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“Nunca o homem inventara nada mais simples nem mais belo do que uma
manifestacao da natureza. Dada a causa, a natureza produz o efeito no modo mais breve
em que pode ser produzido.”

Leonardo Da Vinci
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Resumo
O escorpido da espécie Tityus mattogrossensis Borelli (1901), pertence a familia

Buthidae, e é endémico do cerrado brasileiro, sendo encontrado em todo o Centro Oeste,
Bahia e Norte de Minas Gerais. As espécies da familia Buthidae sdo as principais
responsaveis pelos acidentes ocorridos com humanos. Os acidentes com T.
mattogrossensis sao considerados de pequena gravidade devido ao baixo grau de reacao
a picada e de poucos casos registrados. A peconha de escorpides é uma mistura
complexa de moléculas bioativas, porém, os componentes mais importantes sao os
peptideos neurotdxicos, que agem em canais idnicos de Na*, K* e Ca%*. As toxinas de
escorpides que agem em canais para Na* voltagem dependentes sdo divididas em duas
familias: as a-toxinas de escorpides (a-NaScTx) que agem no sitio 3 do dominio IV do
canal para sédio e com isso deixam a inativacdo do canal mais lenta ou causam o
bloqueio da inativacao; e as -toxinas escorpionicas (-NaScTx) que se ligam ao sitio 4
do dominio II do canal e alteram o potencial para a ativacdo dos canais para Na*. Até o
momento, ndo existem trabalhos com a caracterizacio da peconha de Tityus
mattogrossensis e o presente trabalho tem como objetivo caracterizar quimica e
eletrofisiologicamente os peptideos componentes da peconha do escorpido dessa
espécie, com énfase na caracterizacdo de duas toxinas para canais Nay. A peconha bruta
foi fracionada mediante CLAE mostrou a presenca de 65 facdes, sendo 7 fracbes mais
abundantes, que foram testadas de forma bio-guiada em nervos de r3, por meio da
técnica “Single Sucrose-Gap”. Onde foram observadas quatro fracées com atividade: uma
que causou um retardo da repolarizagdo do potencial de acdo e trés com atividade de
reducdo do potencial de acdo. Dessas, duas fragdes F5 (7308,5 m/z) e F6 (7108,0 m/z)
tornaram-se foco do trabalho. As suas sequéncias foram parcialmente obtidas por meio
de sequenciamento “de novo” em MALDI-TOF/MS. E tiveram alta similaridade com
outras toxinas de escorpioes do tipo 3 do género Tityus. Foram feitos testes preliminares
eletrofisiologicos em "patch clamp” e a toxina F5, mostrou alta atividade em canais Nay
1.3, Nay 1.6, DUM e baixa atividade em DRG. A toxina F6 apresentou alta atividade em
Nay 1.3 e essa atividade foi aumentada com um pré-pulso despolarizante. A F6 também
apresentou acdo em DRG. Porém, mais testes deveram ser feitos. A peconha do
escorpido T. mattogrossensis possui duas toxinas abundantes que agem sobre canais
para sodio voltagem dependentes. E podem ser as primeiras toxinas descritas com

atividade de bloqueio de Nay ja descritas no género Tityus.
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Abstract
The endemic Brazilian cerrado scorpion Tityus mattogrossensis Borelli (1901), belongs

to Buthidae family, and is found in the Brazil Midwest, Bahia and north of Minas Gerais
states. The species of the Buthidae family are the main responsible for humans
accidents. T. mattogrossensis sting are considered as small gravity due to the low degree
of reaction and the few recorded cases. The scorpion venom is a complex mixture of
bioactive molecules, however, the most important components are neurotoxic peptides,
which act on ion channels of Na*, K* and Ca?*.The toxins of scorpions that act on
channels for Na* voltage-dependent are divided into two families: the a-scorpions toxins
(a-NaScTx) act at the site 3 domain IV of the channel to sodium, and thus slowing the
channel inactivation level causing blockage or inactivation, and the -scorpion toxins ([3-
NaScTx) that bind to site 4 of the domain II of the channel and changing the potential of
activation of Na* channels. There are no characterization studies of T. mattogrossensis
venom, this present work aims to characterize chemical and electrophysiological
peptides of scorpion venom components of this species, with emphasis on the
characterization of two scorpion sodium channel toxins. The crude venom fractionated
by high performance liquid chromatography (HPLC) showed the presence of 65
fractions, with seven more abundant, which were bio-guided tested, using the technique
Single Sucrose-Gap with frog’s ciatic nerve. Four fractions showed neurotoxicity in this
preparation: one caused a delay of action potential repolarization and three with
reduced activity of the action potential. From these two fractions F5 (7308.5 m/z) and
F6 (7108.0 m/z) became the focus of this study. Their sequences were obtained by
partially sequencing "de novo" in MALDI-TOF/MS. Both had high identity with others
Tityus B-scorpions toxins, suggesting theirs activity. Preliminary electrophysiological
tests were performed in patch clamp and the toxin F5 showed high activity channels Nav
1.3, Nay 1.6 and DUM, and low activity in DRG. The toxin F6 showed high activity in Nay
1.3 and this activity was increased by a depolarizing pre-pulse. The F6 also presented
action in DRG. However, further tests will be done.The two major toxins of T.
mattogrossensis venom action on voltage-dependent sodium channels, and toxins can

be the first already described with activity block Nay Tityus genus .
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1. INTRODUCAO
1.1 Os Escorpioes

1.1.1 Morfologia e taxonomia

Os escorpioes pertencem ao Filo Arthropoda, Classe Chelicerata, Subclasse
Arachnida, Ordem Scorpiones. Estdo entre os artropodes terrestres mais antigos e entre
os aracnideos mais primitivos (BRUSCA & BRUSCA, 2007). Os fosseis dos escorpides
terrestres datam do periodo Denoviano. Existem aproximadamente 1.200 espécies
descritas distribuidas nas areas tropicais e subtropicais, mas ocorrem em todos os
continentes, exceto na Antartida (RUPPERT et al, 2005).

Os animais dessa Ordem possuem corpo dividido em duas porg¢des: prossoma e
opistossoma. O prossoma, parte anterior, é composto por segmentos fundidos e
cobertos por uma carapaca, no qual estdo presentes dois pedipalpos grandes com quelas
e quatro pares de patas articuladas; geralmente um par de olhos, podendo ter pares
adicionais laterais; e queliceras curtas com gnatobases, que servem para triturar o
alimento.

O opistossoma se divide em mesossoma, com sete segmentos, e metassoma, com
cinco segmentos. No mesossoma encontra-se o poro genital, um par de pentes
(apéndices sensoriais) e do terceiro ao sexto segmento apresentam, cada um, um par de
pulmdes folidceos. O metassoma ndo possui apéndices, apenas o anus esta localizado no
ultimo segmento verdadeiro e é seguido do aparelho picador chamado de télson
(BRUSCA & BRUSCA, 2007).

Ao télson, ultimo segmento, prende-se o ferrdo na extremidade posterior, que
consiste em uma base bulbosa e uma agulha afiada, oca e curva que injeta a peconha. A

peconha é produzida por um par de glandulas dentro da base do aparelho. Por meio de
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uma contragdo violenta da camada muscular que envolve as glandulas, a pegonha liquida

é ejetada no ducto do aguilhdo (RUPPERT et al, 2005).

1.1.2 Escorpionismo

Todas as espécies de escorpides consideradas perigosas para o homem
pertencem a familia Buthidae, a Unica que tém distribuicdo geografica em todos os
continentes colonizados pela ordem. Estima-se que existam aproximadamente 550
espécies, entretanto, apenas 25 sdo capazes de provocar acidentes graves ou fatais
(LOURENCO & EICKSTEDT, 2009).

Os escorpides mais perigosos pertencem a quatro géneros: Androctonus e Leiurus,
encontrados na Africa e Oriente Médio; Centruroides no México e Estados Unidos; e
Tityus na América do Sul. Um escorpido causador de acidentes graves é o Leiurus
quinquestriatus, comum no Sudiao onde é conhecido como “Omdurman scorpion”
(LOURENCO & EICKSTEDT, 2009).

No Brasil, sdo conhecidas mais de 90 espécies de escorpides, entre essas o Tityus
serrulatus, conhecido como escorpido amarelo, encontrado no Centro-Oeste e Sudeste, é
0 maior responsavel por acidentes que vao a 6bito registrados no pais (LOURENCO &
EICKSTEDT, 2009). No nordeste a espécie que causa a maioria dos acidentes, alguns
deles fatais, é o Tityus stigmurus (LIRA-DA-SILVA et al, 2000). Na regido Norte, foram
registrados acidentes fatais com Tityus metuendus e Tityus paraenses (LOURENCO,
2002).

As médias anuais de acidentes indicam ser o escorpionismo o agravo de maior
relevancia no Brasil entre os acidentes com animais pegonhentos, com 27.281 casos.
Seguido do ofidismo com 24.069 registros, e dos acidentes por aranhas com 15.266. De

2000 a 2007 (Tabela 1), verificou-se um aumento de mais de 100%, na média nacional, e



muito superior em alguns estados principalmente no Nordeste e Sudeste, que
respondem a 47 e 42% das notifica¢des, respectivamente (OLIVEIRA, R. C. et al,, 2009).

Tabela 1 Registros de escorpionismo por ano nos estados brasileiros no periodo de 2005 a 2011
(Fonte: SINAM - Ministério da Sauide - dado atualizado até 02/01/2012).

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
Norte 1.917 2.047 1.996 2.108 2.751 2.462 2.532
Nordeste 16.143  19.063 18.029 18.381 23.614  25.277  23.756
Sul 677 768 984 996 1.009 1.135 1.076
Sudeste 15836 14418 13.873 16.139 20.073 21.182 19.966
Centro-Oeste  1.366 1.355 965 1.445 1.961 2121 2.105
Brasil 35995 37.697 35.847 39.069 49.408 52.177 49.435

A média de 6bitos anual no pais é de 43 mortes, porém os coeficientes mostram
diferenciados em relacao aos grupos etarios, nos quais criancas com idade inferior a 10
anos constituem o grupo mais vulneravel. A analise por macrorregido observa-se que o
Centro-oeste onde o risco de morte é maior, apesar de as Regides Nordeste e Sudeste
concentrarem o maior numero de casos e Obitos (Tabela 2). Esses dados refletem
aspectos na distribuicao geografica das espécies de interesse e na assisténcia a saude
(OLIVEIRA, R. C. et al, 2009).

Tabela 2 Registros de 6bitos por escorpionismo por ano nos estados brasileiros no periodo de
2005 a 2011 (Fonte: SINAM - Ministério da Satilde- dado atualizado até 02/01/2012).

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011
Norte 3 5 5 5 6 5 7
Nordeste 12 13 30 44 32 46 38
Sul 0 0 0 0 0 1 0
Sudeste 29 9 24 30 53 29 35
Centro-Oeste 4 1 2 3 5 3 5
Brasil 48 28 61 82 96 84 85




Os acidentes em humanos com escorpides podem ser classificados como leve,
moderado e grave, de acordo com a intensidade dos sintomas clinicos apresentados. Os
acidentes leves apresentam dores locais e podem ocorrer vémitos, taquicardia e
agitacdo discreta; os moderados, além dos sintomas locais, podem apresentar
manifestacdes sistémicas nao muito intensas como: sudorese, nauseas, vOmitos,
hipertensdo arterial, taquicardia e agitacao; e nos graves, as manifestacdes sistémicas
sdo bastante evidentes e intensas, com presenca de vOmitos profusos e frequentes,
sudorese generalizada e abundante, palidez, agitagdo acentuada alternada com
sonoléncia, hipotermia, taqui ou bradicardia, hipertensao arterial, taqui e hiperpinéia,
tremores e espasmos musculares. Pode haver evolu¢do para choque cardiocirculatério e

edema agudo de pulmao, que sdo causas frequentes de 6bito (CUPO et al, 2009).

1.1.3 Tityus mattogrossensis

A espécie Tityus mattogrossensis pertence a familia Buthidae (Figura 1) foi
descrita, primeiramente, por Boreli em 1901, a partir de um exemplar capturado na
localidade de Coxipd - Cuiaba/MT. E posteriormente redescrita por Lourenco (1979)
com 21 exemplares coletados nos estados de Goias e Bahia.

Essa espécie é endémica do Cerrado brasileiro, encontrados na vegetacdo do tipo
cerrado arborizado, chamado de cerrado-cerraddo, com zonas de transi¢do para a
vegetacdo de mata de galeria. Esta distribuida em todo o Centro-Oeste, na Bahia e Norte
de Minas Gerais (ALVARES et al, 2006; BRAZIL et al., 2009; LOURENCO, 1979). Tem o
comprimento total médio de 36 mm, cor amarelada com manchas negras formando
desenhos regulares. Sua alimentacdo é constituida de baratas, aranhas e alguns cupins

(LOURENCO, 1979).



5 mm

Figura 1 Foto representativa de um espécime de Tityus mattogrossensis
(Foto: Natiela Beatriz de Oliveira).

Os acidentes com T. mattogrossensis sao considerados de pequena gravidade
devido ao baixo grau de reacao a picada e de poucos casos registrados (ALVARES et al,,
2006; BRAZIL et al., 2009; LOURENCO & EICKSTEDT, 2009). Isso pode ser a razdo do
pequeno numero de estudos sobre esses animais, tendo em vista que o paciente
somente procura ao atendimento médico quando os sintomas de envenenamento sdo
graves.

A peconha de escorpides é uma mistura complexa de moléculas bioativas como
peptideos, enzimas (hialuronidase e lisozima), nucleosideos, lipideos, aminas biogénicas
dentre outros (BATISTA et al, 2007; LIMA et al.,, 2007). Porém, os componentes mais
importantes sdo os peptideos que agem em canais i6nicos de Na*, K* e Ca2*, pois sdo
considerados os responsaveis pelos sintomas neurotdxicos de envenenamento (LIMA et
al., 2007; RODRIGUEZ DE LA VEGA & POSSANI, 2005; RODRIGUEZ DE LA VEGA &

POSSANI, LOURIVAL, 2004; VALDIVIA & POSSANI, 1998).

1.2 Canais ionicos
Canais ionicos sdao proteinas de membrana que formam poros estreitos e
altamente seletivos a ions inorganicos na membrana celular, sdo fundamentais na

sinalizagdo de membranas de células excitaveis como em neurdnios, musculos e
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sinapses (HILLE, 2001). Possuem a funcdo de permitir que ions, principalmente Na*, K+,
Ca2* e Cl, difundam-se rapidamente através da bicamada lipidica a favor dos seus
gradientes eletroquimicos. Esses canais possuem portas que se abrem e se fecham
rapidamente em resposta a um estimulo especifico. Os principais estimulos sdo: uma
mudanca na voltagem através da membrana; uma tensdao mecanica; ou a ligacdo de um
ligante (ALBERTS et al., 1997).

Existe uma grande variedade de tipos de canais i6nicos, ja foram identificados no
ser humano mais de 400 genes a eles relacionados. Eles se expressam diferentemente
nos diversos tecidos e confere, a cada um, peculiaridades, propriedades e proporciona
caracteristicas préprias as células onde sio expressos (BEIRAO, 2009).

O poro condutor dos canais ionicos é formado por uma ou mais subunidades
transmembranicas com fun¢ao moduladora, que pode classifica-los em familias: familia
de canais tetraméricos ou peseudotetraméricos (canais de Na*, K* e Ca?*), sdo canais
envolvidos na manutencao do potencial de repouso, geracdo do potencial de acao,
transducdo do sinal elétrico em sinalizacdo intracelular ou modulagcdo desses
fendmenos; familia de canais pentaméricos, possui caracteristica principal de serem
acionados pela ligacdo de neurotransmissores; familia de canais hexaméricos, forma as
conexdes entre diversos tipos de células por meio de estruturas chamadas “gap
junctions”; e, por ultimo, a familia dos canais diméricos, formada por canais para Cl-
ativados por Ca2* ou por alteragdo no pH, e estio envolvidos na regulacdo da
excitabilidade de fibras musculares, no transporte de NaCl no rim e na acidificacdo de

organelas intracelulares (BEIRAO, 2009; HILLE, 2001).



1.2.1 Canais para potdssio

Os canais para K* sdo formados por tetrameros de subunidades a que contém seis
segmentos transmembrana e uma regido que forma o poro (WICKENDEN, 2002). Cada
segmento possui duas a-hélices transmembrana, bem como uma terceira hélice curta
que contribui para a regidao do poro (NELSON & COX, 2002). Os primeiros quatro
segmentos da subunidade a contribuem para o controle da abertura e fechamento do
poro (Figura 2). O quarto segmento possui aminodcidos carregados positivamente,
devido a presenca dos aminodcidos basicos arginina e lisina, que tém carga positiva em
sua cadeia lateral. Essas cargas positivas estdo dispostas periodicamente a cada trés
aminoacidos, no total de 4 a 8 cargas, € isso que faz o segmento 4 ser o elemento sensivel

a voltagem (BEIRAO, 2009; HILLE, 2001; MILLER, 2000).

Figura 2 Representacdo esquematica da subunidade o de um canal de K+
dependente de voltagem mostrando os seis segmentos transmembrana
(S1-S6), sendo o segmento S4 a regido que contém o sensor de voltagem do
canal (MILLER, 2000).

De acordo com WICKENDEN (2002) existem mais de 80 tipos de canais para K*
envolvidos em diferentes funcoes, sendo esses canais reconhecidos pela sua diversidade
funcional. Os canais para K* dependentes de voltagem (Kv) sdo divididos em 40
subclasses distintas, baseado na sua estrutura e fun¢do (CATTERALL et al, 2007). A

Tabela 3 mostra algumas dessas subclasses e seus respectivos canais.



Tabela 3 Tabela mostra 5 das 40
subclasses de K, e seus canais
(modificado de: WICKENDEN, 2002).
Subclasses Canal
K, dependente de Kv1.1
voltagem (Shaker) Kv1.2
Kv1.3
Kv1.4
Kv1.5
Kv1.6
Kv1.7

K, dependente de Kv2.1
voltagem (Shab) Kv2.2

K, dependente de Kv3.1
voltagem (Shaw) Kv3.2
Kv3.3
Kv3.4

Ky dependente de Kv4.1
voltagem (Shal) Kv4.2
Kv4.3
Kv5.1

K, dependente de Kv6.1
voltagem (Silent) Kv6.2
Kv6.3
Kv8.1
Kv9.1
Kv9.2
Kv9.3

Os canais para K* dependentes de voltagem sdo ativados pela despolariza¢do que
gera o movimento de saida de K*, e com isso a repolarizagdo da membrana. Em células
neuronais, ocorre a hiperpolarizacdo imediatamente apds o potencial de a¢do e, com
isso, desempenha um papel fundamental para manter um potencial de repouso, que gera
um fluxo direcional da propagacao do pulso nervoso (CATTERALL et al., 2007).

Os canais para K* tém um papel critico nos processos de sinalizagdo celular que
regulam a liberacdo de neurotransmissor, da frequéncia cardiaca, de secre¢do de
insulina, de excitabilidade neuronal, do transporte de eletrélitos epiteliais, de contracao

da musculatura lisa e de regulacdo do volume celular (SHIEH et al., 2000). Sendo esses
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canais responsaveis por alguns disturbios cardiacos, neuronais como a ataxia episddica,
convulsdes neonatais, neurodegeneracdo, além de esquizofrenia, hipoglicemia,
problemas de audic¢do e renais (SHIEH et al., 2000).

1.2.1.1 - Toxinas Moduladoras de Canais para K*

Neurotoxinas que agem em canais para K* tém sido isoladas da peconha de
diversas espécies de animais como caramujos marinhos, aranhas, escorpioes, anémonas
do mar e serpentes. Essas toxinas apresentam entre 22 e 60 residuos de aminoacidos e
sdo estabilizadas por 2-4 pontes dissulfeto (MOUHAT et al., 2004).

As toxinas isoladas da pegonha de escorpides que agem em canais para K* (KTXs)
contém 31-38 residuos de aminoacidos com 3-4 pontes dissulfeto (SRINIVASAN et al,,
2002). Estas toxinas sado divididas em quatro familias, de acordo com a forma estrutural:
a-KTXs, B-KTXs, y-KTXs e k-KTXs (TYTGAT et al.,, 1999).

As a-KTXs compdem a maior familia de toxinas ligantes de canais para K*, com
mais de 120 peptideos descritos, distribuidos em 20 subfamilias. Essas toxinas podem
bloquear ou modificar a permeabilidade de canais para K* em células excitaveis e nao-
excitaveis (RODRIGUEZ DE LA VEGA & POSSANI, 2004). A familia das B-KTXs possuem
até o presente cerca de 20 peptideos, sem estrutura tridimensional determinada, sendo
representadas pelos peptideos de cadeia longa e pelas escorpinas. As y-KTXs agem em
canais de K* “ether-a-go-go related”, e possuem 51 toxinas representantes (CORONA,
MIGUEL et al., 2002). Ja as k-KTX sdo formadas por duas a-hélices estabilizadas por duas

pontes dissulfeto (SRINIVASAN et al., 2002).

1.2.2 Canais para cdlcio
Os canais para calcio dependentes de voltagem (Cay) possibilitam o influxo de

Ca2* em resposta a despolarizacio da membrana e regulam diversos processos
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intracelulares como contra¢do, secrecdo, neurotransmissao e expressao génica de

diferentes tipos celulares (CATTERALL et al.,, 2005). Foram caracterizadas 10 diferentes

isoformas de Cay em mamiferos, e cada um tem uma ou mais fun¢des especifica nos

mecanismos de transduc¢do de sinais, como descrito na Tabela 4 (CATTERALL et al,

2005).

Tabela 4 Relacdo de canais Ca, de acordo com a sua localizacdo, funcdo fisiologica e
farmacolégica (Modificado de: CATTERALL et al, 2005).

Canal Localizacao

Funcao Celular

Cayl.1 Musculo esquelético, tibulos transversos

Cayl.2 Midcitos cardiacos, midcitos de musculo liso,

células enddcrinas, corpos celulares
neuronais, dendritos proximais

Células enddcrinas, corpos celulares
Cay1l.3 neuronais e dendritos, midcito atrial

cardiaco e celulas do marcapasso, celulas
ciliares da coclea.

Cayl.4 Células da retina e bipolares, medula
espinhal, glandula adrenal, mastécitos

Cay2.1 terminagio nervosa e dendriticas, células
neuroenddcrinas

Cay2.2 terminagdo nervosa e dendriticas, células
neuroenddcrinas

Cay2.3 Corpos celulares neuronais e dendriticos
Cay3.1 Corpos celulares neuronais e dendriticos,
miocitos de musculo liso e cardiaco

Cay3.2 Corpos celulares neuronais e dendriticos,
midcitos de musculo liso e cardiaco

Cay3.3 Corpos celulares neuronais e dendriticos

Contragdo

Contracao, liberagdo hormonal, regulacao da
transcricdo, integracdo sinaptica

Liberagao hormonal, regulacdo da transcrigao,
regulacdo sindptica, marcapasso cardiaco, audigao,
liberagdo de neurotransmissores por células
sensoriais

Liberacao de neurotransmissores por
fotorreceptores
Liberacdo de neutotransmissores, Ca2* dendriticos

transientes, liberacdo hormonal

Liberacao de neutotransmissores, Ca2+ dendriticos
transientes, liberacdo hormonal

Disparo repetitivo de potencial de agdo, Ca2+
dendriticos transientes

Marcapasso e disparos repetitivos de potencial de
acao

Marcapasso e disparos repetitivos de potencial de
acdo

Marcapasso e disparos repetitivos de potencial de
acao

O canal para Ca2* dependente de voltagem é um complexo proteico composto de

quatro ou cinco subunidades distintas (a1, 8, a2, 6, Y). A subunidade a1 é uma subunidade

com 190 a 250 kDa e contém a regido formadora do poro. Essa subunidade é organizada
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em quatro dominios homologos (I-IV), com seis segmentos transmembrana (S1-S6) cada
um, sendo que o segmento 4 é identificado como o sensor de voltagem. O poro encontra-
se entre os segmentos 5 e 6 de cada dominio, que determina a condutancia e
seletividade ao ion (CATTERALL, 2000a; CATTERALL et al, 2005).

A subunidade intracelular 3 é formada por a-hélices, mas ndo possui nenhum
segmento transmembrana. A subunidade a, localizada na parte extracelular, possui
muitos sitios de glicosilagdo e uma sequéncia hidrofébica. E junto a az, ligada por ponte
dissulfeto, esta a subunidade 6. A subunidade y é uma glicoproteina com quatro
segmentos transmembrana (Figura 3; CATTERALL, 2000a). As subunidades (3, az e 6 sdo
encontradas na maioria dos canais para calcio. A subunidade y estd presente em canais
para calcio principalmente de musculo esquelético, coracdo e cérebro (CATTERALL et

al., 2005).

+H3sN

COo;”

Figura 3 Representacdo esquematica das subunidades a; (com os quatro dominios - 1 a IV), 3, a,
6 e Yy do canal Cay de musculo esquelético. O segmento 4, em verde, identifica a regido sensivel a
voltagem (modificado de: CATTERALL et al., 2005).
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1.2.2.1- Toxinas moduladoras de canais de Ca%*

As toxinas de canais para Ca?* sdo polipeptidios comumente encontrados em
peconha de moluscos do género Conus, serpentes, insetos, aranhas, escorpides e em
alguns fungos (MOUHAT et al, 2004). Podem ser classificadas em quatro grupos de
acordo com o numero de folhas-3 de cada toxina (MOUHAT et al, 2004). O grupo com
duas folhas-f3 é representado pela toxina Ptul do besouro Peirates turpis (BERNARD et
al, 2001). O segundo grupo com trés folhas-[3, tem-se a w-conotoxina GVIA encontrada
em conidios. No terceiro grupo a toxina FS2, com cinco folhas-f3, extraida da serpente
Dendroaspis polylepis polylepis é um exemplo. E o quarto grupo com a estrutura de seis
folhas-3 representado pela KP4, toxina encontrada no fungo Ustilago maydis (GU et al,
1995).

No escorpido Parabuthus transvaalicus foi isolada uma toxina (kurtoxina) que age
em canais para Ca2*, com 63 residuos de aminoacidos e com uma alta similaridade com
toxinas de canais para Na* (MOUHAT et al., 2004). Outro exemplo de toxina escorpionica
que age em canais para Ca?* é a toxina II extraida de Centruroides limpidus que inibe a
ativacdo desses canais (ALAGON et al., 1988).

Drogas bloqueadoras de canais para Ca?* dependentes de voltagem possuem
efeitos anti-hipertensivos, cardiodepressivos e de antiarritmias. Além disso, os
peptideos com acdo nos diferentes subtipos de canais para Ca?* tem um grande

potencial para a producao de drogas com propriedades neuroprotetoras e analgésicas

(STRIESSNIG et al., 1998).

1.2.3 Canais para sédio
O canal seletivo ao fon Na* é um complexo proteico tetramérico, com uma

subunidade principal a com 220-260 kDa e uma ou duas subunidades auxiliares 3 de
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aproximadamente 33-36 kDa. A subunidade a é composta por quatro dominios
homodlogos e cada um contém seis segmentos transmembrana hidrofébicos. O poro é
formado pelos segmentos entre as hélices transmembranas 5 e 6 de cada dominio, que
se dobram para construir as paredes do poro. O segmento 4 de cada dominio possui
aminoacidos carregados positivamente a cada trés aminoacidos (com o total de cargas
de 4 a 8, varia conforme o dominio) que formam o sensor de voltagem do canal
(BEIRAO, 2009; CATTERALL, 2000b; CATTERALL et al., 2007; HILLE, 2001). A Figura 4

ilustra subunidade a do canal para Na* dependente de voltagem.

p2 o B1
/\ /“\
 /NHg+ +HN\ /)
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-0,C 7 T . ‘ CO,
Sensor de / e W

Voltagem Alga de Inativacédo

+HyN

Sitios para Modulagdo por Fosforilagao

Figura 4 Desenho esquematico da subunidade a do canal para Na* dependente de voltagem. (I-
IV) indicam os quatro dominios homélogos e os nimeros de 1-6 mostram os seis segmentos
transmembrana de cada dominio. Os segmentos 4 de cada dominio (em amarelo) destacam as
regides carregadas do canal, e em verde os seguimentos 5 e 6 que formam o poro (Adaptado de:
YU & CATTERALL, 2003).

Os canais para sédio sdo responsaveis pela geracdo e propagacao do potencial de

acao em células excitaveis em resposta a despolarizacdo da membrana. De forma
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simplificada, o canal Nay possui estagios distintos: fechado, ativado (aberto) e inativado,
que pode ser uma inativacao rapida (em milissegundos) ou lenta (segundos). Nesse
ultimo estado, o canal ndo estd disponivel para abrir em resposta a uma nova
despolarizacao (DIB-HAJJ; BINSHTOK; et al, 2009; HILLE, 2001). Hodgkin e Huxley
descreveram a presen¢a de uma alca intracelular situada entre os dominios IIl e IV
(Figura 4), que é a responsavel por esse estagio de inativacao do canal. Ha evidéncias de
que, uma vez o canal aberto, a alca se dobra como uma tampa e obstrui o poro condutor
pela abertura interna (BEIRAO, 2009).

Existem nove tipos de canais para Na* dependentes de voltagem (Nay1.1-Nay1.9),
ver Tabela 5. Eles estao distribuidos de forma heterogénea no organismo sendo
determinados subtipos especificos para um tipo celular.

Tabela 5 [soformas de canais para s6dio dependentes de voltagem e distribuicdo nos tecidos
(ENGLAND & GROOT, 2009).

Canal de Sédio  Sensivel a TTX Tecido de maior expressao Efeito da mutagao

Na, 1.1 + SNC, SNP Epilepsia

Na, 1.2 + SNC, SNP Epilepsia

Na, 1.3 + SNC, SNP Dor

Na, 1.4 + Musculo esquelético Miotonia, paralisia periddica

Na, 1.5 - Coracgao Sindrome de Brugada

Na, 1.6 + SNC, SNP Atrofia cerebelar

Na, 1.7 + SNP (NSS e NAP) Aumento e diminuicdo da sensibilidade a dor
Na, 1.8 - SNP (NAP) Dor neuropatica

Na, 1.9 -- SNP (NAP) Dor neuropatica

SNC - Sistema Nervoso Central; SNC — Sistema Nervoso Periférico; NSS — Neurdnios do Sistema Sensorial; NAP — Neurdnios
Aferentes Primadrios; (+/-) Nivel de sensibilidade a TTX.

A diversidade dos canais para Na* propiciam diferentes fungdes fisiologicas e
farmacolégicas. Podem interferir em desordens neuroldgicas como esclerose multipla,
epilepsia e dores neuropaticas (DIB-HA]J et al., 2002; NOVAKOVIC et al., 2001). Esses
canais sdo alvos de drogas terapéuticas como anestésicos, anticonvulsivantes e

antiarritmias, além de potenciais inseticidas (ESTRADA et al., 2007).
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1.2.3.1- Toxinas Moduladoras de Canais de Na*

Os canais para Na* sdo alvos moleculares para as neurotoxinas que agem com
mecanismos distintos desde simples bloqueio do poro até modulacdo alostérica
alterando o seu funcionamento (CESTELE & CATTERALL, 2000). Esses mecanismos de
acao estdo relacionados a afinidade que a neurotoxina tem aos receptores dos diferentes
sitios do canal (Tabela 6 e Figura 5).

Tabela 6 Relacdo dos sitios de ligacdo para as toxinas que atuam nos Nay e seus
efeitos (modificado de: CATTERALL et al.,, 2007).

Sitio Receptor Neurotoxina Efeito
Sitio 1 Saxitoxina Bloqueio do poro
Tetrodotoxina

p-conotoxina

Sitio 2 Batracotoxina Ativacao persistente e reduzida,
bloqueio da ativacao
Veratridina
Graianotoxina
Aconitina
Sitio 3 a-Toxinas de Escorpido Retardo da inativacdo rapida
Toxina de Anémona
Atracotoxina
Sitio 4 B-Toxinas de Escorpido Modulagao do canal
Sitio 5 Brevetoxina
Bloqueio da inativacao
Ciguatoxina
Sitio 6 6-conotoxina Retardo da inativacdo
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Figura 5 Desenho esquematico dos sitios de ligacdo para as neurotoxinas nos canais para Na*
dependentes de voltagem. Os sitios de acdo das neurotoxinas estdo ilustrados em cores
diferentes (Modificado de: CATTERALL et al., 2007).

As toxinas que se ligam ao receptor do sitio 1 no canal para Na* sao bloqueadoras
e estdo divididas em dois grupos diferentes, as guanidinas heterociclicas (tetrodotoxina-
TTX e saxitoxina - STX) e a toxina peptidica p-conotoxina (CATTERALL et al., 2007). Os
residuos de aminoacidos na entrada externa do poro (sitio 1) interagem com a
tetrodotoxina, saxitoxina e a p-conotoxina bloqueando diretamente a corrente de s6dio
por obstrugio do poro (CESTELE & CATTERALL, 2000).

De acordo com MATSUI e colaboradores (1989), a TTX é produzida por bactérias
intestinais simbiontes ao peixe baiacu. A TTX também pode ser encontrada em diversos
invertebrados marinhos, sapos e salamandras (CATTERALL et al, 2007; DALY et al,
1994; MEBS et al, 2010; PIRES et al, 2005), que, possivelmente, possuem relacdo
simbidtica com essas bactérias produtoras de TTX. A STX é produzida pelo dinoflagelado
do género Gonyaulax no ambiente marinho e pela cianobactéria Cylindrospermopsis
raciborskii no ambiente de agua doce (SIVONEN & JONES, 1999), dentre outros géneros.

A toxina peptidica pu-Conotoxina, isolada da peconha de moluscos marinhos do género
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Conus, consiste em uma simples cadeia de 22 aminoacidos com uma amina
carboxiterminal (CATTERALL et al,, 2007) .

As toxinas hidrofébicas agem nos sitios 2 e 5 dos canais para sédio e sdo
moduladoras alostéricas da fung¢ao do canal. Ligam-se a locais que sdo distintos do poro
ou dos sensores de voltagem e favorecem o estado aberto dos canais de forma indireta
(CESTELE & CATTERALL, 2000).

De toxinas que agem no sitio 2 tem-se grayanotoxina, o alcaléide veratridina, a
acotinina e a batracotoxina. Essas toxinas se ligam no sitio 2, preferencialmente ao
estado ativado do canal para Na* e causam uma persistente ativacao do potencial de
acao da membrana por meio de um mecanismo alostérico que leva a um bloqueio da
inativacao dos canais (CATTERALL et al.,, 2007).

A grayanotoxina, veratridina e acotinina sdo encontradas em plantas das familias
Ericaceae, Liliaceae e Ranunculaceae, respectivamente. A Batracotoxina (BTX) ¢é
encontrada no extrato da pele do anuro colombiano do género Phyllobates da familia
Dendrobatidae (ALBUQUERQUE et al, 1971).

Como exemplos de toxinas que agem no sitio 5 do canal para Na* tem-se as
brevetoxinas e ciguatoxinas, que foram originalmente encontradas nos dinoflagelados
Karenia brevis e Gambierdicus toxicus, respectivamente. Essas toxinas também agem
causando uma mudanga na ativacao para potenciais de membrana mais negativos e gera
o bloqueio da inativagio (CESTELE & CATTERALL, 2000).

As neurotoxinas que agem no sitio 3 do canal para s6dio sdo toxinas
polipeptidicas, comumente encontradas em escorpides (as a-toxinas escorpidnicas),
anémonas-do-mar e aranhas. Essas toxinas deixam a inativacdo do canal mais lenta ou a

bloqueiam (CATTERALL et al., 2007).
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Existem dois tipos de toxinas que agem no sitio 4 do canal para Na*, as (-toxinas
escorpionicas e a toxina Magi-5 da aranha Macrothele gigas (CORZO et al, 2003;
RODRIGUEZ DE LA VEGA; POSSANI, 2005). A toxina Magi-5 é a primeira toxina de
aranha descrita com afinidade ao sitio 4 de canais para s6dio de mamiferos. A Magi-5 é
uma toxina de 3286,8 Da composta por 29 residuos de aminoacidos com trés pontes
dissulfeto (CORZO et al.,, 2003).

A toxina que se liga ao receptor do sitio 6 do canal para s6dio é a 6-conotoxina,
com acdo similar as a-NaScTx, de retardar a inativacao da corrente de Na* (CATTERALL
et al., 2007). A &-conotoxina é um peptideo isolado da peconha de Conus ermeneus que
contém 32 residuos de aminoacidos e 6 cisteinas. As 6-conotoxinas representam uma
nova categoria de toxinas de canais para Na* por agirem no sitio diferente das demais
neurotoxinas de canais de Nay (BARBIER et al.,, 2004). A localizacdo do receptor do sitio
6 ainda nao foi descrita.

1.2.3.2- Toxinas escorpidnicas de canais para sédio

As a-toxinas de escorpides (a-NaScTx) agem no sitio 3 do dominio IV do canal
para sédio e com isso deixam a inativacdo do canal mais lenta ou causam o bloqueio da
inativacdo. Essas toxinas sdo polipeptideos com 58-70 residuos de aminoacidos e quatro
pontes dissulfeto. Sdo classificadas dentro de trés grupos: classicos, anti-insetos e “o-
simile”. As a-NaScTx classicas sdo altamente ativas em mamiferos e apresentam baixa
toxicidade em insetos, o oposto é visto para as toxinas anti-insetos. Ja as “a-simile”
possuem alta toxicidade quando injetados no sistema nervoso central (SNC) e baixa
atividade quando administrados pela via subcutdnea em ratos (RODRIGUEZ DE LA VEGA
& POSSANI, 2005)

As B-toxinas escorpionicas ($-NaScTx) sdo compostas por 60-65 residuos de

aminodacidos e quatro pontes dissulfeto. Elas se ligam ao sitio 4 do dominio II do canal e,
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com isso, alteram o potencial para a ativacdo dos canais para Na*. As 3-NaScTx sao
subdivididas em quatro grupos: classicas ou anti-mamiferos; anti-inseto depressoras,
que causam paralisia flacida; anti-inseto excitatorias geram paralisia tonica, e; B-simile,
com atividade em insetos e mamiferos. As [3-NaScTx encontradas nos géneros
Centruroides e Tityus (COHEN et al, 2005; GUREVITZ et al, 2007; RODRIGUEZ DE LA

VEGA, 2005; YATANI et al.,, 1988).
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2. JUSTIFICATIVA

A caracterizacao de toxinas de escorpides é importante farmacologicamente, pois
possuem um grande potencial de produgdo de peptideos moduladores de canais i6nicos,
que podem ser usados como fadrmacos para o controle de doencas ligadas as disfungdes
neuronais. As propriedades farmacologicas dos tipos e subtipos de canais idnicos tém
sido identificadas a partir das toxinas que os modulam, uma vez que estas toxinas
possuem grande especificidade, possibilitando diferentes formas de interacao e controle
da permeabilidade (RODRIGUEZ DE LA VEGA & POSSANI, 2004).

Existem quase 200 sequéncias de toxinas escorpidnicas que agem em canais para
sodio ja descritas. O nimero de toxinas escorpifnicas que atuam em canais para
potassio é superior a 120 peptideos. Sendo esses peptideos altamente conservados nas
diferentes espécies de escorpides como T. serrulatus, T. fasciolatus, Centruroides
exilicauda, T. bahiensis, T. cambridgei, T. costatus, T. discrepans, T. pachyurus, T. stigmurus
dentre outros (RODRIGUEZ DE LA VEGA & POSSANI, 2004). Esse ntimero de toxinas
escorpionicas vém aumentando ao longo dos anos.

Nao existem trabalhos com a caracterizacdo da peconha de Tityus mattogrossensis
podendo essa ter grande importincia para o conhecimento cientifico, o que pode
contribuir para entender a atividade farmacoldgica das fragcdes da pegonha, assim como

os aspectos evolutivos das toxinas, a filogenia dos escorpides e sua histéria natural.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
O presente trabalho tem como objetivo caracterizar quimica e
eletrofisiologicamente dois peptideos componentes da pegonha do escorpido Tityus
mattogrossensis (Buthidae), com énfase na caracterizacdo de duas toxinas que atuam

sobre os canais para sddio.

3.2 Objetivos especificos

* Fracionar os componentes peptidicos da pegonha, mediante cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE);

* Fazer o teste para a busca bio-guiada de atividade dos peptideos de maior
abundancia encontrados na peconha do escorpido Tityus mattogrossensis em nervos de
ra, por meio da técnica “Single Sucrose-Gap”;

* Analisar as massas moleculares das fracdes por espectrometria de massas e
caracteriza-las quimicamente as por meio de sequenciamento “de novo” em MALDI-
TOF/MS;

* Analisar, com o uso da metodologia de “patch clamp”, a acdo dos peptideos em

canais i6nicos especificos para Na*.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1- Coleta:

Os animais da espécie Tityus mattogrossensis foram coletados na Fazenda Jatoba,
municipio de Jaborandi-BA (nimero da licenca de coleta no Sistema de Autorizagdo e
Informac¢do em Biodiversidade - SISBIO: 23408-1). A coleta dos escorpiodes foi feita no
periodo noturno com auxilio de lanternas LED-UV (395 nm), o que facilita a visualizagdo
dos animais. Foram capturados 200 individuos adultos, de ambos os sexos, para o
presente estudo. Apds a coleta, os animais foram mantidos em caixas de conteng¢do no
biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UnB, com umidade e temperatura

adequados, com dgua “ad libitum” alimentados periodicamente com baratas.

4.2 Extracao e quantificaciao da pegonha:

A extracdo da peconha foi realizada através de estimulo elétrico (de 50 a 100 V,
300 Hz) proximo ao télson. A peconha foi, entdo, coletada em tubos de polietileno,
solubilizada em 1 ml de 4gua deionizada e centrifugada durante 10 min a 10.500 g, a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado, sendo esta fase denominada de
peconha bruta. A quantificacdo da peconha bruta foi realizada utilizando um
espectrofotometro (absorbancia 280 nm), assumindo que uma unidade de absorbancia
em cubeta quartzo de 1 cm equivale a 1 mg/ml de concentragdo protéica (CALISKAN et
al, 2006). Em seguida, a peconha bruta foi seca em sistema de “Speed Vac” (Thermo

Savant - SPD 2010) e mantida refrigerada (-20°C) para andlises posteriores.

4.3- Fracionamento em Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE):
Aliquotas de 1 mg de pegonha bruta/100 pl de solugdo aquosa contendo acido

trifluoracético (TFA) a 0,12% foram aplicadas em um sistema de cromatografia liquida
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de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR): Shimadzu Co. (Kyoto, Japan) série LC10A4;
equipado com arranjo de diodo SPD-M10A e coluna analitica C18 Phenomenex Synergi
Hidro-RP (4,60 x 250 mm, 4 p).

Uma cromatografia preliminar foi feita com 1 mg de peconha bruta com elui¢ao
de gradiente binario de solventes: em em solvente (A) solucao aquosa de TFA 0,12% e
solvente (B) solugdo de acetonitrila e TFA a 0,1% (v/v), com fluxo de 1 mL por minuto. O
gradiente iniciou em 0% de B e permaneceu por 10 min, apds isso, variou de 0 a 100%
de B em 100 min; de 60 a 100% de B em 5 min; 100% de B por 5 min, 100 a 0% de B em
5 min. Com monitoramento por absorbancia a 216 e 280 nm.

Para um melhor aproveitamento do tempo de cromatografia, a eluigdo passou a
ser feita com gradiente binario de solventes com a variacao de 0 a 60% de B em 60 min;
de 60 a 100% de B em 5 min 100% de B por 5 min, 100 a 0% de B em 5 min. Com
monitoramento por absorbancia a 216 e 280 nm. As fragdes foram manualmente
coletadas, secas em sistema de “Speed Vac” e armazenadas a -20°C.

As fracGes de maior abundéancia nos leitores de U.V. passaram por um novo
processo de cromatografia em sistema de CLAE-FR (recromatografia) utilizando coluna
analitica C18 Phenomenex Luna (4,60 x 150 mm, 3 p), gradiente otimizado de
acetonitrila e monitorados em comprimentos de onda de 216 e 280 nm. As fra¢des
foram manualmente coletadas e quantificadas pelo calculo de leitura a 216, 280 e 340
nm do espectrofotdmetro NanoVue (GE Healthcare, Suécia) na metodologia de proteinas

fornecida pelo software. E guardadas secas a -20°C para andlises posteriores.

4.4 Espectrometria de Massa:
Analises por MALDI-TOF/MS foram feitas em espectrometros de massa sistema

MALDI TOF (ULTRAFLEX III e AUTOFLEX SPEED, Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA)
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nos modos positivos linear e refletido. As amostras em triplicata foram aplicadas em
uma placa em concentracdes variaveis seguindo-se a adicdo de solugdo saturada de
matriz acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA), foram utilizados os calibrantes: Peptide
calibration standar Il para baixa massa e Protein calibration [ para massa alta ambos da
marca Bruker Daltonics. Laser de nitrogénio foi usado em intensidade de 20 a 40%.

As massas monoisotopicas dos peptideos de alto peso molecular foram
elucidadas com o uso do espectrémetro de massa de ionizagao por Eletrospray acoplado
a um sistema de quadrupolo-TOF (MicOTOF-QII, Bruker Daltonics, Alemanha), operado
no modo positivo. As amostras foram ressuspendidas em um solvente com 50% de
acetonitrila, 47,3% de agua deionizada e 2,6% de acido férmico e injetadas no sistema

por uma bomba de fluxo continuo de 180 pl/min.

4.5 Sequenciamento Primario:

Para o sequenciamento primario foram usados dois métodos: primeiro em
MALDI-TOF/MS com método de fragmentacdo na fonte (MALDI-ion source decay - ISD),
que predomina a fragmentacao dos peptideos em série C (DEBOIS et al.,, 2010). Para isso,
foi utilizada uma matriz redutora 1,5-diaminonaftaleno (DAN) e o calibrante BSA.

E a segunda técnica foi a de digestdo quimica: os peptideos passaram por um
processo inicial de redugdo por ditioltreitol-DTT (25 mM DTT diluido em 100 mM de
NH4HCO3) durante 1 h em agitacdo continua a 60°C e posteriormente alquilados por
Iodoacetamida (25 mM lodoacetamida também diluido em solucdo de 100 mM de
NH4HCO3), durante 40 min com agitacdo continua a 37°C. As amostras foram
posteriormente digeridas em 50 mM de tripsina imobilizada (TPKC - Thermo Scientific)

em tampao de 100 mM de NH4HCO3, incubadas a 37°C de 2h a 4h.
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Os fragmentos tripticos foram analisados no sistema de MALDI-TOF/MS e
fragmentados por Lift MS/MS. As sequéncias foram interpretadas com o uso do
programa Flex Analysis 3.3. A comparacdo da similaridade das sequéncias obtidas foram
feitas por meio da ferramenta BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih
.gov/Blast.cgi?’?PAGE=Proteins) e os alinhamentos das sequéncias similares obtidas
foram feita com o uso da ferramenta ClustalW (http://www.ebi.ac
.uk/Tools/msa/clustalw2/). Em caso de identidade com toxinas putativas do banco de
dados, foi utilizado o programa Expasy para a retirada da sequéncia do peptideo sinal
(http://expasy.org/).

As anadlises de espectrometria de massa e sequenciamento primario foram feitas
no Laboratoério de Espectrometria de Massas localizado na Embrapa Recursos Genéticos

e Biotecnologia (Embrapa-Cenargen), coordenado pelo Professor Doutor Carlos Bloch.

4.6 Ensaios eletrofisiologicos:
Foram realizados 2 ensaios eletrofisiolégicos para a verificacdo da atividade dos

peptideos como moduladores de canais idnicos.

4.6.1 Técnica de “Single Sucrose-Gap”:

Sete fragdes cromatograficas de maior abundancia foram testadas sobre o
potencial de agcdo composto, registrado através da técnica de “Single Sucrose-Gap”. A
atividade das fragdes cromatografadas sobre o potencial de agdo do nervo ciatico de ra
(Lithobates catesbeianus) foi analisada com a adaptac¢do da técnica de “Single Sucrose-
Gap” descrita na literatura (STRONG et al, 1973). Esse trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso Animal da Universidade de Brasilia com o ntimero de processo

124645/2011.
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A ra foi espinhalada e o nervo ciatico foi retirado e cuidadosamente o tecido
conjuntivo que o envolve foi removido. O nervo foi colocado através das camaras da
cubeta de teste, isoladas mecanicamente e eletricamente com selos de vaselina (Figura
6-D). As duas primeiras camaras foram utilizadas para a estimulagdo supramaxima, que
constitui de pulsos de voltagem de 6 a 7 V, com duracdo de 25 ps, gerado pelo
estimulador S8 - Grass Instruments (Figura 6-A). Na terceira camara, que possui sistema
de perfusdo que pode ser constantemente lavada, foram aplicadas as amostras a serem
testadas, com volume de 350 ul. No momento da aplicacdo das amostras, o sistema de
perfusao foi interrompido. Na quarta camara, também com sistema de perfusao, foi
colocada a solucdo de 216 mM de sacarose, renovada constantemente durante todo o
periodo de teste. Com excecao da camara 4, todos as outras camaras foram preenchidas
com solucao fisiolégica para anfibios - Ringer (111 mM de NaCl, 1,9 mM de KCl, 2,4 mM
de NaHCO3 e 1,1 mM de CaClz) mantendo o nervo submerso. Os potenciais de acao foram
captados nas camaras 3 e 5 por eletrodos de Ag-Cl ligados a um amplificador diferencial
DC (Figura 6-B), de alta impedancia e com ganho de 50 vezes acoplado a um osciloscopio
digital Tektronix TDS 360 (Tektronix, EUA; Figura 6-C), que possui um “driver” de
disquete, no qual foram feitos registros a cada 5 mim apds a aplicacdo da amostra, no
total de 40 min, e a cada 5 mim ap6s o inicio da lavagem da camara teste, no total de 30
min. Esses registros foram comparados com o registro controle obtido antes da
aplicagdo da amostra. Os ensaios ocorreram a temperatura ambiente e as amostras secas

a serem testadas foram ressuspendidas 350 pl de solucdo Ringer.
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Figura 6 Modelo esquematico do ensaio eletrofisiologico (“sucrose-gap”) com nervo ciatico
isolado da ra L. catesbeianus. O nervo foi colocado na canaleta da cubeta (D) que percorre as
cinco camaras, que foram isoladas com selos de vaselina. A estimulacao é feita nas cimaras 1 e 2
e registrada nas camaras 3 e 5. A cimara 4 esta preenchida por solu¢do de sacarose 216 mM. As
amostras sdo aplicadas na cdmara 3 que possui sistema de perfusdo podendo ser
constantemente lavada, assim como a cimara 4 (Retirado de: FERNANDES, 2010).
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4.6.2 “Patch Clamp”

As correntes de sddio foram registradas na configuracdo “whole-cell” da técnica
de “patch-clamp”, que consiste na formacgao de um selo de alta resisténcia (>1 G{1) entre
a micropipeta, conectada a um eletrodo de Ag/AgCl, e a membrana da célula. A
membrana € entdo rompida por meio de uma succ¢do aplicada a pipeta, formando uma

continuidade fisica e elétrica entre a solucdo contida na micropipeta e o citoplasma

(Figura 7).
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Figura 7 Desenho esquematico do sistema de “Patch Clamp” (A) configuracao “Whole Cell”; (B)
“set up” para os registros eletrofisiolégicos (retirado de: WILLIAM, 2003).

As micropipetas foram confeccionadas a partir de capilares de vidro utilizando-se
um estirador (modelo PP-830, Narishige - Japdo) e foram preenchidas com a solugdo

interna de acordo com cada tipo de célula. Os registros das correntes idnicas foram
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feitos com resisténcia de 1-3 M(), em um amplificador EPC 9- Patch Clamp Amplifier
(HEKA - Alemanha). As respostas de corrente foram registradas pelo programa
PatchMaster - HEKA. E analisadas com o auxilio do programa Sigma Plot 10.0.

Os peptideos isolados da pegconha de T. mattogrossensis foram ressuspendidos em
solucao externa especifica para cada célula testada (1 pM de cada peptideo) e
microperfundidos o mais proximo da célula no momento do registro de corrente para a
andlise da atividade sobre os canais para sd6dio. Os experimentos foram realizados a
temperatura ambiente (25 + 2°C).

As anadlises da atividade das toxinas isoladas em “Patch Clamp” foram realizadas
em quatro tipos de células diferentes: células imortalizadas HEK (“Human Embrionary
Kidney”) que expressam apenas canais Nay 1.3 e células HEK que expressam apenas Nay
1.6; células de ganglios da raiz dorsal de rato (DRG - “Dorsal Root Glanglion”); e células
neuronais de ganglio do corddo abdominal de barata (DUM - “Dorsal Unpaired
Median”).

Todos os testes em “patch clamp” foram realizados no Laboratério de Membranas
Excitaveis (LAMEX) do Departamento de Bioquimica e Imunologia, Instituto de Ciéncias
Biolégicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Em cooperagdo com o
Professor Doutor Paulo Sérgio Lacerda Beirdo.

4.6.2.1- Células imortalizadas HEK

Células imortalizadas HEK que expressam apenas canais Nay 1.3 e Nay 1.6, foram
cultivadas em meio DMEM com 4,5 g/L de glicose, 10% de soro fetal bovino e 1% de
antibiotico (5000 unid. de penicilina e 5 mg de estreptomicina/ml) e incubadas a 37°C
em atmosfera de 5% de COz. As células foram banhadas com a solugao externa listada na

Tabela 7, e a micropipeta preenchida com a soluc¢do interna listada na Tabela 8.
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Tabela 7 Lista de reagentes da solucdo externa usada nos registros com célula HEK Na, 1.3 e 1.6.

Reagente Concentrag¢ao (mM)
NacCl 140
CaClz 2
MgCl 1
glicose 15
HEPES 10

pH ajustado para 7,4 com NaOH

Tabela 8 Lista de reagentes da solucdo de pipeta usada nos registros com célula HEK Na, 1.3 e

Nay 1.6.
Reagente Concentrag¢ao (mM)
CsCl 130
MgCl 1
HEPES 10
EGTA 10
NaCl 5

pH ajustado para 7,2 com CsOH

Foram utilizados, basicamente, dois protocolos eletrofisioldgicos. No primeiro,

chamado de teste 0 (Figura 8-A), a célula foi mantida no potencial de holding de -80 mV,

depois foi aplicado um pulso de -120 mV com duragao de 100 ms, a fim de que todos os

canais de sodio estivessem no estado fechado, e logo ap6s a um pulso teste de 0 mV por

50 ms. No segundo (Figura 8-B), foi aplicado um pré-pulso de -120 mV com duracao de

100 ms e partindo do potencial de -80 mV em incrementos de 10 mV (até +80 mV) por

50 ms, para a obtenc¢ao de uma relagdo corrente/voltagem.
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Figura 8 Desenho esquematico dos protocolos de registros para célula HEK. (A) Protocolo teste
0; (B) Protocolo de corrente x voltagem.

Para complementar a andlise da atividade das toxinas sobre os canais de Nay
foram realizados os mesmos protocolos de teste 0 e de corrente x voltagem, porém com
um pulso despolarizante de +50 mV por 1 ms antes da aplicagao do pulso de 0 mV como

no protocolo anterior (Figura 9).

A B 50ms

+230 m¥

1ms

+50mW

50 ms

-20 mV¥

-B0 mv L

120 my L =120 my
100 ms 1ms 100 ms

Figura 9 Desenho esquematico dos protocolos de registros para célula HEK com pulso
despolarizante de +50 mV antes do pulso teste. (A) Protocolo teste 0; (B) Protocolo de corrente x
voltagem.
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4.6.2.2- Células DRG

Outro modelo celular estudado foi com as células neuronais dissociadas de
ganglios da raiz dorsal de ratos (DRG). Um espécime de rato macho Wistar (de
aproximadamente 250 g) foi decapitado por guilhotinamento e todos os ganglios da raiz
dorsal foram removidos e colocados em soluc¢do salina 0,9% de NaCl. Posteriormente,
passaram por dois processos enzimaticos para a dissociacao celular: no primeiro os
ganglios foram colocados por 20 min a 37°C em solugdo de 3 mg de papaina e 2 cristais
de cisteina diluidos em 3 ml de ringer de mamifero sem adicdo de Ca%* e MgZ* (140 mM
de NaCl; 2,5 mM de KCI; 10 mM de HEPES; 7,5 mM de glicose; pH ajustado para 7,4 com
NaOH), posteriormente centrifugados a 500 rpm por 1 min e o sobrenadante
descartado. O mesmo procedimento foi feito no segundo processo enzimatico, porém
com 7,5 mg enzima colagenase tipo Il de Clostridium histolyticum diluida em 3 ml de
ringer. As células foram lavadas e passaram por uma trituracdo mecanica em meio de
cultura HAM F-12, 1% de antibidtico (5000 unid. de penicilina e 5 mg de
estreptomicina/ml), plaqueadas e, ap6s 2 h, alimentadas com meio de cultura L-15, 0,5%
de antibidtico (5000 unid. de penicilina e 5 mg de estreptomicina/ml), 50 g/ 100 ml de
glicose e 1,4% de HEPES. As células foram mantidas em temperatura ambiente por até
72 h.

No momento do registro das correntes de sodio, as células foram banhadas com
uma combinag¢do de duas solugdes externa: 20% de solucdo de NaCl (Tabela 9) e 80% de
solucdo cloreto de colina (Tabela 10), essa combinacdo foi feita para evitar correntes de
soédio muito grandes. A solucao de preenchimento das micropipetas esta listada na
tabela de nimero Tabela 11. As correntes de potassio foram bloqueadas com a presenca
dos reagentes Cs* na solucao interna e de TEA nas solu¢des externas e interna. E as

correntes de Ca2* bloqueadas por Cd2+* e Ni2* nas solugdes externas.
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Tabela 9 Lista de reagentes para a solucdo externa de NaCl para registros com células DRG.

Reagente Concentrag¢ao (mM)
NacCl 115
KCl 5
CaClz 2
MgCl, 1
HEPES 10
TEA-Cl 20
CdCl 0,2
NiCl2 0,2
glicose 5

pH ajustado para 7,4 com NaOH

Tabela 10 Lista de reagentes para a solucdo externa de cloreto de colina para registros com

células DRG.
Reagente Concentracao (mM)
ChoC(l 115
KCl 5
CaClz 2
MgCl, 1
HEPES 10
TEA-Cl 20
CdCl; 0,2
NiClz 0,2
glicose 5

pH ajustado para 7,4 com ChoOH

33




Tabela 11 Lista de reagentes da solucdo interna de pipeta para registros com células DRG.

Reagente Concentrag¢ao (mM)
CsF 100
NaCl 20
HEPES 10
EGTA 11
TEA-CI 10
MgCl 5

pH ajustado para 7,2 com CsOH

Também foram usados dois protocolos eletrofisiolégicos. No primeiro, teste 0
(Figura 10-A), a célula foi mantida em “holding potencial” de -80 mV, depois um pulso
de -120mV foi aplicado com duracao de 100 ms, para que todos os canais para sodio se
fechem, e logo apds a um pulso teste de -20 mV por 100 ms. No segundo protocolo, um
pré-pulso de -100 mV foi aplicado com duragdo de 100 ms e partindo do potencial de -
120 mV em incrementos de 10 mV (até +30 mV) por 100 ms, para a obten¢ao da relacdo

corrente/voltagem (Figura 10-B).

A B 100 ms
+30mV
130 ms
-20mv
-BOmV -2 my
130 ms
=100 mvy
-120mv
100 ms= -120mv

Figura 10 Desenho esquematico dos protocolos de registros para célula DRG. (A) Protocolo
teste 0; (B) Protocolo de corrente x voltagem.
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4.6.2.3- Células DUM

Nesse protocolo foram usadas células neuronais de insetos (DUM). Para isso,
foram usadas 10 baratas da espécie Periplaneta americana. As baratas foram
eutanasiadas por congelamento e o ultimo ganglio do corddo nervoso abdominal, de
cada uma das baratas, foi removido para a dissociacdo celular. Os ganglios foram
inicialmente condicionados em solugdo salina para baratas (200 mM de NaCl; 3,1 mM de
KCL; 5 mM de CaClz; 4 mM de MgClz; 10 mM de HEPES; 50 mM de sacarose; pH ajustado
para 7,4 com NaOH). Posteriormente, esses ganglios passaram por um processo
enzimatico com 3 mg de colagenase tipo 1A de Clostridium histolyticum diluida em 3 ml
de solucdo salina, por 45 min a 37°C. A solugao foi centrifugada por 25 s a 5000 rpm e o
sobrenadante descartado. A enzima foi lavada 3 vezes com 3 ml meio SSAS (solucao
salina, 2% de soro fetal bovino e 1% de antibiético - 5000 unid. de penicilina e 5 mg de
estreptomicina/ml). Por udltimo, as células passaram por uma trituracdo mecanica,
plaqueadas e alimentadas, ap6s 2 h, com o mesmo meio. As células foram mantidas a
temperatura ambiente por até 24 h. As solucdes externa e interna usadas no registro

estdo listadas nas Tabela 12 e Tabela 13, respectivamente.
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Tabela 12 Lista de reagentes da solucdo externa para registros eletrofisiolégicos com células

DUM.

Reagente Concentrag¢ao (mM)
NacCl 100
TEA-Cl 100
KCl 3,1
CdCl; 0,05
CaCl 2
MgCl 7
4-aminopiridina 3
HEPES 20

pH ajustado para 7,3 com TEA-OH

Tabela 13 Lista de reagentes da solucdo interna de pipeta para registros com células DUM.

Reagente Concentrag¢ao (mM)
NaCl 15
CsCl 80
EGTA 5
HEPES 10
ATP-Mg? 2
MgCI2 1

pH ajustado para 7,3 com CsOH

Os dois protocolos eletrofisiolégicos usados para a célula DUM foram: No
primeiro, teste 0 (Figura 11-A), a célula foi mantida no potencial de holding potencial de
-90 mV, depois foi aplicado um pulso de -120 mV com durag¢do de 100 ms, para que os
canais para sédio se fechem, e logo apés a um pulso teste de 0 mV por 50 ms. No

segundo, para a obtenc¢do de uma relacdo corrente/voltagem, foi aplicado um pré-pulso
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de -100 mV com duracdo de 100 ms e partindo do potencial de -120 mV em incrementos

de 10 mV (até +30 mV) por 100 ms (Figura 11-B).

A

80 mv

-120my

omy

50 ms

100 ms

50 ms

B +230 mv
-80 mv
-120 m\/l—
100 ms=

Figura 11 Desenho esquematico dos protocolos de registros para célula DUM. (A) Protocolo

teste 0; (B) Protocolo de corrente x voltagem.
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5. RESULTADOS

O ensaio preliminar eletrofisiol6gico com a técnica “Single Sucrose-gap” realizado
preliminarmente com a peconha bruta (0,264 mg) sugere a presenca de neurotoxinas
que agem em canais para Nay,. Esses efeitos sido evidenciados pelo retardo da
repolarizacao e a reducdo da amplitude do potencial de acdo composto, quando

comparados com o controle (Figura 12).

10 mv

[

PB 1ms

d

PL

"-—‘ N A Pt e meiitsrn
Figura 12 Efeito da pegonha bruta de T. mattogrossensis (0,264 mg) sobre o potencial de acdo
composto do nervo ciatico de ra, na técnica de “Single Sucrose-Gap”. (C) Controle; (PB) Reducgao
do potencial apds 1 minuto da aplicacdo da peconha bruta; (PL) ap6s 8 minutos de lavagem,
mostrando que a agdo € irreversivel (n=1).
A separacdo preliminar por cromatografia coluna analitica C18 Phenomenex
Synergi Hidro 4,60 x 250 mm, leitura a 216 nm) de 1 mg de peconha de T.

mattogrossensis com a variacao de solventes binarios com até 100% de B mostrou que

as fragOes de interesse eluem até os 60% de acetonitrila (Figura 13).
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Figura 13 - Cromatografia preliminar da pegonha bruta de 1 mg T. mattogrossensis com o
gradiente de acetonitrila crescente até 100%. O perfil mostra a eluicdo das fragdes com até 70
min.

A separacgdo por CLAE-FR (coluna analitica C18 Phenomenex Synergi Hidro 4,60 x
250 mm, leitura a 216 nm) de 1 mg de peconha de T. mattogrossensis com até 60% de

solvente B apresentou um perfil cromatografico com 67 fragdes, sendo 7 fracdes

predominantes enumeradas na Figura 14.
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Figura 14 Cromatograma da pegonha bruta (0,6 mg) de Tityus mattogrossensis. Sdo indicadas as
7 fracdes cromatograficas mais abundantes usadas nesse trabalho. As corridas foram realizadas
em coluna analitica C18 Phenomenex Sinergi Hidro (4,60 x 250 mm) e as fra¢des detectadas a
216 nm, com fluxo de 1 ml/min e gradiente de acetonitrila de acordo com a metodologia descrita
no texto (linha pontilhada).

Com o intuito de encontrar os peptideos neuroativos da pegonha de T.
mattogrossensis, as 7 fragdes cromatograficas mais abundantes destacadas na Figura 14
foram testadas, individualmente, na técnica de “Single Sucrose-Gap”. E as massas

moleculares presentes nessas fracdes foram elucidadas por meio de espectrometria de

massas (Maldi-TOF). Os resultados estdo descritos na Tabela 14.
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Tabela 14 Quadro resumo das 7 fragdes mais abundantes na pegonha do escorpido T.

mattogrossensis.
Fracao Quantidade de Massa (m/z) Efeito sobre o nervo de
Sub-fracoes ra
3343,2; 3950,7; 4008,7; 4108,6; 5732,5;
1 5 5838,2; 5843,7; 8480,9 Nao
1082, 0; 2340,2; 2355,2; 3122,0; 4008,6;
2 2 4340,6; 6945,2; 7030,2; 7120,2; 7195,9; Retardo da repolarizagao
7340,6 do potencial de acao,
irreversivel
1048,5; 1516,7; 1782,4; 1809,4; 5313,9;
3 3 5378,7; 5557,8; 7046,7; 7195,4; 7219,0; Nio
7758,9
1155,8; 1992,5; 2637,3; 4045,7; 4118,7;
4 5 4200,2; 5430,8; 5730,0; 6095,5; 6150,1; Nio
6244,7; 7096,8; 7243,3; 7295,8; 8009,2;
8250,5; 8280,7; 8317,3; 9437,4
4369,7; 5380,1; 5591,4; 6025,3; 6875,4;
5 3 7115,4; 7312,0; 7332,3; 7611,1; 8247,7; Redugio do potencial de
8355,6;11007,1 acao, irreversivel
1082,0; 1096,6; 1112,6; 1155,8; 1705,3;
6 3 1907,3; 2545,6; 5451,3; 5730,4; 6874,6; Redugio do potencial de
6889,2; 7094,5; 7112,8; 7119,3; 7129,8; acao, irreversivel
7316,0
1828,3; 2496,7; 2567,9; 5295,0; 5735,3;
7 3 6363,6; 6775,4; 6962,5; 7139,2; 7267,2; Redugio do potencial de

77239

acao, irreversivel

Das sete fragdes analisadas, em apenas 4 foi observada a atividade sobre o nervo

de ra. Sendo que a fracao de nimero 2 obteve-se a atividade de retardo da repolarizacao

do potencial de acdo. E nas fragdes de numero 5, 6 e 7 foi observada a redugdo do

potencial de acdo. Com isso, foi dada a continuidade aos estudos com essas toxinas e,

para isso, as fracdes 5 e 6 foram escolhidas para serem os focos do trabalho.

5.1 Fragao 2

A fracdo cromatografica numero 2 foi testada no ensaio eletrofisiolégico “Single

Sucrose-Gap” onde foi observado um retardo na repolarizacdo do potencial de agao

composto (Figura 15). A acdo da fragao 2 foi irreversivel apos a lavagem.
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o,

Figura 15 Ensaio eletrofisiolégico de “Single Sucrose-Gap” mostra o potencial de agdo composto
de nervo ciatico de ra. (C) Controle; (F2) atividade da fracdo 2 de T. mattogrossensis apds 40 min
da aplicacdo da fracdo. O teste mostra um retardo na repolarizacdo do potencial de agao
composto, atividade caracteristica de a-NaScTx, essa atividade nao foi reversivel apés a lavagem.

Na recromatografia da fracdo numero 2 (CLAE-FR coluna analitica C18
Phenomenex Luna 4,60 x 150 mm, 3 micron, leitura a 216 nm), foram encontradas 2

sub-fra¢des predominantes denominadas 2A e 2B, ilustradas na Figura 16-B.
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Figura 16 Recromatografia da fracdo 2 mostrando dos picos abundantes, sub-fracdo A e
B(CLAE-FR coluna analitica C18 Phenomenex Luna 4,60 x 150 mm, 3 micron, leitura a 216 nm).
O gradiente de acetonitrila esta indicado com a linha pontilhada.
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Porém, quando testadas as duas sub-fracdes (2A e 2B) separadamente ndo foi
observada a atividade de retardo da repolarizacdo como na fracao total. Isso pode ter
ocorrido pelo fato das duas sub-fragdes agirem em sinergismo. Ou a atividade seja de
uma das pequenas sub-fracdes do cromatograma que ndo foram ainda testadas. Mais

estudos devem ser realizados.

5.2 Fracao 5
A fragdo 5 (54,73 pM) mostrou atividade de bloqueio de 40% potencial de acdo
composto em nervo de ra (Figura 17), que é caracteristica de -NaScTx. Todavia, para a
melhor caracterizacdo do principio ativo e sua a¢do farmacologica faz-se necessario o
uso de outros métodos, como a caracterizacdo quimica do peptideo e a analise da

atividade eletrofisiologica em “patch clamp”.

B mv

L

1ms

-

Figura 17 Andlise eletrofisiolégica da fracdo cromatografica 5 (54 uM) em “Sucrose-Gap” em
nervo de rd, ap6s 40 min de aplicagdo da fracdo. Mostra a uma reducdo de 40% do potencial de
acdo composto. (C) Controle; (F5) Atividade apds a aplicacdo da Fracdo 5.

A sub-fragdo mais abundante na recromatografia da fracdo 5 (F5) foi
recromatografada (Figura 18-A) e um préximo passo de cromatografia foi feito para o
processo de purificacdo (Figura 18-B). O grau de pureza e a massa média (7312,0 m/z)
foram analisados por Maldi/TOF no modo linear (Figura 19). A sua massa

monoisotopica de 7308,5 m/z foi elucidada por espectrometria de massa do tipo

43



MicOTOF-QII,

Bruker Compass.

800

e calculada por meio do

fon de

sete cargas com programa de analise

40
F5 b \ A i
| ; \
b | i
| = I ;
10005 Lg pmmmmm T z I b
1 e m ’f \l 5
o 1 I i
3 S =] /
3; / E
‘g 400 500 5 7 |
1 o = £ \
< o J 1
E _g g If II\ [
] _g A \ 60
= < } 10 ; 4 'n%
il
E \ / \ g
o 500 [\ i ; =:
2 o N ; ' £
0 - i - ' —
° 0 ! A bag 2
5 35 45 [ \ =
& 3 Tempo (min) - : -
o G [\
< AR i |
4 - - 1
Spp— \
— v E
] o "I |l
ks | r
] . [~ / . a0
I J ﬁ“‘“““xmmq____w____d_ﬂﬂjLJJ Lx/\ ;
03 v ¥'—~——<—«—/\'\\ \
Id e
T4 ]
] "’ \\v__,_.lr_
.
= A I e I e T ' 1 e ———t-0
10 20 30

Intensidade[a.u.]

0
4000

Tempo (min)
Figura 18 (A) Recromatografia da fracdo 5 e (B) um novo passo de recromatografia da F5 em
CLAE-FR coluna analitica Luna, leitura a 216 nm, fluxo de 1 ml/min, com gradiente otimizado de
acetonitrila (linha pontilhada).
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Figura 19 Espectro de massa linear positivo em Maldi/TOF da F5, mostrando o grau de pureza
relativo e a massa média do peptideo.
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O sequenciamento “de novo” do peptideo foi realizado de duas maneiras.

Inicialmente, por Maldi/TOF com a fragmentac¢do na fonte (ISD), onde o peptideo puro é
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adicionado a uma matriz redutora (DAN). Essa metodologia nos permite observar
fragmentos em série C, a partir de 1000 Da. Foi possivel elucidar apenas 8 residuos de
aminodacidos da sequéncia (Figura 20).

Outra forma de sequenciamento “de novo” realizado foi a digestdo do peptideo,
reduzido e alquilado, por tripsina. Os fragmentos tripticos foram fragmentados por lift
em Maldi/TOF. E seus fragmentos (Tabela 15) foram sobrepostos para a

complementacao da sequéncia.

| ——v K/Q G : c K/Q Y s c

Intensidade
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o

Figura 20 Sequenciamento “de novo” da fracdo 5 pura da pegonha de T. mattogrossensis por
MALDI/Tof com fragmentacdo na fonte (ISD); matriz DAN. Foram obtidos 8 residuos de
aminodcidos na série C.

Tabela 15 Sequéncias dos fragmentos tripticos obtidos por Maldi/TOF MS.

Massas dos Fragmentos(m/z) Sequéncias dos fragmentos
654,19 GFCDR
845,33 YSCFI/LR
937,33 PWGFCDR
1046,38 CYCYGVPK
1128,46 Y SCFI/LRPW
1380,56 NEPVWDYDTNK
1763,74 Y SCFI/LRPWGFCDR
2513,91 TNMSAASGY CAWPACYCYGVPK
4024,64 DHVK/QGCK/QY SCFI/LRPWGFCDRY CK/QTNMSAASGY
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O calculo de cisteinas realizado apés a reducao e alquilagdo do peptideo, mostrou
a presenca de 8 cisteinas. E isso foi comprovado na sequéncia parcial obtida (Figura 14).
Com as metodologias utilizadas nao foi possivel elucidar a extremidade N-terminal da
F5, com isso, sera necessario utilizar outros métodos.

A sobreposicdo das sequéncias dos fragmentos tripticos e da pequena sequéncia
obtida por ISD formou a seguinte sequéncia parcial para F5:
DHVK/QGCK/QY SCFI/LRPWGFCDRY CK/QTNMSAASGY CAWPACY CY GVPKNEPV
WDYDTNKC - 57 residuos.

Quando comparada a sequéncia parcial obtida para a F5 com o banco de
dados utilizado, Blast, foi obtida 77% de similaridade com a toxina Tb2-II (P60276),
75% com Tb2 (P56609) e 63% com Tb-1 de Tityus bahiensis; 75% de similaridade com a
toxina Ts2 (P68410), 63% com a toxina Ts1 (1B7D_A) de Tityus serrulatus; e também
obteve 57% e 51% de similaridade com as toxinas putativas de Tityus discrepans
(POC1X7) e Tityus zulianus (Q11165), respectivamente. Quando retiradas as sequéncias
do peptideo sinal dessas ultimas, por meio do programa Expasy, as sequéncias mostram
alta similaridade com a F5. O alinhamento da estrutura primaria parcial de F5 com as

sequéncias de alta identidade (

Toxina Sequéncia Referénc.

5 - DHVKGCKYSCFI RPWGFCDRYCKTNVSAASGYCAWPACYCY GVPKNEPVWADYDTNKC 57

Th2l | KEGYAVDH- EGCKFSCFI RPSGFCDGYCKTHLKASSGYCAWPACYCYGVPSNI KWADYATNKC 62 P60276
Tsl | KEGYAVDH- EGCKFSCFI RPAGFCDGYCKTHLKASSGYCAWPACYCYGVPDHI KWADYATNKC 62 P68410
Th2 KEGYAVMDH- EGCKFSCFPRPAGFCDGYCKTHLKASSGYCAWPACYCYGVPSNI KWADYATNKC 62 P56609
Tz2 KEGYL L DKSNGCKRSCFFGSTSWENTECKSK- SAEKGYCAWPSCYCYG-SDDSKMADLKTNKC 62 QL1 165
Tsl KEGYLMDH- EGCKL SCFI RPSGYCGRECA K- KGSSGYCAWPACYCYG-PNWKWDRATNKC 61 1B7D_A
Ardi scret. KNGYI | EP- KGCKYSCFWGSSTWENRECKFK- KGSSGYCAWPACWCYGLPDNVKI FDYYNNKC 61 POC1X7

. * . -k

skkk kkk -k ckkkkkhkkkhkkk kkk ok * k k

Figura 21 Alinhamento da sequéncia parcial de F5 com as sequéncias de alta identidade de
outras toxinas escorpidnicas ja conhecidas. Os residuos de aminoacidos em destaque mostram a
alta conservacao do padrao de cisteinas.
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Todas essas sequéncias com alta identidade a F5 sdo descritas como toxinas
escorpionicas do tipo . O que indica que a F5 pode ser uma [3-NaScTx. Porém, para se
saber a real atividade desse peptideo neurotoxico, foram feitos testes eletrofisioloégicos
com 4 tipos de células neuronais em “patch clamp”. Foram usadas células imortalizadas
HEK que expressam apenas canais Nay 1.3 e HEK que expressam Nay 1.6, células de
ganglios da raiz dorsal de rato (DRG) e células neuronais de ganglio do cordao
abdominal de barata (DUM).

Os resultados eletrofisiolégicos preliminares feitos com 1 uM de F5 mostraram
uma atividade de reducao de corrente de sddio, em protocolo de teste 0, de 71,5% (n=1)
em canais Nay 1.3 (Figura 22) e de 63,3+7% (n=3) de reducao em Nav 1.6 (Figura 23). E
em células dissociadas de insetos (DUM) a F5 mostrou um efeito consideravel de
35+4,1% (n=5) de redugao de corrente de sodio (Figura 24). Ja4 em células dissociadas
de mamifero (DRG) obteve-se um efeito de 13,2 (n=2) de inibicao de correntes de sédio
(Figura 25), todavia mais repeticdes de cada experimento deve ser realizados para a
comprovacao de sua atividade. Os registros de corrente X voltagem nao puderam ser

aproveitados.
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Figura 22 Teste representativo de “patch clamp” em modo “whole-cell” em célula
HEK Nay 1.3, com 1 uM de F5 (n=1). (A) Atividade da toxina F5 (vermelho) em
relacdo ao controle (preto), mostra uma reducdo de 71,5% da corrente; (B)
Porcentagem de inibicao da corrente de acordo com o tempo quando adicionada

a toxina F5 (vermelho).
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Figura 23 Teste representativo de “patch clamp” no modo “whole-cell” com 1
uM de F5 em células HEK Nay 1.6. Grafico representativo da atividade da toxina
F5 de 63,3+7% (n=3) de reducdo da corrente de sédio de canais Nav 1.6.
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Figura 24 Registro representativo da atividade da toxina F5 (1 pM) de reducéo
da corrente de s6dio em 35+4,1% (n=5). Teste eletrofisiolégico de “patch
clamp” no modo “whole-cell” sobre células dissociadas do ganglio do cordao
abdominal (DUM) da barata Periplaneta americana.
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Figura 25 Resultado representativo de “patch clamp” em modo “whole-cell” realizado
em células dissociadas de ganglios da raiz dorsal de ratos (DRG). (A) Grafico
representativo da atividade, 13,2+7% (n=2), da toxina F5 sobre a corrente de s6dio de
células DRG; (B) Grafico de curso temporal que mostra a atividade da toxina F5 sobre a
porcentagem de corrente de acordo com o tempo, a linha vermelha indica 0 momento
da perfusio da toxina.



5.3Fracao 6
A fracao cromatografica de nimero 6 (F6) mostrou uma atividade de reducao de
62,5% do potencial de agdo composto em teste eletrofisiologico de “Single Sucrose-Gap”
(Figura 26). Essa atividade é caracteristica de toxinas escorpionicas do tipo B (B-
NaScTx). Para a melhor caracterizacdo quimica e farmacoldgica do principio ativo, essa
fracdo também foi submetida a outros passos cromatograficos, espectrometria de massa

e testada em “patch clamp”.

10,9 m

1ms

Figura 26 Registro representativo da andlise eletrofisiolégica da fracdo 6 (ndo quantificada) em
“Sucrose-Gap” em nervo de ra, apds 40 min de aplicacdo da fracdo. Mostra a uma reducao de
62,5% do potencial de agdo composto.

A recromatografia da fracdo 6 mostrou a presenca de 3 sub-fragdes, porém com
apenas uma mais abundante, que passou a ser chamada de F6 (Figura 27). O grau de
pureza e a massa média da F6 de 7112,8 m/z foi obtida por Maldi/TOF no modo linear
(Figura 28). E a massa monoisotopica de 7108,0 m/z por espectrometria de massa do
tipo MicOTOF-QII, e calculada pelo programa de analise Bruker Compass usando o ion

de sete cargas.
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Figura 27 Segundo passo de Recromatografia da fracao 6 da peconha de T. mattogrossensis. Esta

apresenta uma fragdo mais abundante, CLAE-FR coluna analitica Luna, leitura a 216 nm, fluxo de
1 ml/min . Com gradiente otimizado de acetonitrila (linha pontilhada).
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Figura 28 Espectro de massa linear positivo em Maldi/TOF de F6, mostrando o grau de pureza e
a massa média do peptideo.

Assim como o F5, o peptideo F6 também passou por dois processos de
sequenciamento “de novo”. O primeiro por Maldi/TOF com a fragmentacdo na fonte
(ISD). Com essa metodologia foram obtidos 37 residuos de aminoacidos da sequéncia

primaria (Figura 29). E a segunda, por digestdo por tripsina do peptideo reduzido e
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alquilado. Os fragmentos tripticos foram fragmentados por lift em Maldi/TOF. E seus

fragmentos, mostrados na Tabela 16, foram sobrepostos para a complementacdo da

sequéncia.

2633175
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Figura 29 Sequenciamento da F6 por Maldi-TOF com fragmentacdo na fonte (ISD). Foram
obtidos 37 residuos de aminoacidos.

Tabela 16 Massas e sequéncias dos fragmentos tripticos obtidos pela digestdo do
peptideo F6. A fragmentacio foi feita por lift Maldi/TOF.

Massas dos Fragmentos (m/z)

Sequéncias dos fragmentos

1402,57
1489,67
1703,75
2179,86
2349,92

K/QEGY PTPHEGCK
[/LHI/LSK/QSGY CAWPA
GVPDNEPVWNYATNK
FSCFI/LRPWGFCDHY CK
CYCYGVPDNEPVWNYATNK

O cdlculo de cisteinas realizado ap6s a reducao e alquilagdo do peptideo, mostrou

a presenca de 8 cisteinas. Com as metodologias utilizadas foi possivel elucidar 62

residuos de aminoacidos. Porém a massa molecular do peptideo (7308,5 m/z) nao é a

mesma da soma das massas dos residuos de aminoacidos da sequéncia encontrada

(7069,05), sendo que essa possui 39 Da a menos que a massa de F6. Para a resolucao

desse problema faz-se necessario o uso de outras metodologias. Contudo, a sequéncia de

aminodacidos obtida para F6 foi:
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K/QEGY PTPHEGCKFSCFI/LRPWGFCDHY CKI/LHI/LSK/QGSGY CAWPACYCYGVPD
NEPVWNYATNKC - 62 residuos.

Quando comparada ao banco de dados de proteinas, Blast, a sequéncia de F6
possui similaridade de 81% com a toxina Tb2-1I (P60276) e 79% com Tb2 (P56609) de
Tityus bahiensis; 81% de similaridade com a Ts2 (P68410) e 63% com Ts1 (1B7D_A),
ambas toxinas de Tityus serrulatus; 50% e 51% de identidade com as similaridade
putativas das toxinas ardiscretina (POC1X7) de Tityus discrepans e Tz2 (Q11165) de
Tityus zulianus, respectivamente. Essas sequéncias putativas foram lancadas ao
programa Expasy para a elimina¢do da sequéncia do peptideo sinal. Quando comparada
a sequéncia de F6 com a sequéncia parcial que obtivemos de F5, foi visto uma grande
similaridade.

Por meio do programa ClustalW foi realizado o alinhamento da sequéncia de F6 a
outras sequéncias, como a de F5 e as de alta identidade listadas acima. Esse alinhamento

estd ilustrado na Figura 30.

Toxina Sequéncia Referénc.

F6 KEGYPTP- HEGCKFSCFI RPWGFCDHYCKL HL SAGSGYCAWPACYCYGVPDNEPVWINYATNKC 62

5 - DH- VKGCKYSCFI RPWGEFCDRYCKTNVBAASGYCAWPACYCYGVPKNEPVWDYDTNKEC 57

Tbh2 KEGYAMD- HEGCKFSCFPRPAGFCDGYCKTHL KASSGYCAWPACYCYGVPSNI KWADYATNKC 62 P56609
Th2-11 KEGYAMD- HEGCKFSCFI RPSGFCDGYCKTHLKASSGYCAWPACYCYGVPSNI KWADYATNKC 62 P60276
Ts2 KEGYAMD- HEGCKFSCFI RPAGFCDGYCKTHL KASSGYCAWPACYCYGVPDHI KWADYATNKC 62 P68410
Ts1l KEGYLMD- HEGCKL SCFI RPSGYCCRECA K- KGSSGYCAWPACYCYCGL PNWKVWDRATNKC 61 1B7D_A
Ardi sc. KNGYI | E- PKGCKYSCFWGESSTWENRECKFK- KGSSGYCAWPACWEYGL PDNVKI FDYYNNKC 61 POCL1X7
Tz2 KEGYL L DKSNGCKRSCFFGSTSWENT ECKSK- SAEKGYCAWPSCYCYGFSDDSKMADLKTNKC 62 QLI 165

s kkk kk*k -k * . kkkkkk- k- kk*k * % %

Figura 30 Alinhamento da sequéncia de F6 com as sequéncias de alta identidade de outras
toxinas escorpionicas ja conhecidas no banco de dados. Com o intuito de mostrar a alta
conservacdo do padrao dos residuos de cisteinas, esses foram destacados em cinza.

Assim como para a toxina F5, a sequéncia descrita a F6 apresentam alta
identidade com toxinas escorpidnicas do tipo . E isso também mostra que a toxina F6 é

uma possivel 3-NaScTx. Porém, para se obter a real atividade desse peptideo, foram
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feitos os mesmos testes eletrofisiol6gicos com os 4 tipos de células neuronais em “patch
clamp”, com os tipos celulares (HEK Nay 1.3 e Nay 1.6 e DRG).

A toxina F6 mostrou atividade de reducdo de 35,81+10,2% (n=5) da corrente de
sédio em células HEK Nay 1.3 (Figura 31). E essa atividade foi intensificada quando
aplicado o pulso despolarizante de +50 mV, que passou a ser uma porcentagem de
inibicdo de 95,15+3,65% (n=2). Com a lavagem, a atividade foi parcialmente reversivel
(Figura 32). Os testes com a concentra¢do de 1 uM de F6 ndo apresentam atividade em
células HEK Nay 1.6.

Em células DRG foi obtido apenas um registro para a atividade de F6 que
mostrou a atividade de reducao da corrente de sédio em 25% (Figura 33), com isso,
novos testes serdo necessarios para o esclarecimento da atividade nesse tipo celular. Os

registros de corrente X voltagem nao puderam ser aproveitados.
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Figura 31 Teste eletrofisiolégico de “patch clamp” em modo “whole-cell” em célula
HEK Nay 1.3 da toxina F6 (1 uM). (A) Célula representativa da atividade da toxina F6
sobre a corrente de sédio de canais Nav 1.3. Mostra uma redugao da corrente quando
aplicada a toxina (vermelho) em rela¢do ao controle (preto). Em azul, mostra a lavagem
parcial da toxina. A F6 foi novamente perfundida (verde) e lavada (cinza); (B)
Porcentagem de corrente de acordo com o tempo de registro. Os tracos em vermelho
indicam os momentos de perfusio do toxina, que mostrou uma atividade de reducao de
35,81+10,2% (n=5).
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Figura 32 Teste eletrofisiolégico em “patch clamp” no modo “whole-cell” em célula
HEK Na, 1.3 da toxina F6 (1 pM) no protocolo com pulso despolarizante de +50 mV por
1 ms. (A) Registro de corrente de sdcio, em preto esta a corrente controle, em vermelho
a atividade de 95,15+3,65% (n=2) da toxina F6 e azul a lavagem parcial da toxina; (B)
Porcentagem de corrente em relagdo ao tempo te registro. A linha vermelha mostra o
momento da perfusdo de Fé.
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Figura 33 Resultado representativo de “patch clamp” em modo “whole-cell” realizado
em células dissociadas de ganglios da raiz dorsal de ratos (DRG). (A) Grafico
representativo da atividade, 25% (n=1), da toxina F6 (1uM) sobre a corrente total de
sddio de células DRG; (B) Porcentagem de corrente de acordo com o tempo, a linha

vermelha indica o momento da perfusdo da toxina Fé.
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6. DISCUSSAO

As sequéncias obtidas dos peptideos focos do trabalho, F5 e F6, mostraram alta
identidade com outras toxinas descritas de escorpides do género Tityus. Com os residuos
de cisteinas e outras regides com alto nivel de conservacao obteve-se similaridade de 50
a 81%. A toxina F5 apresentou 79% de similaridade com a toxina Tb2 e Tb2-II de Tityus
bahiensis e Ts2 de Tityus serrulatus; 61% com Ts1 também de T. serrulatus; 50% e 51%
de similaridade com as sequéncias putativas das toxinas ardiscretina de Tityus
discrepans e Tz2 de Tityus zulianus, respectivamente.

A sequéncia do peptideo F6 mostrou 81% de similaridade com a toxina Tb2-II,
79% com Tb2 e 63% com Tb-1 de Tityus bahiensis; 81% de similaridade com a toxina
Ts2, 63% com a toxina Ts1 de Tityus serrulatus; e também obteve 50% e 51% de
identidade com as toxinas putativas de Tityus discrepans e Tityus zulianus,
respectivamente. Observa-se que as sequéncias de aminoacidos das toxinas F5 e F6 sdo
muito similares entre si e com toxinas descritas como toxinas escorpidnicas do tipo (3 de
canais para sédio (BATISTA et al, 2006; BECERRIL et al, 1996; BORGES et al., 2006;
MANSUELLE et al,, 1992; PIMENTA et al.,, 2001; POSSANI et al., 1985), o que sugere e
direciona a essa atividade.

Essas toxinas com alta similaridade as toxinas alvos do trabalho sdo descritas
como (3-NaScTx que possuem atividade em mamiferos e insetos. Um exemplo é a Ts1 é o
componente de maior abundancia na pegonha do escorpido Tityus serrulatus, tem uma
alta toxicidade em mamiferos (POSSANI et al., 1985). A toxina Ardiscretina, isolada da
peconha do escorpido venezuelano Tityus discrepans, possui o efeito inibitério apenas
em invertebrados, ndo apresentando atividade em camundongos, sendo considerada
assim, uma toxina inseto-especifica (D’SUZE et al, 2004). Pimenta e colaboradores

(2001) descreveram a atividade de Tb2-II de Tityus bahiensis em mamiferos a injecdo
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intracerebroventicular de 100 ng/rato foi letal e em insetos a DLso foi de 40 ng/mosca. A
toxina Tb2-II difere da Tsll em trés residuos de aminoacidos e, interessantemente, isso
causa uma diferenca na atividade de TsllI, que nao é ativa quando injetada em moscas
varejeiras (LIMA et al., 2007).

Outra [-NaScTx bem estudada é a Tzl, encontrada no escorpido venezuelano
Tityus zulianus, que possui atividade em varios tipos de canais Nay. LEIPOLD e
colaboradores (2006) mostraram que Tzl afeta fortemente os canais Nay, 1.4
encontrados em musculo esquelético, os canais neuronais Nay 1.2 e Nay 1.6 foram
levemente sensiveis, ja os canais Nay 1.5 presentes no coracdo e Nay 1.7 de nervos
periféricos, nao foram afetados.

COHEN e colaboradores (2005), em revisao, descreveram a possivel estrutura
secundaria das B-NaScTx, onde, na Figura 34, mostra as regioes de folhas-f3 e a-hélices
de acordo com as regides da sequéncia de aminoacidos. Quando observado o padrao e
similaridade das sequéncias, as toxinas F5 e F6, possivelmente, estariam inseridas no
grupo de toxinas [-NaScTx com atividade anti-insetos e anti-mamiferos, e com isso

seguiriam o mesmo padrao de estrutura secunddria.
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Figura 34 Alinhamento se sequéncias de [3-NaScTx mostrando as regioes de folhas-f3 e a-hélice
como estrutura secundaria. As quatro pontes dissulfeto sdo indicadas com as ligagdes das
cisteinas destacadas (Fonte: COHEN et al.,, 2005 apud VARGAS, 2012)

Os testes eletrofisiologicos preliminares das toxinas F5 e F6 mostraram uma
perspectiva da possivel atividade em canais para s6dio de células DRG. Essas células
expressam uma variedade de isoformas de canais para sodio, incluido canais resistentes
a TTX (TTX-R), que sdo basicamente Nay 1.8 e 1.9, além dos canais sensiveis a TTX
(HILLE, 2001; RUSH et al, 2007). A busca continuada por toxinas ativas em células DRG
demonstra o grande potencial biotecnolégico para produgdo de analgésicos, bem como
de novas ferramentas cientificas para estudos da dindmica de canais resistentes a TTX.

Somente a F5 mostrou atividade em canais Nay 1.6, em testes preliminares com 1
uM de toxina, com a redugdo de 63,3+7% (n=3) da corrente. Acredita-se que os canais
Nay 1.6 sdo um tipo de canal mais expressado no sistema nervoso central. E esta
envolvido no processo cognitivo e comportamental, isso foi descoberto a partir da
mutacdo do gene do canal Nay 1.6 implicou na atrofia cerebelar, déficits

comportamentais e ataxia (ENGLAND & GROOT, 2009). A descoberta de toxinas com
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acao nesse canal pode auxiliar no melhor conhecimento das fun¢des dos canais e
doengas a eles relacionadas.

A atividade de 35%+4,1% da F5 também em canais de células DUM indicam que
essa toxina possui atividade tanto em mamiferos quanto em insetos. Os neurénios DUM
sdo importantes para a locomoc¢do, neuromodulacao e secreta octopamina que muda a
tensdo basica usada em diferentes substratos metabélicos dos insetos (BRONE et al.,
2003; GROLLEAU & LAPIED, 2000). Tendo em vista a sua abundancia na pegonha e sua
atividade farmacolégica, possivelmente, a toxina F5 tem um importante papel na
paralizacdo de presas artropodes.

Existem poucos trabalhos sobre a atividade de toxinas escorpionicas em células
DUM. Durante a revisao bibliografica para esse trabalho foram encontrados apenas dois
trabalhos que se referem a a-NaScTx descritas de Buthus martensi (BmK M1) e Buthus
occitanus tunetunus (BotIT2) (BORCHANI et al., 1996; BRONE et al., 2003). Atualmente, a
maioria dos testes da atividade das toxinas inseticidas sdo “in vivo”, o que ndo indica a
sua ac¢do farmacoldgica especifica nem o seu alvo molecular. Demonstrando, assim, a
necessidade de mais estudos utilizando a técnica de “patch clamp” com células
neuronais de insetos (DUM). Esse trabalho é o primeiro a descrever a atividade de uma
possivel B-NaScTx em correntes de sodio nesse tipo celular.

Os canais Nay 1.3 sdo expressos no sistema nervoso central e periférico. Esta
relacionado ao sistema nociceptivo, assim como os canais Nay 1.8 e 1.9 encontrados em
DRG (DIB-HA]JJ et al., 2009; LAl et al., 2004). As toxinas descritas nesse trabalho, F5 e F6,
apresentaram atividade de reduc¢do da corrente de s6dio em células HEK Nay 1.3 de
71,5% (n=1) e 35,81+10,2% (n=>5), respectivamente. Porém, a atividade de F5 deve ser

melhor estudada. Se a hipétese da toxina F5 ser ativa em células DRG e Nay 1.3 for
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atendida, isso mostra que essa toxina pode vir a auxiliar nos estudos sobre dores
neuropaticas.

Quando testada a toxina F6 em células HEK Nay 1.3 com o protocolo com pulso
despolarizante de +50 mV, a atividade da toxina aumentou de 35,81+10,2% (n=5) para
95,15 (n=2). Essa atividade de diminuicao brusca da corrente com a presenca de um
pulso despolarizante prévio, é incomum em (-NaScTx. O que se conhece sobre a
atividade da [3-NaScTx nesse caso de despolarizagdo prévia, é que ocorre um aumento
da corrente em potenciais mais negativos (RODRIGUES DE LA VEGA & POSSANI, 2007).
Isso deve-se a inducdo de uma mudanca conformacional do sensor de voltagem do
dominio II do canal, gerado pelo pré-pulso, com isso, promove um aumento da forca de
ligacdo da toxina. Nesse caso, a ligacdo da toxina impede o retorno do sensor de
voltagem ao estado de repouso e reduz a energia necessaria para a abertura do canal
(CESTELE et al, 2006; RODRIGUES DE LA VEGA & POSSANI, 2007). Isso leva ao
questionamento da real atividade das toxinas descritas nesse trabalho sobre os canais
para sodio.

Com isso, as sequéncias foram novamente analisadas e os aminoacidos que se
diferenciaram aos das [-NaScTx foram questionados. De acordo com COHEN e
colaboradores (2005), quando analisadas a atividade da Css4, uma 3-NaScTx isolada de
Centruroides noxius, com mutacdes em regides especificas da sequéncia, demonstraram
que a regido farmacoférica das -NaScTx é a dos aminodcidos F17, E28 margeada por
Y24 e Q32. E o aminoacido “Hot spot” que interage eletrostaticamente com a carga
positiva do sitio receptor dos canais para sodio é o E28, o que gerou uma reducdo da
interacao da toxina com o canal de 3 de magnitude quando realizada a mutacao desse
aminodacido. As toxinas F5 e F6 possuem uma modificagdo no aminoacido equivalente ao

“hot spot” descrito por COHEN e colaboradores (2005), como demonstrado na Figura 35.
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Sendo a mudanc¢a de um aminoacido carregado positivamente (acido glutamico - E) por
um ndo carregado aromatico (tirosina - Y). O que pode modificar a forma de interacdo

com o0s canais para sédio.

|

Cosd -RESYLVNEYTSCRFECFELGDNDYCLRECROOYCRG GGy OV AF- - GCWCTHLYE QAVVWELENETCN &6
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Figura 35 Alinhamento entre as 3-NaScTx de C. noxius e T. serrulatus ja descritas com relacdo as
toxinas F5 e F6 de T. mattogrossensis mostrando a regido farmacoférica (setas) de acordo com o
trabalho de COHEN e colaboradores (2005). As setas cinzas mostram os aminoacidos que fazem
parte da regido farmacof6rica, seta preta indica a regido “hot spot”.

RAMIREZ-DOMINGUEZ e colaboradores (2002) descreveram a Cn11 da pegonha
de Centruroides noxius, uma toxina com atividade de bloqueio de canais para sédio em
neuronios de lagostim Procambarus clarkii. Essa atividade foi demonstrada com a
permanéncia no mesmo potencial de ativacao dos canais para so6dio de acordo com o
controle, ndo havendo o deslocamento para potenciais mais negativos como §é
caracteristico em toxinas 3 de canais para soédio. Quando analisada a sequencia de Cn11,
a regido de “hot spot” também possui uma modificacdo do aminoacido para uma alanina
(A), ndo polar (Figura 35) o que indica que essa regiao pode estar relacionada com a
interacao da toxina a outra regido do canal para sodio.

Essa diferenca de aminoacidos na regido a-hélice, formadora do “loop” da
molécula, que é responsavel pela interacdo com os canais para soédio, podem ser a razao
pela qual a toxina F6 mostrou uma atividade incomum quando realizado o pré-pulso em
células HEK Nay 1.3. Podendo assim, as toxinas F5 e F6, possuirem atividade de bloqueio
dos canais para sodio, semelhante ao que foi descrito para Cnll. Os ensaios
eletrofisiolégicos mais detalhados devem ser feitos para solucionar este

questionamento.
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7. CONCLUSAO

* O fracionamento dos componentes peptidicos da pegonha do escorpido Tityus
mattogrossensis, mediante cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) mostrou a
presenca de 65 facoes diferentes, sendo 7 fragdes mais abundantes, segundo leituras por
absorbancia.

* Os testes de busca bio-guiada da atividade dos peptideos das 7 fracdes de maior
abundancia encontrados na peconha do escorpido Tityus mattogrossensis em nervos de
ra, por meio da técnica “Single Sucrose-Gap”, identificaram quatro fra¢gdes com acao
neurotoéxica. Sendo uma com atividade de retardo da repolarizacdo do potencial de acao
e trés com atividade de redugdo do potencial de agao.

* Duas fracdes (F5 e F6) foram purificadas, as massas dos peptideos foram
analisadas em espectrometria de massas. E as suas sequéncias primdrias foram
parcialmente obtidas por meio de sequenciamento “de novo” em MALDI-TOF/MS. Com
as sequéncias obtidas para toxinas F5 e F6 sugere-se que sdo toxinas escorpidnica do
tipo B, sendo assim, agem no sitio 4 dos canais para s6dio voltagem dependentes.

* Os testes eletrofisioldgicos em "patch clamp” da toxina F5, em:

0 Nav 1.3: atividade de reducdo da corrente de 71,5%, mais testes
deveram ser feitos;

0 Nay 1.6: atividade de reducdo da corrente de 63,3+7%;

0 DUM: atividade de redugao da corrente de 35+4,1%;

0 DRG: atividade de reducdo da corrente de 13,2, mais testes serao
necessarios.

* Os testes eletrofisioldgicos em "patch clamp” da toxina F6, em:

0 Nav 1.3: atividade de reducao da corrente de 35,81+10,2%j;
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0 Nav 1.3 com pré-pulso: atividade de reduc¢do da corrente de
95,15+3,65%;

0 Nay 1.6: sem atividade na concentracao de 1 pM;

0 DRG: atividade de reducao da corrente de 25%, mais testes serao
necessarios.

* A pecgonha do escorpido Tityus mattogrossensis possui duas toxinas abundantes
que possuem acdo sobre canais para sodio voltagem dependentes. E podem ser as
primeiras toxinas descritas com atividade de bloqueio de canais para sddio ja descritas

no género Tityus.
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