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RESUMO

Citolisinas animais tém sido ferramentas fundamentais para a analise dos
mecanismos envolvidos no controle da liberagcdo de neurotransmissores em sinapses. Os
objetivos deste trabalho foram: i) verificar o efeito da equinatoxina-ll (EqTx-Il) recombinante
na liberacao de glutamato de sinaptossomas corticais de camundongos; ii) investigar as vias
de sinalizagdo celular envolvidas na liberacdo de glutamato induzida pela EqTx-Il e toxina
Bc2 (isolada da anémona do mar Bunodosoma caissarum); iii) verificar se a liberagdo de
glutamato induzido pela EqTx-Il e toxina Bc2 é citosdlica ou exocitética. Sinaptossomas
corticais de camundongos foram obtidos utilizando um gradiente de Percoll e incubados com
L-[*H]glutamato. Os sinaptossomas foram incubados na presenca de tampao HBSS, KCI (33
mM), EqTx-II (0,1; 1 e 10 ug/ml), toxina Bc2 (0,1; 1 e 10 ug/ml), ionomicina (lono, 1, 3 e 10
uM) e latrotoxina (Ltx, 0,1; 0,3 e 1 nM). A liberacéo de [°H-glutamato] foi determinada num
cintilador liquido. EqTx-II, toxina Bc2, iono e Ltx induziram uma liberagdo de glutamato de
modo dependente da concentragdo e do tempo de incubagado. O pré-tratados com EqTx-I
ou toxina Bc2, ndo afetou a liberagao exocitética de glutamato induzida por despolarizagéo
com KCI. PD98059 (inibidor da via MAPK/ERK) diminuiu a liberagdo de glutamato induzida
por EqTx-Il, toxina Bc2, iono (1 uM) e Ltx (0,1 nM). H89 (inibidor de PKA), estaurosporina
(inibidor inespecifico de PKC) e KN-62 (inibidor de CaMKII) bloquearam a liberagédo de
glutamato provocada por KCI, EqTx-Il e toxina Bc2. Entretanto, queleritrina (inibidor da PKC)
e LY294002 (inibidor da PI3K) nao afetaram a liberagao de glutamato. O pré-tratamento com
bafilomicina (BAF) e toxina tetanica (TeTx) n&o afetaram a liberacdo de glutamato induzida
pela incubagéo dos sinaptossomas durante 1 minuto com EqTx-ll ou toxina Bc2. Contudo,
em sinaptossomas incubados durante 5 minutos com as citolisinas, a liberagédo de glutamato
foi reduzida por BAF e TeTx. Os resultados deste trabalho sugerem que a liberagdo de
glutamato sinaptossomal induzida pela EqTx-Il e toxina Bc2 envolve as vias MAPK/ERK,
PKC e CaMKIl. EqTx-ll e toxina Bc2 induzem a liberagdo de glutamato sinaptossomal

citosodlica ou vesicular, de modo dependente do tempo de incubagao.



ABSTRACT

Natural cytolysins have been fundamental tools to analyze the basic mechanisms
involved in the control of neurotransmitter release on synapses. The aims of this study were:
i) investigate if equinatoxin-1l (EqTx-II, cloned and expressed in E. coli) evokes synaptosomal
glutamate release; ii) analyze the effect of protein kinase inhibitors and inhibitors of vesicular
exocytosis on the synaptosomal glutamate release induced by EqTx-Il (1 ug/ml) and toxin
Bc2 (1 pg/ml, isolated from the sea anemone Bunodosoma caissarum). Mice cortical
synaptosomes were obtained using a percoll gradient and loaded with [*H]glutamate.
Synaptosomes were incubated during different times with HBSS buffer (Basal), KCI (33 mM),
EqTx-1l (0.1, 1 and 10 ug/ml), toxin Bc2 (0.1, 1 and 10 pg/ml), ionomycin (iono, 1, 3 and 10
uM) and latrotoxin (Itx, 0.1, 0.3 and 1 nM). The release of [°H-glutamate] was measured
using a liquid scintillator. EqTx-Il, toxin Bc2, iono and Itx induced a time- and concentration-
synaptosomal glutamate release. A depolarization with KCI evoked glutamate release, even
after a synaptosomal pretreatment with EqTx-Il (1 pg/ml) or toxin Bc2 (1 ug/ml). PD98059 (a
MAPK/ERK inhibitor) reduced the glutamate release evoked by EqTx-Il, toxin Bc2, iono (1
uM) and Itx (0.1 nM). Staurosporine (a broad spectrum PKC inhibitor) decreased the
glutamate release induced by KCI, EqTx-Il and toxin Bc2. However, cheleritrine (a specific
PKC inhibitor) did not affect the glutamate released by these cytolysins. H89 (a PKA
inhibitor) and KN-62 (a CaMKIl inhibitor) blocked the glutamate release evoked by KCI,
EqTx-Il and toxin Bc2. LY294002 (a PI3K inhibitor) did not alter the glutamate release
induced by KCI and by these cytolysins. The inhibitors of vesicular exocytosis bafilomycin
(BAF) and tetanus toxin (TeTx) decreased the glutamate release induced by 1 min. of
incubation with KCI, but has no effect on the release evoked by EqTx-Il or toxin Bc2.
However, when the synaptosomes were incubated during 5 min. with KCI and these
cytolysins, the glutamate release was decreased by BAF and TeTx. In conclusion, the results
of this work suggest that the glutamate release induced by EqTx-1l and toxin Bc2 involves the
MAPK/ERK, PKC and CaMKII protein. Moreover, the glutamate released by these cytolysins
(1 min. stimulous) seems to be cytosolic. Nevertheless, the release induced by 5 min. seems

to mobilize vesicular glutamate and involves an exocytotic component.



1. INTRODUGAO

As toxinas de origem animal, vegetal e microbiana tém sido ferramentas
fundamentais para analisar os mecanismos celulares envolvidos em processos fisioldgicos e
farmacologicos, como por exemplo, a liberacdo de neurotransmissores (exocitose). As
citolisinas séo toxinas proteicas comumente encontradas em vegetais, microrganismos e
animais, como as anémonas do mar (Anderluh & Macek, 2002; Parker & Feil, 2005). Estas
proteinas interagem com fosfolipideos de membrana para formar poros, pelos quais pode
ocorrer um influxo de Ca®*, um importante mensageiro intracelular (Belmonte et al., 1993;

Tejuca et al., 2001).

O avango no conhecimento acerca da utilizagdo de toxinas marinhas na
neurotransmissao pode permitir a utilizacdo destas no estudo da exocitose e de outros
processos no sistema nervoso. Assim como ja foi demonstrado para outras proteinas
formadoras de poros (Panchal et al., 2002), novas aplicagdes bioldgicas das citolisinas de
anémonas poderdo ser viabilizadas, desde que o seu mecanismo de agdo seja bem
conhecido.

A pesquisa sobre os efeitos e mecanismos de agdo de toxinas marinhas desperta
interesse, pois levanta a possibilidade do uso destas citolisinas como ferramentas
farmacologicas para o estudo dos processos fisiolégicos e bioquimicos envolvidos no

sistema nervoso central.



1.1. SISTEMA NERVOSO CENTRAL E PREPARAGOES NEURAIS

O sistema nervoso central (SNC) é constituido pela medula espinhal e pelo encéfalo.
O encéfalo localiza-se dentro da caixa craniana e & constituido por trés 6rgaos: cérebro,
cerebelo e bulbo (Zigmond et al., 1999). A sutileza e complexidade do cérebro, aliada a
habilidade de se alterar em resposta a novas informagdes é suportada por um grande
numero de mecanismos de comunicagao célula-célula que engloba niveis anatdmicos,
conexdes intrincadas e plasticas, circuitos neuronais de larga escala e o comando global
dos sistemas regulatérios. A nivel quimico, o sistema nervoso central utiliza um grande
numero de neurotransmissores com diversos mecanismos para decodificar o contelido de
informagdes (Hyman, 2005).

Varias preparacdes neurais foram desenvolvidas como modelos para o estudo do
sistema nervoso central. Os sinaptossomas sao terminais nervosos isolados que contém as
principais organelas celulares (de Robertis et al., 1962; Whittaker et al., 1964). As
mitocondrias estdo localizadas em um citoplasma fisioldgico, com vias metabdlicas e
suprimento de ATP, contando ainda com toda a maquinaria necessaria para a exocitose de
vesiculas sinapticas (Nicholls, 2003). Os terminais nervosos isolados sdo modelos simples
para a investigagdo do mecanismo de agéo e das consequéncias funcionais de neurotoxinas
que afetam canais ibnicos e exocitose (Nicholls et al., 1985; Harvey, 1997).

Por serem a preparagdo neural mais simples que possui toda a maquinaria de
exocitose vesicular, os sinaptossomas tém sido utilizados no estudo dos mecanismos
moleculares da neurotransmissdo (Verhage et al., 1991; Cousin et al.,, 2000). Outra
aplicacao importante para as preparagdes de terminais nervosos isolados é o estudo da
liberacao de glutamato, o principal neurotransmissor excitatorio do sistema nervoso central.
O glutamato é liberado de vesiculas nos terminas pré-sinapticos por um mecanismo
dependente de Ca** que envolve canais de Ca?*-dependentes de voltagem do tipo N e P/Q
(Birnbaumer et al. 1994). A concentracdo de glutamato dentro das vesiculas é

aproximadamente 100 mmol/L. A liberacdo de uma uUnica vesicula produz um potencial



excitatério poés-sinaptico (EPSP). Os terminais nervosos glutamatérgicos sdo modelos
importantes para o estudo de substancias com potencial para a intervengédo farmacolégica

em uma ampla relagdo de doengas neurolégicas e psiquiatricas (Meldrum, 2000).

1.2. LIBERAGAO DE NEUROTRANSMISSORES

A idéia da existéncia de uma comunicacdo entre neurbnios e células-alvo
especificas, chamada sinapse, surgiu de Santiago Ramon y Cajal ha mais de um século
(Ramon y Cajal, 1891). Otto Loewi descobriu o primeiro neurotransmissor em 1926, quando
demonstrou que a acetilcolina carregava um sinal quimico do nervo vago para o coragao
que diminuia o ritmo cardiaco. A partir desta época, mais de uma centena de substancias e
um grande numero de receptores tém sido implicados na neurotransmisséo (Valenstein et
al., 2002). Para que ocorra a neurotransmissdo, a mensagem quimica é recebida pelo
neurbnio pos-sinaptico e é convertida em um sinal elétrico e bioquimico dentro dos
dendritos. Esta informagéo elétrica € integrada nos dendritos e corpo celular, e se alcangar
um limiar adequado de despolarizacao, a informacgao elétrica sera transmitida ao axénio do
neurénio receptor, para o seu terminal pré-sinaptico. No terminal pré-sinaptico, o ciclo da
transmissao sinaptica € renovado quando o sinal elétrico do potencial de agdo é convertido
em um novo sinal quimico. Estes sinais permitem que informagdes bioquimicas complexas,

excitatorias ou inibitorias sejam passadas entre as células (Nestler et al., 2003).

1.3. LIBERAGAO DE NEUROTRANSMISSORES POR EXOCITOSE

A exocitose ocorre seletivamente em "zonas ativas", uma regido especializada da
membrana celular. A transmissao sinaptica € iniciada quando um potencial de agéo induz a
liberagdo de neurotransmissores de um terminal nervoso pré-sinaptico. Um potencial de
acdo abre canais de Ca*" dependentes de voltagem, e o aumento na concentragédo de Ca®"

citosolico ([Ca2+]c) transitéria resultante estimula a exocitose de vesiculas sinapticas



ancoradas & membrana (Sudhof, 1995). O envolvimento do Ca®* na formac&o, no estoque e
na fusdo das vesiculas é complexo, e ndo € completamente entendido (Stojilkovic, 2005).
Este papel relevante das variacdes de Ca®" em controlar a liberagdo de neurotransmissores
tem sido esclarecido, em parte, através da utilizagdo de ion6foros seletivos para cations e de
toxinas formadoras de poros (citolisinas) para induzir a exocitose (Rosenthal & Meldolesi,
1989; Davletov et al., 1998).

Em vérias sinapses, a liberagdo é estimulada pelo influxo de Ca** através de canais
de Ca?* do tipo P/Q ou do tipo N, enquanto que os canais do tipo R ou L estdo raramente
envolvidos (Dietrich et al., 2003). O influxo de Ca?* tem pelo menos dois componentes de
liberagdo, que sdo mecanisticamente distintos: uma fase rapida, sincrénica, que é induzida
rapidamente, em menos de 50 ps apés o aumento do Ca?* (Sabatini & Regehr, 1996), e uma
fase lenta, que continua por mais de 1 s com um aumento no nivel da liberagdo espontanea,
apos o potencial de agao (Barrett & Stevens, 1972; Atluri & Regehr, 1998). Ambos os
componentes de liberagdo sdo dependentes de Ca?*, mas respondem diferentemente apos
estimulagdes repetitivas (Hagler & Goda, 2001).

O conhecimento acerca dos mecanismos moleculares de fusdo das vesiculas na
membrana plasmatica avangou muito na ultima década, através da combinagdo de ensaios
in vitro, manipulagdes genéticas e da elucidagdo dos mecanismos de agdo pelo qual as
neurotoxinas clostridiais (neurotoxinas botulinica e tetanica) bloqueiam a exocitose em
neurdnios. Estes dados convergiram para a teoria SNARE de fusdo membranal (Sollner et
al., 1993; Rothmann, 1994; Sollner, 2003), a qual tem sido seguida pela maioria dos estudos
recentes. De acordo com este modelo, a exocitose sinaptica € mediada por trés proteinas
SNAREs (receptores soluveis de ligagdo a N-etilmaleimida): sinaptobrevina (proteina de
membrana associada a vesicula, também referida como VAMP) nas vesiculas sinapticas,
sintaxina 1 e SNAP-25 (proteina associada ao sinaptossoma) na membrana plasmatica pré-
sindptica. Estas proteinas formam um emaranhado paralelo de quatro hélices, com uma
estrutura terciaria bastante termoestavel (Galli & Haucke, 2005). Outras proteinas incluem a

NSF (proteina de fusdo sensivel a N-etiimaleimida) ATPase e sua adaptadora SNAP



(proteina de ancoramento ao NSF soluvel), a classe Rab de pequenas proteinas G e seus
efetores, a familia sinaptotagmina e a familia nsec1 (homdélogo mamifero da proteina sec1
de levedura, também referida como munc18). Varios outros fatores que interagem com
SNAREs, como as complexinas, VAP33 (proteina de membrana associada a vesicula/
proteina ligadora de sinaptobrevina) e sinaptofisina tém sido caracterizados (Dulubova et al.,
1999; Rizo & Sudhof, 2002; Gallwitz & Janh et al., 2003).

Para a fusdo das vesiculas sinapticas, inicialmente a sintaxina esté ligada a munc18
e a sinaptobrevina esta provavelmente ligada a sinaptofisina. Ambas, sintaxina e
sinaptobrevina s&o proteinas com um dominio transmembrana. No estagio de ancoragem, o
complexo sintaxina-munc18 é dissociado talvez assistido por uma proteina efetora Rab. A
interagdo dos peptideos amino-terminais da sintaxina com os homodlogos sec1/munci18
ocorre no reticulo endoplasmatico, no complexo de Golgi e em endossomos. A
sinaptobrevina liga-se, entdo, a sintaxina e SNAP-25. No estagio de preparagéo (priming), o
sistema se torna apto a sofrer fusdo desde que haja um aumento na concentragao de Ca?,
possivelmente envolvendo uma proteina ligadora de Ca?* tal como sinaptotagmina. No
estagio de reciclagem, a SNAP e NSF se ligam ao complexo SNARE, e este complexo é
entao dissociado apos hidrélise de ATP (Rizo & Sudhof, 2002; Sudhof et al., 2003; Stojikovic
et al., 2005; Galli and Haucke, 2005).

Varias das proteinas envolvidas no ciclo das vesiculas sinapticas e que participam
da exocitose podem ser "alvo" de toxinas (Monteccuco & Schiavo, 2005). Sete sorotipos
distintos de toxinas botulinicas (BoNTs, A-G) tém sido identificados através do estudo do
botulismo em humanos (BoNT/A, /B, /E e /F), aves (BoNT/C) e bovinos (BoNT/D), ou de
bactérias isoladas do solo (BoNT/G) (Herreros & Schiavo., 2002). Estas bactérias produzem
neurotoxinas clostridiais juntamente com muitas outras toxinas proteicas, como a toxina C2-
ADP-ribosiltransferase, que afeta G-actina, e a exoenzima C3, que ADP-ribosila a proteina
Rho (Aktories, 1997). Em mamiferos, VAMP-1 e -2 sao clivadas por toxina tetanica (TeTx),
BoNT/B, /D, /F e /G, SNAP-25 por BoNT/A, /C e /E, e sintaxina somente por BoNT/C. Muitos

homologos destas proteinas (celubrevina, SNAP-23) podem ser clivados em diferentes



niveis (Monteccuco & Schiavo, 2005). Os mecanismos moleculares utilizados pelas
neurotoxinas clostridiais podem ser classificados em trés categorias: BoNT/A bloqueia o
passo "postdocking priming"; BoNT/D/E/ e F previne a formagdo do complexo de fuséo;
BoNT/B, /C, /G, e TeTx desacoplam particulas de fusdo da vesicula ou da membrana
plasmatica, alterando a sincronizagao do complexo SNARE durante a fusdo (Humeau et al.,
2000).

Uma melhor compreensdo dos mecanismos de agdo das toxinas clostridiais nas
células neuronais tém permitido diversas aplicagdes terapéuticas para as toxinas
botulinicas, como nos casos de hiperhidrose, distonia muscular, incontinéncia urinaria,
hipersalivagdo e em um amplo niumero de casos na medicina estética (Rosseto et al., 2001;
Balikian & Zimbler, 2005; Brashear, 2005). A utilizagdo das toxinas tetanica e botulinica tem
sido util para fornecer informagcbes a respeito do tipo de liberagdo de glutamato

sinaptossomal (exocitética ou n&o).



Sinaptotagmina

Canais

de calcio SNAP-25

Sintaxina Sinaptobrevina/VAMP

Figura 1. Representagcdo esquematica da exocitose vesicular. Estdo demonstradas
algumas proteinas vesiculares ou membranais envolvidas na liberacdo exocitética de

neurotransmissores. Adaptado de Galli & Haucke, 2005.

1.4. VIAS DE SINALIZAGCAO CELULAR ENVOLVIDAS NA LIBERAGAO DE NEUROTRANSMISSORES

A neurotransmissao é regulada positiva ou negativamente de multiplas maneiras, e
acredita-se que esta regulacdo seja um dos importantes mecanismos de plasticidade
sinaptica, que leva ao aprendizado e memoria. Diferentes proteinas quinases tém sido
implicadas na regulagéo pré-sinaptica em varios tipos de prepara¢des neuronais, contudo,
0s exatos mecanismos ainda sdo pouco compreendidos (Greengard et al., 1993; Takahashi
et al., 2003).

A cascata de sinalizagdo MAPK (proteina quinase ativada por mitdgenos), que leva a

ativagdo das proteinas ERK1 e ERK2 (quinases reguladas por sinal extracelular), tem sido



implicada no controle da plasticidade sinaptica no cérebro adulto, além de ser essencial nos
eventos de diferenciagdo e proliferagdo celular (Thomas & Huganir, 2004). As ERKs sao
ativadas nos neurénios em resposta a sinalizagdo glutamatérgica, que esta envolvida em
fendbmenos como aprendizado e memoria (Kurino et al., 1995). O envolvimento da via
MAPK/ERK em varios eventos celulares tem sido esclarecido gragas a utilizagdo do
composto PD98059, um inibidor especifico da via MAPK/ERK (Alessi et al., 1995; Atherfold
et al., 1999; Egea et al., 1999; Jovanovic et al., 2000; Bloch-Shilderman et al., 2002; Pereira
et al.,, 2002). A MAPK fosforila a proteina sinapsina, envolvida na formagcdo do pool de
reserva das vesiculas sinapticas, nos sitios 4 e 5 da regido N- terminal, e nos sitio 6 da
regido C-terminal, podendo assim controlar a mobilizagao vesicular (Chie et al., 2003).

A proteina quinase dependente de calcio e fosfolipideo C (PKC) é uma quinase
serina-treonina ativada por lipideos e calcio, com um papel fundamental na transducgéo de
sinal (Parker & Murray-Rust, 2004). As isoformas da PKC s&o classificadas em trés
subfamilias, de acordo com o dominio regulatério N-terminal. Este dominio determina a
sensibilidade para os segundos mensageiros Ca*" e diacilglicerol (DAG). As izoenzimas a,
Bl, BIl e y requerem DAG, fosfatidilserina (PS) e Ca®* para sua ativagdo. As formas §, ¢ e 0
requerem DAG e PS, mas sdo independentes de Ca?*. Por outro lado, as PKCs A e 3 n&o
requerem Ca? nem DAG (Parker & Murray-Rust, 2004). Isoenzimas de PKC estdo
presentes em terminais nervosos do sistema nervoso de mamiferos (Coffey et al., 1993). As
vias que levam a ativacdo de PKC tem sido muito estudadas, revelando uma clara relacao
entre a sinalizagdo de PI3K e a fungdo das PKCs (Toker, 2000). A ativacdo de PKC pode
aumentar a liberagdo de neurotransmissores por mecanismos como o aumento na atividade
dos canais de Ca®, a inibicdo dos canais de K*, alteracdes na maquinaria exocitética,
aumento no pool de vesiculas prontas, ou aumentando a sensibilidade da maquinaria de
liberagdo ao Ca** (Millan et al., 2003). Além de facilitar a liberagdo de glutamato, PKC e PKA
(proteina quinase dependente de AMP ciclico) suprimem as influéncias pré-sinapticas

inibitorias de varios receptores acoplados a proteina G (Cai et al., 2001).



A transmissao sinaptica pode ser regulada em varias sinapses pela ativagdo da PKA.
A ativacao de PKA tem mostrado potenciar a transmissao sinaptica, aumentando a liberagao
de glutamato em muitas preparagdes neuronais, incluindo fatias hipocampais da regido CA1,
cultura de células granulares cerebelares e sinaptossomas (Milan et al., 2003). Os
mecanismos envolvidos na facilitagdo da liberagdo de glutamato por PKA incluem a ativagao
direta da maquinaria de exocitose (Chheda et al., 2001) e alteragdes na excitabilidade dos
terminais nervosos, resultando em modulagdo dos canais ibnicos (Chevaleyre & Castillo,
2002).

Evidéncias sugerem que a ativagdo da cascata MAPK/ERK & mediada em parte pela
via PI3K (fosfatidilinositol-3-quinase), dependendo do tipo celular e do estimulo utilizado
(Toker, 2000). Amino e colaboradores (2002) demonstraram que o fator de crescimento
nervoso (NGF) aumenta a liberacdo de neurotransmissores em células PC12, através da
ativagao das proteinas quinases ERK e PI3K.

A estimulacéo de terminais nervosos por uma variedade de estimulos leva ao influxo
de Ca®', que interage com proteinas reguladoras da exocitose. O Ca?* tem um papel chave
na regulagdo da funcionalidade dos terminais nervosos através da estimulagdo de enzimas
dependente de calmodulina (CaM), incluindo um grande nimero de quinases dependentes
de Ca®/calmodulina (CaMK) (Turner et al., 1999). As proteinas sinapsina | e Il sdo
fosforiladas pela CaMKIl, nas extremidades N- e C-terminais (Greengard et al., 1993). A
fosforilacdo de CaMKIl induzida pelo aumento nos niveis de Ca®" intracelulares tem um
papel central no ciclo das vesiculas sinapticas (Leenders & Sheng, 2005). A participagéo da
CaMKII na liberagédo de glutamato induzida por despolarizagao com KCI em sinaptossomas
foi demonstrada pela utilizagdo do KN-62, um inibidor especifico da CaMKIl (Sihra &

Pearson, 1995).
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Figura 2. Proteinas quinases envolvidas na liberagdao de neurotransmissores. Estao
demonstradas algumas quinases que podem ativar varias proteinas envolvidas na liberagdo

de neurotransmissores (em negrito e sublinhado). Adaptado de Turner et al., 1999.

1.5. CITOLISINAS DE ANEMONAS DO MAR

Os membros do Filo Cnidaria produzem uma variedade de peptideos e proteinas,
que agem como neurotoxinas ou citolisinas. Apesar de varios cnidarios serem venenosos ou
peconhentos, os estudos bioquimicos e farmacolégicos tém focado em alguns poucos
grupos (Anderluh e Macek, 2002). O veneno das anémonas-do-mar (Actiniaria) contém

varias toxinas polipeptidicas, como neurotoxinas que interagem com canais de Na* (Norton,



1991; Santana et al., 2001; Bosmans et al., 2002), de K" (Diochot et al., 1998) e citolisinas
(Macek et al., 1994; Anderluh & Macek, 2002; Turk, 1991).

Nas ultimas trés décadas, 32 espécies de anémonas do mar foram caracterizadas
como produtoras de uma ou mais proteinas citoliticas. Estas toxinas sao classificadas em
quatro grupos, com base no seu peso molecular (Anderluh e Macek, 2002): a) peptideos de
5-8 kDa com atividade antihistaminica; b) proteinas formadoras de poros com cerca de 20
kDa (actinoporinas), inibidas por esfingomielina; c) citolisinas com 30-40 kDa com ou sem
atividade de fosfolipase A2; d) um grupo representado pela citolisina metridiolisina, de 80
kDa, obtida da anémona Metridium senile. As actinoporinas possuem varias atividades
biolégicas, como hemolitica (Macek et al., 1994; Anderluh & Macek, 2002), citotoxica (Zorec
et al., 1990; Batista & Sentjurc, 1995), antiparasitaria (Tejuca et al., 1999) e cardiotéxica
(Suput et al., 2001). As equinatoxinas (obtidas da anémona Actinia equina) e as esticolisinas
(da Stoichactis helianthus) s&o as citolisinas mais bem conhecidas, sendo que a
equinatoxina-Il (EqTx-1l) foi clonada e expressada em E. coli (Anderluh et al., 1996).

A caracterizagdo estrutural e funcional das actinoporinas teve um grande avango
com a clonagem e o sequenciamento de algumas destas citolisinas (Anderluh et al., 1995;
De los Rios et al.,, 2000; Wang et al.,, 2000). A alta letalidade das actinoporinas em
mamiferos (LDsg in vivo: entre 20 e 300 (ug/kg) foi atribuida a parada cardiorespiratoria e ao
espasmo coronariano (Sket et al., 1974; Ho et al., 1987). As actinoporinas sao liticas para
uma variedade de células e suas organelas vesiculares. Batista & Sentjurc (1995)
demonstraram que concentragées de EqTx-lIl menores que 0,1 nM afetaram a estrutura de
células V-79 (fibroblastos de macaco). Por serem extremamente citoliticas e citotoxicas,
estas toxinas tém sido usadas como componentes ativos de imunotoxinas (Avila et al., 1988;
Pederzolli et al.,, 1995). Além disso, EqTx-Il e a esticolisina demonstraram uma atividade
anti-parasitaria, apresentando forte toxicidade para o parasita Giardia lamblia (Tejuca et al.,
1999).

As actinoporinas formam canais seletivos para cations em modelos de membranas e

em células (Belmonte et al., 1993; Tejuca et al., 2001). Os poros formados por essas



citolisinas consistem de 3 ou 4 mondmeros inseridos na membrana lipidica (Malovrh et al.,
2003), com um didmetro de cerca de 1 nm, que permitem a passagem de moléculas entre
400 a 900 Da (De los Rios et al., 2001; Tejuca et al., 2001). O efeito dessas citolisinas &
observado em baixas concentragdes e pode ser inibido por esfingomielina, um fosfolipideo
de membrana que parece ser o sitio de ligacdo da toxina com a membrana plasmatica
(Macek et al., 1994; Anderluh & Macek, 2002; Malovrh et al., 2003). A estrutura
tridimensional da EqTx-Il foi recentemente determinada através de difracdo de raios-X e
NMR (ressonancia magnética nuclear), estimulando novos estudos sobre os mecanismos de
acéo destas citolisinas (Athanasiadis et al., 2001; Anderluh et al., 2003; Anderluh et al.,
2005). Desde 1990, é conhecido que a EqTx-Il aumenta os niveis de [Ca?']c (Zorec et al.,
1990). Além disso, a EqTx-lIl também induziu o influxo de calcio em células de
neuroblastoma humano (Muenier et al., 2000).

A citolisina isolada da anémona do mar Bunodosoma caissarum, denominada de
toxina Bc2 (cerca de 20 kDa), induziu uma massiva liberagdo de glutamato em
sinaptossomas corticais de ratos (Migues et al., 1999). Este efeito foi independente de Ca**
extracelular e de canais de Na®, e foi inibido pela esfingomielina. Alguns destes efeitos foram
semelhantes aos da proteina neurotdxica a-latrotoxina (Ltx), da aranha "vilva negra", que
produz massiva liberagao de diversos neurotransmissores (Rosenthal & Meldolesi, 1989). A
Ltx também forma poros e tem sido utilizada como uma importante ferramenta para estudar
0s mecanismos moleculares envolvidos na exocitose em linhagens celulares e neurdnios
(Davletov et al., 1998; Ushkaryov, 2002).

A toxina Bc2 provocou o aumento dos niveis de [Ca*]c e a exocitose de
catecolaminas em células cromafins bovinas (secretoras de catecolaminas) (Alés et al.,
2000). A exocitose induzida pela toxina Bc2 mostrou diferengas quando comparada com a
induzida pela Ltx e com a induzida por despolarizacdo com K*. Além de aumentar os niveis
de [Ca*']¢, a toxina Bc2 também provocou modificagdes no arranjo estrutural da F-actina
(uma proteina do citoesqueleto), e mobilizou diferentes “pools” de vesiculas (Alés et al.,

2000).



2. JUSTIFICATIVA

A utilizagdo de citolisinas na neurotransmissdo tem sido investigada (Khoo et
al.,1995; Migues et al., 1990; Alés et al.,, 2000), e neste trabalho se pretende dar
continuidade e aprofundar o conhecimento sobre o mecanismo de acédo das toxinas
marinhas equinatoxina-ll e toxina Bc2. Assim como ja foi demonstrado para outras proteinas
formadoras de poros (Panchal et al., 2002), novas aplicagbes biolodgicas das citolisinas de
anémonas poderdo ser viabilizadas, desde que o seu mecanismo de agdo seja bem
conhecido: a) EqTx-Il e toxina Bc2 aumentam os niveis citosolicos de Ca** (Alés et al., 2000;
Meunier et al., 2000), um importante mensageiro intracelular. Esta capacidade permitiria
utilizar as citolisinas para estudar os eventos em que este cétion esta envolvido: sinalizagéo
celular, neurotransmissao e morte celular (necrose e apoptose); b) devido a sua capacidade
de formacao reversivel de poros na membrana, sem provocar a lise celular em doses
subcitotdxicas, citolisinas tém sido testadas como "carregadores" (“delivery”) de drogas e
medicamentos para dentro da células (Provoda & Lee, 2001); c) a formagao de poros na
membrana (permeabilizagado) de células permitiu a “introdugao” de segmentos de DNA no
interior de células (transfecg¢ao) e de anticorpos (Provoda & Lee, 2001; Schiavo & Van der
Goot, 2001). d) os "nanoporos" formados pelas citolisinas também tém sido testadas como
"sensores" para analisar compostos organicos (Gu et al., 2001).

O conhecimento sobre o mecanismo de acao das citolisinas marinhas, equinatoxina
e toxina Bc2 podem permitir a utilizacdo destas proteinas no estudo da exocitose e de

outros processos da neurotransmissao.



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Estudar o mecanismo de acdo e as vias de sinalizacdo celulares envolvidas na

liberagdo de L- [*H]glutamato sinaptossomal induzida pelas citolisinas marinhas

equinatoxina-Il (EqTx-1l) e toxina Bc2.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar a EqTx-1l (clonada, obtida de culturas de E. coli) e verificar se esta citolisina tem a
capacidade de induzir a liberagao sinaptossomal de glutamato;

Estudar a cinética de liberagdo sinaptossomal de glutamato: analisar o efeito da
concentragao e do tempo de incubagao com EqTx-Il e toxina Bc2;

Avaliar se o pré-tratamento dos sinaptossomas com EqTx-ll ou toxina Bc2 afeta a
exocitose induzida por KCI,

Investigar o envolvimento de proteinas quinases na agdo neurosecretora da EqTx-Il e
toxina Bc2, utilizando inibidores especificos das vias MAPK/ERK, PKC, PKA, PI3K e
CaMKlI;

Analisar se a liberagédo de glutamato induzida por EqTx-Il e toxina Bc2 € exocitética ou
citosdlica, através do pré-tratamento dos sinaptossomas com bafilomicina e toxina

botulinica.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. REAGENTES

Bafilomicina, ionomicina, Percoll, PD98059, estaurosporina, H89, KN-62 e toxina
teténica foram obtidos da Sigma Co. (St. Louis, MO, USA). O kit para dosagem de proteinas
BCA foi adquirido de Pierce (Rockford, USA). Queleritrina, LY294002 e latrotoxina sao
provenientes de Alomone Labs. (Jerusalém, Israel). L-[*H]glutamato foi obtido de Amersham
(UK) e o liquido de cintilagdo de Perkin-Elmer (Wellesley, USA). A bafilomicina, a toxina
tetanica e todos os inibidores de proteinas quinases foram diluidos em DMSO (concentragao
final menor que 0,1%). Equinatoxina, toxina Bc2, latrotoxina e ionomicina foram diluidas em
tampao HBSS (HEPES 28 mM; NaCl 133,5 mM; KCI 2,5 mM; KH2PO4 20 mM; CaCI2 1 mM

e glicose 1,2 mM).

4.2. ANIMAIS

Os animais utilizados neste trabalho foram camundongos Swiss machos adultos,
com cerca de 3 meses de idade (25 - 35 g), fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Federal de Santa Catarina - UFSC. Os protocolos experimentais foram aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA n° 300/UFSC). Os animais foram mantidos
em gaiolas com grades na parte superior e tratados com livre acesso a agua e ragéo solida
propria. A sala de manutengao teve ciclo claro e escuro de 12 horas (ciclo claro das 7:00 as

19:00 h) em temperatura climatizada entre 22 e 24°C.

4.3. ISOLAMENTO DA TOXINA Bc2

As anémonas-do-mar da espécie local Bunodosoma caissarum foram coletadas na

Praia da Armagao, em Floriandpolis (SC). A extragdo do veneno foi realizada pela imersao



de 5 a 7 animais em agua destilada (500 ml), durante cerca de 2 horas, como descrito por
Aneiros et al. (1993). Depois de retirados os animais, a solugdo contendo veneno e o0 muco
liberado pelas anémonas do mar foi filtrada através de papel filtro para remover particulas,
em temperatura de 4 °C. O filtrado (extrato bruto) foi aliquotado e liofilizado.

A toxina marinha Bc2 foi isolada por cromatografia em coluna como descrito por
Migues et al. (1999). O extrato bruto foi dissolvido em tampédo fosfato (PBS) 0,1 M, NaCl
0,15 M e pH = 7,4. A amostra foi submetida a uma filtragdo em coluna (1,5 x 115 cm) de
resina Biogel P2, equilibrada e eluida com o0 mesmo tampao fosfato, sendo o fluxo de 4 mi
por hora, em temperatura ambiente. Fracdes de 4 ml de efluente foram recolhidas em tubos
num coletor de fragbes. A absorbancia de cada tubo (fragdo) foi lida em um
espectofotdmetro a 280 nm (UV), para detectar os "picos" de proteinas. Uma aliquota de 5 a
50 ul de cada tubo foi testada no ensaio de atividade hemolitica (item 2.4) para verificar e
identificar as proteinas citoliticas. A seguir, os tubos que mostraram atividade (fragdes ativas
isoladas) foram reunidos, concentrados por liofilizagdo e dessalinizados.

As fracdes ativas liofilizadas, contendo tampéo fosfato, foram dessalinizadas por
filtragdo em mini-coluna PD-10 de gel Sephadex G-25 (Pharmacia). Primeiramente, a coluna
foi equilibrada e eluida com agua bidestilada. A seguir, as amostras liofilizadas foram
diluidas em 1-2 ml de agua e aplicadas na coluna. A coluna foi eluida com agua bidestilada
e o fluxo regulado para cerca de 6 ml/hora. Nestas colunas, a fragdo proteica € eluida
rapidamente (volume "vazio" da coluna), seguida da eluicdo de sal (tampé&o fosfato).
Fracbes de 1 ml foram separadas em tubos e depois lidas a 280 nm, para detectar o
componente proteico. Os tubos contendo a proteina citolitica isolada (toxina marinha Bc2)
foram aliquotados e concentrados por liofilizacdo. A coluna foi lavada com agua e azida

sédica 0,02% para conservagao e posterior reutilizagao.



4.4. ISOLAMENTO DA EQUINATOXINA-Il RECOMBINANTE

O gene da equinatoxina Il foi clonado em um vetor T7 e expressado em uma bactéria
E. coli (DE3) (Anderluh et al., 1996). Esta linhagem bacteriana foi gentilmente cedida pelo
Dr. Gregor Anderluh (Eslovénia) e foi utilizada na obtengao de equinatoxina. As bactérias
foram cultivadas em meio M9-LBA enriquecido e a expressao da proteina induzida durante o
crescimento na fase log. As células foram ressuspendidas em tamp&o acetato de aménio 50
mM, pH 6,8, contendo 25% de sacarose. O meio foi centrifugado e o precipitado (contendo
as bactérias) coletado. As bactérias foram lisadas por choque osmético (através da adigéo
de 3 volumes de tampéao acetato de aménio sem sacarose) e centrifugadas (6000 g durante
10 minutos). O sobrenadante (contendo as proteinas expressadas) foi aplicado em uma
coluna de troca ibnica (CM-Celulose) para o isolamento da equinatoxina Il (Anderluh et al.,

1996).

4.5. ENSAIO DE ATIVIDADE HEMOLITICA

Amostras de sangue de carneiro foram fornecidas pelo Biotério Central da UFSC. Os
eritrocitos foram separados do plasma lavando o sangue 3 ou 4 vezes, até a auséncia de
hemolise com tampao Fosfato (PBS) 0,1 M, NaCl 0,15 M e pH = 7,4. A cada lavagem, o
sangue foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos. Uma suspenséo de eritrocitos (3 a 5%)
foi preparada para, quando em hemodlise total (100%), apresentar uma absorbancia
aproximada de 0,600 em 540 nm. Cem microlitros (100 ul) da suspenséo de eritrocitos foram
incubadados com até 100 ul de solugéo-teste (fragbes obtidas da cromatografia ou
citolisinas isoladas), durante 30 minutos a 37 °C. Os tubos foram levemente agitados para
homogeneizagao do conteudo apds a adicdo da solugéo-teste. Ao final do tempo de
incubacgao, 800 ul de tampéao fosfato foram adicionados e as amostras centrifugadas a 3.000
rpm durante 10 minutos. A absorbancia do sobrenadante, que é proporcional a quantidade

de hemoglobina liberada, foi lida a 540 nm. Como controle (0% de hemodlise) foi utilizado



50ul de tampao fosfato. A hemdlise total (100%) foi obtida com a incubacgao de eritrécitos em

Triton X-100 (0,1% v/v).

4.6. LIBERAGAO DE L-[3H]GLUTAMATO SINAPTOSSOMAL

4.6.1. PREPARAGAO DOS SINAPTOSSOMAS

Os sinaptossomas foram obtidos de cortex de camundongos, utilizando um gradiente
descontinuo de Percoll (Dunkley et al., 1988), como descrito por Migues et al. (1999). Os
camundongos foram sacrificados por decapitagdo e os cérebros rapidamente removidos. O
cortex cerebral foi dissecado e homogeneizado em 10 volumes de solugdo de sacarose
(0,32 M), EDTA (1 mM) e ditiotreitol (0,25 mM) com pH = 7,4. O homogenado foi
centrifugado a 1.000 rpm, por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi aplicado com pipeta
Pasteur sobre gradientes descontinuos de Percoll (3, 7, 15 e 23 %) e centrifugado a 10.000
rom por 10 minutos a 4 °C. As fragdes sinaptossomais obtidas nas interfaces 7%-15% e
15%-23% foram coletadas, reunidas e centrifugadas a 17.000 rpm por 15 minutos a 4°C. O
precipitado foi novamente ressuspenso e centrifugado a 17.000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado final ressuspenso em tampao HSSB (solugéo
salina tamponada com HEPES), o qual consiste de: HEPES 28 mM; NaCl 133,5 mM; KCI
2,5 mM; KH2P0O4 20 mM; CaCl2 1 mM e glicose 1,2 mM. Esta suspensao de sinaptossomas

foi utilizada para os ensaios de liberagao.

4.6.2. ENSAIO DE LIBERAGAO DE [*H]GLUTAMATO

O ensaio de liberacdo de [*H]glutamato foi realizado segundo Migues et al. (1999). O
precipitado sinaptossomal foi ressuspendido em 900 ul de tampao HEPES. Nesta
suspensao foram adicionados 100 ul de uma solucao de L-[3H]glutamato, contendo 2 uCi de

L-*H]glutamato  (atividade especifica 53 pCi/mmol) e glutamato n&o-radioativo



(concentracdo final de 5 x 107 M). A preparagao sinaptossomal foi incubada por 15 minutos

a 37°C para captacao.

Apés a incubagdo, os sinaptossomas foram lavados trés vezes, durante 1 minuto,
com 1 ml de HEPES, a temperatura de 4°C. Este volume de tampao foi utilizado para
descartar o excesso de glutamato (neurotransmissor ndo captado). A liberagao de glutamato
foi induzida de acordo com os tratamentos dos sinaptossomas descritos abaixo. Apds os
tratamentos, os sinaptossomas foram centrifugados a 14.000 g durante 1 minuto, a 4°C. Os
precipitados (P) e os sobrenadantes (S) foram coletados em eppendorfs para medidas no
cintilador. A cada tubo foi adicionado 1 ml de liquido de cintilagdo e a contagem da
radioatividade (em cpm) contida em P e S foi realizada em um cintilador liquido (Packard). O
porcentual de [3H]glutamato liberado foi calculado como porcentagem do total, da seguinte
maneira:

L-[*H]glutamato liberado (%) = cpom em S x 100

cpmnoS+P

4.7. TRATAMENTO DOS SINAPTOSSOMAS

o Para avaliar a liberagdo de glutamato, os sinaptossomas foram incubados durante 1
minuto com diferentes concentragées de EqTx-Il, toxina Bc2, ionomicina e latrotoxina;

e Para estudar a cinética da liberagdo de glutamato induzida pelas citolisinas e iondéforos,
os sinaptossomas foram incubados durante 1, 2 e 5 minutos na presenga de condigbes
basais (tampédo HBSS), solugao despolarizante (KCI 33 mM), EqTx-Il (1 ug/ml), toxina
Bc2 (1 ug/ml), ionomicina (1 uM) e latrotoxina (0,1 nM).

e Para avaliar se o pré-tratamento dos sinaptossomas com EqTx-Il ou toxina Bc2 afeta a
exocitose induzida por KCI, estes foram pré-tratados durante 1 minuto na presenca de
HBSS, EqTx-Il (1 pg/ml) ou toxina Bc2 (1 ug/ml). Os sinaptossomas foram centrifugados

a 14.000 g durante 1 minuto, a 4°C e o sobrenadante descartado. O precipitado



sinaptossomal foi redissolvido e incubados por 1 minuto com HBSS, KCI, EqTx-Il ou
toxina Bc2.

e Para analisar o envolvimento de proteinas quinases na liberagdo de glutamato induzida
pela EqTx-ll e toxina Bc2, os sinaptossomas foram pré-incubados durante 15 ou 20
minutos com os seguintes inibidores: PD98059 (30 uM, Pereira et al., 2002; Raiteri et al.,
2003), inibidor da MEK 1/2; estaurosporina (100 nM; Risso et al., 2004), inibidor n&o-
especifico de proteinas quinases; queleritrina (6 uM, Tuz et al., 2004), inibidor seletivo
da PKC; H89 (0,5 uM, Page et al., 2001; Risso et al., 2004), inibidor da PKA; LY294002
(10 uM, Goggi et al., 2003; Okkenhaug & Vanhaesebroeck, 2001), um inibidor da PI3K
seletivo para os subtipos I, 1l e Ill; e KN-62 (1 uM, Sihra & Pearson, 1995), inibidor da
CaMKIl. Os sinaptossomas pré-tratados com PD98059 foram incubados durante 1
minuto na presenga de HBSS (Basal), KCI (33 mM), EqTx-1l (1 pg/ml), toxina Bc2 (1
ug/ml), ionomicina (1 uM) e latrotoxina (0,1 nM). Os sinaptossomas pré-tratados com os
outros inibidores de proteinas quinases foram incubados durante 1 minuto apenas na
presencga de HBSS (Basal), KCI (33 mM), EqTx-1l (1 ug/ml) e toxina Bc2 (1 pg/ml).

e A fim de determinar se a liberagdo de glutamato induzida pela EqTx-Il e toxina Bc2 é
vesicular ou citosdlica, os sinaptossomas foram pré-tratados com a bafilomicina, um
inibidor do transporte vesicular (0,1uM) durante 30 minutos (Linetska et al., 2004;
Bradford & Nadler, 2004) ou com a toxina tetanica, um inibidor da formagao do complexo
SNARE (100 nM, Matsumoto et al., 2001) durante 40 minutos (Montecucco & Schiavo,
2005). A seguir, os sinaptossomas foram incubados durante 1 e 5 minutos na presenga

de HBSS (Basal), KCI (33 mM), EqTx-Il (1 pg/ml) e toxina Bc2 (1 pg/ml).

4.8. DOSAGEM DE PROTEINAS

A dosagem de proteinas nas amostras foi determinada pelo método do acido

bicinconinico (BCA), utilizando albumina do soro bovino (BSA) como padréo.



4.9. ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Os resultados foram analisados através do teste-t de Student. As diferengas foram

consideradas significativas quando p < 0,05.

5. RESULTADOS

5.1. ISOLAMENTO DA TOXINA MARINHA BC2

O grafico de eluigdo do extrato bruto da anémona do mar Bunodosoma caissarum,
por cromatografia liquida em coluna de Biogel P-2, esta apresentado na Figura 1A. Uma
aliquota de cada fracao foi testada no ensaio de atividade hemolitica, e demonstrou a
presenca de dois picos, denominados Bc1 e Bc2, com menor e maior atividade hemolitica,
respectivamente (Figura 1B).

As curvas de hemolise de Bc1 e Bc2 estdo mostradas na Figura 2. O grafico mostra
que o componente Bc2 apresenta uma maior atividade hemolitica (maxima em cerca de 10
ug/ml), do que a proteina Bc1. Portanto, Bc2 € a principal citolisina da anémona do mar B.
caissarum. Resultados anteriores de eletroforese em gel de poliacrilamida com a toxina Bc2
indicaram que esta € uma proteina de peso molecular aproximado de 20 kDa (Migues et al.,

1999).
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Figura 1. Isolamento da toxina Bc2. (A) Cromatografia do extrato bruto da anémona do mar
Bunodosoma caissarum em coluna de Biogel P-2 eluida com PBS + 0,1 M NaCl. (B) A
atividade hemolitica das fragdes que eluiram da coluna cromatografica. Dois “picos” de

proteinas hemoliticas (citolisinas) estao indicadas, toxina B¢c1 (pico 1) e toxina Bc2 (pico 2).
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Figura 2. Curvas de hemdlise das citolisinas Bc1 e Bc2 isoladas do extrato bruto da
anémona do mar Bunodosoma caissarum. Diferentes concentragbes (1 a 20 pug/ml) das
citolisinas Bc1 e Bc2 foram incubadas com 100 ul de uma suspensao de eritrécitos de
carneiros a 3%, durante 30 minutos a 37°C. Os dados representam a média + E.P.M. de 3

experimentos independentes.



5.2. EFEITO DA CONCENTRAGAO DE EQUINATOXINA-Il E TOXINA BC2 NA LIBERAGAO DE

GLUTAMATO SINAPTOSSOMAL

A liberagdo de glutamato provocada pela equinatoxina (EqTx-Il) foi induzida
utilizando as concentragdes de 0,1; 1 e 10 ug/ml, durante 1 minuto. Nestas concentragoes, a
liberagdo de glutamato foi de 23,6 =+ 1,2%; 355 + 0,9% e 453 + 1,2% do total,
respectivamente (Figura 3A).

Os sinaptossomas também foram incubados durante 1 minuto com diferentes
concentragdes de toxina Bc2: 0,1; 1 e 10 pg/ml (Figura 3B). A liberagdo de glutamato
induzida por estas concentragdes foi de: 18,5 + 0,9%; 31,3 + 1,8% e 44,1 + 0,8% do total,
respectivamente.

Os resultados mostram que a EqTx-Il e a toxina Bc2 induzem a liberagao
sinaptossomal de glutamato de maneira dependente da concentragéo: 23,3 + 1,2%; 35,5 +
0,9% e 43,3 + 1,2% do total (EqTx-Il) e 18,5 £ 0,9%; 31,3 + 1,8% e 44,1 £ 0,8% do total

(toxina Bc2).
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Figura 3. Efeito da EqTx-ll e da toxina Bc2 na liberagao de glutamato sinaptossomal. Os
sinaptossomas foram incubados durante 1 minuto na presenga de HBSS (basal), solugédo
despolarizante (KCI 33 mM), EqTx-II (A) ou toxina Bc2 (B) nas concentracbes de 0,1; 1 e 10
ug/ml. A liberagdo de L-[°H]glutamato foi determinada como porcentagem do total (ver
Métodos). Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M de 3 experimentos
independentes. **p <0,01, quando comparado a liberagcao basal. Letras diferentes indicam

valores significativamente diferentes entre si (teste-t de Student).



5.3. LIBERAGAO DE GLUTAMATO SINAPTOSSOMAL INDUZIDA POR IONOMICINA E LATROTOXINA

A liberagdo de glutamato provocada pela ionomicina foi induzida utilizando as
concentracgdes de 1; 3 e 10 uM. Nestas concentragdes, a liberagdo de glutamato foi de 21,3
+0,3%; 31,6 + 0,4% e 34,5 + 0,4% do total, respectivamente (Figura 4A).

O efeito da latrotoxina na liberagdo de glutamato também foi testado em
sinaptossomas de camundongos. A Figura 4B mostra que os sinaptossomas incubados
durante 1 minuto com diferentes concentragbes de latrotoxina: 0,1; 0,3 € 1 nM, liberaram
15,3+ 1,5%; 17,2 £ 0,6% e 20,2 + 1,7% de glutamato do total, respectivamente.

lonomicina e latrotoxina induziram uma liberagcdo de glutamato de maneira
dependente da concentragdo. A latrotoxina, em concentragbes subnanomolares, mostrou

um significativo efeito neurosecretor.
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Figura 4. Efeito da ionomicina e latrotoxina na liberagao sinaptossomal de glutamato. Os
sinaptossomas foram incubados durante 1 minuto na presenga de HBSS (Basal), KCI (33
mM), ionomicina (1; 3 e 10 uM, (A) ou latrotoxina (0,1; 0,3 e 1 nM, (B). A liberacdo de L-
[PH]glutamato foi determinada como porcentagem do total. Os resultados estdo
apresentados como média = E.P.M de 3 experimentos independentes. **p <0,01, quando
comparado ao basal. Letras diferentes indicam valores significativamente diferentes entre si
(teste-t de Student).



5.4. CINETICA DA LIBERAGAO DE GLUTAMATO SINAPTOSSOMAL INDUZIDA POR EQUINATOXINA-II,

TOXINA BC2, IONOMICINA E LATROTOXINA

A liberagéo de glutamato foi verificada em diferentes tempos de incubagao: 1; 2 e 5
minutos. Na Figura 5 pode ser observado que a liberacdo de glutamato sinaptossomal
induzida por solugédo despolarizante (KCI 33 mM), EqTx-Il (1 ug/ml), toxina Bc2 (1 ug/ml),
ionomicina (1 uM) e latrotoxina (0,1 nM) foi significativamente maior do que a liberagédo basal
em todos os tempos analisados.

A incubagdo dos sinaptossomas com ionomicina durante 1, 2 e 5 minutos induziu
uma liberagdo de glutamato de 21,3 £ 0,7%; 34,2 + 0,4% e 47,7 + 0,8% do total,
respectivamente. A liberagdo de glutamato induzida pela latrotoxina apds 1, 2 e 5 minutos,
foi de 15,3 + 1,5%; 20,5+ 1,7% e 25,8 + 1,8% do total, respectivamente.

Estes resultados demonstram que a EqTx-ll, a toxina Bc2, a ionomicina e a
latrotoxina induziram a liberagao de glutamato em sinaptossomas corticais de camundongos

de maneira dependente do tempo.



—1 min
/2 min
70+ *% IR 5 min

*%*
*%

* %|
40 - o

*%

20 *

Liberacao de glutamato
(% do total)

-
o o
M|

Basal KCI EqTx Bc2 lono Ltx

Figura 5. Efeito do tempo de incubacgao na liberagao de glutamato induzida por KCI, EqTx-Il,
toxina Bc2, ionomicina e latrotoxina. Os sinaptossomas foram incubados durante 1, 2 ou 5
minutos, na presenga de HBSS (Basal), KCI (33 mM), EqTx-ll (1 ug/ml), toxina Bc2 (1
pg/ml), ionomicina (lono, 1 pM) ou latrotoxina (Ltx, 0,1 nM). A liberagdo de L-[*H]glutamato
foi determinada como porcentagem do total. Os resultados estdo apresentados como média
+ E.P.M de 3 experimentos independentes. *p <0,05 e **p <0,01, em relagdo ao basal, nos

mesmos tempos de incubagao (teste-t de Student).



5.5. EFEITO DO PRE-TRATAMENTO COM EQUINATOXINA-Il OU TOXINA BC2 NA LIBERAGAO DE

GLUTAMATO SINAPTOSSOMAL INDUZIDA POR KCL

Para investigar o efeito das citolisinas de anémonas do mar na capacidade
sinaptossomal de induzir a liberagao exocitotica de glutamato, os sinaptossomas foram pré-
incubados com HBSS, EqTx-ll (1 pg/ml) ou toxina Bc2 (1 pg/ml) durante 1 minuto,
centrifugados, e o sobrenadante foi desprezado. Em seguida, os sinaptossomas foram
estimulados durante 1 minuto com KCI (33 mM), EqTx-Il ou toxina Bc2. A Figura 6 mostra
que a despolarizagao induzida por KCI induziu a liberagao de glutamato, mesmo apdés o pré-
tratamento dos sinaptossomas com EqTx-Il ou toxina Bc2, indicando que as citolisinas
parecem nao afetar a viabilidade sinaptossomal e/ou a maquinaria de exocitose nos

sinaptossomas.



*%
*%

[<; B |
2.2

N W A O
.9

Liberagao de glutamato
(% do total)
<

-—
2

0_

Pré-tratamento H
Tratamento K

mI
mm
A m
ve Jm
W w
AW

Figura 6. Efeito do pré-tratamento dos sinaptossomas com EqTx-lIl ou toxina Bc2 na
liberagédo de glutamato induzida por KCI. Os sinaptossomas foram pré-incubados durante 1
minuto na presenga de HBSS (H), EqTx-Il (1 ug/ml, E) ou toxina Bc2 (1 ug/ml, B),
centrifugados e o sobrenadante desprezado. A seguir, os sinaptossomas foram incubados
durante 1 minuto na presenca de KCI (33 mM, K), EqTx-Il (E)ou toxina Bc2 (B). A liberagao
de L-[3H]glutamato foi determinada como porcentagem do total. Os resultados estdo
apresentados como média + E.P.M de 3 experimentos independentes. **p < 0,01 (teste-t de

Student).



5.6. ENVOLVIMENTO DE PROTEINAS QUINASES NA LIBERAGAO DE GLUTAMATO SINAPTOSSOMAL

INDUZIDA POR EQUINATOXINA-II E TOXINA BC2

5.6.1 ENVOLVIMENTO DA VIA MAPK/ERK

O envolvimento da via das proteinas quinases ativadas por mitdégenos/ proteinas
quinases reguladas por sinal extracelular (MAPK/ERK) na liberacdo de glutamato induzida
por EqTx-Il (1 pg/ml), toxina Bc2 (1 ug/ml), ionomicina (1 uM) e latrotoxina (0,1 nM) foi
verificado utilizando um inibidor desta via, o PD98059 (inibidor seletivo da MEK). O pré-
tratamento dos sinaptossomas durante 10 minutos com PD98059 (10 uM) ndo afetou a
liberagdo de glutamato induzida pela despolarizagdo com KCI (33 mM) (resultados n&o
mostrados). Quando o PD98059 (30 uM) foi pré-incubado durante 20 minutos com os
sinaptossomas, a liberacao de glutamato evocada por KCI (33 mM) foi parcialmente inibida,
de 204,9 + 8,9 para 124 + 4% (Figura 7). O pré-tratamento dos sinaptossomas com
PD98059 (30 uM, 20 minutos) inibiu totalmente (retornando a valores basais) a liberagédo de
glutamato induzida por EqTx-II (de 255,7 + 13,9 para 114,1 £ 5,9%), toxina Bc2 (de 250,2 +
4,1 para 97,5 = 2,5%), ionomicina (de 188,2 + 2,5 para 110,5 + 1,5%) e latrotoxina (129,2 +
5,1 para 103,1 + 4,9%). Estes resultados sugerem um efeito modulador da via MAPK/ERK
na liberagdo sinaptossomal de glutamato induzida por KCI, EqTx-Il, toxina Bc2, ionomicina e

latrotoxina.
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Figura 7. Efeito do PD98059 na liberagéo de glutamato sinaptossomal induzida por EqTx-l,
toxina Bc2, ionomicina e latrotoxina. Os sinaptossomas foram pré-tratados durante 20
minutos com PD98059 (30 uM), e depois incubados durante 1 minuto na presenga de HBSS
(Basal), KCI (33 mM), EqTx-ll (1 pg/ml), toxina Bc2 (1 pg/ml), ionomicina (1 uM) ou
latrotoxina (0,1 nM). A liberagdo de L-[*H]glutamato foi determinada como porcentagem do
controle. Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M de 3 experimentos
independentes. *p <0,05 e **p <0,01, quando comparado a auséncia de pré-tratamento com
PD98059. *Dados nao significativos em relacédo ao basal pré-tratado com PD98059 (teste-t

de Student).



5.6.2. ENVOLVIMENTO DA PKC

O envolvimento da proteina quinase C (PKC) na liberagdo de glutamato induzida
pela EqTx-Il (1 pg/ml) e toxina Bc2 (1 pg/ml) foi verificado utilizando 2 inibidores desta
proteina quinase. Primeiramente, os sinaptossomas foram pré-tratados durante 20 minutos
com estaurosporina (100 nM), um inibidor de proteinas quinases, nédo seletivo para PKC.
Como esta apresentado na Figura 8, o pré-tratamento com estaurosporina inibiu
parcialmente a liberagado de glutamato sinaptossomal induzida pela despolarizagdo com KCI
(de 204,9 + 8,9 para 137,6 + 8,6%) e pela toxina Bc2 (de 250,2 + 4,1 para 130,1 + 5,1%). A
liberagdo de glutamato induzida por EqTx-Il foi totalmente inibida pela estaurosporina (de
255,7 £ 13,9 para 114,7 + 4,6%).

Também foi testado o efeito do pré-tratamento dos sinaptossomas com a queleritrina,
um inibidor seletivo da PKC, na liberagédo de glutamato sinaptossomal induzida por Eqtx-1l e
toxina Bc2. A Figura 9 mostra que o pré-tratamento dos sinaptossomas durante 15 minutos
com queleritrina (6 uM) inibiu parcialmente a liberagdo de glutamato induzida pela
despolarizagdo com KCI (33 mM), de 191,4 + 4,5 para 155,9 + 6,3%. Entretanto, a liberagéao
de glutamato induzida por EqTx-Il ou toxina Bc2 nao foi afetada pela queleritrina.

Portanto, como a queleritrina ndo afetou a liberagdo de glutamato provocada por
EqTx-Il e toxina Bc2, os resultados sugerem que a PKC nao estaria envolvida na agao

neurosecretora destas citolisinas.



5.6.3. ENVOLVIMENTO DA PKA

O envolvimento da proteina quinase ativada por cAMP (PKA) na liberagdo de
glutamato sinaptossomal induzida pela EqTx-Il (1 ug/ml) e toxina Bc2 (1 pug/ml) foi verificado
utilizando o H89, um inibidor seletivo da PKA. Em sinaptossomas pré-tratados durante 15
minutos com H89 (0,5 uM), a liberagdo de glutamato induzida por KCI (33 mM) foi
parcialmente inibida, de 191,4 + 4,5 para 131,9 *+ 8,1% (Figura 10). O pré-tratamento dos
sinaptossomas com o H89 inibiu totalmente (retornando aos valores basais) a liberagao de
glutamato induzida pela EqTx-Il (de 248,6 + 13,9 para 104 + 7,2%) e pela toxina Bc2 (de
238,8 + 5,6 para 103,8 + 8,1%). Estes resultados sugerem a participagdo da PKA na

liberacdo de glutamato induzida por EqTx-Il e toxina Bc2.
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Figura 8. Efeito da estaurosporina na liberagdo de glutamato sinaptossomal induzida por
EqTx-ll e toxina Bc2. Os sinaptossomas foram pré-tratados durante 20 minutos com
estaurosporina (100 nM) e depois incubados durante 1 minuto na presenga de HBSS
(Basal), KCI (33 mM), EqTx-ll (1 pg/ml) ou toxina Bc2 (1 ug/ml). A liberagdo de L-
[3H]glutamato foi determinada como porcentagem do controle. Os resultados estédo
apresentados como média + E.P.M de 3 experimentos independentes. *p <0,05 e **p <0,01,
quando comparado & auséncia de pré-tratamento com estaurosporina. *Dados nao

significativos em relagédo ao basal pré-tratado com estaurosporina (teste-t de Student).
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Figura 9. Efeito da queleritrina na liberagédo de glutamato sinaptossomal induzida por EqTx-
Il e toxina Bc2. Os sinaptossomas foram pré-tratados durante 15 minutos com queleritrina (6
uM) e depois incubados durante 1 minuto na presenga de HBSS (Basal), KCI (33 mM),
EqTx-Il (1 pg/ml) ou toxina Bc2 (1 pg/ml). A liberagdo de L-[°H]glutamato foi determinada
como porcentagem do controle. Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M de
3 experimentos independentes. *p <0,05, quando comparado a auséncia de pré-tratamento

com queleritrina (teste-t de Student).
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Figura 10. Efeito do H89 na liberacdo de glutamato sinaptossomal induzida por EqTx-Il e
toxina Bc2. Os sinaptossomas foram preé-tratados durante 15 minutos com H89 (0,5 uM) e
depois incubados durante 1 minuto na presenga de HBSS (Basal), KCI (33 mM), EqTx-II (1
ug/ml) ou toxina Bc2 (1 pg/ml). A liberacdo de L-[*H]glutamato foi determinada como
porcentagem do controle. Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M de 3
experimentos independentes. **p <0,01, quando comparado a auséncia de pré-tratamento
com H89. *Dados nao significativos em relagdo ao basal pré-tratado com H89 (teste-t de

Student).



5.6.4. ENVOLVIMENTO DA PI3K

Para avaliar o envolvimento da proteina fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) na
liberagdo de glutamato sinaptossomal induzida pela EqTx-Il (1 ug/ml) e toxina Bc2 (1 pug/ml),
foi utilizado o LY294002, um inibidor seletivo da PI3K. A Figura 11 mostra que o pré-
tratamento dos sinaptossomas durante 20 minutos com LY294002 (10 uM) nao afetou a
liberacdo de glutamato induzida por KCI (33 mM), EqTx-Il ou toxina Bc2. Estes resultados
sugerem que a PI3K n&o esta envolvida na liberagdo de glutamato sinaptossomal induzida

por EqTx-Il e toxina Bc2.

5.6.5. ENVOLVIMENTO DA CaMKIi

O envolvimento da proteina quinase Il dependente de calcio-calmodulina (CaMKIl)
na liberagdo de glutamato sinaptossomal induzida pela EqTx-ll (1 pg/ml) e toxina Bc2 (1
ng/ml) foi verificado utilizando o KN-62, um inibidor seletivo da CaMKII. A Figura 12 mostra
que em sinaptossomas pré-tratados durante 20 minutos com KN-62 (1 uM), a liberagao de
glutamato induzida pela despolarizagdo com KCI (33 mM) foi parcialmente inibida, de 204,9
+ 8,9 para 131 + 4,5%. O pré-tratamento com o KN-62 inibiu totalmente a liberagdo de
glutamato induzida pela EqTx-Il (de 255,7 + 13,9 para 98,2 + 8,6%) e pela toxina Bc2 (de
250,2 + 5,6 para 106,1 + 8,1%). Estes dados sugerem a participagdo da CaMKIl na

liberagdo de glutamato induzida por EqTx-Il e toxina Bc2.
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Figura 11. Efeito do LY294002 na liberagdo de glutamato sinaptossomal induzida por EqTx-
Il e toxina Bc2. Os sinaptossomas foram pré-tratados durante 20 minutos com LY294002 (10
uM) e depois incubados durante 1 minuto na presenca de HBSS (Basal), KCI (33 mM),
EqTx-Il (1 pg/ml) ou toxina Bc2 (1 ug/ml). A liberagdo de L-[*H]glutamato foi determinada
como porcentagem do controle. Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M de
3 experimentos independentes. Dados néo significativos quando comparados a auséncia de

pré-tratmento com LY294002 (teste-t de Student).



mmm KN-62

S 2501 .
£
8 9 200
59|
= |
® 0 150 *% # #
T O E sk *%
g S 1004
O _
© =
o>~ 50+
2 _
-

0

Basal KCI EqTx Bc2

Figura 12. Efeito do KN-62 na liberagao de glutamato sinaptossomal induzida por EqTx-1l e
toxina Bc2. Os sinaptossomas foram pré-tratados durante 20 minutos com KN-62 (1 uM) e
depois incubados durante 1 minuto na presenga de HBSS (Basal), KCI (33 mM), EqTx-II (1
ug/ml) ou toxina Bc2 (1 pg/ml). A liberagdo de L-[H]glutamato foi determinada como
porcentagem do controle. Os resultados estao apresentados como média + E.P.M de 3
experimentos independentes. **p <0,01, quando comparado a auséncia de pré-tratamento
com KN-62. *Dados n3o significativos em relagdo ao basal pré-tratado com KN-62 (teste-t de

Student).



5.7. EFEITO DA BAFILOMICINA NA LIBERAGAO DE GLUTAMATO SINAPTOSSOMAL INDUZIDA POR

EQUINATOXINA-II E TOXINA BC2

Para investigar se o glutamato liberado pela incubagdo com EqTx-Il e toxina Bc2 (1
ug/ml) é proveniente do citosol ou das vesiculas sinapticas, foi utilizada a bafilomicina, um
composto que previne a exocitose pela inibigdo da bomba H*-ATPase vesicular (Cousin et
al., 1995). Os sinaptossomas foram pré-tratados durante 30 minutos com bafilomicina (100
nM) e depois estimulados com EqTx-Il (1 ug/ml) ou toxina Bc2 (1 ug/ml), durante 1 ou 5
minutos.

A Figura 13A mostra que a bafilomicina inibiu significativamente a liberagéao
exocitética de glutamato induzida pela incubac&o dos sinaptossomas durante 1 minuto com
KCI (33 mM): de 47,2 + 2,2 para 27,6 =+ 0,7%. Em sinaptossomas incubados durante 1
minuto com EqTx-Il ou toxina Bc2, a liberagdo de glutamato nado foi afetada pela
bafilomicina. Entretanto, a Figura 13B mostra que o pré-tratamento com bafilomicina reduziu
totalmente a liberagédo de glutamato induzida pela incubacdo dos sinaptossomas durante 5
minutos com KCI (de 54,9 + 3,5 para 35,9 + 1,6%), e parcialmente a liberagao provocada por
EqTx-Il (de 67,4 + 1,5 para 42,5 + 2,0%) e toxina Bc2 (de 64,7 + 3,3 para 44,4 + 1,7%).

Estes resultados sugerem que o glutamato liberado pela estimulagdo rapida de 1
minuto com as citolisinas seria proveniente principalmente do citosol. Contudo, a
estimulacdo prolongada de 5 minutos com EqTx-Il ou toxina Bc2, induziria uma liberacao de

glutamato também vesicular.
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Figura 13. Efeito da bafilomicina na liberagdo de glutamato sinaptossomal induzida por
EqTx-Il e toxina Bc2. Os sinaptossomas foram pré-tratados durante 30 minutos com
bafilomicina (100 nM) e depois incubados durante 1 minuto (A) ou 5 minutos (B) na
presenca de HBSS (Basal), KCI (33 mM), EqTX (1 pg/ml) ou toxina Bc2 (1 pg/ml). A
liberagdo de L-[°H]glutamato foi determinada como porcentagem do total. Os resultados
estdo apresentados como média + E.P.M de 3 experimentos independentes. **p <0,01,
quando comparado & auséncia de pré-tratamento com bafilomicina. *Dados n3o

significativos em relagédo ao basal pré-tratado com bafilomicina (teste-t de Student).



5.8. EFEITO DA TOXINA TETANICA NA LIBERAGAO DE GLUTAMATO INDUZIDA POR EQUINATOXINA-II

E TOXINA BC2

Para avaliar o envolvimento da maquinaria de exocitose na liberagcdo de glutamato
sinaptossomal induzida pela EqTx-lIl e toxina Bc2, foi utilizada a toxina tetanica. Esta
neurotoxina cliva a proteina sinaptobrevina, prevenindo a fusdo das vesiculas com a
membrana plasmatica nos terminais nervosos, bloqueando assim os eventos exocitéticos
em varias células neuronais (Humeau et al., 2000). Os sinaptossomas foram pré-tratados
durante 40 minutos com toxina tetanica (TeTx, 100 nM) e depois estimulados com EqTx-Il (1
ug/ml) ou toxina Bc2 (1 ug/ml) durante 1 ou 5 minutos.

O pré-tratamento com TeTx reduziu significativamente a liberagdo exocitotica de
glutamato induzida pela incubag&o dos sinaptossomas durante 1 minuto com KCI (33 mM):
de 53,3 + 2,1 para 31,6 + 1,7% (Figura 14A). Em sinaptossomas incubados durante 1 minuto
com EqTx-Il ou toxina Bc2, a liberagao de glutamato nao foi afetada pela TeTx. No entanto,
a Figura 14B mostra que o pré-tratamento com TeTx inibiu totalmente a liberagdo de
glutamato induzida pela incubagédo dos sinaptossomas durante 5 minutos com KCI (de 73,7
+ 3,6% para 40,8 + 2,8%), e parcialmente a liberagédo provocada por EqTx-Il (89,2 + 0,5 para
52,2 + 2,4%) e toxina Bc2 (85,8 + 4,8 para 59,1 + 3,2%).

Estes resultados indicam que a liberacdo de glutamato sinaptossomal induzida pela
incubagao de 1 minuto com EqTx-ll e toxina Bc2 parece ndo envolver a participagdo das
proteinas SNARE, sugerindo ser nao-exocitética. Entretanto, durante uma estimulagao
prolongada de 5 minutos com as citolisinas, a liberagdo de glutamato teria a participacao da

magquinaria exocitética sinaptossomal.
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Figura 14. Efeito da toxina tetanica na liberagdo de glutamato sinaptossomal induzida por
EqTx-1l e toxina Bc2. Os sinaptossomas foram pré-tratados durante 40 minutos com toxina
teténica (TeTx, 100 nM) e depois incubados durante 1 minuto (A) ou 5 minutos (B) na
presenca de HBSS (Basal), KCI (33 mM), EqTx-Il (1 pg/ml) ou toxina Bc2 (1 pg/ml). A
liberagdo de L-[*H]glutamato foi determinada como porcentagem do controle. Os resultados
estdo apresentados como média + E.P.M. de 3 experimentos independentes. **p <0,01,
quando comparado & auséncia de pré-tratamento com TeTx. “Dados nao significativos em

relacéo ao basal pré-tratado com TeTx (teste-t de Student).



6. DISCUSSAO

Neste trabalho foram investigadas as vias de sinalizagdo celular envolvidas na
liberagédo sinaptossomal de glutamato induzida pela equinatoxina-Il (EqTx-Il) e toxina Bc2,
duas proteinas citoliticas isoladas de anémonas do mar. Além disso, também foi analisada a
origem do glutamato liberado por estas citolisinas, se citosdlica (n&o-vesicular) ou por um

mecanismo de exocitose (vesicular).

Primeiramente foi demonstrada a presenca de, pelo menos, dois componentes
citoliticos (denominadas Bc1 e Bc2) no extrato bruto da anémona do mar Bunodosoma
caissarum. A proteina que apresentou maior atividade citolitica (atividade hemolitica sobre
eritrécitos de carneiros) e denominada de toxina Bc2 (Migues et al., 1999), foi isolada e
utilizada neste trabalho. A citolisina conhecida como equinatoxina-Il (EqTx-II) foi isolada da
anémona do mar Actinia eqiina e clonada em E. coli por Anderluh et al. (1996). Esta cepa
de E. coli foi gentiimente doada (Dr. G. Anderluh) ao nosso grupo e cultivada para a
obtencado da EqTx-Il recombinante. Neste trabalho foi investigado se a EqTx-Il recombinante
também apresenta a agao neurosecretora demonstrada pela toxina Bc2 (Migues et al., 1999;

Alés et al., 2000) .

A transmisséao sinaptica é iniciada quando um potencial de agdo induz a liberacédo de
neurotransmissores de um terminal nervoso pré-sinaptico. O potencial de agao abre canais
de Ca*-dependentes de voltagem, provocando o aumento na concentragdo de Ca**
citosdlico ([Ca®]c) que estimula a fusdo de vesiculas sinapticas ancoradas (Sudhof, 1995). A
despolarizagéo por KCI (33 mM) abre canais de Ca?* dependentes de voltagem, induzindo o
influxo de Ca?' nos sinaptossomas, mobilizando as vesiculas sinapticas, que liberam
neurotransmissores na fenda (Sudhof, 1995). Varias citolisinas animais aumentam os niveis
de [Ca2+]c (Zorec et al., 1990; Alés et al., 2000; Ashton et al., 2001; Soderbloom et al., 2002).
A equinatoxina e a toxina Bc2 aumentaram os niveis de [Ca?'lc] (Zorec et al., 1990; Alés et

al., 2000). Os resultados deste trabalho demonstraram que a EqTx-Il induziu a liberagao de



glutamato sinaptossomal de modo dependente da concentragdo e do tempo de incubagéio; e
confirmou os efeitos ja conhecidos da toxina Bc2 (Migues et al., 1999). O primeiro trabalho a
sugerir que as citolisinas de anémonas do mar poderiam afetar a neurotransmissao foi
publicado por Khoo et al. (1995). Estes autores demonstraram que o pré-tratamento de
sinaptossomas de ratos com as citolisinas magnificalisinas (extraidas da anémona do mar
Heteractis magnifica) e EqTx-1l inibiram a captacdo de GABA e colina, por um mecanismo
desconhecido. Entretanto, analisando o protocolo experimental e os resultados obtidos por
Khoo et al. (1995), as citolisinas podem ter induzido a liberacdo desses neurotransmissores,
resultando em uma menor quantidade deles no interior dos sinaptossomas. Assim, isto pode
ter sido interpretado como uma inibicdo da captacao.

Os resultados deste trabalho mostraram que a ionomicina e a latrotoxina também
induziram uma liberagcéo de glutamato de maneira dependente da concentragcéo e do tempo
de incubacéo, o que esta de acordo com os trabalhos de Ashton et al (2001) e Wang & Sihra
(2004). A ionomicina é um conhecido ionéforo de calcio que estimula o influxo de Ca®* e a
concomitante liberacdo de glutamato, independentemente da atividade dos canais de Ca?"
dependentes de voltagem, do potencial de membrana e de transportadores ou trocadores de
ions (Bradford & Nadler, 2004). Por outro lado, a latrotoxina, a toxina obtida do veneno da
aranha vilva negra, tem sido fundamental para o conhecimento de varios aspectos da
neurotransmissdo e da exocitose. Ela é conhecida por induzir a liberagdo de varios
neurotransmissores, por mecanismos distintos, como por exemplo: a liberagdo de
noradrenalina requer Ca®"; a liberacdo de dopamina é parcialmente dependente de Ca®*; e a
liberagdo de glutamato e GABA nao requer Ca?* (Khvotchev et al., 2000).

Os resultados deste trabalho demonstraram que a despolarizagéo por KCI induziu a
liberagdo (exocitética) de glutamato, mesmo apds o pré-tratamento dos sinaptossomas
durante 1 minuto com a EqTx-ll ou toxina Bc2 (1 pg/ml), sugerindo que estas citolisinas nao
afetaram a viabilidade sinaptossomal e/ou a maquinaria exocitética. Estes resultados estédo
de acordo com Migues et al. (1999), no qual sinaptossomas de cortex de ratos incubados

com a toxina Bc2 (10 e 50 yg/ml) durante 15 minutos, ndo liberaram a enzima lactato



desidrogenase (LDH) no meio extracelular, um indicador de lise celular. Além disso, estes
autores também haviam mostrado que o KCI foi capaz de induzir a liberagdo de glutamato
apos o pré-tratamento dos sinaptossomas durante 30 segundos com a toxina Bc2 (10 ug/ml)
(Migues et al.,1999).

Trabalhos recentes demonstraram a participacdo da cascata das proteinas quinases
ativadas por mitégenos (MAPKSs) que leva a ativagao das proteinas quinases reguladas por
sinal extracelular (ERK 1 e 2), no controle da liberagdo de neuropeptideos, horménios e
aminas (Coxon et al.,, 2003; Park et al., 2005). O composto PD098059 é um inibidor
especifico da MEK (Dudley et al., 1995), que tem sido utilizado no estudo do envolvimento
da via MAPK/ERK em varios eventos celulares (Atherfold et al., 1999; Egea et al., 1999;
Jovanovic et al., 2000; Bloch-Shilderman et al., 2002; Pereira et al., 2002). Os resultados
deste trabalho mostraram que a liberagédo sinaptossomal de glutamato induzida pelo KCl e
pela ionomicina foi completamente bloqueada pelo pré-tratmento com PD98059. Estes
resultados estdo de acordo com o trabalho de Pereira et al. (2002) demonstrando que o
PD98059 inibiu a liberagdo de glutamato em sinaptossomas hipocampais estimulados por
despolarizagdo com KCI ou por ionomicina. Além disso, estes autores demonstraram que a
ERK é fosforilada em resposta a despolarizagao por KCl de maneira dependente de calcio
(Pereira et al., 2002). Os resultados deste trabalho mostraram que o PD98059 reduziu a
niveis basais a liberagcdo de glutamato induzida por EqTx-Il e toxina Bc2, sugerindo o
envolvimento da via MAPK/ERK na agdo neurosecretora destas citolisinas. Este efeito foi
semelhante ao da toxina pardaxina, uma toxina isolada do peixe Pardachirus marmoratus,
que aumenta os niveis de [Ca®']. e induz a exocitose de dopamina em células PC12 (Bloch-
Shilderman et al.,, 2002). O PD98059 bloqueou a exocitose de dopamina induzida por
pardaxina, sugerindo o envolvimento das ERKs na regulagdo da exocitose (Bloch-
Shilderman et al., 2002). Estes autores sugerem um mecanismo para a ag¢ao secretora da
pardaxina: o influxo de Ca®* ativaria a enzima fosfolipase A,, gerando &cido araquidénico e
derivados eicosanoides. Estes produtos facilitariam a formacdo do complexo SNARE,

consequentemente induzindo a exocitose de dopamina (Bloch-Shilderman et al., 2002).



Além disso, os resultados deste trabalho mostraram que o pré-tratamento com PD98059
também reduziu a liberacdo de glutamato evocada pela latrotoxina. Este € o primeiro
trabalho sugerindo a participagdo da via MAPK/ERK na liberagdo de neurotransmissores
induzida por latrotoxina. Como o PD98059 afetaria a acdo destas proteinas
neurosecretoras? Jovanovic et al. (2000) demonstraram que a inibicdo da atividade da via
MAPK/ERK por PD98059 diminuiu a fosforilagdo da sinapsina | e consequentemente reduziu
a liberagao de neurotransmissores.

Embora o mecanismo exato pelo qual a EqTx-Il, toxina Bc2 e latrotoxina induzem a
liberagdo de glutamato sinaptossomal via MAPK/ERK ainda ndo esta esclarecido, uma
possivel explicacdo para esta acdo é que estas citolisinas induzam o influxo de Ca* (Zorec
et al., 1990; Meunier et al., 2000; Alés et al., 2000; Ashton et al., 2001). Varios trabalhos tém
demonstrado que o aumento nos niveis de [Ca?'], em resposta & despolarizacdo,
estimulagao dos receptores glutamatérgicos e ionodforos ativa a via MAPK/ERK (Atherfold et
al., 1999; Egea et al., 1999; Pereira et al., 2002). Assim, EqTx-Il, toxina Bc2 e latrotoxina
que aumentam os niveis de [Ca*]. nos terminais nervosos, poderiam ativar a via
MAPK/ERK e induzir a liberagdo de neurotransmissores.

Millan e colaboradores (2003) demonstraram que a ativagcao da PKC pode aumentar
a liberagédo de neurotransmissores por varios mecanismos como: aumento na atividade dos
canais de Ca?, inibigdo dos canais de K", alteragdes na maquinaria exocitética, aumento no
“pool” de vesiculas prontas e aumento da sensibilidade da maquinaria de liberagdo ao Ca?".
Varios experimentos mostraram que os ésteres de forbol (compostos derivados de plantas
que ativam a PKC) aumentam o tamanho e o nivel de reposi¢do do “pool” de vesiculas
prontas para a exocitose em culturas de neurdnios hipocampais e em células cromafins
(Stevens & Sullivan, 1998). Algumas das proteinas do complexo SNARE, como a SNAP25 e
a Munc18, contém sitios de fosforilagdo para PKC (Morgan et al., 2005). Além disso, a
aplicagao de ésteres de forbol em diferentes culturas celulares (células cromafins, PC12 e

neurdnios hipocampais) induziu a fosforilagdo da SNAP25 (Gonelle-Gispert et al. 2002;



Nagy et al., 2003). Assim, o conjunto destes dados fornece evidéncias consistentes para o
envolvimento da PKC na modulagédo da neurotransmissao.

Os resultados deste trabalho mostraram que a liberagdo de glutamato induzida por
KCI foi parcialmente inibida pela estaurosporina (um inibidor ndo seletivo de PKC, que
também inibe a PKA e a CaMKIl; Yanagihara et al., 1991; Rasouly et al., 1992; Risso et al.,
2004) e pela queleritrina (um inibidor especifico de PKC). Coffey et al. (1993) observaram
que uma facilitacdo da liberacdo de glutamato dependente de PKC ocorreu durante a
despolarizagéo induzida por 4-aminopiridina (um bloqueador de canais de K*), mas nao pela
estimulagdo com altas concentragbes de KCIl. Mais recentemente, Cousin & Robinson
(2000) demonstraram que a estaurosporina exerceu uma menor inibigdo sobre a liberagao
de glutamato induzida por KCI do que a induzida por 4-aminopiridina. De acordo com estes
autores, existiriam dois mecanismos (para KCI e 4-aminopiridina) distintos de exocitose nos
terminais sinapticos, que sao diferentemente regulados pela PKC. Assim, na liberacédo de
glutamato induzida por KCI ocorreria a fusdo completa das vesiculas sinapticas e esta seria
pouco dependente da PKC (Cousin & Robinson, 2000). A liberagdo de glutamato induzida
por EqTx-Il e toxina Bc2 foi inibida pelo pré-tratamento dos sinaptossomas com
estaurosporina. Entretanto, a queleritrina ndo afetou a liberagdo de glutamato sinaptossomal
induzida por estas citolisinas, sugerindo que a ag¢ao neurosecretora induzida por EqTx-Il e
toxina Bc2 ocorre de modo independente da PKC. Resultados semelhantes foram obtidos
no trabalho de Risso et al (2004), no qual a estaurosporina e o H89 (um inibidor seletivo de
PKA) inibiram a liberagdo de noradrenalina sinaptossomal induzida por NMDA e nicotina. No
entanto, quando estes autores utilizaram o Ro 31-8220, um inibidor seletivo de PKC, a
liberagdo de noradrenalina ndo foi afetada (Risso et al, 2004). Assim, o efeito provocado
da PKA ou da cAMKII. Isto foi confirmado quando estes autores inibiram a liberagdo de
noradrenalina induzida por NMDA e nicotina com o H89.

Os resultados deste trabalho mostraram que o H89 bloqueou totalmente a liberagao

de glutamato induzida pela EqTx-Il e toxina Bc2. Como a PKA e a PKC coexistem nos



terminais nervosos do cortex cerebral (Millan et al., 2003), pode ser sugerido que a inibigdo
da liberacao de glutamato causada pela estaurosporina foi devido ao bloqueio da PKA e nao
da PKC, ja que a queleritirina, um inibidor especifico de PKC né&o afetou a liberagao induzida
por EqTx-Il e toxina Bc2. Portanto, a liberagdo de glutamato induzida por estas citolisinas
parece ser mediada pela PKA, uma via conhecida por potenciar a transmissado sinaptica,
aumentando a liberagdo de glutamato em varias preparagdes neuronais, como fatias
hipocampais e sinaptossomas (Millan et al., 2003). Neste trabalho, o H89 inibiu em cerca de
65% a liberagcéo de glutamato sinaptossomal induzida por KCI, um resultado semelhante aos
obtidos por Grilli e colaboradores (2004), nos quais a liberagdo de glutamato sinaptossomal
induzida por KCI foi inibida em 50% pelo H89. De acordo com estes autores, a liberagao de
glutamato dependente de Ca*" induzida pela depolarizagdo com KCI consiste de dois
componentes: um diretamente ligado & entrada de Ca** através de canais de Ca*
dependentes de voltagem (CCDV), e um componente indireto através da via adenilato
cliclase (AC)/cCAMP/PKA/CCDV (Grilli et al., 2004).

A proteina fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) regula a sintese proteica, a migragao
celular, a mitogénese e participa de vias anti-apoptéticas (Brunet et al., 2001; Cantrell et al.,
2001 Maffucci et al., 2005). Os produtos lipidicos da PI3K fosforilam e ativam a proteina
quinase B (PKB), também conhecida como Akt, que como uma proteina quinase lipidica
aumenta o conteludo de fosfoinositideos fosforilados na membrana (Cantrell et al., 2001).
Contudo, o envolvimento direto desta proteina quinase e de seus produtos lipidicos na
neuroexocitose tem sido questionado, com base em varios resultados mostrando nenhuma
ou pouca inibicdo da exocitose sinaptossomal pelos seus inibidores seletivos, wortmanina e
LY294002 (Chasserot-Golaz et al., 1998; Meunier et al., 2005; Milosevic et al., 2005). Amino
e colaboradores (2002) demonstraram que o NGF (fator de crescimento do nervo) potenciou
a liberagao de dopamina induzida por despolarizagdo com KCIl em células PC12. A liberagao
de dopamina foi inibida por PD98059 e LY294002, indicando que a ativagao das vias MAPK
e PI3K foi necessaria para o efeito do NGF. Entretanto, como neste trabalho a liberacao de

glutamato induzida por despolarizagdo com KCI, EqTx-Il e toxina Bc2 nao foi afetada pelo



LY294002, estes resultados sugerem que o efeito neurosecretor induzido pela
despolarizagdo com KCI e por estas citolisinas € independente da participagao da PI3K.

Os niveis de Ca?* tém um papel fundamental na regulagéo da fungéo dos terminais
nervosos, através da ativagao de enzimas dependentes de calmodulina, como as proteinas
quinases dependentes de Ca*'/calmodulina (CaMKs) (Lennders & Sheng, 2005). A CaMKI|
fosforila varias proteinas envolvidas no trafego, armazenamento e fusdo de granulos
secretores de insulina, como: sinapsina |, proteina 2 associada a microtubulos (MAP2),
proteina de fusao sensivel a N-etiimaleimida (NSF), proteina de ancoramento ao NSF
soluvel (SNAP), proteina de membrana associada a vesicula (VAMP ou sinaptobrevina), o-
SNAP, SNAP-25 e sinaptotagmina (Soderling et al.,, 2001). No cérebro, a CaMKII-a esta
presente em vesiculas sinapticas e desempenha um papel importante na regulagdo da
liberagdo de neurotransmissores, via fosforilagdo da sinapsina | (Yamamoto et al., 2003). O
papel da CaMKIl na exocitose ja havia sido demonstrado por Sihra & Pearson (1995), em
um trabalho no qual KN-62, um inibidor especifico da CaMKII, diminuiu a liberagdo de
glutamato sinaptossomal induzida por despolarizagdo com KCl e 4-aminopiridina. O KN-62
também inibiu a secrecéo de pepsinogénio estimulada pelo iondforo de calcio ionomicina em
células gastricas de cobaias (Okayama et al., 1995). Além disso, estes autores observaram
um aumento da CaMKIl autofosforilada no citoplasma das células estimuladas com
ionomicina (Okayama et al., 1995). Neste trabalho foi demonstrado que o pré-tratamento
com o KN-62, inibiu a liberagdo de glutamato sinaptossomal induzida por EqTx-Il e toxina
Bc2, sugerindo a participacdo da CaMKIl na neurosecregao induzida por estas citolisinas.
De acordo com Vogel (1994) e Agell et al. (2000), o aumento dos niveis de [Ca?'], ativa as
proteinas CaMKs. Assim, o envolvimento da CaMKII na liberagdo de glutamato provocado
por estas citolisinas seria explicado pelo influxo de Ca?* induzido pela EqTx-II (Zorec et al.,
1990; Meunier et al., 2000) e toxina Bc2 (Alés et al., 2000).

Méndez-Samperio et al. (2006) demonstraram que em mondcitos tratados com
Mycobacterium bovis bacillus (BCG), a mobilizagdo do Ca?* levou & ativagdo da calmodulina

e da PKA, que induziram a ativagdo da ERK1/2. Outro mecanismo conhecido para a



ativacdo da PKA ¢é a estimulagédo da proteina G que pode levar ao aumento nos niveis de
cAMP, seguido da ativacdo desta proteina quinase (Stork & Schmitt, 2002). A acgéo
secretora da latrotoxina (Ushkaryov, 2002) e do peptideo citolitico mastoparan (Klinker et al.,
1996) é mediada pela estimulagao de receptores pré-sinapticos acoplados a proteina G.
Entretanto, ainda ndo é conhecido se a EqTx-Il ou a toxina Bc2 podem ativar a proteina G.
Neste trabalho n&do foram analisadas as possiveis integragdes ("upstream" e “downstream"”)
entre as vias de sinalizagdo envolvidas na agao neurosecretora destas citolisinas. Contudo,
0 aumento nos niveis de [Ca®?'], e de cAMP pela EqTx-Il e toxina Bc2, poderia ativar a
CaMKIl e a PKA, respectivamente. Estas proteinas levariam a ativagdo da MAPK/ERK
(Duca et al., 2003; Schmitt et al., 2004; Bluem & Konnerth, 2005; Méndez-Samperio et al.,
2006) e induziriam a liberagéo de glutamato em sinaptossomas.

Finalmente, foi investigado se o glutamato liberado pelas citolisinas EqTx-Il e toxina
Bc2 tem origem citosdlica ou vesicular. Para isto, foi utilizada a bafilomicina, um composto
que blogqueia a exocitose vesicular (Cousin et al., 1995) pela inibigdo da bomba H*-ATPase
da vesicula sinaptica (Bowman et al., 1988). Esta bomba mantém o potencial eletroquimico
na membrana da vesicula sinaptica responsavel pela acumulacdo e retengcdo dos
aminoacidos &cidos nas vesiculas (Maycox et al.,, 1990). O pré-tratamento dos
sinaptossomas com bafilomicina reduziu a liberagdo de glutamato induzida por KCI. Este
resultado esta de acordo com o trabalho de Bradford & Nadler (2004), que demonstraram
que a bafilomicina inibiu a liberagdo de glutamato evocada por KCI e 4-aminopiridina, dois
estimulos conhecidos por induzirem a despolarizacdo da membrana e a liberagéo vesicular
de neurotransmissores (exocitose). No presente trabalho, o pré-tratamento dos
sinaptossomas com bafilomicina mostrou dois efeitos distintos dependentes do tempo de
incubagao com as citolisinas: i) ndo afetou a quantidade de glutamato liberado durante a
incubagao de 1 minuto com EqTx-Il e toxina Bc2; ii) reduziu a quantidade de glutamato
liberado pela incubagao prolongada (5 minutos) com EqTx-Il e toxina Bc2. Estes resultados
sugerem que a liberagado rapida (1 minuto) de glutamato seria citosolica, mas um estimulo

prolongado com as citolisinas provocaria a liberagado de glutamato também vesicular. Estes



resultados ndo estdo de acordo com o efeito da latrotoxina na liberagdo sinaptossomal de
GABA (Linetska et al.,, 2004). Estes autores demonstraram que o pré-tratamento dos
sinaptossomas com bafilomicina inibiu a liberagdo sinaptossomal de GABA induzida pela
incubacgao com latrotoxina durante 2 minutos, mas nao teve efeito sobre a liberacdo induzida
por latrotoxina em uma incubacgao de 5 minutos. Foi sugerido que a latrotoxina estimularia a
liberagdo de GABA por dois processos: i) uma liberagéo rapida, de ndo mais que 2 minutos,
ocorreria por um processo exocitético; ii) uma liberagao prolongada (cerca de 5 minutos),
que seria ndo vesicular e causada devido a formacdo de poros pela latrotoxina na
membrana sinaptossomal (Linetska et al., 2004). A liberagdo de catecolaminas induzida pela
toxina Bc2 em células cromafins também apresentou dois padrbes diferentes de secrecao,
dependente do tempo de incubacdo e da concentracdo da toxina Bc2 (Ales et al., 2000).
Uma liberagao rapida e "massiva" foi induzida pela incubagao prolongada da toxina Bc2, que
parecia provocar a liberagédo de vesiculas ancoradas e prontas ("docked and releasable") na
membrana. Contudo, as células cromafins utilizadas nestes experimentos ndo possuem um
"pool" citosdlico de catecolaminas e os resultados deste trabalho podem esclarecer apenas
se a liberacdo é ou ndo exocitética. Entretanto, a liberagdo de glutamato em sinaptossomas
induzida pelas citolisinas poderia ocorrer via a formagao de poros na membrana e/ou uma

interacdo com a maquinaria de exocitose.

A liberagdo de neurotransmisores envolve a formagdo de um complexo composto de
proteinas SNARE, formado pela proteina vesicular VAMP ou sinaptobrevina, e pelas
proteinas de membrana sintaxina e SNAP-25 (Sollner et al., 2003). Véarias das proteinas
envolvidas no ciclo das vesiculas sinapticas e que participam na formagdo do complexo
SNARE podem ser "alvo" de toxinas (Monteccuco & Schiavo, 2005). Em mamiferos, as
proteinas VAMP-1 e -2 s&o clivadas pelas toxinas tetanica (TeTx), e botulinica (BoNT). A
SNAP-25 e a sintaxina sao clivadas por toxina botulinica (Monteccuco & Schiavo, 2005). A
toxina tetanica age prevenindo a fusdo das vesiculas ancoradas com a membrana

plasmatica nos terminais nervosos, bloqueando os eventos exocitéticos em varias células



neuronais (Humeau et al., 2000). No presente trabalho, o pré-tratamento dos sinaptossomas
com toxina tetanica foi realizado durante 40 minutos, tempo necessario para que a toxina
clive as proteinas de ancoramento da vesicula na membrana sinaptossomal (Montecucco &
Schiavo, 1995). A liberagao de glutamato induzida pela incubagéo dos sinaptossomas com
KCI durante 1 e 5 minutos foi inibida pelo pré-tratamento com TeTx. Estes resultados estédo
de acordo com Bradford & Nadler (2004), no qual sinaptossomas hipocampais pré-tratados
com as toxinas botulinicas e tetanicas reduziram em mais de 50% a exocitose de glutamato
induzida por altas concentragdes de K* e 4-aminopiridina. Entretanto, a TeTx afetou apenas
a liberacédo de glutamato induzida pela incubacdo de EqTx-1l e toxina Bc2 durante 5 minutos.
Estes resultados foram semelhantes e confirmam os dados obtidos no experimento com
bafilomicina, e sugerem que a liberagao induzida pelo estimulo rapida com EqTx-Il e toxina
Bc2 seria citosodlica (ndo exocitética). Assim, o glutamato presente no citosol poderia ser
liberado através dos poros formados por estas citolisinas nas membranas sinaptossomais
(Macek et al., 1994; Belmonte et al., 1993; Tejuca et al., 2001; Anderluh et al., 2003, 2005).
Porém, na incubagao prolongada de 5 minutos, a liberagdo de glutamato induzida por EqTx-
Il e toxina Bc2 seria exocitética. O efeito da pardaxina na liberacdo de dopamina em células
PC12 também foi inibido pela toxina botulinica em cerca de 90% (Bloch-Shildermann et al.,

2001).
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Figura 17. Modelo proposto para a agdao da EqTx-ll e toxina Bc2. Os poros formados por
EqTx-Il e toxina Bc2 induzem o influxo de Ca?*, que ativa a CaMKIl. PKA e CaMKIl podem
ativar a MAPK/ERK, induzindo a liberagdo de neurotransmissores. Ainda, o glutamato pode
ser liberado através dos poros na membrana plasmatica formados por EqTx-Il ou toxina
Bc2. H89, KN-62, PD98059, TeTx (toxina tetanica) e BAF (bafilomicina) inibem a liberagéao

de glutamato induzida por E qTx-Il e toxina Bc2.



Outros experimentos s&o necessarios para uma melhor compreensao do mecanismo
de liberagao induzido pela EqTx-Il e toxina Bc2. Entretanto, os resultados obtidos sugerem
que estas citolisinas poderiam atuar seletivamente sobre diferentes "pools" de
neurotransmissores, e que o estudo do seu mecanismo de acdo poderia vir a auxiliar a
compreensao da exocitose, como vem sendo demonstrado pela latrotoxina (Ashton et al.,
2001).

Concluindo, os resultados deste trabalho mostraram que a liberagcdo de glutamato
sinaptossomal induzida pela EqTx-Il e toxina Bc2 seria mediada pela vias de sinalizagéo
celular das proteinas quinases MAPK/ERK, PKA e CaMKII. Além disso, EqTx-Il e toxina Bc2
parecem induzir dois mecanismos distintos de liberacdo de glutamato, citosdlica e
exocitética, dependente do tempo de incubagdo com os sinaptossomas. Estes resultados
reforcam a possibilidade de utilizagdo destas citolisinas marinhas como ferramentas para o
estudo da liberagao vesicular e nao-vesicular de neurotransmissores em preparagoes

neurais e em células secretdrias.



7. CONCLUSOES

¢ Equinatoxina-1l (EqTx-Il) induziu a liberagédo de glutamato em sinaptossomas corticais de
camundongos, de uma maneira dependente da concentragéo e do tempo de incubagéo;

o EqTx-Il e toxina Bc2 nao alteraram a maquinaria de exocitose celular, mantendo a célula
capaz de liberar glutamato em resposta a despolarizagédo por KClI mesmo apos o pré-
tratamento com estas citolisinas;

e As proteinas MAPK/ERK, PKA e CaMKIl parecem estar envolvidas na liberacdo de
glutamato induzida por EqTx-Il e toxina Bc2;

o O glutamato liberado em resposta ao estimulo rapido (1 minuto) dos sinaptossomas com
EqTx-Il ou toxina Bc2 parece ter origem citosdlica e nao depender da maquinaria
exocitética. Ja a liberagdo induzida pelas citolisinas durante 5 minutos tem origem

também vesicular, e parece ser exocitotica;
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