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Toda coincidéncia
Tende a que se entenda
E toda lenda

Quer chegar aqui

A ciéncia nao se aprende
A ciéncia apreende

A ciéncia em si

Se toda estrela cadente
Cai pra fazer sentido
E todo mito

Quer ter carne aqui

A ciéncia ndo se ensina
A ciéncia insemina

A ciéncia em si

Se o que se pode ver, ouvir, pegar, medir, pesar
Do aviao a jato ao jaboti

Desperta o que ainda néo, ndo se péde pensar
Do sono eterno ao eterno devir

Como a orbita da terra abraga o vacuo devagar
Para alcangar o que ja estava aqui

Se a crenca quer se materializar

Tanto quanto a experiéncia quer se abstrair

A ciéncia ndo avanga
A ciéncia alcanca

A ciéncia em si

Arnaldo Antunes
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RESUMO

Os canais para sédio dependentes de voltagem (CSDVs) exercem papel fundamental na
geragdo e propagacao do potencial de acdo em células excitaveis e também sao
importantes para modulacido sinaptica. O estudo da internalizacdo dos CSDVs pode
auxiliar a compreensédo dos mecanismos de regulagdo da expressao e atividade destes
canais. O presente estudo investigou a internalizagdo dos CSDVs em células SN56,
utilizando como ferramenta a tityustoxina (TsTX) marcada com Alexa Fluor 488 (AF4ss),
uma sonda fluorescente. A acado especifica desta toxina em CSDVs permite sua
utilizacdo como marcador e agente despolarizante. A marcagéao intracelular observada
revelou a internalizagdo dos CSDVs pela ligacdo da TsTX-AFsgs em células SN56. A
marcacao intracelular foi detectada apds 5 minutos de incubacéo e n&do houve diferenca
significativa nos tempos subsequentes até o periodo de 60 minutos de incubagdo com a
toxina marcada. Foi possivel detectar diminuicdo significativa da marcagéo intracelular
quando as células foram incubadas com TsTX-AF488 a 4C, quando a toxina foi
desnaturada e finalmente quando a incubagao da TsTX- AF488 ocorreu com adicdo de
TTX (tetrodotoxina) na auséncia de calcio. Os resultados mostram a internalizagcdo da
TsTX-AF488, sugerindo a internalizagdo dos CSDVs. Este processo parece depender do

metabolismo celular, do estado de ativagado do canal e do calcio extracelular.
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ABSTRACT

Voltage-dependent sodium channels (VDSC) play an essential role in the generation and
propagation of action potential in excitable cells. They are also important in the synaptic
modulation. The study of VDSC internalization may help the comprehension of the
mechanisms that regulate the expression and activity of these channels. The present
study investigated the internalization of VDSC in SN56 cells using tityustoxin labeled with
Alexa Fluor 488 (TsTX-AF4gg) as a tool. The specific action of this toxin in VDSC allows
its use as a marker and depolarizing agent. The intracellular staining observed has
revealed the internalization of VDSC bound to TsTX-AF4gs in SN56 cells. The intracellular
staining was detected after five minutes of incubation and there was no relevant
difference in the subsequent time gaps until sixty minutes. It was possible to detect
significant decrease in the intracellular staining when the cells where incubated with
TsTX- AF4gs at 4°C; when the toxin was denaturated and finally when the incubation of
TsTX- AF4ss happened with the addition of TTX (tetrodotoxin) in the absence of calcium.
The results demonstrate the internalization of TsTX- AF4ss, suggesting the internalization
of CSDVs. This process seems to depend on the cellular metabolism, the state of

channel activation, and extracellular calcium.
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1 INTRODUCAO
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O estudo da distribuigdo dos canais para sodio dependentes de voltagem
(CSDVs) em células vivas é relevante para a compreensao da excitabilidade celular. A
microscopia confocal € capaz de determinar a distribuicdo deste tipo de canais em
membranas inteiras e em organelas citoplasmaticas de amostras vivas. A tityustoxina
(TsTX) se liga especificamente aos CSDVs, se tornando uma ferramenta importante no
estudo destes canais. Por prolongar o periodo de atividade do canal, seu efeito
despolarizante possibilita sua utilizagdo como marcador dos canais através da
conjugagao com uma sonda fluorescente. O emprego de toxinas como ferramentas para
o estudo dos CSDVs tem sido descrito em estudos anteriores (Dargent and Couraud
1990; Dargent, Jullien et al. 1995; Paillart, Boudier et al. 1996). Além disso, as técnicas
existentes que podem ser utilizadas para o estudo da localizacdo dos CSDVs
apresentam limitagcdes para tal finalidade. A técnica de imunofluorescéncia, assim como
a autoradiografia associada a microscopia eletrénica nao permitem o estudo em tempo
real da distribuicdo dos CSDVs por exigir fixacdo da amostra. A utilizagdo da “green
fluorescent protein” ndo permite a avaliacdo de canais proprios da célula, uma vez que é
necessaria a transfecgdo do canal conjugado a proteina fluorescente. A técnica de
“patch clamp” permite o monitoramento da atividade do canal em determinadas regides
da membrana plasmatica, mas n&o possibilita 0 seu monitoramento em toda extenséo da
membrana integralmente. A utilizacdo da TsTX permite o estudo ndo invasivo e em
tempo real da distribuicdo dos canais para sodio, constituindo uma dupla ferramenta:
marcador e agente celular despolarizante. Portanto, o conhecimento da interacdo da
TsTX com os CSDVs, através da microscopia confocal, apresenta grande relevancia no

estudo funcional da localizacdo destes canais em células excitaveis.
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1.1 CANAIS PARA SODIO DEPENDENTES DE VOLTAGEM

A excitabilidade celular e a propagagdo do impulso elétrico dependem da
regulacdo da expressédo e da fungdo dos canais iGnicos dependentes de voltagem na

membrana celular (Armstrong and Hille 1998).

Os canais para sodio dependentes de voltagem (CSDVs) sédo responsaveis pela
geracgao e propagacao dos potenciais de agéo. Eles se abrem e se fecham rapidamente
em resposta a mudanga no potencial de membrana. Através da técnica de “voltage-
clamp”, Hodgkin e Huxley demonstraram, pela primeira vez, as trés chaves que
posteriormente caracterizaram os canais para sodio: ativagdo sensivel a voltagem,

rapida inativagdo e condutancia ionica seletiva (Hodgkin and Huxley 1952).

Os canais para sodio foram os primeiros canais dependentes de voltagem a
serem clonados e sequenciados. O primeiro estudo a respeito, mostrou que RNAmM
transcrito a partir de cDNA clonado direciona a formacdo de CSDVs funcionais em
oocitos de Xenopus (Noda, lkeda et al. 1986). Nove genes que codificam as
subunidades alfa ja foram funcionalmente expressos. Suas isoformas apresentam
aproximadamente 75% de aminoacidos homologos e podem ser diferenciadas pelos
diferentes padrbées de desenvolvimento, de localizagdo nos sistemas nervoso,
esquelético e cardiaco e também por sua sensibilidade a tetrodotoxina (Gellens, George
et al. 1992). As isoformas predominantes no SNC sdo Na, 1.1, 1.2, 1.3 e 1.6. A
expressdo da isoforma Na, 1.1 comega a aumentar apds o nascimento e atinge niveis
mais altos no coliculo e ponte do cérebro adulto. Ja a isoforma Na, 1.2 é expressa
durante o desenvolvimento intra-uterino humano, com niveis mais altos no coértex,
hipocampo e mesencéfalo. A isoforma Na, 1.3 atinge expressdo maxima préxima ao
nascimento, com decréscimo ao longo da vida adulta. Por ultimo, a expresséo da

isoforma Na, 1.6 ndo se difere de forma significativa nas estruturas cerebrais (Whitaker,
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Faull et al. 2001). A sua distribuicdo € variavel ndo somente ao nivel celular, mas
também subcelular. A isoforma Na, 1.2 tem localizagdo predominantemente axonal,
indicando sua participagdo na propagacdo do potencial de agdo. Ao contrario, as
isoformas Na, 1.1, 1.3 e 1.6 se distribuem ao longo dos corpos e dendritos, indicando
sua participacdo na integracdo sinaptica (Whitaker, Faull et al. 2001). As isoformas
expressas no SNC séo inibidas por concentragdes nanomolares de tetrodotoxina (TTX).
Além disso, a isoforma Na, 1.1 esta presente tanto em neurbénios quanto em células da
glia (Vacher, Mohapatra et al. 2008). A isoforma Nay apresenta estrutura diferenciada,
incluindo menores quantidades de carga nos segmentos sensores de voltagem e
auséncia da sequéncia curta de residuos de aminoacidos hidrofébicos: isoleucina,

fenilalanina e metionina (IFM), essencial para a inativagédo rapida do canal (Goldin 2001).

Os CSDVs sao estruturas glicoprotéicas transmembranicas com regides definidas
para o poro e para os sensores de voltagem (Figura 1). A forma do canal para sodio
mais importante no cérebro de ratos é um complexo heterotrimérico com uma
subunidade a (260 kDa), uma subunidade B1 ligada de forma n&o covalente (36 kDa) e
uma subunidade (2 ligada por pontes dissulfidicas (33 kDa) (Catterall 1984; Catterall
1992; Catterall 2000). A subunidade principal a, formadora do poro, é composta por
quatro dominios homologos (I-1V), cada um contendo seis segmentos transmembranicos
(S1-S6) com uma alga interna que conecta os segmentos 5 e 6 (Catterall 1992; Marban,
Yamagishi et al. 1998). A subunidade contém todos os elementos estruturais
necessarios para formar o poro através da membrana e garantir a seletividade iénica
(Noda, 1986). As subunidades 3 auxiliares sdo responsaveis pela modulagéo do canal e
também por suas propriedades cinéticas(lsom, De Jongh et al. 1992; Isom, Ragsdale et
al. 1995; Isom, Scheuer et al. 1995). O segmento 4 de cada dominio apresenta residuos

de aminoacidos carregados positivamente e exerce papel chave na ativagdo do canal.
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Os segmentos 5 e 6, juntamente com a alga interna entre eles, formam a cobertura do
poro e a alga curta entre os dominios Ill e IV forma a comporta de inativagdo, em
particular a sequéncia IFM. A inativagdo do canal ocorre em um ou dois milissegundos
apods sua abertura, com bloqueio da porc¢ao interna do poro. Os dominios intracelulares
maiores sao alvos de modulagédo do canal pela sua fosforilagdo (Catterall 2000; Yu and

Catterall 2003).

Az a 1
I NH B,
A I NH4 i
i : I I i I HiM t
] _--'- iLa
% i
13 1
—i ] |::':|_=_'
h‘-:ullag-au’f Pae
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Figura 1: Estrutura dos CSDVs.
Esquema da estrutura dos CSDVs. As subunidades alfa apresentam quatro dominios repetidos (I a V). Cada
dominio consiste de 6 segmentos transmembranicos. Os segmentos 5 e 6 delimitam o poro do canal, enquanto
o segmento 4 é o sensor de voltagem. Os circulos nas alcas intracelulares dos dominios III e IV indicam o
segmento IFM da comporta de inativagdo (h-comporta de inativacdo) e P os sitios de fosforilagdo do canal (Yu
and Catterall 2003).
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A distribuicdo diferenciada dos CSDVs é essencial para as propriedades
funcionais de um neurdnio. Considerando que uma das principais funcdes dos CSDVs é
gerar potenciais de agao na porgao inicial do axénio, verifica-se maior densidade desses
canais nesse segmento neuronal (Garrido, Fernandes et al. 2003). Essas observagdes
tém dirigido pesquisas para a distribuicdo destes canais e para a modulacdo da

excitabilidade dos neurénios pelos mesmos.

Enquanto a relagao entre estrutura e fungdo dos CSDVs esta bem estabelecida, a
sua importancia na modulagao da transmissao sinaptica ainda nao foi esclarecida. Os
CSDVs nao so participam da despolarizacdo, mas também estao envolvidos na atividade
elétrica neuronal sublimiar; através de correntes de Na* persistentes (Raman, Sprunger
et al. 1997), o que aponta para uma nova perspectiva na qual os CSDVs podem integrar
disparos neuronais. Trabalhos desenvolvidos em nosso grupo sugerem que os CSDVs
possuem papel importante nesta modulacdo. Estudos demonstraram efeitos
diferenciados na [Na+]i, [Caz+]i € na liberagdo de glutamato, provocados por toxinas que
atuam em CSDVs, em sinaptosomas de cortex cerebral de ratos (Romano-Silva, Ribeiro-

Santos et al. 1994; Massensini, Moraes-Santos et al. 1998).

Disturbios na atividade dos CSDVs sao responsaveis pela geragao de inumeras
patologias. Doengas musculares podem ser provocadas por mutagdes em isoformas
Na,1.4; enquanto mutagcbes nos canais Na,1.5 sdo responsaveis pela sindrome do
complexo QT longo, uma anormalidade cardiaca. Isoformas Na,1.3, 1.7, 1.8 e 1.9 estéo
envolvidas na sinalizagdo da dor (Krafte and Bannon 2008), enquanto as isoformas

Na,1.1 estdo associadas a epilepsia (Ito, Nagafuji et al. 2002).
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1.2 TITYUSTOXINA

Com o objetivo geral de aumentar sua chance de sobrevivéncia, milhares de
espécies vivas produzem toxinas que sao usadas para modificar a fisiologia de outras
espécies. Toxinas podem apresentar grande complexidade quimica ou serem apenas
moléculas simples. Algumas s&o inespecificas, mas muitas sdo particulares para
moléculas selecionadas. Sendo produtos de uma longa coevolugdo das espécies
produtoras de toxinas com as espécies alvo, as toxinas tém sido frequentemente
moldadas em torno destas, o que nos fornece uma importante ferramenta no estudo de

caracteristicas fisiologicas das espécies alvo (Schiavo, Matteoli et al. 2000).

Diante disso, ndo €& surpresa que a maioria das toxinas conhecidas seja seletiva
para moléculas do tecido nervoso. Essas neurotoxinas tém exercido um papel chave na

neurofisiologia ainda desconhecida.

Venenos escorpidnicos consistem em uma mistura complexa de proteinas
neurotdéxicas acidicas e basicas, farmacologicamente ativas, somada a outros
componentes que incluem sais e compostos organicos. Apesar disso, estudos com
venenos de diferentes espécies tém demonstrado algumas propriedades em comum,
principalmente a presenga de componentes toxicos ao homem. Essas toxinas sao
principalmente proteinas basicas, de baixo peso molecular, formadas por 60-70 residuos
de aminoacidos, com pontos isoelétricos na faixa de 8,0 a 9,0. Devido ao alto numero de
grupos ionizaveis, estas toxinas sao capazes de formar associa¢gdes moleculares com

outras proteinas (Sampaio, Laure et al. 1983; Barhanin, Pauron et al. 1984).

O veneno do escorpido Tityus serrulatus é composto por uma mistura de
peptideos téxicos e nao téxicos, além de serotonina, nucleotideos, aminoacidos,

enzimas liticas (hialuronidase) e lipidios. Algumas de suas toxinas tém sido isoladas e
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caracterizadas. Originalmente o veneno foi dividido em duas fragoes, através de
cromatografia em gel de filtragcdo (Gomez and Diniz 1966); uma delas, a tityustoxina, foi
parcialmente caracterizada. Estudos subsequentes levaram a modificacdo do método
proposto e as fragcdes obtidas passaram a ser purificadas por cromatografia de troca

idnica (Toledo and Neves 1976; Sampaio, Laure et al. 1983).

As toxinas do veneno do escorpido Tityus serrulatus podem ser classificadas em
dois tipos, a e B, de acordo com sua ligagao especifica a sitios determinados dos canais
para sodio dependentes de voltagem (Barhanin, Giglio et al. 1982; Kirsch, Skattebol et

al. 1989)

As fragdes téxicas das toxinas do tipo a podem interagir com diferentes canais
iGnicos: canais para sodio (Catterall, Morrow et al. 1979) canais para potassio (Carbone,
Wanke et al. 1982) canais para cloreto (DeBin, Maggio et al. 1993) e canais para calcio

(Valdivia, Kirby et al. 1992).

A tityustoxina, também chamada por alguns autores de T»lll, corresponde ao
terceiro pico da recromatografia do segundo pico toxico (T2) do veneno bruto, obtido em
coluna de troca idnica. Ela € uma proteina, parcialmente sequenciada, composta de 63

aminoacidos e peso molecular (PM) igual a 7216 (Sampaio, Laure et al. 1983).

1.3 INTERACAO ENTRE CSDVs E NEUROTOXINAS

Neurotoxinas que atuam em canais para sodio tém sido amplamente utilizadas
como ferramentas no estudo de mecanismos sinapticos sob condig¢des fisiopatoldgicas.
Elas modificam a atividade do canal e pelo menos seis sitios de ligacdo das toxinas

foram identificados (Figura 2).
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Tetrodotoxina, a guanidina heterociclica soluvel em agua, age no lado extracelular
dos CSDVs, bloqueando a condutancia ao sodio (Narahashi 2008). Veratridina € um
alcaldide extraido de plantas liliaceas, que se liga ao sitio 2 dos canais e causa ativagao
persistente, em potencial de repouso, via um mecanismo alostérico que bloqueia a
inativagdo e muda a dependéncia da voltagem da ativacdo para potenciais mais
negativos (Catterall 1980). Toxinas de anémonas do mar, algumas toxinas de aranha,
além de toxinas de escorpido como a TsTX, sdao exemplo de toxinas que se ligam ao
sitio 3, inibindo ou retardando sua a inativagdo (Couraud, Rochat et al. 1978; Couraud,
Jover et al. 1982; Pauron, Barhanin et al. 1985; Lazdunski, Frelin et al. 1986). Outra
toxina purificada do veneno do Tityus serrulatus, Tityus gama (TiTX - y) € um exemplo de
toxina que se liga ao sitio 4 dos canais mudando a dependéncia de voltagem destes
para potenciais mais negativos e reduzindo a corrente de pico (Vijverberg, Pauron et al.
1984). As brevetoxinas e as ciguatoxinas, soluveis em lipidios, ligam-se ao sitio 5 e
provocam mudang¢a na ativacdo dos canais para potenciais de membrana mais
negativos e bloqueio de sua inativacdo (Lombet, Bidard et al. 1987). Conotoxinas
levaram a identificagdo do sitio 6. Elas causam prolongamento dos potenciais de agao

devido a inibicao especifica da inativagdo dos canais (Hasson, Fainzilber et al. 1993).

O sitio 1 dos canais para sédio no cérebro esta localizado no segmento SS2 do
lado N-terminal do sexto segmento transmembréanico em cada um de seus quatro
dominios. O sitio 2 dos canais é formado pelos dominios transmembranicos hidrofébicos
IS6 e IVS6 da subunidade alfa. O sitio 3 esta localizado nas alcas extracelulares entre os
segmentos transmembranicos 5 e 6 nos dominios | e IV do canal e o sitio 4 compreende
residuos de aminoacidos na alga S3-S4, no final extracelular do sensor de voltagem S4,

no dominio IV da subunidade a (Cestele and Catterall 2000).
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Figura 2: Sitios de ligacdo de neurotoxinas em CSDVs de mamiferos.
O sitio1, localizado na al¢a externa do poro, préximo ao S6, é alvo de ligagdo da TTX, STX e p-conotoxina. O sitio
2, alvo de acdo da veratridina, envolve os segmentos 1S6 e IVS6. O sitio 3 se localiza nas algas extracelulares
entre S5 e S6, nos dominios I e IV e é alvo de toxinas de anémonas do mar, toxinas de aranha, além de toxinas
de escorpido como a TsTX. O sitio 4 compreende as algas dos segmentos 11S3-S4, sendo alvo da TiTX - 7.
Finalmente o sitio 5 envolve os segmentos IS6 e [VS5 e brevetoxinas e as ciguatoxinas se ligam a ele (Cestéle e
Catterall, 2000).
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1.3.1 Interacdo entre CSDVs e Tityustoxina

Estudos demonstraram que os peptidios de cadeia longa de toxinas escorpidnicas
sdo responsaveis pelos seus efeitos neurotdxicos relacionados ao prejuizo na fungao
dos CSDVs (Catterall, Ray et al. 1976). Contudo a descoberta e o0 uso de cadeias curtas
de peptideos especificos para canais para potassio (Garcia, Gao et al. 2001)
dispersaram a continuacdo dos esforcos dedicados ao estudo dos CSDVs.
Recentemente esse panorama tem mudado devido ao novo interesse no estudo destes

canais.

A TsTX €& uma toxina do tipo a, capaz de estimular a liberagcdo de
neurotransmissores como acetilcolina (Gomez, Diniz et al. 1975) e glutamato (Romano-

Silva, Ribeiro-Santos et al. 1994), através da entrada de ions sédio e calcio no terminal
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sendo capaz também de induzir a fosforilagdo de proteinas (Ribeiro and Gomez 1986).
Moss e cols., em 1974 e Silveira e cols., em 1991 mostraram que a liberagdo de
catecolaminas induzidas pela toxina de escorpidao ocorre por um mecanismo similar ao
produzido pelo estimulo elétrico (Moss, Thoa et al. 1974; Silveira, Moraes-Santos et al.
1991). Os efeitos da TsTX sdo dependentes do tempo de incubagéo, do pH e da fonte
de energia no meio de incubagdo (Gomez, Dai et al. 1973). Utilizando a microscopia
fluorescente para visualizagdo dos CSDVs em células vivas, pesquisadores atualmente
vém aplicando a TsTX marcada com sondas fluorescentes para estuda-la em modelos

de células em cultura (Massensini, Suckling et al. 2002).

1.4 A IMPORTANCIA DO ESTUDO DA INTERNALIZACAO DOS CSDVs

Ao contrario do amplo conhecimento sobre a eletrofisiologia dos CSDVs, a

internalizagao e o trafego desses canais ainda € um assunto ainda pouco compreendido.

A complexidade morfolégica e funcional dos neurbnios, com ramificagdes
dendriticas e axonais, além de multiplas conexdes, é responsavel pelas diferencas na
localizagdo e densidade dos canais idnicos e proteinas em geral (Nusser 2009). Para
compreender melhor a funcédo dos diferentes tipos neuronais € necessario determinar a
localizacdo desses canais, bem como de suas isoformas, tanto na membrana celular
quanto nos espacos subcelulares. A localizacdo dos CSDVs na membrana celular de
neurdnios foi investigada, utilizando toxina escorpidnica marcada com iodo radioativo

(Catterall 1981).

Os efeitos de ativadores de CSDVs (batracotoxina, toxina escorpibnica a e

veratridina) na densidade destes em cérebro de ratos neonatos, in vitro, foram descritos

(Dargent and Couraud 1990). O estudo sugere que um aumento na concentracao
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densidade de canais na superficie celular. A participacdo de um compartimento
endosomal ou lisosomal apds a internalizagdo dos canais também ¢é possivel. O estudo
sugere que os canais nao retornam a membrana apos a retirada de um ativador. Além
disso, a internalizacdo foi inibida por uma base acidotrépica fraca, que bloqueia a
degradacéao protéica em lisosomos (Dargent, Jullien et al. 1995). Através de microscopia
eletrénica foi demonstrada a distribuicdo de uma toxina marcada, com afinidade pelos
CSDVs, nos diferentes compartimentos subcelulares (Paillart, Boudier et al. 1996). Outro
estudo mostrou que a ativacdo da PKA causa redistribuicdo de CSDVs cardiacos em
células vivas, apoiando a existéncia de multiplos locais de estocagem dos canais que

podem ser mobilizados apos estimulos fisiologicos (Hallag, Yang et al. 2006).

Portanto, o controle da densidade de CSDVs na superficie celular representa um
potencial mecanismo para a regulacdo da excitabilidade neuronal, apontando para a

necessidade de se investigar a internalizagédo de tais canais.
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2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a internalizagdo de canais para sodio dependentes de voltagem em

células SN56 usando tityustoxina fluorescente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Investigar se a interacao da TsTX-AF4ss com os CSDVs ocorre através de ligagcao

especifica ao seu sitio nestes canais.

-Investigar a internalizacdo dos CSDVs ligados a TsTX-AF4ss em diferentes

periodos de incubagao.

-Investigar se a internalizagdo dos CSDVs ligados a TsTX-AF4gs € dependente de
parametros fisioldgicos necessarios aos processos endociticos como temperatura,

célcio extracelular e especificidade da proteina ligante.

-Investigar se a internalizagdo dos CSDVs ligados a TsTX-AFsgs depende do

influxo de ions sddio.
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3 MATERIAL E METODOS
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3.1 TITYUSTOXINA

A neurotoxina utilizada neste estudo, a TsTX, foi obtida a partir do veneno bruto
do escorpido brasileiro Tityus serrulatus, de acordo com metodologia descrita por
Sampaio et al.(1983). A toxina foi fornecida pelo Prof. Dr. Tasso Moraes-Santos, da

Faculdade de Farmacia da UFMG.

A toxina foi repassada na forma liofilizada, sendo diluida em salina para posterior
utilizagdo. Sua concentragdo foi determinada através da espectrofotometria, com
absorbancia medida em 280nm, em duplicatas, para diluicbes de 1/50 e 1/100. A
constante de conversdo utilizada foi 0,48 sendo obtida pelo método de dosagem de
proteinas descrito por Lowry, em 1951. (Lowry, Rosebrough et al. 1951) A toxina foi
separada em aliquotas de 5 pl e mantida congelada a -20°C até a data dos

experimentos.

3.2 MARCACAO DA TOXINA

Toxinas do veneno do escorpido Tityus serrulatus foram purificadas como
descrito previamente (Sampaio et al., 1983). O indicador Alexa Fluor 45 (AF4ss) reage
com as aminas primarias das proteinas de acordo com o manual do fabricante
(“Molecular Probes, Alexa Fluor Protein Labelling Kit Manual”, catalogo n°® A-10235). Em
resumo, 500 pl de uma solugdo com 3,5 mg/ml de proteina pura (TsTX) foram
adicionados a 50 ul de uma solucao de bicarbonato de sédio a 1,0 M. Esta solugao foi
transferida para um frasco contendo quantidade suficiente de indicador para reagir com
a proteina e deixado sob leve agitacao por 1 hora a temperatura ambiente e ao abrigo da

luz. Para a remocao do indicador livre, as proteinas marcadas foram purificadas usando
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uma membrana para exclusdo de moléculas com massa molecular menor que 5000 D,

em tampéo fosfato pH 7,2 por 24 horas, a 4°C e ao abrigo da luz.

O conjugado de proteina purificado, TsTX-AF4gs, € estavel por varios meses a
-20°C. Portanto, as solugdes foram divididas em aliquotas de 5 yl e armazenadas no
freezer a -20°C, protegidas da luz direta. A funcionalidade do conjugado foi avaliada
através da liberacdo de glutamato em sinaptosomas de cortex cerebral de ratos,
conforme descrito em trabalhos anteriores (Nicholls, Sihra et al. 1987; Romano-Silva,

Ribeiro-Santos et al. 1994).

3.3 CULTURA DE CELULAS

Células SN56 foram gentilmente cedidas pelo professor Bruce Wainer, do
Departamento de Patologia da Escola de Medicina da Universidade de Emory, Atlanta,
GA, EUA. As células foram cultivadas em garrafas de 50 ml com 10 ml meio DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (“Gibco Life Tecnologies”), 2 mM de L-
glutamina, 1% de estreptomicina e penicilina e o pH foi corrigido para 7,4. Também
foram mantidas em estufa sob atmosfera de 95% de ar e 5% de CO, a 37°C. Para
diferenciagao, as células foram plaqueadas em laminulas e mantidas no mesmo meio,
porém sem soro fetal bovino e acrescidas de 1mM de dibutirii AMP-c (Sigma) por no
minimo 48 h. O meio das células foi trocado a cada 48 h, exceto durante a diferenciacéo,
quando a troca de meio foi feita a cada 24 h. Durante a incubagéo, as placas foram
mantidas em KRH (12 mM de NaCl mM, 4 mM de KCI ,1,2 mM de MgSO,, 25 mM de
Hepes ,10 mM de C¢H1205 € 1 mM de CaCl,) e em estufa, sob atmosfera de 95% de ar e
5% de CO, , a 37°C. A excegao se aplica aos experimentos de avaliacdo da
dependéncia da temperatura, onde as células foram incubadas a 4°C. Apds incubacao,

as células foram lavadas 3x, rapidamente, com o mesmo meio. Cada experimento foi
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realizado pelo menos trés vezes, em dias diferentes, e os parametros de aquisi¢cao de

imagem foram os mesmos em todos os experimentos.

3.4 ESPECIFICIDADE DA LIGACAO DA TsTX-AF 5 AOS CSDVs

As ceélulas foram plaqueadas e diferenciadas como citado anteriormente e
incubadas em KRH, com 10 yM de TsTX nao marcada por 5 min., a 37°C. Apds este
periodo, as mesmas células foram incubadas em KRH com 1uM de TsTX-AF4ss por mais
55 min. As células foram lavadas com o mesmo meio e suas imagens capturadas por

microscopia confocal.

Para verificacdo de ligagbes inespecificas da TsTX-AFss a membrana das
células, outro ensaio foi realizado incubando-as primeiramente com 10 yuM de albumina
bovina (Sigma) durante 5 min. a 37°C, e em seguida com 1uM de TsTX-AF4gs por mais

55 min. a 37°C.

3.5 INTERNALIZACAO DOS CSDVs-TsTX-AF4 EM CELULAS SN56

Apos diferenciacao, as células foram incubadas com 1 yM de TsTX-AFs3 em
KRH por intervalos de tempo crescentes, a 37°C. Ou seja, cada placa foi incubada por 5,
15, 30 e 60 min. Apds o periodo de incubacgao as células foram lavadas com KRH e suas

imagens capturadas por microscopia confocal.

A autofluorescéncia das células foi avaliada através de sua incubagao apenas
com KRH por 60 min., a 37°C. Os parametros para obtencdo dessas imagens foram

idénticos aos parametros utilizados para as demais aquisi¢des.

Para verificagdo da dependéncia da temperatura na internalizagdo dos CSDVs, as

células também foram incubadas com 1 yM de TsTX-AF4sgs, @ 4°C, por 60 min., seguindo
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o plagueamento e a diferenciacdo descritos. Apds incubacgado, as células foram lavadas

com KRH, também a 4°, e suas imagens capturadas no microscopio confocal.

3.6 ATIVIDADE DA TsTX E A INTERNALIZACAO DOS CSDVs-TSTX-AF g3

Outro experimento foi realizado com a finalidade de se avaliar a dependéncia de
atividade da toxina para sua ligacdo aos CSDVs e consequente internalizagdo dos
mesmos. Para tal, procedeu-se a desnaturagdo da TsTX-AF4ss utilizando um agente
desnaturante, B-mercaptoetanol (5%), adicionado a um eppendorf contendo 1 uM de
TsTX-AF4gs. A mistura foi exposta a uma temperatura aproximada de 100°C por 3
minutos e apos resfriamento a temperatura de 37C, seu conteudo foi adicionado as
células que ficaram incubadas por 60 min., a 37°C. Logo apds, suas imagens foram

capturadas no microscopio confocal.

3.7 DEPENDENCIA DO ca” NA |NTERNAL|ZAQAO DOS
CSDVS-TSTX-AF488

A dependéncia do célcio extracelular na internalizagdo dos CSDVs foi avaliada
através da utilizacdo de KRH sem calcio adicionado de 2 mM de EGTA. As células foram
incubadas neste meio com TsTX-AF4g3 1 uM durante 60 min., a 37°C. Apds o periodo de
incubacdo as células foram lavadas com KRH e suas imagens capturadas no

microscopio confocal.

3.8 INFLUXO DE SODIO ATRAVES DOS CSDVs E A INTERNALIZACAO
DOS CSDVs-TSTX-AF 453

A dependéncia do influxo de ions sédio através do canal foi avaliada por meio da
incubacao das células em KRH com 1uM de TTX por 5 min. a 37°C e subsequente

incubacdo com TsTX-AF4ss por mais 55 min. a 37°C. Além disso, em outro experimento,
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NaCl foi substituido por 124 mM de cloreto de colina. Apds o periodo de incubacao, as

células foram lavadas com KRH e suas imagens capturadas no microscépio confocal.

3.9 ATIVIDADE DA MEMBRANA E A |NTERNAL|ZACAO DOS
CSDVS-TSTX-AF488

A fim de verificar o efeito da atividade da membrana celular sobre a internalizagao
dos CSDVs, foi realizado um experimento no qual as células foram incubadas durante 60
min. a 37°C em KRH sem calcio, contendo 2mM de EGTA e 1uM de TTX. Apds o
periodo de incubacgao as células foram lavadas com KRH e suas imagens capturadas no

microscopio confocal.

3.10 AQUISICAO DE IMAGENS

A aquisicdo das imagens foi realizada a temperatura ambiente. Laminulas de
60x15 mm, com as células, foram transferidas para uma camara de perfusdo. As
imagens foram obtidas utilizando um microscopio confocal, Leica TCS SP5, equipado
com objetivas de imersdo em agua (63x). As preparacdes foram excitadas com laser de
argénio na linha de 488nm e a luz emitida foi captada por um filtro 510-555nm. As
imagens capturadas foram processadas e analisadas utilizando os programas Adobe®
Photoshop® 7.0 (Adobe Systems Inc.) e ImageJ 1.39 (NIH, USA). Os parametros de
aquisicao das imagens comparadas foram sempre os mesmos. Nos experimentos com
TSTX-AF4g5+BSA, com TsTX-AF 43 desnaturada e com TsTX-AF4gs sem Ca?*foi utilizado

ganho de 800 v ; nos demais experimentos foi utilizado ganho de 850 v.

3.11 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como Média + Erro Padrdao da Média (EPM) e

valores com p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. A analise
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estatistica foi realizada utilizando o método one-way ANOVA, seguido de contraste

ortogonal.
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4 RESULTADOS
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4.1 ESPECIFICIDADE DA LIGACAO DA TsTX-AF, AOS CSDVs

A especificidade da ligagdo da TsTX em células GH3 foi verificada por Massensini
e cols., em 2002. O ensaio de competicdo entre proteina marcada e ndo marcada ja foi
descrito (Gekle, Mildenberger et al. 1995; Habich, Baumgart et al. 2002) e baseia-se no
bloqueio de uma proteina marcada pelo pré-bloqueio de seu alvo ligante com excesso
da mesma proteina ndo marcada. O pré-bloqueio parece n&o ter ocorrido, uma vez que
foi detectada fluorescéncia no interior da célula, sem diferenga significativa em relagao a
marcagdao dos experimentos com toxina marcada (TsTX-AFsgs: 43,5 £ 3,2; TsTX-

AF458+TsTX: 51,2 + 7,6) (Figura 3).

A albumina & uma proteina de 69 KDa envolvida no transporte de moléculas
hidrofobicas (Gekle, Mildenberger et al. 1995). A pré-incubagdo com albumina tem como
objetivo bloquear ligagdes inespecificas, ou seja, bloquear sitios aos quais se ligam
moléculas da ordem de 60 KDa. N&o houve diferenga significativa entre a marcagéo com

(30,6 £ 0,6) e sem BSA (28,5 £ 1,3), conforme mostra a figura 4.
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Figura 3: Competicao entre TsSTX e TsSTX-AF4sgs.
A e C sdo imagens de luz transmitida. Em B as células foram incubadas com TsTX-AF4gg por 60 min. Em D as
células foram pré-incubadas com TsTX 10uM e apds 5 min.com TSTX-AFigg 1uM por mais 55 min. O grafico E
mostra que nao foi possivel detectar diferenca na intensidade de marcacdo entre estes experimentos. Barras de

escala correspondem a 20 pm.
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Figura 4: Competicao entre BSA e TSTXAFss.
A e C sdo imagens de luz transmitida. Em B as células foram incubadas com TsTX-AF4gg por 60 min. Em D as
células foram pré-incubadas com BSA e apds 5 min. com TsTX-AF4gg 1uM por mais 55 min. O grafico E mostra
que ndo houve diferenca significativa na intensidade de marcacdo entre estes experimentos, sugerindo
internalizagdo especifica dos CSDVs-TsTX-AF4gs. Barras de escala correspondem a 20 pm.
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4.2 INTERNALIZACAO DOS CSDVs-TSTX-AF g

A internalizagcdo dos CSDVs-TsTX-AFgs foi avaliada através da incubacido das
células SN56 com TsTX-AF4ss nos intervalos de tempo de 5, 15, 30 e 60 min. O intervalo
de 60 min., no qual se verificou marcacao mais intensa, foi utilizado na comparacao dos

demais experimentos (Figura 5).

Apos 5 min. de incubagado com TsTX-AF4ss observou-se marcagao no interior das
células com uma intensidade de fluorescéncia média de 38,7+5,2. O aumento da
intensidade de fluorescéncia nao foi linear nos tempos subsequentes, com 43,7 £ 3,8
para 15 min. de incubagao; 36,4 + 2,9 para os 30 min. e 43,5 + 3,2 para o intervalo de 60
min., ndo sendo detectada diferenca significativa entre os intervalos. O intervalo de 60
min. foi escolhido para a realizagdo dos demais experimentos, porque as imagens
revelaram um padrao de fluorescéncia no citoplasma mais concentrado; enquanto que a
fluorescéncia nos demais intervalos mostrou-se difusamente distribuida no interior da

célula (Figura 5).
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Figura 5
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Figura 5: Internalizacao dos CSDVs-TsTX-AF4gs em diferentes intervalos de tempo.
A, B,C e D sdao imagens de luz transmitida (DIC). Em E, F, G e H as células foram incubadas com TsTX-AF.gg por
5,15, 30 e 60 min., respectivamente. E possivel observar marcagio citoplasmatica a partir do menor intervalo,
sugerindo a internalizacdo dos CSDVs-TsTX-AF.gs. O grafico I representa a intensidade de fluorescéncia em
unidades arbitrarias (U.A), nos respectivos intervalos. Barras de escala correspondem a 20 um.

O experimento controle verificou a autofluorescéncia das células com os
parametros de aquisicao de imagens utilizados nos demais experimentos (Figura 6). As
imagens de autofluorescéncia permitem diferenciar a marcacgao resultante de moléculas
celulares, que sao fluorescentes quando excitadas com luz UV/VIS, da marcagao
proveniente da TsTX-AF4gs. A emissao de fluorescéncia surge de fluoréforos endégenos,
encontrados em mitocondrias e lisossomos, como NADPH (Monici 2005). Foi observado
aumento significativo na intensidade média de fluorescéncia das células incubadas por

60 min. com TsTX-AF4ss (43,56 +3,2) em relagao ao controle sem toxina (30,38 £ 1,5).
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Figura 6: Autofluorescéncia das células SN56.

A e C sdo imagens de luz transmitida. Em B as células foram incubadas com TsTX-AF4gg por 60 min. Em D as
células foram incubadas apenas com meio de cultura. E possivel observar um nivel de fluorescéncia basal das
células cuja quantificacdo é mostrada em E. Entretanto a intensidade de autofluorescéncia € significativamente
inferior a intensidade observada quando a TsTX-AF4gs foi incubada por 60 min. * p<0,05. Barras de escala
correspondem a 20 pm.
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4.3 DEPENDENCIA DA TEMPERATURA DO MEIO NA INTERNALIZACAO
DOS CSDVs-TSTX-AF g5

Neste experimento as células SN56 foram incubadas com TsTX-AF4ss a 4°C por
60 min. A esta temperatura, com a diminuicdo do metabolismo celular, ocorre inibigao
dos processos endociticos (Dunn, Hubbard et al. 1980) uma vez que maioria das
moléculas sao internalizadas a 37°C (Nichols 2002; Glebov, Bright et al. 2006). Nossos
resultados mostram que ocorreu reducgdo significativa da marcacao citoplasmatica
quando a temperatura foi diminuida (TsTX-AF4s a 4°C: 33,5 £ 1,3) em relagdo ao

controle (TsTX-AFsgga 37°C: 43,5 £ 3,2), como mostrado na figura 7.

4.4 DEPENDENCIA DA ATIVIDADE DA TsTX PARA A INTERNALIZACAO
DOS CSDVS-TSTX-AF488

A TsTX é uma proteina parcialmente sequenciada, composta de 63 aminoacidos
(Sampaio e cols., 1983). Como outras proteinas ela apresenta estrutura terciaria cuja
estabilidade ¢é conferida, entre outros, por pontes dissulfidicas. O processo de
desnaturacao das proteinas ocorre quando ha perda da estrutura protéica (exceto da
estrutura primaria) pela acao de um agente externo, como calor ou agentes quimicos. A

maioria das proteinas perde a sua fungao biolégica quando desnaturadas.

A fim de verificar se a perda de fungao da TsTX seria capaz de alterar a dindmica
de internalizacdo dos CSDVs-TsTX-AF4ss foi realizado um experimento no qual um
agente desnaturante, B-mercaptoetanol, foi utilizado. Este agente provoca ruptura das
pontes dissulfidicas, causando perda funcional da proteina. As imagens revelaram uma
marcacao intensa na regido da membrana citoplasmatica, diferente daquela observada

em experimentos anteriores. Observou-se acumulo de fluorescéncia em varias regides
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da membrana, sugerindo que os CSDVs-TsTXAF4ss ndo s&o internalizados quando a

toxina perde sua fungéo (Figura 8).
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Figura 7: Inibicdo da internalizacdo dos CSDVs-TsTX-AF4gs com a diminuicao da

temperatura.
A e C sdo imagens de luz transmitida. Em B as células foram incubadas com TsTX-AF.gs por 60 min. Em D as
células foram incubadas com TsTX-AFgs por 60 min., a 4°C. O grafico E mostra que houve reducdo significativa
na intensidade de marcagdo quando a temperatura foi reduzida, sugerindo dependéncia do metabolismo
celular para a internalizagcdo dos CSDVs-TsTXAFgs. * p<0,05. Barras de escala correspondem a 20 pm.
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Figura 8: Inibicdo da internalizacao dos CSDVs-TsTX-AF43s com a desnaturacao da
toxina.

A e C sdo imagens de luz transmitida. Em B as células foram incubadas com TsTX-AF4gg por 60 min. Em D as
células foram incubadas por 60 min.com TsTX-AF4gs previamente desnaturada com (-mercaptoetanol a uma
temperatura de aproximadamente 100°C, minutos antes da incubagdo. A marcagdo concentrou-se na
membrana citoplasmatica das células, o que foi observado apenas neste experimento. Barras de escala
correspondem a 20 pm.
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45 DEPENDENCIA DO Ca* NA INTERNALIZACAO DOS CSDVs-TsTX-
AF g3

Os canais para calcio dependentes de voltagem exercem papel importante na
endocitose de vesiculas sinapticas (Chen, Deng et al. 2003). A redistribuicdo de canais
para potassio em neurdnios hipocampais também requer o influxo de calcio (Kim, Jung
et al. 2007), porém, pouco se sabe sobre a importancia do calcio extracelular na
internalizagdo dos CSDVs. Quando as células foram incubadas em meio sem Ca*
ocorreu reducgao significativa da marcacgao citoplasmatica quando comparadas aquelas
incubadas em meio com Ca* (TsTX-AFygs: 30,6 + 0,6; TsTX-AF4s5 sem Ca* :26,8 £ 0,6),

como mostrado na figura 9.
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Figura 9: Participacdo do calcio extracelular na internalizacao dos CSDVs-TsTX-
AF4sgs.

A e C sdo imagens de luz transmitida. Em B as células foram incubadas com TsTX-AF4gs por 60 min. Em D as
células foram incubadas com TsTX-AFsgg por 60 min. em meio de cultura sem célcio e com EGTA. O grafico E

mostra que ndo foi possivel detectar diferenca na intensidade de marcacio entre estes experimentos. Barras de
escala correspondem a 20 pum. * p<0,05.
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4.6 DEPENDENCIA DO INFLUXO DE SODIO NA INTERNALIZACAO DOS
CSDVS'TSTX'AF488

Um estudo de Dargent e Couraud (1990) observou que a adigao de ativadores de
canais para soédio (veratridina e batracotoxina), ao meio de cultura, provocou o
desaparecimento dos CSDVs da membrana celular. O desaparecimento induzido dos
canais foi abolido por TTX, o0 que sugere que a sua internalizacéo é dependente do Na*
extracelular. Além disso, a adicdo de colina (ion ndo permeante) também aboliu o

desaparecimento dos canais.(Dargent and Couraud 1990)

Entretanto os resultados obtidos ndo corroboram os resultados descritos na
literatura. As imagens, obtidas quando TTX foi adicionada ao meio, revelaram
intensidade de marcagao semelhante aquelas sem adi¢cao de TTX (TsTX-AF4gs: 43,5 +
3,2; TsTX-AF4gs+TTX:38,4 = 1,2)(Figura 10). As células, em cujo meio foi adicionado
cloreto de colina, também ndo apresentaram intensidade de fluorescéncia
significativamente diferente daquelas sem adi¢ao de cloreto de colina (TsTX-AF4gs: 43,5

t 3,2; TsTX-AF4gg+cloreto de colina: 40,0 £ 2,2) (Figura 11).
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Figura 10: Participacao do influxo de ions sédio na internaliza¢ao dos CSDVs-TsTX-
AF4gs.
A e C sao imagens de luz transmitida. Em B as células foram incubadas com TsTX-AF4gg por 60 min. Em D as
células foram pré-incubadas com TTX e apés 5 min. com TsTX-AF4gg por mais 55 min. O grafico E mostra que
ndo foi possivel detectar diferenca na intensidade de marcacdo entre estes experimentos. Barras de escala
correspondem a 20 pm.
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Figura 11: Internalizacdo dos CSDVs-TsTXAF4gs com a substituicio do sdédio por

colina.

A e C sdo imagens de luz transmitida. Em B as células foram incubadas com TsTX-AF4gg por 60 min. Em D as
células foram incubadas com TsTX-AF.gs por 60 min. em meio de cultura onde cloreto de sédio foi substituido
por cloreto de colina. O grafico E mostra que nio foi possivel detectar diferenca na intensidade de marcacio
entre estes experimentos. Barras de escala correspondem a 20 pm.
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4.7 DEPENDENCIA B DA ATIVIDADE DA MEMBRANA NA
INTERNALIZACAO DOS CSDVs-TSTX-AF g5

Os experimentos conduzidos onde as células foram incubadas com KRH sem Ca*

contendo TTX 1uM e EGTA 2mM revelaram intensidades de marcacao citoplasmatica

significativamente inferiores em relacdo aqueles onde havia somente TsTX-AF4gs (TSTX-

AF4s5: 43,5 £ 3,2; TsTX-AF4s5+TTX sem Ca* :31,8 + 2,2) (Figura 12).
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Figura 12: Participac¢ao concomitante do influxo de sddio e do calcio extracelular na
internalizacdo dos CSDVs-TsTXAFass.
A e C sdo imagens de luz transmitida. Em B as células foram incubadas com TsTX-AF4gg por 60 min. Em D as
células foram incubadas com TsTX-AF4gs por 60 min. em meio de cultura na auséncia de calcio extracelular,
com EGTA e com TTX pré-incubada nos 5 min. iniciais. Houve reducdo significativa da marcagio em relacdo as
células incubadas em meio com célcio e sem TTX, sugerindo a possivel dependéncia concomitante do influxo de
sédio e do calcio extracelular para a ocorréncia da internalizacdo dos CSDVs TsTXAFgs. Barras de escala
correspondem a 20 pm. * p<0,05.
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5 DISCUSSAO
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Os CSDVs s&o amplamente conhecidos por gerarem potenciais de agdo em
células excitaveis, entretanto sua participacdo na modulacao sinaptica ainda permanece
pouco esclarecida. Estudos sobre a sua distribuicdo, bem como sobre fatores
responsaveis por sua regulagdo, na membrana plasmatica, sdo essenciais para a
compreensao da excitabilidade neuronal. Com a finalidade de investigar a internalizagao
dos CSDVs foi utilizada a TsTX, uma ferramenta capaz de se ligar de forma especifica a
estes canais, além de provocar a despolarizagédo do neurdnio. Portanto a internalizagao

da TsTX-AF4gg sugere a internalizagdo dos canais.

Tendo em vista a avaliagdo indireta dos CSDVs com a técnica utilizada, os
resultados sugerem a internalizagdo dos canais ligados a TsTX-AF4ss por alguma via
endocitica ou a internalizacdo apenas da TsTXAF4gs. Além disso, pode ser que os canais
nao estejam sendo internalizados de forma integra; a interagcdo da TsTX-AF4gs pode
provocar a ruptura de sua estrutura e, dessa forma, fragmentos dos canal poderiam
estar sendo internalizados por um mecanismo nao endocitico. Estudos realizados

posteriormente poderao confirmar a hipotese inicial.

Ao se considerar a internalizagdo dos CSDVs, esta deve ocorrer rapidamente uma
vez que foi detectada marcacdo, no interior da célula, superior a marcacao de
autofluorescéncia. O estimulo despolarizante, provocado pela TsTX, pode ser o
responsavel pela ocorréncia rapida desse evento. Nos intervalos de tempo
subsequentes, a intensidade de fluorescéncia foi semelhante, embora seja possivel
visualizar um padrao mais intenso de marcacgao quando as células foram incubadas com
TsTX-AF4gs, por 60 min. E possivel que neste intervalo os canais estejam agrupados
dentro de vesiculas endociticas, enquanto que em intervalos de tempo inferiores eles
estejam distribuidos difusamente pelo citoplasma. Por outro lado, ndo se pode descartar

a possibilidade de internalizagdo apenas da TsTX-AFsgs e tampouco do canal nao
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integro ligado a ela. Este pode ocorrer via um mecanismo n&o endocitico cuja ocorréncia

também poderia ocorrer em intervalos de tempo menores.

A especificidade de ligagao, descrita por Massensini e cols., em 2002, ndo pbde
ser observada. Nesse estudo foram utilizadas células GH3, enquanto que o presente
estudo utilizou células SN56. A expressdo diferenciada nos tipos celulares e
consequentemente a quantidade de CSDVs presentes na membrana plasmatica podem
ter contribuido para a diferenca nos resultados. Além disso, € possivel que os intervalos
de tempo em que as células foram incubadas com a toxina fluorescente sejam
responsaveis pelo fendmeno observado. Neste estudo o ensaio de competicdo durou 60
min., enquanto que no estudo citado acima o mesmo ensaio durou 5 min. Como a
ligacdo da TsTX aos CSDVs é reversivel, um tempo superior de incubagdo deve
possibilitar um aumento na frequéncia de ligacdo e de desligamento das toxinas,
facilitando a ligagdo de mais toxina marcada e sua consequente internalizagdo. As
outras possibilidades referem-se a internalizacdo apenas da TsTX-AF4gs ou ainda do
canal ndo integro associado a ela, por um mecanismo ndo saturavel e provavelmente

nao endocitico.

O pré-bloqueio com albumina n&o alterou a marcacéao intracelular da TsTX-AFgs.
A albumina é a proteina plasmatica mais abundante, sendo responsavel pelo transporte
de substancias como bilirrubina, estradiol, cortisol, entre outras. O fato de ser
inespecifica, em funcdo do grande numero de ligantes que a ela podem se associar
(Kragh-Hansen 1981) permite sua utilizagdo como ferramenta para investigar a
especificidade do objeto em estudo. O resultado encontrado parece confirmar a ligagao
especifica da TsTX-AF4ss aos CSDVs, de acordo com o estudo de Massensini e cols.,

em 2002. Ou entdo a TsTX-AF.ss estaria sendo internalizada também por um
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mecanismo especifico ou 0 mesmo poderia ocorrer com o canal ndo integro, associado

a ela.

Quando a TsTX-AF4gs foi incubada a 4°C observou-se redugdo significativa da
marcagao intracelular. O resultado sugere que a internalizagdo, possivelmente dos
CSDVs, depende do metabolismo celular e também de alguma via endocitica, tendo em
vista que a maioria dos processos endociticos € ativo, dependente de energia e ocorre
em temperaturas fisioldgicas (37°C). Da mesma forma, a internalizagdo tanto da TsTX-
AF4g8 sozinha quanto do canal ndo integro, associado a ela, poderia estar sendo inibida

a esta temperatura.

A atividade da TsTX parece fundamental para sua internalizagdo e dos CSDVs. A
adicdo de um agente desnaturante, B-mercaptoetanol, a temperatura aproximada de
100°C, parece ter provocado sua perda funcional, com ruptura das pontes dissulfidicas e
perda da estrutura protéica secundaria e terciaria. Residuos especificos de aminoacidos
sdo responsaveis pela interacdo das toxinas do tipo a, com os CSDVs (Kharrat, Darbon
et al. 1989), portanto & possivel que a manutencdo da estrutura primaria n&o tenha
impedido sua ligacdo aos CSDVs uma vez que foi observada intensa marcagao na
regido da membrana plasmatica, o que nao foi visto em nenhum outro experimento.
Embora a TsTX tenha se ligado aos canais, a perda de sua estrutura secundaria e
terciaria deve ter impedido sua acdo. Portanto, com a inatividade da toxina, a entrada de
Na® na célula foi menor quando comparada quando a toxina estava ativa, pois nesta
forma ela consegue retardar a inativagdo dos canais. Novamente outra possibilidade
refere-se a internalizacdo da TsTX-AF4gs sozinha. Ela pode n&o ter internalizado com
sua perda funcional. Apesar de pouco provavel, € possivel que ela tenha outro ligante na
membrana celular, porém a literatura descreve apenas sua interagdo com os CSDVs.

Curioso € o fato da TsTX-AF4gs ndo ter sido lavada ja que n&o estava em sua forma
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ativa; sua estrutura protéica primaria, com a conservacao dos residuos de aminoacidos
parece suficiente para sua ligagdo. Essa conservagao apoia a hipotese inicial, uma vez
que os residuos de aminoacidos sdo responsaveis pela interacdo com o sitio 3 dos
CSDVs. A acédo da TsTX pela inibigdo do movimento externo do segmento IV dos
CSDVs poderia explicar os resultados encontrados. Quando a toxina esta ativa, ocorre
inibicdo das correntes de comporta (“gating currents”) evitando que ocorra a inativagao
rapida dos canais ainda que ndo haja fluxo de ions Na®. Entretanto quando ela esta
inativa, mesmo ligada, ndo deve ocorrer inibicdo das correntes de comporta. Dessa
forma os canais se inativariam e nao ocorreria sua internalizagdo. Esta por sua vez
poderia estar ocorrendo como um mecanismo “protetor” contra uma hiperexcitabilidade
neuronal, ou seja, na iminéncia de um fluxo iénico mais prolongado, os CSDVs seriam

internalizados a fim de evita-lo.

A retirada do Ca* extracelular, com adigdo de um quelante -EGTA- inibiu a
marcacgao intracelular. Portanto a internalizacdo dos CSDVs parece depender do calcio
extracelular, provavelmente devido a sua participacdo nos processos endociticos da
membrana celular. De forma contraria, a internalizagdo da TsTX-AF4ss ou do canal néo

integro, ligado a ela, poderia ocorrer sem a dependéncia do calcio ou das vias

endociticas.

Os resultados obtidos com a adicdo de TTX e com a substituicdo do cloreto de
sodio por cloreto de colina, no meio de incubacao, foram semelhantes. Mais uma vez
nao ocorreu inibicdo da marcagao. A TTX se liga aos CSDVs externamente, bloqueando
o fluxo iénico. Entretanto o mecanismo de comporta do canal, ou seja, a ativagao e a
inativacdo funcionam normalmente sob estimulo despolarizante (Narahashi 2008). Esse
comportamento foi demonstrado pela medida das correntes de ativacao e inativagao do

canal que nao foram afetadas pela TTX (Bezanilla and Armstrong 1974; Keynes and
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Rojas 1974). Portanto os resultados do presente estudo sugerem que a possivel
internalizagdo dos CSDVs nao depende do fluxo idnico, mas sim do seu estado ativado,
uma vez que a TsTX se liga preferencialmente a esse estado. O mesmo parece ocorrer
com a substituicdo do cloreto de sodio por cloreto de colina. Neste caso o fluxo de ions
também nao ocorre, entretanto a TsTX deve estar ligada aos canais no estado ativado,
permitindo que os mesmos sejam internalizados. A internalizagdo da TsTX-AF4gs sem 0s
canais ou do canal ndo integro, ligado a ela, poderia revelar o mesmo padrao de

marcacéo, uma vez que estes ndo deve se dependentes de fluxo ions Na*

A concomitante retirada do Ca* extracelular e a adicdo de TTX ao meio
provocaram reducao significativa da marcacao intracelular. O resultado foi semelhante
aquele obtido com a reducdo da temperatura para 4°C. A esta temperatura, como o
metabolismo celular esta diminuido, tanto os mecanismos de endocitose quanto o influxo
de Na* sdo menores, o que é semelhante ao que ocorre com a retirada do Ca* e com a
adicdo de TTX, respectivamente. Da mesma forma, o resultado poderia se aplicado a

ocorréncia da internalizagcdo da TsTX-AF4gs sem o canal ou do canal ndo integro.

A analise dos resultados também deve considerar a sensibilidade da técnica
utilizada. E possivel que exista diferenca entre os experimentos realizados, porém o
limite para deteccdo da fluorescéncia pode nao ter permitido a observacdo dessas
diferencas. A fluorescéncia s6 pdde ser detectada com parametros de aquisicdo muito
altos, com isso a faixa de variagao dos niveis de marcagao entre os experimentos ficou
bastante reduzida. A utilizacdo de uma técnica complementar & necessaria para
confirmar tanto a internalizagdo dos CSDVs como sua dependéncia dos parametros
fisioldgicos investigados. A proxima etapa deste estudo deve consistir em quantificar a
proteina na membrana ou no citoplasma e determinar se seu peso molecular

corresponde ao peso molecular dos CSDVs.
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A relevancia do atual estudo baseia-se da inovagao da ferramenta utilizada. Este
€ o primeiro estudo que investiga a internalizacdo dos CSDVs utilizando uma toxina
fluorescente como marcador dos canais e como estimulo despolarizante,
concomitantemente. Com a técnica empregada foi possivel observar os eventos sem a

fixacdo da amostra e sem outro estimulo externo além da prépria TsTX.
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6 CONCLUSOES
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A marcacao fluorescente relativa a TsTX-AF4s3 no citoplasma de células SN56

sugere a internalizagao de CSDVs.

e A internalizacdo da TsTX-AF4 com os CSDVs deve ocorrer por alguma via

endocitica especifica, tendo em vista a ndo competigcao entre TsTX-AF4g3 € BSA.

e A internalizacdo de CSDVs-TsTX-AFg3 parece depender do metabolismo celular,
tendo em vista a reducéo significativa da marcagao intracelular com a diminuigédo

da temperatura.

e A internalizagdo de CSDVs-TsTX-AF4gs parece depender do Ca* extracelular,
tendo em vista a reducao significativa da marcagao intracelular com a adicao de

EGTA ao meio e concomitante retirada do calcio extracelular.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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