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RESUMO

Canais para sédio voltagem dependentes (Na,) sdo canais ibnicos responsaveis
pela iniciacdo e propagacdo de potenciais de agdo em células eletricamente
excitaveis. Estes canais sao expressos em células metastaticas de diversos tipos de
cancer, e mutacdes associadas a eles estao relacionados a sindromes epilépticas,
miopatias esqueléticas, arritmias cardiacas, neuropatias entre outras. Devido ao
importante papel dos canais para Na® em diferentes patologias, o objetivo deste
estudo foi a producado de anticorpos contra uma sequéncia extracelular conservada
das subfamilias Na,. A sequéncia de 15 aminoacidos (peptideo alpha)
correspondente ao 11° segmento extracelular localizado no dominio IV do canal
Na,1.1, foi sintetizada utilizando o método FMOC. Camundongos Balb/C e coelhos
New Zealand foram imunizados com o peptideo sintético conjugado a ovalbumina.
Anticorpos anti-peptideo alpha foram testados quanto a capacidade de reconhecer
tanto o proprio peptideo alpha, através de ensaios de ELISA e SPOT, mas também
de reconhecer o proprio canal para Na*, tanto em células HEK expressando o canal
Na,1.3 e também em extrato de cértex de cérebro de camundongos. Os resultados
demonstraram que o peptideo sintetizado € capaz de induzir a producado de
anticorpos sitio especificos. Além disso, nossa metodologia foi eficaz no
mapeamento de um sitio extracelular do canal para Na* e para a identificacdo de
residuos de aminoacidos criticos para a interagao com o anticorpo, proporcionando
novas perspectivas para o estudo da modulacdo de canais para Na* e seus efeitos

fisiopatoldgicos associados.

Palavras-chave: canais para Na*, anticorpo, peptideo alpha, segmento extracelular
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ABSTRACT

Voltage-gated sodium channels (Na,) are ion channels responsible for the initiation
and propagation of action potentials in electrically excitable cells. These channels are
expressed in metastatic cells of several types of cancer, and mutations associated
with them are related to epileptic syndromes, skeletal myopathy, cardiac arrhythmias,
neuropathies and others. Due to the important role of Na® channels in different
pathologies, the aim of this study was the production of antibodies against a
conserved extracellular sequence of the Na, subfamilies. The sequence of 15 amino
acids (alpha peptide) corresponding to the 11° extracellular segment located in
domain IV of Na,1.1 channel, was synthesized using the FMOC method. Balb/C mice
and New Zealand rabbits were immunized with the synthetic peptide conjugated to
ovalbumin. Alpha peptide antibodies were tested for their ability to recognize alpha
peptide in an ELISA and SPOT assay, and also for their ability to recognize the Na*
channel in HEK cells expressing Na,1.3 channels and mouse brain cortex extract.
The results showed that the synthesized peptide was capable of inducing the
production of site specific antibodies. Moreover, our method was effective in mapping
a Na" channel extracellular site and in identification of critical amino acids residues
for the interaction with the antibody, providing new prospects for studying modulation

of sodium channel and their associated pathophysiological effects.

Keywords: Na* channel, antibody, alpha peptide, extracellular segment
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1. INTRODUGAO

1.1 Canais i6nicos

Canais ibnicos sao proteinas de membrana que formam poros hidrofilicos por
onde passa um fluxo controlado de ions, em resposta a um gradiente eletroquimico
(Morera et al., 2007). Sao divididos em duas classes: canais dependentes de ligante
e canais dependentes de voltagem. Canais dependentes de ligante sdo acionados
pela ligagao de substancias especificas, tais como acetilcolina (Stryer et al., 2002).

Canais dependentes de voltagem (VGICs) pertencem a uma diversa classe
de proteinas integrais de membrana responsaveis pela transmissdao de sinais
eletroquimicos, necessarios para a geragcdo e condugao dos potenciais de acgao
(Catterall et al., 2007).

Membros desta superfamilia de proteinas conduzem sinais elétricos que
controlam a contracdo muscular, a secrecdo de horménios, o processamento de
informacdes cerebrais, além de ter uma influéncia sobre o metabolismo intracelular,
a transdugao de sinais, a expressdo de genes e a sintese e degradacido de
proteinas (Catterall et al., 2007).

Os canais idbnicos sao formados por uma subunidade a, que contém quatro
dominios (I-IV), como no caso dos canais para sodio (Nay) e para calcio (Ca,). Um
VGIC pode também ser formado por quatro subunidades a, cada uma contendo
apenas um dominio, como no caso do canal para potassio (K,) (Lai e Jan, 2006)
(Figura 1). Cada dominio contém seis segmentos transmembranares helicoidais (S1-
S6) que sao divididos em dois mddulos distintos: o mdédulo sensivel a voltagem,
delimitado pelos segmentos S1-S4, e 0 mddulo formador do poro, delimitado pelos
segmentos S5-S6. O quarto segmento transmembranar, S4, de cada dominio atua

como o principal sensor de voltagem, que responde a mudangas no potencial
2



elétrico transmembranar (Vacher et al., 2007), e os segmentos transmembranares
S5 e S6, de cada monémero, se reunem em torno de um eixo para formar o poro
condutor de ions do canal (Jiang e Gonen, 2012). A interagao da subunidade a com
a subunidade B, ou com outras proteinas, pode modular a fungdo do canal ibnico

(Lai e Jan, 2006).

outside 0

inside

Na,Ca,

Figura 1: Canais i6nicos dependentes de voltagem. Diferentes membros da superfamilia
de canais i0dnicos estao ilustrados. Cilindros representam as a-hélices transmembranares.
Em vermelho, S5-S6, segmentos formadores do poro. Em verde, S4, sensor de voltagem.

Em azul, S1-S3, segmentos transmembranares (Catterall et al., 2007).

Canais para calcio regulam o influxo deste ion em resposta a despolarizagao
da membrana e regulam processos intracelulares como secregdo e
neurotransmissao em diferentes tipos celulares. Sdo classificados em trés familias
funcionalmente e estruturalmente relacionadas - Ca,1, Ca,2 e Ca,3 — que estao
localizadas no sistema nervoso central de mamiferos (Catterall, 2012), onde

possuem localizagdes subcelulares distintas (Tabela 1).



Migranea, paralisia periddica, arritmia cardiaca e uma desordem do espectro
do autismo sao algumas das doengas, causadas por mutagdes, descritas por

Catterall e colaboradores (Catterall et al., 2008) para o canal para calcio.

Tabela 1: Principais subunidades e localizagao subcelular dos canais para calcio em

neurdnios centrais de mamiferos (Vacher et al., 2008).

Canal Gene Localizagao subcelular
Ca/1.2 CACNA1C Soma, dendritos

Ca/.3 CACNA1D Soma, dendritos proximais
Ca,2.1 CACNA1A AxOnio, soma somatodendritico
Ca,2.2 CACNA1B AxOnio, soma somatodendritico
Ca,2.3 CACNA1E Soma, dendritos

Ca,3.1 CACNA1G Soma, dendritos proximais
Ca,3.2 CACNA1H Soma, dendritos proximais
Ca,3.3 CACNA1I Soma, dendritos

Canais para potassio desempenham um papel fundamental na restauragcao do
potencial de membrana e, desta forma, sdo responsaveis pelo controle da
sinalizagao elétrica em células excitaveis e pela regulagdo do fluxo de ions e do
transiente de calcio em células néo excitaveis (Catterall et al., 2007). Sao proteinas
de 65-95 kDa (Rehm e Tempel, 1991) que sao classificadas em quatro familias (K1
- K/4), tendo como base a homologia na sequéncia de aminoacidos. Recentemente,
foram descritas subunidades a para as familias K,5 a K,12 (Vacher et al., 2008).

Estudos relatam o envolvimento destes canais em diversos processos
fisiolégicos, incluindo a regulagdo do volume celular, apoptose, imunomodulagao e
diferenciacao, e parecem estar envolvidos, também, na proliferagao e progressao do

ciclo celular em mamiferos (Felipe et al., 2012). No cérebro de mamiferos, grande




parte da expressao destes canais é restrita a neurdnios do sistema nervoso central
(Kullmann, 2010), embora células gliais possam expressar um subconjunto do
repertorio neuronal. A tabela 2 descreve a localizagao subcelular dos canais para
potassio em neurdnios centrais de mamiferos.

Mutagcbes humanas foram identificadas em apenas alguns genes dos canais
para potassio. Estas mutacdes sido responsaveis pelo desenvolvimento de epilepsia,
discinesia paroximal (crises de movimentos involuntarios), ataxia progressiva,
fraqueza do musculo esquelético (paralisia periddica) e arritmia cardiaca (Kullmann,

2010).

Tabela 2: Principais subunidades e localizagao subcelular dos canais para potassio
em neurdnios centrais de mamiferos (Vacher et al.,, 2008). As subunidades néao

demonstradas nesta tabela possuem localizagao cerebral desconhecida.

Canal Gene Localizagao subcelular
Kv1.1 KCNA1 Axbnio

K.1.2 KCNA2 Axbnio

K.1.3 KCNA3 Axbnio

K.1.4 KCNA4 Axbnio

K.1.6 KCNAG6 Axbnio

K.2.1 KCNB1 Soma, dendritos proximais
K.2.2 KCNB2 Soma, dendritos
K.3.1 KCNCA1 Axbnio

K,3.2 KCNC2 Soma, dendritos
K.3.3 KCNC3 Axbnio

K.3.4 KCNC4 Axbnio

K.4.1 KCND1 Soma, dendritos
K.4.2 KCND2 Soma, dendritos
K.4.3 KCND3 Soma, dendritos
K,7.2 KCNQ2 AxoOnio

K,7.3 KCNQ3 AxOnio, soma, dendritos

K.7.5

KCNQ5

Soma, dendritos




1.2 Canais para sédio voltagem dependentes

Canais para sodio foram os primeiros membros da superfamilia de canais
ibnicos a serem descritos. Pesquisas sobre a sinalizagao elétrica em nervos,
musculos e outras células excitaveis tiveram inicio em 1952 com a publicagao de
quatro artigos por Hodgkin e Huxley nos quais descreviam o potencial de agao em
axbnios gigantes de lula usando a técnica de voltage clamp. Eles observaram, neste
trabalho, que os sinais elétricos eram iniciados pela ativagcao da corrente de sdédio,
dependente de voltagem, que transporta ions Na* dos canais para dentro das
células (Hodgkin e Huxley, 1952 a, b, c, d).

Canais para sodio voltagem dependentes (Nay) sdo elementos criticos para a
iniciacao do potencial de acédo e propagacao em células excitaveis devido ao seu
papel na despolarizagao inicial da membrana.

Em 1980, toxinas de escorpidao foram usadas para identificar as subunidades
da proteina do canal, revelando uma grande subunidade a de 260kDa e uma
subunidade menor B de 30-40kDa (Figura 2) (Beneski e Catterall, 1980; Catterall,

2012).

Purified
Subunits

_—— —{2s0kD

1l
V]
%
oo

Figura 2: Estrutura das subunidades do canal para sédio. Gel de poliacrilamida SDS

ilustrando as subunidades a e 3 do canal para sodio do cérebro (Catterall, 2012).



Uma grande variedade de canais para sodio foi identificada por registros
eletrofisiolégicos, purificagcdo e clonagem (Goldin, 2001). Para diferenciar os
diversos tipos, uma nomenclatura baseada em canais de potassio foi adotada
(Gutman e Chandy, 1993). Nesta nomenclatura, o nome do canal consiste do
simbolo do ion ao qual ele & permeavel (Na*) com seu principal tipo de regulagéo
(voltagem) indicado em subscrito (Na,). O numero seguinte ao subscrito indica a
subfamilia (atualmente somente a Na,1), e o numero seguindo o ponto identifica a
isoforma especifica do canal, como por exemplo, Na,1.1. Este ultimo numero foi
determinado de acordo com a ordem em que cada gene foi identificado. Variantes
provenientes de splice para cada membro da familia sdo identificadas por letras
minusculas apés os numeros (Na,1.1a).

Em mamiferos, 11 genes (SCN1A — SCN11A) codificam uma familia de 9
canais para sodio voltagem dependentes funcionalmente expressos (VGSC Na,1.1 a
Na,1.9), apresentando uma identidade de sequéncia superior a 50% nos dominios
transmembranares e extracelulares (Catterall et al., 2005). Entretanto, sé&o
observadas diferengcas na expressao destes subtipos em células e tecidos, assim
como em diferentes fases do desenvolvimento, consistente com um papel distinto de
cada isoforma na fisiologia dos mamiferos.

O subtipo Nay1.1 foi identificado em neurbnios do sistema nervoso central
(SNC), embora tenha sido descrito também em altos niveis em neurdnios do sistema
nervoso periférico (SNP). No SNC é encontrado em altos niveis no hipocampo,

corpo estriado, cerebelo, tronco cerebral, cértex e substancia negra (Beckh, 1990).



O subtipo Nay1.1 codificado pelo gente SCN1A é alvo de mais de 600
mutacgdes (Figura 3) (Catterall et al., 2008). Fendtipos severos de epilepsia foram
associados a mutacdes de perda de funcao e delecdes de exons que resultaram na
falta de um ou mais dominios (Waxman, 2007). Barela e colaboradores (Barela et
al., 2006) notaram que a gravidade das formas familiares de epilepsia, resultante de
mutag¢des no canal Na,1.1, varia de leve a profunda, com os fenétipos mais severos

sendo associados com mutacdes que reduzem a atividade do canal para sédio.
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Figura 3: Mutacoes do canal Na,1.1. Mutagdes em pacientes com epilepsia. A forma
clinica da epilepsia esta indicada por cores: GEFS+, epilepsia generalizada com crises
febris; SMEI, epilepsia mioclénica grave infantil; SMEIb, SMEI borderline; ICEGTC, epilepsia
idiopatica infantil com convulsdes generalizadas; IS, espasmos infantis; CGE, epilepsia
criptogénica generalizada; CFE, epilepsia focal criptogénica; MAE, epilepsia mioclonica

astatica; SIGEI, epilepsia idiopatica generalizada da infancia grave (Catterall et al., 2008).



Os niveis de Na,1.2 e Na,1.3 sao significativamente maiores em neurdnios do
SNC. O subtipo Na,1.2 é observado em regides como globo palido, hipocampo e
talamo (Beckh, 1990).

Em contraste aos altos niveis de mutag¢des encontradas no subtipo Na,1.1, as
mutagcdes no gene SCN2A, que codifica o subtipo Na,1.2, sdo menos frequentes,
mas apresentam em comum a perda parcial de fungao do canal. Evidéncias menos
diretas implicam o gene SCN3A, codificador da isoforma Na,1.3, na epilepsia
(Kullmann, 2010).

Na,1.6 € o subtipo mais expresso em neurbnios do SNC. Encontrado no
cerebelo, coértex cerebral e hipocampo. Pode também ser detectado em células
ganglionares da raiz dorsal (DRG), astrécitos e células de Schwann (Schaller et al.,
1995).

A tabela 3 descreve a localizacdo subcelular dos subtipos Na,1.1, Na,1.2,

Na,1.3 e Na,1.6.

Tabela 3: Principais subunidades e localizagao subcelular dos canais para sédio no

sistema nervoso central de mamiferos (Vacher et al., 2008).

Canal Gene Localizagao subcelular
Na,1.1 SCN1A Soma, dendritos

Na,1.2 SCN2A Axbnio

Na,1.3 SCN3A Soma, dendritos

Na,1.6 SCN8A Axobnio, soma somatodendritico




A isoforma Na,1.4 é expressa em altos niveis no musculo esquelético adulto e
em baixos niveis no musculo esquelético neonatal, mas n&o apresenta expressao no
cérebro e coragao (Trimmer et al., 1990).

Mutagdes multiplas nesta isoforma produzem canais para sédio hiperativos no
musculo esquelético responsaveis pela paralisia hipercalémica periddica, doenca
caracterizada por fraqueza muscular que pode ser agravada por altos niveis séricos
de potassio. E descrita também a paramiotonia congénita, uma sindrome que causa
rigidez muscular (Cannon, 1996).

Na,1.5 esta presente em altos niveis no coragcdo. Nao é observado no
musculo esquelético adulto, mas pode ser encontrado no musculo esquelético
neonatal e apds desenervagao do musculo. Pode estar presente também em alguns
neurénios cerebrais (Hartmann et al., 1999).

Mutacbes na isoforma Na,1.5 que prejudicam a inativagdo sdo a causa da
sindrome herdada do QT longo tipo 3 e da sindrome de Brugada (mutacéo de perda
de fungédo). Ambas levam a um aumento do risco de arritmias ventriculares (Yu e
Catterall, 2003).

O subtipo Na,1.7 é encontrado no SNP, em todos os tipos de neurbénios DRG
(particularmente em células nociceptivas), em células de Schwann e em células
neuroenddcrinas (Klugbauer et al., 1995).

Recentes estudos em humanos relacionaram diretamente o canal Na,1.7 a
trés disturbios da dor: eritromelalgia herdada (IEM), desordem paroxistica de dor
extrema (PEPD) e insensibilidade congénita a dor (CIP). Mutagbes de ganho de
funcdo no gene SCN9A (Na,1.7) causam a IEM, caracterizada por episoédios de dor
ardente, eritema e um leve inchago das maos e dos pés, que sao desencadeados

por calor ou exercicios leves (Waxman, 2007). Um conjunto diferente de mutagdes
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por ganho de funcgéao foi identificado em pacientes com PEPD. A dor severa nestes
pacientes € induzida pelo movimento do intestino e algumas vezes sao
acompanhadas por crises nao epilépticas tdnicas e déficits cardiacos (Fertleman et
al., 2007). Uma terceira classe de mutagdes envolvendo o gene SCN9A comporta-se
de modo recessivo e causam completa insensibilidade a dor. Criangas afetadas
frequentemente se auto mutilam ou sofrem as consequéncias de fraturas dsseas
nao cicatrizadas (Kullmann, 2010).

Em 2006, Cox e colaboradores relataram a completa incapacidade para
percepcao da dor em trés familias consanguineas do norte do Paquistdo. Analises
das sequéncias do gene SCNYA nos individuos afetados revelaram trés mutagoes
distintas que causavam a perda de funcdo dos canais Na,1.7. Os resultados deste
trabalho sugeriram que o gene SCN9YA é um requisito essencial para a nocicepgao
em humanos (Cox et al., 2006).

A expressao de Na,1.8 é mais localizada e encontra-se principalmente em
neurénios sensitivos de pequeno didmetro dos ganglios da raiz dorsal e ganglios
trigeminais (Akopian et al., 1996).

Em camundongos sem o canal Na,1.8 foi demonstrado um comportamento
relacionado a dor reduzido, em diversos modelos de dor inflamatdria, provavelmente
devido a auséncia de regulagdo positiva na transcricdo deste canal. Portanto, o
papel desta isoforma na geracdo e manutencdo da dor neuropatica parece ser
essencial (Lampert et al., 2010).

A isoforma Na,1.9 é expressa em pequenas fibras (neurdnios sensitivos) dos
ganglios da raiz dorsal e ganglios trigeminais (Dib-Hajj et al., 1999). Estes canais
sao afetados por mutagdes que provocam a sindrome da dor neuropatica periférica

(Savio-Galimberti et al., 2012).
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Além do envolvimento dos canais para sédio em todas as patologias ja
descritas neste trabalho, foi descrito seu envolvimento em processos que levam ao
cancer. Em particular, os canais parecem estar fortemente associados com o
potencial metastatico, como evidenciado por seus altos niveis de expressdo em
varios carcinomas agressivos e por seu papel no controle de varias etapas da
cascata metastatica (Figura 4). Apos a degradacdo da membrana basal, as células
tumorais invadem o estroma circundante, migram para a circulagao linfatica ou
sanguinea e se prendem aos capilares em érgéaos distantes. A formacao de tumores
secundarios ocorre apos proliferagdo, indugdo da angiogénese e ativagdo do
microambiente (Onkal e Djamgoz, 2009).

Estudos estruturais e funcionais indicam que canceres altamente
metastaticos, expressam principalmente isoformas embrionarias dos VGSC,
apoiando a ideia de que os genes humanos embrionarios possam ser re-expressos
em células cancerosas. Entretanto, os mecanismos responsaveis pela regulagcao
positiva do canal e pelos seus papéis pro-invasivos ainda sdo pouco conhecidos

(Prevarskaya et al., 2010).
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Figura 4: Cascata metastatica. Canais para sodio voltagem dependentes (VGSCs) estao
envolvidos no controle de varios componentes da cascata metastatica, como indicado pelas

setas (Onkal e Djamgoz, 2009).
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1.3 Ferramentas para o estudo de canais para Na*

Aspectos funcionais do canal para sddio dependente de voltagem podem ser
observados através da técnica de patch clamp. Esta técnica pode ser aplicada para
medig¢ao da corrente ibnica através de um unico canal ou através de um conjunto de
canais expressos em toda a célula (modo whole cell). O modo whole cell € mais
frequente para medicdo de correntes ibnicas e o uUnico que permite a medicao de
potenciais de acdo (Karmazinova e Lacinova, 2010). Através desta configuracéo é
possivel realizar uma analise detalhada do funcionamento do canal para sddio apos
manipulacdo com uma diversidade de compostos como neurotoxinas ou
imunoglobulinas.

Canais para sodio sdo alvos moleculares para diversos grupos de
neurotoxinas, as quais alteram sua funcao através da ligagéo a diferentes sitios dos
mesmos. Devido a sua alta afinidade e especificidade, as neurotoxinas representam
ferramentas eficazes para o estudo da estrutura e fungdo dos canais para soédio.
Foram identificados pelo menos seis sitios receptores usando diferentes
neurotoxinas (Tabela 4) (Figura 5) (Cestele e Catterall, 2000).

Os primeiros estudos farmacoldgicos levaram a conclusdo que neurotoxinas
agem em quatro sitios receptores e tém efeitos tanto na permeabilidade aos ions
quanto na modulacdo da voltagem (Catterall, 1980). Estudos posteriores
descreveram mais dois sitios, nos quais neurotoxinas se ligam e alteram o equilibrio

entre o estado aberto e fechado dos canais (Martin-Eauclaire e Couraud, 1992).
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Tabela 4: Sitios receptores identificados por neurotoxinas em canais para sodio. SS1
e SS2, segmentos reentrantes; S1-S6, segmentos transmembranares (Cestéle e Catterall,

2000).

Toxina Dominio e Segmento
Sitio 1 Tetrodotoxina | SS2 — S6
Saxitoxina Il SS2 — S6
Il SS2 — S6
IV SS2 — S6
u- Conotoxina | SS2 — S6
Il S5 - S6
Il SS2 — S6
IV SS2 — S6
Sitio 2 Veratridina | S6
Batracotoxina
Grayanotoxina IV S6
Sitio 3 a-toxinas de escorpiao | S5-S6
Toxinas anémona do mar IV S5-S6
Toxinas de aranha IV S3-S4
Sitio 4 B-toxinas de escorpiao | S5-SS1
Il S1-S2
Il S3-S4
[l SS2-S6
Sitio 5 Brevetoxina | S6
Ciguatoxina IV S5
Sitio 6 8- Conotoxina ---

O sitio receptor 1 é ocupado por dois diferentes grupos de toxinas: a
tetrodotoxina (TTX) e a saxitoxina (STX) e o peptideo p-contoxina. Estas

neurotoxinas agem no lado extracelular da membrana bloqueando a condutancia ao
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sodio. Residuos de aminoacidos que formam o sitio receptor estdo localizados no
loop do poro, constituindo o filtro de seletividade ao ion (Noda et al., 1989).

A afinidade da tetrodotoxina € mais baixa para os canais cardiacos que para
as isoformas do musculo esquelético e do cérebro. Ao se ligar ao sitio do receptor 1
a TTX entra na abertura do poro transmembranar e impede o acesso de cations
monovalentes (Cestéle e Catterall, 2000).

Grayanotoxina, veratridina, acotinina e batracotoxina ligam-se ao receptor do
sitio 2 em canais para sodio, preferencialmente em seu estado ativado, e causam a
ativacao persistente no potencial de repouso da membrana. Através de um
mecanismo alostérico estas toxinas levam ao bloqueio da inativagcao do canal e ao
deslocamento da dependéncia de voltagem para ativagdo para valores mais
negativos (Catterall, 1977).

Brevetoxina e ciguatoxina aumentam a atividade do canal para sédio ao se
ligarem ao receptor do sitio 5 e desencadearem uma mudanga na ativagao para
potenciais de membrana mais negativos, além de bloquearem a inativagao (Catterall
e Risk, 1981).

As neurotoxinas que agem nos sitios 2 e 5 sdo moduladoras alostéricas da
funcao do canal e atuam favorecendo o estado aberto (Catterall et al., 2007).

O sitio receptor 3 € ocupado por varios grupos de toxinas polipeptidicas: a-
toxinas de escorpido, toxinas da anémona do mar e algumas toxinas de aranha que
lentificam ou bloqueiam a inativacdo do canal para sodio. Este sitio receptor foi
primeiro identificado em canais para sbédio de mamiferos usando a-toxinas de
escorpidao, e foi concluido que a ligagdo desta neurotoxina previne mudancgas

conformacionais necessarias para uma rapida inativagcao (Catterall, 1979).
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O sitio receptor 4 é ocupado por B-toxinas de escorpidao que induzem uma
mudanca na dependéncia de voltagem para ativagdo do canal, na diregcao
hiperpolarizante. Estudos adicionais sugerem que esta dependéncia de voltagem no
cérebro é modificada por B-toxinas somente apdés um intenso pré-pulso
despolarizante (Catterall et al., 2007).

O- conotoxinas se ligam ao sitio receptor 6 e lentificam a inativagdo do canal
para sédio. Resultados de estudos sugerem que estas neurotoxinas lentificam a
inativacdo através do mesmo mecanismo molecular das a-toxinas de escorpido,

toxinas da anémona do mar e toxinas de aranha (Catterall, 2007).
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Figura 5: Sitios receptores para neurotoxinas em canais para soédio voltagem
dependentes. Localizagdes dos sitios receptores para neurotoxinas em mamiferos estédo

ilustrados por cor (Cestéle e Catterall, 2000).
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As neurotoxinas se tornaram compostos principais para o desenvolvimento de
novos medicamentos para uma enorme variedade de doencas em que 0s canais
estao envolvidos. Um exemplo recente € de uma neurotoxina que bloqueia os canais
para calcio voltagem dependentes tipo-N nas fibras da dor. Essa neurotoxina
sintética, a ziconotida (Prialt®, Elan) derivada do peptideo w-MVIIA do caracol
Conus magus, foi aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration)/EMA
(European Medicines Agency) para o tratamento da dor cronica grave (Stevens et
al., 2011).

Outra abordagem para o estudo dos canais i6nicos € a produgao de
anticorpos especificos contra esses canais. Referente aos canais para soédio, Noda e
colaboradores (Noda et al., 1986) identificaram a sequéncia de duas isoformas de
canais para soédio, atualmente denominados Na,1.1 e Na,1.2. e um ano mais tarde
Gordon e colaboradores (Gordon et al., 1987) sintetizaram um peptideo especifico
para uma regido de Na,1.1 (SP114), um outro para uma regido Na,1.2 (SP1141) e um
peptideo correspondente a uma regido comum entre estes canais (SP1). Estes
peptideos foram entdo utilizados como imundégenos em camundongos e O0s
anticorpos obtidos foram capazes de precipitar diferentes populagdes de canais para
sodio em fragdes membranares de sinaptossomas de rato.

A fim de estudar as caracteristicas conservadas em canais para sodio em
uma ampla gama de tecidos excitaveis, 0 mesmo grupo desenvolveu anticorpos sitio
especificos dirigidos contra um peptideo (SP19) correspondente a um segmento
intracelular comum dos canais para sédio Na,1.1 e Na,1.2. Este anticorpo
reconheceu preparagdes de cérebro, musculo e coragdo de rato (Gordon et al.,

1988).
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Em outro estudo com anticorpos, Tejedor e Catterall utilizaram uma toxina do
escorpiao Leiurus quinquestriatus (LqTx), uma a-toxina, para marcar por
fotoafinidade canais para soédio purificados de cérebro de rato. Anticorpos sitio
especificos que reconhecem diferentes regides do canal Na,1.2, descritos
anteriormente por Gordon e colaboradores (Gordon et al., 1987; Gordon et al.,
1988), foram entdo usados para determinar quais dos peptideos, produzidos por
clivagem quimica e enzimatica do canal para sédio marcado, continham a LgTx
covalentemente ligada. Os anticorpos reconheceram os residuos de aminoacidos
317 a 335 e 382 a 400, presentes no dominio | do canal para sdédio, levando a
conclusao que neste sitio se ligariam a-toxinas (Tejedor e Catterall, 1988).

Anticorpos sitio dirigidos, descritos por Gordon e colaboradores (Gordon et
al., 1987; Gordon et al., 1988), também foram utilizados por Thomsen e Catterall
para determinar as sequéncias que compreendem o sitio receptor para a-toxinas.
Neste trabalho, foi avaliado o efeito do anticorpo na dependéncia de voltagem
através da ligagdo deste a LqTx radiomarcada covalentemente ligada aos canais
para soédio. Aminoacidos na posicdo 355 a 371 e 382 a 400, localizados no loop
extracelular, entre os segmentos S5 e S6 do dominio | foram reconhecidos por dois
anticorpos e um anticorpo reconheceu os residuos de 1686 a 1703 de um Jloop
similar do dominio IV. Estes resultados sugeriram que os loops extracelulares entre
os segmentos S5 e S6 dos dominios | e IV compreendem pelo menos parte do sitio
receptor para a-toxinas (Thomsen e Catterall, 1989).

Objetivando analisar a distribuicdo das isoformas dos canais para sddio em
diferentes regides do SNC, Withaker e colaboradores selecionaram sequéncias dos
canais Na,1.1, Na,1.2 e Na,1.3 de humano e Na,1.6 de rato, para sintese. Os

peptideos produzidos foram utilizados como imunégenos em coelhos e os anticorpos
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obtidos foram testados com extratos de células HEK 293 expressando diferentes
isoformas de canal para sédio em ensaios de imunohistoquimica e em diferentes
partes do cérebro humano em ensaios de imunoblot (Whitaker et al., 2001).

Em um estudo mais recente, Chioni e colaboradores (2005) descobriram a
sequéncia do canal para sodio Na,1,5 neonatal (nNa,1.5) que difere da forma adulta
em 5 aminoacidos. Esta sequéncia foi sintetizada e o peptideo foi utilizado como
imunégeno em coelhos. Os anticorpos obtidos reagiram fortemente com células
transfectadas com o nNa,1.5, consistente com a expressao da proteina do canal na
membrana plasmatica e com a localizagao extracelular do sitio antigénico.

Em uma patente, depositada em 2007, uma série de anticorpos dirigidos
contra regides das isoformas especificas do canal para sédio (figura 6) foi descrita.
As sequéncias dos peptideos destas regides estdo mostradas na tabela 6 (WO
2007/023298 A2). Além disso, atualmente, uma grande variedade de anticorpos
policlonais e monoclonais dirigidos contra diferentes segmentos dos subtipos de
canais para sodio estdo disponiveis comercialmente (Figura 6) (Tabela 5), sendo
que destes, 27 sao dirigidos contra um segmento intracelular e apenas 3 dirigidos
contra um segmento extracelular.

Diversos trabalhos apontam os canais ibnicos como alvos promissores para o
desenvolvimento de novos farmacos no combate a diversas patologias como ja
discutido. Entretanto, anticorpos dirigidos contra regides intracelulares dos canais
para sbédio ndo podem ser usados como inibidores em células vivas (WO
2007/023298 A2). Neste sentido, o desenvolvimento de anticorpos contra regides
extracelulares seria muito importante no estudo da inibicdo da proliferacdo de
células tumorais e também em ensaios de competicdo com drogas e toxinas para

determinagao de sitios de ligacdo destas nos canais. Além de serem também,
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ferramentas que podem ser utilizadas na purificagdo de canais e em estudos

imunohistoquimicos de localizagao de tais canais em diferentes tecidos.
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Figura 6: Sitios aproximados de ligagao de anticorpos nos canais para sédio voltagem

dependentes. Em azul, o local aproximado da ligacéo dos anticorpos descritos na patente,

de acordo com a tabela 6. Em verde o local aproximado da ligagao de anticorpos comerciais

de acordo com a tabela 6 (Adaptado de Cestéle e Catterall, 2000).
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Nesse sentido, visto a importancia do dominio IV do canal para sodio na
interagcdo com diversas toxinas e a caréncia de anticorpos para regides desse
dominio, o trabalho aqui apresentado tem o propésito de produzir um anticorpo sitio

especifico, dirigido contra o 11° segmento extracelular do canal para sodio.
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Tabela 5: Anticorpos dirigidos contra segmentos dos isotipos de canal para Na*. Dados disponiveis em Santa Cruz Biotechnology
(http://www.scbt.com/index.html), Sigma Aldrich (http://www.sigmaaldrich.com/brazil.html) e na patente depositada (WO 2007/023298 A2,
2005).

Gene Isoforma Isétipo Epitopo Monoclonal/ Origem do canal
Policlonal
1 SCN1A Na,1.1 Goat IgG C-terminal intracelular Policlonal Humana
(aa 1997-2010)
2 SCN1A Na,1.1 Rabbit IgG Intracelular (aa 455-524) Policlonal Humana
3 SCN1A Na,1.1 - Extracelular (aa 1393-1409) - -
4 SCN1A Na,1.1 - Extracelular (aa 277-294) e -
5 SCN2A Na,1.2 Goat IgG Préximo ao C-terminal intracelular Policlonal Humana
(aa 1991-2005)
6 SCN2A Na,1.2 Rabbit IgG Extracelular proximo ao N-terminal Policlonal Humana
(aa 281-330)
SCN2A Na,1.2 Goat IgG Préximo ao N-terminal Policlonal Humana
SCN3A Na,1.3 - Intracelular (aa 1026-1044) - -
SCN3A Na,1.3 Rabbit IgG Intracelular (aa 479-528) Policlonal Humana
10 SCN3A Na,1.3 Goat IgG Intracelular (511-524) Policlonal Rato
1 SCN3A Na,1.3 Goat IgG Intracelular (511-524) Policlonal Humano
12 SCN3A Na,1.3 Mouse Intracelular (aa 1861-1960) Monoclonal Humano
IgGZBK
13 SCN3A Na,1.3 Rabbit IgG Intracelular (aa 1903-1951) Policlonal Humano
14 SCN4A Na,1.4 Goat IgG Regiao interna Policlonal Humano
15 SCN4A Na,1.4 Rabbit IgG Intracelular (aa 829-918) Policlonal Humano
16 SCN4A Na,1.4 Goat IgG Préximo ao N-terminal Policlonal Humano
17 SCN4A Na,1.4 - Intracelular (aa 470-486) e -
18 SCN4A Na,1.4 - Intracelular (aa 470-488) e -
19 SCN5A Na,1.5 - Extracelular (aa 280-298) e -
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20 SCN5A Na,1.5 Mouse IgG; Regiao extracelular Monoclonal Humano
(a-pep.
Sintético)
21 SCN5A Na,1.5 Goat IgG Préximo ao C-terminal Policlonal Humano
22 SCN5A Na,1.5 Mouse IgG; Intracelular (aa 971-1140) Monoclonal Humano
23 SCN5A Na,1.5 Rabbit IgG Intracelular (aa 971-1140) Policlonal Humano
24 SCN5A Na,1.5 Goat IgG Préximo ao N-terminal Policlonal Humano
25 SCN5A Na,1.5 Rabbit IgG Intracelular (aa 1872-1921) Policlonal Humano
26 SCN5A Na,1.5 Rabbit IgG Intracelular (aa 540-589) Policlonal Humano
27 SCNS8A Na,1.6 Goat IgG Regiao interna Policlonal Humano
28 SCNS8A Na,1.6 Mouse Canal para Na” Nav1.6 recombinante Monoclonal Humano
IgG2a
29 SCNS8A Na,1.6 Rabbit IgG Intracelular (aa 1116-1165) Policlonal Humano
30 SCNS8A Na,1.6 Mouse Intracelular (aa 1854-1951) Monoclonal Humano
IngAK
31 SCNS8A Na,1.6 - Intracelular (aa 1962-1980) e -
32 SCNS8A Na,1.6 - Extracelular (aa 281-298) e -
33 SCNYA Na,1.7 Mouse Transmembrana (aa 269-271) Monoclonal Humano
1gG2g, Extracelular (aa 272-339)
34 SCNYA Na,1.7 - Intracelular (aa 1968-1988) e -
35 SCN10A Na,1.8 Goat IgG Regiao interna Policlonal Humano
36 SCN10A Na,1.8 - Intracelular (aa 1939-1957) - -
37 SCN11A Na,1.9 Goat IgG Préximo ao N-terminal Policlonal Humano
38 SCN11A Na,1.9 Goat IgG N-terminal Policlonal Humano
39 SCN11A Na,1.9 Mouse Intracelular (aa 1726-1791) Monoclonal Humano
IngAK
40 SCN11A Na,1.9 - Intracelular (29-47) e -
41 -—-- -——- Mouse Intracelular 3-4 loop Monoclonal Mamiferos

(aa 1501-1518)

24




OBJETIVOS



2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Gerar anticorpos sitio especificos contra regides extracelulares de canais para

sédio voltagem dependentes.

2.2 Especificos

>

YV V VvV VvV V

Selecionar uma sequéncia extracelular comum a todos os subtipos de canal
para sodio voltagem dependente.

Verificar a antigenicidade e imunogenicidade da regido extracelular escolhida.
Verificar a exclusividade dessa regiao em canais para sédio.

Sintetizar o peptideo selecionado.

Produzir anticorpos em camundongos e coelhos contra esse peptideo.

Testar a reatividade dos anticorpos produzidos frente ao peptideo, por ELISA
e SPOT.

Determinar os aminoacidos criticos do peptideo para interagcdo com os
anticorpos.

Avaliar a ligagdo das imunoglobulinas anti-peptideo extracelular a células
HEK expressando Na,1.3 através de imunohistoquimica.

Avaliar a reatividade dos anticorpos frente a extrato de cérebro de
camundongo.

Avaliar o efeito dos anticorpos anti-peptideo extracelular na corrente para

sodio de células HEK expressando Na,1.3
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3. MATERIAIS E METODOS

NCBI Proter Voltage gated Proteinas com +
CBI Protein sodium channel de 1500 aa

Homo sapiens Subfamilias

3 Anotacdo dos segmentos
Deduc¢do dos segmentos ¢ g
extracelulares transmembranares
/ \ Busca: “transmembrane”
Alinhamento Predicao de epitopos
Jalview Epitopia

\ J
!

Sintese do peptideo

l

Imunizacao

Soro Imunoglobulinas
l Imunohistoquimica
ELISA <POT ELISA u i quimi
A Imunoblot
ALA-Scan
\ 4

Eletrofisiologia

Figura 7: Desenho experimental. Representagao esquematica da metodologia utilizada.
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3.1 Selecao da sequéncia extracelular comum a todos os subtipos do canal

para sédio voltagem dependente

3.1.1 Recuperagao de sequéncias de canais idnicos para sédio
As sequéncias dos canais ibnicos para soédio foram recuperadas no banco de

dados Protein (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) do National Center for

Biotechnology Information (NCBI). Foram escolhidas apenas sequéncias dos canais
para sodio humanos e sequéncias de proteinas com mais de 1500 aminoacidos,
para evitar proteinas truncadas. As caracteristicas de cada sequéncia selecionada
foram extraidas, principalmente no que se refere a presenca de segmentos
transmembranares hipotéticos. A partir desta informacédo deduzimos os seguimentos

extracelulares.

3.1.2 Alinhamento de sequéncia

O alinhamento das sequéncias peptidicas das isoformas do canal para sddio
foi feito utilizando a ferramenta ClustalW do programa Jalview (Clamp et al., 2004).
Além de permitir o alinhamento de sequéncias de proteinas e o calculo da
conservagao entre elas, o programa colore os residuos de aminoacidos de acordo

com caracteristicas em comum.

3.2 Predigao de regioes imunogénicas
O algoritmo Epitopia foi utilizado para prever regides imunogénicas como
candidatas a epitopos para células B, a partir da sequéncia linear de uma dada
proteina. O algoritmo calcula uma pontuagdo de imunogenicidade para cada

aminoacido (1 a 5, sendo 1 para baixa imunogenicidade e 5 para alta
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imunogenicidade), e atribui cores a esta pontuagao, afim de fornecer uma imagem
perceptivel da natureza das proteinas imunogénicas estudadas. Além disso, Epitopia
prevé a acessibilidade para cada um dos aminoacidos (e, exposto; b, internalizado)

(Rubinstein et al., 2009).

3.3 Verificagao da exclusividade da regiao em canais para soédio
Os peptideos dentro dos segmentos extracelulares que apresentaram
maiores indices pelo algoritmo Epitopia foram listados e submetidos a analise por

PsiBlast (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi), para a verificacdo da ocorréncia

destes peptideos em outras proteinas.

3.4 Sintese do peptideo

3.4.1 Selegao do peptideo

Foi selecionado para sintese um peptideo comum a todas as isoformas dos
canais para sodio, levando-se em consideracido a conservacgao entre os residuos de
aminoacidos, suas posi¢cdes na sequéncia e se estavam expostos na estrutura
tridimensional da proteina.

A estrutura tridimensional do canal para sédio humano ainda nao é
conhecida. As analises de exposicao de residuos de aminoacidos foram baseadas
em um estudo de 2011 no qual Payandeh e colaboradores demonstraram a
estrutura tridimensional do canal para sodio bacteriano (PDB code 3RVZ). Portanto,
a partir do alinhamento da sequéncia dessa proteina, de estrutura conhecida, e do
alinhamento da sequéncia do canal humano, foram realizadas as analises de

exposicao.
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Selecionamos inicialmente para sintese a sequéncia LIEKYFVSPTLFRVI, aa
1624-1642, localizada no 11° segmento extracelular (S3-S4), no dominio IV do
subtipo Na,1.1. Entretanto, este peptideo foi altamente insoluvel em agua. A adigéo
de DMSO a 10% e TFA a 1% melhorou a solubilidade, mas uma grande quantidade
de precipitado ainda permaneceu em solucdo impossibilitando a continuidade dos
experimentos. Dessa forma, algumas modificagdes foram feitas na sequéncia,
através da adi¢ao de residuos carregados e eliminagao de residuos hidrofébicos, a
fim de aumentar a solubilidade do peptideo. O peptideo modificado, selecionado
para sintese apresenta a seguinte sequéncia: TGEKYFVSEPTLFRGNKEK (peptideo
alpha).

Para calculo do peso molecular e do ponto isoelétrico do peptideo
selecionado utilizamos a ferramenta Compute pl/Mw disponivel no portal ExXPASy

(Bioinformatics Resource Portal - http://web.expasy.org/compute pi/), que baseia-se

na sequéncia de aminoacidos fornecida.

3.4.2 Sintese soluvel do peptideo comum a todos os subtipos do canal
para Na+

O peptideo que apresenta uma regido comum a todos os subtipos do canal
para sodio, identificado pelas analises acima descritas, foi sintetizado de acordo com
o protocolo descrito por Merrifield em 1969. De acordo com este protocolo, o
aminoacido C-terminal do peptideo é fixado a uma resina (Rink Amide) e a cadeia
peptidica é alongada adicionando-se sucessivamente residuos da por¢céo C-terminal
para N-terminal.

Foram utilizados aminoacidos com cadeias laterais protegidas por diferentes

grupamentos e o N-terminal protegido com o grupamento FMOC. A remogao do

31



FMOC ¢ feita pela adigdao de 4-metil piperidina 25% em dimetilformamida (DMF).
Desta forma, o grupamento amina se torna disponivel para a reagdo com o0 proximo
aminoacido da sequéncia de interesse. Apds o acoplamento um novo ciclo é iniciado
e repete-se até se obter a sequéncia do peptideo desejado. Ao final da sintese, os
grupos laterais sdo desprotegidos e o peptideo é liberado da resina através do
tratamento com acido trifluoracético (TFA). O peptideo é precipitado em éter etilico
glacial, filtrado e ressuspendido em agua e em seguida € liofilizado.

A sintese foi realizada pelo equipamento, Multipep RS (Intavis, Alemanha).

O peptideo foi purificado por HPLC e teve sua massa confirmada por

espectrometria de massas.

3.4.3 Purificagao do peptideo e espectrometria de massas

O peptideo foi solubilizado em 80% de acetonitrila e submetido a
cromatografia liquida de alta pressao (HPLC- Shimadzu) acoplada a coluna C18
(Vydac). A coluna foi lavada com solugéo A (TFA 0,1% em agua deionizada) por 10
minutos. Os componentes presentes foram eluidos, utilizando-se um gradiente que
variou em 0% e 80% de acetonitrila em 90 minutos (0-15 minutos até 20% de
acetonitrila em fase B e de 15-30 minutos até 40% de acetonitrila em fase B, sendo
que 30-60 minutos até 50% de acetonitrila em fase B e de 60-70 minutos até 80% de
acetonitrila em fase B e os seguintes 20 minutos foram utilizados para lavagem da
coluna). O fluxo utilizado foi de 1ml/minuto e a detecg¢ao dos picos foi feita a 214nm.

Os picos obtidos foram submetidos a analise por espectrometria de massas

(MALDI-TOF-TOF).
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3.5 Producao de anticorpos anti-peptideo

3.5.1 Acoplamento do peptideo a ovalbumina

A fim de garantir uma melhor apresentagdo ao sistema imune humoral, o
peptideo foi acoplado a uma proteina carreadora. Para o acoplamento com
ovalbumina (OVA) foram diluidos 21mg do peptideo e 1mg de OVA em 1ml de PBS.
Durante 1 hora, 1 ml de solugdo de glutaraldeido 1% foi adicionado a solugao
peptideo-OVA, a 4°C, sob agitagdo constante. A reagao se processou por mais 1
hora nessas condicdes e entdo foi adicionado NaBH, em quantidade suficiente para
estabelecer uma concentracdo final de 10mg/ml. A amostra foi dialisada contra PBS

diluido 10 vezes, por dois dias.

3.5.2 Imunizagoes

Apds a coleta do soro pré-imune, camundongos da linhagem Balb/c
receberam injecbes do peptideo acoplado a OVA. A primeira dose (50ug) foi
administrada, via subcutanea, no dia 1, utilizando adjuvante de Freund completo.
Doses subsequentes foram dadas nos dias 15, 25 e 32, utilizando adjuvante de
Freund incompleto. O sangue foi coletado no dia 42 e doses adicionais foram
administradas conforme a necessidade do imundgeno.

Adicionalmente, um coelho adulto da linhagem New Zealand (2,0-2,5kg) foi
usado para a producao de anticorpos anti-peptideos. Apds a coleta do soro pré-
imune o animal recebeu uma injegao inicial, subcutanea, do peptideo acoplado a
OVA (150upg) no dia 1, utilizando adjuvante de Freund completo. Injegcdes
subsequentes foram administradas nos dias 21, 36 e 51, apds a primeira injecéo e
doses adicionais, utilizando adjuvante de Freund incompleto, foram administradas

conforme a necessidade do imundgeno.
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3.5.3 Purificagao de imunoglobulinas

Para a purificagdo de imunoglobulinas provenientes do soro de coelho, a
coluna de proteina A foi equilibrada com 40 volumes de PBS. O soro (8ml) foi
adicionado e deixado em contato com a Sepharose — Proteina A por 16 horas a 4°C.
Em seguida, a coluna foi lavada com 50 volumes de PBS e a IgG purificada foi
eluida com tampao glicina (0,1M, pH 2,8, com NaCl 0,15M). O eluato foi neutralizado

com tampao Tris-HCI 1mol/L, pH 8,0 e posteriormente dialisado contra PBS 0,05M.

3.5.4 Producao de fragmentos Fab

Apos a purificagdo de imunoglobulinas de coelho, foram produzidos
fragmentos Fab. Para tal, a papaina (Sigma — P4762) foi ativada com o tampéo de
incubacdo e a cisteina foi removida por ultracentrifugagdo. A papaina foi entdo
adicionada as imunoglobulinas, em uma proporg¢ao de 5% (w/w) papaina/anticorpo,
a 37°C por 2 horas. A reacado foi interrompida com a adicdo de 0,03M de
iodoacetamida e dialisada contra PBS pH 8,0, a 4°C overnight. A amostra foi entdo

purificada em coluna de proteina A.

3.6 Teste para reatividade dos anticorpos
3.6.1 ELISA indireta
Microplacas de ELISA de 96 pogos Falcon (Becton Dickinson France AS) foram
sensibilizadas durante a noite a 5°C, com 100ul de uma solugéo contendo 10ug/mi
do antigeno a ser testado diluido em tampéao bicarbonato de sédio 0,02M, pH 9,6.
Apos esse periodo, as placas foram lavadas trés vezes com uma solugdo de
lavagem (0,05% Tween-salina) e bloqueadas com uma solugdo contendo caseina

2% em tampéao fosfato 0,05M, 0,015M NaCl, pH 7,4, por uma hora. As placas foram
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lavadas novamente e os anticorpos a serem testados, em duplicata, foram diluidos
em tampao de incubacgao (PBS, 0,25% de caseina, 0,05% Tween 20). Em seguida,
as placas foram lavadas novamente e o anticorpo secundario (Sigma) anti-murino ou
anti-coelho, conjugados com a enzima peroxidase, foram adicionados, nas diluicdes
1:6000 e 1:4000 respectivamente. A ligacdo do anticorpo secundario foi medida pela
atividade enzimatica, utilizando ortofenilenodiamino (OPD) como substrato
(0,33mg/ml em tampao citrato pH 5,2 na presenca de 0,04% de agua oxigenada).
Apos 15 minutos de incubacdo a reacao foi interrompida pela adicdo de 20ul de

acido sulfurico diluido 1:20. As leituras da absorbancia foram feitas a 492nm.

3.6.2 SPOT synthesis

3.6.2.1 Sintese

Os peptideos correspondentes a mesma regiao do peptideo alpha para as
diferentes isoformas de canal para sédio Na,1.1, Na,1.4, Na,1.5, Na,1.6 e Na,1.7,
foram sintetizados em uma membrana de celulose, de acordo com o protocolo
descrito por Laune e colaboradores em 2002. A sintese paralela de peptideos
permite a sintese rapida e eficiente de um grande numero de peptideos em
delimitagbes pontuais. A sintese foi realizada utilizando um equipamento (Multipep
Automatic Spot Synthetizer — Intavis, Alemanha).

A sintese dos peptideos iniciou-se sempre pelo C-terminal do ultimo
aminoacido das sequéncias estabelecidas para cada ponto. O grupamento protetor
FMOC, que se encontrava acoplado a funcdo amina da BAla-OH, foi retirado pela
adicao de 4-metil piperidina 25% em dimetilformamida (DMF). O grupo amina se
tornou entdo disponivel para reacdo com o primeiro aminoacido da sequéncia

desejada a ser acoplado.
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Ao serem acoplados, os aminoacidos tiveram sua funcdo carboxila
previamente ativada por DIPC/HOBT. Os aminoacidos ativados foram entao
depositados em seus pontos especificos sobre a membrana. Para cada aminoacido
foram realizados dois ciclos de acoplamento.

Em um préximo ciclo, o grupo protetor FMOC do aminoacido recém-acoplado
foi eliminado pela piperidina a 20%. A membrana foi lavada com DMF e
diclorometano e, apds sua secagem, foi iniciado um novo ciclo de acoplamento com
o segundo aminoacido. Os ciclos se sucederem desta forma até completar a
sequéncia do peptideo desejado.

Ao final da sintese, os grupos laterais protetores dos aminoacidos foram
retirados pelo tratamento da membrana com &cido trifluoracético (TFA) associado a

etanoditiol e trietilsilano.

3.6.2.2 Imunoensaio

O ensaio foi realizado com o soro produzido em coelhos, contra o peptideo
sintético. Foram testados, também, IgGs purificadas a partir do soro destes animais.

Inicialmente as membranas foram lavadas trés vezes com tampao TBS pH
7,4 e entao bloqueadas com solugéo contendo 3ml de tampao de bloqueio (BSA 3%)
e 0,5g de sacarose em 30ml de tamp&o TBS-Tween 0,1% overnight. A membrana foi
lavada em tampao TBS-Tween 0,1% e incubara com soro ou anticorpo a ser
testado, diluido na mesma solucdo usada para bloqueio, durante 1 hora e 30
minutos a temperatura ambiente, sob agitacdo. Apds a incubagdo, a membrana foi

lavada com TBS-Tween 0,1% por 10 minutos.
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3.6.2.3 Revelagao por fosfatase alcalina
O anticorpo secundario anti-murino ligado a fosfatase alcalina, diluido 1:3000
em tampao de bloqueio, foi incubado com a membrana por 1 hora a temperatura
ambiente. Apos duas lavagens com PBS-Tween 0,1% e mais duas lavagens com
CBS pH 7,0 por 10 minutos sob agitagdo a temperatura ambiente, foi adicionado o
substrato contendo MTT-BCIP (Sigma) e MgCl,. Apés 20 minutos de revelagédo a
reacao foi interrompida com lavagens rapidas com H,;O e spots reativos foram

observados.

3.6.2.4 Quantificagao
O resultado final foi obtido escaneando-se a membrana, revelada pelo método
da fosfatase alcalina. A imagem gerada foi analisada utilizando o ImagedJ, que

quantifica pixels presentes em uma area definida pelo usuario.

3.6.2.5 Regeneragao
Para uso posterior a membrana é tratada com dimetilformamida (DMF) 100%,
reagente A (ureia 8M, 1% SDS, 0,1% de 2-mercaptoetanol), reagente B
(etanol/agual/acido acético nas propor¢oes 50:40:10 vol/vol/vol), e metanol (trés

lavagens de 10 minutos cada).
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3.7 Determinagcao dos aminoacidos criticos do peptideo para interagao com

o anticorpo

3.7.1 Alanina-Scan

Apés identificar um peptideo reativo na membrana de spot, foram
determinados os residuos de aminoacidos importantes para a interagao peptideo —
anticorpo pela técnica de Alanina-Scan (ALA-Scan). Neste ensaio, uma membrana
de spot contendo uma série de peptideos, cuja sequéncia é derivada da sequéncia
de interesse, é sintetizada e tem cada um de seus aminoacidos substituidos por uma
alanina. Quando alaninas estdo presentes na sequencia inicial, sdo substituidas por
glicina.

As membranas de ALA-Scan foram submetidas aos mesmos procedimentos

descritos acima.

3.8 Avaliagao da ligagao de imunoglobulinas a células HEK expressando

Na,1.3

3.8.1 Cultivo de células HEK 293 e HEK Nav1.3

Células HEK293 foram transfectadas com plasmideos contendo a subunidade
a do canal de sddio Na,1.3, contido no vetor de expressao pRK7. As células HEK
293T e HEK 293 expressando constitutivamente canais Na,1.3 foram cultivadas em
garrafas de plastico 25 cm? (Sarstedt) a 37 °C em estufa umidificada com atmosfera
de 5% CO,, em meio DMEM (Sigma-Aldrich) suplementado com bicarbonato de
sédio (3,7g/l), 10% de soro bovino (Cripion), mais 1% de antibidtico gentamicina (10
U.I/ml) (Sigma-Aldrich). O meio foi trocado trés vezes por semana.

Toda a manipulacido descrita acima foi executada em ambiente estéril criado

por uma capela de fluxo laminar, e todo material utilizado era autoclavado a fim de
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se evitar a contaminacdo do meio de cultura por microrganismos. Os meios de
cultivo e demais solucdes eram esterilizadas por filtracdo em membranas estéreis de

0,22 uym de poro.

3.8.2 Imunohistoquimica

Para a realizacao dos ensaios, células HEK Na,1.3 e HEK 293 foram fixadas
em laminulas com paraformaldeido 4% e incubadas com 10ug/ml de IgG anti-
peptideo alpha, por 18 horas, a 4°C. As células foram entdo incubadas com
anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugados com fluorescéncia Alexa Fluor
488 (diluigao 1:500) (Invitrogen-USA). As imagens de fluorescéncia foram coletadas
utilizando o microscoépio confocal Meta LSM 510 (Zeiss GmbH, Jena, Germany).
Dois grupos controles foram utilizados, um contendo apenas o anticorpo secundario

e outro contendo o anticorpo secundario e a IgG pré-imune.

3.9 Avaliagao da reatividade dos anticorpos frente a extrato de cérebro de
camundongo
3.9.1 Imunoblot
Proteinas foram extraidas do cortex de camundongos. Apds a retirada, a
amostra foi colocada em um eppendorf contendo inibidor de protease (tripsina), rippa
buffer, triton e um inibidor de fosfatase. A amostra foi em seguida macerada e
colocada em gelo sob agitagao por 1 hora, e apds este intervalo centrifugada por 20
minutos a 4°C, 15000rpm. O sobrenadante foi novamente centrifugado por mais 20
minutos. O sobrenadante da ultima centrifugacao foi armazenado a -20°C para os

testes.
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A amostra obtida pelo processo acima descrito foi separada por gel de SDS-
PAGE 6% a 160V por 3-4 horas e transferida para uma membrana de nitrocelulose a
24V overnight. Ap6s a transferéncia, a membrana foi bloqueada com PBS Tween
0,3%, a temperatura ambiente por 1 hora, sob agitagdo. A membrana foi entao
incubada com as imunoglobulinas anti-peptideo alpha ou pré-imune diluidas em PBS
(em concentragdes de 10ul/ml), a temperatura ambiente por 2 horas. Apds a
incubagdo foram feitas 3 lavagens com PBS Tween 0,05%. A membrana foi
incubada com o anticorpo secundario anti-coelho conjugado com a enzima
peroxidase, por 1 hora a temperatura ambiente e novamente lavada. As bandas
foram visualizadas utilizando o kit Enhanced Chemiluminescence Imunoblotting

(GE).

3.10 Avaliacao do efeito dos anticorpos em correntes para sédio

3.10.1 Eletrofisiologia

Correntes iobnicas das células HEK Na,1.3 foram registradas através da
técnica de patch clamp no modo Whole-cell. Os experimentos foram feitos em um
microscopio invertido Olympus IMT-2 montado sobre uma mesa antivibragao,
acoplado a um micromanipulador para a movimentagcdo de micropipetas de vidro
(1,5mm d.e., 1,0mm d.i. Perfecta, Sdo Paulo, SP), utilizadas para o registro da
corrente. As micropipetas foram preenchidas com solucéo interna e colocadas no
eletrodo de Ag/AgCI ligado a um amplificador (HEKA-EPC9). Para a analise dos
dados foram utilizados os programas Pulse e Pulse fit (HEKA Eletronik, Lambrecht,
Germany).

As micropipetas de vidro foram confeccionadas a partir de capilares limpos

por sonicagao e polidos ao fogo, que foram alongados através de duas séries de
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aquecimento por meio de um estirador vertical (Narishige, PP-830), gerando, assim,
uma ponta cuja resisténcia variou entre 2 — 3 MQ. A pipeta foi aproximada
lentamente com o auxilio do micromanipulador até tocar a célula, banhada pela
solugdo externa. Neste momento, foi aplicada uma pressao negativa para que uma
pequena por¢cado da membrana da célula interaja com o interior da micropipeta,
formando um selamento de alta resisténcia (gigaselo). Posteriormente, esta porgéo
da membrana foi rompida através de outra sucgao, estabelecendo uma continuidade
entre o citoplasma e a solugao interna da pipeta. Este passo é o que caracteriza a
modalidade Whole-cell, uma vez que, a atividade elétrica de toda a membrana da
célula é captada pela micropipeta e registrada pelo amplificador.

A corrente foi avaliada através de um protocolo de voltagem, em que se fixa o
potencial da membrana a um determinado valor, medindo a corrente necessaria
para manté-lo.

Para os registros de corrente de Na* foi utilizada uma solugéo interna (mM):
130 CsCl, 1 MgCl, 10 HEPES, 10 EGTA e 5 NaCl, pH ajustado para 7,2 com CsOH.
A solugao externa utilizada foi (mM): 140 NaCl, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 0,2 CdCl,, 0,2
NiCly, 15 Glicose e 10 HEPES, pH ajustado para 7,4 com NaOH.

Todas as células foram mantidas em um potencial de holding de -80mV
quando nao estimuladas pelos protocolos. Nos experimentos realizados utilizamos
um protocolo no qual a célula foi despolarizada até OmV a partir de um potencial de
-120mV durante 100ms para obtencéo da corrente total de Na*. O intervalo entre os
estimulos foi de 5s (Figura 8).

Nos primeiros episddios de estimulagao a célula foi perfundida apenas com a
solugdo externa. Apos a estabilizagao, a célula foi exposta a solugao teste (solugao

externa + 1gG).
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OmV

-120mV

20ms

Figura 8: Tracados representativos do protocolo utilizado na eletrofisiologia. A célula
foi despolarizada até OmV a partir de um potencial de -120mV para obtencido da

corrente total de Na*.

3.10.2 Analise estatistica dos dados

Comparacgbes entre dois grupos de dados foram feitas por teste de Mann-
Whitney. Considerou-se que dois grupos de dados eram estatisticamente

significativos quando p<0,05.
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RESULTADOS



4. RESULTADOS

4.1 Selecao da sequéncia extracelular comum a todos os subtipos do canal
para sédio voltagem dependente
4.1.1 Recuperagao de sequéncias de canais i6nicos para sédio

As sequéncias de cada subtipo do canal para sddio foram recuperadas no
NCBI Protein, em formato FASTA. Foram selecionadas as sequéncias com mais de
1500 aminoacidos presentes na espécie humana. A sequéncia do subtipo Na,1.1

pode ser observada na figura 9.

>gi12644229|sp|P35498.2|SCN1A_HUMAN RecName: Full=Sodium channel protein type 1 subunit
alpha; AltName: Full=Sodium channel protein brain I subunit alpha; AltName: Full=Sodium channel
protein type I subunit alpha; AltName: Full=Voltage-gated sodium channel subunit alpha Navl.1

NTerminalMEQTVLVPPGPDSFNFFTRESLAAIERRIAEEKAKNPKPDKKDDDENGPPNSDLEAGKNLPFIYGD
IPPEMVSEPLEDLDPYYINKKTFIVLNKGKAIFRFSATSALYILTPFNPLRKIAIKILVHSLFSMLIMCTILTNCVF
MTMSNPPDWTKNVEYTFTGIYTFESLIKITARGFCLEDFTFLRDPWNWLDFTVITFAYVTEFVDLGNVSALRT
FRVLRALKTISVIPGLKTIVGALIQSVKKLSDVMILTVFCLSVFALIGLQLFMGNLRNKCIQWPPTNASLEEHSI
EKNITVNYNGTLINETVFEFDWKSYIQDSRYHYFLEGFLDALLCGNSSDAGQCPEGYMCVKAGRNPNYGYT
SFDTFSWAFLSLFRLMTQDFWENLYQLTLRAAGKTYMIFFVLVIFLGSFYLINLILAVVAMAYEEQNQATLE
EAEQKEAEFQQMIEQLKKQQEAAQQAATATASEHSREPSAAGRLSDSSSEASKLSSKSAKERRNRRKKRKQ
KEQSGGEEKDEDEFQKSESEDSIRRKGFRFSIEGNRLTYEKRY SSPHQSLLSIRGSLFSPRRNSRTSLFSFRGRA
KDVGSENDFADDEHSTFEDNESRRDSLFVPRRHGERRNSNLSQTSRSSRMLAVFPANGKMHSTVDCNGVVS
LVGGPSVPTSPVGQLLPEVIIDKPATDDNGTTTETEMRKRRSSSFHVSMDFLEDPSQRQRAMSIASILTNTVEE
LEESRQKCPPCWYKFSNIFLIWDCSPYWLKVKHVVNLVVMDPFVDLAITICIVLNTLFMAMEHYPMTDHFN
NVLTVGNLVFTGIFTAEMFLKIIAMDPYYYFQEGWNIFDGFIVTLSLVELGLANVEGLSVLRSFRLLRVFKLA
KSWPTLNMLIKIIGNSVGALGNLTLVLAIIVFIFAVVGMQLFGKSYKDCVCKIASDCQLPRWHMNDFFHSFLI
VFRVLCGEWIETMWDCMEVAGQAMCLTVFMMVMVIGNLVVLNLFLALLLSSFSADNLAATDDDNEMNNL
QIAVDRMHKGVAY VKRKIYEFIQQSFIRKQKILDEIKPLDDLNNKKDSCMSNHTAEIGKDLDYLKDVNGTTS
GIGTGSSVEKYIIDESDYMSFINNPSLTVTVPIAVGESDFENLNTEDFSSESDLEESKEKLNESSSSSEGSTVDIG
APVEEQPVVEPEETLEPEACFTEGCVQRFKCCQINVEEGRGKQWWNLRRTCFRIVEHNWFETFIVFMILLSSG
ALAFEDIYIDQRKTIKTMLEYADKVFTYIFILEMLLKWVAYGYQTYFTNAWCWLDFLIVDVSLVSLTANALG
YSELGAIKSLRTLRALRPLRALSRFEGMRVVVNALLGAIPSIMNVLLVCLIFWLIFSIMGVNLFAGKFYHCINT
TTGDRFDIEDVNNHTDCLKLIERNETARWKNVKVNFDNVGFGYLSLLQVATFKGWMDIMYAAVDSRNVEL
QPKYEESLYMYLYFVIFIIFGSFFTLNLFIGVIIDNFNQQKKKFGGQDIFMTEEQKKY YNAMKKLGSKKPQKPI
PRPGNKFQGMVFDFVTRQVFDISIMILICLNMVTMMVETDDQSEY VTTILSRINLVFIVLFTGECVLKLISLRH
YYFTIGWNIFDFVVVILSIVGMFLAELIEKYFVSPTLFRVIRLARIGRILRLIKGAKGIRTLLFALMMSLPALFN
IGLLLFLVMFIYAIFGMSNFAY VKREVGIDDMFNFETFGNSMICLFQITTSAGWDGLLAPILNSKPPDCDPNKV
NPGSSVKGDCGNPSVGIFFFVSYIIISFLVVVNMYIAVILENFSVATEESAEPLSEDDFEMFYEVWEKFDPDAT
QFMEFEKLSQFAAALEPPLNLPQPNKLQLIAMDLPMVSGDRIHCLDILFAFTKRVLGESGEMDALRIQMEERF
MASNPSKVSYQPITTTLKRKQEEVSAVIIQRAYRRHLLKRTVKQASFTYNKNKIKGGANLLIKEDMIIDRINE
NSITEKTDLTMSTAACPPSYDRVTKPIVEKHEQEGKDEKAKGK CTerminal

Figura 9: Sequéncia recuperada do subtipo Na,1.1 do canal para sédio. Em destaque

a sequéncia posteriormente escolhida.
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4.1.2 Determinacao de segmentos extracelulares

Anotagcbes dos 24 segmentos transmembranares, disponiveis no NCBI
Protein, foram realizadas para cada subtipo do canal para sédio. A tabela 6
exemplifica as anotacdes realizadas para o subtipo Na,1.1 e a localizagdo dos

aminoacidos na sequéncia da proteina.

Tabela 6: Anotagao dos 24 segmentos transmembranares do subtipo Na,1.1.

Segmentos transmembranares

1. 124 — 147 13. 1214 - 1237
2. 156 -175 14. 1251 - 1276
3. 189 -207 15. 1283 — 1304
4. 214 - 233 16. 1309 — 1330
5. 260-273 17. 1350 — 1377
6. 400 -425 18. 1457 — 1483
7. 763 -787 19. 1537 — 1560
8. 799 -822 20. 1572 — 1595
9. 831-850 21. 1602 — 1625
10.857 — 876 22. 1636 — 1657
11.893 — 913 23.1673 — 1695
12.967 — 992 24. 1762 - 1786

A partir das informacgdes de localizagdo dos segmentos transmembranares na
sequéncia dos canais, foi possivel a dedugdo dos segmentos extracelulares (Tabela

7), alvo do nosso estudo.
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A sequéncia de aminoacidos correspondente a cada segmento extracelular foi

obtida através de uma busca na sequéncia completa da proteina, recuperada

previamente no NCBI Protein.

Tabela 7: Dedugao dos 12 segmentos extracelulares da isoforma Na,1.1.

Segmentos Sequéncia de aminoacidos
extracelulares
147-156 MSNPPDWTKN
207-214 VDLGNVSA
273-400 LRNKCIQWPPTNASLEEHSIEKNITVNYNGTLINETVFEFDW
KSYIQDSRYHYFLEGFLDALLCGNSSDAGQCPEGYMCVKA
GRNPNYGYTSFDTFSWAFLSLFRLMTQDFWENLYQLTLRA
AGKTYM
787-799 MEHYPMTDHFNNV
850-857 ANVEGLSV
913-967 GKSYKDCVCKIASDCQLPRWHMNDFFHSFLIVFRVLCGEWI
ETMWDCMEVAGQAM
1237-1251 FEDIYIDQRKTIKTM
1304-1309 LGYSEL
1377-1457 INTTTGDRFDIEDVNNHTDCLKLIERNETARWKNVKVNFDNV
GFGYLSLLQVATFKGWMDIMYAAVDSRNVELQPKYEESL
1560-1572 VETDDQSEYVTTI
1625-1636 IEKYFVSPTLFR
1695-1762 VKREVGIDDMFNFETFGNSMICLFQITTSAGWDGLLAPILNS

KPPDCDPNKVNPGSSVKGDCGNPSVG
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4.1.3 Alinhamento de sequéncia

O alinhamento das sequéncias de aminoacidos de todas as isoformas do
canal para sédio foi feito utilizando a ferramenta ClustalWW do programa Jalview. As
sequéncias completas foram alinhadas e os residuos de aminoacidos foram
coloridos de acordo com a porcentagem de identidade entre si.

A sequéncia de aminoacidos PTLFR mostrou 100% de conservagao entre as
isoformas (Figura 10). Estes residuos de aminoacidos estdo localizados no dominio
IV, no 11° segmento extracelular de todos os subtipos de canais para sodio. Esta
caracteristica foi considerada fundamental para a escolha do peptideo a ser

sintetizado.

1730 17490

Na,1.1
Na,6 1.2
Na, 1.3
Na,6 1.4
Na,6 1.5
Na,6 1.6
| YFV Na,6 1.7
ILKSLQSYF Na, 1.8
TLENQEHIPFP Na,1.9

Figura 10: Alinhamento parcial de todas as isoformas de canais para sédio. Em
diferentes tons de azul, residuos de aminoacidos agrupados de acordo com a porcentagem

de identidade entre si. Quanto mais intenso, maior € a porcentagem de identidade.
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Devido a similaridade entre as sequéncias selecionamos a do Na,1.1 para a

realizacado da predigao de regides imunogénicas e posterior sintese do peptideo.

4.2 Predigcao de regides imunogénicas

O algoritmo Epitopia foi utilizado para prever regides imunogénicas como

candidatas a epitopos para células B, a partir da sequéncia linear do subtipo Na,1.1.

De acordo com a escala fornecida pelo algoritmo, a sequéncia apresenta

residuos altamente imunogénicos (indice 4 e 5) e expostos (¢) (extracelulares)

(Figura 11), como o segmento LIEKYFVSPTLFR, caracteristicas relevantes para a

sintese do peptideo. Além disso, de acordo com a literatura, ndo foram descritos

anticorpos dirigidos contra esta sequéncia.

1 11
LICENMVTMM VETDDQSEYV
bbbbbbb b
51 61
FTIGWIIFDE VWVILSIVGM
b bbbb bbbbbbbbbb
101 111
IKGAKEILNTL LEALMMSEPA
b beeb bbbbbebbeb

151

Legend:

The immunogenicity scale:
Bl 2 3 4
Low Average High
- A predicted exposed residue.
b - A predicted buried residue.

21 31
TTILERINLY EIVLFTE=CV
bbeebbbb bbbbbbeebb
71 21
FLAEIII:.IEKE USPELFRVIR
bbedbb bbepbb
131
VMEIvAIFGM
bbbbbbbbbb

41
LKEISLIGNY
bebbbbeeeb
91

LARIEESILRL
bbebeebbeb

141

SEFAEVF—H KREV]
b b

Figura 11: Predicdo de regides imunogénicas. Sequéncia de aminoacidos parcial do

subtipo Na,1.1 submetido a predicdo de epitopo pelo algoritmo Epitopia. A sequéncia

conservada em todas as isoformas esta destacada em vermelho.
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4.3 Verificagao da exclusividade da regidao em canais para sédio
A sequéncia do subtipo Na,1.1, que é conservada entre os outros subtipos de
canais para sodio e predita como imunogénica, foi submetida a analise por PsiBlast.
O Blast mostrou que o peptideo de interesse esta presente exclusivamente em
canais para sodio e apresenta similaridade de sequéncia com os subtipos Na,1.2,

Na,1.3, Na,1.4, Na,1.5, Na,1.6, Na,1.7 e Na,1.9.

4.4 Sintese do peptideo

4.4.1 Selegao e sintese do peptideo

Inicialmente selecionamos para sintese a sequéncia LIEKYFVSPTLFRVI do
subtipo Na,1.1, um peptideo de 15 aminoacidos, no qual 9 sao hidrofébicos. Devido
a este carater hidrofébico o peptideo nao foi soluvel em agua e em alguns solventes
organicos.

Com o objetivo de aumentar a solubilidade do peptideo fizemos algumas
modificagcdes substituindo aminoacidos hidrofébicos por residuos polares ou
carregados de  acordo com Custom  Peptide Technical  Support
(http://www.proimmune.com/ecommerce/page.php?page=peptide_support).

O peptideo alterado, selecionado para sintese, TGEKYFVSEPTLFRGNKEK,
€ composto por 19 aminoacidos, sendo 5 hidrofébicos, 3 carregados negativamente,
4 carregados positivamente e 7 polares e se mostrou soluvel em agua e foi utilizado
nos ensaios posteriores.

O peso molecular de 2230,51Da e o ponto isoelétrico de 8,10 do peptideo
selecionado foram calculados pela ferramenta Compute pl/Mw disponivel no portal

ExPASYy.
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4.4.2 Purificagao do peptideo e espectrometria de massas
O peptideo foi solubilizado em 80% de acetonitrila e submetido a
cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC- Shimadzu) acoplada a coluna C18

(Vydac). O perfil de purificagdo do peptideo esta demonstrado na figura 12.
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Figura 12: Purificagdao do peptideo em HPLC. Em vermelho estdo os picos coletados na

corrida.

50



Os picos obtidos foram submetidos a analise por espectrometria de massas
(MALDI-TOF-TOF). A massa do peptideo (2230,51Da) acrescida de um grupamento
acetila (42Da) foi confirmada no pico 2, com a massa de 2273Da, como

demonstrado na figura 13.

TOF MS ESe
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Figura 13: Espectrometria de massas. Em destaque esta a massa do peptideo acrescida

da massa de um grupamento acetila.
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4.5 Reatividade dos anticorpos anti-peptideo alpha

4.5.1 ELISA indireta

O peptideo reativo foi acoplado a ovalbumina (OVA), assumindo o papel de
uma proteina carreadora e utilizado como imunégeno em camundongos Balb/C e
coelhos New Zealand. O imundgeno produzido (TGEKYFVSEPTLFRGNKEK — OVA)
foi testado quanto a sua habilidade de incitar uma resposta imune efetiva em
camundongos e coelhos. Uma semana apds a 8% dose o soro dos animais foi
coletado e o soro de coelho foi purificado em coluna de proteina A.

A reatividade do soro de camundongos frente ao peptideo alpha conjugado a
OVA, frente ao peptideo alpha e frente a OVA, foi verificada, em diferentes dilui¢des.
Foram observados anticorpos reativos frente a todas as condigdes testadas (Figura
14). Para o soro frente ao peptideo alpha conjugado a OVA, a diluicdo que
apresentou densidade o6tica (DO) de 1.0, foi 1:6400 e para o soro frente ao peptideo
alpha, foi 1:800. Desta maneira, observamos que o soro de camundongo anti-
peptideo alpha-OVA é capaz de reconhecer o peptideo sozinho, nao carreado.

Como podemos ver na figura 14, ndo houve reag¢ao do soro pré-imune contra
o peptideo alpha + OVA, assim como contra o peptideo alpha e contra a OVA (n&o

mostrado no grafico).
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B Peptideo alpha + OVA
Peptideo alpha
HOVA
M Peptideo alpha + OVA - Pré-imune
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Figura 14: Reatividade, medida por ELISA, do soro anti-peptideo alpha-OVA. A placa foi
sensibilizada com 100ul de solugdo contendo 10ug/ml do peptideo alpha + OVA, somente
peptideo alpha e somente OVA como controle negativo. Nao houve reatividade do soro pré-

imune frente ao peptideo alpha + OVA.

Foi avaliada também, a capacidade do imundgeno em desencadear uma
resposta imune em coelhos New Zealand.

Para a IgG frente ao peptideo alpha conjugado a OVA, a diluicdo que
apresentou densidade ética (DO) de 1.0, foi 0,125ug/pocgo e para a IgG frente ao
peptideo alpha, foi 0,5ug/pogo (Figura 15), mostrando uma forte reatividade da IgG

purificada frente ao peptideo alpha nao carreado.
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Podemos observar na figura 15 que nao houve reagao da IgG pré-imune

contra o peptideo alpha + OVA, assim como contra o peptideo alpha e contra a OVA

(ndo mostrado no grafico).
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M Peptideo alpha + OVA
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Figura 15: Reatividade, medida por ELISA, da IgG anti-peptideo alpha. A placa foi
sensibilizada com 100ul de solugdo contendo 10ug/ml de peptideo alpha + OVA, somente
peptideo alpha e somente OVA como controle negativo. Nao houve reatividade da

imunoglobulina pré-imune frente ao peptideo alpha + OVA.
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4.5.2 SPOT

Como o peptideo correspondente ao 11° segmento extracelular do canal para
sodio Na,1.1 se mostrou insoluvel quando sintetizado em solug¢ao, nao foi possivel
testar sua reatividade por ELISA. Desta maneira, adotamos a metodologia de SPOT
sintese para testar se os anticorpos produzidos contra o peptideo alpha
reconheceriam através dessa técnica o peptideo hidroféobico mimetizado do 11°
segmento.

Desta maneira, a sequéncia do peptideo alpha, foi sintetizada em uma
membrana de SPOT, assim como sua sequéncia invertida, como controles positivo e
negativo. Na mesma membrana, foi sintetizada a sequéncia do peptideo hidrofébico

e sua sequéncia invertida como controle negativo (Tabela 8).

Tabela 8: Peptideos alpha e mimético do 11° segmento extracelular com suas

sequéncias invertidas sintetizados na membrana de SPOT.

Sequéncia Identificagcao
1 TGEKYFVSEPTLFRGNKEK Peptideo alpha
2 TGEKYFVSEPTLFRGNKEK Peptideo alpha
3 LIEKYFVSPTLFRVI Peptideo hidrofébico
4 LIEKYFVSPTLFRVI Peptideo hidrofébico
5 LIEKYFVSPTLFRVI Peptideo hidrofébico
6 KEKNGRFLTPESVFYKEGT Peptideo alpha invertido
7 IVRFLTPSVFYKEIL Peptideo hidrofdbico invertido
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Para garantir a especificidade das reagbes, os anticorpos secundarios a
serem utilizados no imunoensaio (anti-lgG de camundongo conjugada a fosfatase
alcalina) foram primeiramente testados com as membranas. Nenhum spot se
mostrou reativo, o que descarta uma possivel reatividade cruzada com este
anticorpo. Outro ensaio, utilizando primeiramente soro pré-imune de camundongo,
seguida da adicdo do anticorpo secundario utilizado acima, também foi realizado, e
novamente nao foram detectados spots reativos (Figura 16A).

Ao testar o soro de camundongo anti-peptideo alpha-OVA frente aos
peptideos por SPOT (Figura 16B), observamos reatividade frente aos spots 1 e 2,
correspondentes ao peptideo alpha, assim como os spots 3, 4 e 5, correspondentes
ao peptideo hidrofébico. O spot 6, correspondente ao peptideo alpha invertido e o
spot 7, correspondente ao peptideo hidrofdbico invertido, ndo apresentaram
reatividade, demonstrando a especificidade do reconhecimento da sequéncia correta

dos peptideos.
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Figura 16: Reatividade dos peptideos alpha e mimético do segmento extracelular 11
do canal para sédio por SPOT. A) Frente ao soro pré-imune de camundongo. Foi
utilizado soro de camundongo pré-imune na diluicdo 1:400 e o anticorpo secundario
conjugado a fosfatase alcalina em diluicao 1:3000. B) Frente ao soro anti-peptideo alpha-
OVA. Foi utilizado soro de camundongo anti-peptideo alpha-OVA na diluicdo 1:400 e o

anticorpo secundario conjugado a fosfatase alcalina na diluigao 1:3000.

4.6 Determinagao dos aminoacidos criticos do peptideo para interagao com
o anticorpo
4.6.1 Alanina-Scan
Para verificar os residuos importantes para a interagdo dos anticorpos
gerados, foi produzida uma membrana de SPOT contendo uma série de analogos do
peptideo alpha, onde cada aminoacido foi substituido por uma alanina, para verificar
os efeitos dessa substituicdo (Figura 17). Através desse ensaio, observamos que a
modificacdo de cada um dos aminoacidos do peptideo alpha por alanina nao

acarretou em nenhuma mudanga significativa para a interagdo com o anticorpo.
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Apenas uma leve alteracdo na ligacdo dos anticorpos anti-peptideo alpha foi

observada quando o residuo de leucina (L) foi substituido por alanina.
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Figura 17: Grafico de reatividade e membrana de ALA-Scan do peptideo alpha, testado

Reatividade (%)
o o o o o o o o o

o

com o soro anti-peptideo alpha-OVA. A reatividade do soro anti-peptideo alpha-OVA de
camundongo na diluicdo 1:400 foi medida pela quantidade de pixels por area no programa
Imaged. A sequéncia original do peptideo foi utilizada como referéncia (Ref.) e sua medida

correspondeu a 100% de reatividade, a partir da qual a reatividade dos demais spots foi

calculada.

Visando identificar os residuos de aminoacidos importantes no peptideo
hidrofébico correspondente ao segmento extracelular 11 do canal para sédio Na,1.1,
uma série de analogos do peptideo, substituindo-se cada residuo de aminoacido por
uma alanina, foram sintetizados para a regido, bem como uma série de analogos
para o0 mesmo segmento dos canais para sédio nas diferentes isoformas Na,1.4,

Na,1.5, Na,1.6 e Na,1.7.
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A membrana sintetizada foi testada com soro de camundongo anti-peptideo
alpha-OVA em uma diluicdo 1:400 (Figura 18). Novamente, testamos a membrana
com soro pré-imune e anticorpo secundario e nenhuma reacgao foi observada.

A substituicdo dos residuos de prolina (P), treonina (T), leucina (L) e
fenilalanina (F) pertencentes a regido extracelular do canal para sodio alterou
significativamente a ligagdo dos anticorpos anti-peptideo alpha-OVA.

A alteragao dos aminoacidos prolina e treonina na sequéncia do canal Na,1.4
acarretou uma diminuicado de mais de 50% na reatividade, enquanto que para os
residuos leucina e fenilalanina essa diminuigéo foi de aproximadamente 80%.

Para o canal Na,1.5 a alteracdo da prolina e treonina diminuiu em 50% a
reatividade e a diminuigéo foi de 60% e 70% para a substituicdo dos aminoacidos
leucina e fenilalanina respectivamente. Efeito semelhante foi observado para o canal
Na,1.6.

Um efeito menos acentuado foi observado para o canal Na,1.7 e Na,1.1 que
apresentaram uma diminuicdo de 30% na reatividade ao substituir prolina por
alanina e uma redugao de aproximadamente 40% para a substituicdo da treonina e

60% para a substituicdo dos residuos leucina e fenilalanina.
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Figura 18: Graficos de reatividade e membranas de ALA-Scan testadas com o soro de
camundongos imunizados com o peptideo alpha-OVA. A) Sequéncia Na,1.1. B)
Sequéncia Na,1.4. C) Sequéncia Na,1.5. D) Sequéncia Na,1.6. E) Sequéncia Na,1.7. A
reatividade foi medida pela quantidade de pixels por area no programa ImagedJ. A sequéncia
original do peptideo como utilizada como referéncia (Ref.) e sua medida correspondeu a

100% de reatividade, a partir da qual a reatividade dos demais spots foi calculada.
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4.7 Avaliacao da ligagcao de imunoglobulinas a células HEK expressando

Na,1.3

4.7.1 Imunohistoquimica

O ensaio de imunohistoquimica foi realizado para investigar se a IgG anti-
peptideo alpha se liga a células HEK expressando o canal para sodio Na,1.3. Estas
células foram colocadas em contato com a IgG e posteriormente incubadas com um
anticorpo anti-IgG de coelho marcado com fluorescéncia. As células foram entéo
visualizadas em microscopia confocal.

Os resultados preliminares sao encontrados na figura 19. Toda a regido da
membrana celular exposta para o meio extracelular foi marcada pela fluorescéncia
nas células tratadas com a imunoglobulina (Figura 19A), enquanto que o0s grupos
controles testados (apenas com o anticorpo secundario ou com a imunoglobulina
pré-imune e anticorpo secundario) foram negativos para a marcagao (Figura 19B e

C).
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Figura 19: Imagens representativas mostrando a ligagao da imunoglobulina a
membrana de células HEK Na,1.3. A) IgG anti-peptideo alpha. Foi realizada a incubagéao
das células com a IgG e posteriormente com anticorpos anti-lgG de coelho marcados com
Alexa Fluor 488. B) Alexa 488. Células foram tratadas somente com o anticorpo anti-coelho
marcados com Alexa Fluor 488. C) IgG Pré-Imune. Foi realizada a incubagao das células
com a IgG e posteriormente com anticorpos anti-IgG de coelho marcados com Alexa Fluor
488. Quadro esquerdo: imagens obtidas com o filtro 488; Quadro direito: imagens obtidas

sem o filtro.
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4.8 Avaliacao da reatividade dos anticorpos frente a extrato de cérebro de
camundongo
4.8.1 Imunoblot
A anadlise por eletroforese em gel de poliacrilamida do extrato de cértex de
cérebro de camundongos revelou a presenga de uma proteina de aproximadamente
260kDa (Figura 20A), massa do canal para sodio. A imunoglobulina anti-peptideo
alpha, reconheceu, por Western blot, uma proteina do cortex de aproximadamente

260kDa e uma proteina de aproximadamente 100kDa n&o identificada (Figura 20B).

250 kDa

130 kDa

100 kDa

70 kDa

Figura 20: Analise de proteinas do cértex de camundongo em gel de poliacrilamida e
Western blot. A) Eletroforese em gel de poliacrilamida. Extrato de cortex de cérebro de
camundongo. P, padrao; A, amostra. B) Western blot. Analise desta amostra utilizando 1gG

anti-peptideo alpha (1) e IgG pré-imune (2).
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A reatividade das imunoglobulinas anti-peptideo alpha e pré-imune frente ao
extrato de coértex, também foi verificada pelo ensaio de ELISA (Figura 21). A 1gG
anti-peptideo alpha foi capaz de reconhecer o extrato, entretanto ndo foi observada

reacao para a IgG pré-imune.
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Dilui¢do 1gG (ng/well)

Figura 21: Reatividade, medida por ELISA, da IgG anti-peptideo alpha e IgG pré-imune

frente ao extrato de cértex. A placa foi sensibilizada com 100ul de solugdo contendo

50ug/ml de extrato de cortex.
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4.9 Avaliacao do efeito dos anticorpos na corrente para sédio

4.9.1 Eletrofisiologia

O protocolo utilizado para este ensaio esta exemplificado na figura 8.

Visto que a IgG anti-imunégeno é capaz de se ligar a células HEK que
expressam o canal Na,1.3, o préximo passo deste trabalho foi investigar se esta
ligacao interfere no comportamento eletrofisiolégico das células.

Para isso, células HEK Na,1.3 foram tratadas com IgG anti-imundgeno e a
corrente de sédio foi investigada através da técnica de Patch Clamp no modo Whole
cell.

Como pode ser notada na figura 22A, a corrente de sédio presente em células
tratadas com imunoglobulina pré-imune (em vermelho), em relagdo a corrente da
célula controle (solugdo externa), nao apresentou variagdo estatisticamente
significativa.

As figuras 22B e C apresentam os tragados representativos da corrente de
sédio em células HEK Na,1.3 tratadas com a IgG anti-imundégeno e com a porgéao
Fab, respectivamente. A IgG anti-peptideo alpha a 600pM aumenta em média 16% a
corrente de Na* (Figura 22B) enquanto a porgdo Fab, a 200nM, aumenta em média
23% (Figura 22C), valores considerados estatisticamente significativos (teste de
Mann-Whitney, p<0,05%). Além disso, uma analise mais cuidadosa sugere que
estas duas moléculas interferem na corrente de sodio e deslocam a curva de

ativacao para um sentido mais negativo, levando a um aumento nesta corrente.
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Figura 22: Tracados representativos da corrente de sédio em células HEK Na,1.3. Em
vermelho, corrente de células tratadas. Em preto, corrente de células controle (solugéo
externa). A) IgG pré-imune. Corrente de células HEK Na,1.3 tratadas com 0,1ug/ml de 1gG
pré-imune. B) IgG anti-peptideo alpha. Corrente de células HEK Na,1.3 tratadas com
0,1ug/ml de IgG anti-peptideo alpha. C) Fab anti-peptideo alpha. Corrente de células HEK

Na,1.3 tratadas com 0,1ug/ml de por¢ao Fab anti-peptideo alpha.
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5. DISCUSSAO

Em todas as células eletricamente excitaveis de mamiferos, os canais para
sédio voltagem dependentes sdo essenciais para a geragao do potencial de agao e,
assim, ao nivel de um unico neurdnio sao indispensaveis para a sinalizacao elétrica
(Catterall, 2000). Em virtude de sua fungéo, as patologias que envolvem os canais
para soédio podem causar um aumento no seu funcionamento levando a uma
hiperexcitabilidade neuronal associada a manifestagbes clinicas como as
convulsdes. Por outro lado, podem causar atenuacdo da fungdo do canal e
hipoexcitabilidade neuronal associada a manifestacdes clinicas como a paralisia
(Waxman, 2007).

As primeiras canalopatias associadas a mutacdes dos canais para sodio
neuronais foram descobertas em rato: uma mutagédo nula do gene SCN8A (Burgess
et al.,, 1995) e uma mutagao de ganho de fungao no gene SCN2A (Kearney et al.,
2001). A triagem de pacientes humanos com disturbios clinicos relacionados levou a
identificacdo de mutacbées no gene SCN1A em duas grandes familias que
apresentavam epilepsia. Posteriormente, mais de 20 mutacbes diferentes foram
identificadas no gene SCN1A (Figura 3) (Catterall et al.,, 2008), sendo que, duas
destas mutagdes, associadas a epilepsia infantil, estdo localizadas no 11° segmento
extracelular, no local de ligagao do anticorpo anti-peptideo alpha.

O conhecimento da estrutura e funcionamento dos canais para soédio e as
propriedades de interacdo destes com outras moléculas, como os anticorpos, pode
levar a um avango no desenvolvimento de novos marcadores, que auxiliarao no
tratamento das canalopatias associadas ao canal para sodio.

A arquitetura do canal para sodio foi recentemente revelada em trés

dimensdes pela determinagcdo da estrutura cristalina do canal Na,Ab bacteriano
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(Payandeh et al., 2011). Entretanto, a estrutura do canal para sd6dio humano ainda
nao foi descrita e as regides transmembranares e extracelulares exatas destes
canais nao foram determinadas. Neste sentido, estudos funcionais foram realizados
com o objetivo de conhecer aproximadamente a posigdo dos segmentos de
aminoacidos nestas regides.

Diversos estudos sobre 0 mapeamento de canais para sédio com a utilizacao
de anticorpos ja foram descritos anteriormente (Noda et al., 1986; Gordon et al.,
1987; Gordon et al., 1988; Tejedor e Catterall, 1988; Thomsen e Catterall, 1989;
Withaker et al., 2001; Chioni et al., 2005). Dentre estes, dois estudos demonstraram
a producgao de anticorpos dirigidos contra o 3°, 9° e 12° segmentos extracelulares do
canal para sédio Na,1.2 (Tejedor e Catterall, 1988); (Thomsen e Catterall, 1989).

Em outro trabalho, anticorpos dirigidos contra sequéncias extracelulares das
isoformas Na,1.1, Na,1.3, Na,1.4, Na,1.5, Na,1.6, Na,1.7, Na,1.8 e Na,1.9 do canal
para soédio foram descritos (WO 2007/023298 A2, 2007). Através da localizagao
aproximada destas sequéncias, obtida a partir de dados anotados no NCBI como
transmembranares e da deducao dos segmentos extracelulares, observamos que
alguns dos segmentos descritos localizavam-se intracelularmente e nao
extracelularmente como afirmava o autor. Sendo assim, apenas 4 anticorpos foram
produzidos neste estudo contra segmentos extracelulares, localizados na 3% e 92
alca do canal para sédio.

Além destes, sao atualmente comercializados pelas empresas Sigma,
Milipore e Santa Cruz Biotechnology trés anticorpos, dirigidos também contra
regides extracelulares. Um dos anticorpos, policlonal, é dirigido contra 1° segmento
extracelular do canal Nay1.2, proximo ao N-terminal. O segundo, monoclonal, é

dirigido contra uma regido extracelular do canal Na,1.5. O terceiro, monoclonal, é
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dirigido contra o 1° segmento extracelular do canal Na,1.7. Estas empresas
disponibilizam também, um anticorpo monoclonal produzido contra o 9° loop
intracelular presente em todas as isoformas dos canais para sédio.

E importante ressaltar, contudo, que anticorpos dirigidos contra regides
intracelulares dos canais para sédio ndo podem ser usados em ensaios de inibicao
com células vivas. Neste sentido, o desenvolvimento de anticorpos contra regides
extracelulares seria essencial no estudo da inibicdo da proliferacdo de células
tumorais e também em ensaios de competicdo com drogas e toxinas para
determinagao de sitios de ligagédo destas nos canais.

Visto a importancia do mapeamento de canais para sédio e a caréncia de
anticorpos dirigidos contra regides extracelulares, em especial contra segmentos do
dominio IV, buscamos selecionar neste trabalho, uma sequéncia extracelular comum
a todos os subtipos de canais para sédio. A sequéncia do canal Na,1.1,
LIEKYFVSPTLFRVI, selecionada no presente estudo, se mostrou altamente
conservada entre todas as isoformas. Entretanto, devido ao seu carater hidrofébico
foi necessaria a modificagdo de alguns aminoacidos para que o peptideo fosse
soluvel em meio aquoso.

Ao desenvolver peptideos, € aconselhavel que haja um aminoacido carregado
a cada cinco para auxiliar a solubilizagdo. Se nao for possivel, recomenda-se a
substituicdo de aminoacidos hidrofébicos por residuos polares ou carregados

(http://www.proimmune.com/ecommerce/page.php?page=peptide support). Desta

forma, para o peptideo selecionado, os residuos de aminoacidos das pontas N-
terminal, leucina (L) e isoleucina (l), e C-terminal, valina (V) e isoleucina,
hidrofébicos, foram substituidos por residuos polares, treonina (T), glicina (G) e

asparagina (N) e residuos carregados, lisina (K) e &cido glutamico (E).
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Adicionalmente, um residuo de acido glutdmico, carregado negativamente, foi
inserido na metade da sequéncia. Entretanto, uma vez que a sequéncia PTLFR
mostrou-se altamente conservada entre as isoformas dos canais para soédio,
resolvemos ndo modifica-la. Apds estas alteracdes a sequéncia final para sintese foi
TGEKYFVSEPTLFRGNKEK.

A sequéncia sintetizada esta localizada entre os segmentos 3 e 4 (aa 1624-
1642, 11° segmento extracelular), no dominio IV, e de acordo com o Blast, esta
presente exclusivamente em canais para sédio voltagem dependentes apresentando
similaridade com os subtipos Na,1.2, Na,1.3, Na,1.4, Na,1.5, Na,1.6, Na,1.7 e
Na,1.9.

O peptideo sintetizado, acoplado a ovalbumina, foi utilizado para imunizar
camundongos e coelhos e, apds 8 doses verificou-se que o imundgeno foi capaz de
induzir anticorpos contra a por¢cao extracelular do canal para sédio em ambos os
animais.

Observamos que o soro anti-peptideo alpha, produzido em camundongos, foi
capaz de reconhecer o antigeno (Peptideo alpha), e mesmo estando acoplado a
uma proteina carreadora este antigeno desencadeou uma resposta imune nao so6
contra o peptideo carreado, mas também contra o peptideo ndo carreado e em
menor proporgao a OVA (Figura 14). Estes resultados confirmaram a antigenicidade
e imunogenicidade do peptideo alpha.

Visto que o soro anti-peptideo alpha foi capaz de reconhecer o antigeno,
purificamos as imunoglobulinas a partir do soro de coelhos, com o objetivo de
aumentar a especificidade dos ensaios. As IgGs foram capazes de reconhecer
fortemente o peptideo alpha acoplado a OVA e o peptideo alpha ndo acoplado, nos

ensaios de ELISA (Figura 15), confirmando sua imunogenicidade. E importante
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ressaltar que a IgG anti-peptideo alpha apresentou baixa reatividade frente a OVA,
indicando que esta proteina carreadora nao influenciou as respostas imunes
apresentadas pelos animais.

A reatividade do peptideo também foi testada pelo método de SPOT. Foram
sintetizadas em uma membrana de celulose as sequéncias do peptideo hidrofébico,
do peptideo alpha e destas sequéncias em um sentido invertido. A sequéncia do
peptideo alpha reagiu fortemente com o anticorpo e uma reagdo de intensidade
moderada foi observada para a sequéncia do peptideo hidrofébico. Nao houve
reacdo do anticorpo com as sequéncias invertidas, demonstrando a importancia da
sequéncia correta de aminoacidos para a interacdo com o anticorpo.

Posteriormente, o ensaio de ALA-Scan foi realizado para verificar a
importancia de cada residuo de aminoacido para a ligagdo com o anticorpo. Foi
observada apenas uma leve modificagdo quando um residuo de leucina foi
substituido por um residuo de alanina na sequéncia do peptideo alpha, que pode ser
explicada por caracteristicas similares apresentadas por estes dois aminoacidos.

A analise dos resultados demonstrou uma maior importancia dos residuos de
prolina (P), treonina, leucina e fenilalanina (F) para a ligagcdo com o anticorpo anti-
peptideo alpha, uma vez que, a troca sequencial dos residuos de P, T, L e F por um
residuo de alanina (A) acarretou a perda de reatividade com o anticorpo (Figura 18).
Além disso, estes residuos mostraram-se altamente conservados entre as isoformas
de canais para sodio.

Este estudo foi pioneiro em utilizar a técnica de SPOT para o mapeamento de
sitios especificos do canal para sédio e na identificacdo de residuos de aminoacidos

criticos para a interacdo com o anticorpo.
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Em um estudo de 2005, Chioni e colaboradores demonstraram a ligacéo de
anticorpos anti-VGSC a células EBNA transfectadas com o canal para soédio Na,1.5
em ensaios de imunohistoquimica. Desta maneira, baseando-se neste estudo e com
o0 objetivo de constatar a ligacado de imunoglobulinas ao canal de sdodio, neste
trabalho utilizamos células HEK expressando o canal Na,1.3 como alvo de estudo.

A ligagdo da imunoglobulina anti-peptideo alpha em toda a superficie das
células HEK expressando o canal foi claramente demonstrada através de uma
intensa fluorescéncia observada por microscopia confocal (Figura 19). Em
contrapartida, nao foi observada fluorescéncia quando estas mesmas células foram
testadas com a imunoglobulina pré-imune. Estes resultados confirmam a hipétese de
que a IgG, produzida contra um peptideo que mimetiza um segmento do canal para
sédio, se liga especificamente aos canais localizados na membrana celular das
células HEK. A fim de excluir resultados falso-positivos, células HEK Na,1.3 foram
ainda testadas com o anticorpo secundario, mas nenhuma reacéao foi observada.

As imunoglobulinas foram testadas, ainda, quanto a sua capacidade de se
ligar a regides do cérebro de camundongos, conhecidas por apresentar as isoformas
Na,1.1, Na,1.2, Na,1.3 e Na,1.6. Demonstramos mais uma vez a especificidade da
IgG pelo canal para sédio em um ensaio de Western blot, através da deteccéo de
uma forte banda, de aproximadamente 260kDa, em um extrato de proteina do cortex
do cérebro de camundongos. Estes resultados confirmam a localizagdo de canais
para sodio, principalmente Na,1.1, na regidao do cortex presente no SNC (Beckh,
1990; Trimmer e Rhodes, 2004; Oliva et al., 2012). Em contrapartida, ndo foram
observadas bandas quando a membrana foi testada com a imunoglobulina pré-

imune.
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Observamos também que a IgG anti-peptideo alpha reconheceu uma banda
de aproximadamente 100kDa. Entretanto, ndo conseguimos identificar esta proteina
reconhecida pela imunoglobulina.

Sabe-se que a homeostase das concentracbes de sodio € de extrema
importancia, ja que este ion é responsavel pela iniciagdo e propagag¢ao dos
potencias de acdo em células eletricamente excitaveis. E esperado que a ligacdo do
anticorpo anti-peptideo alpha ao canal para sodio altere o seu funcionamento, e
interfira na sua homeostase. Uma grande variedade de neurotoxinas, entre elas as
a-toxinas de escorpiao, sao conhecidas por alterarem o funcionamento do canal para
sédio, através da sua ligagao ao sitio 3 (D.IV S3-S4 e D.| S5-S6) (Rogers et al.,
1996; Bosmans e Tytgat, 2008; Wang et al., 2011).

Os efeitos principais das a-toxinas sdo um retardamento notavel na inativacao
dos canais e minimas modificagbes na ativagao do canal (Chen et al., 2005). A
ligacdo da a-toxina de escorpido ao sitio 3 retarda a inativagdo, impedindo o
movimento para fora do segmento S4, do dominio IV, alteragdo conformacional
necessaria para a rapida inativagao (Cestele e Catterall, 2000).

Para verificar o efeito da ligagdo do anticorpo anti-peptideo alpha aos canais
Na,1.3 expressos em células HEK, ensaios de patch clamp, no modo whole cell,
foram realizados. Para este ensaio foram utilizadas trés concentragdes de
imunoglobulina 60nM, 6nM e 600pM e trés da por¢ao Fab, 20uM, 2uM e 200nM.
Analisando os resultados preliminares obtidos podemos observar que mesmo
utilizando uma pequena quantidade tanto de imunoglobulina (600pM) quanto da
porcao Fab anti-peptideo alpha (200nM), a corrente de soédio em células HEK parece

aumentar.
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Por outro lado, a mesma concentragao de IgG pré-imune parece nao ter efeito
sobre a corrente de sddio, sugerindo, a especificidade da ligagdo da IgG anti-
imundgeno nos canais para sodio presentes na membrana celular das células HEK.

Nao obtivemos nenhum grafico da relagao |-V na condigdo controle e sob
acao das imunoglobulinas e, portanto, ndo podemos afirmar que a ativagao e
inativagao obtidas com as IgGs se da em potenciais mais hiperpolarizantes.

Curiosamente, observamos que os efeitos da ligagdo de a-toxinas em canais
para sédio, descritos em outros estudos, é bastante diferente do efeito da ligagao
das imunoglobulinas anti-peptideo alpha, descrito neste trabalho. Apesar do sitio de
ligacdo destas duas moléculas serem bastante proximos, foram observadas
alteracdes eletrofisioldgicas diferentes, sugerindo que a ligagdo de cada uma ocorra
em diferentes residuos de aminoacidos deste sitio.

Estudos nesta area apoiam a ideia de que o acido glutamico, E1613, presente
no segmento extracelular S3-S4 do dominio IV estd envolvido na preferéncia de
ligacdo das a-toxinas de escorpido em canais para sédio (Rogers et al., 1996;
Bosmans e Tytgat, 2008; Wang et al.,, 2011). Um estudo com a neurotoxina de
escorpiao LqTx, mostrou que a substituicdo do E1613 por um residuo de arginina ou
histidina diminui dramaticamente a afinidade desta toxina pelo canal para soédio.
Adicionalmente, foi identificado um segundo residuo, de lisina (K1617), importante
para a ligacao da LqTx, através da a substituicdo de cada residuo de aminoacido por
um residuo de alanina, no loop S3-S4 (Rogers et al., 1996). No entanto, é descrito
que diversas classes de a-toxinas podem interagir de forma diferente com esta
regidao do canal, de acordo com a superficie bioativa de cada toxina (Leipold et al.,

2004).
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Os resultados encontrados neste trabalho descrevem pela primeira vez a
producao de anticorpos especificos contra um segmento extracelular comum a todos
os subtipos do canal para sddio e mostram que o anticorpo anti-peptideo produzido
€ capaz de se ligar e alterar o funcionamento do canal, além de ser também, uma
ferramenta para estudos imunohistoquimicos de localizacdo de tais canais em

diferentes tecidos.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, desenvolvemos uma estratégia experimental eficaz para a
producao de anticorpos contra sequéncias peptidicas dos canais para sédio, e pela
primeira vez descrevemos um anticorpo anti-peptideo dirigido contra uma regiao
extracelular presente em todas as isoformas destes canais. A técnica de SPOT
mostrou-se um método eficaz para o mapeamento de sitios especificos do canal
para sodio e para a identificacdo de residuos de aminoacidos criticos para a
interacdo com o anticorpo. O conhecimento do mecanismo de interagdo dos
anticorpos com o canal para so6dio abre novas perspectivas para utilizagdo do
anticorpo, descrito neste estudo, em células vivas e em ensaios de competicdo com

drogas e toxinas para determinagao de sitios de ligagdo destas ao canal.
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7. PERSPECTIVAS

Como continuidade deste trabalho, pretendemos:

» Complementar os estudos imunohistoquimicos e eletrofisioldgicos utilizando
células HEK Na,1.3 e HEK 293;

» ldentificar a proteina de 100kDa reconhecida no ensaio de Western Blott;

» Testar as imunoglobulinas produzidas, em células HEK transfectadas com
outras isoformas do canal para sédio;

» Testar as imunoglobulinas produzidas, em células transfectadas com
isoformas mutantes do canal para sodio;

» Produzir anticorpos monoclonais contra o peptideo comum a todos os
subtipos de canal para sédio;

» Testar a interferéncia na condutdncia aos ions sodio na presenca dos
anticorpos;

» Testar através de ensaios de competicdo, os anticorpos e diferentes
neurotoxinas e seus efeitos no canal para sodio;

» Testar os efeitos dos anticorpos em células tumorais.
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ANEXO



9. ANEXO

Em paralelo a realizacdo desta dissertagao, participei de um estudo sobre a
identificacdo de mimotopos da mutalisina II, uma metaloproteinase do veneno da
serpente Lachesis muta. Os dados deste trabalho foram compilados e publicados
em 2011, na PEPTIDES, com o titulo “Mimotopes of mutalysin-Il from Lachesis muta
snake venom induce hemorrhage inhibitory antibodies upon vaccination of rabbits”,
Ricardo A. Machado de Avila, Stephanie Stransky, Mariana Velloso, Paula
Castanheira, Francisco S. Schneider, Evanguedes Kalapothakis, Eladio F. Sanchez,
Christophe Nguyen, Frank Molina, Claude Granier, Carlos Chavez-Olértegui, em

anexo.
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