, 2009). Na tabela 3, podemos observar

alguns exemplos dessas toxinas.

O veneno de aranha Phoneutria nigriventer.

Venenos de aranhas sado misturas complexas, constituidos tanto de
componentes de baixo peso molecular (ions inorganicos e sais, acidos livres,
glicose, aminoacidos livres, aminas biogénicas e neurotransmissores) quanto

de toxinas peptidicas e enzimas (Escoubas et al, 2000).
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A aranha Phoneutria nigriventer, também conhecida como armadeira ou
aranha de bananeira, é conhecida por tomar uma posicao tipica quando se
sente ameacgada. Sao bastante agressivas e ndo constroem teias. Alimentam-
se principalmente de insetos e outros artropodes. (Gomez et al, 2002; De Lima
et al, 2009). Acidentes com esses animais sdo caracterizados por intensa dor,
tremores, convulsdes, lacrimagdo, paralisia espastica, priapismo, salivagao,

arritmia cardiaca, disturbios visuais e suor frio (Diniz et al, 2006).

Tabela 2: Sitios de ligacdo de neurotoxinas em canais de sddio ativados por
voltagem de mamiferos.

Sitio de ligacao Neurotoxina Efeito funcional

Sitio 1: IS5-S6, 11IS5-S6, Tetrodotoxina, Saxitoxina, u-  Bloqueio de Poro

111S5-S6, IVS5-S6 conotoxina

Sitio 2: I1S6, IVS6 Batrachotoxina Persistente ativacao; Desloca
Veratridina; Grayanotoxina; o potencial da ativagéo para
Aconitina potenciais hiperpolarizados e

blogqueio da ativagéo

Sitio 3: IS5-1S6, 1VS3-S4, «a- toxina de escorpido; toxina Lentificagcdo da inativagao

IVS5-S6 de anémona marinha;
Atrachotoxina
Sitio 4: 11IS1-S2, 11S3—4 B- toxina de escorpiao Desloca o potencial da

ativagdo para potenciais
hiperpolarizados

Sitio 5: IS6, IVS5 Brevetoxina; Ciguatoxina Desloca o potencial da
ativagao para potenciais
hiperpolarizados e bloqueio
da inativacao

Sitio 6: IVIS3—4 O- conotoxina Lentificacao da inativacao

Modificado de Cestele & Catterall, 2000/ Catterall et al, 2007

Em seu veneno foram inicialmente identificadas 4 fracdes com atividade
toxica sendo as fragdes 1, 2 e 3 ativas em mamiferos enquanto a fracao 4 é
ativa também em insetos (Rezende Jr et al, 1991, Figueiredo et al, 1995). A
fracdo 2 contém toxinas que modificam a cinética de inativacdo de canais de
sédio (Matavel et al, 2009). Ja a fracao 3 é mais complexa em sua composicao
e contém toxinas que atuam em canais de calcio e de potassio (Kushmerick et

al, 1999; Leéo et al, 2000) A fracao 4 tem toxinas que sao toxicas para insetos
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e parece agir no sistema nervoso periférico na liberacao de glutamato em
juncdes neuromusculares desses animais (Figueiredo et al, 1995; Figueiredo et
al, 1997). Essa fracdo também é constituida por toxinas que apresentam efeito
na liberacao de glutamato em sinaptossomas de ratos (Mafra et al, 1999). As
toxinas presentes nessas fracbes possuem padrées bem conservados de
cisteinas na sequéncia de aminoacidos que as caracterizam (Richardson et al,

2006).

Tabela 3: Toxinas que apresentam seletividade relativa as isoformas de canais
de sbdio.

Toxina (espécies) Efeito Funcional (Seletividade)

I-conotoxina RXIA Modifica a dependéncia de voltagem da
ativagao para potenciais hiperpolarizados.
rNay1.6 > rNay1.2 > rNay1.7.

Sem efeito: rNay1.1, rNay1.3, rNay1.4,
rNay1.5, TTX-R

p-conotoxina TIHIA Inibe a corrente de sédio
rNay1.2 ~ =rNay1.4
Sem efeito: rNay1.3, hNay1.5, hNay1.7,
hNay1.8

p-conotoxina KIIIA Inibe a corrente de sédio
rNay1.2 > rNay1.4 > rNay1.7 > rNay1.1 >
rNay1.3 > rNay1.5

p-conotoxina GIIIA/B Inibe a corrente de sédio
rNay1.4 >> hNay1.4 > hNay1.5
pMO-conotoxina MrVIB Inibe a corrente de sédio
hNay1.8 > rNay1.2, rNay1.3, hNay1.5
ProTxll Inibe a corrente de sédio

hNav1 7> hNav1 6> hNav1 5> hNav1 .8

Inibe a corrente de sodio, modifica a

Ceratotoxin1 dependéncia de voltagem da ativagao
Ceratotoxin2 rNay1.2 > hNay1.5 > rNay1.1 > rNay1.4
Phrixotoxina rNay1.2 > rNay1.3 > rNay1.1 =rNay1.4
>hNay1.5
rNay1.2> rNay1.3 > hNay1.5 > rNay1.4 >
rNay1.1
Jingzhaotoxina-XI Inibe a corrente de sédio, pequena

modificagao despolarizante no limiar de
ativacao de Nay1.5, canais sensiveis a TTX
INa (DRG de ratos) > rNav1.5
(cardiomiécitos)

Huwentoxina-IV Inibe a corrente de sodio
hNay1.7 > rNay1.2 > rNay1.3 >> hNay1.5 >
rNay1.4

Modificado de England & Groot, 2009.
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A toxina PnTx1

A toxina PnTx1 foi purificada e sequenciada da fracdo 1 do veneno da
aranha armadeira por Diniz et al, 1990. Ela possui 78 residuos de aminoacidos,
sendo 14 residuos de cisteinas, e sua massa molecular corresponde a 8598,8
Da. Representa cerca de 0,45% do total de proteinas do veneno. Quando
injetada por via intracerebroventricular em camundongos, leva a excitagéo,
paralisia espastica e morte desses animais, com uma LDsy de 0,05 mg/kg

(Diniz et al, 1990, Diniz et al, 2006).

Segundo Richardson et al, 2006 a sequéncia de aminoacidos da PnTx1
apresenta aproximadamente 40% de homologia com a w-Agatoxina IlIA do
veneno da aranha A. aperta, a qual é antagonista de canais de calcio tipo N e L
(Venema et al, 1992). Nesse sentido foram feitos estudos para analisar o efeito
da toxina em canais de calcio através de experimentos de ligacao (Santos et al,
1999) e eletrofisiolégicos (Gouvéa dos Santos et al, 2006). Os registros
eletrofisiologicos mostraram um bloqueio de 40% das correntes de calcio de

células GHS3.

Contudo em ensaios nos canais de sédio Nay1.2 expressos em células
CHO, essa toxina mostrou um efeito inibitério dependente do potencial de
membrana (Martin-Moutot et al, 2006). Nesse estudo os autores mostraram
que a toxina compete em ensaios de ligagcdo com a p-conotoxina, uma toxina
blogueadora de canais de so6dio, e atribuiram o efeito nos canais de calcio a

uma contaminacédo de 5% da amostra com uma toxina da fracdo 3 (PnTx3-3)
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conhecida na literatura como bloqueadora de canais de calcio ativados por
voltagem (Ledo et al, 2000). A identificagdo da contaminagéo foi feita utilizando
a andlise comparativa da sequéncia de aminoacidos da porcao N-terminal das
toxinas. Martin-Moutot et al, 2006, afirmaram que, em experimentos de
imunoprecipitacdo, a PnTx1 ndo se liga aos canais de célcio, contudo os

experimentos nao foram mostrados.

A toxina recombinante rPnTx1

Apesar de serem ferramentas interessantes para o estudo de estrutura e
funcado de canais ibnicos, 0 uso de toxinas purificadas de venenos de aranha
apresenta algumas limitacdes importantes. Um dos principais problemas é a
dificuldade de se obter grande quantidade de material. A ferramenta de
clonagem molecular, caracterizando e expressando os genes que codificam
essas toxinas pode solucionar esse problema. Além de permitir a obtencao da
toxina livre de contaminacao, essa metodologia permite fazer mutagdes sitio-
dirigidas na sequéncia de aminoacidos. A limitagdo desse método,
especialmente para toxinas de aranha, é que frequentemente a sua expressao
gera peptideos com conformagdes diferentes da nativa e com pouca ou

nenhuma atividade.

A toxina PnTx1 foi expressa em forma recombinante por Diniz et al, 2006
(Tabela 4). Ela apresenta 3 aminoacidos a mais na sua sequéncia sendo uma
alanina e metionina no N-terminal e uma glicina no-C terminal. Com isso, sua

massa molecular apresenta-se maior que da toxina nativa (MM: 8858,13 Da). A
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toxina recombinante tem perfil cromatografico semelhante ao da nativa, bem
como mesma atividade biolégica quando injetada via intracerebroventricular em
roedores (elevacdo de cauda, excitagdo, salivacdo e paralisia espastica),
reatividade imunolégica e capacidade de ligagdo a receptores em

sinaptossomas de cérebro de rato.

Tabela 4: Sequéncia de aminoacidos da PnTx1 e da rPnTx1

Toxina Sequiéncia de aminoacidos Massa
Molecular
PnTx1 AELTSCFPVGHECDGDASNCNCCGDDVYCGCGWGRWNCKCKVADQSYAYG 8598.80
ICKDKVNCPNRHLWPAKVCKKPCRRNCG
rPnTx1  AMAELTSCFPVGHECDGDASNCNCCGDDVYCGCGWGRWNCKCKVADQSYA 8858.13

YGICKDKVNCPNRHLWPAKVCKKPCRRNCGG
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Justificativa

O entendimento da estrutura e das fungoes fisioldgicas dos canais de
sédio é crucial, uma vez que seu funcionamento € importante para funcées
vitais. Devido a sua alta seletividade, muitas neurotoxinas constituem uma
ferramenta poderosa para estudar esses canais, através do conhecimento do
seu modo de acao e da identificacdo dos sitios moleculares envolvidos na sua
ligagao aos canais ibnicos. Nove isoformas de canais de sédio de mamiferos ja
foram identificadas e as toxinas tornam-se ferramentas preciosas para

distinguir e para revelar as propriedades Unicas de cada isoforma.

Estudos eletrofisiolégicos e de ligacdo em canais Nay1.2 com a toxina
PnTx1 mostraram que ela bloqueia correntes de sédio de maneira estado-
dependente e compete na ligagdo com a p-conotoxina, mas ndo com a
tetrodotoxina. Apesar de apresentar efeitos fisioldgicos semelhantes a toxina
nativa, nenhum estudo eletrofisioldégico foi feito com a toxina recombinante.
Além disso, uma vez que a toxina recombinante é livre de contaminagdo com
outras toxinas, permite que sejam feitos experimentos para certificar se ela
atua ou ndo em canais de calcio. Por abrir novas perspectivas, inclusive de
mutacdes sitio-dirigidas, essa toxina torna-se uma nova ferramenta molecular

para o estudo de canais de sédio.
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Objetivo

Verificar o efeito da toxina recombinante rPnTx1 em diferentes isoformas

de canais de sédio ativados por voltagem.

Objetivos especificos

- Caracterizar eletrofisiologicamente do efeito da rPnTx1 em diferentes

isoformas de canais de sodio ativados por voltagem em ovécitos de Xenopus

laevis, neurbnios dos Ganglios da Raiz Dorsal de ratos e células de cultura

imortalizadas.

- Comparar o efeito da rPnTx1 com o efeito da toxina nativa em canais de sodio

expressos em ovocitos de Xenopus laevis.

- Comparar parametros estruturais da rPnTx1 com a PnTx1 através de

experimentos de dicroismo circular.

- Verificar o efeito da toxina rPnTx1 em canais de célcio ativados por voltagem

expressos em neurdnios dos Ganglios das Raizes Dorsais de ratos.
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Materiais e Métodos

Expressao da toxina recombinante

O protocolo a seguir foi determinado por Diniz et al, 2006 e modificado
por Torres et al, 2010. O vetor de expressao pET32c(+) apresenta o promotor
do fago T7, portanto a ativacdo da sintese da T7 polimerase pelo indutor leva a
expressao dos peptideos recombinante. Esses peptideos originados pelo vetor
contém uma sequéncia de seis histidinas na por¢cao N-terminal (histag), o que
permite a purificacdo do peptideo por cromatografia de afinidade em uma
coluna carregada com o cation metélico Ni** (IMAC, Immobilized metal ion
affinity chromatography). Dessa forma, células de E. coli da linhagem
BL21(DE3)pLysS, transformadas com o DNA plasmidico recombinante pET-
32c(+)-Tx1 (a transfeccao era possibilitada apds a exposicdo das bactérias a
uma solugao salina de cloreto de s6dio) eram inoculadas em meio de cultura
LB suplementados com ampicilina/cloranfenicol (100 ug/ml; 34 pg/ml) As
culturas cresciam por 16h. Dez ml do pré-in6culo eram inoculados em 240 ml
de meio LB, suplementado com os mesmos antibibticos, e cresciam sob
agitacao constante de 250 rpm até DOggonm entre 0,6 — 1,0. A producao do
peptideo recombinante foi induzida pela adicdo de isopropyl-b-D-
thiogalactopyranoside (IPTG) na concentragao final de 1 mM com incubacéo a
23°C por 16h. Posteriormente, as células eram centrifugadas a 3.000 g
(Beckman CS-6R) por 30 min, a temperatura ambiente e o sedimento
submetido a congelamento por 20 min, seguido de descongelamento por 20

min. O precipitado viscoso era ressuspenso em uma solucdo de tampao de
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ligagéo (0,03 M imidazol, 0,5M NaCl e 0,02 M fosfato de sodio, pH=7,4). O
rompimento celular era concluido por sonicacdo a 60 Hz (3 ciclos de 1 min).
Uma centrifugacdo a 12.500 g (Beckman J2-MC Rotor JA-20) por 10 min
possibilitava recolher o sobrenadante, que era utilizado para analises nos

procedimentos de purificagao.

Esse sobrenadante continha as proteinas do extrato celular e a toxina
recombinante rPnTx1 em fusdo com a proteina tiorredoxina (Trx), uma cadeia
polipeptidica composta por seis histidinas, sitios de clivagem para a enzima
enteroquinase e outros residuos excedentes, estrutura aqui denominada de
Trx-Histidina-Tx1. Essa foi aplicada em uma coluna de afinidade do tipo
HisTrap™ HP Chelating HP 1 ml (Ni Sepharose™ Alta Performance -
Amersham Biosciences), carregada com ions Ni?* imobilizados e equilibrada
com o tampao de ligacdo. A cromatografia era realizada em aparelho HPLC
(sistema AKTA Purifier 10, Amersham-Pharmacia Upsala, Suécia), controlado
pelo software UNICORN 4.11 com um gradiente linear (0-100%) de tampao de
ligagao (A) (20 mM NaHPO4, 0,5 mM NaCl, 30 mM Imidazol, pH=7,4) e elui¢cao
(B) (20 mM NaHPO,, 500 mM NaCl, 500 mM Imidazol, pH=7,4), numa
extensdo de 22 ml. Fracdes de 1 ml eram coletadas em um fluxo de 1Tml/ min e

o perfil de absorbancia era acompanhado por leituras a 280 nm (Figura 2).
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Figura 2: Figura representativa obtida através Cromatografia de afinidade de uma
amostra contendo rPnTx1. Protocolo experimental representado pela linha pontilhada. A
esquerda: O perfil de absorbancia foi acompanhado por leituras a 280 nm. A direita: gradiente
de concentragao do tampéao B. O pico em 100% de tampéo B representa a saida da rPnTx1.
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A fracdo obtida na etapa anterior era submetida a cromatografia de
filtracdo em gel em sistema de HPLC, utilizando coluna Hitrap™ HP Desalting 5
ml (Sephadex™ G-25 Superfina - Amersham Biosciences). A coluna era
previamente equilibrada com tampao Tris 0,025 M e as proteinas eluidas com o
mesmo tampao, em um fluxo de 1ml/min. Fragées de 1ml eram coletadas. O

perfil de absorbancia foi acompanhado por leituras a 280 nm (Figura 3).
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Figura 3: Figura representativa obtida através Cromatografia de gel filtracdo de uma
amostra contendo rPnTx1. O primeiro pico representa a saida da toxina rPnTx1, enquanto o
segundo pico a saida de sal da coluna cromatogréfica.
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A fragado purificada era colocada em tamp&o da enzima enteroquinase
(Novagen- 0,02 M Tris-HCL pH=7,4, 0,05 M NaCl, 0,002 M CaCly). Para a
clivagem piloto, eram adicionadas diferentes quantidades de enzima
enteroquinase e a reagdo era realizada a 37°C durante 16h. A analise da
clivagem era realizada por cromatografia de fase reversa. Uma vez identificado
o numero de unidades de enteroquinase eficaz para a clivagem de determinada
concentracado toxina, era entdo montada a mistura de reacdo composta de
toxina diluida em tampao de reacao na concentracao de 10 ug/upl (tampao de
reacao 10x com tris 100x concentrado; 0,5 unidades de enteroquinase diluida
em tampao 1x e agua Milli-Q®). O volume da reacao de clivagem era 50 vezes

maior que o volume da reacao piloto.

Para obter a proteina pura, a solucao contendo o peptideo recombinante
clivado era submetida a cromatografia em fase reversa em sistema de HPLC,
com coluna Sephasil Peptide C 18 5u ST 4.6/250, previamente equilibrada com
o eluente A (0,1% de TFA em agua Milli-Q®). O eluente B consiste em uma
solucdo com 0,1% TFA em ACN. Os produtos de clivagem eram eluidos
segundo o programa: 0% de Bde 0 a 12 min.; 0 a 18% de B 2 min.; 18 - 36 %
de B de 19 a 102 min.; 36 - 100% de B de 104 a 106min; 100% de B de 106 a
125 min. e 0% de B até 146 min). O fluxo era de 0,5 ml/min; fracées de 1 ml
eram coletadas e os peptideos eram detectados por absorbéncia a 214nm

(Figura 4).
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Figura 4: Figura representativa obtida através Cromatografia de fase reversa de uma
amostra contendo rPnTx1. Protocolo experimental representado pela linha pontilhada. A
esquerda: O perfil de absorbancia foi acompanhado por leituras a 214 nm. A direita: gradiente
de concentragao do eluente B. O pico em 28% de eluente B representa a saida da rPnTx1.
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Para as andlises por espectrometria em MALDI TOF/TOF MS era
utilizado um aparelho Ultraflex Il (Bruker Daltonics, Alemanha), controlado pelo
programa FlexControl 2.4.30.0 (Bruker Daltonics, Alemanha). As amostras (1
ul) eram aplicadas em uma placa MTP AnchorChip 600/384 e era adicionada
uma solugcdo de matriz (4cido a-ciano-4-hidroxicinamico) (1:1 v/v) até que
houvesse a cristalizacdo da mistura. Os espectros de MS eram obtidos em
modo positivo/refletido, com a frequéncia do laser ajustada em 50Hz (Figura 5).
Os dados eram analisados através do programa Flex Analysis 2.4 (Bruker

Daltonics, Alemanha).
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Figura 5: Figura representativa obtida através Espectrometria de massas MALDI-TOF-
TOF MS de uma amostra contendo rPnTx1. O pico a direita com a massa de 8858,1, seguido
do pico de 4429 representam a toxina rPnTx1 na sua forma protonada e biprotonada
respectivamente.
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Preparacao e armazenamento da toxina

A toxina recombinante liofiizada era ressuspendida em agua
desionizada, formando uma solucdo estoque com concentracdo de 1 mM, e
essa solucao dividida em aliquotas de 5 pl, que eram mantidas em -20°C. Apo6s
a leitura da concentracao da toxina diluida no equipamento Nanodrop (Thermo
Scientific) no comprimento de onda de 280 nm, a concentracdo da toxina foi
calculada pela férmula do coeficiente de extingao €2g0= (nUmero de W) * 5690 +
(nimero de Y) * 1280 + (ntmero de C-C) * 120. A medida que acabavam as
aliquotas, o frasco seguinte era diluido. As aliquotas da toxina eram
descongeladas na hora dos experimentos e a toxina era adicionada

diretamente na solugao extracelular.

Cultura de células dos Ganglios das Raizes Dorsais de ratos (DRG- Dorsal

Root Ganglion)

O protocolo para a obtencdo dos neurbnios DRG foi baseado no
protocolo estabelecido por Eckert et al, (1997) e modificado por Moraes et al,

(2011). As seguintes solu¢des eram usadas:

- Solucao de Ringer modificada (sem adicdo de calcio): NaCl (140,0 mM);

KCI (2,5 mM); HEPES (10,0 mM) e Glicose (7,5 mM); pH ajustado em 7,4 com

NaOH.
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- Solucao Enzimatica 1: Papaina (1 mg/ml), ativada pela adicdo de cisteina

(0,03 mg/ml) diluidas em solucao de Ringer modificada filtrada.

- Solucao Enzimatica 2: Colagenase (3 mg/ml), diluida em solugao de Ringer

modificada filtrada.

- Meio de cultura F12: com 10% V/V soro fetal bovino e
penicilina/estreptomicina na concentragdo de 100 unidades/ml de penicilina e

100 pg/ml de estreptomicina.

- Meio de cultura L15: com 10% V/V soro fetal bovino e concentracdao de 100

unidades/ml de penicilina e 100 pg/ml de estreptomicina.

Os ratos Wistar machos (220-2809g), provenientes do Centro de Bioterismo
(CEBIO) do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias
Biol6gicas da Universidade Federal de Minas Gerais, eram decapitados por
guilhotinamento. Dos DRG obtidos cirurgicamente eram removidos
manualmente o excesso de tecido conjuntivo € as meninges, colocados em
solucdo de Ringer modificada e submetidos ao tratamento enzimatico. Os
ganglios eram incubados a 37°C em tubos de 15 ml contendo 3 ml da solugéao
enzimatica 1 por 20 min. Em seguida, eram centrifugados por 30 segundos e o
sobrenadante era descartado. Era adicionada ao tubo a solucao enzimatica 2 e
a mistura incubada e centrifugada conforme descrito anteriormente. Apds o
descarte da solugao, eram adicionados 3 ml do meio de cultura F12 para lavar

0s ganglios e interromper a acdo enzimatica. Entdo, centrifugava-se e
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descartava-se o sobrenadante novamente. Adicionava-se 1 ml do meio F12 e
iniciava-se a dissociacdo mecéanica com pipetas Pasteur de vidro com as
pontas polidas (diametro interno final em torno de 2 mm). Eram colocados 500
ul do meio contendo as células isoladas em laminulas de vidro autoclavadas e
colocadas em placas de Petri (25 mm de diametro). As laminulas eram
previamente cobertas com solucao de poli-L-lisina (20 pg/ml) e mantidas a 4°C
por no minimo 12 horas. Apds esse periodo, eram lavadas com agua
desionizada estéril e estocadas a 4°C. Para o plaqueamento, as laminulas
eram cobertas com laminina (20 mg/ml) diluida em solucdo de Ringer
modificada por 6 horas. O excesso de laminina era retirado antes do
plagueamento dos neurbnios. As placas de Petri com as células eram
colocadas na estufa (37°C, 5% CO_, 100% de umidade relativa) para a adesao
dos neurénios as laminulas. Apds 2 horas, eram adicionados 2 ml de meio de
cultura L15 as placas e essas placas eram mantidas a temperatura ambiente

por 24 horas para a realizacdo dos experimentos.

Para os experimentos eletrofisioldgicos, utilizamos a técnica de patch
clamp, na modalidade whole-cell. Os experimentos eram realizados a
temperatura ambiente (20 — 25°C) em uma mesa antivibratéria (MTC-USA),
com visualizacdo em microscépio invertido Nikon (Japan) cercado por uma
gaiola de Faraday devidamente aterrada com o objetivo de evitar a presenca
de interferéncia eletromagnética. As correntes eram registradas através de um
amplificador (Axonpatch 200B - Axon Instruments, USA), ligado a um conversor
analégico-digital (Digidata series 1200, Axon Instruments, USA) de modo de

possibilitar a obtencao e visualizacdo dos registros pelo software pClamp 6
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(Axon Instruments, USA) instalado no computador. A micropipeta com
resisténcia entre 1,0 e 1,5 MQ era posicionada através do micro manipulador
mecanico Narishige (Japan). O eletrodo de prata cloretada imerso na solucao
que preenche a pipeta de vidro era o responsavel por detectar alteragcoes
elétricas nas membranas das células submetidas aos experimentos
eletrofisiologicos, bem como por submeter as células as alteragcbes de
voltagem previamente selecionadas nos protocolos experimentais. O circuito
elétrico era fechado pelo eletrodo de referéncia de prata cloretada imerso na
solucao de banho. Pipetas eram obtidas a partir de capilares de vidro de micro
hematdcrito usando um estirador vertical de pipetas de dois estagios (PP 830
Narishige, Tokyo, Japan). A ponta da pipeta era imersa na solugcado de banho e
posicionada até sua ponta tocar a membrana da célula, o que podia ser
verificado pelo aumento da resisténcia elétrica medida na ponta da pipeta. A
pressao positiva feita antes de imergir a pipeta na solugcao era interrompida e,
em seguida, era aplicada uma leve pressao negativa de modo a formar um selo
de alta resisténcia, chamado de giga-selo. Posteriormente era aplicada uma
pressao negativa adicional para o rompimento da membrana celular e a
obtencdo da configuracdo whole-cell. Essa configuracao € caracterizada pela
difusdo da solucdo da pipeta para o meio intracelular de modo que se pode
controlar as solucdes intra e extracelulares e a corrente registrada é gerada
pelos canais presentes em toda a membrana. A capacitancia da membrana e a
resisténcia de acesso eram compensadas € as correntes eram filtradas a 5 kHz
e registradas com uma frequéncia de amostragem de 10 kHz. A subtracao de
artefatos capacitivos e de corrente de vazamento era feita por meio de um

protocolo P/4.
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A solucdo contendo a toxina era perfundida préxima a célula estudada
por um sistema de microperfusdo. Essa solucéo ficava contida em uma seringa
de vidro conectada a uma micropipeta cuja ponta tinha em média cerca de 80
MM de diametro. A perfusdo se faz por pressao ajustavel de uma coluna de
agua, contruida a partir de uma seringa de vidro de 5 ml. O controle da
perfusdo foi feito acionando-se uma valvula solendide, o que permite a
utilizacdo de volumes pequenos de solugéo contendo a toxina. Esse sistema

permitia a utilizacdo de pequenos volumes de solugao contendo toxina.

O sistema de perfusdo era testado periodicamente para verificar sua
eficiéncia com solugcdo de banho isenta de ions sodio. Pode-se observar na
figura 6 que, na auséncia de sodio, era passivel de reversdo, ou seja, geravam
correntes positivas. Isso ocorre porque ha uma pequena concentragdo deste
ion na solucao de pipeta que flui para o meio extracelular quando o canal esta
aberto. Na figura 7 pode-se observar o curso temporal da troca de solugcdo ao

redor da célula testada.
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Figura 6: Registro representativo da célula perfundida com solucao de banho isenta de
sodio. (A) Desenho esquematico do protocolo experimental (B) A linha sélida preta representa
o registro controle. A linha tracejada, a corrente observada apds perfundir a célula com solugao
de banho 2. E a linha cinza mostra a corrente visualizada apés a lavagem com a solugao

controle.
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Figura 7: Curso temporal da troca de solucdao pelo sistema de perfusdao. A célula era
mantida a -80 mV e aplicava-se o pulso teste de 0 mV a cada 5 segundos. Cada ponto do
gréafico corresponde ao valor do pico da corrente de sodio normalizada. A barra cinza acima
corresponde ao periodo de perfusdo com a solugao de banho 2.
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Para o registro das correntes de sédio em células dos DRG, as solugdes
de pipeta e banho eram preparadas de modo a evitar contaminagées com
correntes de outros canais ativados por voltagem expressos nesse tipo celular.
Assim, as correntes de potassio eram bloqueadas utilizando ion césio como o
céation presente em maior concentracdo no meio intracelular e pela presenca de
cloreto de tetraetilaménio (TEA-CI) nas solugdes de pipeta e de banho. Canais
de calcio eram bloqueados pelos ions cadmio (0,2 mM) e niquel (0,2 mM)

presentes na solugao de banho. As seguintes solugdes eram utilizadas:

- Solucao de pipeta (mM): CsF ,100; NaCl, 20; HEPES, 10; EGTA, 11; TEA-

Cl, 10 e MgCl; 5; pH 7,2 (CsOH).

- Solucao de banho 1 (mM): NaCl, 115; KCI, 5; CaCl, 2; MgCl, 1; HEPES,

10; TEA-CI, 20; CdCly, 0,2 e NiCly, 0,2; Glicose, 5 mM; pH 7,4 (NaOH).

- Solucao de banho 2 (mM): cloreto de colina, 115; KCI, 5; CaCl,, 2; MgCls, 1;
HEPES, 10; TEA-CI, 20; CdCl,, 0,2; NiCl,, 0,2; Glicose, 5; pH 7,4 (hidroxido de

colina).

A solucdo final utilizada para registrar correntes de sddio era obtida pela
combinacdo de 30% da solucdo de banho 1 e de 70% solugcédo de banho 2.
Desta forma a concentracao final de sodio na solugcdo de banho apés o pH

regulado para 7,4 era de 36 mM.
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A célula examinada era mantida em um potencial elétrico igual a -80 mV
(holding potential) em perfusdo continua, tanto por solugdo controle quanto
experimental. Para estudar as correntes de sédio, um pré-pulso de -100 mV era
aplicado por 100 ms, o que permitia que os canais ibnicos deixassem o estado
inativado, e seguido de um pulso teste de 0 mV por 40 ms. O protocolo era
aplicado a cada 5 segundos e as correntes controle eram registradas até que
se mostrassem estaveis. Em seguida, era perfundida a solugdo com toxina. O

efeito da toxina recombinante era observado por até 10 minutos.

Para o grafico da relacdo dose-resposta, a analise estatistica dos
resultados era utilizada a equacao hipérbole retangular simples: y = Max *c¢ /
(ICs0 + c), onde y corresponde a porcentagem de inibicado da corrente e ¢ a

concentragdo de toxina testada.

O protocolo de despolarizacdo foi baseado no aplicado por Martin-
Moutot et al, 2006. Esse protocolo consiste em manter o potencial de
membrana (holding potential) despolarizado (-50 mV) e, depois de submeter a
célula a um pulso hiperpolarizante (-100 mV por 100 ms), era aplicado um

pulso teste a 0 mV por 40 ms.

Para o registro das correntes de calcio, as seguintes solucbes eram

utilizadas:

- Solucao de pipeta (mM): CsCl 140, HEPES 10, Litio-ATP e fosfato de

creatina 10; pH 7,4 (CsOH).
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- Solucao de banho (mM): TEA-CI 132, CaCl, 2, CsCl 4, HEPES 10, Glicose

11, MgClz 1; pH 7,4 (TEA-OH).

A célula estudada era mantida em -80 mV. O protocolo experimental
para se observar o efeito da rPnTx1 nas correntes de célcio consistia num

pulso teste de -20 mV por 200 ms que se repetia a cada 5 segundos.

Cultura de células HEK 293 expressando canais Nay1.3

As células de cultura imortalizada HEK 293 (Human Embryonic Kidney)
eram mantidas em garrafas de cultura celular estéreis contendo 5 ml meio
DMEM (Dulbecco Media Eagle Modificated — Sigma Aldrich) suplementado com
10% V/V soro fetal bovino e concentragao de 100 unidades/ml de penicilina e
100 pyg/ml de estreptomicina. Essas garrafas permaneciam em uma estufa a
37°C e 5% de CO,. Para registros eletrofisioldgicos, as células eram
resuspendidas mecanicamente em meio de cultura e plagueadas em laminulas
de vidro redondas com 12 mm de didmetro colocadas em placas de Petri
estéreis. Esse procedimento era feito entre 4 a 24 horas antes dos

experimentos.

As configuragdes de patch clamp eram semelhantes as utilizadas em

neurdnios dos DRG. A resisténcia de pipeta utilizada para esse tipo celular

estava entre 2,0- 2,5 MQ.
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As seguintes solugbes eram utilizadas para os experimentos

eletrofisiol6gicos com células HEK:

- Solucao de pipeta (mM): CsCl, 135; MgCl,, 1; BAPTA, 10 e HEPES, 10. pH

7,2 (CsOH).

- Solucao de banho (mM): NaCl, 150; CaCl,, 2; MgCl,, 1; glicose, 15 e HEPES,

10; pH 7,4 (NaOH).

Para verificar a velocidade de recuperacao da inativacao utilizamos um
protocolo que consistia em manter a célula num potencial de -80 mV seguido
por um pré- pulso de 0 mV por 200 ms. Era aplicado, entdo, um pulso
hiperpolarizante de -100 mV, inicialmente de 0,5 ms aumentando de 2 em 2 ms
até atingir 100 ms. Apos o pulso hiperpolarizante de tempo variavel, um pulso

teste de 0 mV por 10 ms era dado de modo a observar-se a corrente residual.

Expressao heterdloga de canais de sodio ativados por voltagem em

ovocitos de Xenopus laevis

Para a obtencao dos ovocitos, foi utilizado o protocolo semelhante ao
descrito por Bianchi et al, 2006. Os ovocitos eram removidos cirurgicamente de
ras adultas da espécie sul-africana Xenopus laevis previamente anestesiadas.
Para anestesia-las, as ras eram imersas em agua fria com 0,03% de
benzocaina, certificando-se que suas narinas estavam acima do nivel da agua.

A ra era colocada com o ventre voltado para cima em gelo picado durante
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aproximadamente 20 minutos antes de se iniciar o procedimento cirdrgico. O
gelo era mantido até o fim da cirurgia para a manutencdo da anestesia. Era
feita uma incisdo de aproximadamente 1 cm na parede abdominal inferior
proximo a uma perna. Parte do ovario era removida cuidadosamente e
colocada em solucao ND96 (descrita abaixo). A pele era suturada e a ra era

recolocada em agua para se recuperar da anestesia.

Os ovécitos eram dissociados através de tratamento enzimatico. Eles
eram tratados com solugdo ND96 sem calcio acrescida de 2 mg/ml de
colagenase tipo Il por 2 horas em temperatura ambiente para isolar os ovécitos
e retirar a membrana folicular. Durante esse periodo, os ovécitos eram
mantidos sob agitacdo suave e constante. Depois, eles eram lavados 4 vezes
com solucao ND96 e mantidos em solugdo por 3-4 horas antes de se realizar a
selegdo. Eram selecionados manualmente os ovécitos nos estagios IV e V
através de seus aspectos morfolégicos (tamanho e coloracdo). Nos estagios IV
e V, os ovocitos estdo maiores (1-1,2 mm em didmetro) e visualiza-se que 50%
de sua superficie estd pigmentada de preto (polo animal) e 50% nado esta
pigmentada (polo vegetal). Uma vez feita a selecdo, eram injetados 50 nl de
solucao contendo o RNA do canal que se desejava expressar (subunidades a e
B) na concentracao de 1ng/nl utilizando um micro-injetor (Drummond Scientific,
USA). Para a expressao, os seguintes vetores rNay1.2/pCLT1, rNay1.3/pNa3T,
rNay1.4/pUl-2, mNavy1.6/pLCT1, hNay1.8/pBSTA, DmNay1/pGH19,
BgNay1.1/pGH19 e VdNay1/pGH19 eram linearizados com Not I. Os vetores
rNay1.7/pBSTA, e hp1/pGEM-HE eram linearizados com Sac Il e Nhe |,

respectivamente. Esses vetores eram transcritos com o Kit de transcricdo T7
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MMESSAGE-mMACHINE (Ambion). As constru¢des hNay1.5/pSP64T e
rB1/pSP64T eram linearizadas com Xba | and Eco RI, respectivamente, e

transcritos com o Kit de transcricdo SP6 mMMESSAGE-mMACHINE (Ambion).

Os ovécitos eram incubados em uma solugdo ND96 contendo (mM):
NaCl, 96; KCI, 2; CaCl,, 1.8; MgCl,, 2 e HEPES, 5; pH 7,4 (NaOH)
suplementado com 50 mg/l de sulfato de gentamicina e 180 mg/l de teofilina a

16°C por 1-5 dias até a expressao dos canais iGnicos.

Para os experimentos eletrofisiolégicos em ovécitos, os registros de
voltage clamp de dois eletrodos eram realizados em temperatura ambiente (20-
25°C) utilizando o amplificador GeneClamp 500 (Molecular Devices, Sunnyvale,
California, USA) controlado por um sistema de aquisicdo de dados pClamp10
(Molecular Devices). Nessa técnica, um dos eletrodos (eletrodo de tensao)
mede o potencial de membrana do ovécito e esta conectado a um amplificador
onde esse sinal € comparado ao sinal comandado. O outro eletrodo (o eletrodo
de corrente) injeta a corrente correspondente a diferenca de potencial de
membrana medido e desejado. O circuito é fechado pelo eletrodo de referéncia
imerso na solugdo de banho. Os eletrodos de corrente e voltagem sao fios de
prata cloretada (AgCl) imersos em uma pipeta de vidro preenchida com solugcao
de KCI 3M. As resisténcias de ambos os eletrodos eram mantidas entre 0,5 e
1,5 MQ. Um microscépio colocado sobre uma mesa antivibratoria era utilizado
para visualizar os ovoécitos, que eram impalados com o auxilio de dois
micromanipuladores manuais. Ao imergir os eletrodos na solugao de banho, a

diferenga de potencial gerada entre os eletrodos e o banho era zerada. O
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empalamento era feito no modo current clamp e era considerado bem sucedido
quando verificado o potencial de repouso da membrana no amplificador. Apos
a insercao dos dois eletrodos, o amplificador é ajustado para o modo voltage
clamp e era compensada a capacitancia. A subtracao de artefatos capacitivos e
de corrente de vazamento era feita por meio de um protocolo P/4. A frequéncia
de amostragem utilizada era de 20 kHz e utilizado o filtro de 2 kHz. A solucao

de banho (ND96) é a mesma utilizada anteriormente.

Para verificar o efeito da toxina nas diferentes isoformas de canais de
sédio ativados por voltagem expressos em ovécitos, protocolos padrdes de
voltage clamp foram usados, a partir de um potencial de -90 mV e intervalos de
5 segundos em cada teste. O pulso teste consistia numa despolarizagdo de 0

mV por 100 ms.

A relacao corrente versus voltagem (V) era obtida por pulsos de
despolarizacao de 50 ms iniciando em -90 mV até 70 mV com incrementos de
5 mV. A condutancia do sédio (gns) era calculada através de regressao linear
do segmento 6hmico da relagdo V. Utilizando os parametros obtidos, a
corrente maxima (/namax) €ra calculada pela extrapolagéo da corrente em cada
potencial. A fragdo dos canais ativados era dada por Ina/Inamax), onde Iy, € a
medida do pico da corrente de sodio e Inaymax) S€ria a corrente esperada se
todos os canais estivessem abertos. Os dados eram ajustados através da
equacgao de Boltzmann: Ina/Inamax) = 1/[1 + (exp(Vg-V)/Kg)], onde V é o potencial
de membrana, Vg é a voltagem correspondente a metade da condutancia

maxima e kg € o fator de inclinagéo.
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O efeito produzido pela toxina na dependéncia do potencial do estado
estacionario da inativacao foi investigado utilizando o protocolo padrao de dois
estagios. Esse protocolo consiste em submeter as células ao pré-pulso de 200
ms de -90 a 65 mV (com incrementos de 5 mV) seguidos por um pulso teste de
0 mV por 100 ms. Os dados foram normalizados pela corrente de sodio
maxima (/max), obtida nos potenciais mais negativos, grafados em funcao do
potencial do pré-pulso e ajustados pela equacao de Boltzmann: Ina/lmax = {(1/[1
+ exp((V-Vn)/kn)]}, onde V, é a voltagem correspondente a metade da

inativacao maxima, V é a voltagem do pré-pulso e ky é o fator de inclinacao.

Analise dos dados

Para a analise dos registros experimentais, as correntes eram
analisadas primeiramente no programa pClamp 10 (Axon Instruments-USA)
onde se obtinham os dados numéricos dos registros. Entdo, os dados eram
importados pelo programa Sigma Plot 10 no qual eram feitos os ajustes das
curvas. Os dados eram apresentados através de média + Erro Padrdao da
Média (SEM, do inglés Standard Error of Mean) no texto e nas figuras. Os
resultados foram analisados usando o Student's paired t test, sendo as

diferencas consideradas estatisticamente significativas quando P<0,05.

Dicroismo Circular

Os espectros eram registrados em um espectrometro de dicroismo

circular da marca Chirascan™. As concentracdes de peptideo utilizadas eram
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de 6,8 yM PnTx1 e 8,8 uM rPnTx1 ambas dissolvidas em 1,0 ml de agua
desionizada. Os registros do espectro eram medidos na temperatura de 25°C
de 190 a 250 nm usando uma cubeta de quartzo de 2mm. Os dados eram
obtidos em intervalos de 0,5 nm na frequéncia de 1 nm/min. O espectro de
dicroismo circular registrado era a média de 10 leituras. A linha de base de
cada uma dessas condicdes era subtraida de cada espectro das toxinas. A
média dos espectros dicréicos foi estimada pelo programa de andlise padrao

Pro Data Chirascan.
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Resultados

Efeito da rPnTx1 em correntes de sédio de células dos DRG

Os neurbnios de menores diametros dos DRG expressam tanto canais
de sddio sensiveis (Na,1.1, Na,1.2, Na,1.6 e Na,1.7) quanto canais resistentes
a tetrodotoxina TTX (Na,1.8 e Na,1.9) e sdo responsaveis pela conducao de
estimulos dolorosos da periferia para o sistema nervoso central, sendo, entao,
um modelo fisiol6gico interessante para estudos experimentais (Catterall, 2000;

Brochu et al, 2006; Ho & O'Leary, 2011).

A figura 8 mostra registros representativos das correntes de sédio em
condicoes controle e ap6s 10 minutos de tratamento com 3 uM de rPnTx1, na
qual pode-se observar uma inibicdo média no pico da corrente registrada de

44,2 + 5,6%.

Como ja mencionado anteriormente, as células dos DRG expressam
tanto canais sensiveis quanto resistentes a tetrodotoxina. Até agora, verificou-
se o efeito da rPnTx1 nas correntes de sodio total (soma das corrente de
canais sensiveis e resistentes a TTX expressos na célula). O préximo passo,
entdo, foi verificar se esse efeito inibitério ocorre nas isoformas resistentes a
TTX. Para tanto, primeiramente a célula era perfundida com solugao com 300
nM de tetrodotoxina, o suficiente para inibir toda a corrente sensivel a essa
toxina, e esperava-se a corrente estabilizar. Em seguida a célula era perfundida

com solugdo contendo 300 nM de TTX e 3 uM de rPnTx1 por 10 minutos
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A figura 9 é um registro representativo de uma corrente com perfusao
controle, na presenca de TTX e apo6s a perfusdo da solugcao com TTX +
rPnTx1. Uma vez que todos os canais de sodio sensiveis a TTX ja estavam
bloqueados, a rPnTx1 foi capaz de inibir 26,2 + 4,9% da corrente dos canais

resistentes a TTX.

No estudo com a toxina nativa (Martin-Moutot et al, 2006), os
pesquisadores mantiveram o potencial de membrana em potenciais
despolarizados para verificar se havia modificagdo no efeito da toxina nos
canais de sddio estudados. A hipdtese era que a toxina poderia se ligar
preferencialmente ao canal de maneira estado-dependente. Eles observaram
que quando a célula era submetida a potenciais despolarizantes favorecia a
ligacdo da toxina, uma vez que a inibicdo maxima foi obtida em um tempo mais
curto e a porcentagem de inibicdo da corrente foi maior. Foi verificado, entao,
se também ocorreria modificagdo no percentual de inibicdo causada pela toxina
recombinante, seguindo o mesmo protocolo experimental (Figura 10). A
porcentagem de inibicao aumentou significativamente de 38,4 + 6,1% para 71,3
+ 2,3% (Figura 11) quando o neurénios dos DRG eram perfundidos por solucéao

contendo 1,5 uM de rPnTx1.

Diante do efeito inibitorio observado, foram realizados experimentos para
investigar a relacdo da inibicdo com a concentragdo de toxina no banho, em
condi¢gdes nao despolarizantes. Na figura 11, pode-se observar a relacao dose-

resposta cuja inibicdo maxima observada foi de 44,2 + 5,6% € o ICs foi 0,6 uM.
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Figura 8: Experimento representativo mostrando a inibicao nas correntes de sodio de
neurdnios dos DRG. (A) Desenho esquematico do protocolo experimental que consiste em
manter a célula no potencial de -80 mV, um pré-pulso de -100 mV por 100 ms para remover a
inativacao, o potencial teste de -10 mV por 40 ms.(B) Em preto: a corrente de sédio da célula
sob condigao controle; Em cinza*: corrente de sédio da mesma célula, registrado apés 10
minutos de perfusdo de 3 uM rPnTx1.
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Figura 9: Experimento representativo da inibicdo das correntes de sodio resistentes a
TTX de neurdnios dos DRG. (A) Desenho esquematico do protocolo experimental (B) A linha
preta solida representa a corrente em condigdes controle e a linha tracejada*, a corrente apos a
perfusédo com 300 nM de TTX. A linha cinza** mostra a corrente de sodio apés 10 minutos de
perfusdo com a solugdo com 3 uM rPnTx1. Potencial de Holding -80 mV.
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Figura 10: Registros representativos das correntes de sédio com potencial de membrana
mantido em -50 mV em neurénios dos DRG. (A) Desenho esquematico do protocolo
experimental (B) Registro controle (linha preta) e 10 minutos apés a perfusao de solugdo com
1,5 uM rPnTx1 (linha cinza). As células foram mantidas no potencial de -50 mV, seguido de um
pré-pulso de -100 mV por 100ms seguido pelo pulso teste de -10 mV por 40 ms.
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Figura 11: Relacdo concentracao-resposta em neurénios dos DRG. Os dados
representados pelos circulos pretos foram obtidos no potencial de holding de -80 mV; em
circulo cinza, no potencial de holding de -50 mV. Os dados foram ajustados utilizando a
equacgao de hipérbole retangular simples em Materiais e Métodos. A analise da curva mostra
que a inibicado maxima foi de 44,2 + 5,6% e 1Csy = 0,6 uM.
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Ensaio do efeito da toxina recombinante em diferentes isoformas de

canais de sdédio

O fato da inibicdo maxima ser parcial em célula expressando populacao
heterogénea de canais de sédio, bem como o fato da inibicado de correntes
insensiveis a TTX ser menor do que a corrente total de s6dio em neurdnios dos
DRG, sugere que a rPnTx1 tenha agbes diferenciadas conforme a isoforma de
canal de sodio. Para determinar a seletividade entre diferentes isoformas de
canais de soédio ativados por voltagem de mamiferos e artrépodes foram
realizados experimentos eletrofisiolégicos em ovocitos de Xenopus
expressando somente uma isoforma de canal de sddio. Uma vez que trata-se
de uma célula grande (medindo em média 1 mm de didmentro na fase
selecionada), a vantagem desse modelo experimental é a possibilidade de

obter correntes ibnicas grandes.

Na figura 12, verificou-se que a toxina apresentou alto efeito em canais
rNay1.2, sendo observada a porcentagem de inibicdo igual a 83,3 + 1,9% com
a perfusao de solugao contendo a concentragdao de 1uM de toxina. Também foi
verificado que concentragdes maiores de rPnTx1 ndo aumentaram o efeito
inibitério. Na figura 13, podemos observar a porcentagem de inibicado de cada
isoforma testado e a seguinte ordem de seletividade para esses canais foi
encontrada: rNay1.2 > rNay1.7 = rNay1.4 > rNay1.3 > mNay1.6 > hNay1.8.
Nenhum efeito foi observado na isoforma hNay1.5 e em isoformas de canais de

sodio de artropodes estudados: de mosca de fruta Drosophila melagogaster
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(DmNay1), de barata Blattella germanica (BgNay1.1a) e de é&caro Varroa

destructor (VdNay1).
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Figura 12: Efeito da rPnTx1 em diferentes isoformas de canais de sédio expressos em
ovocitos de Xenopus laevis. (A) Desenho esquematico do protocolo experimental (B)
Registros representativos de correntes sob condi¢des controle (linha preta) e na presenga de 1
MM rPnTx1 (linha cinza*) de 7 isoformas de canais de sbédio ativados por voltagem de
mamiferos e 3 isoformas de canais de artrépodes. A linha tracejada representa a linha de base.
As células foram mantidas no potencial de -90 mV seguida do pulso teste de 0 mV.
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Figura 13: Porcentagem média de inibicdo das correntes de so6dio em diferentes
isoformas de canais expressos em ovocitos. A inibicio do canal Nay1.2 foi
significantemente maior quando comparada com Nay1.3 (54,3+5,9%), Nay1.4 (63,2+5,3%) e
Nay1.7 (65,4+4,8%) e nesses a inibicao foi maior quando comparada a Nay1.6 (32,8+4,3%) e
Nay1.8 (26,6+8,2%). Nenhum efeito foi observado em Nay1.5 e nas isoformas de artrépodes
(DmNay1, BgNay1.1a e VdNay1). Os simbolos (a), (b) e (c) denotam grupos sem diferenga
estatistica entre eles. Concentragao de rPnTx1 utilizada de 1 pM.
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Analise cinética do efeito da toxina recombinante em canais Nay1.2

Apds a observagao do efeito inibitério da rPnTx1 nas correntes de sodio,
com maior afinidade ao canal Nay1.2, verificou-se se a inibicdo ocorria devido
ao bloqueio do poro ou se por alteracao das propriedades cinéticas do canal.

Na figura 14 pode-se observar a relacao corrente versus voltagem (/xV).

A andlise do gréafico iV permite verificar se a inibicdo ocorreu devido a
alteracdes na dependéncia de voltagem da abertura do canal. A concentracao
de toxina utilizada na solucédo de perfusao foi de 50 nM. Observou-se que o
pico da corrente esta reduzido e que ndao ha mudanca significativa na

dependéncia de voltagem de abertura do canal.

Na figura 15, observa-se o grafico de corrente relativa (//Imax) em
relagdo a voltagem. Nao houve diferenga entre os parametros obtidos dos
registros controles (Vso= -26,78 + 0,28 mV; K= 5,11 + 0,25) e os dos registros
experimentais (Vso= -26,32 + 0,43 mV; K= 6,11 + 0,39), mostrando que a toxina
nao interfere na dependéncia de potencial da voltagem de ativacdo desses

canais.

Também investigou-se o efeito da toxina recombinante no estado
estacionario da inativacao do canal de sddio. Na figura 16, mostrou-se através
do ajuste da curva que nao ha diferenca estatistica entre os parametros dos

dados experimentais e controle.
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Figura 14: Efeito de rPnTx1 na relacao corrente versus voltagem. (A) Desenho
esquematico do protocolo experimental (B) Os simbolos pretos mostram a média do pico das
correntes de sodio controle e os simbolos cinza mostram o pico da corrente na presenga de 1
MM rPnTx1 de 3 experimentos pareados. Todos os valores foram normalizados pelo pico
maximo de corrente de cada célula correspondente.
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Figura 15: Efeito da rPnTx1 na dependéncia de voltagem da ativacao. O grafico
representa pontos experimentais em condigdes controle (em preto) e apds a perfusao de 50 nM
de rPnTx1, em cinza (média + SEM, n=5). Os dados foram ajustados com a equagao de
Boltzmann apresentada nos Materiais e Métodos, com os seguintes parametros: Vg= -26,78 *
0,28mV e -26,32 + 0,43 mV, ke= 5,11 £ 0,25 e 6,11 + 0,38 para controle e experimental,
respectivamente.
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Figura 16: A dependéncia de voltagem da inativacao do estado estacionario. (A) Desenho
esquematico do protocolo experimental (B) Controle (em preto) e apds perfusdao com 50 nM de
rPnTx1 (em cinza). Média de 3 experimentos. Pulso teste= 0 mV. Os dados foram ajustados
com a equagao de Boltzmann apresentada em Materiais e Métodos, com os parametros V,, = -
48,47 + 0,51 e -48,37 + 0,54 mV, ky, = 7,6 + 0,45 e 9,7 + 0,5 para controle e experimental
respectivamente.
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Efeito da rPnTx1 na recuperacao da inativacao

A fim de confirmar se a ligagdo da toxina altera a velocidade de
recuperacao da inativacao, utilizou-se células HEK 293 que expressam apenas
os canais Nay1.3 e aplicou-se o protocolo para verificar a recuperacdo da
inativacao descrito previamente na se¢do de materiais e métodos. A vantagem
desse modelo experimental é que pode-se ter a expressdo homogénea de
canais numa célula eucariota. Na figura 17 pode-se observar um registro
representativo da inibicdo da rPnTx1 nesses canais. Com isso, o primeiro ponto
era proximo de zero, pois em 0,5 ms ndo ha tempo suficiente para que o canal
se recupere do estado inativado gerado pelo longo pulso despolarizante. A
medida que o tempo de hiperpolarizacdo aumentava, mais canais saiam do
estado inativado até que 100% dos canais tivessem tempo suficiente para se
recuperar da inativacao. Era feito o ajuste dos pontos com a equacao de dupla
exponencial: y= a*(1-exp(-b*x))+c*(1-exp(-d*x)), onde a e b correspondem aos
componentes rapidos da recuperacao da inativagao e ¢ e d aos componentes
lentos. Sendo que b e d sdo as constantes cinéticas da inativagdo, e quanto
maior seus valores, mais rapida é a recuperacdo. Podemos observar na figura
18 os pontos correspondentes ao pico da corrente apds cada tempo de
recuperagcdo. Os parametros do ajuste das curvas constantes na tabela 5

mostram que a toxina nao altera a recuperacao da inativacao.
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Figura 17: Experimento representativo da inibicdo das correntes de sodio de canais de
sodio Nay1.3 expressos em células HEK 293. A linha preta s6lida representa a corrente em
condicdes controle e a linha cinza* mostra a corrente de sédio ap6s 10 minutos de perfusao

com a solugdo com 1 pM rPnTx1.
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Figura 18: Velocidade de recuperacao da inativacao. (A) Desenho esquematico do protocolo
experimental As células foram mantidas a -80 mV seguido por um pré pulso de 0 mV por 200
ms. Logo apos, a célula é submetida a um pulso hiperpolarizante de -100 mV, inicialmente de
0,5 ms aumentando de 2 em 2 ms até atingir 100 ms. Seguido por um pulso teste de 0 mV de
10 ms. (B) Os circulos pretos correspondem ao experimento controle, enquanto os brancos
apos a perfusdo com a toxina. Os erros padrdes estao representados pela barra cinza. Células
HEK expressando canais Nay1.3 (n=2).

Tabela 5: Comparacao dos parametros obtidos pelo ajuste das curvas de
recuperacao da inativacao.

a b ms™ c d ms™
Controle 0,68+0,05 0,49+0,07 0,24+0,05 0,06+0,02
rPnTx1 0,83+0,07 0,31+0,05 0,17+0,09 0,02+0,04
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Efeito da rPnTx1 em canais deficientes na inativacao rapida

Uma vez que a toxina recombinante tem maior afinidade quando o canal
€ mantido em potenciais despolarizados, decidimos verificar se o bloqueio
produzido se deve a manutengdo do canal no estado inativado. Testamos o
efeito da toxina em canais de sodio ativados por voltagem que nao apresentam
a inativacao rapida conforme previamente descrito por West et al, 1992 . Para
isso expressamos canais Nay1.2 uma vez que a toxina recombinante apresenta
maior afinidade por esse canal. Nesses canais expressos em ovocitos de
Xenopus, o motivo IFM, presente na alga intracelular entre os dominios Ill e 1V,
foi substituido por trés glutaminas (QQQ). As correntes geradas pela abertura
desses canais apresentam um perfil distinto das correntes do canal nao
mutado, por ndo apresentarem a inativacao rapida (Figura 19). Observamos
que esta preparacao apresenta inibicado quando perfundida com 1uM de
rPnTx1 (Figura 19). A porcentagem de inibicdo foi significativamente menor
(74,0 + 3,0%) do que canais Nay1.2 nao mutados, sugerindo que a inativacao
pode afetar de alguma forma o efeito da toxina. Porém, a acentuada inibicao

mostra que o efeito ndo se deve a estabilizagdo do estado de inativagao rapida.
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Figura 19: Efeito da rPnTx1 nos canais Nay1.2 deficientes de inativacdo rapida. (A)
Desenho esquematico do protocolo experimental O protocolo utilizado consistia em manter a
célula em potencial de -90 mV, seguido de um pulso teste de 0 mV por 100 ms. (B) Registro
representativo da corrente antes (em preto) e apds (em cinza*) a adigao de 1 uyM rPnTx1 em
ovécitos expressando canais Nay1.2 mutados para remover a inativagao rapida. A linha
tracejada representa a linha de base. A porcentagem de inibigao da corrente nesses canais foi
74.0 £ 3.0 (n=3).
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Comparacao biofisica e estrutural entre as toxinas nativa e recombinante

A fim de verificar se a toxina recombinante apresentava efeito
semelhante a toxina nativa, comparamos o efeito de ambas nas correntes de
sédio de canais Nay1.2 (Figura 20). Nao houve diferenca significativa na
porcentagem de inibigdo da corrente de ambas as toxinas (PnTx1: 85,0 + 0,8%;
rPnTx1: 83,3 + 1.9%). Contudo, para nossa surpresa, ao analisar o grafico
concentracao-resposta das toxinas (Figura 21) observamos que o ICsy da
rPnTx1 foi estatisticamente menor que da PnTx1 (1C5033,7 + 2,9 nM e 105 + 12

nM, respectivamente).

Partimos entdo para a comparacao estrutural através da analise dos
sinais dicréicos em experimentos de dicroismo circular (CD). As toxinas foram
diluidas em 1 ml 4gua desionizada e medidas suas concentracdes (6,8 uM e
8,8 M para PnTx1 e rPnTx1, respectivamente). Utilizou-se a cubeta de 2 mm
e 0s espectros de cada peptideo obtidos da média de 10 leituras, subtraida da
linha de base dada pela leitura do espectro da agua desionizada na auséncia
de peptideo. O resultado pode ser observado no grafico da figura 22, onde
pode-se verificar que o0s espectros dicroicos apresentam uma boa
superposicao em ampla faixa de comprimentos de onda e diferenga na regiao
do comprimento de onda entre 190-205 nm. Uma possivel explicacao seria que
essa diferenca se deve a presenca de trés residuos de aminoacidos a mais
(uma alanina e uma metionina na por¢cao N-terminal e uma glicina no C-

terminal) na toxina recombinante em relagdo a nativa.
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Figura 20: Comparacéo do efeito da rPnTx1 com o efeito da toxina nativa (PnTx1) em
canais Nay1.2. (A) Desenho esquematico do protocolo experimental (B) A esquerda: Trago
representativo da corrente antes (em preto) e apds (em cinza*) adigdo de 1 uM de rPnTx1 a
solugcao externa. A direita: Trago representativo da corrente antes (em preto) e apds (em
cinza*) a perfusao com 1 yM PnTx1.
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Figura 21: Grafico da dependéncia da concentracdo de toxina na inibicao de canais
Nay1.2. Efeito da PnTx1 (simbolo preto) e da rPnTx1 (simbolo cinza). Os dados foram
ajustados com a equacgéao hipérbole retangular simples (Materiais e Métodos) na qual obtemos
0s seguintes parametros: inibicdo maxima 85,0 + 0,8% e 83,3 + 1,9%, e 1C5, 33,7 nM e 104,8
nM para rPnTx1 e PnTx1 respectivamente (n=3).
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Figura 22: Espectro de dicroismo circular das toxinas nativa e recombinante. Cada faixa
representa a média dos espectros dicréicos das toxinas PnTx1 (linha preta) e rPnTx1 (linha
cinza). As toxinas foram diluidas em agua desionizada. A concentragdo dos peptideos foi de
0,15 mg/ml e 0,19 mg/ml respectivamente. Os tragos representam a media de 10 espectros
separados para cada condigao.
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Efeito da rPnTx1 em correntes de calcio de células dos DRG

Uma questdo a ser resolvida era em relagdo a existéncia ou nao de
efeito em canais de calcio, dado a similaridade da sequéncia de aminoacidos
da PnTx1 com a w-Agatoxina IllA, toxina conhecida por bloquear canais de
célcio ativados por voltagem. Existem trabalhos na literatura que mostram a
atuacao da PnTx1 nesse canal (Santos et al, 1999; Gouvéa dos Santos et al,
2006). Contudo, o trabalho de Martin-Moutot et al, 2006 sugere que esse efeito
seja devido a contaminacdao da amostra pela toxina PnTx3-3 conhecida por
bloguear canais de calcio (Ledo et al, 2000). Uma vez que a rPnTx1 é
sintetizada em um sistema heterélogo, livre de contaminagdo com outra toxina,
torna-se um modelo interessante para esse tipo de experimento. Testou-se,
entdo, efeito de 1uM da toxina recombinante em canais de calcio expressos

constitutivamente em neurénios de DRG de ratos.

Assim, mostrou-se que a toxina recombinante nao tem efeito na corrente

de calcio de canais ativados por voltagem neuronais (Figura 23).
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Figura 23: Efeito de 1uM rPnTx1 em canais de calcio de neurénio dos DRG. (A) Desenho
esquematico do protocolo experimental. As células foram mantidas no potencial de holding
igual a -80 mV e o pulso teste usado era -20 mV por 200 ms, registrado na freqiiéncia de 5
segundos.(B) Registro representativo das correntes de célcio antes (em preto) e 10 minutos
apos (em cinza) a perfusdo de na solugdo externa com 1 uM de rPnTx1. A linha de base é
representada pela linha cinza tracejada.
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Discussao

Este estudo foi o primeiro a caracterizar eletrofisiologicamente o efeito
da toxina recombinante rPnTx1 em canais de sodio ativados por voltagem.
Também mostrou-se, utilizando uma toxina livre de possivel contaminagdo com
outras toxinas do veneno, que ela ndo tem efeito em canais de caélcio
dependentes de voltagem. Assim, apesar de apresentar uma similaridade com
a sequéncia de aminoacidos da w-agatoxina IllIA, podemos afirmar que essa
toxina ndo tem efeito significativo em canais de calcio neuronais (Cay2.1,
Cay2.2, Cay2.3 e Cay3.2) (Lewis et al, 2012). Esse resultado suporta a
interpretacdo do estudo de Martin-Moutot et al, (2006), o qual afirma que o
efeito da toxina relatado em canais de calcio foi devido a contaminacao da
amostra com uma toxina da fracdo 3 do mesmo veneno e atuante nesses

canais.

Por causa das limitacbes na realizacao de experimentos com toxinas
nativas, a expressdao do peptideo recombinante pode vir a suprir algumas
dessas limitagdes, como a possibilidade de obter quantidades maiores de
material sem contaminacao e, além disso, de permitir a realizagdo de mutagdes
sitio-dirigidas para estudos de estrutura-fungdo. A principal dificuldade da
utilizacdo do sistema de expressdao heteréloga para obtengcdo da toxina
recombinante é que ela apresente estrutura e atividade semelhantes a nativa.
Uma dificuldade especial das toxinas de aranha, particularmente as toxinas da
aranha Phoneutria nigriventer, € a grande quantidade de cisteinas na sua

sequéncia de aminoacidos e formacao de pontes dissulfeto (Richardson et al,
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2006). Por esse motivo, na maioria das vezes, a tentativa da expresséo dessas
toxinas recombinantes resulta em peptideos com baixa ou nenhuma atividade.
Dessa forma, a expressao da rPnTx1 com 81 aminoacidos em sua sequéncia e
formacdo de 7 pontes dissulfeto € uma realizagcdo muito significativa. Os
resultados deste trabalho mostram que o efeito inibitério da toxina
recombinante ndo apresenta diferenca significativa com o efeito da toxina
nativa indicando que as toxinas devem apresentar estruturas semelhantes.
Contudo, verificou-se diferenca nos espectros dicrdicos de ambas as toxinas o
que pode ser devido a presenca de 3 aminoacidos a mais na sequéncia da
toxina recombinante (uma Alanina e uma Metionina na por¢cao N-terminal e
uma Glicina na porcdo C-terminal). Uma vez que a expressdao da toxina
recombinante possibilita a obtengcdo de maiores quantidades de peptideo livre
de contaminacao, isso possibilita a realizagdo de estudos estruturais para o

esclarecimento dessas questoes.

A toxina recombinante apresenta uma maior afinidade a isoforma de
canal de sodio Na,1.2 do que aos outros, como pode-se observar em sua
sequéncia de seletividade: rNa,1.2 > rNa,1.7 = rNa,1.4 > rNa,1.3 > mNa,1.6 >
hNa,1.8. Esta caracteristica, a de apresentar seletividade entre as diferentes
isoformas de canais de sédio, é também observada em algumas toxinas
presentes em veneno de caracGis marinhos do género Conus, as p-
conotoxinas. Inclusive, a maior afinidade a isoforma Na,1.2 foi vista nas p-
conotoxinas KIIIA (Conus kinoshitai) em trabalho publicado por Zhang et al,
(2007) e SIlIIA (Conus striatus), trabalho de Yao et al, (2008). Através da

comparacao da sequéncia de aminoacidos da PnTx1 com a sequéncia da p-
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conotoxina KlIIA, pdde-se observar uma importante similaridade no segmento
central (Figura 24). De fato, pode-se identificar na sequéncia da PnTx1 os
aminoacidos W33, R35 e K39 que tem alinhamento similar aos aminoacidos
W8, R10 e R14, respectivamente, presentes na y-conotoxina KIlIA (Khoo et al,
2009; Zhang et al, 2010). Esses aminoacidos sao determinantes na
seletividade da p-conotoxina KIIIA as isoformas de canais de sédio como pode
se observado em estudos com mutagdes sitio-dirigidas. Por exemplo, Van Der
Haegen et al, (2011) mostraram que a substituicao do triptofano na posicao 8
por uma arginina alterou a seletividade da toxina que passou a ter maior
afinidade a isoforma Na,1.4 em relacdo ao Na,1.2. McArthur et al, (2011),
substituiram a arginina na posicdao 14 por uma alanina. Dessa forma, a p-
conotoxina KIIIA passou a inibir preferencialmente a isoforma Na,1.7 em
relagdo as isoformas Na,1.2 e Na,1.4. Nenhum estudo nesse sentido foi
realizado com a rPnTx1 e muitas questdes a respeito dessa toxina
permanecem abertas, o que a torna um objeto interessante para futuros

estudos.

Mostrou-se nesse estudo que a rPnTx1 ndo altera a cinética de ativagao
e inativacao do canal de sodio (Figuras 9, 10 e 11). Esses dados sugerem que
seu mecanismo inibitério ndo se da pela alteragdo da cinética de abertura e
fechamento do canal. A possibilidade dela estabilizar o estado de inativacao
rapida também foi excluido pelos resultados mostrados na Figura 13. Martin-
Moutot et al, (2006) mostraram em ensaios de ligacdo que a PnTx1 compete

com a p-conotoxina GIIIB pelo seu sitio de ligagao, que ja foi caracterizado com
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Figura 24: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das toxinas rPnTx1 e KIIIA.
Aminoécidos idénticos estao destacados com fundo cinza escuro e similares com fundo cinza
claro. Os trés aminoacidos que nao estao presentes na toxina nativa estao sublinhados.
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sendo no sitio 1 dos canais de sodio. Curiosamente, esses pesquisadores
também verificaram nesses estudos que a PnTx1 ndo compete com a TTX.
Contudo a p-conotoxina GllIB perde sua capacidade de deslocar a PnTx1 na
presenca de excesso de TTX. Isso significa que a PnTx1 e as p-conotoxinas
tém diferentes sitios de ligagcdes que se superpdem. Juntas, essas informagdes
suportam a hipotese que a toxina rPnTx1 é uma toxina bloqueadora de poro.
Os sitios de cargas positivas nesses peptideos permitem que eles participem
de numerosas interacdes eletrostaticas que podem contribuir para a sua
ligacdo ao canal (Li et al, 2003) e para bloquear a conducao i6énica (Hui et al,
2002; Hui et al, 2003). Outra semelhanga da rPnTx1 com as p-conotoxinas
GIlIIA e KIIIA é o fato de permanecer uma corrente residual mesmo em
concentracbes saturadas de toxina. Pode-se observar na figura 14 que a
inibigdo maxima de corrente em canais Na,1.2 é de 85% e de 83,3% para a
toxina nativa e recombinante, respectivamente. Como o canal de sédio Na,1.2
esta expresso em populacdes homogéneas, significa que a inibicdo de cada
canal deve ser incompleta. Isto pode acontecer pela diminuicdo da condutancia
unitéria ou alteracao da cinética de abertura do canal. Entretanto, foi mostrado
nesse estudo que a cinética macroscépica do canal nao foi alterada pela
ligagdo da rPnTx1. Além disso, a PnTx1 ndo compete com toxinas que
modificam a cinética de abertura (Santos et al, 1999), como as a-toxinas de
escorpiao (sitio 3) e B-toxinas de escorpiao (sitio 4) (Catterall, 1980; Campos et
al, 2007). Uma possivel explicacdo seria que a toxina bloquearia parcialmente
o poro do canal. Experimentos de canal unitario (French et al, 2004; French et
al, 2010), mostram que a p-conotoxina GIIIA (que se liga ao sitio 1 no canal de

sédio) leva o canal ao estado de semi-condutancia. French et al (2010)
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propuseram que isso poderia ocorrer devido ao fato dessas toxinas serem
grandes quando comparadas, por exemplo, a TTX. Elas, entdo, se ligariam
mais superficialmente ao vestibulo extracelular do poro do canal, permitindo,
mesmo ligada, a passagem parcial de ions e de moléculas pequenas. A TTX,
entdo, conseguiria se ligar ao canal numa regido mais profunda do poro
causando a inibicao total da corrente. Estudos correlacionando os efeitos da p-
conotoxina KIIIA com a TTX (Zhang et al, 2009), mostram que a TTX é capaz
de ligar ao canal mesmo na presenca da p-conotoxina, levando a completa
inibicao da corrente residual de sédio. Essa hipétese pode explicar a auséncia
de competicdo entre a PnTx1 e a TTX, observada por Martin-Moutot et al,
(2006). Uma vez que se consiga mapear os sitios de interacdo molecular da
PnTx1, este mapeamento podera fornecer importantes esclarecimentos sobre a
estrutura do vestibulo extracelular do canal (Catterall et al, 2007). A
seletividade da rPnTx1 as diferentes isoformas de canais de sddio ativados por
voltagem mostra que a regido externa do poro nao é igual em todos os canais
de sédio ativados por voltagem e essa observacao fornece base conceitual

para pesquisas de farmacos que sejam bloqueadores mais especificos.

O maior efeito quando a célula é mantida em potencial despolarizado é
uma questdo que ainda precisa ser esclarecida. Um possivel mecanismo
poderia ser a estabilizagdo do canal no estado inativado. Contudo, como ja
mencionado, nos experimentos onde 0s canais se apresentavam com
mutagdes no motivo IFM, a toxina recombinante inibiu significativamente as
correntes de sodio. Adicionalmente, os resultados mostrados na Figura 12 e

Tabela 4 mostram que a rPnTx1 ndo dificulta a recuperacdo da inativacao
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rapida, mostrando que este mecanismo nao poderia explicar a acao inibidora
desta toxina. Outra possivel explicacdo seria maior exposicdo do sitio de
ligagdo da rPnTx1 como consequéncia da manutengdo do canal de sodio ao
potencial despolarizado. Dessa forma, o efeito da toxina PnTx1 pode ser mais
proeminente em células que permanegam despolarizadas por longos periodos.
Partton & Goldin, 1991 e Liu et al, (2011) mostraram que a TTX tem maior
afinidade ao canal de sédio apos prolongada despolarizacao do que apds uma
despolarizacao curta ou ao canal fechado. Como a TTX e a rPnTx1 se ligam ao
canal na mesma regiao (sitio 1), esses resultados reforcam esta hipétese. Uma
possivel correlacdo deste fenbmeno com a inativagédo lenta precisa ser melhor

investigada.

Como ja mencionado acima, a PnTx1 possui seletividade as isoformas
de canais de sédio semelhantes as u-conotoxinas KIIIA, com maior afinidade
aos canais Na,1.2 (Zhang et al, 2007). Estudos com essas u-conotoxinas tém
mostrado que elas possuem um potente efeito analgésico (Zhang et al, 2007;
Khoo et al, 2009), o que leva a hipotese que a rPnTx1 possua também essa
caracteristica. Essa hipétese é reforcada pelo fato da rPnTx1 ter uma alta
afinidade a isoforma de canal de sédio Nay1.7. Essa isoforma de canal de
sédio ja foi relacionado na literatura pelo seu envolvimento na dor aguda e
inflamatéria, 0 que gera um grande interesse na descoberta de farmacos com
alta seletividade a essa isoforma de canal (Liu & Wood, 2011). E interessante
que futuros estudos sejam realizados com o intuito de verificar o efeito da
PnTx1 no mecanismo da dor. Por outro lado, seu efeito em canais Na,1.2

também pode ser de grande interesse. Dentre as canalopatias causadas por
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hiperatividade da isoforma neuronal de canal de sodio Na,1.2 estdo alguns
tipos de epilepsia e a sindrome de Dravet (George Jr, 2005). Toxinas seletivas
a essa isoforma podem ser instrumentos para o desenvolvimento de farmacos

além de auxiliar no estudo estrutura-fungao desses canais.
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Conclusao

Nesse estudo, foi observado que a toxina recombinante rPnTx1 tem
efeito inibitério em correntes de canais de sodio ativados por voltagem com
seletividade a canais de sédio sensiveis e resistentes a TTX e nenhum efeito
na isoforma Na,1.5 e em canais de artrépodes. A toxina recombinante tem
maior efeito em canais Na,1.2 com o ICso 33 nM, o0 que a torna uma ferramenta
interessante para estudos de canalopatias envolvendo esse canal. Além de
permitir estudos de estrutura-funcé@o e a investigacdo dos mecanismos de seu
efeito inibitorio, o estudo das toxinas nativas e recombinantes de aranhas como
a Phoneutria nigriventer pode abrir perspectivas para o entendimento de

caracteristicas especificas dos canais e o desenvolvimento de novos farmacos.
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