' BC/27477
| 1IB/80607

RZ265



BIBLIOTECA
instituto de Biolcgla
UNICAMP

LOCAL E DATA: Campinas, 11 de outubro de 1995.

BANCA EXAMINADORA:

TITULARES:

Prof. Dr. BENEDITO OLIVEIRA FILHO (Orientador)

Prof. Dr. GILBERTO DE NUCCI

Prof. Dr. LUIZ ALBERTO MAGNA

SUPLENTE:

Prof. Dr. SERGIO MARANGON!

Assinatura
@—d J}u)

A |
i

v .
Assinatura

Assinatura

Assinatura

APROVADO



Evandro José Lima Rego

PURIFICACAO E CARACTERIZAGAO
BIOQUIMICA DE UM POLIPEPTIDEO DO
VENENO DA ARANHA Phoneutria
nigriventer COM ATIVIDADE EM CORPO
CAVERNOSO DE COELHO

Campinas-1995



UNIPATT .
! SO

N.' LT
BRI Y

1.3



SECRETARIA

DE
POS-GRADUACAC
L B

Evandro José Lima Rego

PURIFICAGAO E CARACTERIZACAO
BIOQUIMICA DE UM POLIPEPTIDEO DO
VENENO DA ARANHA Phoneutria
nigriventer COM ATIVIDADE EM CORPO
CAVERNOSO DE COELHO

Tese de Mestrado apresentada ao Departamento de Genética

do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas

como parte dos requisitos necessarios para obtengao do Titulo
de Mestre em Ciéncias Biologicas na Area de Genética.

Orientador: Prof. Dr. Benedito Oliveira Filho

Campinas-1995

Este exemplar corresponde a redacao final

da  tese decfendida pelo (a) candidato a)

E.o’ veniwe e \\gl-s»s— g"“‘ ‘“Q/

2 aprovada pe'a Comissao Julaadara




W2

UNICaAMP

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PE'.A
BIBLIOTECA CENTRAL DA UNICAMP

Rego, Evandro José¢ Lima

R266p Purificagdo e caracterizag8o bioquimica de um
polipeptideo do veneno da aranha Phoneutria nigriventer
com atividade em corpo cavernoso de coeiho / Evandro
José Lima Re~~ - Campinas, SP : [s.n.], 1995.

Orientador : Benedito Oliveira Filho.
Dissertacao (mestrado) - Universidade Estadual de
Campinas. Instituto de Biologia.

1. Calicreina. 2. Venenos. 3. Pénis. 4. Priapismo.
5. Aranha. !. Oliveira Fitho, Benedito. [i. Universidade
Estadual de Campinas. Instituto de Biologia. 111, Titulo.




Agradecimentos

Ao Prof. Dr. Benedito Oliveira Filho pela orientagéo e

oportunidade.

Aos Profs. Drs. Sergio Marangoni e José Camillo Novelio

pela co-orientacéo e sugestdes apresentadas.

Aos Profs. Drs. Gilberto de Nucci e Edson Antunes pela

discusséo farmacologica e sugestdes apresentadas.

A Profa. Dra. Maricilda Pallandi de Mello pelas

modificagbes sugeridas.

Aos pos-graduandos Antonio Carlos Bento e Rodrigo A. B.

Lopes Martins pela realizagdo dos experimentos farmacologicos.

Aos colega do Departamento de Ciéncias da Universidade

do Estado da Bahia pelo estimulo.

Aos amigos do Laboratério de Quimica de Proteinas -

LAQUIP - do Departamento de Bioquimica pelo auxilio.



Indice

Abreviacbes Y
Abreviacbes para aminoacidos Vi
Relacao de ilustracbes vii
Resumo 1
Abstracts 3
Introducéao 4
Objetivos 13
Material e Métodos 14
Resultados 24
Discussao 42

Referéncias Bibliograficas 61



Abreviacodes

Ach Acetilcolina

ATZ Anilisotiazolinona

BIS N, N'- metileno bis acrilamida

BK Bradicinina

DTT Ditiotreitol

ERDF Fator de relaxamento do endotélio
GTN Gliceriltrinitrato

HPLC Cromatografia liquida de alta presséo
kDa Kilodalton

KiZzD-06 Inibidor especifico de calicreina tissular
M Molar

NO Oxido Nitrico

nm Nandmetro

PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida
PITC Fenilisotiocianato

PNV4 Polipeptideo isolado do veneno da aranha Phoneutria
nigriventer

PPK Calicreina de pancreas de porco
PTC Feniltiocarbamil

RbCC Corpo cavernoso de coelho

RbPK Calicreina plasmatica de coelho
RbUK Calicreina urinaria de coelho

SDS Dodecil sulfato de sddio

TEMED N-N-N'-N'-Tetrametiletilenodiamina
TFA Acido Trifluoroacético

TRIS Tris-hidroximetil amino metano



Abreviacdes para Aminoacidos

Aminoacidos

Alanina
Arginina
Asparagina
Acido Aspartico
Cisteina
Glutamina
Acido Glutamico
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina

Lisina
Metionina
Fenilalanina
Prolina

Serina
Treonina
Triptofano
Tirosina

Valina

Abreviacao

trés letras

Ala
Arg
Asn
Asp
Cys
Gin
Glu
Gly
His
lle
Leu
Lys
Met
Phe
Pro
Ser
Thr
Trp
Tyr
Val

Vi

Simbolo

uma letra

- r o6 m O O 0O Z2 I »

< < s 4 »® VM ZIZT X



Relaciao de ilustracoes

Figura 1 - Perfil cromatografico por fase reversa do veneno dialisado de
Phoneutria nigriventer.

Figura 2 - Repurificagdo da fragado A, isolada do veneno dialisado de
Phoneutria nigriventer.

Figura 3 - Efeito do antagonista de bradicinina HOE-140, sobre os
relaxamentos de corpo cavernoso isolado de coelho induzidos por PNV4.
Figura 4 - Efeito do inibidor de protease, aprotinina, sobre os
relaxamentos de corpo cavernoso isolado de coelho induzidos por PNV4.
Figura 5 - Efeito do inibidor de calicreina tissular, KIZD-06, sobre os
relaxamentos de corpo cavernoso isolado de coelho induzidos por PNV4.
Figura 6 - Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS de PNV4.
Figura 7 - Sequéncia da regido amino terminal de PNV4.

Figura 8 - Previsao de estrutura secundaria da regido amino terminal de
PNV4.

Figura 9 - Grafico de hidrofobicidade da regido amino terminal de PNV4.
Figura 10 - Grafico de focalizagdo isoelétrica da regido amino terminal
de PNV4.

Figura 11 - Estudo de homologia sequencial entre PNV4 e outros

polipeptideos isolados de aranhas.

vii



Tabela 1 - Composi¢éo de aminoacidos de PNV4 em numeros relativos.

Tabela 2 - Composicdo de aminoacidos de PNV4 em numeros
percentuais.

Tabela 3 - Relacdo das aranhas que ja tiveram seu veneno estudado.

viii



Resumo

O veneno da aranha Phoneutria nigriventer produz uma série
de sintomas, sendo um dos mais marcantes o priapismo, que se
caracteriza por erecbes prolongadas e dolorosas, podendo levar a
perda da capacidade de cépula. Para a efetivacdo da eregdo é
fundamental o relaxamento da musculatura lisa do corpo cavernoso,
que além do controle do sistema nervoso € mediada pelo Oxido
nitrico. Quando testado em corpo cavernoso de coelho o veneno de
Phoneutria nigriventer ativa o sistema de calicreina tissular, levando
a formacéo de cinina e 6xido nitrico, com consequente relaxamento
deste tecido. Neste trabalho purificamos do veneno de Phoneutria
nigriventer, por cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC), um
polipeptideo capaz de relaxar o corpo cavernoso de coelho, que foi
caracterizado bioquimicamente por eletroforese, composi¢do de
aminoacidos e sequenciamento da regido N-terminal. Este
polipeptideo, denominado PNV4, possui massa molecular de 16,9
kDa, 144 residuos de aminoacidos e a seguinte sequéncia N-terminal:
AELTSCFPVGHECDGDASNCNCCGDDVYCGCG
WGRWNCKCKVADQSY A, que mostrou homologia para os
primeiros 48 residuos de TX1, proteina também isolada deste veneno,
mas com menor massa molecular (8,1 kDa). Esta similaridade pode

ser explicada por um processamento pds-traducional diferencial. A



purificacdo de um polipeptideo capaz de relaxar o corpo cavernoso se
constitui em uma ferramenta util no esclarecimento do mecanismo da
erecao peniana, tanto em condi¢des normais quanto nos estados

patolégicos.



Abstracts

The venom of spider Phoneutria nigriventer produce a
diversity of biological actions inclunding priapism, which is
characterized by a painful and prolonged penile erection. For the
effective penile erection is necessary the relaxation of corpus
cavernosum smooth muscle that is regulated by nervous system and
nitric oxide. In rabbit corpus cavernosum Phoneutria nigriventer
venom actives the tissue kallikrein-kininogen-kinin system strips
leading to NO release inducing relaxation this tissue. In this work was
purified a polipeptide from Phoneutria nigriventer venom by liquid
chromatography (HPLC) responsible for the relaxation of the rabbit
corpus cavernosum. This polypeptide called PNV4 was biochemically
characterized through PAGE-SDS, amino acid analysis and
automated Edman degradation. It has a molecular mass of 16.9 kDa,
144 aminoacid residues and following N-terminal sequence: AEL TS
CFPVGHECDGDASNCNCCGDDVYCGCGWGRW
NCKCKVADQSYA. Comparasion of PNV4 with the TX1 also
isolated this venom, but with a mass molecular of 8.1 kDa, showed a
striking homology. This similarity could be explained by post-
traditional process. Isolation of a polipeptide which induces relaxation
of muscle corpus cavernosum is certaly a important tool in the study
the mechanism of action for the penile erection.
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Introducio



Acidentes fatais em seres humanos tém sido registrados com as
aranhas dos géneros Trechona, Atrax, Harpacterella, Loxosceles,
Latrodectus, Phoneutria, Mastophothoscurria, Chiaracanthiun e
Lithyphantes (Santos, 1994). Sdo conhecidas 35 mil espécies de
aranhas, distribuidas em 3 mil géneros e 105 familias, mas ndo chegam
a 100 as especies potencialmente perigosas. Apenas as familias
Uloboridae e Heptathelidae ndo sdo pegonhentas (Eickstedt, 1994).

No Brasil, as espécies que causam acidentes mais sérios em
humanos pertencem aos géneros Lycosa, Loxosceles, Latrodectus e
Phoneutria, sendo o ultimo responsavel pela maioria dos casos (Lucas,
1988; Barraviera e Marcondes-Machado 1994; Eickstedt, 1994).

As aranhas do género Phoneutria, popularmente conhecidas por
aranhas armadeiras, sdo consideradas as mais perigosas do Brasil,
sendo responsaveis pelo maior nimero de acidentes notificados ao
Ministério da Saude (Boletim, 1989). Os primeiros casos documentados
datam dos anos 20, quando foi produzido o soro contra o veneno, a
partir da pegonha de Phoneutria keyserling, na época identificada como
Ctenus fera.

As principais espécies envolvidas com acidentes sdo Phoneutria
fera, Phoneutria keyserling, Phoneutria reidy e Phoneutria

nigriventer (Barraviera e Marcondes-Machado, 1994).



Séao registradas na literatura 29 espécies de Phoneutria, sendo
20 neotropicais, 8 da Africa e uma de Sumatra. No Brasil sdo conhecidas
5 espécies (Eickstedt, 1994):

Phoneutria fera - Amazonas (Alto Rio Negro);

Phoneutria reidyi - Amazonas, Para, Amapa, Roraima, Mato Grosso;
Phoneutria nigriventer - Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul;
Phoneutria keyserlingi - Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sdo Paulo,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul;

Phoneutria pertyi - Conhecida apenas no Rio de Janeiro (Nova
Friburgo).

Phoneutria nigriventer é a espécie mais importante do género,
possuindo o veneno mais téxico e estudado entre todas espécies da
familia Ctenidae, sendo responsavel por 71% dos acidentes com aranha
no Brasil, que ocorrem principalmente nas regides Centro-Oeste e Sul do
pais (Boletim Ministério da Saude, 1989).

A picada de Phoneutria nigriventer produz uma pequena leséo
na pele, podendo ndo ser visivel. Ndo sdo observados edema local,
coagulagdo sanguinea e hemdlise, como ocorre nos acidentes com
Loxosceles (Schenone e Litonja, 1975; Cardoso et al., 1990). Provoca
na maioria das vezes apenas sintomas locais, principalmente dor. Casos

fatais sé@o raros, pois 0 veneno € inoculado em dose muito pequena para



ter efeito letal. Em acidentes graves as principais complicagées s&o
choque neurogénico, priapismo, pertubacbes cardiacas, edema
pulmonar e parada cardio-respiratéria (Schenberg e Pereira Lima, 1971,
1978; Bucaretch et al., 1987). Em criangas com envenenamento severo,
a erecdo é frequentemente um dos sinais da picada por Phoneutria
nigriventer (Rosenfeld et al., 1963).

As primeiras pesquisas sobre o veneno de Phoneutria
nigriventer foram realizadas por Brazil e Vellard (1925) e tiveram
seguimento tanto em trabalhos baseados na observagado clinica dos
envenenamentos (Fleury, 1964; Bucherl, 1972; Bucaretchi 1990, 1992,
Albuquerque et al., 1991, Bucaretchi et al., 1993) como em estudos
experimentais in vitro e in vivo, seja com veneno total ou com fragtes
parcialmentes purificadas.

Em 1955, Bario caracterizou duas fragdes do veneno, separadas
e isoladas por eletroforese em papel Whatman, ambas com atividade de
contracéo do diafragma de rato, induzida pela liberagdo de acetilcolina.
Diniz (1963) utilizando cromatografia em papel isolou, também do
veneno total, duas fragbes com atividade de contragdo de ileo de cobaia
e utero de rata. Schenberg e Pereira Lima (1963,1966), isolaram e
caracterizaram através de cromatografia, didlise e eletroforese, novos
componentes da pegonha de Phoneutria nigriventer com agdo em

musculos esqueléticos de ratos. Na década de setenta com a utilizagcéo



de coluna Sephadex G50 e de troca idnica foram isoladas duas fragbes
que produziam alteragbes na pressao sangiinea de caes. Uma com
atividade hipotensora e a outra com agdo hipertensora (Schenberg e
Pereira Lima, 1971; 1978).

Cruz-Héfling et al. (1985a,1985b,1986), Love e Cruz-Hobfling
(1986) verificaram em ratos, que o veneno de Phoneutria nigriventer
promovia alteragdes nas fibras nervosas mielinizadas com formagéo de
edema transitorio no axoplasma do nodo de Ranvier, sendo que estes
efeitos eram abolidos quando tetrodotoxina, toxina que se liga aos
canais de sodio do axdnio, era administrada aos animais antes do
veneno. Estes resultados permitiram concluir que o veneno de
Phoneutria nigriventer ativa os canais de sodio voltagem-dependente.
Do mesmo modo, Fontana e Vital Brazil (1985) e Vital Brazil et al (1988),
constataram o envolvimento da ativacdo dos canais de sbédio em
preparagbes nervo-frénico-diafragma de rato, causando despolarizagéo
nao uniforme da membrana da fibra muscular e aumento dos potenciais
de placa terminal em miniatura. Posteriormente, Vital Brazil et al. (1988),
trabalhando com auriculas isoladas de cobaia, detectaram alteragbes na
frequéncia das contragbes, decorrente da liberagdo de acetilcolina e
noradrenalina pelas terminagbes nervosas como consequéncia da

ativacédo dos canais de sodio.



Entwistle et al. (1982) foram os primeiros a isolar um polipeptideo
puro do veneno de Phoneutria nigriventer. Este peptideo, com massa
molecular entre 55 e 58 kDa e tendo de 51 a 54 residuos de
aminoacidos, quando testado em prepara¢gdes nervo-musculares de
gafanhoto apresentou efeito estimulatério induzindo contragbes
tetanicas.

A primeira caracterizagédo bioguimica completa de polipeptideo de
Phoneutria nigriventer foi realizada, apenas a cinco anos, por Diniz et
al. (1990) e se tratava de uma neurotoxina. Posteriormente, uma série de
polipeptideos neurotéxicos foram purificados e caracterizados por
eletroforese, composicdo de aminoacidos e determinacdo da estrutura
primaria (Cordeiro et al., 1992, 1993; Figueiredo ef al. ,1995).

Antunes et al. (1990, 1993a) mostraram que mesmo apos dialise o
veneno de Phoneutria nigriventer mantém atividade espasmogénica em
tecidos vascular (veias cava, mesentérica e jugular) e arterial (artérias
pulmonar, mesentérica e celiaca) de coelhos e concluiram que esta
atividade se devia a acdo de componentes ndo dialisaveis do veneno,
provavelmente polipeptideos.

Do mesmo modo, estudos conduzidos por Antunes et al. (1992)
demonstraram que a didlise ndo afetava a capacidade do veneno de
Phoneutria nigriventer de induzir o aumento da permeabilidade

vascular em pele de coelho e rato, por um mecanismo dependente da



ativacdo do sistema de calicreina tissular (Antunes ef al, 1993b;
Marangoni, R. et al. 1993).

As calicreinas sdo serinoproteases presentes em células, tecidos
e fluidos bioldgicos, sendo classificadas em plasmaticas e tissulares. As
calicreinas plasmaticas sdo sintetizadas no figado e atuam no processo
de coagulagdo a partir de substratos endégenos, os cininogénios, com
alta massa molecular, liberando bradicinina (Muller-Esterl, 1989);
enquanto as tissulares agem sobre cininogénios de menor massa e
liberam lisil-bradicinina, que & convertida em bradicinina. A agdo das
cininas depende da interagdo com receptores especificos e podem ser
abolidas por antagonistas especificos.

Marangoni, S. et al. (1993) descreveram um polipeptideo (PNV1)
isolado do veneno de Phoneutria nigriventer com atividade sobre
musculatura lisa vascular de coelho. A caracterizacdo bioquimica deste
polipeptideo por analise da composi¢do de aminoacidos, comportamento
eletroforético e sequenciamento da regido N-terminal, mostrou que este
tinha massa molecular de 13,9 kDa.

Bento et al. (1993) apresentaram um novo polipeptideo (PNV2)
com atividade espasmogénica em musculatura lisa vascular isolada de
coelho. A analise bioquimica de PNV2, incluindo sequenciamento da
regido N-terminal, apontou para uma massa molecular calculada de

12,1 kDa.
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Bento et al. (1995) purificaram do veneno de Phoneutria
nigriventer, um polipeptideo denominado PNV3, com massa molecular
de 13 kDa, responsavel pelo aumento da permeabilidade em pele de
coelho, levando a formagdo de edema. Este efeito foi atribuido a
producdo local de cininas em decorréncia da ativagdo do sistema de

calicreina tissular.

Lopes-Martins et al. (1994) registraram a capacidade do veneno
dialisado de Phoneutria nigriventer de promover o relaxamento do
corpo cavernoso de coelho, pela ativagdo do sistema de calicreina
tissular, levando a producao local de cininas e consequente liberacéo de

6xido nitrico.

A descoberta de uma enzima, em vesiculas seminais e prostata
de cobaias, que in vitro liberava do plasma um peptideo com perfil
farmacolégico semelhante a bradicinina, estimulou a procura de
calicreinas no trato genital (Bhoola et al., 1962). Entretanto, até o
momento ndo foi identificado nenhum tipo de calicreina em corpo
cavernoso, apesar de serem encontradas em diferentes pontos do trato
genital masculino.

O relaxamento da musculatura lisa do corpo cavernoso € um dos
principais mecanismos fisiolégicos responsaveis pela erecdo. A flacidez

peniana € resultado da contragdo da musculatura lisa do corpo
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cavernoso e das artérias cavernosas e helicianais, por agdo do sistema
nervoso simpatico e parasimpatico, que inibidos permitem o influxo
arterial com consequente aumento da pressdo sanguinea intravenosa.
Além da acdo do sistema nervoso, a eregdo peniana é mediada também
por fatores ndo neurais. Ultimamente, a importancia do fator de
relaxamento derivado do endotélio (EDRF), identificado quimicamente
como o6xido nitrico (NO), vem sendo considerado um dos principais
efetivadores da erecdo peniana. Entre os muitos mediadores biolégicos
capazes de induzir a liberacdo de EDRF/NO, estdo principalmente a

acetilcolina, serotonina , histamina e bradicinina.

Até o momento nenhum peptideo com atividade de relaxamento
do corpo cavernoso foi isolado do veneno de Phoneutria nigriventer. A
identificacdo e caracterizagdo bioquimica de peptideos relacionados com
esta atividade, contribuira para o estudo dos mecanismos fisiolégicos
responsaveis pela eregdo, permitindo esclarecer estados patologicos,
como O priapismo que se caracteriza por eregdes prolongadas e
dolorosas, que podem causar danos irreversiveis no tecido erétil com

perda da capacidade de copula.
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Objetivo

O objetivo deste trabalho é isolar do veneno da aranha
Phoneutria nigriventer, um polipeptideo com atividade de relaxamento
de musculatura lisa cavernosa, através do desenvolvimento de uma
metodologia simplificada de purificagdo por cromatografia liquida de alta
presséo, eliminando etapas intermediarias (exclusdo molecular e troca
idbnica), com consequente economia de material biolégico. A
caracterizagdo bioquimica deste polipeptideo por eletroforese em gel de
poliacrilamida, composi¢do global de aminoéacidos e sequéncia da regiéo
N-terminal, fornecera informagbes que contribuirdo para o estudo de
filogenia molecular e homologia sequencial, permitindo também, sua
utilizagdo como instrumento Gtil no esclarecimento dos mecanismos

fisiosioldgicos do relaxamento da musculatura lisa cavernosa.
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Procedéncia do veneno e das drogas

O veneno de Phoneutria nigriventer foi fornecido pela secdo de
artropodos pecgonhentos do Instituto Butantan, Sdo Paulo-SP. O veneno
apos coletado por estimulagdo elétrica foi dessecado a vacuo em
temperatura ambiente, sobre tabletes de hidréxido de sodio.

Os reagentes utilizados na didlise e purificagdo do veneno, na
determinacdo da composigdo de aminoacidos e no sequenciamento da
regido N-terminal do polipeptideo PNV4 foram adquiridos da Appleid
Biosystems (Foster City, EUA).

Os compostos utilizados no preparo e coloragéo dos geéis de
poliacrilamida da Merck (Darmstadt, Alemanha). Os marcadores de
massa molecular foram adquiridos da Sigma (St. Louis, EUA).

Acetilcolina, noradrenalina, indometacina, calicreina de pancreas
de porco e aprotinina foram adquiridos da Sigma Chemical Company (St.
Louis, EUA). O gliceriltrinitrato (ampolas contendo 1 mg/ml em solug&o
isoténica) foi adquirido da Lipha Pharmaceuticals Ltd (West Drayton,
Middlesex, Alemanha). O KIZD-06 (- Pro-Phe-Aph-Ser-Val-Gin-NH>5),
inibidor de calicreina tissular, recentemente sintetizado nos laboratérios
da Rational Drug Design da Boston University Medical Center, foi cedido

pelo Doutor James Burton.
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Didlise

O veneno de Phoneutria nigriventer (10 mg) foi dissolvido em
1ml de acido trifluoroacético (TFA) 0,1% e dialisado contra 4 litros do
mesmo solvente, utilizando membrana de didlise com porosidade
seletiva de 10-12 kDa (Philip Harris Scientific), por 24 horas, a 5 °C, com
duas trocas da solucéo de TFA. Apds dialise, o material foi clarificado

por centrifugacéo a 10.000 g por 5 minutos.

Cromatografia liquida de alta pressio

A cromatografia foi realizada utilizando-se sistema Waters HPLC
modelo PDA-991, equipado com duas bombas Waters modelo 510,
injetor automatico de amostra Waters modelo U6K e coluna C18/u
Bondapak Waters (7,8 x 300 mm) de fase reversa, equilibrada
previamente com TFA 0,1% (solvente A). A purificagéo foi feita sob um
gradiente linear (descrito abaixo) de 0 a 100% de uma solugdo de
acetonitrilo 66% em TFA 0,1%, pH 2,5 (solvente B), utilizando um fluxo
de 2 ml por minuto, sendo as fracées monitoradas a 220 nm. As

repurificagcdes foram realizadas em coluna C18/uBondapak analitica (39
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x 300 mm) usando um gradiente linear descontinuo de 0 a 100% do

solvente B.

Gradiente

Tempo Fluxo %A %B
(minutos) (mt)

Inicial 2 100 0

5 2 100 0
10 2 60 40
64 2 20 80
67 2 0 100
72 2 0 100
76 2 100 0
83 2 100 0

Superfusio de corpo cavernoso em cascata

Coelhos “New Zealand’, machos e adultos (2-3 Kg), foram

anestesiados com tiopental sédico (Sagatal®; 40 mg/Kg, e.wv.) e

exsanguinados via artéria carétida. O pénis foi retirado e imediatamente

17



colocado em solugdo de Krebs, sendo em seguida dissecado,
removendo-se a tunica albuginea e mantido em solugdo de Krebs até o
momento do experimento. Segmentos de 2-3 cm de corpo cavernoso
foram montados em cascata (Vane, 1964) e superfundidos com solucéo
de Krebs a 37 OC e aerada com 95% de Oz e 5% de CO2, a um fluxo
constante de 5 mi/min. Os tecidos foram ligados a alavancas auxotdnicas

conectadas em transdutores isotbnicos, para musculo liso, e as

respostas registradas em um poligrafo (Watanabe WR 3101). Apés
estabilizacao, os tecidos foram continuamente infundidos com 0,1 mi/min
de indometacina (6 uM), com o objetivo de inibir a produgdo endégena
de prostaglandinas. O ténus dos tecidos foi induzido por infusdo
continua (0,1 mi/min) de noradrenalina (3 pM). A sensibilidade dos
transdutores foi ajustada para produzir relaxamento de magnitudes
similares, usando-se o gliceriltrinitrato como padrdo. A acetilcolina foi
utilizada como controle para teste da integridade endotelial do tecido
cavernoso.

As fragGes do veneno de Phoneutria nigriventer e os agonistas
foram injetados na forma de "bolus" (10-100 pl), enquanto os
antagonistas foram infundidos (0,1 mi/min) sobre os tecidos.

A solucdo de Krebs (pH 7, 4) contém a seguinte composigéo
(mM): NaCl 118, KCI 4,7, KHoPOg4 1,2, MgS047H20 1,17, CaCly 6H20

2,5, NaHCOg3 25 e glicose 5.,6.
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Eletroforese em gel de poliacrilamida

O gel de poliacrilamida foi realizado segundo o método descrito
por Shapiro et al. (1967) e Laemil (1970), com modificagbes. Os geis de
concentracdo e de separagdo foram obtidos a partir de solugéo estoque
de acrilamida a 30% e de N,N'- metileno bis-acrilamida 0,8%, preparada
com &gua deionizada e mantida em refrigeracéo, a 4 °C, em frasco
ambar.

O gel de concentragdo a 5% foi preparado em tamp&o Tris-HCI
0,125 M, pH 6,8 , e o gel de separacdo 15%, em tampéo Tris-HCI 0,3 M,
pH 8,6, sendo acrescentado a ambos dodecil sulfato de sédio (SDS) a
20%. A polimerizacdo foi conseguida pela adicdo de N,NN'.N'-
tetrametiletilenodiamina (TEMED) e persulfato de aménio a 10% (PSA).

As amostras (10-50 pg) foram diésolvidas em tampéao Tris-HCI
0,08 M, pH 6,8, contendo 2% de SDS, 10% de glicerol e 0,1% de azul de
bromofenol, sendo imersas em agua em ebulicdo por 1 minuto. Como
redutor foi utilizado ditiotreitol (DTT), a concentracédo final de 0,1 M. A
eletroforese foi realizada em tampéo de corrida Tris-HCI 0,025 M, glicina
0,192 M e SDS 0,1%, a 100 volts durante 2 horas.

Como marcadores de massa molecular foram utilizados: albumina

bovina 66 kDa, ovoalbumina 45 kDa, pepsina 34,7 kDa, B-lactoglobulina
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18,4 kDa e lisozima 14,3 kDa (Electrophoresis Calibration Kit LMW
Sigma).

Os géis ap6s retirados das placas, foram corados ou com nitrato
de prata 0,2% e revelados com carbonato de s6dio 6 % ou com
Coomassie Blue a 0,1% em acido acético. metanol : agua (1:4:5 v/iviv)
durante 2 horas e descorados em solugdo de acido acético glacial:

metanol : agua (1:4:5 viviv).

Andlise global de aminodcidos

A andlise de aminoacidos foi realizada em sistema Pico-Tag
Waters. As amostras foram hidrolisadas por 24 horas a 105 °C por
vapores de HCI 6M em atmosfera de No (Superseco- SS, White Martins).
O material foi lavado com 20 pul de solugdo de metanol: agua: trietilamina
(1: 1: 1, viviv), para remogao de possiveis sais e solventes adsorvidos
nos amino&cidos, centrifugado e seco a vacuo. A amostra depois de
derivatizada com solug¢do de metanol: trietilamina: agua: feniisotiocianato
(7: 1: 1: 1, viviviv), por trinta minutos a temperatura ambiente e seca a
vacuo para remogdo completa de todo fenilisotiocianato (PITC), foi
dissolvida em 50 pl de solugéo acetonitrilo 5% em fosfato de sodio 0,4 M

titulado por acido fosférico 10% até pH 7,4, Os derivados de
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feniltiocarbomil (PTC) dos aminoacidos foram aplicados no analisador e
separados por HPLC em coluna C18/uBondapak de fase reversa, com
um gradiente linear de 20,5 minutos de 0 a 100% de acetonitrilo a 66%
em TFA 0,1 %. A identificagdo e quantificagdo de cada aminoacido foram

feitas por comparagdo com uma corrida padréo de PTC-aminoacidos

Seqiienciamento automéitico de proteinas

O sequenciamento automatico de proteinas foi realizado
utilizando a técnica de degradagdo de Edman (Edman e Begg, 1967),
gue remove e identifica os aminoéacidos a partir da porcdo N-terminal do
polipeptideo. Um sequenciador modelo 477 A, associado a um sistema
de HPLC modelo 120A, ambos da Appleid Biosystem, executou
automaticamente todas as reagbes do método.

Sessenta picomoles da amostra dissolvida em acetonitrilo 66%
em TFA 0,1%, foram aplicados sobre um filtro de papel e fibra de vidro,
previamente tratado com um agente hidrofobico (BioBrene), colocado na
camara de reagdo do sequenciador, onde ocorreu o acoplamento do
fenilisotiocianato (PITC) ao aminoacido N-terminal, que foi clivado na
forma de anilinotiazolina (ATZ), deixando um novo aminoacido terminal
pronto para o proximo ciclo de acoplamento e clivagem. O ATZ foi

transferido para a camara de conversdo e transformado em
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feniltioidantoina do correspondente aminoacido (PTH-aminoacido),
sendo transferido para cromatografia em sistema de HPLC. A
identificacdo de cada PTH-aminoacido foi feita por comparagdo com
cromatograma de um padrao de PTH-aminoacido.

Os reagentes utilizados foram: R1- fenilisotiocianato (PITC) a 5%
em n-heptano; R2 trimetill amina (TMA) a 12,5% em agua; R3- acido
trifluoroacético (TFA), com de DTT a 0,002%; R4- TFA a 25% em agua
com DTT a 0,01%; R5- acetonitrilo, com DTT a 0,001%; S1- n-hepteno;

S2- etilacetato; S3- 1-clorobutano; S4-acetonitrilo a 20% em agua.

Determinacdfio da estrutura secunddria

Utilizando a estrutura primaria parcial do polipeptideo, foi possivel
prever a estrutura secundaria do primeiro 1/3 da molécula, de acordo
com o método descrito por Chou e Fasman (1978), desenvolvido pelo

programa Prosis (Pharmacia) para analise de proteinas.

Perfil de hidrofobicidade

Os resultados obtidos no sequenciamento dos 48 primeiros

residuos do polipeptideo foram utilizados na determinacao do perfil de
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hidrofobicidade da molécula, segundo metodologia de Hoop e Woods

(1983), desenvolivida pelo programa Prosis.

Focalizacdo Isoelétrica

A previsédo do ponto isoelétrico para os 48 residuos da regido N-
terminal do polipeptideo foi obtida a partir de metodologia de Skoog e

Wichman (1986), utilizando programa Prosis.
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Resultados



Dialise do veneno

A didlise do veneno de Phoneutria nigriventer eliminou os
componentes protéicos com massa molecular inferior a 12 kDa e os
elementos ndo protéicos, principalmente histamina e serotonina, que

poderiam influir nos resultados dos ensaios biolégicos.

Purificacdo do veneno dialisado de Phoneutria

nigriventer por cromatografia liquida de alta pressido

Apos diadlise e clarificagdo por centrifugagdo, o veneno de
Phoneutria nigriventer foi fracionado por cromatografia liquida de alta
pressdo (HPLC) por fase reversa, utilizando coluna C18/uBondapak,
previamente equilibrada com acido trifluoracético 0,1% ( TFA - solvente
A) e eluida em gradiente linear de 0-100% de acetonitrilo 66% em TFA
0,1%, pH 2,5 (solvente B) com dura¢éo de 83 minutos.

O perfil cromatografico por HPLC é mostrado na figura 1, sendo
as fragbes da esquerda do cromatograma mais hidrofilicas e as da direita

mais hidrofébicas.
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Figura 1 - Perfil cromatogréfico do veneno dialisado de Phoneutria
nigriventer obtido da purificagdo por fase reversa por HPLC. O material
foi fracionado em coluna C18/uBondapak (7,8 x 300 mm), eluido em
gradiente linear de 0-100% do solvente B (acetonitrilo 66% em acido
trifluoroacético 0,1% - solvente A), a um fluxo de 2 mi/min. As fragdes A e

B apresentaram atividade biolégica em corpo cavernoso de coelho.
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Determinacio da atividade biolégica das fracdes do
veneno dialisado de Phoneutria nigriventer sobre corpo
cavernoso de coelho

As fracbes apos liofilizadas foram ressuspendidas em solugao
salina e utilizadas em ensaios biolégicos para determinar suas
atividades sobre corpo cavernoso isolado de coelho. Os picos A e B
(figura 1), eluidos no tempo de retengdo de 18 e 38 minutos na
concentracdo de 45% e 55% do solvente B, respectivamente, induziram
relaxamento dose dependente quando testados em preparagdes de

corpo cavernoso de coelho.

Repurificacdo por fase reversa da frac¢io A

A fracdo A foi escolhida para caracterizagdo biogquimica e
farmacolégica, tendo sido repurificada por HPLC em coluna fase reversa
(C18/uBondapak analitica- 39 x 300 mm), previamente equilibrada com
solvente A e eluida em gradiente linear descontinuo de 0 a 100% do
solvente B.

O perfil da repurificagdo por HPLC é mostrada na figura 2,
constando de um Unico pico eluido no tempo de retengéo de 18 minutos
na concentragdo de 45% do solvente B.

A fracdo A, a partir de agora denominada PNV4, foi utilizada em
novos ensaios biolégicos para verificar a manutengédo da atividade

biolégica e determinacdo dos mecanismos fisiologicos envolvidos
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Caracterizacio farmacol6gica da fracio A

Os tecidos de corpo cavernoso de coelho foram pré-contraidas
com noradrenalina (3 pM) e em seguida testados com PNV4,
acetilcolina, bradicinina, calicreina de pancreas de porco e calicreina
urinaria de coelho.

O polipeptideo PNV4 induziu relaxamento dose dependente
quando testada em preparacbes de corpo cavernoso de coelho. O
mesmo comportamento foi observado com acetilcolina, bradicinina,
calicreina de péncreas de porco e calicreina urinaria de coelho. A
calicreina plasmatica de coelho ndo produziu qualquer efeito relaxante
nas tiras de corpo cavernoso de coeiho.

Aprotina, inibidor da sintese de bradicinina, HOE-140, antagonista
especifico de receptores de bradicinina e KIZD-06, inibidor especifico de
calicreina tissular, aboliram o relaxamento produzido pela fragdo PNV4

(figura 3, 4, 5).
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Figura 2 - Repurificacdo da fracdo A por HPLC por fase reversa
utiizando coluna C18/uBondapak, eluida em gradiente linear
descontinuo de 0 a 100% do solvente B (acetonitrilo 66% em solvente A
- acido trifluoroacetico 0,1%). O pico unico foi eluido aos 18 minutos na

concentragéo de 45% do solvente B.
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Figura 3 - Acdo do antagonista de bradicinina (Hoe-140), que aboliu o
relaxamento do corpo cavernoso de coelho (RbCC) induzindos por PNV4
(10 pg) e bradicinina (BK, 3 nmol), sem afetar significativamente os
produzidos pelo gliceriltrinitrato (GTN, 9 nmol) e aceticolina (Ach, 30

nmol).
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Figura 4 - Acao do inibidor de protease, aprotinina (10 pg/ml), que aboliu
o relaxamento do corpo cavernoso de coelho (RbCC) induzidos por
PNV4 (3 pg ) e calicreina de pancreas de porco (PPK, 100 mU), sem
afetar significativamente os produzidos por gliceriltrinitrato (GTN, 2,2

nmol) e bradicinina (BK, 0.3 nmol).
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Figura 5 - Agdo do inibidor de calicreina tissular KIZD-06 (Pro-Phe-Aph-
Ser-Val-GIn-Nh2), que aboliu o relaxamento das tiras de corpo
cavernoso de coelho (RbCC) induzidos por PNV4 (10ug) e calicreina
urindria de coelho (RbUK, 10 mU) sem afetar significativamente aqueles
induzidos pelo gliceriltrinitrato (GTN, 4,5 nmol) e acetilcolina (ACh, 300
pmol). A calicreina plasmatica de coelho ndo produziu nenhum efeito

sobre a preparacao.
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Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese de PNV4 em gel de poliacrilamida (15%) com SDS
é apresentada na figura 6. Na pista eletroforética A foi aplicado o veneno
total de Phoneutria nigriventer e na pista B o polipeptideo PNV4.

A distancia percorrida pelos marcadores de massa molecular e
pela amostra foi calculada em centimetros e utilizada nos calculos de
regressdo linear para determinagcdo da massa molecular de PNV4, que
migrou entre B-lactogiobulina (18,4 kDa) e lisozima (14,3 kDa). Esta

posicdo corresponde a uma massa molecular de 16,9 kDa.

Andlise da composicio de aminodcidos

Os resultados da composi¢ao global de aminoacidos (tabelas 1 e
2) mostram que PNV4 possui 144 residuos de aminoacidos, tendo alta
concentracéo de acido aspartico + asparagina (Asx): 16,6%, além de 16
residuos de meia-cistina, 16 de glicina, 14 de acido glutadmico +
glutamina (GIx), 10 de valina, 9 de prolina e 8 de alanina e lisina, e
apenas 3 residuos de histidina e isoleucina e 2 de tirosina e metionina. A
presenga de 16 meia-cistina possibilta a formagdo de 8 pontes
dissulfeto.

A massa molecular calculada foi 16,75 kDa, valor préximo do
obtido por regresséo linear, 16,90 kDa, a partir dos dados da analise
eletroforética.

O método utilizado ndo permitiu a detecgdo dos residuos de

triptofano (W).
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Figura 6 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%) com SDS, da
fracdo PNV4 (pista B) em condicdes ndo redutoras, mostrando uma
Unica banda protéica que migrou entre os marcadores de massa
molecular, pB-lactoglobulina (18,4 kDa) e lisozima (14,3 kDa),
apresentando massa molecular calculada de 16,9 kDa. A posi¢cdo dos
marcadores € indicada por barras horizontais. Na pista A € apresentado

0 veneno total.
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Tabela 1 - Composi¢ao de aminoacidos de PNV4.

Aminoacido Namero de
Residuos
Asx’ 24.6 (24)d
Gix® 14.42 (14)
Ser 7.41 (7)
Gly 15.88 (16)
His 2.73 (3)
Arg 5.51 (6)
Thr 6.44 (6)
Ala 7.90 (8)
Pro 8.79 (9)
Tyr 2.13(2)
Val 9.72 (10)
Met 1.64 (2)
1/2 Cys 16.47 (16)
lle 3.04 (3)
Leu 6.62 (6)
Phe 3.58 (4)
Lys 8.12 (8)
Trpc n.d.
Total 144.42 (144)

a- O numero de residuos Asx, € a soma dos residuos de acido

aspartico com os de asparagina;

b- Glx, € a soma dos residuos de acido glutamico e glutamina.

¢- nd; ndo determinado.

d- Determinado como valor integral mais proximo.



Tabela 2- Composig¢do percentual de aminoacidos de PNV4.

Aminoacido Namero de % Massa
Residuos Residuos
Asx® 24.6 (24)d 16,67 115,11
Glxb 14.42 (14) 9,72 129,13
Ser 7.41(7) 4,86 87,09
Gly 15.88 (16) 11,11 57,07
His 2.73(3) 2,08 137,13
Arg 5.51 (6) 4,17 156,21
Thr 6.44 (6) 4,17 111,12
Ala 7.90 (8) 5,56 71,09
Pro 8.79 (9) 6,25 97,13
Tyr 2.13(2) 1,39 114,15
Val 9.72 (10) 6,94 163,13
Met 1.64 (2) 1,39 131,21
1/2 Cys 16.47 (16) 11,11 151,20
lle 3.04 (3) 2,08 113,17
Leu 6.62 (6) 417 113,17
Phe 3.58 (4) 2,78 147,19
Lys 8.12 (8) 5,56 128,19
Trpc n.d. -- --
Total 144.42 (144) 100 16,75 kDa

a- O numero de residuos Asx, € a soma dos residuos de acido
aspartico com os de asparagina;

b- Glx, € a soma dos residuos de acido glutamico e glutamina.

c- nd; ndo determinado

d- Determinado como valor integral mais préximo.
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Seqiienciamento da regiio amino terminal

O seqguenciamento da regido N-terminal de PNV4 foi realizado por
degradacdo de Edman, utilizando um sequenciador automatico, a partir
do N-terminal da molécula, em condi¢do nativa. Foram determinados os
primeiros 48 residuos da molécula.

A figura 7, com a sequéncia da regido N-terminal, mostra que
PNV4 possui residuos de triptofano (W), que ndo foram detectados na

analise de aminoacidos.

Determinacéio da estrutura secunddria

A previséo da estrutura secundaria da regido N-terminal de PNV4

€ mostrada na figura 8.

Perfil de hidrofobicidade

O perfil de hidrofobicidade para o primeiro 1/3 de PNV4 é

apresentado na figura 9.

Focalizacdo isoelétrica

A previsdo do ponto isoelétrico da regido N-terminal de PNV4,

cujo valor foi de 4,14 é mostrado na figura 10.
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AELTSCFPVGHECDGDASNCNCCGDDVYCGCGW
40

GRWNCKCKVADQSYA

Figura 7 - Sequéncia N-terminal dos 48 primeiros residuos da proteina
PNV4, na forma nativa, determinada por degradacédo de Edman, (Edman

e Begg, 1967), em sequenciador automatico.
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Figura 8 - Previsdo da estrutura secundaria da regido N-terminal da

proteina PNV4, determinada de acordo com Chou e Fasman (1978).
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Figura 9 - Perfil do indice de hidrofobicidade da sequéncia da regido
amino terminal da proteina PNV4, empregando o método de Hoop e
Woods (1983). As regides hidrofilicas estdo localizadas na partre
superior do grafico e as regiées hidrofobicas na parte inferior. Na
abcissa s&o indicadas as posi¢gbes dos residuos de aminoacidos que
constituem a molecula que tem a seguinte sequéncia. AELTSCFPVG

HECDGDASNCNCCGDDVYCGCGWGRWNCKCKVADAQ

SYA.
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Figura 10- Perfil da curva de focalizagao isoelétrica para a regido amino
terminal de PNV4. A previsdo do ponto isoelétrico indica um valor de

4,14, calculado como descrito por Skoog e Wichman (1986).
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Discussao



Apesar da grande diversidade e da alta taxa de acidentes
envolvendo aranhas, apenas 85 espécies distribuidas em 15 familias
diferentes (tabela 3) tiveram seu veneno estudado, sendo que menos de
uma duzia foi analisada profundamente (McCornik e Meinwaid, 1993). A
dificuldade de obtengdo de veneno de aranhas, seja pela pouca
quantidade produzida por muitas espécies, seja pelos metédos de coleta
utilizados, tem sido fator limitante do estudo da pegonha destes animais.
Os atuais desenvolvimentos metodolégicos de isolamento, ensaios
biolégicos e caracterizagdo bioquimica dos componentes dos venenos,
empregando quantidades a partir de picomoles, tem ajudado a reverter o
problema, permitindo novos estudos.

Phoneutria nigriventer € uma das aranhas que tiveram seu
veneno mais analisado bioquimicamente e farmacologicamente. Os
estudos com Phoneutria nigriventer comecaram na década de 20, mas
s6 em fins dos anos 60 a classificacdo sistematica da espécie foi
resolvida, pois embora o género tenha sido estabelecido por Perty em
1833, tendo como espécie tipo Phoneutria fera, sua validade foi
contestada sendo considerado sinénimo de Ctenus. S6 em 1936 o
género foi revalidado por Mello Leitdo e as espécies Ctenus fera e
Ctenus nigriventer, passaram a ser denominadas Phoneutria fera e

Phoneutria nigriventer. Contudo, Buchel (1951) estabeleceu que as

43



Tabela 3 - Espécies de aranhas que tiveram o veneno no minimo

parcialmente caracterizado (modificado de McCormick e Meinwald,

1993).

Agalenidae

Agelena opulenta
Agelenopsis aperta
Hololena curta
Tegenaria domestica

Araneidae

Agalenatea redii
Araneus diadematus
Araneus gemma
Araneus tartaricus
Argiope lobata
Argiope florida
Argiope trifasciata
Mangora acalypha
Neosocona adianta
Neosocona arasbesca
Neosona nautica
Neosocana cruciferoides
Nephila clavata
Nephila edulis
Nephila maculata
Nuctenea folium
Zygiela caspica

Ctenizidae

Aganippe berlandi
Aptostichus schlingeri
Hebestalis theveniti
Phoneutria nigriventer
Phoneutria fera
Plectreuriade
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Dipluridae

Atrax infensus
Atrax robustus
Atrax versutus

Gnaphosidae

Lampona cylindrate

Loxoscelidae

Loxosceles laeta
Loxosceles gaucho
Loxosceles reclusa-brown
recluse
Loxosceles reufipes
Loxosceles refescens

Lycossidae

Lycosa singoriensis
Lycosa erythrognatha
Lycosa tarentula
Lampona cylindrate
Sosippus californicus

Pisauridae

Dolomedes sulfureus
Dolomedes kefinokensis

Grasmmostela pulchripes



Plectereurys tristes

Segestrie florentina
Sparassidae

Isopeda immanis

Symphytognathidae

Amaurobius insignis

Theraphosidae

Acanthoscurria atrox
Acanthoscurria cratus
Acanthoscurria emelia
Acanthoscurria sp.
Acanthoscurria sp.
Aphonopelma chalcodes
Bracypelma smiithii
Dusesiella hentzi
Eurypelma californicum
Eurypelma emilia
Grasmmostela mollicona
Grasmmostela actaeon
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Harpactirella sp

Lasiodora klugii
Pamphosbeteus platyomma
Pamphosbeteus sorocabae
Pamphosbeteus tetracanthus
Pamphosbeteus cancerises
Pamphosbeteus roseus

Theridiidae

Achaearanea epidariorum
Epsinus ?
Latrodectus hasseli
Latrodectus mectans-black
window
Latrodectus pallidus
Latrodectus dahli
Steatoda bipunctata
Steatoda paykulliana
Steatoda triangulosa
Theridion varians
Theridion impressum

Sem familia conhecida

Chiranthium japonicum
Eriophora transmarina
Namea salantri

Scodra griseipes



duas espécies eram na realidade uma sé, Phoneutria fera, e os estudos
sobre biologia, veneno, clinica e tratamento, foram unificados. Poste-
riormente, Buchel (1969) concluiu que Phoneutria fera é exclusiva da
regidlo Amazdnica e Phoneutria nigriventer da regido Sudeste
(Eickstedt, 1994). Assim, estudos realizados com Phoneutria fera foram,
na verdade, feitos com Phoneutria nigriventer e sdo deste modo citados
(Barrio, 1955; Schenberg e Pereira Lima, 1978; Entwistle ef al., 1982).

Os primeiros trabalhos com veneno da aranha Phoneutria
nigriventer, envolvendo purificacdo e atividade bioldgica, foram
realizados por Barrio (1955), seguido por Diniz (1963), Schenberg e
Pereira Lima (1963,66,71 e 78). Somente em 1982 um polipeptideo puro
foi isolado e sua atividade determinada (Entwestil ef al., 1982).

Diniz et al. (1990) purificaram e sequenciaram um polipeptideo,
Tx1, de 77 residuos de aminoacidos e massa molecular de 8,1 kDa, com
atividade neurotoxica e letal para ratos, que comparado com outras
toxinas animais apresentou alta concentragdo de meia-cistina. Rezende
et al. (1991) purificaram trés fragGes com atividade neurotéxica: PhTx-1,
PhTx-2 e PhTx-3, sendo que PhTx-1 mostrou ser Tx1. Posteriormente,
PhTx-2 foi purificada por fase reversa e quatro polipeptideos, Tx2-1,Tx2-
5, Tx2-6 e Tx2-9, foram isolados conservando atividade neurotdxica em
ratos. A caracterizagéo por SDS-PAGE, composicdo de aminoacidos e

sequenciamento total, mostrou se tratar de polipeptideos distintos com
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massa molecular entre 3,7 e 5,9 kDa e ricos em meia-cistina (Cordeiro et
al., 1992). Repurificados por fase reversa e troca ibnica, seis fragbes,
Tx3-1, Tx3-2, Tx3-3, Tx3-4, Tx3-5 e Tx3-6, foram obtidas de PhTx3, que
também apresentaram atividade neurotdxica em ratos. Caracterizados
bioguimicamente, estes polipeptideos apresentaram massa molecular
entre 3,5 e 8,5 kDa e sequéncia total ou N-terminal diferente de outros ja
registrados na literatura.

Mais recentemente, Sverzut (1994) pesquisou o efeito da fracdo
PhTx-1 e PhTx-2 (Rezende et al., 1991) sobre a fisiologia e morfologia
dos nervos frénico-periféricos e musculo esquelético de camundongos, in
vitro. O estudo morfolégico da acdo da fragdo PhTx-1 mostrou
vacualizagdo das fibras musculares e desorganizacdo das miofibrilas,
demonstrando atividade miotoxica. Ja a analise eletrofisiolégica revelou
auséncia de alteragées nos potenciais de repouso e de placa terminal
em miniatura, indicando que esta fragdo ndo é responsavel pela ativagao
dos canais de sodio. Por outro lado, PhTx2 ativa os canais de sédio
voltagem-dependente, promovendo aumento da pressdo osmoética e
influxo de liquido intersticial nas preparagbes nervo-musculares,
produzindo desorganizagdo dos neurofilamentos, microtubulos,
axoplasma e alterac6es mitocondriais.

Antunes et al.(1990; 1993a) demonstraram que o veneno de

Phoneutria nigriventer, possui atividade espasmogénica em tecido
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vascular de coelho. Em 1993 foi isolado por filtracdo em gel,
cromatografia de troca ibnica e recromatografia por fase reversa, um
novo polipeptideo, PNV1, com atividade espasmogénica em musculo liso
vascular. A composicdo global de aminoacidos mostrou que PNV1
possui 125 residuos de aminoacidos e massa molecular de 13,9 kDa,
com alta concentracdo de Axs + Glx (20%) e duas pontes dissulfeto
(Marangoni, S. et al. 1993 ).

Bento ef al. (1993) utilizando cromatografia por filtracdo em gel e
fase reversa em HPLC, purificaram um peptideo do veneno de
Phoneutria nigriventer, com atividade espasmogénica em musculatura
vascular. A andlise da caracterizacdo bioquimica e estudos de
homologia sequencial, para os vinte primeiros residuos da seqiéncia N-
terminal indicaram que PNV2 era um novo polipeptideo, com 102
residuos de aminoacidos, massa molecular calculada de 12,114 kDa,
sendo rico em lisina (14%) e Gix (11%), sem histidina € com quatro
pontes dissulfeto.

O aumento da permeabilidade vascular em pele de rato e coelho
demonstrado por Antunes ef al. (1992) é devido a producéo local de
cinina pela ativacdo do sistema tissular de calicreina-cininogénio-cinina
(Antunes et al., 1993b; Marangoni, R. ef al., 1993). Bento ef al. (1995)
isolaram um polipeptideo, PNV3, responsavel pelo aumento da

permeabildade vascular em pele de coelho. A composicdo de

48



aminodacidos revelou que PNV3 possui 132 residuos, massa molecular
calculada de 14,4 kDa, seis pontes dissulfeto, alta concentragdo de
glicina (20%) e apenas uma histidina e uma metionina. Quando
comparado com outras proteinas isoladas do veneno de Phoneutria
nigriventer, PNV3, apresentou similaridade de 60% com Tx2-1 e Tx2-5 e
de 70% com Tx2-6.

Lopes-Martins et al. (1994) verificaram que o veneno dialisado de
Phoneutria nigriventer ativa o sistema de calicreina tissular em corpo
cavernoso de coelho, levando a formacao local de cininas e posterior
liberagdo de O6xido nitrico, causando o relaxamento deste tecido, um
efeito que provavelmente reflete no priapismo observado no
envenenamento.

Neste trabalho, desenvolvemos uma metodologia de purificagéo
por cromatografia liquida de alta pressdo de fase reversa, contraria a
metodologia usualmente citada na literatura sobre a purificagcdo do
veneno de Phoneutria nigriventer, que envolve uma etapa inicial de
fitracdo em gel, seguida de sucessivas repurificagbes, com a
necessidade de dessalificacdo. Este grande numero de fases de
purificagdes resultam num maior gasto de veneno.

O plipeptideo puro, isolado por Entwistle et al. (1982) exigiu
quatro etapas de purificagao: filtragdo em gel, cromatografia de excluséo

molecular, cromatografia de troca catibnica, cromatografia de troca
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aniénica e uma ultima fase de dessalificacéo por fitragdo em gel. Diniz et
al. (1990) adotaram, primeiramente no isolamento de Tx1, filtracdo em
gel, seguida de cromatografia de fase reversa e repurificagdo por fase
reversa. Cordeiro et al. (1992) realizaram seis passos de purificagao
para isolar os polipeptideos Tx2-1, Tx2-5, Tx2-6 e Tx2-9. Foram duas
purificacdes por filtracdo em gel, seguidas de quatro etapas de
cromatografia de troca ibnica. O isolamento dos polipeptideos Tx3-1,
Tx3-2, Tx3-3,Tx34,Tx3-5 e Tx3-6, exigiu de Cordeiro et al. (1993), a
partir de 120 mg de veneno bruto, duas purificagdes por filtragdo em gel,
cinco cromatografias sucessivas de fase reversa, uma purificacdo por
troca ibnica e um processo de dessalificacdo por fase reversa.
Marangoni et al. (1993), Bento et al. (1993, 1995), utilizando 900 mg de
veneno, purificaram os polipeptideos PNV1, PNV2 e PNV3,
respectivamente, seguindo uma metodologia de filtragdo em gel,
cromatografia de troca catibnica, dessalificagdo por fitracdo em gel e
duas etapas de cromatografia de fase reversa. Figueiredo ef al.(1995),
partindo de 227 mg de veneno, realizaram duas purificagdes por filtragdo
em gel, duas etapas de cromatografia de fase reversa, seguida de
dessalificagdo por fase reversa, até obter o polipeptideo Tx4 (6-1).

A estratégia de purificagdo aqui adotada, resultou na eliminagéo
de fases comumentes empregadas no isolamento de componentes

protéicos dos venenos animais, representando uma importante
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simplificacdo metodologica, ja que com apenas uma etapa de
cromatografia foi obtido um polipeptideo puro. Deste modo houve n&o sé
uma racionalizagcdo no gasto de veneno, como uma maior obtencéo de
material biologicamente ativo, pois redugdo dos processos de separagao
significou a consequente eliminacao das liofilizagbes necessarias, ja que
apos cada fracionamento o material precisa ser liofilizado.

Para a obtencdo do polipeptideo aqui apresentado, 10 mg de
veneno de Phoneutria nigriventer foi dialisado por 24 horas contra
solucdo de acido trifluoroacético 0,1%, utilizando membrana de dialise
com porosidade seletiva de 12 kDa, visando eliminar da sua composi¢éo
aminodécidos livres, peptideos de baixo peso, além de aminas biogénicas
como serotonina e histamina que poderiam influir nos resultados dos
testes farmacolégicos. Apds didlise, 0 veneno da aranha armadeira
Phoneutria nigriventer foi clarificado por centrifugagéo e purificado
diretamente por cromatografia liquida de alta pressdo em coluna de fase
reversa, C18/uBondapak, equilibrada previamente com TFA 0,1%
(solvente A), sob um gradiente linear 0 a 100% de uma solugédo de
acetonitrilo 66% em TFA 0,1%, pH 2,5 (solvente B), utilizando um fluxo
de 2 ml por minuto, sendo as fragées monitoradas a 220 nm.

O material obtido do fracionamento foi aplicado em testes
farmacolégicos, sendo que as fragdes A e B, eluidas em 45% e 55% do

solvente B, respectivamente, apresentaram atividade de relaxamento em
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corpo cavernoso de coelho. A fracdo A foi escolhida para caracterizagéo
bioquimica e farmacolégica, por apresentar resultados positivos em
outros ensaios biolégicos realizados paralelamente aos descritos neste
trabalho e ser obtida em maior quantidade.

A fragcdo A foi submetida a repurificagdo em coluna
C18/uBondapaK analitca, resultando em um s6 pico, denominado PNV4,
que conservou atividade bioldégica de relaxamento de musculatura
cavernosa. A fracdo PNV4 foi caracterizada por analise eletroforética,
composicéo global de aminoacidos e sequenciamento da regiao N-
terminal. Estes resultados, da natureza bioquimica do polipeptideo,
associado aos dados da atividade bioldgica, permitiram a caracterizagdo
bioquimica e farmacolégica do polipeptideo PNV4.

A analise eletroforética de PNV4 por gel de poliacrilamida com
SDS, em condi¢cdes nativas e redutoras, mostrou apenas uma banda
protéica, confirmando a pureza do material, ja atestada quando da
repurificagéo, indicando que PNV4 é um polipeptideo de cadeia Unica,
tendo migrado entre B-lactoglobulina (18,4 kDa) e lisozima (14,3 kDa),
usados como marcadores de massa molecular. Esta posicao
corresponde a uma massa molecular de 16,9 kDa, valor calculado por
regressao linear, ficando proximo da massa molecular de outras
proteinas ja isoladas do veneno de Phoneutria nigriventer como PNV1

com 13,9 kDa (Marangoni ef al., 1993), PNV2 com 12,1 kDa e PNV3 com
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14,5 kDa (Bento ef al, 1993, 1995), mas é bem maior que
Tx1 ( Diniz et al., 1990), Tx2-5 (Cordeiro et al., 1992), Tx3-2 (Cordeiro et
al., 1992), com massa molecular de 82 kDa, 51 kDa e 3,2 kDa,
respectivamente.

Os dados da composi¢do global de aminoacidos mostram que
PNV4 possui 144 residuos, com massa molecular calculada de 16,75
kDa, tendo como aminoacidos mais freqlentes: 16 residuos de meia-
cistina e de glicina, 10 de valina, 9 de prolina e 8 de alanina e lisina,
além de alta concentracdo de Asx + Glx (24,6%). Os residuos de alanina
e glicina também estdo entre os mais freqientes em outros polipeptideos
isolados de Phoneutria nigriventer e com massa molecular superior a
12 kDa. Assim, PNV1, PNV2 e PNV3, apresentam 9, 10 e 17 residuos de
glicina e 10, 11 e 10 residuos de alanina, respectivamente. Observa-se
também, alta concentracdo de Asx + Gix: PNV1, 29%, PNV2, 18% e
PNV3, 26%.

Dos aminoacidos menos freqlentes, PNV4 possui 2 residuos de
tirosina e metionina e 3 de histidina e isoleucina. O baixo numero de
histidina e metionina & caracteristico de outras proteinas isoladas de
Phoneutria nigriventer. Tx2-5, Tx2-6, Tx2-9 (Cordeiro et al., 1992), Tx3-
4, Tx3-5 (Cordeiro et al., 1993) e Tx4 (6-1) (Figueiredo ef al., 1995) , nao
apresentam nenhum residuo de histidina e metionina. Enquanto Tx1

(Diniz et al., 1990), Tx2-1 (Cordeiro et al., 1992), Tx3-3 e Tx3-6 (Cordeiro
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et al., 1993) tém um soé residuo de histidina e nenhum de metionina, ao
contrario de Tx3-1 e Tx3-2 (Cordeiro et al., 1992) que nido possuem
residuos de histidina e apenas um de metionina.

Nos polipeptideos, PNV1(Marangoni, S. et al, 1993), PNV2
(Bento et al., 1993) e PNV3 (Bento et al, 1995), também s&o
encontrados baixos numeros de histidina e metionina. Em PNV3 e PNV2
estdo presentes um e dois residuos de histidina e trés e um de
metionina, respectivamente. Ja PNV1, ndo possui histidina e apresenta
trés residuos de metionina.

A alta concentragéo de cisteina, 11,1%, observada em PNV4 é
caracteristica de outros polipeptideos de Phoneutria nigriventer como
Tx1, Tx2-1 e Tx2-6, que apresentam, 18,2%, 18,9%, e 20% de residuos
de meia-cistina, respectivamente. Os 16 residuos de meia-cistina,
encontrados em PNV4, indicam a presenga de 8 pontes dissulfeto,
enquanto Tx1 (Diniz et al,, 1991) com 14 meia-cistina, forma 7 pontes
dissulfeto e PNV3 (Bento ef al., 1995) com 12 residuos de meia-cistina,
tem provaveis 6 pontes dissulfeto. A riqueza de dissulfeto de PNV4 e de
outros peptideos isolados de Phoneutria nigriventer tem reflexos nao
s6 na estrutura, mas também no funcionamento destas proteinas.
Resultados obtidos por Adams (1990), mostram perda da atividade
bioldégica de w-agatoxina IA, apds quebra das pontes dissulfeto, por

reducido com B-mercaptoetanol.
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A sequiéncia da regido N-terminal de PNV4, determinada para os
primeiros 48 residuos foi AELTSCFPVGHECDGDASNCNC
CGDDVYCGCGWGRWNCKCKVADQSY A (figura 7).
Estes dados permitiram prever a estrutura secundaria parcial de PNV4
(figura 8), segundo método descrito por Chou e Fasmam (1978), bem
como o indice de hidrofobicidade para o primeiro tergo da molécula,
empregando o método de Kyte e Doolitle (1982) e a previsdo do ponto
isoelétrico, cujo valor foi calculado como descrito por Skoog e Wichman
(1986). A figura 9 mostra que PNV4 apresenta maior nimero de regides
hidrofilicas. A focalizagdo isoelétrica dos primeiros 48 residuos de
aminoacidos aponta para um carater acido da proteina PNV4, cujo valor
do ponto isoelétrico foi de 4,14 (figura 10).

Estudos de homologia sequencial entre PNV4 e 13 outros
polipeptideos obtidos do veneno de Phoneutria nigriventer (figura 11),
dentre os quais PNV1 (Marangoni ef al., 1992) e PNV2 (Bento ef al.,
1993) e as neurotoxinas Tx1 (Diniz et al., 1990), Tx2-1 (Codeiro et al.,
1992) e Tx3-1 (Codeiro et al., 1993), permitem concluir que PNV4, cuja
massa molecular é de 16,9 kDa, apresenta uma regido N-terminal
homéloga a Tx1, toxina isolada por Diniz et al. (1990), mas com massa
molecular de 8,1 kDa, valor correspondente & metade da calculada para
PNV4, a partir da analise da eletroforese em gel de poliacrilamida e da

composi¢cio de aminoacidos.
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Enquanto a atividade destacada de PNV4 é a indugdo do
relaxamento de corpo cavernoso de coelho, que sabidamente € um dos
principais fatores para efetivagdo da ereg¢&o, que quando demorada e
dolorosa se constitui no priapismo, importante sintoma indicador da
picada por Phoneutria nigriventer. Contudo, este sinal clinico ndo foi
observado quando Tx1 foi injetada intracerebroventricularmente em ratos
(Rezende et al., 1991), que é descrita como neurotéxica e letal para
ratos (Diniz et al., 1990).

Os estudos de homologia sequéncial apontam para a
possibilidade de PNV4 e TX1, resultarem de processamento diferencial
do RNA mensageiro de um mesmo gene.

E sabido que a maioria dos genes dos eucariontes s&o
descontinuos, sendo constituidos por regides codificadoras, os exons,
intercalados por regides ndo codificadoras, os introns. A transcricdo se
processa produzindo um transcrito primario, incluindo introns e exons,
que é posteriormente processado resultando no RNA mensageiro
maduro. A possibilidade de se produzir RNAs mensageiros de diferentes
tamanhos, permite a sintese de proteinas distintas a partir de um mesmo
gene.

Um processamento diferencial de RNA mensageiro explicaria ndo

s6 a sintese de proteinas como PNV4 e Tx1, mas pode ter sido uma

56



PNV4
PNV3
PNV?2
PNV1
TX1

TX2~

TX2-
TX2-
TX2-
TX3-
TX3-
TX3-
TX3-
TX3~-
TX3~

AELTSCFPVGHECDGDASNCNCCGDDVYCGCGWG-R. . .

AVFAIQDQPC. ...
LAKRADICQP-————=—— GKTSQRACET. ...
EAFPGQOST. ...
AELTSCFPVGHECDGDASNCNCCGDDVYCGCGWG-R. . ..
1 ATCAGQDKPCKE~~--TCDCCGERGECVCA-L-S. ..
5 ATCAGQDQTCKV---TCDCCGERGECVCG-G-P. ...
6 ATCAGQODQPCKE-~--TCDCCGERGECVCG-G-P. ..
9 SFCIP-FKPCKS-~--DENCC-KKFKCKTTGI. ..
1 AECAAYYERCGK~--GYKRCCEERP-CKCNIVMD...
2 ACAGLYKKCGK-~-GASPCCEDRP-CKCDLAMG. . .
3 GCANAYKSCNG---PHTCC--WGYNGYKKA. . ..
4 SCINVGDFCDGKKDCCQCDRDNAFCSCSVIFG. .
5 GCIGRNESCKF--DRHGCCWPWS-CSCWNK. . ..
6 ACIPRGEICTD---DCECCGCDNQCYCPPG-5

Figura 11- Homologia sequéncial da de regido amino terminal de PNV4
com outros 13 polipeptideos isolados do veneno de Phoneutria
nigriventer. O alinhamento da estrutura primaria foi realizada de acordo
com os residuos de meia-cistina. Os "gaps" foram introduzidos para
maximizar o grau de homologia. PNV3 (Bento ef al., 1995), PNV2 (Bento
et al., 1993), PNV1 (Marangoni et al., 1993), Tx1 (Diniz et al., 1990),
Tx2-1, Tx2-5, Tx2-6, Tx2-9 (Cordeiro et al., 1992), Tx3-1, Tx3-2, Tx3-3,
Tx3-4, Tx3-5, Tx3-6 (Cordeiro et al., 1993)
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importante estratégia evolutiva que permitiria compeender a diversidade
das toxinas animais. Se este processo esta relacionado com a presenca
de PNV4 no veneno de Phoneutria nigriventer nio temos elementos
suficientes para afirmar. Entretanto, a ocorréncia de processamento pos
sintese de proteinas de veneno de aranhas é relatado para a toxina o-
aga |IA de Agelenopsis aperta (Santos et al.,, 1992) e para a toxina Tx1
de Phoneutria nigriventer (Diniz et al., 1993). Estas proteinas séo
sintetizadas na forma de pré-protoxina e maturadas geneticamente pela
clivagem de dominios da molécula.

O precursor de Tx1 é formado por 112 aminoacidos, distribuidos
em 4 regides distintas: a por¢do N-terminal (seqiéncia sinal); um
segmento rico em acido glutédmico; a sequéncia corresponde a proteina
madura e um segmento com 2 residuos de glicina (Diniz ef al., 1993). As
duas primeiras regibes e a ultima sdo removidas do precursor por
clivagem enzimatica liberando a proteina funcional com 77 aminoacidos.
O processamento de n-aga IA é mais complexo, ja que se trata de uma
proteina heterodimérica. A pré-protoxina que origina o-aga A é
composta por 112 aminoacidos, distribuidos em 5 segmentos continuos:
a regido N-terminal (sequéncia sinal); um segmento rico em acido
glutamico; a cadeia polipeptidica maior, que forma a proteina funcional;
uma pequena regido rica em acido glutadmico e a cadeia menor da toxina

madura. A por¢cdo N-terminal e as regifes ricas em acido glutdmico séo
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excisadas enzimaticamente, liberando as 2 cadeias peptidicas, que ficam
ligadas por pontes dissulfeto, resultando na toxina ativa (Santos et al.,
1992).

Os resultados dos testes farmacolégicos indicam que o
polipeptideo apresentado neste trabalho, PNV4, promove o relaxamento
da musculatura lisa cavernosa de coelhos pela ativagdo do sistema de
calicreina tecidual que leva a formagéo local de cininas e consequente
liberacdo de EDRF (6xido nitrico), tido como o principal mediador da
erecao peniana (Myers et al., 1990).

O envolvimento do sistema de calicreina-cinina tissular no
relaxamento do corpo cavernoso de coelho é baseado no fato dos
inibidores de calicreina tissular e EDRF abolirem o relaxamento da
musculatura lisa cavernosa de coelho. O inibidor de protease, aprotinina,
conhecido supressor da sintese de bradicinina, inibiu o relaxamento
induzido por PNV4 e pela calicreina tissular de pancreas de porco. O
antagonista de receptores de bradicinina B2, HOE-140, aboliu os efeitos
relaxantes de PNV4 e de bradicinina. Do mesmo modo, o inibidor
especifico para calicreina tissular, KIZD-06, bloqueou os relaxamentos
produzidos por PNV4 e pela calicreina tissular de urina de coelho. Além
disso, as calicreinas plasmaticas ndo tiveram nenhum efeito relaxante

sobre as preparagdes de corpo cavernoso.
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As calicreinas tissulares s&o sintetizadas na forma inativa de pro-
enzima, sendo necessario a remocdo de um fragmento de 24
aminoacidos (Fukushima et al., 1985), para se tornarem ativas. Assim,
PNV4, pode se constituir em um ativador de pré-calicreina in vivo, ao
contrario de outros ativadores de calicreinas conhecidos, como tripsina,
termolisina e arginina esterase, que s6 agem in vitro (Lopes-Martins et
al., 1994). Outra altermativa seria considerar PNV4 um tipo de calicreina
tissular, embora estas tenham massa molecular de 24 kDa a 45 KDa
(Bhoola et al., 1992), superior a massa molecular de PNV4 em torno de
17 kDa. Contudo, ndo ha registro da existéncia de calicreinas em
venenos de aranhas.

A purificag@o e caracterizagdo bioquimica de um polipeptideo com
capacidade de relaxar a musculatura lisa cavernosa, se constitui em uma
ferramenta biolégica util na compreens@o dos mecanismos da erecéo
peniana e seus estados patolégicos, dos quais o priapismo € apenas um

deles.
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