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-Restmo

A aranhaPhoneutria nigriventeré uma das princifig responsaveis por acidentes de
araneismo na regido sudeste do Brasil. Os sintomas predominantes causados por sua peconha
resultam em hiperexcitabilidade geral. Duas toxinas presentes no veneno,-& BraixnTxDb
possuem 48 residuos de aminoacidosagcatbm peso molecular de 5112,3 e 5289,3 Da,
respectivamente. A toxina PnT%2foi considerada o componente mais toxico do veneno da
aranha, por apresentar efeitos similares aos do veneno total, modificando os canais de sodio. Por se
diferirem em apenasincoresiduos de aminoacidos, comparamos os efeitos das toxinas$%aTx2
PnTx26 em canais de sodio de células GH3, alem de comparar os efeitos debRmixanais de

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

Nossos dados maain queambas agoxinas aumentam a constante de tempo para a
inativagdo dos canais de soédio em todas as preparacdes estudadas, com o surgimento de um
componente que nao inativa. Além disso, em musculo esquelético de rd, a6Prédiz a
amplitude da coante de sodio, desloca as curvas de ativagcédo e estado estacionario da inativacao
para valores hiperpolarizados e aumenta o0 tempo necessario para a recuperacdo da corrente de
sédio. A afinidade da PnTx@ em sarcolema de ra foi 25 vezes menor que em c8tldsNessas
células, a PnTxB modificou os parametros relacionados a inativacdo dos canais de sodio (a curva
do estado estacionario da inativacédo e a recuperacdo da inativacdo da corrente de s6dio) e o tempo
para o pico da corrente. A PnF&2modificou acurva de inativacdo no estado estacionario, mas
ndo modificou o tempo para o pico e a recuperagdo da corrente de sddio. As toxinas da aranha néao

alteram aamplitude da corrente de sédim células GH3.

Uma diferenca que nos chamou a atencao entre a Fh&@PnTx5 em células GHS3 foi
a diferenca em suas afinidades: g a PnTx26 € 3 vezes menor que da PnBxAlém dissoa
PnTx25 se liga de forma reversivel, sendo lavada do seu sitio ativo. Quando a célula é fortemente
despolarizada esta toxinadesliga mais rapido. A PnTx2 nédo se deslocou do seu sitio ativo em

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

A analise do dicroismo circular da Pr&3ugere que ela seja formada predominantemente
por folhasp e estrutura madbémica, apresentando baixa proporcaooedeélice. O espectro de
fluorescéncia do triptofano mostrou que estes residuos estdo expostos na superficie da molécula.
Visto que um triptofano e uma tirosina estao substituidos na PhaTees aminoacidos podem
estar envolvidos na ligacdo da toxina ao canal de sédio, sendo importantes para conferir o maior

Kosdesta toxina quando comparada a PR&x2



- Abstract

The spidelPhoneutria nigriventeis the major responsible for the araneism accidents in the
Soutreast of Brazil. The predominant symptoms of the envenomation indicate a general
hyperexcitability. Two toxins of the venom, PnF&2and PnTxZ& have 48 amino acids each, and
molecular weight 5112.3 e 5289.3 Da, respectively. The toxin RATi® the most dxic
component of the spider venom, and produces similar effects of the whole venom, modifying the
sodium channels. As PnT>8and PnTxZ diverge in 5 amino acids, we compared their effects on
the sodium channel currents of GH3 cells, and comparedfdwsedf PnTx26 on sodium currents

of neuronal and skeletal muscle fibers.

The data show that both toxins increase the time constant of inactivation of sodium current
in all preparation tested, and produce a-mattivating component. Additionally, indg skeletal
muscle PnTx3b decreases the sodium channel current amplitude, shifts the activation and steady
state inactivation voltage dependences to hyperpolarized potentials, and increases the time for
recovery from inactivation. The PnT>&affinity in skeletal muscle is 25 times lesser than that of
GH3 cells. In these cells, PnT®&2maodified the parameters related to the inactivation of sodium
channels (the voltaggependence of steadyate inactivation curve and the recovery from the
sodium current)and the time to peak of the current as well. PRSx2odifies the steady state
inactivation curve, but does not maodify the time to peak nor the recovery from inactivation of the

sodium current. The toxins do not modify the amplitude of the sodium char@el3 cells.

The main difference PnTx@ and PnTx5 on GH3 cells was their affinities: the, Kof
PnTx26 is 3 times smaller than PnT:&2 In addition, PnTx3 binds reversibly and can be washed
from its binding site. When the cell is strongly depiaked, this toxin unbind faster, However,
PnTx26 is not displaced from its binding site in ours experimental condition, even after strong

depolarization

The circular dichroism analysis of Pntg2suggests that its secondary structure is formed
predominanf by B-sheet and random coil, with a small proportierhelix. The tryptophan
fluorescence spectra show that these residues are exposed onr6PI@NE tryptophan and one
tyrosine are replaced in PnT%2when compared to PnT»& and these amino acids mbag
involved in the binding of the toxin to the sodium channel, and their absence may account for the

difference of affinities.
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- Abreviacoes

Absorbancia

Toxinatipo Il do escorpid@ndroctonus autralis hector
Soro albumina bovina

Dicroismo circular

Toxinatipo IV do escorpiacentruroides suffusus suffusus
Dominio

Acido N-2-hidroxietilpiperazinaN & etanosufnico
lodo radioativo

Sistema nervoso central

Sistema nervoso periférico

Saxitoxina

Cloreto de tetraetilaémio

Tetrodotoxina

Unidades internacionais
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-Introducao

prendizado, memoria, movimento, sensacdes, e outros processos complexos sdo todos

coordenados por sinais elétricos (potenciais de a¢do) conduzidos ao longo das fibras de

células nervosas. O potencial de a¢do das células excitaveis, tipicamente consiste de
uma fase rapida de despolarizacao, causada pelo influxo transmembrana de iomgisdubde
ser acompanhado pelo influxo de ions célcio, e finalmente termina pela repolarizagdo, com o efluxo
dos ions potassio, concomitante com a interrupc¢éo do influxo de sodio (Halon & Wallace, 2002).
Canais de sodio, calcio e potassio sensiveis agait mediam seletivamente os movimentos
destes ions. Os canais ibnicos sensiveis a voltagem recebem este nome por responderem a
mudancas no potencial elétrico entre os meios extra e intracelular, para isso, possuem um sensor de

voltagem, que levara a atig@o do canal.

Estruturalmente relacionados e altamente seletivos estes canais s&o membros da familia
dos canais sensiveis a voltagem (Strong et al. 1993). Canais de potassio sensiveis a voltagem sao
formados por 4 subunidades com 6 segmentos transment@daaque juntas, formam o canal
funcional, que pode estar associado a outras subunidades modulatérias. Os canais de sédio e de
calcio tém apenas uma subunidade funcional, que é formada por quatro dominios homdélogos com
seis segmentos transmembrana caglaaedando grande homologia com as subunidades dos canais
de potassio. Acreditae que 0s canais de sddio e de calcio surgiram de um canal ibnico ancestral,
estruturalmente similar aos canais de potassio, que sofreu dois ciclos de duplicacdo génica (Hille,
2001). De acordo com esta hipétese, um gene que codifica um canal ibnico com seis segmentos
transmembrana sofreu um primeiro ciclo de duplicacdo resultando em um gene que codifica um
canal idnico de doze segmentos transmembrana, precursor dos dominipsque foram se
divergindo e desenvolvendo uma assimetria que foi transmitida aos dominios Ill e 1V, formados
apos o segundo ciclo de duplicacdo. Evidéncias que suportam esta hipGtese e mostram a estreita
relagdo filogenética entre os canais ibnicos seisia voltagem tém sido mostradas. Ren e
colaboradores (2001) expressaram e caracterizaram um canal ibnico de b&zéilias(
haloduran$ que codifica um canal com caracteristicas estruturais similares aos canais de potassio,
com um Unico dominio comes segmentos transmembrana, alta similaridade na regido do poro
com os canais de calcio sensiveis a voltagem, e que é bloqueado pelos mesmos bloqueadores de
canais de calcio, mas que é seletivo para sodio. Outra evidéncia foi a clonagem um canal iénico de
rim de rato que possui 12 segmentos transmembrana (Ishibashi et al, 2000). Este canal apresenta
alto grau de identidade reequenciade aminoacidos com os canais de sodio e de calcio, sendo

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



- Estrutura dos canais 10nicos sensiveis a voltagem

As correntes de sodio foram primeiro registradas por Hodkgin e Huxley, que utilizando
técnicas devoltage clamplemonstraram as trés caracteristicas que definem os canais de sédio: (1)
ativacao dependente de voltagem; (2) rapida inativacdo e (3) condutancia idnica seletiva (Hodgkin
& Huxley, 1952). Mas a proteina do canal de sédio foi isolada somente em 1980, através de
marcacado de fotoafinidade de uma toxina do tipo a de escorpido kB&n€atterall, 1980) que
permitiu a identificacdo de duas subunidades, uma com 260 KDa e outra com 36 Kda, que foram
denominadas) e b, respectivamente. Em 1984, Noda e colaboradores sequenciaram o cDNA que
codificava a cadeia polipeptidica completa da subunidade a do canal de sddio de eletroplaca do
peixe elétrico Eletrophorus electricys A seqiiéncia de aminoécidos entdo dedumsalou uma
grande proteina, com 4 dominios internos homologos, cada um contendo 6 segmentos
transmembrana efdhélice. A subunidad® (figura 1) é composta pelo sensor de voltagem, poro
seletivo e particula de inativacdo. Associada a esta subunidadegsoeéncontrar subunidades
acessorias, que modulam a atividade e/ou expresséo da subushidadmadasubunidadé. Em
canais de sédio, até o momento, foram descritas trés suburfidades? eb3.

Ot

In

NHz*

COo0

Figura 1. Provavel topologia transmenga da subunidade a do canal de s6dio, mostrando a pc
intracelular das regides N e @rminal, os quatro dominios |, Il, lll e IV, com 6 segmentos transmemb
(S1-S6) cada dominio. Observe também a alca P, entre os segmentos S5 e S6 de cadaqdens®
invagina na membrana formando as paredes do poro.

Em 2001, Sato e colaboradores mostraram a estrnigiraensional do canal de sd6dio em

uma resolucdo de 19 A através de microscopia-eteitnonica. Examinando a estrutura
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tridimensional, o canal de sddio tem a forma de um sino com 47% de sua massa no lado
intracelular e 24% no lado extracelular. A imagaostra quatro massas transmembrana arranjadas
simetricamente em torno de um eixo central (poro), perpendicular & membrana. Entretanto, o poro
central ndo conecta diretamente os lados intra e extracelulares, ao invés disso, ete dinidé
ramificacbes ge o conecta a solugao do banho. Mas a caracteristica mais inesperada da estrutura €
a presenca de 4 poros transmembrana, localizados perifericamente, um em cada dominio. Especula
se que facam parte do poroghting, que acomodaria 0 movimento do sensovaltagem (Sato et

al., 2001; Catterall, 2001) (Figura 2).

Em 2003 foi resolvida a estrutura tridimensional do canal de potassio (KVAP, da bactéria
Aeropyrum pernix por difracdo de raiX com a resolucdo de 1,9A (Jiang et al, 2003a). A
estrutura, um t@o surpreendente, mostrou que diversas algas que se imaginava estarem expostas
nos ambiente intra ou extracelular estdo inseridos no ambiente lipidico da membrana, e sugere que
0O sensor de voltagem (segmento S4), ofSsamoci one
momento da despolarizagdo. Tal mudanca conformacional levaria a abertura do canal.
Experimentos funcionais utilizando anticorpos monoclonais e inibidores reforcam esta

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

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

estrutura da proteina nativa (Gandhi et2003)

Adicionalmente, é dificil conciliar a estrutura

tridimensionalproposta para o canal de potassio a partir de

difracédo de raieX (Jiang et al., 2003a) com a estrutura para o

canal de sédio obtida por microscopia (Sato et al., 2001). E
possivel quea estrutura dos canais idnicos tenha sido

modificada no processo de evolugcdo e que nado seja téo

Figura 2: Representagdo tridimensional do canal de sé
sensivel a voltagem proposto por Sato et al. (2001). Em ve
esta representado o poro central condutor de ions e

ramificagbes que se conectam aos ambientes intre
extracelulares. Em vermelho @shdicado o poro dgatingdo

canal, contendo os segmentos S4, e suas conexdes ao
central. Os nimeros 1 a 4 permitem a orientacdo do porc
canal de sédio em visao intracelular (C) e em sec¢ao transve

(D).

conservada quanto se imaginava
inicialmente. Por outro lado, parece ser ainda prematuro considerar qualqguer um dos modelos como
definitivo.
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-Sensor dewoltage

A proposta de que o segmento S4 fosse o0 sensor de voltagem surgiu da constatacdo da
presenca de uma carga positiva (Lys ou Arg) a cada 3 residuos de aminoacidos nestes segmentos.
Se a estrutura deste segmento for de urd#lice, que € a estrutura mais favoravel para um
segmento transmembrana, entdo havera 3,6 residuos de aminoacidos por volta, o que colocaria
préximos estes residuos positivos. Se as cargas de S4 estdo inserida em um ambiente hidrofébico,
entdo elas devemestar pareadas a residuos carregados nhegativamente em segmentos
transmembrana adjacentes. Os aminodcidos bésicos do segmento S4 podem estar alinhados a
cargas negativas presentes nos segmentos transmembrana S1, S2 e S3 (Fozzard & Hanck, 1996).
Se por umaddo ha a vantagem deste alinhamento no compartilhamento dos prétons e diminuigéo
do campo elétrico local, ha a desvantagem de se formar pontes salinas, aumentando incrivelmente a
energia necessaria para ronf@é&urante o movimento do segmento S4. Estaaepinviavel, ja
que pequenas mudancas no campo elétrico da membrana devem alterar o posicionamento deste
segmento. Se moléculas de agua tiverem acesso ao espacgo entre 0s segmentos interagindo com a:
cargas, isto impediria a formacao destas pontes salieen neutralizar a atracao entre os residuos.
Segundo o modelo proposto por Sato e colaboradores (2001), a presenca de quatr@ptngs de
medindo 15 A cada abriga moléculas de agua, corroborando com esta teoria. Estes poros
permitiriam um movimenteootacional do segmento S4 em direcdo ao lado extracelular quando a

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

O movimento do segmento S4 no campo elétrico da membrana gera uma corrente que se
relaciona ao movimentoad cargas, chamada de correntegdéng Juntos, experimentos de
mutagénese sitidirigida e correntes dgating mostraram que a contribuicdo do segmento S4 de

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

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

De todas as mutagbes que afetaram a ativacdo do canal de sodio, os efeitos mais
pronunciados foram observados na neutralizacdd desfluo carregado dos dominiosllellil.
Isto é esperado, ja que a neutralizacdo de uma Unica carga do segmento S4 de um dominio que tem
menos cargas devera ter um efeito mais pronunciado que de um dominio de muitas cargas. Se ha
cooperatividade dependente de voltagem entre os sensoveiabem (Keynes & Elinder, 1998),
entdo uma mutacdo que afete o movimento de um segmento S4 resultard no deslocamento da

dependéncia de ativacao do canal como um todo.

Estudos de corrente dgating mostraram que os segmentos S4 dos dominios | e Il se
movem mais rapido que os dominios Il e IV, contribuindo mais para a ativagao do canal. Cha e

seus colegas (1999) determinaramseguenciade desativacdo (a volta do segmento S4 para o
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estado fechado) dos segmentos S4 de todos os dominios do canal die sadstulo esquelético
humano. Eles observaram que, apdés a despolarizacdo, uma repolarizacdo repentina desativa
primeiro 0 segmento S4 do dominio Il, seguido pelo dominio I. Os segmentos S4 dos dominios I

e IV desativam somente ap0s a inativacao ser\vielmoficando imobilizados por ela. No entanto,

0 segmento S4 do dominio Ill desativa mais rapidamente que o dominio IV.

- Poro

As alcas que conectam os segmentos S5 e S6 sdo longas, complexas e completamente
diferentes das outras algas. Parte destéopdambém chamada de alca P, invagi@ana
membrana formando parte das paredes do poro. A alga P é altamente conservada dentro da familia
de canais de sédio sensiveis a voltagem, como esperado para canais que tém propriedades de
permeacdo similares (Frard & Hank, 1996).

Mutacdes pontuais neste segmento alteram a conduténcia unitaria do canal, seletividade e
ligacdo de toxinas que bloqueiam o canal se ligando no poro: TTX e STX (Terlau et al., 1991,
Chiamvimonvat et al., 1996). Os amino&cidos que deteym a seletividade dos canais de sodio
(localizados na parte ascendente da alca P) sdo formados por um anel constituido por 4
amino&cidos: um acido aspartico, um acido glutamico, uma lisina, e uma alanina (formando um
motivo conhecido como DEKA), um enada dominio, de forma equivalente (Terlau et al., 1991;
Heinemann et al., 1992). Este motivo é andlogo ao descrito em canais de calcio, onde ha quatro
residuos acidos coordenados de forma similar (Yang et al., 1993). Quando os residuos de lisina e
alaninado canal de sédio séo substituidos por acido glutamico, ha uma perda da seletividade ibnica

ao sédio, conferindo ao canal seletividade aos ions calcio (Heinemann et al., 1992).

Foram descritos outros residuos que alteram a seletividade ibnica ou a tigagimas
na superficie do canal, que em geral estdo localizados também na porcdo ascendente da algca P, mas
estes residuos tiveram um efeito menos drastico que os residuos do dominio DEKA (Terlau et al.,
1991; Chiamvimonvat et al., 1996; Tsushima etl&197).

Experimentos de substituicdo por cisteinas sugerem que o poro do canal de sédio é
assimetricamente organizado e dinamico (Chiamvimonvat et al., 1996; Benitah et al., 1999). A alga
P do dominio Il é a mais superficial, dos dominios | e Il interén&di, e do dominio IV mais
interna (Chiamvimonvat et al., 1996). Residuos de cisteinas introduzidas na alca P podem formar
pontes dissulfeto internas, que ndo seriam possiveis se ndo houvesse uma grande flexibilidade
dentro da regido do poro (Pé@arciaet al., 1996; Benitah et al., 1997).
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Residuos de aminoacidos nos lados Nter@inal do anel DEKA sao acessiveis pelo lado
extracelular do poro do canal, mas nédo pelo lado intracelular (Chiamvimonvat et al., 1996; Pérez
Garcia et al., 1996; Tsushima &t 4997), sugerindo que a alga P ndo abrange todo o poro do canal
(Yamagishi et al., 1997). Os residuos deekininal do anel de DEKA (parte descendente da alca
P) mostraram acessibilidade a cada 3 ou 4 aminoacidos, consistente com uma estritéliaede a
nesta regido (Yamagishi et al., 2001). J4 a andlise estrutural da regido ascendente mostra que
possivelmente esta regido forma uma fita [| (Lipkind & Fozzard, 1994; Chiamvimonvat et al.,

1996). Assim, a alga P do canal de sddio pode ser modelado postiva m-hélicevoltafita-
(Lipkind & Fozzard, 2000).

-Inativacao

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

Tratamento do lado intracelular da célula com enzimasgeoliticas, especificamente
bloqueiam a inativacdo, indicando que a alca responsavel pela inativacao do canal de soédio se
encontra no compartimento intracelular (Armstrong et al., 1973; Armstrong, 1981). Estudos
utilizando anticorpos sitiespecificos enutagénese sitidirigida identificaram a alca intracelular
entre os dominios Ill e IV como crucial para a inativagdo do canal de sodio (Vassilev et al., 1988;
Stuhmer et al., 1989; Hartmann et al., 1994). Mutac¢6es de trés aminoacidos hidrofébicdgajesta a
isoleucina, fenilalanina e metionina (motivo conhecido como IFM), previne a inativagdo rapida
(West et al., 1992) primariamente por desestabilizar o estado inativado do canal (Kellenberger et
al., 1996). Pequenos peptideos contendo o motivo IFM g@zes de restaurar a inativagdo rapida
de canais de sodio em mutantes desta alca, sugerindo que o peptideo-sevikgéro do poro do
canal de sédio e o blogueia durante a inativacdo (Eaholtz et al., 1994; Peter et al., 1999). Este
modelo é confirmado gr resultados mostrando que um residuo de cisteina substituindo a
fenilalanina no motivo IFM tornae inacessivel a reagdo com reagente cisésipecifico durante
0 processo de inativacdo (Kellenberger et al., 1996). Isto implica na presenca de residuos d
aminoacidos na boca interna do poro que estdo envolvidos nas mudancas conformacionais que

acoplam ativacao e inativagcao e ligam o motivo IFM no estado inativado.

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

lll, estas mutaces também afetam a cinética de inativacdo e a recuperacdo do estado inativado
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(Yang et al.,, 1994; Ji et al., 1995). Adicionalmensdguns aminoacidos presentes na alca
intracelular S4S5 do dominio IV (Filatov et al., 1998; McPhee et al., 1998) sdo necessarios para

uma inativacao rapida e eficiente.

Embora a alga de inativacdo (al¢a entre os dominios lll e V) seja a principalsé@sgon
pelo processo de inativagdo, ela € incapaz de transferir as caracteristicas cinéticas da inativacao de
uma isoforma de canal de sédio a outra (Hartmann et al., 1994; Makita et al., 1996). Montegazza e
colaboradores (2001) sugeriram que segmenrtient@inal do canal de sédio exercesse esta fungao.
Em quimeras entre canais de sodio neuronal e cardiaco, a inativagdo do canal cardiaco é acelerada,
na presenca do-Germinal do canal neuronal, e a inativacdo do canal neuronal fica mais lenta,
semelhante aadisoforma cardiaca, na presenca dae@minal cardiaco. Desta forma o segmento
C- terminal pode interagir com a al¢ca de inativagdo, modulando a cinética de inativagéao.
Alternativamente, o &erminal poderia exercer seu efeito modulatério interagindoéamcom o
sitio receptor da particula de inativagdo (a alga entre os segmerBis d®dominio 11l ou do
dominio IV, ou com a parte mais intracelular do segmento S6 do dominio V), ou ainda, através de
um sitio alostérico em outra regido do canal ainda idéntificada. A estrutura secundaria do
segmento €terminal mostra evidéncias de que a regido mais proxima ao segmento S6 forma um
motivo de seist-hélices, e a regido mais distal ndo apresenta estrutura secundaria defimdden(
coil) (Cormier et al. 2002). Além disto, o0 motivo em-hélice apresenta um padrdo bipolar, com
uma regido rica em aminoacidos positivos, e outra regido com aminoacidos carregados

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

Sirota e colaboradores (2002) fizeram a modelagem molecular da al¢ca entre DIl e DIV do
canal de sédio de cérebro de rato A (que inclui o motivo IFM). Esta regido possui 53
aminoacidos, e apresenta 12 residuos com cargas positivas e 5 com cargas .négatoaeio
prediz 2 segmentos helicoidais entre os aminoacidos FLAZ82 e T1494K1502. Além disso,
foi encontrado um mot harpn, edhenglés)gente mpresidube T1494 b e | «
P1512, que pode ser responsavel pela aproximacdo da triaoi®tich IFM em direcdo ao seu
sitio de ligacdo. Esta funcdo deve explicar, pelo menos parcialmente, a presenca de cargas
conservadas evolutivamente nesta regido e cuja fungdo ainda nédo havia sido encontrada (Moorman
et al., 1990; Patton et al., 1992). @halho também explora a possibilidade de haver um
desenovelamento dwirpin no momento de despolarizacdo, levando & mudangas conformacionais

envolvida na inativacdo do canal.
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-Acoplamento ativacdo/inativacao

Inicialmente acreditavae que a ativacdoainativacdo do canal de sodio fossem eventos
independentes (Hodgkin & Huxley, 1952). Hoyt (1963, 1968) foi o primeiro a propor que fossem
eventos acoplados, mesmo tendo limitacdes experimentais que pudessem estar distorcendo suas
analises. Mais tarde, atados de Hoyt foram refinados e confirmados por Goldman & Schauf
(1972). Atualmente, aleiamais aceita € que a dependéncia de voltagem da inativacédo seja devido
ao seu acoplamento a ativagcdo, um mecanismo importante para reduzir o influxo de sédio para
dentro da célula durante a geracao do potencial de acdo (Armstrong & Bezanilla, 1977) para que
ele seja rapido.

Esforcostém sido feitogpara se compreender como este acoplamento acontece. Em 1995,
ObLeary e col aborador es nag trdasinas ad@meentag,Uoealizadasna b s t
alca entre os segmento-S8 do dominio Ill, afeta a dependéncia de voltagem da cinética de
ativacdo e inativacéo, sugerindo ter um importante papel no acoplamento normal entre o sensor de
voltagem da ativacao e arfjiaula de inativagdo. Foi também encontrada uma alanina na algca S4
S5 do dominio IV que quando substituida por glutamina mostrava efeitos similares a substituicao
das duas tirosinas descrita por OOLeargfoi( Tang

completamente elucidado.

-Moadulacao pog subunidades

Como visto anteriormente, o canal de sédio pode ser modulado por subunidades acessorias
chamadas de subunidad&sEmbora a subunidadgemodifique as propriedades da subunidade
dos canais deddio, elas ndo sédo essenciais para a formag¢do de um canal funcidréstipids de
subunidade$ descritasfi1, B2 ep3. As subunidadell ep3 estdo associadas a subunidadio

covalentemente, enquanto a subunidilesta ligada através de pontesdifeto.

As subunidade$® sao glicoproteinas, que possuem apenas um segmento transmembrana,
flanqueado por um grande dominio extracelulgeihinal e um pequeno dominio intracelular C
terminal. O dominio extracelular, sozinho, interage e modula a slauew (McCormick et al.,

1999; Qu et al., 2001). As subunidadidse 32 s&o as Unicas glicoproteinas transmembrana cujo
dominio extracelular contém um motivo semelhante as imunoglobulinas (Isom & Catterall, 1996).
Makita e colaboradores (1996b) mostrarqne aminoécidos das alcas entre 0os segment&6 S5

dos dominios | e IV determinam a interacao funcional entre as subunida@ds
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A co-expressdo das subunidadel (2 e 33 e da subunidade do canal Ngl.2 em
ovocitos deXenopusaceleram a cinética daivacao e inativacdo do canal, além de deslocar para
valores hiperpolarizados a dependéncia de voltagem da inativagdo (Isom et al.,, 1992, 1995a;
Morgan et al., 2000). A eexpressao da subunidafiz com a mesma isoforma da subunidade
em células de pulnadde hamster também causou um deslocamento para valores mais negativos na
dependéncia de voltagem inativacdo, porém, deslocou para a mesma direcdo a dependéncia de
voltagem da ativacdo e n&o alterou a cinética de ativacdo ou inativacdo do canal (Ispm et al
1995b).

Qu e colaboradores (2001) publicaram um trabalho onde expressaram os trés tipos de
subunidadep células de rim embrionario humano, HEK 293, muito utilizada em estudos de
expressao heterdloga. Como subunidaddoi utilizada a isoforma NA&.2 (heuronal), uma das
mais bem caracterizadas. Por isso, a descricdo do efeito das 3 subupidadedaseada nos

experimentos de Qu e colaboradores.

A co-expressao das subunidagdsou32 ndo alterou a cinética de ativagao, inativagdo ou
recuperacao daativacdo. Quando eexpressas juntas ou separadas, estas subunidades deslocaram
a dependéncia de voltagem da ativacdo e inativacdo da corrente de sodio para valores mais

positivos.

Resultados similares foram obtidos com aegpressdo da subunidai® quetambém
deslocou fortemente a dependéncia de voltagem da ativagéo e inativagéo para valores positivos. A
co-expressao de ambdy e33, causou um deslocamento similar ag38esozinho. Além disso, a
subunidad€33 aumentou a corrente de sodio persistegtifsiantemente, efeito que nao foi visto
guando foi expressas as subunidatite/oup2. Foi a primeira evidéncia de uma subunidade b
aumentar a corrente persistente, que pode ser relacionado ao aumento da excitabilidade do
neurdnio; e deve ser importaqara a integracéo do sinal sinaptico nos dendritos e pela geracao de
descargas epileptiformes (Crill, 1996). A corrente de sddio persistente tem um importante impacto

fisiolégico e patofisiolégico.

Estes resultados sugerem que o efeito da subunftladere a subunidade depende da

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

- Diversidade e nomenclatura dos canais de sodio .

Uma grande variedade de canais de soédio tem sido identificadasangdise
eletrofisiolégicos e clonagem molecular. Em 2000 foi proposta uma nomenclatura para normalizar

todos estes canais, eliminando a confusdo decorrente da multiplicidade de nomes. O nome consiste

17



do simbolo quimico do principal ion permeante (Na) cmnprincipal regulador fisioldgico
(voltagem) indicado como um subscrito (N@ numero seguinte a subscri¢cao indica a subfamilia
génica (Ngl) e o numero seguido do ponto decimal identifica a isoforma especifica do canal (por
exemplo, Ngl.1). Processaméos alternativos de cada membro da familia sdo identificados por
uma letra mindscula que segue os numeros (por exemplb,18p (Goldin et al., 2000). Até o
momento foram identificados e funcionalmente expressos 9 isoformas de canais de sédio em
mamiferos todas possuem mais de 50% de identidade na seqiéncia de aminoacidos, sendo
considerados membros de uma mesma subfamilia (tabela 1) (Goldin et al., 2000; Goldin, 2002). H&
uma décima isoforma, chamada dg,Nae tem aproximadamente 50% de identidadedééncia

aos outros canais de sodio de mamiferos, como esta isoforma nado foi funcionalmente expressa, é

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

Tabela 1: Subunidades a de canais de so6dio de mamiferos.

Tibo glggg(r)on%e Simbolo do Processamento Tecido primario de
P 6Genbank gene alternativo expressao
X03638 (r)
X65362 (h) SNC
Na,1.1 AF003372 (cb) SCN1A Na,l.1a SNP
X03639 (r)
X61149 (r)
Na,1.2 X65361 (h) SCN2A Nal.2a SNC
M94055 (h)
Na,l.3a
Na,1.3 Y00766(r) SCN3A Na1.3b SNC
M26643 (r)
Na,l.4 M81758 (h) SCN4A Musculo esquelético
M27902 (r , L.
Na,L.5 M77235 gh)) SCN5A Musculo esquelético
' desenervado, coracao
L39018 (r)

AF049239 (r)
AF049240 (r)
U26707 (cm)

Nal.6  AF04617 (cm) SCNB8A Nal.6a gmg
AF050736 (h)
AF229988 (h)
AF003373 (cb)
U35238 (c)
X82835 (h) SNP
Nal.7 U79568 (1) SCNIA Células de Schwann
AF000368 (r)
X92184 (r)
Na,1.8 U53833 (1) SCN10 Ganglio da raiz dorsal

Y09108 (cm)
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U60590 (cc)

AF059030 (r)
AJ237852 (r)
AF118044 (cm)
AB031389 (cm)
Nal.9 AF126739 (h) SCN11 Nal.9a SNP
AF188679 (h)
AF109737 (h)
AF150882 (h)

M91556(h)

Na  M96578 (n) SNC7A g:(;igglc%te;;rrg;focg k;éngli
Y09164 (r) SNC6A da raiz dorsal |
L36179 (cm)

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

% Este gene foi originalmente denominado de SNC6A e SNC7A, mapeados em humanos e camundongos,
respectivamente. Entretanto, é provagek representem o mesmo gene, e o simbolo SNC6A provavelmente sera
descartadolAdaptado de Goldin et al., 2000).

Os genes que codificam Nal, Ngl1.2, Ngl1.3, Ngl.7 e Ng estdo agrupados juntos no
cromossomo 2 em humanos e camundongogl.NaNgl.2, Na,1.3 e Nal.7 compartilham de
caracteristicas comuns, como expressao no sistema nervoso e inibicdo por concentracdes
nanomolares do bloqueador tipico de canais de sodio sensiveis a voltagem: tetrodotoxina (TTX).
Na,1.5, Ngl.8 e Nal.9, estdo agrupados moomossomo 9 em humanos e cromossomo 3 em
camundongos. Estas isoformas também compartilham caracteristicas em comum, incluindo o fato
de todas serem resistentes a TTX. O gene parh.Nasta localizado no cromossomo 11 em
humanos e 17 em camundongos, geme para NA.6 esta localizado no cromossomo 15 em
humanos e 12 em camundongos. As propriedades destes dois canais sdo, geralmente, similares
aquelas dos canais expressos em sistema nervoso, incluindo bloqueio por concentracdes
nanomolares de TTX (Goldlj 2002).

- Toxinas que agem em canalis de sodio

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

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

canais iorespecificos (Chahine et al, 1998).
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Toxinas que atuam em canais de potassio e de calcio agem geralmente inibindo as
correnes que passam por estes canais. Porém, dentre as toxinas que agem em canais de sodio,
varias agem modificando os canais de forma que suas propriedades cinéticas sejam alteradas. A
partir da década de 60, quando um potente bloqueador especifico parai®gdeasadio foi
descrito (TTX), houve um grande avanco nos estudos dos canais de sodio. Atualmente diferentes
toxinas extraidas e purificadas de algumas espécies de animais, plantas e microorganismos séo
usadas como ferramentas importantes para idenfificaigolamento e estudo de propriedades
cinéticas do canal de sodio. A maneira como o canal € modificado dependera do sitio receptor ao
qual ela se liga. Um resumo das caracteristicas de cada sitio conhecido, bem como dos amino&cidos
envolvidos na sua foratdo, estd mostrado na tabela Zua localizacdo estd sendo mostrado na

figura 3

Ao sitio 1 se ligam toxinas guanidicas heterociclicas sollveis em agua, como a TTX
(Nahashi et al, 1960), inicialmente isolada de uma espécie de baiacu jdpamésubripes; a
saxitoxina- STX (Kao, 1966), isolada do dinoflagelado marinho do géGenmyaulaxcatenella e
toxinas polipeptidicas como as-ganotoxinas (FCTX), isoladas do molusco marinH@onus
geographugYanagawa et al, 1987; Sato et al, 1991). Estas texadigam no lado extracelular do
canal de sbdio bloqueando o fluxo de ions sodio e, consequentemente, o potencial de a¢cdo em
nervo e musculo (Narahashi et al, 1964, 1967; Nakamura et al, 1965; Kao e Nishiyama,1965;
Catterall, 1992)

A localizacéo do siti receptor da TTX e STX envolve residuos de aminoacidos de todos
os dominios, aparentemente formando anéis dentro do poro: um mais externo formado por
aminoacidos acidos (E387, E945, D1426 e D1717) e outro mais interno, formado pelo filtro de
seletividade(D384, E942, K1422 e A1714) (Noda et al, 1989; Terlau et al, 1991). Foram
identificadas também outras mutacfes que reduzem a ligacdo da TTX, como D400A, Y401 e
E403D no dominio |, T759A e E758 no dominio Il e D1532 no dominio IV (Penzotti et al, 1998;
Choudhary et al, 2003). A baixa afinidade do canal de s6dio cardiaco a TTX levou a hipétese de
que este canal nado tivesse algum(ns) dos 8 aminoacidos envolvidos na ligagdo da TTX.
Curiosamente, a clonagem da isoforma cardiaca mostrou que a maior diferemcalestatuicdo
de um residuo aromatico (Fen ou Tyr) na posi¢cao 385 por uma cisteina. Desta forma, este residuo
também foi identificado como sendo importante para a ligagdo da toxina guanidica (Noda et al,
1989; Heinemann et al, 1992; Satin et al, 1992)éfp mutacdes que afetam significativamente a
ligacdo da TTX e STX apenas reduzem fracamente a afinidageCdx (Chahine et al, 1998),
indicando que embora a ligacdo destas duas classes de toxinas sejam competitivas sobre o canal de
sédio, devam haver teragGes distintas (Stefan et al, 1994; Dudley et al, 1995), como pode ser

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

sobrepfe, mas que h& determinantes moleculares que séo distintos.

Ao sitio 3 se ligam toxinas de escorpido do timtoxinas de anémonas. De acordo com
suas diferentes propriedades farmacolégicas;taginas podem ser divididas em 3 subgrupos:
classicap-like e insetoo-toxina (Gordon et al., 1996; Gordon et aB98). As toxinast-classicas
sdo altamente téxicas para mamifer@smsetoa-toxinas sdo altamente téxicas para insetos. As

a-like séo téxicas para ambos, mamiferos e insetos.

As Utoxinas sdo familias distintas de polipeptideos que possuem baixa b@mdéo
sequéncia (Rogers et al., 1996), mas que inibem a inativacdo do canal de sodio, estabilizando o
canal no estado aberto. Além disto, esta classe de toxinas pode deslocar para valores
hiperpolarizados o potencial de membrana que da 50% da conduténdgma (Gonoi & Hille,

1987; Sheets & Hanks, 1999), sugerindo que a inativacdo do canal exer¢ca um importante papel na
determinagéo da relacdo voltagem x condutancia. Estudos de correntes unitéleeri{Et al.,

1992; Cannon & Corey, 1993) e dmting (Sheets & Hanck, 1995) sugerem que a atividade
primaria destas toxinas € inibir a inativacdo do canal se ligando ao estado aberto, sem significativa
alteracdo na ativagcdo ou na inativacdo a partir do estado fechado. A associacado e dissociacdo das
toxinas @ tipo o de escorpido é extremamente dependente de potencial (Thamkun et al., 1984;
Campos, 2002).

Por serem toxinas basicas, € provavel que residuos carregados negativamente na superficie
do canal contribuam para a ligacdo destas toxinas. De fato, itificldlo um residuo acido entre
0s segmentos transmembrana S3 e S4 do dominio IV como importante na ligagao>daas
(Rogers et al., 1996; Cestele & Catterall, 2000). A comparacdo da estrutura das toxinas de
anémonas e de escorpido (Loret et al.,41980strou que cinco residuos de aminoacidos estéo

localizados em posi¢des similares nas duas toxinas. Dentre eles, quatro sdo béasicos, constituindo
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dois distintos polos carregados positivamente sobre a superficie destas toxinas. Em simese, as
toxinas lgamse a alca entre os segmentosS83do dominio IV através de interagfes eletrostaticas
com um residuo acido, outras regides do canal de sodio que tinham sido anteriormente implicadas
na ligacado das toxinas do tipg como as regides S56 dos dominioke IV (Tejedor & Catterall,

1988), ndo foram encontrados residuos &cidos cruciais para ligacdo destas toxinas. Analise
estrutural identificou uma superficie hidrofébica conservada entté@snas (Li et al., 1996) que

parece ser parte do sitio funcibdastas toxinas com o canal de sddio (Fonte€Cdapos et al.,

1988; Li et al. 1999; Sun et al., 2003). Modificacées quimicas (Kharrat et al., 1989) e andlise de
mutagénese em residuos aromaticos da superficie hidrofébica conservada (Sun et al., 2003)
indicam que estes residuos aromaticos conservados estdo especificamente envolvidos tanto no
efeito farmacologico quanto na estabilidade estrutural da toxina. Embora os sitios das toxinas do
tipo a de escorpido e das toxinas de anémonas se sobreponhatoxestagpresentam interacao
distintas com o canal de sédio.

Outra classe de toxinas escorpibnicas, denomirfati@snas, se ligam ao sitio 4 do canal
de sodio, deslocando fortemente a dependéncia de voltagem da ativagdo para valores mais
negativos (Vijveberg et al., 1984). Através de quimeras de canais de sédio de musculo esquelético
de rato e cardiaco (que apresentam sensibilidades diferentes as toxinagijjootighaminio Il foi
identificado como responsavel pela ligacdo e efeito de uma toxing tgm escorpidorityus
serrulatus(Marcotte et al., 1997). Cestéle e colaboradores (1998) propuseram um modelo onde
uma potente toxina do tipp do escorpidaaCentruroides suffusus suffus(@ss IV) se liga a
residuos de aminoacidos que séo exteriorizadasdgua segmento S4 do dominio Il se move, no
momento da despolarizagdo, mantendo o canal em um estado parcialmente ativo. Neste estado a
inativacdo é favorecida, reduzindo o nimero de canais disponiveis e conseqglientemente o pico da
corrente de sodio. Istoxplica porque a toxina requer um grelso despolarizante para a sua
ligagdo. Mostraram também que a mutacado G845N, na alga proxima ao segmento S4 do dominio I,
abole o deslocamento da dependéncia de voltagem da ativagéo, por impedir que a toxina se ligue
terminacdo extracelular da conformacgdo ativada deste segmento, porque introduz desfavoraveis

interagBes de natureza estérica ou de polaridade.

Poliésteres ciclicos como as brevetoxinas e as ciguatoxinas se ligam ao sitio 5 (Catteral e
Gainer, 1985), multando na inibi¢cdo da inativagédo e no deslocamento da dependéncia de potencial
da ativagéo para valores mais negativos. A ligacao destas toxinas ao sitio 5 modula a ligagédo de

toxinas que se ligam aos sitios Il (Trainer et al., 1993) e IV (Cestele E3@B).

Mais recentemente foi identificado, em canal de s6dio de inseto, um novo alvo de
neurotoxinas, o sitio receptor 6, que ligd-eonotoxina e inibe a inativagcdo da corrente de sédio

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

Sitio Toxina Dominio Animoacidos Referéncias
Sitio 1 Tetrodotoxina 1SS2S6 D384, E387, B85, D400, Y401, Noda et al., 1989; Terlai
Saxitoxina E403 et al., 1991; Heinemann ¢
1SS2S6  E758, E942, E945 al., 1.992, Penzotti et al.
I11SS2-S6 K1422, D1426 ;882' Choudhary et al.
IVSS2 Al1714,D1717, D1532 '
S6
H-conotoxina D400, Y401, W402, E403 Stean et al, 1994,
ISS2S6  A728, A730, E758 gﬂd'ﬁy ett j'-v 191335’
1S5-S6  W1239, D1241 195‘8'”6 et ab ‘
IISS2-S6  W1531, D1532 '
IV SS2
S6
Sitio 2 Veratridina 1S6 1433, N434, L437 Trainer et al., 1996; Wan
Batracotoxina IVS6 F1579, N1584, 11760, F176 etal, 1998
Grayanotoxina Y1586
Sitio 3  U-escorpiotoxina 1S5-S6 Tejedor & Catterall,
toxina de IVS5-S6  E1613 1988, Rogers et al., 1996
anénona IVS3-S4 E1616, V1620, L1624
toxina de aranha
Sitio4  b-escorpiotoxina 1S5-SS1 Cestéle et al., 1998.
11IS1-S2 G845
11S3-S4
11ISS2-S6
Sitio 5 Brevetoxinas 1S6 Tra_liner et al., 1991;
Ciguatoxina IVS5 Tainer et al., 1994.
Sitio 6 §-conotoxina Gordon et al., 1996.

(Adaptado de Cestele & Catterall, 2000)
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[0 site1(TTX, STX)
|  Site 1 (p-conotoxin)

o Site 2
B site3
B sites
7 Sites

Figura 3: Localizacdo dos principais sitios receptores das neurotoxinas sobre os canais de s
mamiferos.Para os sitios de ligacdo das toxinas dotipo ( s 2t i o
aqueles que, quando ausentes, diminuem a afinidade de ligacdo pelo menos 5 vezes. Figura retirad:
de Cestele & Catterall. 2000.
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- Toxinas d& homahdgra/enter

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

guatro géneros principaiBhoneutria LoxoscelesLatrodectuse Lycosa

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

arritmias e perturbacdes visuais (Fontana, 1990).

Fontana e Brazil (1985) mostraram que, em preparacao-fiénioco-diafragma de rataa
peconha da aranhB. nigriventerinduz despolarizagdo ndo uniforme da membrana da fibra
muscular e aumento na frequéncia de potenciais miniaturas na placa motora. Este efeito era
bloqueado por TTX ou por redugdo da concentracdo de sodio extracelgkningo um efeito
sobre os canais de sodio. Brazil e colaboradores (1988) observaram o efeito da mesma peconha em
auriculas isoladas de cobaia, revelando que a principal causa dos sintomas cardiacos é a liberagéo
de neurotransmissores pelas terminagbegvorsas intracardiacas, dados confirmados
posteriormente em musculo liso vascular de coelho (Antunes et al., 1993). O veneno da aranha é
também capaz de alterar a permeabilidade da barreira henwfélica, particularmente no
hipocampo de ratos, causanddema vasogénico mais significativo um dia apos a injecédo (Lé
Sueur et al., 2003).

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

Quando injetado intracerebroventdiar (i.c.v.) de camundongo, o efeito da fracdo PhTx2
era acentuadamente excitatorio, incluindo salivacdo, lacrimejamento, priapismo, convulsdes e
paralisia espastica das extremidades anteriores e posteriores (Resende Jr. et al, 1991), reproduzindo
os efeios predominantes da inje¢cdo do veneno. Esta fragdo também estimulou a liberacdo de
glutamato de sinaptosomas de cortex de rato seguindo um aumento do influxo de célcio{Romano
Silva et al., 1993). Experimentos eletrofisiolégicos (Aradjo et al., 1993yanast que esta fracédo
tem efeitos complexos sobre os canais de sédio, inibindo a cinética da inativacdo e deslocando a

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

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

Dentre as 9 isoforas da fracdo PhTx2 (PnT®2a PnTx29) 4 j4 foram totalmente
sequenciadas: PnTX2 PnTx25, PnTx26 e PnTx29, sendo identificados 53, 48, 48 e 32 residuos
de aminoécidos, respectivamente. As isoformas PATEZ1Tx25 e PnTx26 apresentam alto grau
de icentidade entre si (figura 4), exceto quando comparado a FhTx2

PnTx2-1 ATCAGQDKEKET-- CDCGGERGEVCALSYEGKYRI CRQGNFLIAWHKLASK
PnTx2-5 ATCAGQDQCKVT-- CDCGGERGEVCGGP----- Cl CRQG®IFLIAAYKLASCKK
PnTx2- 6 ATCAGQDRCKET-- CDCGGERGEVCGGP----- Cl CRQGFWAWYKLANCKK
PnTx2-9 SFCIP - FKPCKSDEN- CXKKFK CKTTG IVK---- LCRW

Figura 4: Comparacdo da sequéncia de aminoacidos das toxinas da fracdo RE&TSetjuéncias foram
alinhadas baseane® nos residuos de cisteina, em vermelho (Cordeiro et al., 1992).-PnPrIx25 e
PnTx26 apresentam alto grau de homologia: 81% entre a PhExads outras duas e 87% entre a PrH g2
PnTx26. PnTx29, menos téxica e menos conservada, apresenta 31% de homologia com 4. ,P2I%2
com a PnTx5 e 25% com a PnTx@. Em negrito, estdsendo destacados os aminoacidos diferentes entre
assequenciaPnTx25 e PnTx26.

Os sintomas da injecdo da toxina PnBxZm camundongos incluem: priaprismo
(Richardson, comunicacéo pessoal) lacrimejamento, hypersalivagdo, sudorese e agitacdo seguidos
de paralisia espastica das extremidades anteriores e posteriores e morte (Le Sueur et al., 2003).

Penaforte (2000) clonou diversas toxinagdaigriventere expressou a isoformas Pn¥x2
6, porém a expressédo néo foi funcional. Foi identificado que esiasagmsao expressas com um
peptideo sinal do lado-drminal de 17 a 20 aminoacidos, seguido por um propeptideo rico em
glutamato e pela seqiiéncia da toxina madura. Talvez estes peptideos possam estar dirigindo o
enovelamento da toxina, e este seja o motla expressdo de uma toxina Hfidiacional. Além
disto, estas toxinas foram expressas junto com uma proteina de fuséo, para permitir sua purificacao,
e esta proteina pode estar alterando a conformacao da toxina nativa. Ha outros relatos na literatura
de tainas recombinantes e/ou mutantes ndo funcionais, dificultando os estudos estrutura/fungéo
destas toxinas (Zilberberg et al., 1997; Sun et al., 2002).

As isoformas PnTx5 e PnTx26 apresentam 89% de homologia, o que significa somente
cinco aminoacidos difentes. Elas podem ser consideradas, portanto, mutantes naturais, o que
torna interessante estudar comparativamente os efeitos de ambas. A6RaTeXia sido estudada
por Matavel e colaboradores (2002), porém sobre a isoforma Pnhe®ia somente estas

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

Dentre os aminoacidos nao idénticos, como pode ser visto nadiguvave a substituicdo

de uma treonina por uma prolina, uma valina por um glutamato, yaeagsa por uma tirosina,
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uma leucina por um triptofano e uma serina por uma asparagina, em posicoes similares4ta PnTx2

e PnTx26, respectivamente.

A isoforma PnTx2 reproduz o efeito da fragdo PhTx2, e consequientemente do veneno
total, sendo considada a principal isoforma presente na pegonha da aRirdreutria nigriventer
(Araujo et al., 1993; Mattielk®versuta & CrutHofling, 2000). Os sintomas causados pela PATx2
6 sugerem atividade no sistema nervoso central e no sistema nervoso autdnorioo(€bad.,
1992). Matavel e colaboradores (2002, artigo anexo) mostraram que a isoformabPaliera a
cinética de inativacdo da corrente de sodio, deixand@is lenta, um efeito de toxinas do tipo a.
Porém, ela também desloca para valores hipeipathrs a dependéncia de voltagem da ativagéo e
do estadeestaciondrio da inativacdo, um efeito mais comumente encontrado em toxinasfjo tipo
mas que pode ser encontrada também em toxinas do tipo a (Graham et al., 1996; Sheets & Hanck,
1999; Gordon & Gundtz, 2003). A coexisténcia de efeitos tipicos de toxinas do tipf augere
que a interacdo da PnT%2com o canal de sodio ocorra de maneira distinta das toxinas do tipo a e
B, podendo envolver fAmacros2t i os o0iftiorecepmrandaal me r
nao identificado na superficie do canal de sédio. Os dados apresentados por Matavel et al. (2002)
foram obtidos em musculo esquelético de rd usando a técnieso patckclamp Para uma
andlise cinética mais detalhada, foram feitqeementos usando técnicas mais precisas.

No presente trabalho, nés estudamos o efeito das toxinas -BrahTx26 em células
neureenddcrinas (GH3) utilizando a técnicawleolecell patchclamp buscando estabelecer uma

relac@o entre as suas estratue as respectivas atividades.
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- Objettvos

- Objetivog/gerals

Comparar os efeitos das toxinas Prnrbx2 PnTx26, da aranh&honeutria nigriventersobre os

canais de sédio dependentes de voltagem de células GH3.

Comparar os efeitos da toxina PnT&3obre os canais de sodio dependentes de voltagem de
células GH3 e de musculo esquelético de ra.

- Objetivos especificos

Comparar o efeito das toxinas PnT%2 PnTx26 sobre a relacdo corrente x voltagem da corrente
de saédio.

Comparar o efeito das toxis@nTx25 e PnTx26 sobre a dependéncia de voltagem da ativagéo da

condutancia da corrente de sdadio.

Comparar o efeito das toxinas PnT2 PnTx26 sobre a dependéncia de voltagem do estado
estacionario da inativagado da corrente de sédio.

Comparar o efeit das toxinas PnTx2 e PnTx26 sobre a recuperacao da inativagdo da corrente de
sadio.

Medir as constantes de tempo da inativagdo da corrente de sédio na presenca e auséncia de ambas
toxinas.

Estimar a proporgdo de canais modificados pelas toxinas.

Medir a afinidade da PnTx2 e da PnTx:b sobre os canais de sédio de células GH3.

Medir a afinidade da PnTx@ sobre os canais de sodio da fibra muscular esquelética.

Observar o comportamento espontaneo da corrente de sédio de células GH3 ao longo do tempo.
Determinar o coeficiente de extingdo da Prrbx@m agua.

Estimar a participacao proporcional de diferentes estruturas secundarias na toxin&.PnTx2
Verificar a exposic¢ao dos triptofanos na superficie da toxina P&Tx2

Relacionar as diferencas funcionaisRtarx25 e da PnTx® com as diferencas na sequéncia de

aminoécidos.
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- Metodologia

-p, EEIl ; -FrJ9> L[EBJ/7=; 9

Ras Rana catesbeiana pesando entre gramas foram sacrificadas por
descerebracdo e desmedulacdo, e imediatamente o musculo diewsenera removido e
conservado em solucdo de Ringer Normal (em mM: NaCl 115; KCI 2,5, C8CHEPES 5; pH
7,2 com NaOH). Um fino fragmento deste musculo era removido e fixado, através dos tenddes, em
uma camara com sistema de refrigeracdd (1&°C) e levado a um microscépio estetoscépio (Carl
Zeiss) onde os registros eletrofisiolégicos foram medidos. O terra foi conectado ao banho através

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

Foi utilizado o método ddoose patch clampsimilar ao descrito por Stuhmer e
colaboradores (1983), mas com as modificagcdes introduzidas por Aradjo et at. (1993). Este método
€ essencialmente idéntico a modalidedk attached patch clamfHamill et al., 1981), exceto que
a area da membrana € muito maior & ré necessaria a formacdo de um contato de altima

resisténcia entre a membrana e a ponta da pipeta, caracterigiaoldolampconvencional.

As pipetas foram feitas com capilares de microhematocrito de vidro com reisigine
0,2 e 0,6 Mg e preenchida «omnopirdinan(t0emM), pgoar ma |
bloquear as correntes dé (Guillespie & Hunter, 1975), e 0,1% de albumina , para evitar adsorcio
inespecifica da toxina.Exceto no controle, a Pré&n difeentes concentracdes foi acrescida a
solucdo da pipeta. Para evitar as correntes dos canais presentes na borda da pipeta e, portanto, fore
do controle do potencial aplicado, os canais de sodio foram inativados através da despolarizacao
das fibras para434 + 1,6 mV (Araujo et al, 1993) usando solucdo de alt¢ekh mM: acetato de
s6dio 88; acetato de potassio 16; KCL 11; propionato de calcio 1,8; HEPES 5; pH 7,2 com KOH).
O potencial de pipeta foi mantido em +50 mV, por pelo menos 10 minutos, de forrsanogrete
0S canais circunscritos pela pipeta, e que portanto tinham sua voltagem controlada, tinham a

inativacdo removida.

Quando a pipeta estabelecia um intimo contato com a membrana da fibra muscular, um
selo era formado, o0 que originava uma resisté(R& de aproximadamente 3 vezes o valor da
resisténcia da pipeta (Rp). O fato de RS atingir valores pequenos, segundo Stuhmer e colaboradores
introduz uma dificuldade: as correntes de fuga através desta resisténcia pode ser grande o suficiente
para causauma queda significativa de voltagem através de Rp. Assim, a voltagem na superficie da

membrana sera diferente da voltagem aplicada pelo amplificador no interior da pipeta, porque Rp e
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RS funciona como divisor de voltagem, e o potencial aplicado na pi@gp)aaparecera na
superficie da membrana (Vm) de forma atenuada (Vm = Vp * A). Nos nossos experimentos o fator
de atenuacdo A (A = RS / (Rp + RS)) situgeaentre 0,6 e 0,8. O amplificador de loose patch
clamp (Dagan 8900 com um probe de loose patch chaagelo 8970 e um resistor de feedback de

10 Mq) podia corrigirtr esta atenua-«o0 anal ogi
compensava o divisor de voltagem formado por Rp e Rs. Esse divisor era balanceado com os
resistores variaveis R1 e R2, denfiar que o potencial Vm sempre acompanhava a voltagem de

comando.

As correntes ibnicas foram filtradas eletronicamente (filtro passa baixa com freqiéncia de
corte de 10 KHz) amostradas e digitalizadas a uma frequéncia de 30 KHz através de um conversor
anabgico-digital de 12 bits (Engenharia EletEdetronica, Sdo Paulo). A aquisicdo e analise dos
dados foram realizadas através de microcomputador de arquiteturd?@BM6, usando um
programa em linguagem Pascal feito pelo professor Paulo Sergio Lacerda. Baircorrentes
lineares, de fuga e capacitiva, foram excluidas dos registros pelo uso do protocolo P/4 (Armstrong
& Bezanilla, 1977), que subtraia da corrente total gerada pelo pulso teste ao somatério de 4
correntes produzidas por pulsos de ¥4 da ang@itlo pulso teste. Esta amplitude eh insuficiente
para desencadear a abertura dos canais de sédio e que, portanto, continham apenas 0s componente

resistivos e capacitivos lineares.

- Células-GH3

A linhagem GH3 (adquirida damerican Type Culture Coltéon, EUA), proveniente de
células tumorais de pituitaria anterior de rato, sdo células esféricas e crescem de forma esparsa. As
células GH3 expressam canais de potassio, calcio (subtipo L e T; Armstrong & Metteson, 1985;
Kushmerick et al., 1999; Kalapatkis et al., 1998) e sédio (Kushmerick et al., 1998, Monrajas et
al., 2000), possuem um crescimento rapido e séo de facil manutencéo e manipulagdo. Elas foram
mantidas em cultivo celular em garrafas de poliestireno de 25 ou 75 cm?2 em meio DMEM
( Du b e | odiidd sEaglels Medium, Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Cultilab, Brasil), 10 Ui de penicilina e 10 mg/mL de estreptomicina em estufa de atmosfera Gmida
com 5% de C@ O meio de cultura era trocado 2 ou 3 vezes por semana. Uma vez poa sasma
células foram soltas da garrafa de cultivo utilizando 1 mM de EDTA em tampéo fosfato 50 mM
(pH 7,4) ou com 1 mM de EDTA acrescido de 0,1% (p/v) de tripsina em meio DMEM, sem soro
ou antibiético, e plaqueadas em laminulas de vidro (Cotham baixadensidade, sendo utilizada
apoés 2 a 5 dias. Aproximadamente 10% das células foram recolocadas em um frasco novo e
utilizadas até, no maximo, a passagem 20. KCl e Ga@m adicionados ao meio das placas de

forma a elevar neste meio suas concentracdes JgaraM e 9,3 mM, respectivamente. Esta
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estratégia, descrita por Monjaraz e colaboradores (2000), aumenta a expressao de canais de sodio

expressos na membrana das células GH3.

-p3>EB; - 9, BB FrJ9> 9B/7C

Correntes macroscoépicas foram registradas a temysar ambiente (225°) com a
técnica depatchclampna configuracdavholecell (Hamill et al., 1981) usando um amplificador
EPG9 (Heka Instruments, Germany) conectado por meio de um conversor andiggaioa um

computadoPowerMac.

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

Pipetas foram feitas de vidro comum usando um estirador de pipetas vertical (Narishige,
Japao), com dois estagios de estiramento e tinham a resisténcia ent@,15 Mq . As pi
foram preenchidasotn asolugéo interna 1nos experimentos utilizando a PnTx2Zontendo (em
mM): NaCl 10; TEACI 20; EGTA 10; CsF 90; CsOH 20; HEPES 10; pH 7,2 ajustado com CsOH.

Nos experimentos usando a Pn¥&2asolucédo interna 2da pipeta continha (em mM): NaCl 10;

TEA-CI 35; EGTA 5; CsF 100; HEPES 10; pH 7,2 ajustado com CsOH. Césio «CTEham

usados para bloguear os canais de potassio sensiveis a voltagem, EGTA é um quelante de célcio e
mantinha a concentragdo de calcio intracelular em niveis muito baixos tdiftwlo resselamento

da membrana, e o fluoreto estabiliza a membrana da célula (Kostyuk et al., 1975) possibilitando

experimentos mais longos.

No inicio dos experimentos a laminula contendo as células era colocada em uma placa de
petri de 35 mm e preso poreio de um dispositivo em acrilico que a mantinha imével e reduzia o
volume da placa de petri. O meio de cultura era trocado pela solugdo externa contendo (em mM):
NaCl 140; CsCl 5; MgGl2; CdC} 0;1; CaC} 1; glicose 5; HEPES 10; pH 7,4 ajustado com
NaOH. Durante todo o experimento foi mantida uma perfusdo controle que consistia da solucéo
externa acrescida de 0,1% de albumina, utilizada para evitar a adsor¢éo da toxina. A perfuséo foi

mantido através de uma micropipeta com diametro de aproximadaménienbligada a um
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solendide que permitia a troca de até 2 solucdes (controle e toxina), cujo fluxo foi regulado para
150 a 250 pL/minuto. Preso através de um im& na placa foi montado um sistema de sucg¢do que

mantinha o volume da placa de petri em niveisjadéos para o experimento.

Solucdes estoque de toxinas eram preparadas em concentracdes pelo menos 20 vezes
maiores do que a concentracdo de ensaio, e continha 0,1% de albumina. Estas solugbes eram
mantidas congeladas até o uso.

- Purificacdo das toxinas

As toxinas PnTx5 e PnTx26 foram purificadas e gentilmente cedidas pelo Dr. Michel
Richardson ou pela Dra. Marta N. Cordeiro da Fundacédo Ezequiel Dias (FUNED). Brevemente, a
fragcdo PnTx2 foi purificada por cromatografia de filtracdo em gel e crorafilnge fase reversa
em sistema FPLC (Resende Jr. et al., 1991), a partir da fracdo soltvel do veneno total da aranha
Phoneutria nigriventerAs isoformas PnTx3 e PnTx26 eram separadas da fragdo PnTx2, por
cromatografia de fase reversa em sistema H@dZdeiro et al., 1992).

A pureza das toxinas nos experimentos com GH3 foi verificada&sggactrometriale
massa gspectrometr®@-TOF, Micromassg Manchester, UK) e as amostras apresentaram um pico
predominante, com massas de 5112,3 Da e 5289,7 Da palx2a3e PnTx26, respectivamente
(figura 5).

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

experimentos eletrofisiologicos foram utilizadas as seguintes concentragdes das toxinas:

PnTx25 10 nM, 70 nM, 100 nM, 200 nM, mM e 3 mM.
PnTx26 10 nM, 50 nM, 100 nM e 300 nM.

Nos experimentos de competicéo, foram utilizadas concentracdes de®afin2 10° e
10° M.
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Figura 5: As massas das toxinas PnTxZA) e PnTx26 (B), observadagso espectémetro de massa, foram

5112,30,4 Da e 5289:0,03 Da, respectivamente. Estes valores sdo proximos de suas massas teoricas de
5113,6 Da e 5289,7 Da, respectivamente.

- Estatistica

A analise estatistica foi feita usando o tésteStuden{usaado o programa SigmaPlot 5,0;
Jandel Scientific, USA) onde foram verificadas as alteracdes observadas nos registros obtidos na
presenca da PnTx2 e PnTx26 em relacdo ao controle. SignificAncia estatistica adotada era
determinada por testsdo pareaddapmando como indice de significangia 0,05. Simbolos com

barras de erro e valores dos par@metros significam média * erro padrdo da média. Os ajustes dos
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parametros das equacfes aos dados foram feitos por calculo numérico utilizando o programa

SigmaPlotAs equacdes utilizadas estdo descritas ao longo do texto.

- Experimento de competicdo nos canalg de sodio ¢

Para determinarmos o sitio de ligacdo da toxina P4#6Tix& superficie dos canais de sédio
sensiveis a voltagem, foram feitesperimentos de competicdo com tipicas toxinas que se ligam
aos sitios 3 e 4: a toxina do tipalo escorpiddndroctonus australis hect¢AaHIl) e a toxina do
tipo B do escorpiddCentruroides suffusus suffusidsslV), respectivamente. Estas toxinasffior
marcadas conf’l através do método da lactoperoxidase, como descrito abaixo. Os experimentos
foram feitos em preparacao sinaptosomal bruta (P2) de cérebro total de rato ou em sinaptosomas
cérebracorticais de rato. As toxinas AaHIl e CsslV foram gemtihte cedidas pela Dra. Marie

France Martin Eauclaire (Université de la Méditerran&arselha, Franca).

-lodagao de toxinas. metodo da lactoperoxidase

A reagcdo de marcacdo das toxinas AaHIl e CsslV foi realizada segundo método
enzimatico proposto porhorell & Johansson (1971), e modificado por Rochat e colaboradores
(1977). Em um tubo contendo 5 nanomoles de toxina, foi adicionado tampé&o fosfato 50 mM (pH
7,4), 0,5 mCi de N& (Amersham Pharmacia Biotech, )JKL,25ug de lactoperoxidase (Sigma),

e 3adicdes seqlenciais depyh de solucao de perdxido de hidrogénio, diluida 1/50.000, com
intervalos de 1 minuto entre cada adicdo. A reacgdo foi paralisada pela diluicdo da mistura de

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

Para retirada do iodeto radioativo livre, toda a mistura de reacéo foi transferida para um
tubo contendo a resina de troca cationica DoweX81ServaHeidelberg, USA), previamente
saturada com tampao fosfato 50 mM (pH 7,4) contendo albumina (20 mg/mb3. &yitacéo e
sedimentacdo da resina, o sobrenadante contendo a toxina marcada foi removido. Foram feitas trés
lavagens da resina com 2p0 de tampao fosfato 50 mM (pH 7,4) contendo albumina 20 mg/mL
para otimizar a recuperacao da toxina marcada. Osrsmieintes das quatro lavagens, contendo a
toxina radioiodada, foram reunidos e a solucdo resultante foi armazenada em tubo dentro de um

recipiente de chumbo, a 4° C, até o momento de utilizagao.
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- Cromatografia em papel

Para verificar a eficiéncia de ncagédo das toxinas pelo método da lactoperoxidase foram
feitas cromatografias em papel Whatman n° 1, utilizasedoomo fase mével o solvente metanol

saturado com iodeto de potassio.

Com a finalidade de se estimar a radioatividade incorporada na toxinantdgde de
toxina recuperada da resina Dowex e a radioatividade especifica da toxina radioiodada, foi
comparada a distribuicdo da radioatividade nos perfis cromatogréficos, antes e ap6s a exposicao
das toxinas a resina Dowex. Foram aplicados em um pentoal, a dois centimetros da base da
fita de cromatografia (1,8 cm de largura x 18 cm de alturg), 8e toxina radioiodada antes da

exposi¢cdo ao Dowex ou 1 da toxina radioiodada exposta ao Dowex.

Apbs a corrida cromatogréfica, as fitas de pap@infiosecadas e cortadas em tiras de 1 cm

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

AE = Radioatividade da toxina apés exposigddowex (equacéo 1)
Quantidade de toxina utilizada para a marcacao

O resultado foi expresso em CPM/fmol.

- Preparacao sinaptosomal bruta (P2) de cerebro tc

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

bruta.

O precipitado foi ressuspendido em tampéao de incubacéo Tyrode (em mM: NaCl 136; KClI
5; KH,PO, 2,5; MgSQ 1; CaC} 2; glicose 5; TridHCI 25; pH 7,4), utilizandese a relagdo 10
mL/g (consideravae 0 peso inicial do tecido). A suspenséo foi homogeneizada manualmente, no

proprio tubo da centrifuga (com um pistilo), e centrifugada novamente a 15600amte 20
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minutos, a 4° C. Em seguida, o precipitado foi ressuspendido em 2 mL de tamp&o de incubacéo e o

conteudo protéico desta preparacdo foi dosado pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951).
- Preparacdo de sinaptosoaiasiedadbro

A preparacao foi obtida de acordo com Dunkley e colaboradores (1988). Ratas Wistar,
pesando entre 200 e 250 g, foram decapitadas e o encéfalo retirado. O cortex foi dissecado,
colocado em solucao de gradiente (0,32 M sacarose, 1 mM EDTA, 0,25 mM ditioptdital), a
10% (p/v) e homogeneizado epotter de vidro, repetind@e essa operacdo por 3 vezes com
intervalos de 2 minutos. A preparacao foi mantida por todo o tempo em um banho de gelo para
evitar a degradacao do tecido. Em seguida, foi centrifugadarententrifuga Sorval a 1000 g por
10 minutos, a 4° C. O sobrenadante foi coletado e ressuspendido em solucédo de gradiente. Dois mL
desta suspensdo foram cuidadosamente depositados sobre um gradiente de percoll (23%, 15%,
10%, 3%) e centrifugado por 5 mios (32500 g a 4° C). As fracbes correspondentes aos
sinaptosomas foram coletadas, transferidas para outro tubo e adicionada solucdo de incubacao
Tyrode (como descrito no item anterior), na diluicdo de 1:4, e centrifugado por 15 minutos (15000
g, a 4° C).0 sobrenadante foi desprezado e foi repetida a operacdo de lavagem para retirada do
percoll. O precipitado foi ressuspendido em 2mL de tampdao de incubacao e o conteudo protéico foi

estimado pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951).

- Experimentacioatonpattexina tjpo

Nos experimentos de competicdo da Pntx@m a toxina tipax de escorpido AaHIll
iodomarcada (AaHII*) foi utilizado 5Qg de preparagéo sinaptosomal bruta (P2) de cérebro total
de rato (& fresco), ¥8M da toxina AaHII* e 10 M da toxina AaHll fria (ndo marcada). Foram
utilizadas diferentes concentracdes da toxina P#6T#2a (10'° M a 10° M). O experimento foi

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

a. ligacao total (onde foi adicionado apenas @M da AaHII* e o tecido);

b. ligacdo especifica (onde foi adicionada'd® da AaHII*, 10’ M da AaHIl fria e o
tecido);

c. deslocamento pela PnTs& (foi adicionado 18 M AaHIl*, o tecido e diferentes
concentracdes da PnT&2; e

d. ligacdo ndo especifica do tuboi(adicionado apenas a’itM da AaHII*, sem tecido).

Os tubos foram incubados de 30 a 40 minutos’@,3@mpo suficiente para se alcancar um
estado de equilibrio de ligacdo da toxina ao seu sitio receptor. A solucdo de incubacéo utilizada foi
(em mM): Hepes 25; glicose 10; colina 140; KCI 5,4; MgS®D8; CaC} 1,8; pH 7,4. ApGs o
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periodo de incubacdo, a toxina radioiodada ligada ao tecido foi separada da toxina livre por
centrifugac@o da suspensdo em microcentrifuga a 11.000 g por 5 minutos. Em ssguitas

foram lavados uma vez com 1 mL de solucdo de lavagem (a mesma de incubacgdo, exceto que a
concentracdo do tampéo Hepes foi 5 mM e da albumina, 7 mg/mL). A radioatividade contida nos
tubos foi quantificada em um contador gama (1275 Mini Gamma @ourkB, Wallac) e foi
considerada como a ligacgéo total da toxina.

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

especificidade da toxina foi calculada como:
Ligacao especifica = ligag&otali ligagdo ndo especifica

Na situacaal, foi visto qual a proporcéo da AaHII* se ligava inespecificamente no tubo (ja
gue nao havia tecido), este valor foi subtraido de todos os demais para se fazer uma estimativa mais
realista da ligagdo da toximes seus sitios especificos. Os experimentos foram realizados pelo

menos em triplicatas.

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

AaHII* pelas diferentes concentragdes da PrBX2ituacaa).
- Experimeomapedygdo dastoxina tipo

Nos experimentos de competicdo da Pnrtx@m a toxina tipo b de escorpido CsslV
iodomarcada (CsslV*) foi utilizado pg de preparacéo de sinaptosoma cérebrtical de rato, 10
M da toxina CssIV*, 18 M da toxina CsslV némarcada e 10M da PnTx26 ndo marcada para
observarmos o grau de deslocamento da CsslV* do seu sitio. O experimento foi realizado nas
mesmas condi¢cbes do experimento de competicdo da toxina do, Ep@eto que foi utilizada a
técnica da filtracdo rdga, em contraste com a centrifugacdo. Foram utilizados filtros GF/B (25
mm), previamente saturados em solucdo Scatchard (em mM: HEPES 25; glicose 10; colina 140;
KCI 5,4; MgsSQ 0,8; pH 7,4 com Tris 1 M) acrescido de 20% (p/v) de albumina e 0,3% de
polietilenimina, que eram conectados a um sistema a vacuo. A suspensao experimental foi filtrada,
ficando retida no filtro apenas os sinaptosomas. Os filtros foram lavados com 5 mL de solucéo
Scatchard lavagem (em mM: HEPES 5; glicose 10; colina 140; KCI 5,40M@8; CaC} 1,8;

albumina 0,5% p/v; pH 7,4 com Tris 1 M) e secados pelo sistema de vacuo.
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- Determinacdo da concéntracdo da PnTx2

Véarios métodos de determinacdo de concentracdo usam propriedade de absorbancia de
residuos aromaticos (280 nm) e sado tmuyrecisos. Porém, para se utilizar tal estratégia é
importante ter informacfes sobre o coeficiente de extingada( proteina ou peptideo. Sadee
também, que a absor¢do dos residuos arométicos mudam dependendo do ambiente que ele esté
inserido. Oe de nenhuma toxina da aranPdoneutria nigriventefoi determinado até o presente
trabalho, além disso, nada se sabia sobre suas estruturas secundarias e terciarias, ja que tais toxina
ndo possuem similaridade com nenhum peptideo com estrutura deposita@acaode dados.

Afim de determinarmos © da toxina PnTxz, foi feita uma diluicdo da toxina em 20 mM de
tampéo fosfato pH 6,5 e 6 M de cloreto de guanidina (Edelhooch, 1967Hda0OPnTx26 foi

calculado segundo a seguinte equacao:

€280 (proteina) = (ntero de W) x 5690 + (nimero de Y) x 1280 + (numero de C) x 125
(equacéo 2)
De acordo com a equacgdo, em condi¢cdes desnaturantes, o e da proteina é diretamente proporcional
ao numero de triptofanos, tirosinas e cisteinas da proteina. E importante mantiea anas
condi¢Bes acima para o calculo do e pois garante que a toxina esta desenovelada e que ndo haveré
nenhuma mudancga no espectro devido a interagdo dos residuos (Ramos, 2003). Uma vez feita a
medida da absorbéncia a 280 nm da toxina em condi¢cdesutasies, o calculo da concentragédo

é feito de acordo com a lei de Béambert:
A=gxIxC (equacéo 3)

Onde A é a absorbancia da proteina a 280 ené,0 coeficiente de extingdio (Mem™), | é o

caminho 6tico da cubeta de quartzo (cm) e C é eertracdo da proteina (!

- Fluorescéncia €o triptofano

A fluorescéncia espectroscépica € o fenbmeno de emissdo de luz por uma molécula
excitada quando ela transita para um nivel de energia mais baixo (Lakowicz, 1999). O principal
fluoroforo em proteias é o residuo de triptofano, devido a sua alta fluorescéncia e a sensibilidade
as propriedades estruturais e dinamicas das proteinas. A fluorescéncia produzida eh a razao entre o
numero de fétons emitidos e absorvidos, e pode ser reduzido por supgess@hifigem inglés)

(Ramos, 2003). Os registros foram feitos no fluorimetro ABL2 Spectronic em cubetas de quartzo
de 1 cm de caminho 6tico. A amostra foi excitada a 280 nm e o espectro de emissao foi coletado

entre 300 e 450 nm a temperatura de 20° C.
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- Dcroismo xircular

Moléculas assimétricas em solucdo sédo opticamente ativa, isto significa que quando elas
interagem com uma luz polarizada circularmente, elas absorvem a luz polarizada para direita e para
esquerda com eficiéncia diferente.Esta diferemgaabsorcédo produz um feixe de luz polarizada

elipticamente que pode ser medido por um espectropolarimetro de dicroismo circular que o

converte em elipcidade (U) como mostrado na e
U = 2 .:BAB (A (equacéo 4)
4

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

da absorcgéo preferencial da luz polarizada a direita ou a esquerda (RaD3)s,

Esta técnica € sensivel para determinar a estrutura secundaria de proteinas e é usada para
quantificara-hélices, folha$} e estruturas randémicamfdom coi) nas proteinas (Fasman, 1996).
a-Hélices e folha$ séo estruturas muito compactas geti@ presentes na proteina enovelada e
estruturas randémicas é a forma desenovelada da proteina. Os dados medidos por CD s&o expressos
como elipcidade (U) em miligraus, que pode se
molar dos residuos pesmuacao:

[ U] :%I (equacéo 5)
10Cn

Onde C é a concentragdo da proteina em mol/é ® numero de residuos na proteina. A unidade
usada neste caso é dem? . dmol™ e é geralmente a escolhida para apresentar dados relacionados
a proteinas pois permite uma rapida informacédo sobre a quantidade de estrutura quando comparada

diferentes proteinas ou mutantes de uma mesma proteina.

Para se determinar a estrutura secundaria da toxina PnTo2feito o espectro de
dicroismo circular, n@omprimento de onda da luz UV entre 190 e 260 nm na temperatura de 23°
C, exceto quando mencionado no texto. Foi utilizado o espectropolarimetro (EkZp ein
cubetas de quartzo com 0,2 ou 1 cm de caminho 6tico. A toxina foi inicialmente diluida em agua
Os dados foram obtidos em intervalos de 0,5 nm com uma taxa de 50 nm/min. Todo 0s espectros
de CD séo resultantes da média de 20 varreduras. O espectro final foi corrigido subtraindo o

espectro da linha de base correspondente obtida sobre condi¢cGeasdént

38



- Resultados

Dentro do nosso objetivo de caracterizar toxinafldaneutria nigriventeativas sobre
canais de sodio, iniciamos nosso trabalho estudando a toxina-Brndot® o método ddoose
patch clamp dando continuidade ao trabalho anterioraerealizado com a fracdo téxica PhTx2
(Aradjo et al., 1993). Os resultados obtidos, que deram origem a minha dissertacdo de mestrado
(Matavel, 1999) e a uma publicacdo (Matavel et al., 2002), mostraram ac6es complexas €a PnTx2
6 sobre correntes de sédie musculo esquelético de rd. Embora muitos aspectos da acdo desta
toxina tenham sido revelados, algumas perguntas ndo foram adequadamente respondidas e novas
perguntas vieram a tona. Além disso, a baixa afinidade observggla (K81 mM). sugeria que a
toxina poderia ser menos ativa nas isoformas de musculo esquelético dos canais de sédio. Isto nos
levou a utilizar células GH3 e a metodologia whole cell patch clampTambém fizemos
experimentos de competicdo com tipicas toxinas de escorpido dex tgpao tipo f para

determinarmos o sitio de ligacado da PnBx2os canais de saédio.

Muitas toxinas da aranhR@honeutria nigriventeija foram clonadas, porém, a expressao
funcional destas toxinas ainda ndo foi conseguida (Penaforte, 2000). Isto tem sidstaculob
para a realizacdo de mutacdes gifiigidas nestas toxinas, com vistas a estudos relacionando
estrutura e fungdo. Por isso, nés comparamos o efeito eletrofisiolégico daadixa PnTx:b,
uma toxina da mesma aranha que apresenta a seqiérrarshacidos idéntica a PnF82Zxceto
pela substituicdo de 5 aminoacidos. Como foi dito anteriormente, podemos considerar-& PnTx2
como uma esp®cie de f-mDestarfdrme amlisamos agund asdeatosP n T
estruturais da toxina PnT>& e dscutimos como estes aminodcidos diferentes podem estar
influenciando a ligacdo de cada uma destas toxinas ao seu respectivo sitio receptor na superficie do

canal de sédio da linhagem celular GH3.

Portanto, este trabalho apresenta o estudo comparativold2-& em dois tipos distintos
de canais de sddio sensiveis a voltagem: o de células musculares esqueléticds(Gdddin,
2002), e o de células neuroenddcrinas GH3; além de estudo comparativo débRndxPnTxb
em canais de sodio de células GH&cénhtemente foi mostrado que as células GH3 expressam
canais de sodio NA1, Ngl.2, Ngl.3 e N@l.6, alem das subunidade® e33 (Vega et al., 2003).
No entanto, a adicdo do tratamento com potassio e calcio para aumentar a expressao dos canais
(vejaemi met odol ogi a ou Monrajaz et al ., 2000) so
das isoformas Na&.2 e Nal1.3 (Vega et al., 2003).
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Para a apresentacdo dos dados foram usadas concentra¢des acima dos seus regpectivos K
ou seja, luM de PnTx26 paraos canais de sédio de musculo esquelético de r&d, 100 nM para a
PnTx26 em células GH3 e 200 nM para a Pn'bx2m células GH3.

- Caracterizacdo dos canais de sodio das celulas G

Como esperado para estes tipos de canais neuronais, 0s canais epplass@tulas GH3
sdo sensiveis ao bloqueio pela TTX (figura 6). Neste experimento a membrana da célula foi
despolarizada para 0 mV, a partir de um potenciali 80 mV gerado por um pigulso
hiperpolarizante, com intervalos de 3 segundos. A célula fatidzasob perfusdo controle nos
instantes iniciais do experimento e a TTX foi adicionada imediatamente antes’® ghold®
despolarizante. Observe que o bloqueio é completo, aparece imediatamente apés a adicao de 300
nM de TTX e é completamente removidog&vagem. Além de mostrar a sensibilidade a TTX,

este tipo de experimento demonstra a eficacia do sistema de perfusdo empregado.

200 - TTX
300 nM Lavagem
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Figura 6: Blogueio dos canais de sédio das células GH3 por TTX 300 nM. A célula foi despolal
para 0 mV com intervalo de 3 segundos entre os pulsos. Figura reptigsede 5 experimento nas
mesmas condicdes.
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- Eferto das tox#as AP bre as correntes de soal

A figura 7 (A-C) mostra registros normalizados repreativos, pareados e sobrepostos, do
efeito tipico da toxina PnTx@ em musculo esquelético de ra no potencidalldemV (A), e das
toxinas PnTxz (B) e PnTx2 (C) sobre canais de sodio de células GH3 no potencial de
membrana de 0 mV. Note em todos oxasos um retardo da inativacdo e um aumento da corrente
persistente, vista no final do pulso. Estes efeitos séo caracteristicos de toxinas de escorpido do tipo
o, que retardam a inativagdo impedindo que ela se complete, e podem explicar a
hiperexcitabilidade, que caracteriza a sintomatologia do envenenamento por estas toxinas. O
decaimento da corrente de sddio durante a inativagdo pode ser ajustada a uma equagao exponencial
com uma Unica constante de tempo (rdpida) nos registros contralabde aprepaacdes. Na
parte (B) o registro obtido na presenca de 100 nM de RP6Tw@stra que o decaimento da corrente
€ nitidamente mais lento do que o controle desde o pico maximo da corrente. Diversamente, a
andlise do registro na presenca Pnbxaigere que o deo@ento pode ser ajustado a uma equacgao
exponencial com mais de uma constante de tempo, devido a um componente rapido, igual ao do
controle, e a um componente mais lento, que inativa lentamente. Os registros obtidos em células
GH3 controle, PnTx5 e PnTx26 foram normalizados para o pico, sobrepostos (para facilitar a
comparacado do efeito das 2 toxinas) e mostrados na parte (D) darfifupossivel perceber que
os efeitos das duas toxinas sobre os canais de sodio foram diferentes. Outra diferencé aotavel
reversibilidade do efeito das toxinas. Na figtia ndo estd sendo mostrado o registro apés a
lavagem, pois, dentro do tempo de lavagem que foi feita (de até 10 minutos, como sera mostrado
mais adiante), o efeito da PnTF&2se mostrou irreversivel. Nzarte (C) da figura, os registros
controle e depois da lavagem estéo sobrepostos, o que mostra a reversdo do efeito da toxina PnTx2

5 (200 nM) ap6s a lavagem. Os valores médios obtidos sdo comparados na Tabela 4.
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A
- - Controle

PnTx2-6 1 uM
2 ms
B
Controle
PnTx2-6 100 nM
5 ms
C
7‘ Controle / Lavagem
PnTx2-5 200 nM
5 ms
D
e s e
—— Controle
[ —— PnTx2-5 200 nM
PnTx2-6 100 nM
5ms

Figura 7: Registros normalizados sobrepostosA. controle e na presenca de 1 uM de PnBx@m

musculo esquelético de ra no potencialidd nV; B. controle e PnTx:&6 100 nM; C. o controle,

PnTx25 200 nM e lavagem. Os registros B e C foram feitos em células GH3 no potencial de me
de 0 mV, e estdo pareados. Na partéa figura, esta sendo mostrado o registro controle e na pre:
das dua toxinas em célas GH3 para melhor comparagéo.
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-Relacao corrente x voltagem

Inicialmente analisaremos a dependéncia de voltagem do canal de s6dio na presenca e
auséncia das toxinas PnTFs2 PnTx26. Com este objetivo, construimos os graficos da figura
gue representa a relacdo corrente x veladl x V). Para os experimentos em sarcolema de ra
(figura 8A), o potencial da 4rea da membrana sob estudo era subitamente levada do r8Rouso (
mV) a valores entrg76 mV a + 68 mV (incremento derBV). Na presenca da toxina a corrente
méaxima foi reduzia em 55% e o potencial de ativacdo da corrente de sédio foi deslocado para
valores mais negativos. Os pontos experimentais foram ajustados com a equagéao 6, da dependéncia
de voltagem para a corrente de saédio.

Ina= (Gnaman * (VM T Vge)) / (1 + exp((Vg- VM) / kg)) (equagao 6)

Onde k4 € a corrente de sOdioyguax € @ condutancia maxima ao sodio, Vm é o potencial
da membrana submetido a célulake.Me 0 potencial de reversdo da corrente de sédio, Vg é o
potencial que ativa 50% da condutancia maxinkg € o fator de inclinagdo da condutancia. Os
valores da média dos ajustes e 0 erro padrdo sdo mostrados na legenda @& Agandglise
estatistica dos parametros indica que a toxina modificou todos os parametros encontrados nos

ajustes destas curvas.

Os experimentos utilizando doose patch clamp ndo permitiu a realizado de
experimentos pareados controle e na presenga de toxina. Portanto, ndo foi possivel observar a
reducdo da amplitude da correrdequencialmentsno mesmo fragmento de membrana. A
metodologia dowholcell patch clamp por outro lado, permite que esta estratégia seja utilizada.
Para verificarmos se as toxinas PnBx2 PnTx26 modificam a amplitude das correntes de sdodio
em células GH3, fizemos o experimento mostrado no grafico diafiggue mostra, na parte A, a
média do valor da amplitude maxima da corrente de sodio de 3 experimentos antes e durante a
aplicacdo da PnTx@ (100 nM). Os valores obtidos em cada experimento foram normalizados para
o valor médio dos 5 primeiros pontagje foram considerados 100%. Observe que nédo houve
mudanc¢a na amplitude da corrente de sodio induzida pela #nn® potencial d&® mV). Na
presenca da PnTx2 200 nM (parte B da figur@) que mostra a media de 4 experimentos
normalizados pela condic&ontrole, podemos observar que esta toxina também néao influenciou a
amplitude da correnten¢ potencial d® mV). Podemos concluir que as toxinas Prb@ PnTx2

6 ndo alteram a amplitude da corrente de sodio em células GH3.
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Figura 8: Relacdo corrente x voltagem da corrente de sOdi®@s pontos foram ajustados utilizando
equacdo 6A. Experimentos em musculo esquelético de rd utilizando a télmosa patch clampOs
valores de ajuste no controle (n=12) e na presenca,déd de PnTx26 (n=7) foram, respectivamente
Onavax)= 54,5+9,4 e 26,5+2,9 mS/cm?gy) = 67,3+1,7 e 57,8+1,3 mV; Vg -81,5+1,6 € 39,2+2,6 mV e
kg = 5,5+0,1 e 7,28+0,3 m\B. Relacdo corrente x voltagem no controle (circulos brancos, n=12)
presencgada PnTx26 100 nM (circulos pretos, n=5), com os respectivos parametros de ajl4gig) 9
0,63+ 0,05 e 0,49+0,07 pS/pFry¥ = 68,9+2,0 e 65,1+2,4 mV; Vg 20,5+0,9 €/ 28,7+0,5 mV e kg =
4,9+0,2 e 6,6+0,4 m\C. Relagdo corrente x voltagem no contr@déculos brancos, n=21), na presen
de 200 nM de PnTx8 (circulos pretos, n=4) e lavagem (circulos vermelhos, n=3), com 0s respe
valores de ajuste:ngmaxy = 0,82+0,07, 1,18+0,28 e 1,17+0,39 pSi.¥= 66,0£1,5, 63,0+0,6 e 68,441,
mV; Vg =-223+1,1 mV,-33,7+0,7 e35,7+0,5 mV; kg = 5,3+0,3, 6,1+0,7 e 4,1+0,7 mV.
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A ardlise do parametrda condutancia (Gwmax) da relagéo corrente x voltagem, confirma
que ndo houve mudanca significativa deste parametro na presenca ou auséncia das toxinas da
aranha em células GH3 (veja a legenda da fi§ura a tabelal). Para a construcao dos gréaficos
das figuras8B e 8C foram aplicados pulsos de voltagem despolarizantes (pulso teste) #hae
+80 mV com incremento de 5 mV, a partir de um-puiéso dei 100 mV durante 100 ms para
favorecer o estado fechado dos canais de sodio e ter uma proporcadenzaoris disponiveis
para serem abertos durante o pulso teste. Este procedimento foi utilizado em todos os protocolos,
exceto quando explicitado em contrario. O valor maximo da corrente (I) em cada potencial foi
dividido pela capacitancia (Cp) da célpara normalizar a corrente em relagéo a area da célula em
cada experimento (densidade de corrente,=Dl / Cp). Foi construido, entdo, um grafico | x V
onde foi feito o ajuste com a equacao 6 e os parametros anotados para andlise estatistica. Nenhum
paranetro foi estatisticamente diferente quando comparados aos controles (dos experimentos com a
PnTx25 e com a PnTxB). Na construcao da figurg a densidade maxima de corrente foi
normalizada para o valor 1, j& que este parametro nao foi alterado, jiitea tawisualizacao da
dependéncia de potencial. No gréafico é possivel observar um deslocamento significativo, para
potenciais mais negativos (hiperpolarizados), da fase de ativacédo da corrente de sodio na presenca
das toxinas. Isto significa que os cianestdo se abrindo em potenciais onde normalmente estariam

predominantemente fechados. O efeito sobre o deslocamento serd mais bem investigado na figura

45



10. Diferentemente dos canais de sédio de musculo esquelético, os paramegfresky nao

mostraram dlerenca estatistica.

-Dependéncia de potencial da condutancia

Para melhor quantificar o efeito das toxinas sobre a fase de ativagdo da corrente de sodio,
foi calculada a condutancia do canal em cada potengiak[f/ (Vm T Vr)] e normalizada em

relacdo a condutancia maxima. O ajuste foi feito usado a equacao de Boltzmann para a ativacao:
Ona/ Ovamai= {1 + exp[(Vgi Vm) / kg}™ (equacéo 7)
(todos os termos foram definidos anteriormente).

A figura 10 mostra os pontos experimentais calculad@sairva resultante deste ajuste.
Analisando o grafico, podemos perceber que o potencial que ativa 50% dos canais de sédio esta
deslocado para valores hiperpolarizados na presengaloles asoxinas, nos dois tipos celulares.

No experimento em musculo esdgtico (figural0A), a PnTx26 induziu um deslocamento
significativo dei 7,4 mV, além de modificar também a inclinacdo da curva (kg), indicando que a
dependéncia de voltagem da ativacao do canal foi diminuida, o que significa que a condutancia dos
canaismodificados pela toxina varia de forma um pouco menos acentuada com o potencial da
membrana do que na situagdo controle. Nos experimentos com a célula GH3, na presenca da
PnTx26 o deslocamento foi de7,8 mV (figuralOB) e na presenca da PnF%20 deslocaento

foi de 111,2 mV (figural1l0C), ambos foram estatisticamente diferentes de seus respectivos
controles (p<0.05). O valor do parametro kg foi diferente somente na presenca da toxiné PnTx2
em relagdo ao seu controle. A Pni2do mostrou diferenca efttica em relagdo a este

parametro.

Na parte C da figuréd0 sdo mostrados os experimentos controle, na presenca da®BTx2
apos lavagem. Curiosamente, o deslocamento da curva nao foi revertido pela lavagem, mas o efeito
sobre a inativagéo foi, o que sug que a toxina foi removida pela lavagem. Este deslocamento &
mais tipico dentre as toxinas tifio(Drumond, 2000; Cestéle et al., 1998). Embora possa ser
encontrado também em algumas toxinas sig&€hen et al., 2000; Chen & Heinemann, 2001), ou
em toxnas de outras aranhas (Nicholson et al., 1996; Little et al., 1998), este efeito ndo é visto nas

toxinas tipoa tipicas (Campos, 2002). Esta discusséo sera retomada nos proximos paragrafos.
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Figura 10: Curva de atvacao da corrente de sodioPara o ajuste dos pontos foi utilizada a equacaA. 7.
Experimento em musculo esquelético de rd. Os valores dos parametros de ajuste foram, para controle (circulos
brancos, n=12) e PnT»& 1 uM (circulos pretos, n=7), respedaiwente: Vg =30,8+1,6 € 38,7+2,9 mV; kg =

5,8+0,2 e 7,7+0,4 m\B. Experimento em células GH3 mostrando o controle (circulos brancos, n=12) e&nTx2

100 nM (circulos pretos, n=5), com os seguintes valores de ajuste, respectivamentd:9\8+69 e 27,6+0,6

mV; kg = 5,31£0,2 e 7,4+0,4 m\C. Experimento em células GH3 mostrando o controle (circulos brancos, n=21) e
PnTx25 200 nM (circulos pretos, n=4) e lavagem (circulos vermelhos, n=3), com o0s seguintes valores de ajuste,
respectivamente: Vg 21,3#1,1,132,5+0,5 & 34,7+0,8 mV; kg = 5,9+0,3, 6,8+0,9 e 4,8+0,9 mV.
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- Estado estacionario da inativacdo das correntes a

Como o efeito predominante das toxinas em questdo € sobre a inativacdo dos canais de
sédio, foi feita uma avaliacdo mais compdepossivel deste procesdtara issofoi estudadaa
dependéncia de voltagem da inativacdma vez quep processo de ativacdo e inativacdo dos
canais para sédisdo eventos acoplado€omo a dependéncia de voltagem ddivacado foi
deslocadaara valoresiperpolarizadogfigura 10) esperavae que a dependéncia de voltagem da
inativacdotambém estivesse alteradaesta forma foi registradaa dependénciavoltagem da
inativacdo em facdo ao prépulso aplicado e esté representaddigiara 11, no graficochamado
de dependéncia de potencial do estado estaciondrio da inativacag. d®arh 0s menos
familiarizados com a terminologia em eletrofi
modelo de Hodgkin & Huxley (1952).

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

pela corrente maxima para a ciwagdo dos graficos da figura.11

No experimato em sarcolema (figurdla) foi aplicado o pulso despolarizanteide2 mV,
e prépulsos que variavam del32 ai 44 mV (com incremento de 8 mV). Os pontos do grafico
foram ajustados segundo a equacgdo de Boltzmann para a inativagdo (equacao 8). O®gparametr
(vistos na legenda da figurd)lmostram que a PnTx2 desloca a curva do estado estacionério da
inativacdo de10 mV, na mesma direcdo que aquela vista nas curvas de ativacdo (para valores

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

Onde V é o potencial do ppuilso, Vh é o potencial onde 50 % dos canais estao inativados, kh é o
fator de inclinagéo da inativagao.
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Figura 11: Estado estacionario da inavagdo da corrente de sédioOs pontos foram ajustados segundo a
equacao 8, para os controles e na presenca da BndxP2sarcolema de rd, e segundo a equacéo 9 para os
experimentos com as toxinas em células G FExperimentos realizados em musculo e$gfieo de rad. Os
valores dos parametros de ajuste foram, para controle (circulos brancos, n=12) e na presei¢adde 1
PnTx26 (circulos pretos, n=7), respectivamente: VR7Z8+2,1 & 82,8+2,0 mV; kh = 6,7+0,2 e 9,0+0,9

mV. B. O gréfico mostra o dexcamento da dependéncia de voltagem da inativagdo da corrente de s6dio no
controle (circulos brancos, n=12) e na presenca de 100 nM de Bn{ExZulos pretos, n=5) em células
GH3. Com os respectivos valores de ajuste: VB%2+1,4 & 79,5+3,8 mV; kh =6,5+0,2 e 15,8+0,7 mV; o
componente ¢, presente somente na presenca da toxina foi de 0,092€0Dé@gendéncia de voltagem da
inativacdo da corrente de sédio no controle (circulos brancos, n=15), na presenca de 200 nM e PnTx2
(circulos pretos, n=4) kvagem (circulos vermelhos, n=3) em células GH3. Com os respectivos valores de
ajuste: Vh =61,5+1,7,-75,5+3,0 é 70,3+2,2 mV, kh = 5,8+0,1, 9,5 + 0,1 e 6,9+0,1 o componente c, foi de
0,124 + 0.017 na presenca da Pn'bx2 0,029 + 0,004 na lavagem.
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A inativacdo dos canais de sodio das células GH3 nao é dependente de voltagem (Cota &
Armstrong, 1989), a dependéncia de potencial vista € proveniente do acoplamento da inativacéo
com a ativacdo do canal. Nestes experimentos foram aplicadpslpos, nagarai 100 mV como
foram feitospara todos os demais protocolos descritos para as células GH3 nesta tese; mas pré
pulsos de voltagem que variaramid0 ai 25 mV (com incremento de 5 mV), seguidos de pulso
despolarizante para 0 mV (por 20 ms). As figurdB & 11C mostram, entdo, a relacdo entre a
voltagem do prépulso e a corrente de sédio normalizada do pulso teste na presenca das toxinas
PnTx26 e PnTx25. Os pontos, na presenca das toxinas, foram mais bem ajustados segundo uma

equacédo de Boltzmann maddda para a inativagao:
h, = {(17 c){1+exp[(ViVh)/kh]}} + ¢ (equacéo 9)

Onde c é a proporcdo de canais que nao inativam. Como esperado, verificamos que o
estado estacionario da inativagcdo depende da voltagem gumlpeeaplicado. Observe que as
toxinas da aranhaPhoneutria nigriventer deslocaram fortemente a curva para valores
hiperpolarizados, como havia sido observado com a curva da condutancia. Além diss® pode
observar uma proporcgéo significativa de canais que ndo se inativam, mesmo em poteiitoiais
despolarizados. A PnTx2 deslocou a curva20,3 mV com 9,2% de canais de sodio que nao
inativaram. A figura 1C mostra que a PnT»2 deslocou a curvdal4 mV e manteve uma
propor¢ao de 12,4% de canais de sédio que ndo inativaram (componentevapeiaa PnTx3
ndo remove o deslocamento da curva, porém o componente que naccjrzivecomo o fator de
inclinagdo da curva (kh), retornam aos niveis do controle apds a lavagem. Observando os
parametros de ajuste na legenda da figura, podemos absgi 0 fator de inclinacdo da curva
(kh) foi alterado em todas as condi¢des, o que significa que os canais de sddio na presenca das

toxinas PnTx3 ou PnTx26 sentem menos as pequenas variacdes na voltagem da membrana.

- Recuperacdo da ieatealeiscdfocorr

Partimos, entdo, para a andlise da recuperacdo da inativacdo dos canais de sddio. Uma
recuperacdo da inativacdo apropriada permite que o impulso nervoso dispare em uma alta
freqiéncia. Como a peconha da arariPlaoneutria nigriventercausa Iperexcitabilidade,
imaginamos que este parametro pudesse ter sido comprometido. A recuperacédo da inativacdo mede
o tempo de hiperpolarizagdo necessario para os canais déragditardo estado inativado para o
estado fechado. Foram aplicados 2 pulsspdlarizantes com intervalo hiperpolarizante de tempo
variavel entre eles, @ pulso foi normalizado em relacdo a corrente maxima e esta sendo mostrado

na figura 2. Nos experimentos em musculo esquelético (fig@@) d 1° pulso despolarizante foi
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dei44 mV por 100 ms (tempo suficiente longo para inativar os canais de sédio), seguido de um
pulso hiperpolarizante del24 mV com intervalo de tempo que variou de 0,5 a 7 ms (com
incrementos de 0,5 ms) e finalmente, outro pulso despolarizaiit2daV por 7ms onde foam

obtidos osregistres. A equacgéo 10 foi usada para ajustar os pontos:

f(x) =17 exp (T/v) (equacao 10)

Onde T é o tempo de hiperpolarizacda, € a constante de tempo da recuperacdo da
inativacdo. O parametrg informa sobre a constende tempo de saida do estado inativado, e ndo
foi estatisticamente diferentes no controle ou na presenca da-Brém2muasculo esquelético de

ra.

Nos experimentos com GH3 (figur&R e 12C) foram gerados 2 pulsos despolarizantes
para 0 mV com duracdo @ ms e intervalo de tempo variavel entre eles (de 0,5 a 20 ms a cada
0,5 ms). Os pontos foram mais bem ajustados segundo uma equacdo com duas exponenciais

(equacéo 11):
f(x) = a*exp €T/t1) + b*expfT/t2) (equacéo 11)

Onde os parametrogl( e 12) sendomostrado na legenda da figura e representa as
constantes de tempo de saida dos canais de sodio do estado inativado e as respectivas proporgoe:

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

A parte B da figurd2 mostra a recuperagdo dos canais de sodio na presenc¢a de 500 nM da
toxina PnTx26. Observe que a recuperacdo em intervalos inferiores a 5 ms é mais rapida na
presenca da PnTx2 do que no controle. Isto significa que a toxina facilita a transicdo dbdmna
sodio do estado inativado para o estado fechado. A andlise estatistica mostrou que a proporcao de
cada componente, a e b, da exponencial ndo foi diferente, mas as constantes de tempo de cada um
dos componentesX e (2) foram. Observe também que narole ha aproximadamente 10% de
canais disponiveis apés 0,5 ms de pulso hiperpolarizante, enquanto que na presenca-@lda&®nTx2
quase 35% de canais disponiveis, o que reflete, em parte, a proporcao de canais que ndo inativaram.
Na presenca de 200 nM da2-5 (figura 2C) n&o houve mudanca significativa nos valores das
2 constantes de tempo, nem da contribuicdo de cada uma delas. Observe que a constante de tempc
lenta foi aproximadamente 6 vezes o valor da constante de tempo rapida, mas a contribuicdo da

mesma foi de 2 3 vezes menor que a contribuicdo da constante rapida.
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Figura 12: Recuperac@o da corrente de sodioA. Experimentos em musculo esquelético de rd no controle
(circulos brancos, n=11) e na presedeal uM de PnTx26 (circulos pretos, n=7). A equacéo 10 foi usada para o
ajuste dos pontos, com as seguintes constantes de tempo: controle = 1,60+0,14 ms6e=PR,1¥420,23 ms. Os
gréficos B e C mostram a recuperacdo da corrente de sédio em células GHBit@dsfgram ajustados com a
equacado 12B. Simbolos brancos representam controle (n=6), e pretos, na presenca de 500 nM & ([PFHX2

Os valores de ajuste foram, respectivamente: a = 0,84+0,04 e 0,79+0,02; b = 0,16+0,04 e 021=0,@8+ 0,24

e 091+0,07 ms;12 = 4,37+1,09 e 10,65+0,77 m&. Circulos brancos representam o controle (n=8) e pretos,
PnTx25 200 nM (n=7), com os respectivos valores de ajuste: a = 0,69+0,05 e 0,72+ 0,02; b = 0,34+0,06 e
0,28+0,0271 = 1,51+0,35 € 1,27+0,15 m® = 8§17+1,55 e 6,46+0,99 ms.
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-An&é da cinéetica de inativacao

Vimos que todos os parametros referentes a de inativacdo analisados até o momento foram
modificados pela PnTx8 nas células GH3, mas nem todos foram modificados pela PhERr2
células GH3 owpela PnTx26 em células musculares esqueléticas. Resolvemos analisar, entdo, a
cinética de inativacdo dos canais de sddio. A diferenca cinética de inativacao na preaeng@sde
astoxinas em relacdo ao controle € indiscutivel pela analise dos redfgitoa 7), mas para
guantificar tal efeito ajustamos o decaimento da corrente de sédio com uma equacéo exponencial
simples (equacdo 12), ou com o somatério de duas equacgbes exponenciais (equagcdo 13), em
diferentes potenciais nos experimentos no musculdde no potencial de membrana de 0 mV
para 0s experimentos com GH3:

f(x) = a*exp €T/t1) +c (equacéo 12)
f(x) = a*exp €T/t1) + [b*exp(T/t2) + ¢ (equacéo 13)

Ondea e b sao fatores de amplitude das constantes de tempo rafjda fenta {2) do
decaimento da corrente de sodio; T é o tempo a partir do pico da corrente de sédio; e c, 0

componente persistente da corrente de sodio.

Durante a inativagdo, a corrente de sodio controle decai com apenas 1 componente
exponencial rapido em todas as situac@easlisadas. Na figura3A podemos observar que (em
musculo esquelético de rd) no controle ou na presenca da-BriixBm componente exponencial
rapido que varia com o potencial da membrana, torraedwmais rapido com a despolarizagao
(veja o inserto déigura). Este componente rapido nado foi diferente no controle ou na presenca da
toxina. Porém, é claro o aparecimento de um componente lento na presenca d&.Rdx2
potencial de pico-{3 mV) as correntes do controle decairam com a constante de tef@p® de
0,10 ms, enquanto que na presenca de 1 mM de Fhdx®&caimento foi de 0,69 + 0,08 ms para o

componente rapido e 9,8 £ 4,2 ms para 0 componente lento.
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Figura 13: A. Variacdo da constante de tempo com o potencial da membramea auséncia(circulos
brancos)e presenca(simbolos pretosfle 1 uM de PnTx26 em musculo esquelético de rds circulos
representam a constante de tempo rapida, e os quadrados, a constante de tempo lenta. O inserto da figura
mostra, em maior escala, a constante de terdpma da corrente de sddiB. Curva doseresposta da
corrente da Na'. Usando diferentes concentrages de toxina na pipeta: 100 nM, 300 nM, 500 M\g &

M, a corrente registrada no potencialidel mV (pico da corrente) era ajustada a uma (controle) ou duas
exponenciais (toxina), utilizando as equacdes 12 e13. A propor¢cdo de canais modificados em relacdo ao
namero total de canais varia com a com@gdo com um s (concentracdo que modifica metade dos
canais) de 0,8LtM e uma proporgdo maxima de 0,68.
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