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RESUMO

Peconhas de escorpifes sdo misturas ricas que compreendem compostos
como enzimas, proteinas e peptideos. A familia Buthidae é a mais estudada dentre as
familias de escorpido devido aos envenenamentos de importancia médica e ao seu
potencial biotecnologico. Dentre as espécies conhecidas, pode-se destacar o
escorpido Tityus serrulatus. Os peptideos destas peconhas podem ser classificados
em dois grupos, os peptideos sem pontes dissulfeto (NDBP), que podem ter acao
antimicrobiana e os peptideos com pontes dissulfeto (DBP), que se caracterizam pela
acao em canais ibnicos de membranas celulares como sodio (Na*) e potassio (K*). Os
peptideos que atuam em canais de sédio sdo denominados NaScTxs. Canais de sodio
estdo distribuidos por todo o corpo e sdo responsaveis pela iniciagdo e propagacao
do potencial de acdo. Estruturalmente, esses canais possuem quatro dominios
transmembréanicos, contendo cada um seis a-hélice (S1-S6) e duas ou trés
subunidades B. Existem nove isoformas de canais de s6dio em mamiferos (Nav1.1 a
Navl.9), sendo que cada isoforma possui distribuicdo e funcdo caracteristicas.
Mutacbes nesses canais podem acarretar em doencas conhecidas como
canalopatias. A busca por compostos capazes de agir neles sdo importantes visando
o desenvolvimento de futuros farmacos. Diversas toxinas do Tityus serrulatus ja foram
identificadas e isoladas, sendo que algumas ja possuem caracterizacao
eletrofisiol6gica em canais de sddio e/ou potassio. A Ts17 € um peptideo que ainda
nao foi estudado, sendo conhecido apenas seu precursor. Essa toxina apresenta
grande similaridade com peptideos da classe das a-NaScTxs, indicando uma possivel
acdo nos canais Nav afetando sua inativacao rapida. Sendo assim, o objetivo do
estudo é isolar e caracterizar eletrofisiologicamente (patch-clamp) a toxina Ts17 em
canais de sodio voltagem dependentes de humanos (Navl.l a Navl.7). Para
purificacdo da toxina a partir da peconha bruta de T. serrulatus, foram necessérias
trés etapas de fracionamento cromatografico em coluna de fase reversa. O peptideo
Tsl7 eluiu a 32% de acetronitrila na cromatografia da peconha bruta. O
sequenciamento parcial e a massa monoisotopica [M+H]* foram obtidos em MALDI-
TOF. Obteve-se a sequéncia de 43 residuos de aminoacidos dos 64 totais e a massa
monoisotopica [M+H]* de 7234,4212 Da. Os testes eletrofisiolégicos foram feitos a
uma concentracao de 100 nM para todos os subtipos (Navl.1-Navl.7). A Ts17 alterou

a probabilidade de abertura dos canais para potenciais mais hiperpolarizados, tanto



na ativacao quanto na inativacdo, sendo Nav1l.2 a isoforma mais afetada para ativacao
e a isoforma Nav1l.5 para inativacdo. Ndo foram observadas diferencas entre os testes
com e sem pré pulso. Em relacdo a recuperacdo da inativacao lenta dos canais, a
maior alteracdo na variacdo do tau foi do subtipo Navl.5, por fim, ndo foram
observadas alteracdes na inativacdo rapida dos canais, prolongando-os. Dito isso,
apesar de ter alta porcentagem de identidade com a-NaScTxs, a toxina possui
caracteristicas eletrofisiolégicas de B-NaScTxs, pois altera o shift de voltagem dos
subtipos de canais de sddio, além de reduzir a amplitude de corrente, podendo essa
atividade oposta ao esperado ser devido a similaridade tridimensional de a e (-

NaScTxs e orientacéo de ligacdo similares.

Palavras chaves: Escorpido, Tityus serrulatus, toxinas de escorpido, canais de sédio

voltagem dependentes e Patch clamp.



ABSTRACT

Scorpion venoms are rich mixtures that comprise compounds as enzymes,
proteins and peptides. The Buthidae family is the most studied of the scorpion families
due to the poisonings and their biotechnological potential. Among the known species,
we can highlight the scorpion Tityus serrulatus. The peptides of these venoms can be
classified into two groups, no disulfide bridges peptide (NDBP) with antimicrobial action
and disulfide bridges peptide (DBP) that are characterized by the action on ion
channels of cellular membranes like Na*and K*. Peptides that act on sodium channels
are called NaScTxs. Sodium channels are distributed throughout the body and are
responsible for the initiation and propagation of the action potential. Structurally, these
channels have four transmembrane domains each containing six a-helices (S1-S6)
and two or three 3-subunits. There are nine isoforms of sodium channels in mammals
(Navl.l1 to Navl.9), each isoform with characteristic distribution and function.
Mutations in these channels can lead to diseases known as channelopathies. The
search for compounds capable of acting on them is important for the development of
future drugs. Several toxins of Tityus serrulatus have already been identified and
isolated, some with electrophysiological characterization in sodium and / or potassium
channels. Ts17 is a peptide without studies about your function, only its precursor
being known. This toxin presents great similarity with peptides of the class of o-
NaScTxs, indicating a possible action in the Nav channels affecting its rapid
inactivation. The aim of the study is to isolate and characterize electrophysiologically
(Patch-clamp) the Ts17 toxin in human-dependent voltage sodium channels (Navl.1
to Navl.7). The purification of the toxin from the crude venom of T. serrulatus occurred
in three steps of reverse phase chromatographic fractionation, Ts17 eluted at 32%
acetonitrile on crude venom chromatography. Partial sequencing and monoisotopic
mass [M + H]" were obtained in MALDI-TOF. The results showed 43 amino acid
residues of 64 and the monoisotopic mass [M + H]* of 7234.4212 Da.
Electrophysiological tests were done at a concentration of 100 nM. The toxin altered
the open probability of channels in activation and inactivation states, with Nav1.2 being
the most affected isoform for activation and the Navl1.5 isoform for inactivation. No
differences were observed between prepulse and non-prepulse tests. To the recovery
(slow inactivation), the major tau variance was of the Nav1l.5 subtype. Finally, no

change in the rapid inactivation was evaluated. the toxin has high percentage of identity



with a-NaScTxs, but functionally the toxin has characteristics of B-NaScTxs, because
change the open probability of sodium channels, besides to reduce current amplitude.
This opposite to expected activity can be by three-dimensional similarity between alfa
and beta toxins and similar binding orientation of both.

Key Word: Scorpion, Tityus serrulatus, Scorpion toxins, Voltage-gate sodium
channels and Patch clamp.
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|.  INTRODUCAO

1. Escorpiao

Atualmente cerca de 2000 espécies de escorpido ja foram descobertas (MARTIN-
EAUCLAIRE et al.,, 2016; PUCCA et al, 2015a), entretanto, nem todas sé&o
consideradas perigosas para os seres humanos, reduzindo esse nimero para menos
de 50 espécies com importancia médica (LOURENCO, 2015). Os escorpifes estao
compreendidos no reino animalia, filo Arthropoda, sub-filo Chelicerata, classe
Arachnida e ordem Scorpiones, sendo eles um dos animais mais antigos de sua classe
(aranhas, &caros, opilides e etc) encontrados na natureza (CAO et al., 2014). Estudos
demonstram que os escorpides existem h& cerca de 400 milh6es de anos,
apresentando habitat bastante variado, como por exemplo savanas, florestas
tropicais, cavernas e ambientes urbanos (BRAZIL et al., 2010; CRUZ et al., 1995;
MARCUSSI et al., 2011; SOARES; SCHETINI DE AZEVEDO; DE MARIA, 2002). Seu
hébito, normalmente, € noturno e discreto, permanecendo embaixo de entulhos, tijolos
e galhos de arvore (CRUZ et al., 1995; MARCUSSI et al., 2011; SILVA et al., 2005).
Estruturalmente, o corpo do escorpido é dividido em 2 partes, o prossoma e 0
opistossoma. O prossoma constitui a cabeca e o térax do escorpido e o opistossoma,
dividido também em mesossoma e metassoma, o abdémen, o telson contendo a
glandula de peconha e a agulha inoculadora (MARCUSSI et al., 2011; SILVA et al.,
2005). Devido ao aparato inoculador, os escorpides, vespas, serpentes e aranhas
possuem peconha, ja 0s sapos e algumas aves possuem veneno, pois nao
apresentam esse aparato, sendo necessario o contato com a mucosa do ser vivo para
acado das toxinas (HADDAD JUNIOR et al., 2015). Devido ao vasto territorio e a
variedade de ambientes, o Brasil € um dos principais paises com grande diversidade
de escorpides, principalmente a regido norte e nordeste. Dentre as familias
encontradas temos Chactidae, Bothriuridae, Liochelidae e Buthidae (BRAZIL,;
PORTO, 2010).

2. Escorpides no Brasil

No Brasil existem 4 familias de escorpides. A familia Chactidae esta distribuida na
regido Nordeste, Centro-Oeste e principalmente na regido Norte, possuindo espécies
como Brotheas jourdani, Chactopsis burhnheimi e Teuthraustes amazonicus. A familia

Bothriuridae, distribuida pelo Brasil inteiro, possui espécies como Brazilobothriurus
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pantanalensis e Thestylus signatus. A familia Liochelidae, localizada apenas na regiao
Norte com duas espécies, Opisthacanthus borboremai e Opisthacanthus cayaporum
(BORTOLUZZI; QUEROL; QUEROL, 2007; BRAZIL; PORTO, 2010). Ja familia
Buthidae, a de maior relevancia, compreende a grande maioria das espécies com
potencial letal para o ser humano (HMED; SERRIA; MOUNIR, 2013), entre elas, Tityus
serrulatus, Tityus obscurus, Tityus stigmurus, Tityus bahiensis, entre outras séo
consideradas importantes para estudos tanto biotecnolégicos, pelo potencial
farmacoldgico, quanto pelos envenenamentos causados por sua peconha (BATISTA
et al., 2007; DIEGO-GARCIA et al., 2005; PUCCA et al., 2012).

3. Tityus serrulatus

3.1) Estrutura corporal

O escorpido Tityus serrulatus apresenta tronco escuro, porém, partes do seu
corpo como cauda, pedipalpos e patas sdo amareladas, originando seu nome popular
de escorpido amarelo, além de serrilhas no dorso da cauda, dando origem ao nome
serrulatus (Figura 1) (LOURENCO, 2015; MARCUSSI et al., 2011; PUCCA et al.,
2015a). Possui reproducdo por partenogénese (LOURENCO; CLOUDSLEY-
THOMPSON, 1999) e seu tamanho, em média, varia de 5 a 7 centimetros, com
distribuicdo geogréfica no Distrito Federal e entre os estados de Minas Gerais, Sao
Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, entre outros (LOURENCO, 2015; SOARES;
SCHETINI DE AZEVEDO; DE MARIA, 2002). Essa espécie € considerada a mais
perigosa da América do Sul, tendo varios casos de envenenamentos principalmente
no estado de Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 2013; SOARES; SCHETINI DE
AZEVEDO; DE MARIA, 2002).
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Figura 1. Tityus serrulatus. Foto por
Menezes L.F.S

3.2) Envenenamento

Com o crescimento urbano e a entrada do ser humano no habitat natural dos
escorpides, ataques desses animais se tornaram mais frequentes com o passar dos
anos, sendo o Tityus serrulatus um dos maiores responsaveis pelos acidentes
considerados graves no Brasil (BUCARETCHI et al., 1995; FIALHO et al., 2011,
KOTVISKI; BARBOLA, 2013). Apesar dessa espécie ser considerada a mais perigosa
da América do Sul (CRUTTENDEN et al., 2008; PUCCA et al., 2011; VASCONCELOS
et al.,, 2004), os sintomas, no geral, causados pelo ataque sdo de efeitos leve e
moderados como dores, vomitos, sudorese, hipertenséo, entre outros. Sintomas mais
graves como falha cardiaca, edema pulmonar, convulsdo, coma e morte S&o menos
frequentes, porém podem ocorrer, sendo criancgas, idosos ou pessoas com problemas
cardiacos mais propensos a esses efeitos (BENVENUTI; DOUETTS; CARDOSO,
2002; BUCARETCHI et al., 1995; DE AZEVEDO-MARQUES; CUPO; HERING, 2003;
LIRA-DA-SILVA; AMORIM; BRAZIL, 2000; SILVA et al., 2015; TORRES et al., 2002).

3.3) Tratamento

Normalmente, ndo é necessario tratamento com medicamentos antiveneno, e
sim, monitoramento da saude do paciente por 4 a 6 horas e administracdo de
anestésicos para aliviar a dor, reidratagdo em caso de vomitos, entre outros. Ja& em
pacientes com efeitos moderados e graves, 0 monitoramento deve ser de pelo menos
24 horas e com probabilidade de administracdo do antiveneno (2 ou 3 ampolas para
os estados moderados e 4 a 6 ampolas para os estados graves) visando a melhor

manutencdo e o suporte para os 6rgaos vitais do paciente (COLOGNA et al., 2009;
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DE AZEVEDO-MARQUES; CUPO; HERING, 2003; FREIRE-MAIA; CAMPOQOS;
AMARAL, 1994; MARCUSSI et al., 2011; TORRES et al., 2002).

4. Toxinas de escorpiao

A composicdo da peconha de escorpido € bastante rica e diversificada, tendo
como componentes, por exemplo, aminas bioativas, muco, lipideos, enzimas,
proteinases, hipotensinas, proteinas e peptideos (BATISTA et al., 2004; POSSANI et
al., 1999; SCHWARTZ et al., 2007). Os peptideos provenientes de peconhas podem
ser classificados em dois grupos: os peptideos sem pontes dissulfeto (NDBPs), que
podem ter atividade antimicrobiana, imunomoduladora ou hipotensora (ALMAAYTAH;
ALBALAS, 2014; ZENG; CORZO; HAHIN, 2005); e os peptideos com pontes
dissulfeto (DBPs) que atuam em canais idnicos de membranas celulares, como os
canais permedaveis a Na* e K* (ALMAAYTAH; ALBALAS, 2014; RATES et al., 2008).
Geralmente, as toxinas consideradas de cadeia longa, com cerca de 60 a 70
aminoacidos, dos quais 8 cisteinas formando 4 pontes dissulfeto, atuam nos canais
de sodio voltagem dependentes (Nav) (VASCONCELOS et al., 2005). Ja as toxinas
consideradas de cadeia curta, com cerca de 23 a 42 aminoé&cidos, 6 cisteinas
formando 3 pontes dissulfeto, atuam em canais de potassio voltagem dependentes
(Kv) (BATISTA et al., 2002). As que atuam em Nav sdo também denominados por
NaScTxs (RODRIGUEZ DE LA VEGA; POSSANI, 2005).

Devido a sua importancia médica, estudos relacionados a peconha do Tityus
serrulatus vem crescendo, encontrando-se em sua peconha Varios componentes
neurotoxicos (PUCCA et al., 2016). Diversas toxinas ja estao descritas na literatura e
algumas com estudos eletrofisiolégicos (Quadro 1) (ARANTES et al.,, 1994;
BORDON; COLOGNA; ARANTES, 2014; BORGES et al, 2004) como a Tsl
(CONCEICAO et al., 2005) e Ts6 (ZOCCAL et al., 2013), com ac¢bes em canais de
soédio e potassio, respectivamente. As nomenclaturas das toxinas desse escorpido
ainda geram confusdes devido a variedade de possibilidades de nomes para uma
mesmo componente (COLOGNA et al., 2009; PIMENTA et al., 2001). O presente
estudo baseia-se na nomenclatura feita pelo grupo do professor doutor Possani,
utilizando-se as iniciais do nome da espécie Tityus serrulatus (Ts) (BECERRIL et al.,
1996; COLOGNA et al., 2009).
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Quadro 1. Neurotoxinas descritas do escorpido Tityus serrulatus e os respectivos alvos moleculares
dessas toxinas avaliadas em eletrofisiologia em canais ionicos.

Toxinas

Tsl

Ts2
Ts3
Ts4
Ts5
Ts6

Ts7
Ts8
Ts9

Ts10
Tsll

Ts12

Ts13
Ts14

Ts15
Tsl16
Tsl7
Ts18
Ts19

Ts20

Massa molecular

6879 Da

6998 Da
7227 Da
6704 Da
7187 Da
4514 Da

3939 Da
6712 Da
3776 Da

1603 Da
2936 Da

2991 Da

3017 Da

2723 Dal2724 Da/2652
Da/2653 Da
3956 Da

3300 Da
7547 Da
5971 Da
7354 Da/6575 Da/5519 Da

1231 Da

Alvo(s) moleculares Referéncias

DmNavl/Navl.2/Navl.3/Navl.4/Navl.5/Navl.6 (PEIGNEUR et al., 2015)
(COELHO et al., 2014)

Na 1.2/ 1.3/1.5/1.6/1.7 (COLOGNA et al., 2012)
- (ALVARENGA et al., 2012)
Navl.6 (PUCCA et al., 2015hb)
Nav1.2/1.3/1.4/1.5/1.6/1.7 e DmNavl (PUCCA et al., 2015c)
Kv1.2/Kv1.3 e Shaker (CERNI et al., 2014)
(PUCCA et al., 2014)
Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3, Kv1.6 e Shaker (CERNI et al., 2014)
Kv4.2 (PUCCA et al., 2016)
Kv11l.1/KCa2.2/KCa2.3 (SHAKKOTTAI et al.,

2001) (ABDEL-
MOTTALEB et al., 2008)
-- (FERREIRA et al., 1993)
Kv1.2, Kv1.3, Kv4.2, Kv10.1, hERG e Shaker IR (CREMONEZ et al., 2016)

Kv1l.2, Kv1.3, Kv1.4, hERG e Shaker IR (CREMONEZ et al., 2016)

- (CREMONEZ et al., 2016)
- (ALVARENGA et al., 2012)

Kv1.2/Kv1.3/Kv1.6/Shaker IR (COLOGNA et al., 2011)
- (ALVARENGA et al., 2012)
- (ALVARENGA et al., 2012)
- (ALVARENGA et al., 2012)
Kv1.2 (ALVARENGA et al., 2012)
(CERNI et al., 2016)
(PUCCA et al., 2016)
(LIMA et al., 2015)

5. Canais ibnicos

Canais ibnicos sdo macromoléculas capazes de formar poros em membranas

celulares, tem como principal funcdo a excitabilidade de membranas de células
excitaveis, como neurénios (JENTSCH; HUBNER; FUHRMANN, 2004). Existem

diversos tipos de canais com caracteristicas variaveis de estrutura, modo de ativagao

e sensibilidade a agentes internos e externos, sendo sua seletividade, ibnica ou néo,

0 primeiro critério para sua classificacdo (BEZANILLA, 2008). Dentre os principais

canais existentes, destacam-se 0s canais de potassio, canais de calcio, canais de
sédio e canais de cloreto (HUBNER; JENTSCH;, 2002).
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5.1) Canais de s6dio voltagem dependentes

Distribuidos por todo o corpo, os canais de sédio podem ser encontrados em
neurénios, muasculos, miocitos, entre outras células excitdveis (NAMADURAI et al.,
2015). Esses canais séo responsaveis pela iniciacdo e propagacéo do potencial de
acao, além de interferir nos potenciais graduados (BOSMANS, 2005; CATTERALL,
2000). Ademais, sao proteinas que formam poros na membrana das células excitaveis
com seletividade para Na*, consequentemente gerando um influxo de ion sédio para
dentro da célula (BOSMANS; TYTGAT, 2007; CAMPOS et al., 2008). Estruturalmente,
os Navs sdo compostos por dois tipos de subunidades, a e B (CESTELE et al., 1998;
NAMADURAI et al., 2014). A subunidade a possui 260 kDa, sendo ela dividida em 4
dominios homologos transmembranicos (CATTERALL et al., 2007; NAMADURAI et
al., 2015). Cada um desses dominios possui seis a-hélices, denominadas de S1 a S6
(CAMPOS; CORONAS; BEIRAO, 2004; TSAI et al., 2013; ZHANG et al., 2012). As
subunidades B, geralmente uma ou duas, estdo associadas a essas a-hélices e
possuem de 33 a 36 kDa (CLARE et al., 2000) (Figura 2). O segmento S4 apresenta
de quatro a oito residuos de aminoécidos de carga positiva intercalados (arginina e
lisina) distanciados por trés diferentes residuos de aminoacidos, formando os
sensores de voltagem fazendo com que alteracbes no potencial de membrana
provogue a movimentacdo de S4 e consequentemente resultando na abertura do
canal (BAGAL et al., 2015; CATTERALL, 2010; PAYANDEH et al., 2012). Além disso,
o movimento do S4 do dominio IV resulta na inativacao rapida dos canais de sédio
voltagem dependentes (BOSMANS; MARTIN-EAUCLAIRE; SWARTZ, 2008). Como
sdo canais para sodio, existe um poro iénico seletivo para ion Na* formado pelos
segmentos S5 e S6 de cada dominio. Essa seletividade é alta e importante para
fisiologia humana, porem outros ions também podem ser conduzidos, como o litio
(CATTERALL, 2012; LENAEUS et al., 2017).
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Figura 2. Estrutura aberta do canal de sédio voltagem dependentes. A subunidade alfa composta pelos
seus dominios ilustrados cada um de uma cor, além de seus respectivos segmentos transmembranicos.
Dominio | (marrom); dominio Il (rosa); dominio Ill (cinza); dominio IV (roxo), subunidade beta em amarelo
e o sitio de inativac¢éo rapida (losango azul).

5.2) Cinética dos canais de sodio

A cinética dos canais de sdédio interfere diretamente em sua funcionalidade.
Existem trés principais estados: o fechado, o aberto e o inativado. O estado fechado
€ encontrado quando a membrana das células excitdveis estd em repouso,
consequentemente, os Navs estdo fechados e bloqueando a passagem do ion Na*.
Nesse estado, os quatro segmentos S4, um de cada dominio, estdo voltados para a
porcdo intracelular do canal. Ja o estado aberto ocorre apdés a despolarizacao,
fazendo com que ocorra conducao do ion Na* para o interior da membrana celular e
a propagacao do potencial de acdo nas células. Nesse estado, os segmentos S4 dos
dominios I, Il e lll estdo voltadas para porcao extracelular e o segmento S4 do dominio
IV, por ser mais lento, ainda nédo esta completamente voltado para cima. O terceiro
estado, chamado inativado, ocorre quando o segmento S4 do dominio IV também esta
voltado completamente para cima (por¢ao extracelular) fazendo com que a alga
intracelular que liga os dominios Il e IV obstrua a passagem do ion Na* (Portdo de
inativacdo) ocorrendo assim, a inativacdo conhecida como inativacdo rapida dos

canais de sédio. No terceiro estado, a conducao de ion Na* é bloqueada e os canais
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entram em processo de recuperacao da inativacdo que € a volta do estado inativo
para o estado fechado (AHERN et al., 2016; FERNANDES; BLEICHER; BEIRAO,
2018). Os canais nao ficam no estado aberto todos ao mesmo tempo,
consequentemente, na despolarizacdo pode-se encontrar canais abertos e canais
ainda fechados. Devido a esse fendmeno podemos calcular um parametro conhecido
como Vhat, voltagem onde encontramos metade dos canais abertos e metade dos
canais fechados em um determinado tempo (GOLDSCHEN-OHM et al., 2013).

5.3) Subtipos de canais de sddio

Existem 9 diferentes subunidades alfa para canais de sodio voltagem
dependentes de mamiferos descritos na literatura, consequentemente 9 isoformas de
Navs conhecidas, Navl.1 a Nav1.9. As isoformas Navl.1l, Navl.2, Navl.3 e Navl.6
sdo expressas em maior abundancia no sistema nervoso central (SNC), os subtipos
Navl.4 e Navl.5 nos musculos esquelético e cardiaco, respectivamente (BILLEN;
BOSMANS; TYTGAT, 2008; GOLDIN, 2002; GOLDIN et al., 2000). O subtipo Nav 1.7
€ encontrado em neurbnios dos ganglios da raiz dorsal da medula envolvidos em
varias modalidades sensoriais e em células neuroenddcrinas (ESTACION et al.,
2008). Ja Nav1.8 e Navl.9 estao presentes tanto em ganglios da raiz dorsal como em
terminacfes nervosas, relacionados a nocicep¢do (BILLEN; BOSMANS; TYTGAT,
2008; FANG et al., 2002; SHIELDS et al., 2012; YU; CATTERALL, 2003).

6. Doencas relacionadas aos canais de sodio

Como ja mencionado, canais de sodio voltagem dependentes estédo distribuidos
por todo o corpo desempenhando papéis importantes na fisiologia humana. Sendo
assim, mutacdes na estrutura e/ou funcdo desses canais podem acarretar em
doencas, as canalopatias. Por exemplo, diversos tipos de epilepsia relacionadas a
mutacdes nos genes SCN1A, SCN2A e SCN3A, as quais geram disfuncdes nos
canais Navl.l, Navl.2 e Navl.3, respectivamente (EIJKELKAMP et al., 2012).
Mutacdes no gene SCN4A podem gerar disfun¢cées em canais Navl.4, acarretando
em doencas como paralisia periodica hipercalcémica, conhecida por sintomas de
fragueza nos membros (SOKOLOV; SCHEUER; CATTERALL, 2007). A sindrome do
QT longo, caracterizada por mutacdes dos canais Navl.5 (gene SCN5A), gera um
retardo na repolarizacdo do ventriculo (TFELT-HANSEN et al., 2010). Muta¢des no
gene SCNB8A acarretam na perda de funcdo dos canais Navl.6, gerando ataxia

cerebral e retardo mental (ENGLAND; DE GROOT, 2009), e mutagdes nos canais
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Navl.7 (SCN9A), Navl.8 (SCN10A) e Nav1l.9 (SCN11A) podem acarretar em doencas
relacionadas a dor (EIJKELKAMP et al., 2012; ENGLAND; DE GROOQOT, 2009; YUAN
et al., 2011). Artigos como de Habbout et al. (2015), relacionaram a doenca paralisia
periédica, ocasionada pela mutacdo do residuo R1454W, com estudos
eletrofisiolégicos. Os resultados demonstraram alteracbes na cinética do canal
Navl.4, fazendo com que o canal tenha uma probabilidade de abertura na inativacéo
voltada para potenciais mais hiperpolarizados, inativacéo lenta e inativacdo rapida
retardadas (HABBOUT et al., 2015).

7. Toxinas escorpiénicas com atividade em canais de sédio

Existem duas familias de toxinas de escorpido que afetam os canais de sodio
voltagem dependentes, as a-toxinas (a-NaScTxs) e as [-toxinas (B-NaScTxs)
(CATTERALL et al., 2007; MARTIN-EAUCLAIRE et al., 1994; POSSANI et al., 1999).
As a-NaScTxs estdo relacionadas ao prolongamento do potencial de acao de células
excitaveis inibindo a inativacdo rapidas dos canais (CAMARGOS et al., 2015;
CESTELE; CATTERALL, 2000), atuam no sitio 3, loop S3-S4, do dominio IV dos Navs
(CAMPOS; CORONAS: BEIRAO, 2004). Existem 3 grupos dentro dessa familia, as a-
NaScTxs classicas, anti-inseto e like, dependendo de sua caracteristica
farmacoldégica. As a-classicas afetam os canais de sodio voltagem dependentes de
células de mamifero e possuem pouca ou nenhuma acado em células de inseto, as a-
anti-insetos atuam de forma oposta, tendo maior acédo de células de inseto e menor
acao em células de mamifero, ja as a-like possuem acdo tanto em células de
mamiferos quanto em células de inseto (GUERRERO-VARGAS et al., 2012;
RODRIGUEZ DE LA VEGA; POSSANI, 2005). As B-toxinas estdo relacionadas a
alteracdo na ativacdo voltagem dependente, levando a ativacdo dos canais para
potenciais mais hiperpolarizados e reduzindo a amplitude de corrente, atuando no sitio
4 do dominio Il (CAMPOS et al., 2007; GONCALVES et al., 2003). Essa familia
também possui uma classificagdo interna, sendo dividida em [-NaScTxs anti-
mamifero, depressoras anti-insetos, excitatorias anti-insetos e like. As [-anti-
mamifero possuem agao em células de mamifero, as B-depressoras e excitatorio anti-
inseto atuam em células de inseto e as B-like atuam tanto em células de mamiferos
quanto em células de inseto (BOSMANS; MARTIN-EAUCLAIRE; TYTGAT, 2007;
GORDON et al., 2003; GUERRERO-VARGAS et al., 2012; RODRIGUEZ DE LA
VEGA; POSSANI, 2005).
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8. Peptideo Ts17

A Ts17 € um precursor cuja sequéncia se encontra no transcritoma da peconha
do escorpiao Tityus serrulatus (ALVARENGA et al., 2012) que antes desse presente
estudo ndo possuia caracterizagdo. Encontra-se na literatura como um precursor de
massa molecular monoisotopica de 7547 Da, baseando-se no artigo de Alvarenga et
al.,, 2012. Sua sequéncia possui 19 aminoacidos como peptideo sinal e 67
aminoacidos como peptideo maduro, sendo os trés ultimos aminoacidos GKK,
caracterizando-o como um possivel peptideo amidado (Figura 3) (ALVARENGA et al.,
2012).

Peptideo sinal Peptideo maduro

<+

» b ~
L >

Tsl7 MNYFIFLVVACLLTAGTEGKKDGYPVEGDNCAFACFGYDNAYCDKLCKDKKADSGYCYWVHILCYCYGLPDKEPTKTSGRCKPGKK

Figura 3. Sequéncia provavel de aminoacidos da toxina Ts17. Peptideo sinal destacado em cinza e peptideo
maduro em negrito com destaque em azul para os trés ultimos aminoacidos GKK

9. Patch-clamp

Com a explanagéo do processo de excitabilidade elétrica das células descrita por
Hodkin e Huxley em 1952, a compreenséo a respeito da geragao e propagacéo do
potencial de acdo foi aprimorada e tornou-se passivo de explicacdo, dando origem
assim, ao desenvolvimento de técnicas na area da eletrofisiologia, como o Voltage
clamp e o Patch clamp (HODGKIN; HUXLEY, 1952). Inventada pelos pesquisadores
Erwin Neher e Bert Sakmann em 1976, a técnica de Patch-clamp foi criada para
aprimorar estudos na area da bioeletrogénese (BEZANILLA, 2008; NEHER;
SAKMANN; STEINBACH, 1978). Essa técnica é capaz de auxiliar em estudos dos
mecanismos dos canais i6nicos e na deteccdo de atividade elétrica, de um ou
multiplos canais, encontrados em membrana de células excitaveis como neurdnios e
miécitos, podendo ser aplicada a diversas areas como farmacologia e fisiologia
(ZHANG, 2012). Com a revolucdo em estudos no campo da fisiologia, seus inventores
foram agraciados com o prémio Nobel em 1991. Para a realizacdo da técnica é
necessaria uma micropipeta de vidro com uma ponta extremamente fina ao ponto de
ser possivel o contato com a superficie da membrana de uma célula expressando os
canais esperados, além de eletrodo para estimular e captar os estimulos gerados, e
um amplificador. Existem varias configuracoes para realizacdo da técnica,

dependendo da forma de contato entre a pipeta e a célula. As configuracbes
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conhecidas sao cell-attached (aderida a célula), inside-out (lado interno para fora),
perforated patch (Patch perfurado), outside-out (lado externo para fora) e whole-cell
(célula inteira) (CAHALAN; NEHER, 1992).

II. JUSTIFICATIVA

Estudos anteriores demostram que peconhas e venenos de animais como
escorpido, serpentes, vespas, sapos, aranhas, entre outros, sao importantes objetos
de estudo na busca de componentes com potenciais biotecnolégicos como por

exemplo os peptideos.

Estudos como Housley et al., 2016 demonstraram o potencial farmacolégico de
diversas toxinas de escorpides em canais ibnicos, com acao por exemplo nos canais
de sédio e potassio (HOUSLEY et al., 2016). Chen et al.,, 2012 descreveram um
peptideo com potencial antiviral (CHEN et al., 2012). Além de pesquisas com
peptideos de outros animais, como estudos com veneno de anfibios na busca de
peptideos antimicrobianos (RIVAS; LUQUE-ORTEGA; ANDREU, 2009).

A Ts17 nado possui estudos na literatura, tanto em relacdo a sua caracterizagcao
estrutural quanto sua caracteriza¢ao funcional, sendo assim, uma toxina com diversas
caracteristicas a serem pesquisadas. Pelo alinhamento com peptideos de outras
espécies de escorpibes, infere-se que o peptideo Ts1l7 atuard em canais i6nicos de
membranas de células excitaveis, mais precisamente em Navs, sendo esse um estudo
com o objetivo de caracterizar a toxina eletrofisiologicamente nos subtipos Navl.1 a
1.7.

Diversos farmacos foram desenvolvidos tendo como referéncia compostos
provenientes da natureza, usando como referéncia sua forma, composicédo quimica,
acao, entre outros. Por exemplo, os farmacos Captopril usado para tratar hipertenséo
arterial e o Ziconotide usado como analgésico, foram obtidos a partir da pegconha da
Bothrops jararaca (SCIANI; PIMENTA, 2017) e do Conus magus (MCGIVERN, 2007),

respectivamente.

Pesquisas como essa poderao ser usadas para estudos de canais idnicos, além de
auxiliar e beneficiar a éarea industrial, tendo em vista que o0 potencial
neurofarmacolégico da toxina pode subsidiar projetos visando a busca de farmacos

contra doencas neuroldgicas no futuro, por exemplo.
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lll. OBJETIVO

1. Objetivo geral
Isolar e caracterizar a atividade da toxina Ts17 da peconha do Tityus serrulatus

em canais Navl.1 a Navl.7 por ensaios eletrofisiologicos (Patch-clamp).

2. Objetivos especificos
e Isolar e purificar o peptideo Ts17 da peconha do escorpido Tityus serrulatus por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

e |dentificar a massa monoisotopica experimental do peptideo Tsl7 isolado da
peconha do escorpido Tityus serrulatus por espectrometria de massa MALDI
TOF/TOF.

e Confirmar a sequéncia da toxina Tsl7 por espectrometria de massa MALDI
TOF/TOF.

e Caracterizar eletrofisiologicamente o peptideo Ts1l7 em canais de sodio voltagem

dependentes, utilizando a técnica de Patch-clamp no modo Whole-cell.
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IV. MATERIAL E METODOS

Coleta dos escorpides

Extragdo e quantificagdo da
peconha bruta

Busca por similaridade de
sequéncias

Purificacao do peptideo

192 método cromatografico
22 método cromatografico

32 método cromatografico

Cultura de células

Patch clamp (Whole Cell)

Ensaios eletrofisioldgicos

Andlise dos resultados

Figura 4. Fluxograma metodolégico

1. Coleta dos escorpides

Espectrometria de massa

e I|dentificacdo das
massas

e Sequenciamento
parcial do peptideo

e Massa
monoisotdpica
[M+H]+

Os escorpides foram coletados na Universidade de Brasilia (UnB), mais

especificamente, no Instituto de Ciéncias Bioldgicas (IB) e Instituto de Quimica (1Q)

no Campus Universitario Darcy Ribeiro, Brasilia-DF, sob a licenca do IBAMA n°

048/2007-CGFAU. Os escorpides foram mantidos em cativeiro no biotério do IB, com

agua a vontade e alimentacdo uma vez ao més com baratas da espécie Nauphoeta

cinerea.

2. Extracao e quantificacdo da peconha bruta

A extracado foi feita no proprio biotério, utilizando-se um eletroestimulador. A

voltagem usada para liberacdo da peconha foi de 12 Volts, sendo realizados cinco

contatos proximo a regido do telson. A peconha foi coletada em um tubo eppendorf

de 1,5 mL estéril. A extracdo era realizada uma vez ao més e a alimentacao era feita,

pelo menos, duas semanas antes da extragao.
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Apos a extracdo, a peconha era ressuspendida em 1,0 mL de agua deionizada
(Milli-Q) e centrifugada a 20.000g por 14 minutos a 4°C. O sobrenadante era coletado
e dele retirado uma aliquota para quantificagdo no espectrofotdbmetro nos
comprimentos de onda 280nm e 260nm (I) para calcular a concentracao proteica total

de peconha.
¢ (57) = (1.55(4280)) - (0,76(4260)) 0

Por fim, eram feitas aliquotas contendo 1mg de peconha bruta em eppendorfs
estéreis. Os tubos eram secados a vacuo e posteriormente mantidos no freezer a

temperatura de -20°C.

3. Solucdes para cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
Solucéo A: Agua Milli-Q e acido Trifluoroacético (TFA) 0,12% (v/v)

Solugéo B: Acetonitrila (ACN) e TFA 0,10% (v/v)

4. Purificacdo do peptideo

Foram realizadas cromatografias de peconha bruta. Cada aliquota, contendo 1
mg de proteina presente na peconha, foi ressuspendida em 200uL de solucdo A e
centrifugada por 3,5 minutos a 16.000g. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante era
aplicado em uma coluna de fase reversa analitica Cis (Phenomenex Synergi 4u
Fusion-RP 80A, dimens&o: 250x4,6mm) equilibrada com o solvente A, e submetida a
um gradiente linear de 0% a 60% por 60 minutos da solugéo B (Quadro 2), com um

fluxo de 1 mL/min e absorbancia monitorada a 216 nm.

Quadro 2. Método cromatogrdfico pegonha bruta

Tempo (minutos)  Porcentagem de solucédo B

0 0
60 60
65 100
70 100
75 0

Aléem desse método cromatografico, foram realizados outros dois métodos

diferentes com suas respectivas fracoes de interesse. O 2° método cromatografico
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(recromatografia) de gradiente com inclinagcdes de 0,5% e 0,25% de solucédo B

(Quadro 3), sendo que as amostras foram ressuspendidas em solucéo A.

Quadro 3. Método cromatogrdfico recromatografia

Tempo (minutos) Porcentagem de solucédo B

0 0

5 20
10 20
20 25
80 40
85 100
90 100
95 0

JA o 3° método cromatografico (Quadro 4) utilizou-se gradiente com
inclinacdes de 0,33% e 0,25% de solugéo B, e amostras ressuspendidas em uma
solucdo de 5% de ACN e 95% de agua Milli-Q.

Quadro 4. Método cromatogrdfico rerecromatografia.

Tempo (minutos) Porcentagem de solucéo B

0 5

10 15
20 15
35 20
75 30
80 100
85 100
90 0

Nesse terceiro método a coluna também era substituida por uma coluna de fase
reversa analitica Cis (Phenomenex Kinetex 5y EVO 100A, dimens&o: 250x4,6mm).
Todos as amostras, independentemente do método empregado, foram coletadas
manualmente em eppendorfs de 1,5 mL, secas a vacuo e mantidas a -20°C para

futuras utilizagoes.
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Ao final de todos os métodos cromatograficos, as amostras foram analisadas
por espectrometria de massa do tipo MALDI Autoflex Speed TOF/TOF (Bruker
Daltonics, Alemanha) utilizando os softwares FlexControl versao 3.4 e o FlexAnalysis
versao 3.4 Build 76 (Bruker Daltonics), visando observar a pureza e as massas
moleculares dos componentes contidos na amostra. Para espectrometria de massa
utilizou-se a matriz acido 4-alfa-ciano hidroxicinamico (HCCA) tanto no modo linear
quanto no refletivo. A amostra foi dissolvida em uma solugéo de 30% de ACN em agua
Milli-Q e aplicada (2uL da amostra + 2uL da matriz) em uma placa do tipo MTP 384
ground steel. Apés a purificacdo do provavel peptideo Tsl7, foi realizado o
sequenciamento parcial da amostra, a qual foi diluida e aplicada na placa (2uL da
amostra + 2L da matriz). O sequenciamento foi realizado por lon Source Decay (ISD),
utilizando a matriz 1,5-diaminonaftaleno (DAN). Para obter o espectro do tipo ESY—
MS/MS, a amostra foi diluida em uma solucéo de acido formico 0,1% em agua Milli-Q
e adquiridos no Microtof-Q Il (Bruker Daltonics, Alemanha). Para a quantificacao final
do peptideo purificado foi utilizado o equipamento NanoVue Plus (Healthcare Bio-
Sciences AB). A amostra foi diluida em 200uL de agua Milli-Q e analisado no
comprimento de onda de 280nm, tendo como parametros base para realizar o calculo

a massa do peptideo oxidado, em KDa, e seu coeficiente de extincdo molar (em) (ll).

A280 = KD 1000
c (Lo 4280 MDa 100 (an

mL em

5. Busca por similaridade
O alinhamento foi realizado inicialmente buscando as sequéncias similares a
toxina Ts17 depositadas no banco de dados BLAST

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi). Apds a identificacdo dessas sequéncias, foi

realizado uma busca no banco de dados Uniprot (http://www.uniprot.org) para obter

as sequéncias no formato FASTA e por fim, o alinhamento foi realizado pelo programa

Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), no qual foi possivel

observar as regides conservadas entre as toxinas escolhidas e a porcentagem de
identidade. Buscas como essa sao importantes pois a estrutura do peptideo esta

relacionada com sua funcdo podendo assim, inferir uma provavel fungéo para a Ts17.
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6. Patch-clamp
6.1) Cultura de células

O Laboratorio de Peptideos Neuroativos possui um banco de células para
ensaios eletrofisioldgicos, com as linhagens de células Human Embrionic Kidney 293
(HEK) que expressam, separadamente, cada uma das seis isoformas de Navs
(Navl.1l, Navl.2, Navl.3, Navl.4, Navl.5 e Navl.6), e uma linhagem de Chinese
Hamster Ovary (CHO) que expressa Nav 1.7. Para os ensaios no Patch-clamp as
células HEK e CHO eram cultivadas em seus respectivos meios de cultura. As células
eram incubadas a temperatura constante de 37°C e atmosfera umedecida com 5% de
COo..

6.1.1) Meio de cultura (células HEK)
As células HEK foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de
Soro Fetal Bovino, 1% de aminoacidos ndo essenciais (MEM), 4,5% de Glicose e
antibiotico G418 (0,4mg/mL, Sigma).

6.1.2) Meio de cultura (célula CHO)
As células CHO foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de
Soro Fetal Bovino, 4,5% de Glicose e antibiotico G418 (0,4mg/mL, Sigma).

6.2) Solucbes para registro fisioldgico

6.2.1) Solucéo de banho extracelular

Quadro 5. Componentes da solu¢@o de banho extracelular.

nM
NaCl 130
KCl 5
CaC|2.H20 2
MgC|2.6H20 2
HEPES 10
Glicose 10

* pH 7,4 ajustado com NaOH
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6.2.2) A solucéo da pipeta intracelular

Quadro 6. Componentes da solucéo da pipeta intracelular.

nM
CsF 105
CsCl 27
NaCl 5
MgC|z 2
EGTA 10
HEPES 10

* pH 7,3 ajustado com CsOH.

6.3) Ensaios eletrofisiolégicos

As células contendo as isoformas de Navs foram plagueadas e banhadas em
solucdo externa (item 6.2.1) na cubeta de experimentacdo. Os registros
eletrofisioldgicos foram feitos no modo Whole-cell (HEKA Patch clamp EPC 10) em
temperatura ambiente. Foi registrado a somatoria de correntes de sédio (mensuragao
de macrocorrentes - INa). Pipetas de borosilicato foram confeccionadas de modo a
apresentarem aproximadamente 1,5-2,5 MOhms de resisténcia, sendo elas
preenchidas com solucdo interna (item 6.2.2). As células foram avaliadas em um
protocolo de estimulacdo de voltagem a partir de um potencial de repouso de -100
mV. Para avaliar a probabilidade de abertura do canal durante a ativacéo, inativagao
e inibicdo de corrente foi utilizado um protocolo no qual a célula, a partir do potencial
de repouso, foi estimulada por uma sequéncia de despolarizacées (-100 ou -90 mV
até 30 mV) durante 30ms, além de um estimulo final, imediatamente apés a sequéncia
de despolarizagdo, com um pulso de -10 mV durante 10 ms para avaliar a inativagcao
lenta do canal (SSI). Também foi avaliado o efeito do pré-pulso, sendo ele de 30 mV
por 5 ms precedendo a sequéncia de despolarizacdo. O intervalo entre o pré-pulso e
a sequéncia de despolarizacdo foi de 20 a 50 ms dependendo das condi¢cdes
necessarias de cada subtipo (Figura 5). A resisténcia em série foi compensada em
pelo menos 70%, e as correntes capacitivas foram compensadas em um protocolo
p/4.

36



30 mv
Toum +30mV +30mV

-10mV

-10mv

-90 mv -100mV

-90 mv -100mV -100 mV

—
A 5ms 20a50ms 30ms

Voltagem

10ms

Tempo 30ms 10 ms

Figura 5. Protocolo de estimulacdo de voltagem sem (A) e com (B) pré pulso.

Para o protocolo de avaliagcdo da recuperacdo da inativacdo lenta foram
realizados dois pulsos de -10 mV por 20 ms em 40 até 80 ciclos. A cada ciclo mais
dois milissegundos foram adicionados, resultando em um intervalo maximo entre 0s
pulsos de cerca de 80 ms até 160 ms (Figura 6).

-10 mV -10 mV

2-80/2A s

/f

Tempo 10 ms 10 ms

Voltagem

Figura 6. Protocolo de avaliagédo da recuperacdo da inativacéo lenta

Os registros foram obtidos pelo amplificador EPC 10 Heka que é comandado
por meio do software PatchMaster. Os protocolos de estimulagcdo avaliaram as
relagdes corrente/voltagem, as cinéticas da inativagao rapida e inativagao lenta (h«)
na auséncia e na presenca da Ts17. Para avaliacao do efeito da Ts17 na condutancia
de Na* (gNa), picos de INa foram convertidos em condutancia pela formula (111):

e () am
(V = Vna)
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Onde V= voltagem que deflagrou o pico de corrente | e VNa = potencial de
reversdo de sodio. Com base no alinhamento realizado, foi avaliado se a Tsl17
realmente apresentava a atividade tipica de alfa toxinas, selecionando tragos brutos
de correntes de sédio de onde foi recortado a por¢do que caracteriza a inativacao
rapida de INa (trecho entre o pico de INa e o estado estacionario da inativacao). Esse

trecho foi ajustado na funcéo exponencial (IV):

3
y(t) = Amp, + z Amp; (1 - e_%) v

i=1
Onde Ampi corresponde a porgéo linear da curva e os demais termos s&o néo
lineares. Desse ajuste, obteve-se a constante de tempo tau (1) que foi usada para
determinar possiveis alteracdes na inativacdo rapida. Como a Tsl7 apresentou
atividade tipica de beta toxina foi analisado dois fatores principais, sendo eles, a
alteracdo na probabilidade de abertura (shift de voltagem) utilizando a equacéo de
Boltzmann (V) e a inibicdo de macrocorrente (VI). Para a equagéo de Boltzmann temos
V12 sendo 0 Vhare 0 Kn 0 fator de inclinagéo da reta. Para recuperacao da inativagao
lenta o ajuste foi feito pela funcdo exponencial (IV) para obtencdo da constante de

tempo tau.

1
1+ e{(V—Vl/z)/kh}

i =

V)

I /ImaxToxina >

Fracao nao inibida (Fu) = ( (7))

I/ImaxControle

Foram realizados testes estatisticos, teste t pareado two-tailed, para avaliar se

havia diferenca significativa entre os grupos controle e apods aplicacdo da toxina.
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V. RESULTADOS

1. Purificacdo datoxina Ts17 da peconha do Tityus serrulatus

Ao total foram realizadas 10 analises cromatograficas de peconha bruta utilizando
o primeiro método cromatogréfico (Quadro 2), obtendo-se uma média de 50 fracdes
em cada corrida. Baseando-se nos estudos realizados por Oliveira et al. (2013), que
reportaram o fingerprinting da peconha bruta do Tityus serrulatus indicando os tempos
de retencdo das fracdes e as massas moleculares dos respectivos componentes,
foram selecionadas as fracfes cromatogréficas que eluiram entre 31 a 42 minutos no
perfil cromatografico (31 a 42% de ACN). Nesse intervalo, foram obtidas doze fragfes
cromatograficas. Essas foram analisadas por espectrometria de massa do tipo MALDI-
TOF/TOF para identificacdo das massas moleculares dos componentes presentes em
cada fracdo. A massa molecular mais proxima da Ts17 foi encontrada na fracdo com
eluicdo a 32% de ACN (Figura 7).

mAU %
35004 90
)
3000+
70
2500+

20007

15004

(%) NoV ep webejuaoiod

10004

10 20 3 7 40 7 T s0 7 mn

Tempo de retengao (min)

Figura 7. Perfil cromatografico de 1 mg de pegonha bruta do escorpido Tityus serrulatus por
CLAE em fase reversa com destaque para o intervalo de interesse. A fracdo em destaque (seta)
tem o tempo de retencéo e porcentagem de ACN de 32 minutos e 32% respectivamente. Fluxo
de 1 mL/min e o comprimento de onda de absorcéo de 216nm.

Com a identificacao da fracdo de interesse na peconha bruta e no intuito de se

obter a toxina pura, esta fracédo foi submetida a outra corrida cromatografica usando
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um segundo método (Quadro 3). Foram feitas trés corridas cromatograficas com esse
meétodo, sendo obtidos seis fragbes em cada corrida. A amostra de interesse teve
eluicio em 26% de ACN, sendo essa fragdo a de maior abundancia no perfil
cromatografico (Figura 8). Apds andlise por espectrometria de massa do tipo MALDI—
TOF/TOF, foi observado nessa fragcdo um componente de massa molecular proxima

a da Ts17 junto com outros componentes, sendo necessario um terceiro método de

cromatografia.
mAU %
Extract-190nm.4nm (1.00) =
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5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 450 min

Tempo de reten¢do (min)

Figura 8. Perfil cromatografico da cromatografia, usando o segundo método cromatogréfico, da fracéo
selecionada na cromatografia da peconha bruta do escorpido Tityus serrulatus. A fracdo em destaque
(seta) tem o tempo de retencdo e porcentagem de ACN de 26 minutos e 26% respectivamente. Fluxo
de 1 mL/min e o comprimento de onda de absorcdo de 216nm.

Para realizar essa purificacdo, foram feitas duas corridas cromatograficas com o
terceiro método cromatogréafico (Quadro 4) e foram isoladas dez fracbes em cada
corrida. Na fracdo cromatografica com eluicdo a 23% de solu¢ao B foi encontrado um

peptideo cuja massa molecular foi proxima a massa molecular da Ts17 (Figura 9).
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Figura 9. Perfil cromatografico, usando o terceiro método cromatografico, da fracao selecionada na re-
cromatografia da peconha do escorpido Tityus serrulatus. A fracdo em destaque (seta) tem o tempo de
retencdo e porcentagem de ACN de 49 minutos e 23% respectivamente. Fluxo de 1 mL/min e o
comprimento de onda de absorcao de 216nm.

Toxinas de escorpido estdo descritas na literatura como toxinas com possiveis
modificacdes pos-traducionais como por exemplo a amidacdo na por¢cdo C-terminal
de sua sequéncia, conferindo-as uma melhor atividade bioldégica, como uma maior
toxicidade e melhor estabilidade contra agentes externos (COELHO et al., 2014). Essa
amidacao ocorre devido a certas enzimas que sao responsaveis por reconhecer e
clivar a triade de aminoacidos GKK na porcdo C-terminal, sendo a glicina o
aminoacido responsavel pela formacdo da amida. Devido a essa possibilidade,
utilizando-se o software Compass IsotopePattern (Bruker Daltonics, Alemanha),
inferiu-se duas provaveis massas moleculares experimentais para a toxina oxidada,
uma ndo amidada, com os residuos de aminoacidos GKK e massa molecular
monoisotopica tedrica de 7548,39 Da, e uma amidada, sem os trés ultimos

aminoacidos GKK, de massa molecular monoisotodpica teérica de 7234,19 Da.

Com a fracéo de interesse coletada, a amostra foi analisada por espectrometria de
massa do tipo MALDI-TOF/TOF no modo linear, tendo como resultado um dnico
componente de massa molecular média de 7241,54 Da e seu [M+2H]?* de 3622,46
Da (Figura 10).
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Figura 10. Espectro de massa média do ion molecular da amostra purificada. Matriz: acido 4-alfa-ciano
hidroxicinamico (HCCA).

Para o sequenciamento, utilizou-se o espectrdmetro de massa do tipo MALDI-
TOF/TOF utilizando-se a matriz 1,5-diaminonaftaleno (DAN) e obteve-se os ions da
série-c. Foi possivel identificar uma sequéncia de 43 residuos de aminoacidos, que

corresponde a 64,1 % da sequéncia da Ts17 (Figura 11 e 12).
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Figura 11. Sequenciamento parcial do peptideo Ts17. Sequenciamento por ISD (lon Source Decay),
utilizando a matriz de DAN. Linha de cima (*) na direcdo C-terminal para a N-terminal e linha de baixo
(**) na direcado N-terminal para o C-terminal.

KKDGYPVEGDNCAFACFGYDNAYCDKLCKDKKADSGYCYWVHILCYCYGLPDKEPTKTSGRCKPGKK

Figura 12. Alinhamento entre a sequéncia da Ts17 (primeira linha) e a sequéncia parcial obtida por
ISD (segunda linha).

Foram encontradas 7 ambiguidades entre a sequéncia obtida experimentalmente
e a disponivel nos bancos de dados publicos. As ambiguidades foram entre os
residuos de aminoacidos | e L por serem isdmeros de posi¢do e por isso apresentam
a mesma massa molecular, e entre K e Q devido a proximidade das massas
monoisotdpicas dos aminoacidos (CANTU et al., 2008), consequentemente a preciséo
do equipamento néo foi capaz de distingui-las.

Para confirmagdo da massa molecular monoisotopica, a amostra foi analisada por

espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF/TOF no modo refletivo, tendo como
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Intensidade (a.u)

resultado apenas a massa média do [M+2H]?** de 3617,558 Da (Figura 13). Para uma
melhor precisao utilizou-se o espectrobmetro de massa do tipo ESI-MS/MS. A massa
molecular monoisotépica experimental do ion [M+6H]%* encontrada foi de 1206,5702

Da, tendo sua massa molecular monoisotopica [M+H]* de 7234,4212 Da. (Figura 14).

Intens. fa.u

4000

3000

2000

3619.233

3618.706

1000

3618.229

3614 3616 3618 3620 3622 3624 3626 3628 3630 3632
miz

Massa molecular (m/z)

Figura 13. Espectro da massa molecular monoisotépica do ion molecular [M+2H]+ do peptideo Ts17
purificado. Matriz: 4cido 4-alfa-ciano hidroxicinAmico (HCCA).
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Figura 14. Espectro da massa molecular monoisotépica do ion molecular [M+6H]+ do peptideo
Ts17 purificado. Diluicdo da amostra feita em solucéo de acido férmico 0,1% em agua Milli-Q.

Considerando-se esses dois parametros, sequenciamento parcial e massa
molecular monoisotdpica, pode-se confirmar que o peptideo em estudo se trata da
toxina Ts17. Com os resultados obtidos pode-se inferir que a toxina hdo possui 0s trés

altimos aminoacidos GKK, sendo assim uma toxina amidada (Figura 15).

KKDGYPVEGDNCAFACFGYDNAYCDKLCKDKKADSGYCYWVHILCYCYGLPDKEPTKTSGRCKP

Figura 15. Sequéncia de aminoacidos do peptideo Ts17 sem os trés ultimos aminoacidos (GKK).
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1.2. Alinhamento da Ts17 com toxinas com alta porcentagem de identidade

ApoOs analises, infere-se que a Ts17 possui potencial neurofarmacolégico, pois
comparando sua sequéncia a de outros peptideos, como TbTx5 e Th3 do Tityus
bahiensis, Ts5 do Tityus serrulatus, To9 e Tol0 do Tityus obscurus, Tpa4 do Tityus
pachyurus e Tst3 do Tityus stigmurus, observa-se uma similaridade a a-toxinas que
agem em canais i6nicos de membranas celulares, mais especificamente em canais
de sddio voltagem dependentes (Figura 16) (NENCIONI et al., 2018).

Aa  %lId
sp|H1ZZH9|20-81|To1@ KKDGYPV - EGSCAFPC - GYDNAYCDKL CKERKADSGYCYWVNILCYCYGLPD - - -NAAIK GYGRCKP 62  79.83
sp|H1ZZH8|20-82 | To9 KKDGYPVKEGDCAFPC - GYDNEYCDKL CKERKADSGYCYWGNILCYCYGLPD - - -KAAIK GYGRCRP 62 74.60
sp|Pas115|1-64| Ts5 KKDGYPVEGDNCAFACFGYDNAYCDKL CKDKKADDGYCVIHSP -DCYCYGLPEHILKEPTK TSGRC- 64 90.16
sp|H1ZZ15|20-83|Tpaa KKDGYPLEYDNCAYDCLGYDNKKCDKLCKDKKADSGYCYWAHILCYCYGLPD- - -NEPTK TSGRCRP 64  82.81
Sp|POCSX5|1-64| Tst3 KKDGYPVEYDNCAYICWNYDNAYCDKLCKDKKADSGYCYWAHI TCYCYGLPD- - - SEPTK TNGKCKS 64  82.81
sp|P56608|1-62|Th3 KKDGYPVEADNCAFVCFGYDNAYCDKL CGDKKADSGYCYWVHI LCYCYGLPD - - -NEPTK TNGKC - - 62 90.32
[p[Tsi7 KKDGYPVEGDNCAFACFGYDNAYCDKLCKDKKADSGYCYWVHILCYCYGLPD - _KEPTK TSGRCKP 64 __100.00
Sp 61  96.88

POCSK8|20-83|ThTx5 KKDGYPVEGDNCAFVCFGYDNAYCDKLCKDKKADSGYCYWVHILCYCYGLPD- - -KEPTK TNGRCKP

Figura 16. Alinhamento de toxinas similares a Ts17.

2. Caracterizacdo eletrofisioldégica da toxina Tsl7 em canais de sodio
voltagem dependentes de humanos

O numero amostral dos experimentos foi de até 8 células para cada subtipo de

Nav testado. A concentracao final da toxina foi 100 nM para todas as células. Para os

experimentos relacionados a ativacao, foram testados com e sem pré pulso.

2.1. Fracdo nao inibida da corrente (Fu) e I/V

A fracdo nédo inibida da corrente foi avaliada na fase de ativacdo em todos 0s
subtipos. Foi observada a inibicdo de corrente na presenca da Tsl7 em todos 0s
subtipos testados, com excec¢do do subtipo Nav 1.3. Para 0s experimentos com pré
pulso, a variacdo da Fu foi de aproximadamente 0,47 até 0,95, sendo que 0s menores
Fu foram observados nos subtipos 1.5 e 1.6, com valores de 0,47 e 0,54
respectivamente (Tabela 1). Para os experimentos sem pré pulso, a variacdo foi
similar, sendo de aproximadamente 0,59 a 0,98. Os menores Fu foram observados

nos subtipos Nav 1.6 e 1.5, com valores de 0,59 e 0,75, respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 1. Fracdo nao inibida da corrente (Fu) com pré pulso. Média das células de cada subtipo
utilizando valores de corrente maxima de cada célula e seu respectivo erro padréo.

Frac&o ndo inibida da corrente INa (Fu)

Média n
hNav1.1 0,75+0,08 7
hNav1l.2 0,84+0,03 5
hNav1l.3 0,95+0,02 6
hNavl.4 0,87+0,09 6
hNav1.5 0,47+0,06 5
hNav1.6 0,54+0,05 8
hNavl.7 0,74+0,08 8

Tabela 2. Fracdo nao inibida da corrente (Fu) sem pré pulso. Média das células de cada subtipo
utilizando valores de corrente méxima de cada célula e seu respectivo erro padréo.

Fracdo nao inibida da corrente INa (Fu)

Média N
hNav1.1 0,82+0,06 7
hNav1.2 0,89+0,03 5
hNav1.3 0,98+0,03 6
hNav1.4 0,84+0,11 7
hNav1.5 0,75+0,06 5
hNav1.6 0,59+0,06 8
hNav1.7 0,81+0,06 8

Consequentemente, as macrocorrentes de sodio foram inibidas pela Ts1l7 em
maior grau nos subtipos Navl1.5 e Navl.6 independente da aplicacdo ou ndo do pré
pulso. Esses resultados sdo demonstrados nos graficos de corrente/voltagem (I/V) e

nos tragos brutos dos experimentos realizados (Figura 17, 18, 19, 20).
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Figura 17. Gréfico de corrente (I)/voltagem (V) com pré pulso de todos os subtipos testados. Média das
células com a corrente normalizada de cada subtipo. Preto: controle; Vermelho: Toxina (100 nM).
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Figura 18. Gréfico de corrente (I)/voltagem (V) sem pré pulso de todos os subtipos testados. Média das
células com a corrente normalizada de cada subtipo. Preto: controle; Vermelho: Toxina (100 nM).
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Figura 19. Tracos brutos da corrente de sodio com pré pulso. Cada subtipo utilizando valores de
corrente maxima de cada célula. Preto: controle; Vermelho: Toxina (100 nM).
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Figura 20. Tragos brutos da corrente de sédio sem pré pulso. Cada subtipo utilizando valores de
corrente méxima de cada célula. Preto: controle; Vermelho: Toxina (100 nM).

2.2. Avaliagéo da probabilidade de abertura ou Shift de voltagem

Visando observar a influéncia que a presenca da toxina tem na abertura dos
canais, foi analisado o deslocamento da curva de probabilidade de abertura na
ativacao e na inativacdo dos canais na presenca e na auséncia da Ts17, por meio dos
V12 gerados pela funcdo de Boltzmann (Funcdo V). Todos os subtipos tiveram
alteracdes na probabilidade de abertura, tanto para ativagdo com e sem pré pulso,
guanto para a inativagdo. Sendo as curvas, na presenca da toxina, deslocadas para a

esquerda, consequentemente para potenciais mais negativos. Tanto para a ativacao
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com e sem pré pulso, quanto para a inativacdo foram observadas diferencas

significativas em todos os subtipos.

Para os experimentos de ativacdo com pré pulso, a variagdo do shift de voltagem
foi de aproximadamente -5,48 até -8,24 mV. Sendo que no subtipo Nav1.2, observou-
se a maior alteracdo, com valor de -8,24+0,80 mV. Seguido pelos subtipos Nav1l.7,
Navl.1, Navl.6, Navl.5 e Nav 1.4 com valores de -7,60+0,79 mV; -6,23+0,50 mV;
5,72+0,73 mV; 5,71+0,51 mV e -5,62+1,06 mV, respectivamente. Por fim, o subtipo
Nav1.3 com a menor alteracdo na probabilidade de abertura, de -5,4+0,78 mV (Tabela
3) (Figura 21).

Tabela 3. Vi, da fase de ativacdo dos canais de sodio voltagem dependentes com pré pulso e seus
respectivos erros padrdes. Toxina: 100 nM. Possui diferenca estatistica (*)

V12 Controle Viz Toxina (mV)  AViz (mV)

(mV)

Média Média Média N
hNav1.1 -28,24+0,86 -34,48+0,90 -6,23+0,50 e
hNavl.2 -25,93+1,48 -34,17+1,70 -8,24+0,80 o5*
hNavl.3 -20,24+1,76 -25,72+1,42 -5,48+0,78 6*
hNav1l.4 -31,51+2,72 -37,14+2,65 -5,62+1,06 6*
hNav1.5 -39,09+1,33 -44,80+1,43 -5,71+0,51 S5*
hNav1.6 -24,65+1,14 -30,37+3,06 -5,72+0,73 8*
hNavl.7 -14,71+2,07 -22,31+1,85 -7,60+0,79 8*
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Figura 21. Graficos do shift de voltagem ou probabilidade de abertura na etapa de ativagao (com pré
pulso) dos subtipos de canais de sddio voltagem dependentes testados. Graficos construidos a partir
da fungdo de Boltzmann. Preto: controle; Vermelho: toxina (100 nM).

Nos experimentos de ativagdo sem pré pulso, foram obtidos resultados
semelhantes aos com pré pulso. O subtipo Navl.2 apresentou a maior alteracdo no
shift de voltagem, sendo seu valor de -8,16+0,91 mV. Seguido pelos subtipos Nav1l.7,
Navl.1l, Navl.4, Navl1l.6 e Navl.3, com valores de -6,85+0,80mV; -6,13+0,60 mV; -
5,86+0,73 mV; -5,24+0,90 mV e -5,1+0,73 mV. Ademais, o subtipo Navl.5 foi o de
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menor alteracéo, sendo seu valor de -4,35+0,50 mV (Tabela 4) (Figura 22).
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Tabela 4. Vi, da fase de ativacdo dos canais de sodio voltagem dependentes sem pré pulso e seus

respectivos erros padrdes. Toxina: 100 nM. Possui diferenca estatistica (*)

V12 Controle Viz Toxina (mV)  AViz (mV)

(mV)

Média Média Média n
hNav1.1 -28,67+0,91 -34,81+1,09 -6,13+0,60 7*
hNav1.2 -25,54+1,63 -33,70+1,84 -8,16+0,91 5*
hNav1.3 -20,72+1,88 -25,83+1,33 -5,10+0,73 6*
hNav1l.4 -28,86+3,42 -34,72+3,29 -5,86+0,73 *
hNav1.5 -42,95+2,69 -47,30+2,64 -4,35+0,50 5*
hNav1.6 -23,99+1,32 -29,24+0,97 -5,24+0,90 8*
hNav1.7 -15,49+2,06 -22,34+1,92 -6,85+0,80 8*
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Figura 22. Graficos do shift de voltagem ou probabilidade de abertura na etapa de ativagcao (sem pré
pulso) dos subtipos de canais de sédio voltagem dependentes testados. Graficos construido a partir da
funcdo de Boltzmann. Preto: controle; Vermelho: toxina (100 nM).

Os resultados referentes a inativacdo mostram que a variacao foi de -2,85 até -
15,80 mV, sendo que no subtipo Nav 1.5 foi observado o maior shift de voltagem, com
valor de -15,80+1,47 mV. Nos subtipos Navl1.6, Navl.7, Navl.2, Navl.l e Navl.4
foram obtidos valores de -8,90+1,00 mV; -6,65+0,95 mV; -4,73+0,53 mV, -4,25+0,28
mV; -4,06+£0,52 mV. O subtipo Nav1.3 foi o de menor alteragcdo na probabilidade de
abertura, sendo seu valor de -2,85+0,55 mV (Tabela 5) (Figura 23).
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Tabela 5. Vi, da fase de inativacédo dos canais de sodio voltagem dependentes e seus respectivos erros

padrdes. Toxina: 100 nM. Possui diferenca estatistica (*)

V12 Controle Vi Toxina (mV)  AViz (mV)

(mV)

Média Média Média n
hNav1.1 -48,83+1,28 -53,08+1,08 -4,25+0,28 6*
hNav1.2 -48,94+0,96 -53,67+1,22 -4,73+0,53 T*
hNav1.3 -47,11+0,77 -49,96+1,13 -2,85+0,55 5*
hNav1l.4 -65,66+1,32 -69,72+1,37 -4,06+0,52 *
hNav1.5 -63,78+1,98 -79,59+2,38 -15,80+1,47 5*
hNav1.6 -58,44+1,80 -67,35+1,50 -8,90+1,00 *
hNav1.7 -45,00+1,24 -51,66+1,91 -6,65+0,95 8*
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Figura 23. Gréficos do shift de voltagem ou probabilidade de abertura na etapa de inativacdo dos
subtipos de canais de sddio voltagem dependentes testados. Graficos construido a partir da funcéo de
Boltzmann. Preto: controle; Vermelho: toxina (100 nM).

Em relagdo a sensibilidade do canal a voltagem (Ak), nenhum subtipo tanto nas
ativacbes, com e sem pré pulso, quanto na inativacdo demonstraram diferencas
significativas entre controle e na presenca da Ts17, com excecao do subtipo Navl1.3
na ativacdo com pré pulso e dos subtipos Navl.1l, Navl.2 e Navl.5 na inativacao.
Variando de -0,45 até 0,22 para ativagdo com pré pulso, -0,28 até 0,68 para ativagédo
sem pré pulso e -0,53 até 3,20 para inativacao (Tabelas 6, 7, 8).
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Tabela 6. Sensibilidade a voltagem dos subtipos testados ou inclinacédo da reta (k) na ativacdo com

pré pulso e seus respectivos erros padrdes. Toxina: 100 nM. Possui diferenca estatistica (*)

k Controle k Toxina Ak

Média Média Média n
hNav1.1 3,37+0,25 3,59+0,30 0,22+0,25 7
hNav1.2 3,94+0,20 3,79+0,10 -0,14+0,17 5
hNav1.3 5,29+0,58 4,85+0,55 -0,43+0,09 6*
hNavl.4 4,18+0,68 4,00+0,55 -0,18+0,22 6
hNav1.5 4,52+0,63 4,06+0,44 -0,45+0,39 5
hNav1.6 5,04+0,46 5,01+0,47 -0,01+0,46 8
hNav1.7 6,42+0,30 6,22+0,46 -0,19+0,35 8

Tabela 7. Sensibilidade & voltagem dos subtipos testados ou inclinagéo da reta (k) na ativagdo sem

pré pulso e seus respectivos erros padrdes. Toxina: 100 nM. Possui diferenca estatistica (*)

k Controle k Toxina Ak

Média Média Média n
hNav1.1 3,46+0,29 3,67+0,23 0,22+0,21 7
hNav1.2 4,33+0,20 4,19+0,12 -0,13+0,15 5
hNav1.3 5,23+0,58 5,07+0,57 -0,15+0,06 6
hNavl.4 4,92+0,71 4,63+0,62 -0,28+0,13 7
hNavl.5 3,70+0,92 3,82+0,95 0,12+0,23 5
hNav1.6 5,55+0,51 6,23+0,42 0,68+0,41 8
hNav1.7 6,52+0,31 6,47+0,39 -0,04+0,36 8

Tabela 8. Sensibilidade a voltagem dos subtipos testados ou inclinacdo da reta (k) na inativacdo e
seus respectivos erros padrdes. Toxina: 100 nM. Possui diferenca estatistica (*)

k Controle k Toxina Ak
Média Média Média n
hNav1.1 8,64+0,21 8,22+0,25 -0,41+0,11 6*
hNav1.2 8,93+0,32 8,41+0,26 -0,51+0,12 7*
hNav1.3 9,88+0,66 9,53+0,53 -0,34+0,16 5
hNavl.4 8,99+0,28 8,71+0,32 -0,27+0,31 7
hNav1.5 11,70+0,46 14,95+0,50 3,20+0,32 5*
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hNav1.6 7,85%0,26
hNav1.7 10,60+0,44

7,31+0,58
10,26+0,50

-0,53+0,53 7
-0,36+0,29 8

2.3. Recuperacéao dainativacao lenta

Para estarem aptos a abrirem novamente, os canais de sédio necessitam de um
tempo de recuperagdo apds um estimulo, devido a necessidade de passarem do
estado inativo para o fechado. Dito isso, se faz necessario avaliar o tempo de
recuperacédo dos canais e o efeito causado pela toxina nessa recuperacao, analisando
0 tau na auséncia e na presenca da Tsl7. Todos os subtipos tiveram diferencas
significativas entre controle e toxina, com excec¢ao das isoformas Nav 1.4, Nav 1.6 e
Navl.7.

As variacbes foram pequenas entre o0 controle e na presengca da toxina,
demonstrando assim, baixa influéncia da Ts17 na recuperacao dos canais de sédio,
com excegao do subtipo 1.5, que obteve valor de AT de 26,05+£3,72 ms. (Tabela 9)
(Figura 24).

Tabela 9. Valores de tau da inativacao lenta dos subtipos de Nav testados e seus respectivos erros
padrdes. Toxina: 100 nM. Possui diferenca estatistica (*)

T Controle (ms) T Toxina (ms) AT (ms)

Média Média Média N
hNav1.1 4,00+0,21 5,98+0,19 1,97+0,29 T*
hNav1.2 4,35+0,29 6,64+0,51 2,29+0,42 7*
hNav1.3 13,84+1,53 16,15+1,48 2,30+0,36 6*
hNavl.4 8,45+0,47 10,27+0,75 1,81+0,78 7
hNav1.5 32,36+2,66 58,41+5,00 26,05+3,72 4*
hNav1.6 8,13+1,02 11,39+2,41 3,26+1,87 8
hNav1.7 22,65+1,10 23,63+1,79 0,97+0,95 8
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Figura 24. Gréficos da recuperagéo da inativagdo lenta dos subtipos de canais de sodio voltagem
dependentes testados. Graficos construido a partir da funcéo de ExpDecl. Preto: controle; Vermelho:
toxina (100 nM).

2.4. Inativacao rgpida

Devido ao alinhamento realizado previamente pode-se inferir que a toxina teria um
efeito de a-toxina, consequentemente, interferiria na inativacao rapida dos canais de
sédio voltagem dependentes, prolongando-o (Figura 16). Porém apds os

experimentos, os resultados demonstraram que a Ts17 nao interfere na inativacao
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rapida, visto que ndo houve o prolongamento do potencial de acdo em todos os
subtipos testados, tanto na ativacdo com pré pulso como na sem o pré pulso (Figuras
19 e 20).

VI. DISCUSSAO

Em virtude de uma porcentagem de identidade de mais de 90% com a TbTx5 e
Th3, ambas do Tityus bahiensis, e Ts5 do Tityus serrulatus, e de mais de 80% com a
toxinas Tpa4 do Tityus pachyurus e Tst3 do Tityus stigmurus, indicaram uma acgao de
alfa toxina do peptideo Ts17, consequentemente, inibindo a inativacdo rapida dos
canais de sodio (Figura 16). Por exemplo, o estudo de Arantes et al. (1994)
demonstraram esse efeito de prolongamento em fibras nervosas (fibras B) ocasionado
pela Ts5. A acdo das outras toxinas, com porcentagem alta de identidade, foram
inferidas apenas por similaridade, sem estudos eletrofisiolégicos comprovando o
efeito de a-NaScTxs. Dito isso, a possivel acdo, devido ao alinhamento, se torna
pouco embasada de estudos, tornando o alinhamento na busca da provavel acéo

insatisfatoria, e colocando em davida a classificacdo baseada apenas no alinhamento.

Quando alinhada com as toxinas Aahll e Lghll dos escorpibes Androctonus
australis e Leiurus hebraeus respectivamente, duas das alfa toxinas mais potentes
para Nav de mamiferos conhecidas (CHEN; CHUNG, 2012), sua identidade foi de
apenas 50,82% com ambas. Contrapondo o esperado, o efeito encontrado para a
Ts17, apds a caracterizacdo eletrofisiologica, foi similar ao das p-NaScTxs com a
alteracdo na ativacéo dependente de voltagem levando a um shift de voltagem para
potenciais mais hiperpolarizados e a reducédo da amplitude de corrente na maioria dos

subtipos, além de ndo demonstrar efeito alfa de inibicdo da inativacéo rapida.

A superficie de interagdo das a-toxinas se da pelo dominio NC que consiste em
cinco residuos nas posigdes 8-12 juntamente ao C-terminal nas posi¢cdes 56-64, e um
dominio core no residuo 18, sendo esses dois dominios interconectados por um
dominio linker (posi¢cdo 8-18). A interacdo das B-toxinas se da principalmente por
quatro locais: a regiao farmacoforica, onde existem residuos de aminoacidos
carregados negativamente e residuos hidrofébicos (Glu26, Leul3, Tyr22 e lle29),
sendo essa regido relacionada ao sitio de ligacdo do receptor; uma regido entre as

fitas B2 e B3 constituido de diversos residuos aromaticos (Tyr4, Tyr36, Trp39, Tyr43,
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Tyrd5, Trp50 e Trp54), a regido N-groove e a regido de residuos especificos
encontrados na regido C-terminal (QUINTERO-HERNANDEZ et al., 2013).

Apo6s um alinhamento entre a Ts17 e as duas alfa-toxinas referéncia da literatura
Aahll e Lqghll dos escorpides Androctonus australis e Leiurus hebraeus
respectivamente, foi observado pouca identidade entre elas e a Ts17, ja o alinhamento
apenas entre Aahll e Lghll a porcentagem de identidade foi alta. Em relacdo as
cisteinas, todos os residuos estdo conservados, sendo essa uma caracteristica das
NaScTxs (C1-C8, C2-C5, C3-C6, C4-C7) (QUINTERO-HERNANDEZ et al., 2013). A
conservacgao das regides de interacdo de uma a-NaScTxs foi baixa entre a Tsl7 e a
Aahll e Lghll. Tendo a Ts17, o residuo 18 do dominio core diferente de ambas toxinas
citadas a cima e apenas os residuos Asnll no dominio NC, Tre57, Lys58, Gli61 e

Arg62 no C-terminal foram conservados. (Figura 25).

8 18 56 64
l l J l Aa % Id
Sp|T517 KKDGYPVEGDNCAFACFGYDNAYCDKLCKDKKADSGYCYWVH- - -ILCYCYGLPDKEPTK TSGRCKP 64 100.00
sp | AahII VKDGYIYDDVNCTYFC--GRNAYCNEECTKLKGESGYCQWASPYGNACYCYKLPDHVRTK GPGRCH- 64 50.82
SpquhII IKDGYIVYDDVNCTYFC--GRNAYCNEECTKLKGESGYCQWASPYGNACYCYKLPDHVRTK GPGRCR- 64 50.82
Dominio NC e Dominio core e Dominio Linker C-terminal

Figura 25. Alinhamento entre a Tsl7 e duas das mais potentes alfa toxinas. O primeiro destaque
(retangulo sem preenchimento de borda preta) indicam os dominios NC, core e linker, e seus
respectivos residuos de aminoacidos, o segundo destaque indica a regido do C-terminal e seus
respectivos residuos de aminoacidos. Os numeros acima indicam a posicdo dos residuos de
aminoacidos. Quantidade de residuos de aminoacidos (Aa) e porcentagem de identidade (%ld).

O alinhamento entre beta toxinas (Tsl, Tf2 e Tbl) e a Ts17 também foi realizado,
sendo observada baixa porcentagem de identidade entre a Ts17 e o grupo de beta-
toxinas. Quando comparado as regides de interagdo de uma (B-NaScTxs, nao foi
observado uma regido farmacoférica conservada entre a Ts17 e essas toxinas, tendo
apenas o Tyr22 conservado com a Tsl e Th1l e Phel3 com a Tf2, além das cisteinas.
Porém a regido de residuos aromaticos apresentou maior similaridade, sendo
composta pelos residuos Tyr4, Tyr36, Trp39, Tyr43, Tyr4d5 e as cisteinas (Figura 26).
A Tsl demonstrou acdo nos canais Navl.2, Navl.3, Navl.4, Navl.5 e Navl.6.

Alterando a cinética de ativagé@o para potenciais mais negativos nas isoformas Nav1l.2-
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Navl.4 e Navl.6, sendo Navl1.3 e Navl.6 de maiores efeitos com valores de 12 mV e
25 mV respectivamente, e inibicdo de corrente nos subtipos Navl.4 - Nav1.6, sendo
Navl.5 o mais afetado com 76%. Ademais, ndo possui agcao nos subtipos Navl.1,
Navl.7 e Navl.8 (PEIGNEUR et al., 2015). A toxina Tf2 possui uma acao seletiva para
a isoforma Navl.3, alterando a cinética de ativacdo para potenciais mais
hiperpolarizados (CAMARGOS et al., 2015), e a toxina Tb1 ndo possui caracterizacao
eletrofisioldgica. J& a Ts17 demonstrou acao em todos 0s subtipos testados, alterando
a cinética tanto de ativagdo, quanto de inativacdo, sendo o subtipo Nav1.2 e Navl.5

de maiores efeitos para ativacéo e inativacdo, respectivamente.

4 13 22 26 29 36 39 4345 50 54
NIy
sp |TSl7 KKDGYPVEGDNCAFACFGYDNAYCDKLCKDK -KADSGYCYWVHILCYCYGLPDKEPTK]- - TSGRCKP 64 100.00
sp|Tf2 -KEGYAMDHEGCKFSCFIRPSGFCDGYCKTHLKASSGY CAWP - -ACYCYGVPSNIKVIWDY ATNKC- - 62 42.37
sp |T51 -KEGYLMDHEGCK|LSCFIRPSGYCGRECGIK -KGSSGYCAWP - -ACYCYGLPNWVKVWPR ATNKC- - 61 40.68
sp|Th1 -KEGYLMDHEGCK|LSCFIRPSGYCGSECKIK-KGSSGY CAWP - -ACYCYGLPNWVKVWDPR ATNKC 61 42.37
Regido Farmacoférica Regido Residuos aromaticos

Figura 26. Alinhamento da Ts17 com betas toxinas, analisando as regifes farmacoférica e residuos
aromaticos. O primeiro destaque (retangulo sem preenchimento de borda preta) indica a regiao
farmacoférica e seus respectivos residuos de aminoacidos, o segundo destaque indica a regido dos
residuos aromaticos e seus respectivos residuos de aminoacidos. Os niumeros acima indicam a posicao
dos residuos de aminoacidos. Quantidade de residuos de aminoacidos (Aa) e porcentagem de
identidade (%ld).

Quando levado em consideracdo as estruturas secundarias das toxinas de
escorpido que atuam em canais de sodio, observa-se uma alta conservacao
tridimensional entre os grupos a e B-NaScTxs, sendo composta por trés ou quatro
folha beta antiparalelas e uma alfa-hélice, juntamente com a posicdo das cisteinas
conservadas (GORDON et al., 1998; QUINTERO-HERNANDEZ et al., 2013) (Figura
27). Chen et al. (2012), usando simulagdo por dindmica molecular, sustentam a
hipotese de que as toxinas alfa e beta escorpidnicas possuem uma orientacdo de

ligagéao similar.
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Aanhll Ts1

Figura 27. Representacdo da estrutura terciaria de duas NaScTxs. Toxina Aahll (a-NaScTxs) isolada
do escorpido Androctonus australis e a Ts7 (8-NaScTxs) isolada do escorpido Tityus serrulatus.
UniProtKB - P01484 e UniProtKB - P15226, respectivamente. PDB: 1PTX (Aahll) e 1B7D (Ts1).

Estudos como Del Rio-Portilla et al. (2004) ja descreveram situacdes similares a
da Ts17, sendo a toxina em questdo a Cnl2, peptideo que por alinhamento possuia
identidade a B-toxinas, porém, apds caracterizacdo eletrofisiol6gica foi observado
efeito de a-toxina. Dentre as possibilidades para esse efeito ndo esperado, pode-se
citar a necessidade de a interacdo toxina-canal depender da toxina inteira e a
distribuicdo de cargas, podendo assim, outra face da estrutura molecular contribuir
para esse efeito oposto ao esperado (DEL RIO-PORTILLA et al., 2004).
Demonstrando assim, a necessidade da caracterizacdo farmacoldgica para
confirmacéo do grupo pertencente e ndo basear a classificacdo do grupo (alfa ou beta)

apenas pelo alinhamento, devido a possiveis ndo conservacdes de residuos.

De acordo com Moraes et al. (2011) e Céstele et al. (1998), a a¢do de algumas B-
NaScTxs na ativagdo dos canais de sodio (shift de voltagem para potenciais mais
negativos) sdo melhoradas quando precedido de um pré pulso (MORAES et al., 2011),
porém os resultados obtidos com a Ts17 demostram a independéncia do pré pulso
visando essa melhoria na acdo da toxina, sendo esse resultado semelhante aos
trabalhos de Mata et al. (2018) com a toxina Tfla (MATA et al., 2018) e Duque et al.
(2017) com a To4 (DUQUE et al., 2017). Porém, para algumas toxinas, a falta de um
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pré pulso enfraquece a potencializacdo de sua acado, como por exemplo para a toxina
Tz1 do Tityus zulianus (LEIPOLD et al., 2006).

Baseando-se em Campos et al. (2007), a alteracdo da probabilidade de abertura
na ativacdo e inativacdo, além da diminuicAo da macrocorrentes sdo devido ao
aprisionamento do sensor de voltagem do dominio Il no estado ativado, além de uma
influéncia nos outros sensores de voltagem ajudando-os no deslocamento para a
porcdo extracelular, visto que o canal tende a se reorganizar visando o equilibrio,
deixando o canal em um estado pré ativado, consequentemente, propiciando a

abertura dos canais precocemente.

No modo whole-cell as correntes de sédio sdo mensuradas levando em conta todos
0s canais contidos na célula, sendo assim, mensura-se as macrocorrentes de sédio.
Um dos possiveis efeitos da beta toxina € a reducdo da amplitude dessa
macrocorrente. Quando a beta toxina aprisiona 0 sensor de voltagem na porcao
extracelular, além de tornar os canais pré ativos, também pode ocasionar a passagem
de alguns canais do estado fechado diretamente para o estado inativo, sendo assim,
guando mensurado as macrocorrentes na presenca da toxina, pode-se observar, além

do shift de voltagem, uma reducdo de amplitude de corrente (CESTELE et al., 1998).

A especificidade de cada subtipo de canal neuronal esta compreendida no loop SS2
(C-terminal) do dominio lll, sendo esse local importante para interacdo das toxinas
com o canal de sédio. Compreendendo assim, dois sitios importantes, o ja
mencionado sitio de interacdo com o sensor de voltagem tipico das beta toxinas, o
dominio Il; e o loop SS2, gerando especificidade ao canal, no dominio Ill. Tendo a
toxina interacao com os dois sitios simultaneamente. Dito isso, a variacao de efeito da
acdo da Ts17 em cada subtipo pode ser explicada devido a diferenca na sequéncia
de cada isoforma nesse loop SS2, modificando a interacao toxina-canal ligeiramente,

afetando assim, o grau de toxicidade em cada subtipo (LEIPOLD et al., 2006).

VII. CONCLUSAO

O objetivo do trabalho era a identificagéo e purificagdo de uma nova toxina (Ts17)
isolada do escorpidao Tityus serrulatus, o escorpido amarelo, e sua posterior
caracterizacdo eletrofisiologica em sete subtipos de canais de sodio voltagem
dependentes (Navl.1-Navl.7), sendo esses objetivos concluidos. N&o foram
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observadas diferencas entre os protocolos com e sem pré pulso. A toxina foi capaz de
alterar a probabilidade de abertura dos canais de sédio, sendo que no subtipo Navl.2
foi observado o maior shift de voltagem para a ativacdo com e sem pré pulso, e no
subtipo Navl.5 para a inativacdo. Ndo foram observadas diferencas significativas
entre controle e apds aplicacdo da toxina na sensibilidade a voltagem, com excecao
para os subtipos Navl1.3 (ativacdo) e Navl.1l, Navl.2 e Navl.5 (Inativacdo). Para a
recuperacdo da inativacédo lenta do canal, apenas os subtipos Navl.4, Navl.6 e
Navl.7 néo tiveram diferengas significativas entre controle e aplicagcdo da toxina. Por
fim, a Ts1l7 ndo mostrou efeito na inativacdo rapida do canal. Dito isso, pode-se

concluir que o peptideo Ts17 pertence ao grupo da -NaScTxs.

O trabalho caracterizou tanto estruturalmente quanto funcionalmente uma nova
toxina, podendo assim, corroborar para estudos relacionados a interacéo toxina-canal,
além de agregar conhecimento a area da toxinologia e corroborar com pesquisas

visando potenciais biotecnoldgicos, como a busca de farmacos.

VIII.PERSPECTIVAS

¢ Realizar o sequenciamento completo da toxina;

e Realizar experimentos de dicroismo circular;

e Realizar experimentos com 0s subtipos de canais de sodio (mamifero)
restantes — Nav1.8 e Nav1.9;

e Realizar experimentos em outros canais de sédio como de aracnideo, inseto
e bactéria;

e Analisar outros parametros eletrofisioldgicos como a constante de

dissociacao da toxina nos canais de sodio voltagem dependentes.
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