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RESUMO

As neurotoxinas escorpionicas tém sido classificadas em duas grandes categorias: as
a-toxinas (encontradas em espécies do Velho Mundo) que retardam a inativagéo dos canais
de sédio e as p-toxinas (provenientes de espécies do Novo Mundo), que induzem um estado
persistente de despolarizagéo das membranas de células excitaveis (neurdnios).

A TsTX-V foi obtida por cromatografia de troca iénica em CM-Cellulose 52 e teve seu
grau de pureza confirmado por cromatografia de fase reversa em HPLC e por eletroforese
em PAGE-SDS Tricina.

A estrutura primaria da TsTX-V foi determinada por degradagao automatica de
Edman, a partir da proteina pura carboximetilada e reduzida e de seus digestos peptidicos
obtidos por Tripsina e Protease V8. Sua sequéncia, 64 residuos de aminoacidos e uma
massa molecular, calculada através da somatéria dos residuos, de 7,2 kDa, contendo oito
residuos de cisteina.

Testes eletrofisiolagicos realizados em nervo vago de coelho mostraram que a toxina
TsTX-V (0,03ug/mL) induz um prolongamento do potencial de agdo das fibras B do nervo
vago devido ao retardo na inativagéo do canal de Na*. A 0,3ug/mL ela induz também uma
despolarizagdo do nervo. Esses efeitos s&o irreversiveis e podem ser abolido por
tetrodoxina (200 - 500 mM), mas ndo por um aumento da concentragéo de potassio no meio
externo. Estes resultados demosntraram que TsTX-V é uma a-toxina (Arantes et al., 1994).

Em ilhotas de Langerhans, isoladas de ratos, a TsTX-V (a-toxina) potencializou a
secregdo de insulina, na auséncia ou na presenca de 83 mM de glicose. A Ts-y
potencializou a secregéo de insulina por 8,3 mM de glicose.

A toxina TsTX-V (5,6 pg/ ml) induziu um aumento do efluxo de 86Rb* cerca de 2,0 a

2.4 vezes em relagéo ao induzido por 8,3 mM de glicose em ilhotas de Langerhans. Este



efeito foi persistente e lentamente reversivel. Efeito similar foi observado em presenga de
(110 uM) de veratridina, substancia que retarda a inativacdo de canais de so6dio sensiveis a
voltagem. Estes dados sugerem que a toxina TsTX-V prolonga o periodo de despolarizagéo
das células B, ativando indiretamente os canais de K* dependente de voltagem, mantendo,
desta forma, a permeabilidade da membrana ao K+, medida indiretamente pelo efluxo de
86Rb*, mateve-se elevada..

A estrutura tridimensional da toxina TsTX-V foi determinada através de modelagem
molecular, utilizando-se para isso os dados cristalogréaficos da toxina CsE-V3, cujas
coordenadas est&o depositadas em banco de dados, e da toxina AaH 1. De um modo geral,
ela tem as feicdes tipicas das neurotoxinas de escorpiées, como a formagéo em a-hélice e
as trés folhas B antiparalelas, mas diferindo quanto a disposig&o das algas J e B, e da regidao
N-terminal e Carboxi terminal, quando comparados com a toxina do Androctonus autralis
Hector (AaH II).

O dendograma obtido através das similaridades e coincidéncias de residuos e do
alinhamento das estruturas secundarias, mostra que as toxinas do Novo Mundo podem ser

subdivididas em trés subgrupos: duas § e uma a.



ABSTRACT

Antimamals scorpion neurotoxins are classified in two groups: a-toxins (from the Old
World species) that induce a slowing down of the inactivation of the sodium channel, and B-
toxins (from the New World species), that induce a persistant depolarization of excitable cell
membranes.

TsTX-V was obtained by ion-exchange chromatography on CM-Cellulose 52 and its
degree of purity was confirmed by reverse phase chromatography and Tricine SDS-PAGE.

Primary structure of TsTX-V has been determined by automatic Edman degradation
from the reduced and carboxymethyled protein and digestic peptide obtained by Protease V8
and Tripsin. Its sequence shows, a total of 64 aminoacid residues,a calculated molecular
weight of 7200.and eight cysteine residues

Electrophysiological assay performed on the vagus nerve of rabit, showed that TsTX-V
(0,03 pg/mL) induce a persistent depolarized state during long time on B fibers, this effect
was abolished by addition of tetrodoxin (200 - 500 mM) but not abolished by high external
potassium depolarization. Those effects characterized TsTX-V as a-toxins.(Arantes et al,
1994)

On isolated rat islets of Langerhans TsTX-V induced insulin secretion in both
absecence or presence os glucose (8,3 mM)presence of glucose 8,3 mM, but in absence any
effect was observed. However, Ts y (B toxin) potentiated insulin secretion in the presence of
glucose 8,3 mM.

TsTX-V (5,6 ug/mL) induced a 86Rb* outflow increase, 2,0~2,4 fold the rate of the
marker outflow in the presence of 8,3 mM glucose. This effect was persistent and slowly
reversible, showing similarity to that induced by 100 mM veratridine, an agent that prolong

the open period of Nat channel, delaying their inactivation. This suggested that, by



extending the depolarized period, TsTX-V indirectly affect B cells voltage dependent K*
channels, thus increasing K* permeability.

Homology studies performed with TsTX-V and other scorpion neurotoxins revealed
common folding among them, for example the presence of highly conserved regions and
residues and the presence of eight cystein residues at same locations.

The three-dimensional structure of TsTX-V was determined by modeling from
crystalographic determined structure of CsE-V3 and AaH Il. TsTX-V has conserved o and f
structure present in other scorpion neurotoxins. Basically its three-dimensional structure is
similar to CsE-V3 and AaH I, but differs in the folding patterns in the J and B loops.

Computer simulation performed on the three-dimensional structure obtained by
molecular modeling, shows that the C-terminal and N-terminal loops have a great degree of
freedom. On the other hand J and B loops did not show great diferences in its leght spatial

disposition whem compared with atoxic fraction TsTX-VI or Ts-y (B toxins)
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LISTA DE ABREVIACOES

TsTX, TSTX, Ts
AaH

Amm

Laq

Bot, BOT

Bem, BEM

Bom

BM

CsE

Css

Cn

Cit
TsIV-5,TsIV-V
CM-Cellulose 52
DLso

HPLC

SDS

PAGE

B, B-toxinas

o, o-toxinas

Toxina de Tityus serrulatus

Toxina de Androctonus australis Hector

Toxina de Androctonus mauretanicus mauretanicus
Toxina de Leiurus quinquestriatus quinquestriatus
Toxina de Buthus occitanus tunetanus

Toxina de Buthus epeus

Toxina de Buthus occitanus mauretanicus

Toxina de Buthus martensis

Toxina de Centruroides sculpturatus Ewing
Toxina de Centruroides suffusus suffusus

Toxina de Centruroides noxis

Toxina de Centruroides limpidua tecomanus
Toxina 5 de T.serrulatus

Carboximetil celulose - 52

Dose Letal 50%

Cromatografia liquida de alta performance
Dodecil sulfato de sédio

Eletroforese em gel de poliacrilamida
Betha toxinas escorpiénicas

Alpha toxinas escorpidnicas
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INTRODUCAO

Os escorpides s&o os mais antigos habitantes do planeta, hoje encontrados. Existem
ha mais de quatrocentos milndes de anos, um periodo em que surgiram e desapareceram
muitos animais. A analise dos fosseis mais antigos datados do Siluriano (425 - 450 milhGes
de anos) mostra que os escorpides possuiam uma vida aquética ou anfibia devido a
presenga de branquias e membros natatérios, que foram perdidos ao conquistarem o
ambiente terrestre ao final do Devoniano ou no inicio do Carbonifero (325 - 350 milhdes de
anos). As branquias foram substituidas por pulmdes e os membros natatérios pelos de
locomogéo terrestre. (Polis, 1990).

Durante este Ultimo periodo, os escorpides sofreram poucas mudancas estruturais ou
mesmo de habito, permanecendo suas caracteristicas semelhantes as daquelas espécies do
Siluriano, do mesmo modo que s6 existem pequenas diferencas morfoldgicas entre as 1500
espécies e sub-espécies existentes. Foram o primeiro grupo de artropodos a dominar a
terra e se adaptaram aos mais diferentes habitats com uma enorme plasticidade
comportamental e fisioldgica ( Kjellesvig-Warieng, 1972; Polis, 1990.).

Principalmente, por causa de suas oito patas, os escorpides sao classificados como
aracnideos, embora seja dificil estabelecer seu parentesco com as aranhas ou com 0s
outros aracnideos e mesmo entre os proprios escorpides. Embora bem estudados, em nivel
taxonémico é muito dificil estabelecer relagdes filogenéticas entre os diversos grupos que
compbem a ordem Scorpiones, que € composta por 9 familias, das quais a maior e mais
dissiminada & a Buthidae. Os butideos compreendem 48 géneros e mais de 500 espécies,
sendo que 25 delas podem provocar graves acidentes escorpionicos ou mesmo a morte

(Barnes, 1987).
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Embora os escorpides sejam sempre associados as regibes secas e quentes, seu
habitart € muito variado, ocorrendo em praticamente todos os ecossistemas terrestres, como
desertos, savanas, florestas temperadas, tropicais e equatoriais e montanhosas. Podem se
encotrados nos Alpes, nos Montes Atlas e nos antiplanos Andinos e até em cavernas cuja
profundidade pode chegar a 800 metros.

Apresetam um grau variado de adaptagbes; como as espécies de altas altitudes que
possuem a hemolinfa com ponto de congelamento baixo, as espécies subterraneas com
perda completa da viséo (Francke, 1979), mas sd0 as espécies desérticas que possuem um
grau variado de adaptacdes fisioldgica, morfolégicas e comportamentais para sobreviver em
ambientes secos e de alta temperatura. Estas espécies cavam galerias subterréneas de até
meio metro de profundidade, escondem-se em buracos ou fendas, com predominio da
atividade noturna, reducdo da taxa metabdlica e reaproveitamento de excretas, como 0s
compostos nitrogenados.(Polis, 1990).

A dieta é extremamente variada, mas é determinada por alguns fatores como
tamanho, odor e o tipo de exoesqueleto (Vachon, 1953; Barnes, 1987). Apesar de serem
cacadores natos, Os escorpides possuem varios predadores naturais como sapos,
pererecas, lagartos, corujas e até mesmo galinhas e macacos, e também séo vitimas de
varios microorganismos, tais como virus, riquestsia e fungos (Mccornick e Polis, 1990).

No Brasil existem 5 géneros de butideos dos quais o mais importante & o Tityus,
abrangendo cerca de 60 espécies. Dentre estas destacam-se 5 que séo responsaveis pela
maioria dos casos de escorpionismo no Brasil (Bucherl, 1979; Sissom, 1990).

T serrulatus é encontrado nos estados da Bahia, Espirito Santo, Minas Gerais, Goias,
Sao Paulo, Parana e Rio de Janeiro.

T bahiensis ocorre desde a Bahia até Santa Catarina e Mato Grosso do Sul.
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T. stigmurus é encontrado predominantemene no Nordeste, principaimente nos
estados da Paraiba e Pernambuco.

T trivitatus é encontrado no Brasil Central, Piaui, Minas Gerais e Rio de Janeiro.

T. cambridgei ocorre na regido amazénica.

No Brasil, a incidéncia de acidentes escorpibnicos ¢ alta e, segundo o Ministério da
Saude, foram registrados, no periodo de 1988 a 1989 444 acidentes ocasionados pelo T.
serrulatus, 663 casos pelo T. bahiensis, 1 caso pelo T. stigmurus, 2 pelo T. trivitatus e 6.428
casos por espécies ndo identificadas. Do total de acidentes, foram registrados 72 Obitos
(0,95%), que ocorreram, na maioria , nas regides Sudeste e Nordeste e a faixa etaria mais
afetada foi até 14 anos (Ministério da Saude , 1991).

Do ponto de vista clinico, a dor discreta ou aguda é a principal sintomatologia
apresentada por pessoas acometidas por picadas de escorpides. Os pacientes,
principalmente criangas, podem ser acometidos por intensa agitagéo psicomotora, tremores.
Dentre as manifestagdes gastro-intestinais, sdo observados com frequéncia nauseas,
vémitos e diarréia associados a dores abdominais e colicas. As manifestagbes respiratorias
mais comuns tosse sao espirros, taquipnéia .

A acdo de neurotoxinas sobre o sistema nervoso autonémo (SNA), divisdo simpatica e
parasinpatica pode levar entre outras coisas a liberagéo de grande quantidades de
neurotransmissores(Magalhdes, 1946). Portanto o quadro clinico mostrado acima ]
decorrente dos efeitos dos neurotransmissores liberados em quase todo o organismo. De um
modo geral o tratamento anti-escorpidnico visa.

Aliviar os sintomas que provocam maiores incomodos ou mal-estar aos pacientes,
pela administragéo de analgésicos, anestésicos e de drogas como a atropina e ergotoxina
para de certa forma amortecer os efeitos da ativagdo do SNA, provocados pelo veneno.

Durante o tratamento, as condigdes vitais dos pacientes sdo monitoradas principalmente
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para evitar a faléncia cardiaca ou outras complicagdes clinico patolégicas importantes,
como, por exemplo, o edema. A soroterapia é indicada para acidentes graves de
escorpionismo, sendo administrada via endovenosa.

As principais agdes farmacologicas dos venenos de escorpides foram revistas por
Freire-Maia (1990):

Liberacdo de Acetilcolina: O veneno total de T. serrulatus induz a liberagéo de
acetilcolina nas terminacdes nervosas do SNA. A agdo de toxinas na liberagéo de
acetilcolina nas terminagdes nervosas foi demonstrada, experiméntalmente, em preparagdes
"in vitro" por varios autores (Ramos e Corrado, 1954; Diniz e Gongalves; 1956, Diniz e
Torres, 1968 e Diniz; Corrado, 1975,.Gomez et al., 1973; Béhn et al., 1974)

Liberacdo_de Catecolaminas : O veneno toral induz também a liberagdo de
catecolaminas pelas células da medula adrenal (Ramos e Corrado, 1954, Corrado et al.,
1968, 1975)

As demais acBes farmacolégicas do veneno (aumento de angiotensina, inibicdo da
secrecdo de insulina, bradicardia, taquicardia, edema pulmonar) sdo decorrentes direta ou
indiretamente da agdo de neurotransmissores liberados, induzidos pela ag&o de
neurotoxinas presentes no veneno total.

Peptideos com atividade tdxica proveniente do veneno de origem animal, de
microorganismos ou vegetal tém sido largamente utlizados no estudo dos mecanismos de
acdo e dos processos metabdlicos pois interagem especificamente com receptores, inibindo
ou estimulando varias fungdes celulares, sendo, portanto, ferramentas moleculares valiosas.
Como exemplo, pode-se citar a importancia das neurotoxinas do veneno de escorpiao na
investigacdo dos canais idnicos. Desde 1952, quando os canais de sbédio foram

primeiramente descritos por Hodkin e Huxley, as neurotoxinas tém contribuido para o
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desenvolvimento de metodologia para o isolamento, a caracterizagdo e a determinagéo de
um modelo de estrutura molecular dos canais (Vassilev et al., 1989).

Por meio dessas neurotoxinas determinou-se a existéncia de quatro sitios receptores
distintos nos canais de sédio (Catterral, 1984). Ao sitio 1, ligam-se as neurotoxinas
guanidinicas sollveis em agua (Tetrodoxina e Saxitoxina), que inibem o transporte idnico do
canal de sodio. Ao sitio 2, ligam-se varias toxinas liposoluveis (Graynotoxina, Veratridina,
Aconitina e Batracotoxina), que causam a ativagéo persistente do canal de sodio no
potencial de repouso da membrana, por bloquear a inativagéo da corrente de sodio e alterar
a dependéncia de voltagem para potenciais de membrana mais negativos. As a-toxinas
escorpiénicas e da anémona do mar ligam-se ao sitio 3, causando o retardo ou bloqueio da
inativagdo dos canais de sédio. E as B-toxinas ligam-se ao sitio 4, alterando principalmente
a dependéncia de voltagem da ativag&o dos canais de sodio.

As toxinas escorpidnicas figuram entre as mais versateis e biologicamente
importantes ferramentas moleculares no estudo neurofisiolégico. ~ As neurotoxinas
escorpidnicas, pode ser classificadas em: neurotoxinas anti-crustaceo, anti-inseto e anti-
mamifero. As toxinas anti-inseto podem ser divididas em dois grupos de toxinas distintas
farmacologicamente: as indutoras de contragéo (excitatérias) e as inibidoras da contracéo
(depressoras) (Zlotkin, 1987).

As neurotoxinas anti-mamifero sdo classificadas em duas classes: as a-toxinas
escorpidnicas e as B-toxinas escorpidnicas, dependendo do sitio de ligagdo destas
neurotoxinas nos canais de sodio presentes no sinaptossoma de cérebro de ratos. As o-
toxinas interagem com os sitios especificos do canal de sodio e os mantém abertos,
retardando desta forma a inativagdo do canal (Couraud et al., 1982). Ja as B-toxinas ligam-

se a outro sitio do canal de sédio e promovem um deslocamento para valores mais
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negativos, do limiar do potencial de agdo, levando as células a uma condigéo de
hiperpolarizagéo (Wheeler et al., 1983).

As o-toxinas tem sido isoladas de venenos de escorpiées do Norte da Africa e Europa
Meridional, enquanto que as toxinas B, de espécies da América do Norte e do Sul (Loret et
al, 1991). Todavia o veneno total de Tityus serrulatus contém ambas as classes de
neurotoxinas (Barhanin et al., 1982), embora n&o se saiba se isso também ocorre em outras
espécies do género Tityus (Borges et al., 1990).

As toxinas escorpidnicas também podem atuar em outros tecidos, além das células
nervosas. Watermam (1938) e Bartholomew et al. (1975) descreveram aumento da secrecao
pancreética associada & agéo do veneno total. Machado e Silveira (1976/1977),mostraram
que doses sub-letais de veneno total podem induzir pancreatite aguda em cées. Possani et
al., (1991), estudando a ag&o da toxina Ts IV-5do escorpido T. serrulatus sobre a liberagao
de zimogénio pelo péncreas exdcrino, mostraram que a neurotoxina atuava diretamente
sobre as células, tendo efeito toxico quando em altas concentragoes.

As neurotoxinas interagem com os canais iénicos, principalmente os de sodio
dependente de voltagem, podendo causar despolarizagéo persistente em nervos, e provocar
a liberagéo de neurotransmissores (Couraud, et al., 1982 e Wheeler et al., 1983).

A primeira tentativa de se correlacionar a atividade biologica destas toxinas com sua
estrutura foi realizada por Fontecilla-Camps et al., (1980) que determinaram a primeira
estrutura cristalogréfica de uma neurotoxina (CsE-V3).

A sequéncia de aminoacidos de vérias neurotoxinas conhecidas mostram varios
aspectos em comum, incluindo o mesmo numero de oito meias cistinas, similaridade na
disposicdo das pontes de dissulfeto e a localizagdo de varios residuos invariaveis ou

conservados. As neurotoxinas escorpidnicas sdo polipeptideos que possuem um segmento
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em a-hélice com duas voltas e meia e trés segmentos em estrutura B antiparalelas, que
ocorrem paralelamente a regi&o de a-hélice.

Através de estudos de homologia sequencial, correlacionando a atividade de varias
neurotoxinas o. € B com suas estruturas primaria e terciaria, foram reconhecidos as alcas B e
J, as quais foram propostas como responsaveis pela atividade biologica das neurotoxinas o
e B (Meves et al., 1984, Fontecilla-Camps, 1988).

Sabe-se que todas as neurotoxinas possuem aspectos comuns em relagéo a sua
estrutura e modo de agdo; porém, visto que a grande maioria dos trabalhos relacionados ao
veneno de escorpido esta relacionada a sua agdo sobre os sistemas nervosos, muito pouco

se sabe sobre o efeito destas toxinas em outros tecidos.
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OBJETIVOS

Arantes et al. (1994) isolou a TsTX-V e verificou que sua atividade farmacologica era
do tipo a. em nervos vago de coelho. Marangoni et al. (1994) determinaram a estrutura
primaria da TsTX-V e verificaram que esta toxina tem um alto grau de homologia com as
toxinas o. do velho Mundo. Gongalves et al., (1994) verificaram que a TsTX-V é capaz de
potencializar a secreg&o de insulina em lhotas de Langerhans isoladas, na presenga de
glicose 8,3 mM. Aschroft and Rosman (1989) verificaram que os canais de sodio voltagem
dependente est&o presentes nas células B em pequeno numero, sendo sua fungéo ainda
n&o esclarecida.

O presente trabalho tem como objetivos:

— Verificar qual & o mecanismo de ag&o envolvido na secregéo de insulina em células
B de ilhotas de Langerhans, através do estudo do efluxo de 86Rb*. |

— Comparar, através do efluxo de 86Rb+, em ilhotas, o efeito da toxinas TsTX-V com
outras neurotoxinas que caracteristicamente atuem em canais Na* como a veratridina.

— Analisar o efeito da toxina TsTX-V sobre a atividade elétrica em células B .

_ Determinar a filogenia da toxina TsTX-V em relag&o a outras toxinas conhecidas do
Novo e Velho Mundo.

_ Determinar a estrutura tridimensional da toxina TsTX-V por modelagem molecular a
partir de dados cristalograficos de proteinas escorpibnicas ja descritos em literatura, como

as toxinas AaHll e CsE V3.
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MATERIAIS E METODOS

PURIFICACAO DA TsTX-V

A purificagdo da TsTX-V foi realizado em colaboragdo com o Departamento de
Bioquimica da Faculdade de Medicina da USP de Ribeirao Preto.

O veneno bruto foi purificado em duas etapas de cromatografia de troca idnica em
CM-Cellulose 52, de acordo com o método descrito por Arantes et al. (1989, 1994). Para
cada etapa de purificagéo, foram realizados testes de toxicidade e de DLsp, cujos valores e
respectivos intervalos de confiaga (p = 0,05) foram calculados segundo o método de prébitos
(Finney, 1952) e o controle do grau de pureza de cada uma das fragGes obtidas foi realizado
segundo o método do gel &cido, descrito por Reisfield et al. (1962).

A TsTX-V teve seu grau de pureza confirmado por HPLC de fase reversa segundo
método descrito por Marangoni et al. (1990) e por eletroforese em PAGE-TRICINA para a
deteccdo de proteinas de baixo peso molecular, segundo método descrito por Schanger &

Jagow (1987).

COMPOSICAO EM AMINOACIDOS
A composicéo de aminodcidos foi realizada de acordo com metodologia descrita por

Heirikson e Meredith (1984). Um nmol da TsTX-V purificada foi hidrolizada durante 24 h, a
1069C com HCI 6 N, sendo posteriormente seca a vacuo e derivatizada. Apos o tempo
requerido pela derivatizagdo, a amostra foi seca a vacuo para completa remogao do
fenilisotiocianato. Obtivemos os feniltiocarbamil aminoacidos, que foram analisados no

sistema PICO-TAG de analise de aminoacidos (Water system).
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DETERMINAC ;AO DA ESTRUTURA PRIMARIA
A determinacdo da estrutura primaria da TsTX-V foi realizada em duas etapas e 0

sequenciamento executado de acordo com o descrito por Marangoni et al. (1990). Para a
degradagdo automética de Edman (Edman e Begg, 1967), foi usado o sequenciador (gas-
liquido) automatico, modelo 477A (Applied Biosystem Sequencer), e a identificacdo dos
feniltiohidantoina aminoacidos foi realizado em um analisador de aminoacidos (120A PTH
Aminoacid Analyzer).

A proteina foi iniciaimente reduzida e carboximetilada (RC-TsTX-V). Na primeira
etapa foi determinada a sequéncia N-terminal. Na segunda, duas amostras de RC-TsTX-V
(1 mg) foram digeridas, uma com a protease V8 de Staphyloccocus aureus e a outra com
tripsina, e purificados no sistema HPLC de fase reversa (Waters 991 - PDA system). A
repurificagdo dos picos, quando necessaria, ocorreu em um gradiente descontinuo de
concentragdo no intervalo do gradiente de saida dos picos de interesse. Os peptideos
obtidos, tanto na purificagdo, quanto na repurificagdo foram sequenciados e, a partir da

sobreposicéo dos residuos coincidentes, determinou-se a estrutura primaria da TsTX-V.

DETERMINACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

A secrecdo estatica de insulina, a permeabilidade de potassio em ilhotas de
Langerhans e a atividade elétrica foram realizadas em colaboragdo com 0s Laboratorio de
Endocrinologia e Eletrofisiologia do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de

Biologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).
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ISOLAMENTO DE ILHOTAS DE RATOS POR DIGESTAO ENZIMATICA.

llhotas de Langerhans foram isoladas de ratos de 3 a 4 meses, machos, (Wistar,
procedentes do Biotério Central da UNICAMP). Os ratos foram sacrificados por decapitagéo
e ap6s uma inciséo abdominal foi inserido uma canula ligada a seringa para injetar 8,0 ml de
solucdo de Hanks contendo colagenase, provocando o entumecimento do pancreas e
iniciando a digestdo. O péancreas foi retirado para remover restos de gordura, tecido
vascular, ganglios linfiticos. A seguir, o pancreas foi cortado em pequenos pedacos,
transferidos, para um tubo e a digestdo prosseguiu, sob agitagéo constante a 370C, até ser
obtida uma mistura de viscosidade homogénea.

Esta mistura foi transferida para um bequer contendo solugdo de Hanks com 0,5% de
albumina bovina. Apos sucessivas lavagens e sedimentagdo com solugéo de Hanks (com
0,5 % de albumina sérica bovina), as ilhotas foram separadas dos detritos e coletadas

individualmente sob lupa.

SECRECAO ESTATICA DE INSULINA

Para medir a secrecdo de insulina, grupos de 5 ilhotas de Langerhans foram
transferidos para cada reservatorio da placa de cultura com 1,0 mL de solugéo de incubagéo
(solugdo de Krebs), suplementada com 0,5% de albumina bovina. A seguir, as placas
cobertas foram colocadas em banho-maria a 37 ©C, gaseado com carbogénio (95%O2,
5%C02).

A seguir, grupos de 5 ilhotas foram incubados durante 60 minutos em 1,0 mi de Krebs
na auséncia e na presencga de glicose (8,3 mM), sendo o meio de incubag&o alterado: pela

introducéo de glicose e / ou do veneno total do escorpiéo T.serrulatus (5,6 ug/ml), e/lou com
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(5,6 pg/mL) das neurotoxinas o (TsTX-V) ou B (Ts-y). Ainsulina foi quantificada através de

radioimunoensaio conforme Scott et al.(1981).

PERMEABILIDADE DE POTASSIO EM ILHOTAS DE LANGERHANS DE RATO

Para estudar a permeabilidade de potéssio foi empregado o isétopo 86 Rb*, que &
normalmente utlizado em lugar do isétopo do potéssio, cuja meia vida € menor (Sehlin e
Taljedal, 1975), sendo a permeabilidade de ambos muito semelhante (Boschero & Malaisse,
1977). Dois grupos de 150 a 180 ilhotas foram incubada durante 90 min., a 37° C, pH 7,4
em 200 pL de solugdo de Krebs (NaCl, 120 mM; KCI 5mM; NaHCOg3 2,5mM; CaClp 2,5mM e
MgCl 1,1mM).contendo 86Rb+ (80 pCi/ml). Ao fim deste periodo, as ilhotas foram lavadas 4
vezes com solugdo de incubagéo n&o radioativa, transferidas para a camara de perfuséo e
perfundidas com uma solugéo de Krebs

Ap6s um periodo de equilibrio de 20 minutos foi iniciado a coleta do efluente em
frascos de cintilagdo , a intervalos de 1 min.até o final do experimento. A toxina (TsTX-V)
bem com a veratridina foram adicionadas ao meio de incubagdo aos 40 minutos, sendo
retiradas aos 60 minutos do experimento, restabelecendo as condicdes iniciais de
incubagao.

Ao final da perfusdo (80° min), as ilhotas foram transferidas para frascos de
cintilagdo. Em cada frasco foi adicionado 5 mL de &gua para leitura, da radioatividade dos
frascos que foi avaliada em contador beta de cintilagéo liquida (Beckman LS 6000TA). 0]

valor da radiagéo beta (CPM) foi expresso como taxa de efluxo (%/min).
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EFEITO DA TsTX-V SOBRE A ATIVIDADE ELETRICA DE CELULAS B DE ROEDORES

A atividade elétrica de células B foi registrado em ilhotas de Langerhans
microdissecadas de pancreas de camundongos.albinos (Swiss) de 2 a 3 meses de idade.

Os camundongos foram sacrificados e o pancreas foi retirado e fixado a uma placa de
Petri revestida com cera contendo solugéo de Krebs. Sob lupa, uma ilhota foi removida e
transferida para a camara de perfuséo e fixada pela porgéo exdcrina ao fundo da mesma,
por meio de agulhas de ago.

O potencial de membrana foi medido entre dois eletrodos, um colocado na solugao
que banha a ilhota (eletrodo de referéncia) e o outro estabelecendo contato elétrico com o
interior da célula B (eletrodo intracelular). O eletrodo intracelular tinha uma resisténcia entre
180 a 200 MQ e foi constituido de uma micropipeta com uma ponta de diametro de
aproximadamente 0,5 um, preenchida com uma solugéo de 3M de citrato de potassio e 3M
de cloreto de potassio (1:1, v/v). O contato elétrico com o amplificador (impedancia de 10
14Q) foi estabelecido por meio de um fio de prata recoberto de cloreto de prata inserido na
micropipeta.

O reconhecimento da célula B foi realizado pelo aparecimento (no osciloscdpio ou em
registrador potenciométrico) da atividade elétrica caracteristica em presenca de 11 mM de
glicose, observada logo apés a penetragdo da micropipeta em uma célula no interior da
ilnota. Uma vez reconhecida a célula B, a experimentag&o foi iniciada apés um periodo de

estabilizag&o do potencial de membrana (5 a 10 minutos).
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W&M

A determinagdo da estrutura tridimensional foi realizado em colaboragdo com o
Departamento de Cristalografia do Instituto de Quimica e Fisica da USP de S&o Carlos.

A sequéncia da TsTX-V foi primeiramente alinhada, com as sequéncias da CsE-V3 e
da AaH Il e, posteriomente, com outras 30 toxinas de escorpibes conhecidas, mantendo-se
o maximo possivel de identidade e introduzindo o minimo possivel de insergdes ou delecgdes
através do programa MULTALIGN do sistema AMPS. O modelo tridimensional da TsTX-V
baseou-se nos dados cristalogréficos da variantes 3 de Centruroides sculpturatus e da
toxina Il de Androcutonus australis, que foram compilados em uma estacéo grafica (SILICON
GRAPHIC) e modelados pelos programas WHATIF, TOM e INSIGHT Il. As regides
conservadas das trés moléculas foram mantidas e as estruturas variaveis (loops) foram
construidas usando-se principaimente o DG loop do programa TOM. O modelo obtido foi
avalizado por meio de trés programas: CROMOS do WHATIF e DISCOVER do INSIGHT
para minimizagéo da estrutura; QUALITY do WHATIF para avaliar a estrutura tridimensional,

pela andlise dos contatos atomicos das cadeias laterais e pelo posicionamento dos

rotameros e PROCHEC para a avaliagéo dos parametros estereoquimicos.

DENDOGRAMA

Para o alinhamento das 30 toxinas escorpionicas, obtidas dos bancos de dados, foi
usado o programa MULTALIGN, que manteve o maximo possivel de identidade entre elas,
introduzindo desse modo o minimo de insergdes ou delegdes. Uma vez obtido o
alinhamento, o programa NEIGBOR JOINING do NEIGHBOR calculou o melhor

dendograma.
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RESULTADOS

PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DA TOXINA TsTX-V

A TsTX-V foi purificada em duas cromatografias de troca idnica em CM-Cellulose: a
primeira usou um gradiente convexo de concentragéo de NH4HCOg3 (0,01 - 1,0 M), em que
se obteve a fragdo Xl, que foi posteriormente repurificada em gradiente descontinuo de
comcemtragéo, sendo isolada a TsTX-V (Arantes et al., 1994) (Fig 1A e B)

O grau de pureza da.TsTX-V foi confirmado por dois métodos: um por HPLC de Fase
Reversa, o qual mostrou somente um Unico pico de eluicdo e outro PAGE-SDS-TRICINA,
que evidenciou a presenga de uma unica banda proteica, de massa molecular igual a 7,5
kDa (Marangoni et al., 1994) (Fig 1C).

A andlise de aminoacidos mostrou que a TsTX-V apresenta valores elevados para
AsX (10), Lys (8), Tyr (6) e Gly (6) e a presenga de oito meias-cistinas, indicando a provavel
presenca de 4 pontes de dissulfeto, comparadas com outras toxinas conhecidas como a AaH
Il e CsE V3.

Depois de realizada a andlise de aminoécidos, a neurotoxina TsTX-V foi submetida a
digestdo enzimatica com SV8 e ftripsina. A partir da sobreposicdo dos digestos
sequenciados, foi possivel determinar a ordem dos aminoéacidos na estrutura primaria da

proteina (Marangoni et al., 1994) (Fig 2).
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Figura 1. A) Cromatografia em CM-Cellulose-52 de 400 mg do veneno total de Titiytfs
serrulatus em uma coluna (2,4 X 63 cm), equilibrada com tampé&o bicarbonato de amonio
0,01M, pH 7,8, com gradiente convexo de concentragdo de 0,01M a 1,0 M, com fluxo de 25
mi/h, coletadas fragbes de 3,0 ml/tubo. 1B) Desdobramento da fragdo Xl em uma coluﬁna
(2,4 X 63 cm) de CM-Cellulose-52, com gradiente convexo descontinuo de concentragaj\o.
Recromatograﬁa de fase reversa em HPLC da TsTX-V foi realizada em uma coluna analitica
u—Bondapack c18 (0,39 X 30 cm). C-A) Corrida cromatogréfica foi monitorada a 220. n'm,
usando um gradiente linear de acetonitrila em 0,1% TFA, pH 2,5. C-B) PAGE-SDS Tricina
da TsTX-V em um gel de 16,5% de acrilamida, pH 8,45. Linha 1. TsTX-V depois da
repurificagéo em HPLC: linha 2: marcadores de peso molecular. A eletroforese foi realizada

durante duas horas a 100 V.
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Figura 2. 2A) Purificac&o dos peptideos obtidos por digestao com protease V8, realizada
por cromatografia de fase reversa em HPLC, usando-se uma coluna p-Bondapack C18
analitica (0,39 X 30 cm). A eluicdo das fragdes foi realizada com um gradiente linear de
concentragdo de O a ©66% de acetonitrila, o fluxo usado foi de 1 mi/min e a corrida
cromatogréfica monitorada a 220 nm. 2B) Purificagdo dos peptideos tripticos da toxina
TsTX-V por HPLC, nas mesmas condicdes da purificagdo com protease V8. 2C)
Alinhamento dos primeiros 39 residuos N-terminal, que foram determinados por
sequenciamento direto da proteina reduzida e carboximetilada; com os digestos peptidicos

de tripsina ( T) e protease V8 (SV).
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SECRES;AO ESTATICA DE INSULINA
A figura 3 mostra os efeitos do veneno total de Tityus serrulatus , bem com , das suas

fragbes (o.e B ) sobre a secrecdo de insulina por ilhotas de Langerhans isoladas de ratos. A
toxina o estimulou a secregéo de insulina na auséncia de glicose (3,6 +/- 0,23 ng/ ml/ ilhota;
n=21 vs 1.5 +/- 0.15 ng /ml/ilhota, n= 10, p < 0,05) e potencializou a secregéo induzida por
8.3 mM de glicose ( 6,88 +/- 0,60 ng/ ml/ ilhota; n=14 vs 4.49 +/- 0.66 ng/ml/ilhota, n= 10,p <
0,05) . Por outro lado a toxina 8 somente potencializou a secregdo na presenca de 8,3 mM
de glicose (2,71 +/- 0,23 ng/ ml/ ilhota; n= 16 vs 1.82 +/- 0,4 ng/ ml/ ilhota; n=7,p < 0,05).
Contudo, o veneno total, que contem ambas fragdes inibiu a secregdo de insulina induzida

pela glicose

EFLUXO DE 36Rb* EM ILHOTAS DE LANGERHANS

As ilhotas de Langerhans isoladas de rato apresentaram elevado efluxo de 86Rb+
quando perfundidas na auséncia de glicose.(fig. 4) em virtude dos canais de K* sensiveis ao
ATP estarem abertos,(Atwater et al., 1989). Quando a glicose é adicionada ao meio,
aumenta a razao ATP/ADP e estes canais se fecham ap6s o ATP ligar-se ao canal (Atwater
et a., 1989 e Ashcroft e Rorsmam, 1989). Apés adigéo da TsTX-V (4,4 ug/ml) na auséncia
de glicose houve um aumento transiente do efluxo de 86Rb+. Todavia, na presenca de
glicose (8,3 mM), 5,6 ng/mL provocou um aumento do efluxo de 86Rbt de 2,0 a 2,4 vezes, o
qual persistiu durante todo o periodo experimental (Fig. 4). O efluxo retornou aos niveis de
controle apés o retorno a solugéo perfusora sem a toxina

A mudanga induzida pela TsTX-V no efluxo de 86Rb* em ilhotas de Langerhans foi
similar a induzida pela veratridina (Fig 5), um alcaloide que retarda a inativagao dos canais

de Na+ (Barnes e Hille, 1988). O efeito da veratridina foi transiente na auséncia de glicose,
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mas induziu um aumento do efluxo de 86Rp* na presenga de glicose 8,3 mM, um efeito

persistente.

8-
6 -
IRI ng/mV/ilhota/hr
4+
) " +G/+T
b +G/-T
0 -G/+T

-G/-T

Figura 3. Secregéo de insulina estatica (IRI). As ilhotas de Langerhans foram incubadas
durante 60 minutos nas seguintes condigbes experimentais: na auséncia de glicose e de
toxina (controle)(-G/-T); na auséncia de glicose e presenca da toxina (-G/+T); na presenga
de glicose 8,3 mM e auséncia de toxina (+G/-T) e na presenga tanto da glicose como da

toxina (o = Toxina o; B = toxina B eV T = veneno total de Tityus serrulatus).



30

3 -
£ ol
£
22
o
o
g
(VH]
0
o 1r
>
o)
—
th.
Ll
oL v . , ,
22 40 60 80
(min)

Figura 4. Alteragdes do efluxo de 86Rpb* induzidas pela toxina TsTX-V em ilhotas de
Langerhans isoladas de rato. As ilhotas foram mantidas nas camaras de perfuséo por 20
minutos antes do inicio da coleta. TsTX-V (5,6 pg/ml) foi adicionada a solugdo de perfusé@o

entre os 40 © e 60 © minutos (linhas verticais) na auséncia (0 — ) ou na presenca (# —
#) de 8,3mM de glicose.
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Figura 5. Efeito da veratridina sobre o efluxo de 86Rb* de ilhotas de Langerhans isoladas

de rato. 100 mM de veratridina foi adicionada a solugdo de perfuséo na auséncia (O - 0O)ou

na presencga (® - ®) de 8,3 mM de glicose. Uma curva controle (O - O) em que a glicose 8,3

mM estava presente.o tempo todo & mostrada para comparagéo.
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EFEITO DA TOXINA DE ESCORPIAQO, TsTX-V SOBRE A ATIVIDADE ELETRICA DE
CELULAS B DE LANGERHANS.

Em presenca de 11 mM de glicose, a célula B do pancreas de camundongo exibe uma
atividade elétrica caracterizada por uma sucesséo de surtos de potenciais de agao
superpostos a um plato ("bursts", fragdo ativa) despolarizado em relagéo a uma fase sillente.

A figura 6 mostra o efeito da adicdo de 5,0 ug/ml de TsTX-V, a qual, reversivelmente,
alterou a atividade elétrica induzida pela glicose, despolarizando a fase silente, aumentando
a frequéncia dos ‘bursts" de 24/ min (no periodo-controle), para 5,2/min e,
consequentemente, aumentando a fragdo ativa de 456% para 71,4%. Resultados
semelhantes foram obtidos em outras 3 células de ilhotas diferentes.

Efeito semelhante foi observado quando foi adicionada 110 uM de veratridina em
presenca de 11 mM de glicose a outras celulas B. A despolarizagdo da fase silente e o
aumento da frequéncia dos "bursts" (de 4,77/min no periodo controle para 7,2/min durante
os 2 min e 30 s em que a veratridina foi aplicada ) foram bem evidentes (fig. 7). Uma lenta
recuperagéo ocorreu apés o retorno a solugéo sem a veratridina. Em outras 2 células de
ilhotas diferentes foram observados efeitos semelhantes. A frag&o ativa , de 32% durante o

periodo controle, aumentou para 45.2%.
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Figura 6. Registro continuo da atividade elétrica da célula B de pancreas de camundongo
mostrando a atividade el&trica padréo, induzida por 11 mM de glicose (painel superior); o
efeito da adigdo (4 ) de 5,6 ug/mi de TsTX-V durante 2 min e 30 s (painel intermediario) e
ap6s a remogéo da toxina ( 1) (painel inferior). As fragéo ativa em presenga de glicose foi
de 45,6% nos periodo controle. Em presenca de tsTX-V foi de 71,4% sendo reduzida para

19,5% apds a remogéo da toxina (primeiros 3 min.)
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Figura 7 Registro contiruo da atividade elétrica da célula B de pancreas de camundongo
mostrando a atividade elétrica padréo, induzida por 11 mM de glicose (painel superior) ,
ap6s a adigdo ( 4 ) e retirada ( 1) de 110 mM de veratridina (paineis médio e superior).
Fragdo ativa: glicose 11 mM (controle): 32% na presenca de 110 uM de Veratridina. Apos a

glicose: 37,3%.



35

DETERMINACA O DA ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DA TsTX-V

A toxina TsTX-V (Fig. 8) possui um esqueleto comum a todas as neurotoxinas
escorpidnicas anti-mamifero: a presenga de uma o-hélice com duas voltas e meia e trés
estruturas p-antiparalelas. Possui quatro pontes de dissulfeto e possui alga J eB

praticamente do mesmo tamanho. Possui duas alga longas carboxiterminal e aminoterminal.

DENDOGRAMA

Através do alinhamento inicial de 30 toxinas escorpidnicas foi possivel obter uma
arvore filogenética pelo método Neighbor Joining. Pelo dendograma (Fig. 9) quatro grupos
foram agrupados, um grupo de a-toxinas de espécies do Velho Mundo e dois grupos de
toxinas do Novo Mundo, uma o e uma B. As toxinas TsTX-V juntamente com as toxinas

TsIV-5 e CsE-V formam um grupo de toxinas o mais proximas aquelas do Velho Mundo.
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Figura 8. Estrutura tridimencional da neurotoxina TsTX-V do escorpi&o Tityus serrulatus com
uma o-helice, trés estruturas f antiparalelas, quatro pontes de dissulfeto (CYS 1- 8; CYS 2 -
5. CYS 3-6, CYS 4 -7). Aregido N-terminal aparece anterior a regido de CYS1. Nesta

regido esté presente uma das trés estruturas § antiparalelas. A regido Carbox -terminal esta

indicada por CYS 8.



37

Ne v World
a—toxins <
Ny _ Old World
. a-toxins
p-Toxins /{
é/\

Figura 9. O Dendograrma mostra os grupos de toxinas escopidnicas correlacionados de
acordo com a sua similaridade estrutural. Foram utilizadas 31 proteinas para esta
representagéo. Através do programa Neighbor Joining foram encontrados dois grandes
grupos de toxinas: as d© Velho Mundo (unicamente a-toxina) e as do Novo Mundo, com trés

subgrupos, uma a € duas f (norte-americana e sul-americanas).
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DISCUSSAO

A discussao sera dividida em duas partes: estrutura e funcdo e a outra parte sobre a

atividade biolégica da TsTX-V.

| -ESTRUTURA E FUNGAO

As toxinas escorpiénicas interagem especificamente com 0s canais idnicos (sédio,
potassio) de tecidos excitaveis. ~Formam uma familia de proteinas estruturaimente
correlacionadas e sdo compostas por uma unica cadeia polipeptidica, com massa molecular
de 6 ~ 7 kDa, de carater basico (Rochat et al., 1970). Dependendo da acéo sobre as
células nervosas, os diferentes tipos de neurotoxinas escorpionicas podem ser divididos em
trés grupos: anti-inseto (Zlotkin et al., 1971), anti-mamifero (Babin et al., 1975) e anti-
crustaceo (Lester et al., 1982).

A toxina TsTX-V do veneno de Tityus serrulatus foi isolada é caracterizada como uma
a-toxina de acdo biolégica semelhante a das toxinas o do Velho Mundo. Nos testes
eletrofisiolégicos realizados, a TsTX-V causou um prolongamento do potencial de ag&o do
nervo vago de coelho, cujo efeito nao foi revertido por despolarizagéo induzida pelo aumento
na concentracéo de potassio na solugdo de perfusdo, sugerindo que a sua agéo é voltagem
dependente (Arantes et al., 1994), mas bloqueado pela tetrodoxina.

As neurotoxinas escorpionicas anti-mamifero séo divididas em dois grandes grupos
de acordo com seu modo de agdo e interagdo com os canais iénicos (Couraud et al., 1982 e
Wheeler et al., 1983): as a-toxinas isoladas do veneno de escorpides do Norte da Africa e
Oriente Médio e as P-toxinas isoladas de espécies americanas. Escorpibes da espécie
Tityus serrulatus e Centruroides sculpturatus contém ambas as classes de neurotoxinas
(Barhanin et al., 1982 e Meves et al., 1982). As a-toxinas modulam a inativagéo dos canais

de sédio, prolongando a duragdo do potencial de agédo em musculos esqueléticos (Baumgold
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et al., 1983) e em nervo (Koppenhorfer e Schmidt, 1968). Este é considerado um efeito
tipico farmacologico das a-toxinas. Sua acdo é voltagem dependente n&o somente em
nervos mielinizados, mas em outros tecidos excitaveis (Catterall, 1980 e Couraud et al.,
1982). As a-toxinas tém sua afinidade de ligagao reduzida por um aumento da concentragéo
de potassio no meio externo, o que néo aconteceu no caso da TsTX-V (Arantes et al., 1994).
Segundo Strichartz e Wang (1986), as a-toxinas podem se dissociar dos sitios de ligagéo
por uma mudanga do potencial de ag&o para valores maiores que —20 mV, portanto a TsTX-
V pertence a este grupo de neurotoxinas o.

As p-toxinas escorpidnicas modulam o processo de ativagéo dos canais de sodio,
deslocando o limiar do potencial de agdo para potenciais mais negativos e interferindo
portanto, com a despolarizagéo da membrana (Aldrich et al., 1983; Vandenberg e Horn,
1984).

A TsTX-V foi purificada segundo Arantes el al. (1989, 1994) e teve seu grau de
pureza confirmado por HPLC de fase reversa. O perfil cromatografico mostrou a presenca
de uma unica fracéo eluida aos 48% do solvente B. A analise do perfil eletroforético em
PAGE-SDS tricina em condigdes dissociantes e redutoras evidenciou uma unica banda
proteica, mostrando que a TsTX-V é composta por uma unica cadeia polipeptidica de peso
molecular de 7500. A presenga de um Unico residuo N-terminal confirmou o grau de pureza
da TsTX-V (Marangoni. et al., 1992).

Todas as toxinas anti-mamifero, até o presente momento descritas na literatura,,
apresentam em sua estrutura quatro pontes de dissulfeto (Rochat et al., 1979). A
composicdo global de aminoécidos da toxina TsTX-V mostra os seguntes aminoacidos mais
frequentes: oito residuos de acidos asparticos, 6 de glicinas, 6 de tirosinas e de oito
residuos de meia cistina, sugerindo a existéncia de 4 pontes de dissulfeto. Os aminoé&cidios

menos freqéntes sdo: uma histidina e uma isoleucina. Metionina n&o foi detectada e esta
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em baixas proporgdes ou ausente € uma caracteristica comum em outras toxinas de Tityus
serrulatus: X1-1, TsTX, IV-V, Taolll | e X-4 (Marangoni et al., 1992). |

A estrutura primaria da TsTX-V foi deduzida a partir da proteina reduzida e
carboximetilada, hidrolizada com protease V8 de Staphylococcus aureus e com tripsina,
cujos peptideos foram sequenciados, e, por estudos de sobreposi¢do, determinou-se a
estrutura covalente da TsTX-V. A regido N-terminal da cadeia polipeptidica foi obtida por
sequenciamento direto da proteina reduzida e carboximetilada. Sua estrutura primaria tem
64 residuos de aminoacidos e um peso molecular de 7230. Uma vez determinada a sua
estrutura, foi possivel estudar a homologia sequencial com outras toxinas de escorpides
(Fig.10) (Marangoni et al.,.1994).

O sequenciamento completo da proteina TsTX-V revelou informagdes sobre a sua
estrutura, como a determinagdo da sequécia da regido B, que € uma importante regiéo para
a atividade das o-toxinas. A sua estrutura primaria mostra um alto grau de similaridade
sequencial com outras a-toxinas de espécies do Velho Mundo: AaH Il (50%), AmmV (50%),
Laq V (52%).

Jover et al. (1980) caracterizaram dois grupos de neurotoxinas escorpidnicas, por
experimentos de "binding", demonstrando que as toxinas se ligavam a dois sitios distintos do
canal de sodio em sinaptossomas de cérebro de rato. As o toxinas atuavam na inativagao
dos canais de sodio; nesta classe incluiu a toxina Il de Androctonus australis (AaH II), a
toxina V de Leiurus quinquestriatus quinquestriatus (Lqq V) e outras correlatas. As toxinas
que reconheciam outros sitios de ligagéo, diferentes do Lqq V e AaH Il foram classificadas
como toxinas B. Posteriormente, Wheeler et al. (1983) confirmaram a existéncia destes dois
sitios distintos de ligagdo para as neurotoxinas, um para o sitio de ligagéo das p toxinas
representada pela toxina Css Il de Centruroides suffusus suffusus e um outro sitio de ligagao

para toxinas de Androctonus australis Il e afins (a-toxinas).,



41

1 10 20 30 40 50 60 70
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Amm V LKDGYIIDDLN-C T FF-CGR-~~NAYCDDECKKK-GGES- GYCQWASPYGNACWCYKLPDR-~~VSIKEKGR-CN
Lqq V LKDGYIVDDRN~-CTFF ~CGR~--NAYCNDECKKK-GGES~GYCQWASPYGNACWCYKLPDR-~-~VSIKEKGR-CN
TsIV-5 KKDGYPVEYDN~-CAYI-CWNY-DNAYCDKLCKDK-KADS~GYCYWVHI L---CYCYGLPDS-~~EPTGSYK~-C
TsTX~-VI GREGYPAD-SKGCKI T-CWNY-DNAYCDKLCKDK~KADS~GYCAW~~P-~-ACYCYGLPESVKIW-TSETNK~C

TsY KEGYLMDHE“GCK—LSCF—IRPSGYCGRECGIKKG-—SS—GYCAW-—P--—ACYCYGLPNWVKYWDRA—TNK—C

CsE~-V3 KEGYLVKKSDGC K YG-CLKLGENEGCDTECKAKNQGGSYGYCYAF == =~~— ACWCEGLPESTPTYPLP~~NKSC

CsEX KDGYLYEK~-TGCKKT-CYKLGENDFCNRECKWKHIGGSYGYCYGF~—=~— GCYCEGLPDSTQTWPLP-~-NK-CT

CsEV KKDGYPVDSGN—CKYE—CLK—-—DDYCNDLCLER—KADK-GYCYWGKV-—--~SCYC-GLPDNSPTK-—TS—-—GK—CNPA
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Clt 1 KEGYLVNHSTGC K YE-CFKLGDNDYCLRECRQQYGKGAGGYCYAF ~==~= GCWCTHLYEQAV-WPLP--NKECS
=== 3 -] |-=- B -~

Figura 10. Alinhamento sequencial da TsTX-V com outras toxinas escorpidnicas, realizado
de acordo com os residuos de meia-cistina. Os "gaps" foram introduzidos ao longo da
sequéncia para maximizar a homologia. As toxinas usadas foram AaH I ( Rochat et al,,
1970), o Amm V ( Rosso e Rochart 1981), Lqq V (Kopean et al., 1978), TsIV-5 (Possani et
al., 1985), TsTX-VI (Marangoni et al.,, 1990), Ts v (Bechis et al., 1984), CsV3 (Fontecilla-
Camps et al., 1980), CsE | (Babin et al., 1975), CsEV (Possani, 1985),Css Il (Rochat et al.,
1979) e CIT1 (Ramirez et al., 1988).
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Toxinas escorpidnicas tém segmentos moleculares definidos como algas J e B que
sdo expostos & superficie da molécula (Fontecilla-Camps et al., 1980 e Granier et al., 1989).
Quando a neurotoxina TsTX-V &€ comparada com as toxinas de espécies norte americanas
de Centruréides como a CsE-V3, CsE-V1, Cssll, CITl, nota-se pela homologia sequencial
(Fig. 10) diferencas na regido J da cadeia polipeptidica. A presenca de residuos incomuns,
como, P (6), N (11), F (14) e L (27) e a auséncia de outros na cadeia J, poderia ter
contribuido para a perda da atividade B. A analise do perfil hidropatico da alga J mostra uma
diferenga consideravel nos indices de hidrofobicidade, quando comparadas as toxinas de
espécies americanas (Marangoni et al., 1994).

Meves et al. (1984) propuseram que estas algas seriam importantes para a atividade
biologica das toxinas de escorpi&o. A alga J seria responsavel pela atividade j, e a alga B,
a responséavel pela atividade o. Demonstraram também que a maioria das B-toxinas tém
uma alca J longa e as toxinas o. uma al¢a B longa e uma J curta, como ilustrado na fig. 11.
Estudos eletrofisiolégicos tém mostrado que certas modificagbes na sequéncia destas
regides podem estar envolvidas com a ativagéo ou inativagdo dos canais de Na* (Barhanin
et al., 1985 e Kharrat et al., 1989).

Kharrat et al. (1989) mostraram que alguns residuos de aminoécidos seriam de
extrema importancia na expresséo da atividade biologica das a-toxinas. Eles realizaram uma
série de estudos envolvendo alteragdo quimica dos residuos de tirosina, triptofano e
arginina das toxinas AaH |, AaH Il e AaH Ill e suas atividades eletrofisiologicas.
Descobriram que o triptofano teria um papel crucial na atividade, mas que outros residuos
presentes na regido C-terminal e N terminal teriam uma importancia na ligagéo destas
neurotoxinas com os canais iénicos. Sugeriram que a alga B, localizada entre os residuos
37 e 44, formam um segmento hidrofébico importante como parte de um nucleo hidrofébico

conservado em muitas neurotoxinas de escorpi&o.
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Figura 11. A figura de Meves et al. (1984) mostra uma toxina de escorpi&o hipotética, com
as trés estruturas antiparalelas, a estrutura em alpha-hélice e as alcas B e J, aqui
representados, qué teriam segundo Meves um papel muito importante na expresséo

biologica alfa ou para a expressao da atividade beta.
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Além dos residuos de triptofano desta regido hidrofébica, as toxinas isoladas do
veneno de T.serrulatus, TsTX-VI (atdxica),Ts v (B) e TsTX-V (o) apresentam prolina. Além
disso, a TsTX-V contém serina, a qual poderia desempenhar um papel importante nesta
estrutura, a exemplo do que ocorre com um grupo de enzimas, as serinoproteases.

Em nosso modelo da TsTX-V (fig.12), nota-se que as algas J e B sdo de mesmo
tamanho e estdo espacialmente separadas de tal forma que tanto uma quanto a outra
poderia interagir com o canal (Oliveira et al., 1994), de acordo com a proposta de Meves
(1984). Atualmente predomina a idéia de que a atividade biolégica depende do maior
comprimento de uma das alcas. Portanto, esperava-se que a TsTX-V tivesse a mesma
disposicdo estrutural da toxina AaH Il, com a alca B maior que a J e sobresaida
estruturalmente na molécula, conforme o modelo mostrado na fig.12. Entretanto, isto n&o foi
observado em nossos estudos, os quais mostraram que a alga B na toxina TsTX-V é bem
menor do que aquela da toxina AaH-ll (fig. 12). Consequentemente, € possivel que outras
regides moleculares também desempenhem papel importante na expresséo da atividade
biolégica.

A primeira toxina de escorpido cuja estrutura tridimensional foi resolvida por
cristalografia de raio X de alta resolugdo foi a variante 3 do escorpido Centruroides
sculpturatus. Apesar de ndo ser téxica, possui estrutura muito semelhante a das B-toxinas
escorpidnicas, sendo, portanto, um modelo de B- toxina. CsE-V3 possui uma formagéo em
alfa hélice, trés estruturas beta antiparalelas e quatro algcas: duas pequenas, que
correspondem as porgdes J (residuo 16 a 21), e B (residuo 41 ao 46) e duas grandes, uma
na porgéo carboxi terminal (residuo 52 e 65) e a outra na porgéo amino terminal (residuo 5
ao 14 ) (Fontecilla-Camps et al., 1980) ( Fig 13 A).

A segunda neurotoxina a ter sua estrutura tridimensional totalmente resolvida foi a

toxina |l de Androctonus australis, a AaH Il, a qual possui um "esqueleto" formado por uma
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o-hélice e pelas 3 estruturas 3 antiparalelas. O que diferencia uma neurotoxina da outra éa
orientagdo das algas que se destacam do esqueleto da neurotoxina, principalmente as algas

J e B e a alga C-terminal (Fontecilla-Camps et al., 1988) (Fig.13B).

Figura 12. A figura mostra a representagéo das toxinas TsTX-V ( cor verde) e de AaH Ii (cor
majenta), dando destaque principalmente a diferenca entre as disposigoes dos alcas B e J
da toxina TsTX-V e AaH Il. Na sobreposicéo, temos estruturas extremamente conservadas

como as e o tubo de a-helice.
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Figura13. A) Estrutura da toxina AaH Il de Androctonus australis , uma alfa toxina do Velho
Mundo (Fontecilla-Camps, et al., 1988). B) Representagdo da toxina beta, CsE-V3
(Fontecilla-Camps, et al., 1980). Ambas as estruturas foram determinadas por cristalografia

de raio X de alta resolugdo. As letras B e J indicam a regido das algas B e J que estéo

sobrepostas no plano.
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Quando as toxinas CsE-V3 e AaH Il séo comparadas com outras toxinas
escorpiénicas, a homologia sequencial revela diferengas entre as algas J e B. Nas toxinas
B, representadas pela CsE-V3, h& uma alga B menor do que a encontrada nas toxinas a
(AaH 11). Por sua vez a toxina AaH-I1 possui a alga J menor do que a CsE-V3 (figs. 11 e 13).
Convencionou-se, a partir dessas observagdes, que a diferenga na expresséo das atividades
bioldgicas das neurotoxinas, bem como as suas acdes eletrofarmacolégicas, estariam
relacionadas com estas algas. (Meves et al., 1984)

As toxinas Css ll, de Centruroides suffusus suffusus, Csl, Cs Il e Cs IV, de
Centruroides sculpturatus junto com a toxina Ts y (TsTX-l) foram classificadas como
toxinas por sua propriedade de deslocar a curva da ativagdo de sédio em nodos de Ranvier
(Meves et al., 1982, Wang e Strichartz, 1982).

Em outra categoria estdo as toxinas de Leiurus e Androctonus, Lqq V e AaH I,
respectivamente, que s&o capazes de retardar a inativacéo, sendo por isso classificadas de
o-toxinas. Mas a toxina V de Centruroides sculpturatus ficou de fora desta classificagao,
permanecendo como uma classe impar. Apesar de sua atividade o comprovada, a toxina
possui uma alga J mais curta (Meves et al., 1982). Caso semelhante é o das toxinas TsIV-5
e TsTX-V. Portanto, sugerimos que ha duas classes de a-toxinas, aguelas do tipo AaH Il e
Lqq V e uma outra do tipo da TsTX-V, que se diferenciariam pela disposi¢éo e comprimento
da regigo J, o que provavelmente se reflete na diferenca de atividade biologica.

De modo similar ao que se descobriu para as a-toxinas, Wheeler et al. (1983) e
Vijerberg et al. (1984) mostraram que a toxina Ts-y de Tityus serrulatus possui uma
caracteristica diferenciada das outras toxinas da classe B. A Tswy tem acesso a
determinados sitios do canal de Na* que outras toxinas B n&o teriam. Desta forma, a toxina
Ts y deslocaria outras toxinas B do canal de sddio néo via competicdo direta pelo mesmo

sitio, mas por uma modificagdo estrutural do canal que impediria as outras [3 toxinas de se
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ligarem. Arantes et al, (1994) fazem referéncia a esse comportamento diferenciado da
toxina Ts-y. Estruturaimente as toxinas TsTX-V e TsTX-VI (atoxicas) descritas por
Marangoni et al., (1990) e Ts y séo homologas. Oliveira et al., (1994) demostraram, através
de modelagem estrutural, que estas trés toxinas tém a mesma disposigéo das algas B e J,
portanto, a diferenga entre as atividades bioldgicas destas toxinas néo deve estar somente
relacionada a diferenca de um s6 residuo ou na disposi¢édo de suas alcas B e J, como
Meves et al. (1984) assinalaram, reforgando a hipotese de que outras regides moleculares
estariam envolvidas. No caso da TsTX-V, além da regido da agao biolégica residente nas
alcas B e J, existem outras duas algas, uma na regido N-terminal e outra na regido C-
terminal, ambas com grande "mobilidade". Estas algas fazem parte do nucleo hifrofébico,
podendo atuar como uma regi&o de ligacéo da toxina com a proteina do canal

Os dados espectrais e quimicos das varias neurotoxinas escorpibdnicas que atuam
sobre os canais de sodio (Darbon et al., 1983, Rochat, 1979 e Jover et al. 1980), sugerem
que a superficie hidrofébica destas moléculas s&o, na verdade, uma estrutura extremamente
conservada do ponto de vista evolutivo e que desempenhariam um papel extremamente
importante na interagéo das neurotoxinas com 0s canais de sodio (Fontecilla-Camps et al.,
1981). Segundo estes autores, este nucleo hidrofébico teria um papel direcionador da
atividade bioloégica das neurotoxinas, sendo formado principalmente por residuos de
triptofano, tirosina, fenilalanina, isoleucina, leucina, valina, prolina, alanina e treonina.
Modificagdes quimicas neste nucleo mostraram que, outros residuos de aminoacidos
basicos carregados, situados dentro ou proximo dele, seriam necessarios (Angelis e Nutter,
1983).

Estes dados reforcam nossa hipétese de que outras regies moleculares estariam

envolvidas na atividade biolégica destas neurotoxinas, sendo as algas J e B responsaveis
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pela expresséo da atividade bioldgica; uma regido N-C terminais responsavel pela ligagéo e
o nucleo hidrofébico que contém as regides N-C terminais.

Nossos estudos de filogenia molecular revelou discrepancia em relagdo a
classificagdo proposta por Meves (1984) que considera apenas duas classes de
neurotoxinas de escorpido O dendrograma resultante de nossos estudos (fig. 9) propbe o
agrupamento da neurotoxinas em quatro grupos, conforme suas semelhangas estruturais,
principalmente em relagéo a disposi¢éo das algas B e J. Dentre as toxinas utlizadas no
estudo de filogenia, notamos dois grupos de toxinas a:: um maior, composto exclusivamente
por espécies do Velho Mundo, com 15 toxinas representadas, incluindoaAaH llealqqVe
o outro, composto por toxinas de espécies americanas, duas de Tityus serrulatus (TsTX-V e
Ts IV-5) e por uma norte-americana a CsE-V. Aparentemente a TsTX-V é a mais recente e a
toxina CsE-V é a mais proxima das espécies do Velho Mundo, apresentando a caracteristica
principal das o-toxinas americanas e igual disposicéo dos algas B e J, caracteristicamente
mais curtas que as espécies do Velho Mundo. As B-toxinas estéo agrupadas em dois grupos
exclusivamente americanos: um deles compreende as B-toxinas do tipo y, incluindo tdxinas
de escorpides do género Tityus e o outro formado por B toxinas do tipo Css, isolada de
espécies norte-americanas. A divisdo das toxinas § em dois grupos também encontra apoio
nos trabalhos de Wheeler et. al. (1983) e Vijerberg et al. (1984), que mostraram o efeito da

toxina y sobre o canal de sddio, deslocando as outras toxinas B dos sitios do canal de sédio.
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I-ATIVIDADE BIOLOGICA

Os efeitos do venenos de Tityus serrulatus ou de suas fragGes toxicas podem ser
estudados em mamiferos, insetos ou crustaceos, como ja foi mencionado. A maioria das
observagdes ou experimentos foram realizados em individuos onde a intermediagéo do
sistema nervoso ndo poderia ser excluida. A picada de escorpido pode provocar a morte de
individuos jovens e diversos sintomas no homem. A maioria deles tem sido atribuida a
ativacdo do Sistema Nervoso Auténomo (SNA), induzindo a liberagdo de acetilcolina e de
nor-adrenalina, as quais por sua vez afetam a atividade dos 6rgéos alvos. Disturbios
metabélicos, como hiperglicemia e glicosuria s&o alguns dos sintomas da intoxicagéo pelo
veneno de T.serrulatus (Magalhdes, 1939; Freire-Maia, 1990). No homem, o disturbio mais
grave é a pancreatite causada pela picada (Machado e Silveira, 1976/77). Novaes et al.,
(1994) induziram a pancreatite cronica e nesideoblastose em ratos pela injecédo de veneno
bruto e da fracdo (Tityustoxina) de T. serrulatus, mas nao se pode afirmar que os efeitos
foram independentes da ativagdo do SNA.

Sabe-se que 0 mecanismo de ag&o das toxinas escorpibnicas que alteram a atividade
das células nervosas acima referidas decorre da ligagéo da toxina a determinados sitios dos
canais de Na+, afetando as correntes de Na+, ativando-as mais rapidamente (efeito ) ou
retardando a sua inativacao (efeito ) (Catterall, 1980; 1984).

S6 recentemente foram relatados efeitos diretos de toxinas de T. serrulatus em outras
preparagdes, independentes do sistema nervoso. Possani et al., (1991) demonstraram que
a toxina Ts IV-5 estimula a secrecdo de granulos de zimogénio em pancreas exocrino de
ratos. O mecanismo de agdo permanece desconhecido, contudo, outras toxinas do mesmo

escorpido, TsTX-V e Ts-y potencializaram a secregé&o de insulina induzida por glicose em
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ilhotas isoladas de ratos (Gongalves et al., 1994a), possivelmente devido a despolarizagéo
da membrana da célula B (Gongalves et al., 1994b).

Nossos dados confirmaram as observagdes de Gongalves et al., (1994a), mostrando
que as toxinas TsTX-V e Ts-y potencializaram a secregdo de insulina diretamente, sem
intermediacdo do Sitema Nervoso, pois as ilhotas utilizadas nos experimentos foram
isoladas cerca de 2 horas e meia antes do inicio da incubag&o com as toxinas .

A toxina TsTX-V potencializa a secregdo de insulina tanta na presenga como na
auséncia de glicose 8,3 mM, sugerindo que a toxina, no caso das células B, ndo precisaria
esta despolarizada para agir, mas sua ag&o potencializadora é maior e mais efetiva quando
a células B se encontram despolarizadas devido a presenga de glicose 8,3 mM. Ja a toxina
Ts-y so potencializa a secregéo quando a célula se encontra no estado desporalizado, ou
seja quando o meio € suprido com glicose 8,3 mM.

O mecanismo de secrecgdo de insulina induzido pela glicose envolve a participagéo de
canais de K * e de Ca 2% (Atwater et al., 1989 e Ashcroft e Rosman, 1989) e provavelmente
de Na+ (Hiriart e Mateson, 1985; Gongalves et al., 1994b). Um dos eventos mais precoces
nesta sequéncia € o fechamento dos canais de K* decorrentes do aumento da razéo
ATP/ADP no citosol da célula B (Atwater et al., 1984; 1989; Ashcroft et al., 1984, Cook e
Hales 1984 e Scott et al., 1985), o qual contribui decisivamente para a despolarizagédo que
precede a abertura dos canais de Ca2*, para a admissdo de Ca2* necesséario para a
ativagdo do mecanismo promotor da exocitose dos granulos de insulina (Malaisse 1984,
Boschero et al., 1984, Atwater et al., 1989). Em células Bde ilhotas isoladas de
camundongos a glicose promove uma atividade elétrica oscilatoria caracteristica, docorrente
dos efeitos integrados sobre os canais de K*, Ca2t e possivelmente de Na+ (Gongalves et

al., 1994 b).
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Havendo verificado que as toxinas de escorpi&o estimulam a secrecéo de insulina por
ilhotas de ratos isoladas (Fig.3), estudamos os efeitos da toxina TsTX-V sobre o efluxo de
86Rb* e sobre a atividade elétrica induzida pela glicose para obter informagdes sobre o
mecanismo de acdo da TsTX-V. Os efeitos da toxina a, TsTX-V, sobre o fluxo idnico
(representativo da atividade dos canais) foram estudados de maneira indireta, através do
estudo de fluxo de 86Rb* em ilhotas de ratos (como indicador da permeabilidade ao K+) e
das alteragdes induzidas na atividade elétrica da celula de camundongo ( o estado elétrico
da membrana reflete a atividade integrada dos canais ativos a qualquer momento). A
correlagdo entre os resultados obtidos neste dois tipos de preparagéo tem sido estabelecida
em diversos trabalhos (Atwater et al., 1984, 1989 e Gongalves et al., 1986).

A glicose despolariza as células B pancreaticas apés fechamento dos canais de Kt
ATP sensiveis (Ashcroft e Rosman, 1989 e Misler et al., 1992) e reduz o efluxo de 86Rb* de
ilhotas isoladas de ratos e camundongos (Gongalves et al., 1986;, Boschero et al., 1977 e
Dawson et al., 1984). Contudo, a despolarizaggo ativa outros tipos de canais de K*,
causando um aumento no efluxo de 86Rbt (Rosman et al.;1986). Na membrana de células B
pancredtica de ratos foi encontrado um tipo de canal de Na* voltagem dependente (Hiriart e
Matteson, 1986), que ndo esta completamente inativado no estado de repouso da célula.

Se a TsTX-V afeta a inativacdo dos canais de Na* em células B um aumento do
efluxo de K* de ilhotas de Langerhans perfundidas é previsivel. O aumento do efluxo de
K*foi confirmado experimentalmente, pela medida do efluxo de 86Rb+ (Fig.4). A aplicagdo
da toxina TsTX-V (4,4 ug/mL) produziu um efeito transitério na auséncia de glicose. Porém
na presenca de 8,3 mM de glicose, a toxina ( 5,6 ug/mL) induziu um aumento do efluxo de
86Rb*. Na auséncia de glicose o canal, de K+ sensivel ao ATP estdo abertos e o potencial
de membrana esta préximo de -70mV (Atwater et al., 1989), condi¢do em que a secregéo de

insulina € minima. Porém, na presenca de glicose (8,3 mM), o efeito da TsTX-V foi
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persistente, aumentando o efluxo de 86Rb* 2,0 a 2,4 vezes comparado com o periodo
controle.

Aparentemente o efeito da TsTX-V sobre o efluxo de 86Rb* foi indireto. Segundo
Atwater et al., (1989) os canais de sodio estéo presentes nas células B em numero reduzido
e a sua importancia para o mecanismo de secregdo é negligenciado. Sabe-se contudo que
esta toxinas tém uma alta afinidade por canais de so6dio de células nervosas, Pode-se
sugerir que a TsTX-V teria o mesmo efeito nas células B, ativando indiretamente a
permeabilidade dos canais de K* voltagem dependente apds a ativagéo dos canais de Nat
presentes na membrana de células B.

Uma outra evidéncia que mostra a agéo desta toxina sobre os canais de sodio € que 0
efeito observado é semelhante ao da veratridina (100 uM) (Fig 5). A veratridina mantém os
canais de sodio que foram abertos, contribuindo desta forma para manter o estado
despolarizado por maior tempo. Em estudos sobre os efeitos da veratridina sobre o retardo
na inativagdo do canal de sddio, Barnes e Hille (1988) demonstraram que a veratridina
somente tem acesso ao canal quando este se encontra no estado aberto. Isso é compativel
com o efeito da TsTX-V potencializando a secregdo de insulina em presenga de glicose.
Este efeito foi também verificado por Donatsch et al. (1977), que ja haviam demonstrado que
a veratridina, substancia que retarda a inativagéo do canal de Na*, potencializa a secregdo
de insulina estimulada pela glicose em ilhotas de ratos.

Estes resultados sugerem que a TsTX-V atua diretamente sobre os canais de Nat, o
qual indiretamente , afeta a permeabilidade ao K* dependente de voltagem.  Existem
neurotoxinas de escorpibes que podem afetar a permeabilidade dos canais de K+, Calt
votagem dependente, como é o caso da caribdotoxina (Kulkujan et al., 1991 e Blaustein et
al., 1991). Contudo ainda n&o se tem, infelizmente, uma caracterizagéo bioguimica desta

classe de neurotoxinas do veneno de Tityus serrulatus.
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Nossos estudos eletrofisioldgico confirmaram as observagbes de Gongalves, et al.,
(1994b), mostrando que, na presenca de glicose (11 mM) a TsTX-V despolariza a fase
silente da atividade elétrica padrdo, aumentando o periodo em que a célula permanece na
fase ativa do "burst". Estes efeitos sdo semelhantes a aqueles induzidas pela veratridina
(110 pM) em ilhotas de camundongos perfundidas em presenca de 11 mM de glicose. Na
auséncia de glicose, nem a veratridina nem a TsTX-V afetam o potencial da membrana e a
resisténcia a entrada de corrente.

Os efeitos verificados em presenga da toxina de escorpido devem estar relacionados
ao seu efeito sobre os canais de Na*, a semelhanca dos efeitos da veratridina, isto é,
retardando a inativagdo dos canais de Na*. Canais de Na* foram recentemente
identificados em células B através da técnica de "path clamp" (Hiriart e Matteson, 1988). De
acordo com Barnes e Hille (1988), a veratridina s6 modifica os canais de Na* apéds sua
abertura, retardando a inativagdo. Portanto, se a TsTX-V atua sobre os canais de sédio
voltagem dependente de nervos, esta toxina pode ser uma valiosa ferramenta para a
compreensdo da fungdo dos canais de sédio na secregéo e verificar qual a importancia

destes canais sobre a dindmica da célula.
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