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RESUMO

As aranhas do género Phoneutria (Aranae, Ctenidae) sdo comumente
conhecidas como "aranha armadeira" ou "aranha da banana", devido a posi¢ao de
ataque/defesa que elas assumem contra uma presa/competidor e devido sua alta
incidéncia nas plantagdes de bananas. Estas aranhas s&o solitarias, errantes (n&o
constroem teias), muito agressivas e responsaveis por muitos casos graves de
acidentes por envenenamento e de morte registrados. Estas aranhas s&o
amplamente distribuidas nas regibes temperadas da América do Sul, com varias
espécies ja descritas. A espécie Phoneutria nigriventer € mais comum nas regides
centroeste e sudeste do Brasil. Um grande numero de neurotoxinas tem sido
purificado de venenos de aranhas do género Phoneutria. No entanto, as
neurotoxinas ndo — protéicas de baixa massa molecular precisam ser isoladas e
caracterizadas estrutural e funcionalmente. Essas toxinas sdo de potencial interesse
na neuroquimica como ferramentas para investigacbes do sistema nervoso. O
objetivo do presente estudo foi a caracterizagdo estrutural e funcional da
"Nigriventrina”, uma nova neurotoxina n&o-protéica de baixa massa molecular,
isolada da fragdo hidrofilica do veneno da aranha Phoneutria nigriventer por (RP-
HPLC) sob gradiente de acetonitrila. A elucidacdo estrutural foi realizada com
HRESIMS, ESI-MS, ESI-MS/MS e espectroscopia de Ressonadncia Magnética
Nuclear 1D e 2D. A toxina apresentou massa molecular de 422Da (C12H14N4O13) e
foi caracterizada como hidrazil-dioxopiperidina. A caracterizagdo biolégica foi
realizada pela aplicacdo icv da Nigriventrina em cérebro de rato, seguido pelo
acompanhamento da expressdo da proteina Fos e dupla marcacgéao
imunoistoquimica. Todos os neurbnios duplamente marcados foram associados ao
receptor ionotrépico de glutamato NMDA (N-metil-D-aspartato), subtipo NMDA-NR1.
A Nigriventrina apresentou afinidade principalmente por regides corticais, que estéo
ligadas a percepcao e ao controle dos musculos voluntarios dos animais. Estudos
eletrofisiol6gicos foram realizados em preparagdes hipocampais de cérebro de ratos

regiao CA1. Os resultados sugerem que a Nigriventrina € um potente bloqueador



dos receptores NMDA-R1 e pode, portanto, servir como um instrumento para
investigacdes nas areas da neuroquimica e como modelo para o desenvolvimento

de novas drogas para o tratamento de doengas neurodegenerativas.

Palavras — chave: Phoneutria nigriventer. Veneno de aranhas. Toxinas de baixa

massa molecular. Neuroquimica.



ABSTRACT

The spiders of the genus Phoneutria (Aranae, Ctenidae) are commonly known
as “armed spider” or “banana spider”, because of the attack—defense position that
they assume against a prey/competitor and their high incidence in banana
plantations. These spiders are solitary, wandering (no web), very aggressive,
responsible for many cases of severe envenomation and recorded mortality. These
spiders are widely distributed in the warm regions of South America, and several
species have been described. The Phoneutria nigriventer are the most common in
central and south-eastern regions of Brazil. A large number of neurotoxins have been
purified from the venoms of Phoneutria spiders. However, the non-proteic low
molecular mass neurotoxins must be isolated and structural and functionally
characterized. These toxins have an interesting potential in neurochemistry as tools
for investigations of nervous system. The objective of the present study was the
structural and functional characterization of “Nigriventrine”, a novel non-proteic low
molecular mass neurotoxin, isolated from the hydrophilic fraction of Phoneutria
nigriventer spider venom by (RP-HPLC) under gradient of acetonitrile. The structural
elucidation was carried out with HRESIMS, ESI-MS, ESI-MS/MS and Nuclear
Magnetic Resonance 1D and 2D spectroscopy. The toxin presented molecular mass
of 422Da (C12H14N4O13) and was characterized as hydroxyl-hydrazyl-dioxopiperidine.
The biological characterization was performed by the i.c.v application of nigriventrine
in rat brain, followed by the monitoring of the expression of Fos protein and double-
labeling immunohistochemistry. All doubly labeled neurons were associated to N-
methyl-D- aspartate/subtype of ionotropic glutamate receptor (NMDA-NR1). The
nigriventrine presented affinity mainly to cortical regions, which are linked to
perceptions and the voluntary muscles control of the animals. Electrophysiological
studies were performed in hippocampal preparations of brain of rats region CA1. The

results suggest that the Nigriventrina is a potent blocker of receptors NMDA-R1 and



may thus serve as an instrument for neurochemistry investigations and as a model

for the development of new drugs for the treatment of neurodegenerative diseases.

Key words: Phoneutria nigriventer. Spider venoms. Low molecular mass toxins.

Neurochemistry.
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1- INTRODUCAO

Ao longo dos séculos, os produtos naturais tém servido como uma importante
fonte de drogas para tratar e/ou prevenir doencas. S&o compostos organicos
oriundos dos mais diversos organismos terrestres e aquaticos (plantas,
microorganismos, animais vertebrados e invertebrados...), que vem sendo
explorados e investigados devido a vasta diversidade de suas estruturas quimicas e
por se tratarem de compostos biologicamente ativos, que podem servir como
modelos para novos medicamentos, satisfazendo as novas necessidades
terapéuticas. Muitos avangos nesses estudos tém sido alcangados, devido ao
desenvolvimento de novas técnicas sensiveis utilizadas para isolar, purificar e
caracterizar esses componentes ativos. Além disso, abre-se a oportunidade para a
investigacéao interdisciplinar, onde varias areas como a quimica, a biologia molecular
e celular, a bioquimica e a farmacologia entre outras, contribuem para se explorar a
grande diversidade de estruturas quimicas e atividades bioldégicas desses produtos
naturais (CHIN et al., 2006; CLARK, 1996).

Uma mudanca nos padrbées de muitas doencas, principalmente entre as
nag¢des industrializadas, requer novas drogas mais eficientes, com menores efeitos
colaterais e custos mais baixos, para torna-las acessiveis a grande maioria da
populagdo mundial. Em varios paises do mundo estdo sendo criados programas de
bioprospecgéo para a exploracao sustentavel da biodiversidade, integrando institutos
de pesquisa, instituicbes académicas, governamentais e industriais, para a pesquisa
e desenvolvimento de novos farmacos, visando a melhoria da saude humana
(PALMA et AL., 2001).
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1.1- Toxinas de Origem Animal

O interesse por animais pegonhentos foi registrado por diversas civilizagbes
antigas, que trataram de aspectos zooldgicos, toxicoldégicos e terapéuticos, a
exemplo dos romanos; ou que tiveram estes animais como objeto de veneracéo,
como 0s egipcios, que cultuavam escorpides; e os etruscos e provavelmente os
povos pré-colombianos, que consideravam as aranhas sagradas (SILVA et al.,
2005). Sao inumeras e variadas as reagbes que os humanos sentem em relacdo a
estes animais como fascinio, cautela e até mesmo terror. Assim, estes animais tém
um lugar reservado na mitologia de muitas culturas ao redor do mundo bem como na
cultura popular (RASH; HODGSON, 2002).

Nas ultimas décadas tem sido crescente o interesse pelo estudo de varias
espécies de organismos pegonhentos pela grande variedade de toxinas organicas
encontradas em seus venenos. Essas toxinas servem como fontes de ferramentas
basicas para as mais diversas aplicagdes: estudo dos sistemas fisiolégicos como o
sistema nervoso central e periférico, sistema cardiovascular, sistema hormonal,
sistema complemento e sistema imune, mecanismos de dor, processos alérgicos, de
coagulagdo sanguinea e homeostase; como também no desenvolvimento de novos
farmacos e tratamentos alternativos nos casos de envenenamento (MENEZ et al.,
2006).

Apenas os organismos que possuem dispositivos para injecao / inoculagao de
seus venenos podem ser caracterizados como pec¢onhentos. A evolucao desses
aparelhos inoculadores (espinhos, dentes, ferrbes, esporas ou arpbes) como um
meio de predacao ou defesa é uma extraordinaria e notavel evolugéo bioloégica. Este
fendbmeno bioldgico é efetivamente limitado a certos grupos de animais. Entre os
invertebrados podemos incluir os Cnidarios (anémonas do mar, medusas e corais),
algumas familias de moluscos (principalmente Conidae) e os artrépodes
(centopéias, escorpibes, pseudo-escorpibes, carrapatos, aranhas e himendpteros
tais como vespas, abelhas e formigas). Entre os vertebrados, apenas alguns répteis
(cobras e lagartos) e peixes que possuem glandulas de veneno. Embora diversas
classes de moléculas organicas tenham sido descritas a partir dos venenos destes
grupos de animais, como alcaldides e acilpoliaminas, os peptideos e as proteinas
permanecem como 0s principais constituintes. Os venenos dos caracéis marinhos e

artrbpodes como aranhas, escorpides e alguns insetos, parecem ter em sua
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composi¢do a maioria em peptideos, enquanto as serpentes produzem venenos
ricos em proteinas, porém, estudos revelam que os venenos compreendem varias
centenas de componentes; um resultado que ainda aumenta seu potencial como
fonte de novas drogas. (ESCOUBAS et al., 2008).
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1.2- Artrépodes

Os Artropodes, constituem o grupo de animais mais humerosos do planeta,
nele estdo incluidos os insetos, aracnideos, crustaceos, diplépodes, entre outros.
Estudos indicam que este grupo representa cerca de oitenta por cento de todo o
reino animal, o que faz dos artrépodes o grupo mais rico em espécies, diversidade
de formas, tamanhos, cores e novas moléculas em todo o planeta.

O sucesso dos Artropodes em colonizar a terra € atribuido a extraordinaria
versatilidade quimica destes animais. Eles produzem substancias para as mais
diversas propostas: venenos para paralisar e/ou matar suas pressas, repelentes e
irritantes para afastar seus inimigos, feroméOnios para comunicagdo social e
reproducgao, entre outras fungdes. As glandulas responsaveis pela produgédo destas
substancias sdo geralmente integumentais, tendo se derivado de regibes
especializadas da epiderme (MEINWALD; EISNER, 1995).

Uma grande quantidade de produtos naturais é produzida e secretada pelos
Artropodes nas mais diversas situagdes. Temos o exemplo do sistema defensivo do
pseudo-escorpido Mastigoproctus giganteus, que esguicha uma mistura de acido
acético e acido caprilico contra seus inimigos, onde a fung¢ao do acido caprilico é de
agente lipofilico, sobre a epicuticula (recoberta de lipideos) do inseto-agressor,
facilitando o transporte do acido acético através do escudo de defesa de seu
agressor, e causando sua morte (EISNER et al., 1961). Uma estratégia simples, que
tem permitido ao pseudo-escorpido sobreviver por 400 milhdes de anos; e muitos
Artropodes, que utilizam outros tipos de quimicas defensivas, também se utilizam
desta mesma estratégia para render seus agressores (ATTYGALLE et al., 1993).

Enquanto as secre¢des defensivas dos ArtrOpodes se baseiam em
compostos de estruturas quimicas bem caracterizadas, tais como acidos alifaticos,
aldeidos, fendis e quinonas, ha muitos casos em que os compostos apresentam
estruturas quimicas complexas, como por exemplo, no caso dos besouros Dyticidae,
Abedus herbeti, que produzem uma mistura de pregnanos entre os quais a
desoxicorticosterona € o principal componente da mistura defensiva (LOKENSGARD
et al., 1993).

Os alcaléides sao considerados um dos tipos de compostos mais
interessantes do sistema defensivo dos artropodes, sob o aspecto da diversidade

estrutural. Ao contrario do que se acreditava que estes compostos se originavam
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somente em fun¢do do metabolismo secundario das plantas tornou-se claro a cerca
de algumas décadas, que os Artrépodes sdo tanto prolificos, como também
quimicos inovativos de alcaldides. Como exemplo, o milipide Polyzonium rosalbum
libera o odor canforaceo de terra, em funcdo da secrecdo do isoprendide
espirociclico imina polizonimina (SMOLANOFF et al.,, 1975). A biosintese desta
imina e seu congénero, nitropolizonamina (MEINWALD et al., 1975), pode ser outra
area de desafio para futura exploracdo quimica. O alcalbide chilocorine isolado do
besouro Coccinelidae, Chiloccorus cacti, foi elucidado como sendo uma acetogenina
que foi elaborada a partir de uma cadeia linear de 13 atomos de carbonos,
agrupados em certos pontos por trés ligagbes convergentes para um atomo de
nitrogénio trivalente (McCORMICK et al., 1994).

O grande interesse por diversas areas cientificas no estudo das novas
moléculas oferecidas pelos Artrépodes se deve as notaveis propriedades que
possuem tais como: alta eficiéncia, baixa probabilidade de resisténcia microbiana,

toxicidade limitada e baixa imunogenicidade para o homem (PALMA et al., 2001).
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1.3- Aranhas

Pertencentes ao filo Arthropoda, as aranhas (ordem: Araneida) ocupam
grande parte dos nichos ecolbgicos do planeta, revelando uma enorme plasticidade
adaptativa, que se reflete na diversidade quimica de suas toxinas. Geralmente as
estruturas e modos de agao das toxinas de venenos de aranhas, estdo em estreito
relacionamento com sua biologia, modo de caga e sele¢cdo de presas. As aranhas
estao distribuidas por todo nosso planeta, tendo conquistado todos os ambientes
naturais, com excec¢ao do ar e mar aberto (FOELIX, 1996) e formam o maior grupo
taxondbmico de organismos com habito alimentar exclusivamente carnivoro
(CODDINGTON; LEVI, 1991).

A ordem Araneida apresenta cerca de 40 mil espécies descritas (GRISHIN,
1999), embora muitos especialistas estimem que este numero seja bem maior,
ultrapassando 100.000 (SCHVARTSMAN,1992). Das espécies descritas, estima-se
que menos de 100 sejam potencialmente perigosas ao homem. Na maioria das
vezes elas assustam, embora poucas sejam capazes de trazer prejuizos ao homem
e sao extremamente importantes para o equilibrio da natureza (BARBARO et. al.,
1995; RUPPERT; BARNES, 1996).

As aranhas apresentam o corpo dividido em dois segmentos, o cefalotérax
(unido entre cabeca e térax) e o abdémen. No cefalotérax articulam-se quatro pares
de pernas, um par de pedipalpos € um par de queliceras onde se localizam os
ferrdes utilizados para inoculagdo do veneno (RUPPERT; BARNES, 1996).

Ha dois grupos principais de aranhas: o Ortognatha ou Migalomorfa cujas
queliceras se projetam a frente partindo do cefalotérax enquanto as presas se
posicionam para baixo e existe também o grupo Labidognatha ou Araneomorfa, no
qual os representantes possuem as queliceras posicionadas verticalmente e que
conjuntamente com as presas se movem lateralmente como pingas. Sdo animais
carnivoros, alimentando-se principalmente de insetos e outros artropodes, como
também de espécies maiores como ras, lagartos, serpentes, pequenas aves e
roedores, utilizando-se do seu veneno para captura das presas (RASH; HODGSON,
2002).

Dependendo do tipo de ecossistema em que a aranha se encontra, ela ajusta
seu comportamento de captura de presas para otimizar a obtengdo de alimento. De

acordo com o habito alimentar e estratégia de caga, as aranhas podem ser dividas
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em dois grupos: a) as aranhas construtoras de teias aéreas, que séo aquelas que
vivem apoiadas sobre suas teias, as quais sdo o instrumento fundamental para
retencdo e captura de presas; e b) as aranhas errantes, que podem ocupar os mais
variados ambientes desde a superficie de uma planta até meios aquaticos, podendo
habitar os locais mais indspitos da terra, apresentando grande adaptacgao
comportamental para cacar os mais variados tipos de presas (FOELIX, 1996).

Das espécies de aranhas ja descritas, apenas um pequeno numero foi
investigado quanto a composicao e as propriedades dos venenos. Os mesmos sao
constituidos de sais e ions inorganicos como Ca**, Na*, K*, Mg®* e CI, acidos livres
(citrico, lactico, diidrofenilacético), glicose, aminoacidos livres, aminas biogénicas
(espermina, espermidina, putrescina, cadaverina), neurotransmissores (glutamato,
aspartato, GABA, histamina, dopamina, serotonina, epinefrina, epinina). O papel
desses constituintes ainda ndo esta bem esclarecido, mas podem em alguns casos
agir potencializando a acao das neurotoxinas, podendo também representar
produtos da degradacdo de outros componentes do veneno (ESCOUBAS et al.,
2000). A grande maioria das toxinas identificadas nos venenos das aranhas sdo os
peptideos e as proteinas, altamente reticulados por diversas pontes dissulfeto. Em
combinagdo com as poliaminas, os peptideos parecem representar o principal
arsenal toxico das aranhas. As proteinas incluem tanto as neurotoxinas como as
enzimas de alta massa molecular (proteases, hialuronidases, esfingomielinases,
fosfolipases e isomerases) (RASH; HODGSON, 2002).

Ha uma grande variagdo dos constituintes dos venenos das aranhas de
acordo com o tipo de presa e a estratégia de caca de cada espécie. Observa-se
também uma consideravel heterogeneidade na composi¢cdo entre os venenos de
uma mesma espécie. Existe uma variagao natural tanto qualitativa como quantitativa
relacionada a fatores como idade, sexo, tamanho dos animais, dieta, distribuigao
geografica, e heterogeneidade genética. Uma vez que o propésito primario das
peconhas de aranhas é de paralisar as presas, muitos componentes desses
venenos tém como alvo principal o sistema nervoso central ou periférico, modulando
a geracao e propagacao de potenciais de agéo, agindo em varios sitios moleculares
como, axénios, sinapse ou a jungao neuromuscular (RUPPERT; BARNES, 1996;
BINFORD, 2001; ESCOUBAS et al., 2008).

No Brasil, as aranhas pertecentes ao grupo das Labidognathas

(araneomorfas): Latrodectus (viuva negra — Theridiidae); Loxosceles (aranha marrom
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— Loxoscelidae) e Phoneutria (aranha Armadeira — Ctenidae), s&o consideradas as
aranhas mais perigosas, por serem responsaveis pelos maiores numeros de
acidentes graves por envenenamento e casos de morte ja relatados (ESCOUBAS et
al., 2000) (Fig.1).
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Figura 1- Algumas espécies de aranhas consideradas as mais perigosas e causadoras dos
acidentes mais graves no Brasil. A) Phoneutria nigriventer (aranha Armadeira — Ctenidae), A1-
vista frontal e A2- vista ventral; B) Latrodectus curacaviensis (vilva negra — Theridiidae), B1-
vista lateral e B2- vista ventral; C) Loxosceles sp. (aranha marrom — Loxoscelidae), C1- fémea
e C2- macho. Fotos: A- produgédo propria; B e C- www.butantan.gov.br (Fotos: Yuri Messas e
Denise M. Candido).
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1.4- Toxinas de Baixa Massa Molecular

Os compostos organicos de baixa massa molecular estdo presentes nos
venenos das aranhas sob a forma de &cidos livres, tais como citrico e lactico, como
glicose e aminoacidos livres, aminas biogénicas, tais como di-aminopropano,
putrescina, cadaverina, espermina e espermidina, e neurotransmissores, como
aspartato, glutamato, serotonina, histamina, GABA, dopamina, epinefrina, epinina e
adrenalina (WELSH; BATTY, 1963; SCHAMBACHER et al., 1973; CHAN et al.,
1975; ARAMAKI et al., 1986; EARLY; MICHAELIS, 1987; FREW et al., 1994).

As poliamino toxinas foram as primeiras neurotoxinas de aranhas que tiveram
suas estruturas estudadas. Essas toxinas foram isoladas do veneno de aranhas da
ordem Araneida, que possuiam agao bloqueadora de potenciais p6s-sinapticos dos
receptores de glutamato de jungbes neuromusculares de crustaceos (HAGIWARA;
BYERLY, 1981). Outras toxinas de aranhas, como as do género Nephila, atuam nos
receptores de glutamato, bloqueando a transmissao pos-sinaptica, ndo somente em
invertebrados, mas também em vertebrados (KAWAI et al.,1982). Antagonistas de
receptores de glutamato do cérebro de mamiferos foram encontrados nos venenos
de aranhas da familia Araneidae. Algumas destas toxinas tém um efeito de paralisia
nos insetos (GRISHIN, 1994).

Caracterizagdes quimicas das acilpoliaminas revelam que as mesmas se
apresentam numa variedade de estruturas relacionadas entre si, que contém
grupamentos aromaticos conectados a cadeias de poliaminas (ARAMAKI et al.,
1986). A combinacgéo de trés croméforos, dois tipos de aminoacidos que promovem
as ligagbes entre os croméforos e as cadeias de poliaminas, sete subtipos de
cadeias de poliaminas, e nove opg¢des de “caudas” resultam em 378 diferentes
possibilidades estruturais para as toxinas acilpoliaminas do veneno da aranha do
género Nephila, das quais, 91 diferentes estruturas desta toxina foram detectadas
(PALMA; NAKAJIMA, 2005).

Além de explorar amplamente o uso de compostos organicos de baixas
massas moleculares como toxinas, para propostas defensivas, as aranhas também
se utilizam destas toxinas para paralisar e/ou matar suas presas, afetando as
transmissdes sinapticas, e bloqueando o funcionamento dos canais iGnicos, por
atuarem em seus receptores (GRISHIN, 1994). Toxinas de baixas massas

moleculares e de agdo neurotoxica, geralmente apresentam enorme potencial de
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uso neuroquimico como ferramentas de estudos do sistema nervoso, e também
como modelos para o desenvolvimento de novas drogas de aplicagbes
neuroterapéuticas (McCORMICK; MEINWALD, 1993).

As toxinas de baixas massas moleculares sdo antagonistas potentes de
receptores de neurotransmissores, 0os quais aparentemente exibem uma alta
especificidade por receptores de L-Glutamato. Aquelas que possuem acao
bloqueadora no receptor de glutamato tém sido testadas em fibras musculares
(USHERWOOD et al., 1984; BATEMAN et al.,1985), medula espinhal de ra e
neurénios piramidais do hipocampo de ratos e em insetos (ANTONOQV et al., 1989).

Os venenos de aranhas também podem conter outros tipos de toxinas de
baixa massa molecular ja relativamente bem caracterizadas, apresentando massa
molecular inferior a 1 kDa (PALMA; NAKAJIMA, 2005). Além das acilpoliaminas (fig.
2 e 3), isoladas dos venenos de diversas espécies de aranhas, podemos citar outras
classes de toxinas como a bis-(agmatina)-oxamida (fig. 4), isolada do veneno de
Plectreurys tristis (QUISTAD et al.,, 1993); as nucleosideo-toxinas, que sé&o
compostos constituidos de mono ou dissulfatos derivados de guanosina ou
xantosina, capazes de bloquear a acédo de receptores de cainato, agindo em canais
de calcio do tipo-L, como exemplo um gliconucleosideo di-sulfato (fig.5), isolado do
veneno de Hololena curta (McCORMICK; MAINWALD, 1993); e as B-carbolinas,
compostos alcaléides que agem preferencialmente como inibidores reversiveis da
enzima monoamino oxidase (MAO), com atividade neurotdxica descrita para insetos,
como uma série de tetra-hidro-p-carbolinas (fig. 6), isoladas do veneno da aranha
social Parawixia bistriata (CESAR et al., 2005).
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Figura 2- A) Estrutura da NPTX-1, uma acilpoliamina isolada do veneno da aranha Nephila clavata
(MIYASHITA et al., 1997; KAWAI et al.,1982). B) Foto: www.cyberoz.net/city/sekine/zukan301.htm.
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Figura 3- A) Estrutura da ArgTX-636, uma acilpoliamina isolada do veneno da aranha Argiope lobata
(WILLIAMS, 1997). B) Foto: www.wildsideholidays.com/natural/insects.
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A)

B)

Figura 4- A) Estrutura da bis-(agmatina)-oxamida, isolada do veneno da aranha
Plectreurys tristis (QUISTAD et al.,, 1993). B) Foto: www.flickr. com/photos

/ddguarda/2583764593.
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Figura 5- A) Estrutura da HF-7, um gliconucleosideo di-sulfato, isolada do veneno da aranha
Hololena curta (McCORMICK; MAINWALD, 1993). B) Foto: http://bugguide.net/node/view/32475.
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B)

Figura 6- A) Estrutura de uma -Carbolina isolada do veneno da aranha Parawixia bistriata (CESAR,
et al., 2005). B) Foto: www.flickr.com/photos/ddguarda/2583764593.



30

1.5- Sistema Glutamatérgico

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio no sistema nervoso
central de mamiferos e no sistema nervoso periférico de insetos. O sistema
glutamatérgico esta envolvido em varias fungdes importantes do cérebro de
mamiferos, como nas fungbes motoras, cognitivas, emocionais, memoéria e
aprendizado, tendo um papel importante na sinalizagdo excitatéria, na
sinaptogénese, plasticidade sinaptica e na patogénese de doencas neuroldgicas
(OZAWA et al., 1998; CONTI; WEINBER, 1999).

A liberagcdo do glutamato envolve a sintese, armazenamento em vesiculas
sinapticas, secregéo por exocitose e sua reabsor¢do da fenda sinaptica. O contato
prolongado do glutamato com os neurdnios resulta em ativacdo excessiva dos
receptores de glutamato, que estdo envolvidos em varias doengas neuro-
degenerativas cronicas, como Alzheimer, Parkinson, isquemia e epilepsia (REIS et
al., 1999).

Os receptores de glutamato (GluRs) sao classificados em dois grupos
principais (fig. 7): os receptores ionotrépicos (iGluRs) ligados a um canal i6nico e os
receptores metabotropicos (MmGIuRs) ligados a mecanismos intracelulares de
transducgéao de sinal via proteina G (SPOOREN et al., 2003).
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Receptores do Glutamato
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NMDA AMPA cainato
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Figura 7- Classificacdo dos receptores de glutamato (GLURs): Receptores
ionotrépicos (iIGLURs) com os subtipos NMDA (subunidades NR1, NR2A-D, NR3),
AMPA (subunidades GIuR1-4), Kainato (subunidades GIuR5-7 e Ka 1,2); e
receptores metabotrépicos (MGLURSs) divididos em: grupo | (mGLU1 e mGLU5),
grupo Il (mGLU2 e mGLU3) e grupo Il (mGLU4, mGLU6, mGLU7 e mGLUS8
(SPOOREN et al., 2003).

Os receptores metabotropicos formam uma classe constituida de oito sub-
tipos de receptores (mGLU1-8), classificados em trés grupos (1, Il e lll), cujas acdes
sdo exercidas através de sistema de receptores acoplados a proteinas G e geram
acbes a longo prazo pela ativagdo e/ou inibicdo de processos intracelulares. Os
receptores do grupo | (mGLU1 e mGLUS) sao acoplados a proteina Gq, que ativa
cascatas de mensageiros secundarios (p. ex., fosfolipase C, etc.) promovendo a
liberagdo de ions Ca®* de estoques intracelulares. Os receptores do grupo Il
(mGLU2 e mGLU3) e do grupo Il (mGLU4, mGLU6, mGLU7 e mGLU8) sao
acoplados a proteina Gi, inibindo a formagéo de AMPc (SPOOREN et al., 2003).

Os receptores ionotrépicos (iGluRs) exibem uma estrutura tetramérica,
constituida por 4 subunidades que formam um complexo receptor homo ou
heteromérico, especificos para cations, sendo capazes de gerar respostas sinapticas

rapidas. Estes receptores foram classificados de acordo com a ativacdo de
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agonistas seletivos, assim, foram designados por subtipos: NMDA (N-metil-D-
aspartato), AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolproprionato) e cainato (Ka),

representados na figura 8.

Figura 8- Agonistas ionotrépicos do Glutamato: A) Acido L-
Glutamico; B) AMPA; C) Kainato; e D) NMDA. Adaptado (SOUZA et
al., 2003).

Os receptores ionotropicos sdo compostos por subunidades que, agrupadas,
formam um poro central com condutancia seletiva para ions Ca®* e Na*. O iGLU
subtipo NMDA possui varias subunidades denominadas NR1 (onde se liga a glicina),
NR2A-D (onde se liga o glutamato) e NR3A-B. A combinagdo de duas subunidades
NR1 com duas subunidades NR2 comporiam os receptores presentes em maior
namero no sistema nervoso central (DINGLEDINE et al., 1999). Os receptores
AMPA sao formados por subunidades GLUR1-4 (BOULTER et al.,, 1990). Ja os
receptores cainato sdo formados por subunidades GLURS5-7 ou GLUka5-7, KA1-2 ou
GLUka1-2 (HUETTNER, 2003).

Nos receptores do tipo AMPA, a subunidade GLUR2 é a mais importante na
determinacao dos fluxos do ion Ca® (PAPERNA et al., 1996; OZAWA et al.; 1998).
Por exemplo, receptores que contém a subunidade GIuR2 mostram baixa

permeabilidade aos ions Ca®’, enquanto que os receptores AMPA formados por
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outras subunidades permitem o influxo de ions Ca?*. A relacéo entre os subtipos KA
e AMPA néo esta clara (WATKINS; JANE, 2006), embora alguns estudos sugerem
que os efeitos eletrofisiolégicos do KA podem ser mediados pelos receptores AMPA
(HOLLMANN et al., 1989; PAPERNA et al., 1996).

O ion glutamato n&do atravessa a barreira hemato-encefalica, sendo sua
sintese local. Apds sua descarga em um evento excitatério pré-sinaptico, o
glutamato é eliminado no espago extracelular. Na figura 9 um modelo do
funcionamento de uma sinapse glutamatérgica é apresentado, onde se verifica que a
liberagdo de ions glutamato dependente de ions Ca?*, podera ativar todos iGLU e
mGLU, dependendo da afinidade, da localizagédo e das caracteristicas intrinsecas de
cada receptor. Assim, acredita-se que o glutamato liberado ativa inicialmente os
receptores AMPA e cainato que, apesar da baixa afinidade relativa pelo GLU,
promoveriam a rapida despolarizagéo da célula através da entrada de ions Na* e
Ca?*. A despolarizagdo parcial da membrana plasmatica removeria o bloqueio
exercido pelo ion Mg?* do interior do canal do receptor NMDA. Portanto, os ions
glutamato ligando-se com alta afinidade na subunidade NR2, em associagéo com a
glicina, ligada na subunidade NR1, promoveriam a entrada de ions Ca®" e Na',
contribuindo para a excitabilidade da célula. A ativacdo dos mGLU, por envolver a
ativacdo de mensageiros intracelulares, se daria em velocidade muito mais lenta.
Contudo, seus efeitos poderiam se dar em dois niveis, inibindo a excitagdo através
de receptores dos grupos Il e Ill ou aumentando a excitabilidade, através dos
receptores do grupo |. A ativacdo dos mGLU (grupos |l e localizagédo extra-sinaptica
promoveria a reducéo na liberagdo deste neurotransmissor. A ativagcdo do mGLU1 e
mGLUS contribuiria para a ativagdo da membrana péds-sinaptica, enquanto a
estimulacdo do mGLU2 e mGLUS3 inibiria a excitabilidade desta membrana. Um
sistema de transporte seletivo de ions glutamato para células gliais e para os
neurénios reduziria as concentragdes sinapticas do aminoacido. A conversao do
glutamato em glutamina, e sua subsequente captacdo neuronal poderiam, por sua
vez, dar inicio a nova sintese de GLU e a nova liberagédo sinaptica (CAROBREZ,
2003).
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Figura 9- llustracdo da transmissdo sinaptica do glutamato e das suas agdes nos
receptores ionotropicos (iGluRs) NMDA, AMPA e KAINATO e os receptores
metabotropicos (mGIuRs). Adaptado (CAROBREZ, 2003).

A remocgao do glutamato da fenda sinaptica e a interrupgdo de sua agéo séo
determinados pela recaptagdo exercida por transportadores de alta afinidade
localizados no neurbnio pré-sinaptico e nos astrécitos (TAKUMI et al.,, 1998). A
captacédo de glutamato desempenha um papel importante como acoplador da
atividade neuronal com o metabolismo da glicose em astrocitos (MAGISTRETTI et
al., 1999). Apds a captacéo astrocitaria, o glutamato é transformado em glutamina
pela glutamina sintetase. Esta é transportada para os neurdnios, reconvertida em
glutamato pela glutaminase, que pode entdo ser captado pelas vesiculas sinapticas
e liberado novamente, recomegcando o processo. A regeneracao do glutamato a
partir da glutamina fecha o ciclo glutamato-glutamina, promovendo a rapida remocgéao
do glutamato da sinapse; conversao no astrécito do glutamato em glutamina, um
composto ndo neuroativo, mas que permite a volta do glutamato para os neurénios;

provisdo dos neurbnios com substrato metabdlico, uma vez que a glutamina pode
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ser utilizada como fonte energética em potencial; tamponamento da aménia,
substancia potencialmente neurotoxica, via glutamina sintetase (AMARA; FONTANA,
2002; SCHOUSBOE et al., 1999; DAIKHIN; YUDKOFF, 2000; BARBOSA, 2007).

1.5.1- Receptores NMDA

O complexo canal do receptor de NMDA tem varios aspectos caracteristicos.
A presenca da subunidade NR1 é essencial para tornar o canal funcional, enquanto
a NR2 e NR3 tém uma ag¢do modulatéria nos canais formados pelos receptores de
NMDA (SANCHEZ-PEREZ, et al., 2005; ZARAIN-HERZBERG et al., 2005). O canal
deste receptor é altamente permeavel a ions Ca2+, bem como aos ions Na* e K*, e o
aumento resultante da concentracdo intracelular de ions Ca®" parece ser
responsavel tanto pela plasticidade neuronal, como pela neurotoxicidade, a qual
esse receptor parece estar envolvido (MONAGHAN et al., 1989; COLLINGRIDGE;
SINGER, 1990). Este receptor pode ser distinguido dos outros receptores de
glutamato, por sofrer acdo de varios agonistas, além da modulagdo pela glicina,
bloqueio do canal pelo ion MgZ+, ativagcdo por poliaminas e inativacao por ions Zn?*
(MONAGHAN et al., 1989). A inibicdo por ions Zn®* envolve diminuigdo na
freqUéncia e no tempo de abertura do canal (CHRISTINE; CHOI, 1990; LEGENDRE;
WESTBROOK, 1990). A saida do ion Mg? do poro do canal é voltagem-
dependente; assim, quando o receptor do tipo AMPA ¢ ativado ocorre
despolarizagdo da membrana, resultando em desbloqueio do canal do receptor do
tipo NMDA, por repulsdo eletrostatica do Mg?*, permitindo entdo um alto influxo de
ions. Como a cinética de ativacao dos canais-receptores NMDA é relativamente
lenta, o fluxo de ions através desses canais contribui apenas para o componente
tardio do potencial excitatério pds-sinaptico (EPSP).

Estudos da distribuicdo das subunidades dos receptores ionotrépicos no
sistema nervoso de animais experimentais demonstraram que receptores do tipo
NMDA apresentam uma distribuicdo difusa pelo encéfalo, predominantemente no
prosencéfalo, onde foi observado entre as estruturas do encéfalo uma maior
expressao na regido CA1 do hipocampo (MONAGHAN et al, 1989; SUBRAMANIAM,;
McGONIGLE, 1991). Estudos por hibridizagao in situ evidenciaram a expresséo de
receptores do tipo NR1 praticamente em todo o encéfalo de roedores adultos, com

proeminente expressdo no cerebelo, hipocampo, cértex cerebral e bulbo olfatério;



36

receptores do tipo NR2 apresentaram elevada expressao no coértex cerebral,
hipocampo e cerebelo; e os receptores do tipo NR3 foram altamente expressos na
medula espinal, bulbo, ponte e mesencéfalo, enquanto o prosencéfalo e cerebelo
mostraram baixos niveis de expressdao (MORIYOSHI et al.,1991; MONYER et al.,
1994). Estes resultados foram reproduzidos com uso da técnica de imunoistoquimica
(MATSUDA et al., 2002; PETRALIA et al.,1994; FOLADOR, 2008).
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1.6- Aranhas do Género Phoneutria

Seis espécies de aranhas do género Phoneutria que ocorrem no Brasil foram
descritas como sendo: Phoneutria fera, Phoneutria keyserlingi, Phoneutria reidyi,
Phoneutria boliviensis, Phoneutria bahiensis e Phoneutria nigriventer (LUCAS, 1988;
SIMO; BRESCOVIT, 2001).

As aranhas do género Phoneutria sdo consideradas como uma fonte valiosa
de substancias biologicamente ativas, tais como neurotoxinas letais, que atuam
sobre canais ibnicos e receptores quimicos do sistema neuromuscular de animais;
de agentes causadores de priapismo, de novas enzimas proteoliticas e de
inseticidas (RICHARDSON, 2006).

Do veneno de aranhas do género Phoneutria (Aranae, Ctenidae) ja foram
isoladas varias toxinas de natureza protéica / peptidica que bloqueiam canais ibnicos
(Ca?*, Na*, K*) (GOMEZ et al., 2002), enzimas proteoliticas, 15 isoformas peptidicas
estruturalmente similares as tachykininas (PIMENTA et al.,, 2005). Entretanto, as
toxinas organicas néo protéicas de baixa massa molecular presentes na fragcéo
hidrofilica desse veneno, precisam ser investigadas e caracterizadas em relagéo a
estrutura e funcdo. Essas toxinas tem sido alvo de grande interesse para as
industrias farmacéutica e agroquimica, o que as tornam candidatos naturais a
bioprospecgdo de compostos-lideres para o desenvolvimento de drogas de uso
neuroterapéutico e/ou como bioinseticidas seletivos. Essas toxinas s&o antagonistas
potentes de receptores de neurotransmissores, os quais aparentemente exibem uma
alta especificidade por receptores de L-Glutamato (ESCOUBAS et al., 2000). Desta
forma, este trabalho apresenta o estudo de identificagdo e caracterizagcdo de uma
nova neurotoxina nao protéica de baixa massa molecular, isolada da fragéo

hidrofilica do veneno da aranha Phoneutria nigriventer.
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1.7- Aranha Phoneutria nigriventer

Reino: Animalia; Filo: Arthropoda; SubFilo: Chelicerata; Classe: Arachnida;
Ordem: Araneae; Sub-Ordem: Labdognata; Familia: Ctenidae;Género: Phoneutria;
Espécie: Phoneutria nigriventer.

A espécie Phoneutria nigriventer também conhecida como “aranha armadeira”,
possui um dos venenos mais potentes dentre as aranhas. Seu corpo é coberto por
pélos curtos e aderentes, acinzentados ou amarronzados, com pares de manchas ao
longo da parte dorsal do abdébmen. Possue oito olhos em trés filas: 2:4:2. Suas
queliceras apresentam-se cobertas com pélos avermelhados no segmento basal e
suas pernas sdo envoltas por grande quantidade de espinhos. As fémeas adultas
possuem abdémen negro (por isso a denominag&o nigriventer), enquanto que nos
machos e nas fémeas jovens, € alaranjado (LUCAS, 1988).

As aranhas dessa espécie nao constroem teias, sdo errantes de vida noturna
e solitaria, utilizando do seu veneno para imobilizar as presas. Sdo muito agressivas
e quando se sentem ameacgadas, colocam-se em posi¢cao de ataque, apdéiam-se nas
pernas traseiras e erguendo as dianteiras saltam em dire¢cdo da presa /competidor,
justificando seu nome popular “Aranha Armadeira” (Fig. 10). Sado também
conhecidas por “Banana Spider” devido a sua grande incidéncia nas plantacdes de
banana causando um grande numero de acidentes entre os trabalhadores daqueles
locais. Vivem em bananeiras, troncos de arvores, folhas secas em matas fechadas e
sob troncos e cupinzeiros. Na regido urbana sao encontradas em entulhos e jardins,
bem como, préximo e dentro das moradias (LUCAS, 1988).

As vitimas de acidentes com a aranha Phoneutria nigriventer podem
apresentar diversos sinais e sintomas clinicos como: inchago, vermelhiddo e
sudorese local. A dor pode ser local ou irradiada, com intensidade variada e é
sempre acompanhada de parestesias. Dependendo do estado da pessoa, além da
dor, os sintomas mais comuns sao taquicardia, hipertensao arterial, sudorese com
visdo turva e vOmitos ocasionais, salivacdo, diarréia e priapismo. O hemograma
pode apresentar leucocitose com neutrofilia e hiperglicemia. O quadro em criangas
com menos de sete anos e idosos muito debilitados pode evoluir para edema
pulmonar e choque, representando um risco nao desprezivel de morte (CUPO et al.,
2003; BUCARETCHI et al. 2000). Os acidentes aumentam entre os meses de margo

a junho, época que saem para o acasalamento.
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Essa espécie € responsavel por numerosos casos de envenenamento
ocorridos no Brasil central, sul e sudeste. E freqiientemente encontrada na capital e
interior de Sao Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Goias, Mato Grosso do Sul,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul (LUCAS, 1988).

O veneno de Phoneutria nigriventer € uma mistura complexa de substancias.
Kaiser (1956) descreveu a presenga de proteases e hialuronidase nesse veneno.
Fischer e Bohn (1957) demonstraram que o veneno continha também aminoacidos
livres, como acido glutdmico, acido aspartico e lisina. Diniz (1963) separou por
eletroforese em papel, histamina, serotonina e polipeptideos capazes de induzir
contracdo do ileo de cobaia. Cruz-Hofling et al. (1985) em seus estudos
eletrofisiol6gicos e morfoldégicos observaram que o veneno de Phoneutria nigriventer
gerava um aumento de volume da regido axoplasmatica do nervo periférico de
camundongo, devido a um influxo de ions sédio e consequente aumento do
gradiente osmoético. Fontana e Vital-Brazil (1985) verificaram que o veneno de
Phoneutria nigriventer gerava uma despolarizacédo ndo uniforme da membrana de
fibra muscular de diafragma de rato. Esse efeito era abolido por tetrodotoxina e por
reducao na concentragcdo de ions sodio, 0 que sugeriu a atividade de componentes
do veneno em canais de sodio.

O veneno bruto de Phoneutria nigriventer pode gerar formacao de edema
local em pele de rato e de coelho, de maneira dose-dependente (ANTUNES et
al.,1992). Esses autores observaram que o edema induzido em pele de rato foi
reduzido por antagonistas de receptores de serotonina e histamina e pela dialise do
veneno, a qual levava a exclusdo destes componentes (serotonina e histamina).
Porém, em coelhos, quando se utilizou o veneno dialisado, ndo se observou redugao
do edema induzido pelo veneno de Phoneutria nigriventer (PNV), indicando a
presenca de outro(s) componente(s) edematogénico(s) nesse veneno. A formagéao
de edema evocada pelo veneno em pele de rato € parcialmente mediada via um
mecanismo envolvendo receptor NK1 de taquicinina, que € independente de
histamina e serotonina (PALFRAMAN et al., 1996). Antunes et al. (1992)
demonstraram que a dialise do veneno né&o foi suficiente para impedir tal edema,
sendo pouco provavel que neurotoxinas sejam responsaveis por tal efeito sobre
receptores NK1, uma vez que a didlise extraiu os componentes com massas

moleculares inferiores a 12000-14000Da.
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Costa et al. (1996) observaram que o veneno de Phoneutria nigriventer gera
uma breve hipotenséo, devida parcialmente a ativacdo de canais de potassio ATP-
dependentes, seguida de prolongada hipertensao arterial em ratos anestesiados.
Essa hipertenséo, segundo os autores, poderia ser resultante de um influxo de ions
calcio no musculo vascular ou cardiaco.

Recentemente, houve um aumento do numero de trabalhos relativos a
caracterizagao bioquimica e farmacologica das neurotoxinas do veneno da aranha
Phoneutria nigriventer. Esse interesse deve-se ao fato de que tais neurotoxinas
podem funcionar como ferramentas para o estudo do funcionamento de canais
ibnicos em nivel celular e molecular (DINIZ et al., 1990; ARAUJO et al., 1993a;
ROMANO-SILVA et al., 1993; CASSOLA et al., 1998; KALAPOTHAKIS et al., 1998;
MIRANDA et al., 1998) e também a existéncia de distintas proteinas toxicas com
efeitos em mamiferos e/ou insetos (REZENDE JR et al., 1991; FIGUEIREDO et al.,
1995; DE LIMA et al., 2002).

Muitos estudos farmacoldgicos e eletrofisioldgicos de toxinas peptidicas
isoladas desse veneno mostraram que a toxina Tx1 tem agdo em canais de Ca**
(SANTOS et al., 1999), toxinas do tipo Tx2 afetam canais de Na* (ARAUJO et al.,
1993a, 1993b; MATAVEL et al., 2002), o grupo Tx3 tem agdo em canais de K ou
Ca* (TRONCONE et al., 1995; PRADO et al., 1996; GUATIMOSIM et al., 1997;
LEAO et al., 2000; MIRANDA et al., 1998; CASSOLA et al., 1998; KUSHMERICK et
al., 1999; GOMEZ et al.,, 2002; SANTOS et al.,, 2002; VIEIRA et al., 2003;
CARNEIRO et al., 2003, CASTRO JUNIOR, et al., 2008). A toxina inseticida Tx4 (6-
1) estimula a liberagdo de glutamato das jun¢des neuromusculares em barata
(FIGUEIREDO et al., 1997) e inativa a corrente de ions sédio em SNC de insetos,
porém nZo em canais de Na® de mamiferos (DE LIMA et al., 2002). A toxina Tx4
também mostrou-se capaz de inibir a liberagdo de glutamato em sinapses cerebrais
(MAFRA et al., 1999). Yonamine et al. (2004) sugerem o envolvimento do éxido
nitrico na intoxicacéo pela fragdo Tx2-5, em camundongos. Igualmente, a fracdo Tx4
(5-5) foi capaz de inibir seletiva e reversivelmente o subtipo de receptores de
glutamato, o N-metil-D-aspartato (NMDA) em neurbnios hipocampais de rato
(FIGUEIREDO et al., 2001; CARNEIRO, 2006). Recentemente uma nova familia de
neurotoxinas (4KDa) apresentou atividade sobre canais de Ca®* (LUCIO et al.,
2008). Nunes et al. (2008) descreveram que a toxina Tx2-6 provoca ere¢ao peniana

(priapismo) em ratos.



Figura 10- Aranha Phoneutria nigriventer (“Armadeira”) em posi¢édo de ataque. Foto:
www.flickr.com/photos/techuser/3370512036/.
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2- OBJETIVOS

O presente trabalho é parte dos subprojetos prospectivos do programa
BlOprospecTA/BIOTA-FAPESP, no qual o grupo de Biologia Estrutural e Zooquimica
do CEIS / Depto. Biologia do IBRC-UNESP esta envolvido. Assim, o principal
objetivo deste trabalho foi isolar, identificar, elucidar a estrutura quimica, caracterizar
funcionalmente e determinar os principais mecanismos de a¢des da toxina de baixa
massa molecular mais abundante da fracdo hidrofilica do veneno da aranha

Phoneutria nigrivener (Araneae; Ctenidae).
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1- Coletas das Aranhas

As aranhas da espécie Phoneutria nigriventer foram coletadas na regido do
municipio de Santa Barbara (19°34’S, 42°58'W), no Estado de Minas Gerais. Elas
foram mantidas no aracnidario cientifico da Fundagdo Ezequiel Dias (FUNED), em
Belo Horizonte / MG, alimentadas com agua e insetos ad-libitum, exceto nas duas
semanas precedentes a extracao do veneno, a qual foi efetuada uma vez por més.
Foram também utilizadas para a extragdo do veneno, aranhas da espécie

Phoneutria nigriventer que ja pertenciam ao aracnidario cientifico da FUNED.

3.2- Extrag&o do Veneno

O veneno foi obtido por estimulagdo elétrica das queliceras das aranhas
(BARRIO; VITAL BRAZIL, 1949). Ao receber o estimulo de 6 V, as aranhas
secretaram o veneno (5 a 12 ulL), que foi coletado em pipeta Pasteur e transferido
para um becker de 5,0 mL mantido em um banho de gelo, posteriormente
centrifugado a 14000 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi entdo coletado,

liofilizado e mantido a -20° C até o momento de sua utilizag3o.

3.3- Preparo das Amostras

Foram solubilizados 200,0 mg do veneno bruto aranha Phoneutria nigriventer
em 20,0 mL de solugdo TFA/H,0 0,1% (v/v) e centrifugados por 10 min. a 8000 rpm.
O sobrenadante foi coletado, homogeneizado e novamente centrifugado por 10 min.
a 8000 rpm. Apdés homogeneizado, o sobrenadante foi dividido e transferido para
10,0 tubos eppendorf de 2,0mL, ficando cada um com uma concentragdo de 10,0

mg/mL. Essas amostras foram mantidas em freezer -20° C até o uso.
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3.4- Purificacao por Sistema HPLC (High-performance liquid chromatography)

3.4.1- Veneno Bruto

O veneno bruto da aranha Phoneutria nigriventer foi purificado em sistema
HPLC sob fase reversa num gradiente de 0 a 70% de solugéo B por 160 minutos a
um fluxo de 5mL/min., onde foi utilizado um sistema de HPLC Shimadzu modelo LC-
10AD, equipado com detector de luz ultravioleta do tipo arranjo de diodos modelo
SPD-10A, constituido por duas bombas LC-10AD (bombas A e B), com injetor
Rheodyne modelo 7725i com “loop” de 2000uL, um sistema controlador Shimadzu
(modelo CBM-10A) e coluna preparativa Vydac C4 (214TP1022). Para a fase movel,
foram utilizados dois solventes, solvente A (agua, contendo 0,1% TFA (v/v)) e
solvente B (acetonitrila 100% (Mallinckrodt) contendo 0,1% TFA (v/v)). A eluicdo das
fracbes foi monitorada por medidas de absorcao de luz ultravioleta em 214 nm, 254
nm e 280 nm. O controle de aquisicao de dados foi feito através do software CLASS
LC 10. As fragbes foram coletadas manualmente em tubos de vidro de 5.0 mL,

liofilizadas e mantidas em freezer -20° C até o uso.

3.4.2- Fracao Hidrofilica

A fracédo hidrofilica do veneno bruto da aranha Phoneutria nigriventer foi
purificada em sistema HPLC sob fase reversa num gradiente de 0 a 30% de solucéo
B por 45 minutos a um fluxo de 1,7mL/min, sendo utilizado um sistema de HPLC
Shimadzu modelo LC-10AD, equipado com detector de luz ultravioleta do tipo
arranjo de diodos modelo SPD-10A, constituido por duas bombas LC-10AD
(bombas A e B), com injetor Rheodyne modelo 7725i com “loop” de 500uL, um
sistema controlador Shimadzu (modelo CBM-10A) e coluna semipreparativa C-18
(10 x 250mm, 5um) (Shiseido). Para a fase movel, foram utilizados dois solventes,
solvente A (4gua, contendo 0,1% TFA (v/v)) e solvente B (acetonitrila 100%
(Mallinckrodt) contendo 0,1% TFA (v/v)). A eluigdo das fragbes foi monitorada por
medidas de absor¢ao de luz ultravioleta em 214 nm, 254 nm e 280 nm. O controle
de aquisigéo de dados foi feito através do software CLASS LC 10. As fragdes foram

coletadas manualmente em tubos de vidro de 5.0 mL, liofilizadas e mantidas em
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freezer -20° C até o uso. As fragdes secas foram solubilizadas em 200uL de solugao
50% MeCN / H20, transferidas para tubos Eppendorf de 0,5mL e analisadas em

espectrometro de Massas ESI-MS.

3.5- Espectrometrias de Massas HRMS, ESI-MS / ESI-MSMS

O acompanhamento da homogeneidade das fragdes foi realizado com uso da
espectrometria de massas. A obtencédo dos espectros de massas foi realizada em
um Espectrometro de Massas ESI, do tipo triploquadrupolo modelo QUATTRO I
(Micromass). O espectrdmetro de massas ESI foi equipado com probe padréo, do
tipo electrospray (ESI), auxiliado por uma microbomba de infusdo (K D Scientific). O
software MassLynx (Micromass) foi utilizado para controle de aquisicdo de dados.
Durante todos os experimentos a temperatura do cone foi mantida a 80° C e a
voltagem na agulha a 3,55 kV, aplicando-se um fluxo de gas secante (nitrogénio) de
200 L/h e um fluxo de gas nebulizador (nitrogénio) de 20 L/h. O espectrobmetro de
massas foi calibrado com os picos do envelope de ions-fragmentos da mioglobina
de coragado de cavalo, produzidos por aplicagdo de potencial de 40V no cone de
amostra. A detecgdo no espectrometro de massa foi realizada com varreduras feitas
no intervalo de m/z 50 a 3000, em 10 segundos, com uma resolugdo de
aproximadamente 3000; o sistema de aquisicdo de dados foi operado em modo
continuo.

Para os experimentos de espectrometria de massas seqlienciais, o fluxo do
probe ESI foi ajustado para 200uL/h com auxilido da bomba de microinfusdo. Foi
utilizado Argénio como gas de colisdo a uma pressdo de 3.10° mBar. Os ions
fragmentos foram detectados por leituras a cada 4 segundos, com uma voltagem de
40V no cone.

As analises de HRMS foram realizadas em colaboragdo com o Prof. Dr.
Norberto P. Lopes da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Departamento de Fisica e Quimica da USP-RP. Os experimentos foram realizados
em um espectrometro de Massas modelo: ultrOTOF-Q-ESI-TOF Mass Spectrometer
(Bruker Daltonics, Billerica, MA, EUA). Condicbes do Experimento: Bomba de
Infusdo, Fluxo 150uL/h, Fase Mobvel para a Solubilizagdo: H,O: ACN (50:50). O

modo de deteccéo foi positivo para a Amostra. O Aparelho é de alta resolugao
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necessitando de calibrag&o interna e externa, antes de realizar as analises. Usa-se
para calibragcéo interna uma solugdo de NA-TFA a 10mg/ml com uma relagéo das
condi¢des do aparelho com os seguintes valores: End Plate: 3500 Volts; Capillary:
4000 Volts; Capillary Exit: 300 Volts; Skimmer 1: 50 Volts; Skimmer 2: 25 Volts.

3.6- Analises por Ressonancia Magnética Nuclear

As analises de RMN foram realizadas em colaboragdo com o Prof. Dr. Claudio
F. Tormena, do Instituto de Quimica da Universidade de Campinas, Campinas, SP.
Foram obtidos espectros de 'H e "*C (em uma dimens&o 1D), bem como mapas de
contorno em duas dimensdes (COSY, gHSQC e gHMBC). As analises de RMN
foram realizadas a 25°C, num espectrémetro Bruker DRX 500 operando a 500.11
MHz para 'H e 125.08 MHz para "°C.

A amostra para obtencéo de espectros de RMN foi preparada dissolvendo-se
cerca de 3 mg do composto em 0,7 mL de solvente deuterado. A amostra foi filtrada
antes de se adquirir os espectros para obter uma melhor resolugéo digital, pois a
auséncia de particulas solidas facilita o ajuste da homogeneidade do campo
magnético “shim”.

Os espectros foram obtidos utilizando-se DSS (decil sulfato de sddio) como
referéncia para as medidas de deslocamento quimico de hidrogénio e carbono e o
sinal do deutério do solvente como “trava do campo-externo” (lock) e também para o
ajuste da homogeneidade do campo. Estes espectros foram obtidos utilizando-se as
seqUéncias de pulso padrao da Bruker; a escolha dessas sequéncias de pulso

depende do tipo de analise necessaria para a elucidagao estrutural.
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3.7- Bioensaios

3.7.1- Neurotoxicidade em Camundongos

Como animais modelo de ensaios de neurotoxicidade em mamiferos, foram
utilizados camundongos Swiss (Mus musculos) machos com aproximadamente 18,0
g, criados e mantidos junto ao biotério da FUNED. A amostra (Nigriventrina) foi
diluida em solugdo BSA/Salina (0,25mg BSA / mL de Salina 0,9%) e injetado de
forma icv (5,0uL de solugao, correspondendo de 1 a 8 pg/animal). Foram utilizados 5
grupos de 4 animais, com 4 concentracdes diferentes de amostra (1, 3, 5 e 8
Mg/animal) e para o grupo controle apenas a solugdo BSA/Salina. Neste experimento
observou-se a ocorréncia ou nao de rigidez corporal e a capacidade locomotora de
cada animal. Os experimentos foram realizados junto ao Biotério da Fundacao

Ezequiel Dias, Belo Horizonte - Minas Gerais.

3.7.2- ldentificacdo dos Sitios de Acao da Neurotoxina em Cérebros de Ratos,

por Técnica Imunoistoquimica.

O método empregado foi executado como descrito previamente por Cesar
(2000). Os experimentos foram realizados junto ao Laboratério de Biologia Estrutural

e Zooquimica com a colaboragéo da Dra. Lilian M. M. Cesar- Tognoli.

3.7.2.1- Animais

Os animais utilizados nesses experimentos foram ratos Wistar machos
adultos com 60 dias e peso aproximado de 250 a 300 g, trazidos para o biotério de
experimentacdo sete dias antes do procedimento cirurgico para ambientacdo ao
novo local, sendo alojados dois animais por gaiola, com ragé&o e agua ad libitum e
permanecendo num ciclo de claro/escuro de 12:12 horas a partir das 7:00h, em
temperatura ambiente de 21°C e umidade relativa do ar de 55%. Os experimentos
foram conduzidos em conformidade com as normas do Instituto Nacional de Normas
de Saude e Cuidados na Utilizagao de Animais de Laboratério (1996) e da Comisséo

de Etica na Experimentacdo Animal da UNESP.
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3.7.2.2- Cirurgia para a Colocagéo da Céanula icv e Habituagao

A céanula guia foi implantada no ventriculo lateral (AP =-0,4; ML =-1,4; DV =
- 3,4) (PAXINOS; WATSON, 1998) sob acdo anestésica de cetamina, xylazina e
acepromazina (25:5:1 mg/Kg peso corpéreo) sete dias antes da injecdo da amostra
(Nigriventrina). Durante esse periodo que antecedeu o experimento, os animais
foram manipulados pelo experimentador, pelo menos duas vezes ao dia, durante 10
minutos, para promover a habituacdo do animal e minimizar o estresse, no momento
da injecao intracerebroventricular (icv), que poderia vir a interferir nos resultados

finais.

3.7.2.3- Administragdo das Neurotoxinas

Para a injecao intracerebroventricular (icv), a canula de injecao foi introduzida
pela cénula guia, cerca de duas horas antes do experimento. O grupo teste (n=3)
recebeu cerca de 10uL de solugdo contendo a amostra (Nigriventrina) na
concentragcéo de 0,1ug/uL. Ja& o grupo controle (n=3) recebeu cerca de 10 pyL de

veiculo [(soluc¢ado salina 0,9% (m/V)].

3.7.2.4- Perfusado Transcardiaca

Apds duas horas decorridas da inje¢gao da amostra (Nigriventrina), tempo em
que a marcagdo da proteina Fos mostrou-se mais efetiva (CESAR, 2000), os
animais foram submetidos a perfusédo transcardiaca, primeiramente com solugéo
salina 0,9% (m/V) (cerca de 75mL), seguida pelo fixador formaldeido a 4% (m/V) a
4°C (cerca de 750 a 800mL) durante 25 minutos.

3.7.2.5- Pés-fixacdo dos Encéfalos e Microtomia

Apds a perfusdo, os encéfalos foram retirados e colocados em solugéo
fixadora de formaldeido a 4% (m/V), contendo 10% (m/V) de sacarose para
crioprotecao e pos-fixados por 04 horas, em seguida foram transferidos para uma

solucdo salina de tampao fosfato de potassio (KPBS) contendo 10% de sacarose por
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cerca de 08 horas. Os encéfalos foram cortados em microtomo de congelamento,
com 30 pym de espessura no plano coronal em 05 séries de 01 em 05 e

armazenados a — 20°C em solugéo anticongelante de etileno glicol/glicerol.

3.7.2.6- Expressédo da Proteina Fos

Uma série de cortes do encéfalo de cada um dos animais utilizados nos
experimentos foi usada para a marcag¢ao imunoistoquimica. Os cortes foram tratados
com 0,3% de peroxido de hidrogénio em solucdo tampao de fosfato de potassio
(KPBS) + 0,3% de Triton X-100, por cerca de 30 minutos e incubados em soro
normal de cabra para bloqueio. Decorrido o tempo necessario, os cortes foram
incubados em anticorpo primario anti-fos (Calbiochem Ab-5) feito em coelho, na
concentragcéo 1:20000 e 3% de soro normal de cabra em KPBS + 3% de Triton X-
100, por 24 horas a temperatura ambiente ou por 48 horas em geladeira, sob
constante agitacdo e no escuro. Os cortes foram entdo lavados em KPBS e
incubados, por 1 hora, em anticorpo secundario biotinilado, feito em cabra contra
coelho (Jackson Labs 1:1000) e por mais 1 hora em complexo de avidina-biotina
(Vector, 1:500). Apds esses procedimentos os cortes foram revelados com
tetrahidroclorato de diaminobenzidina 0,05% (DAB, Sigma) e 0,03% de perdxido de
hidrogénio dissolvidos em KPBS. Os cortes permaneceram reagindo por cerca de 3
minutos, e para cessar as reagdes foram realizadas lavagens sucessivas com KPBS
(GERFEN; SAWCHENKO, 1984; SHU et al, 1988; SITA et al.,, 2003). Uma vez
ocorrida a reagao para a marcacgao de fos os cortes foram montados em |laminas e

intensificados em solugéo de ésmio 0,005% para realgar a reagéo imunoistoquimica.

3.7.2.7- ldentificacdo da Natureza Bioquimico-farmacolégica dos

Receptores Nervosos Expressando Proteina Fos: Técnica da Dupla-Marcacao

Para os experimentos de expressdo da proteina Fos e ensaios de duplas
marcacdes foram utilizados anticorpos anti-NMDA-R1.

Nas reacdes de dupla imunoistoquimica, uma série de cortes foi tratada com
0,3% (v/v) de peroxido de hidrogénio em solugdo tampao KPBS + 0,3% (v/v) de
Triton X-100, por cerca de 30 minutos e incubados em soro normal de cabra para

bloqueio. Decorrido o tempo necessario, os cortes foram incubados em anticorpo
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primario anti- fos (Calbiochem Ab-5) feito em coelho, na concentragdo 1:20000 e 3%
(v/v) de soro normal de cabra em KPBS + 3% (v/v) de Triton X-100, por 24 horas a
temperatura ambiente, sob constante agitagdo. Os cortes foram entdo lavados em
KPBS e incubados em anticorpo biotinilado secundario feito em cabra contra coelho
(Jackson Labs 1:1000) e em complexo de avidina-biotina (Vector, 1:500), ambos por
1 hora. Apds esse procedimento os cortes foram revelados com tetrahidroclorato de
diaminobenzidina e niquel 0,05% (DAB-Ni, Sigma) e 0,03% (v/v) de perdxido de
hidrogénio dissolvido em KPBS. Os cortes permaneceram reagindo por cerca de 3
minutos e para cessar as reag¢des foram realizadas lavagens sucessivas com KPBS.
Em seguida, os cortes foram lavados e incubados em KPBS + 0,3% de Triton X-100
+ anticorpos anti-NMDA-R1 (1:1000), sendo incubados por 48 horas em geladeira,
sob constante agitacéo. Os cortes foram lavados em solugéo de KPBS e incubados
em solucdo contendo anticorpo secundario biotinilado de cabra contra coelho
(Jackson Labs, 1:200) por 1 hora, seguida por mais 1 hora de incubacdo em
complexo de avidina-biotina (Vector 1:500). Em seguida os cortes foram incubados
em tetrahidroclorato de diaminobenzidina (DAB, Sigma) e 0,01% de perdéxido de
hidrogénio diluidos em KPBS, por cerca de 3 minutos, sendo a reagao paralisada

com sucessivas lavagens com KPBS. Os cortes montados em laminas gelatinizadas.

3.7.2.8- Aquisicao das Imagens

As fotomicrografias foram adquiridas por meio de uma camera digital Spot RT
(Instrumentos Diagnésticos) adaptada a um microscopio Leica DMR e a um
computador PC Apple Macintosh Power. Para a aquisicdo utilizou-se o software
Adobe PHOTOSHOP 5.0. As imagens foram trabalhadas usando o programa Corel
Draw 12 e apenas ajustes finos, como brilho, contraste e balango de cores foram

utilizados.
3.7.2.9- Andlise Estatistica
Para a analise quantitativa de células imunorreativas a fos foram escolhidos

cinco cortes representativos de cada uma das regides cerebrais de interesse. Em

cada um dos cortes, o numero de células foi contado numa area tecidual adequada.
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A analise estatistica utilizada foi o teste t-Student e as areas consideradas

estatisticamente significativas foram aquelas que apresentaram p < 0,05.
3.7.3- Eletrofisiologia: Neurotoxicidade/Neuroprotecdo em Ratos

O método empregado foi executado como descrito previamente por Salamoni
(2005b). Os experimentos foram realizados em colaboragdo com o Prof. Dr.
Jaderson Costa da Costa, no Laboratério de Neurociéncias do Instituto de Pesquisas
Biomédicas — PUCRS, em Porto Alegre, RS.

Durante cada experimento foram utilizados oito ratos da linhagem Wistar,
machos com 35 dias pesando cerca de 200g. Os animais foram mantidos num
alojamento climatizado, com comida e agua a vontade e ciclo claro-escuro de 12
horas. Para decapitagéo, os animais foram anestesiados com Tiopental (40mg/Kg)
intraperitonialmente, seus cérebros foram retirados e submetidos a cortes coronais
de 400 um de espessura. As fatias que contiveram o hipocampo foram isoladas e
permaneceram em solugdo de Ringer normal (contendo: NaCl 130 mM; NaHCOs;
24mM; D-glicose 10 mM; NaH;PO4 1,3 mM; KCI 3,5 mM,; Mg2+ 2 mM; CaCl, 2 mM;
pH entre 7,2 ), por 1 hora, com constante oxigenagao.

Para o estudo de acdo da amostra (Nigriventrina) sob os neurdnios
hipocampais de CA1, uma série de 4 fatias foi perfundida em Ringer normal por 10
minutos. Decorrido esse tempo, em duas dessas fatias, a droga em estudo foi
administrada com auxilio de uma bomba pneumatica ejetora (PV830, Pneumatic
PicoPump WPI). A micropipeta contendo a solugéo da droga foi posicionada préxima
ao eletrodo de registro intracelular na regido de CA1 do hipocampo. Em ambos
procedimentos a concentracédo final foi de 0,1 yM e durante todo o registro

eletrofisiologico foi observado o padréo de descargas.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Fracionamento do Veneno Bruto / Espectrometria de Massas

A figura 11 apresenta o perfil cromatografico do fracionamento do veneno
bruto da aranha Phoneutria nigriventer em sistema HPLC sob fase reversa, num
gradiente de 0 a 70% de acetonitrila em coluna preparativa Vydac C4 (46 x 250 mm)
a um fluxo de 5mL/min, onde identificamos a fragdo hidrofilica (fracdo 1) desse
veneno num intervalo de tempo de 0 - 20 minutos e a composi¢ao hidrofébica do
veneno (fragcdo 2) no intervalo de tempo de 20 - 160 minutos. As fragbes
correspondentes a composicao hidrofébica do veneno foram reunidas, liofilizadas e

armazenadas.

215 nm

Figura 11- Perfil cromatografico do fracionamento do veneno bruto da
aranha Phoneutria nigriventer em sistema HPLC sob fase reversa, num
gradiente de 0 a 70% de acetonitrila em coluna preparativa Vydac C4 (46
x 250 mm) a um fluxo de 5mL/min, com a frag¢&o hidrofilica (fragao 1) e a
composicao hidrofébica (fragao 2) do veneno identificadas.
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A fragcdo hidrofilica (fracdo 1) do veneno bruto da aranha Phoneutria
nigriventer corresponde aos primeiros picos que sao eluidos rapidamente devidos as
suas propriedades fisico-quimicas que diferem dos componentes peptidicos /
protéicos presentes na composicao hidrofébica (fracdo 2) em maioria nesse veneno.
As toxinas nao protéicas de baixas massas moleculares presentes na fracéo
hidrofilica precisam ser caracterizadas. Weinberg et al. (2002) demonstraram num
estudo realizado com um pool da fragdo hidrofilica desse veneno denominado de
NORF (nitric oxide releasing fraction), que NORF induz o relaxamento de anéis
mesentéricos de artéria de rato mediado pela liberagdo de 6xido nitrico. Nada até
entao foi descrito em literatura cientifica sobre os componentes deste pool da fragao
hidrofilica.

Para o estudo dos componentes nao protéicos de baixas massas moleculares
desse veneno, um pool da fragcéo hidrofilica (fracédo 1) foi refracionado em sistema
HPLC sob fase reversa, num gradiente de 0 a 30% (v/v) de acetonitrila por 45
minutos, em coluna semi-preparativa C18 (10 x 250 mm) a um fluxo de 1,7mL/min.
Foram obtidos 4 subfragdes (picos 1.1, 1.2, 1.3 e 1.4) cujo perfil cromatografico é
apresentado na figura 12. Essas subfragdes foram coletadas, secadas, pesadas e a

homogeneidade foi monitorada por espectrometria de massas ESI-MS.

215 nm

Figura 12- Refracionamento do pool da fragcdo hidrofilica (fracdo 1) em sistema
HPLC sob fase reversa, num gradiente de 0 a 30% (v/v) de acetonitrila por 45
minutos, em coluna semi-preparativa C18 (10 x 250 mm) a um fluxo de 1,7mL/min,
com as subfracdes identificadas (picos 1.1, 1.2, 1.3 e 1.4).
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Os espectros de massas ESI-MS obtidos pelas analises das subfragbes 1.1,
1.2, 1.3 e 1.4 nos forneceram a homogeneidade e as massas moleculares dos

componentes destas subfragbes (Fig.13A, 13B, 13C e 13D).

Figura 13- Espectro de massas ESI-MS no modo positivo onde
sdo observados os ions moleculares (m/z) dos componentes das
subfragdes: A) pico 1.1, B) pico 1.2, C) pico 1.3 e D) pico 1.4.

Apéds o fracionamento de todos os lotes do veneno, apenas a subfragéo 1.4
foi obtida em quantidade e homogeneidade suficiente para as analises de RMN 'H e
RMN 'C. A subfracdo 1.4 apresentou uma massa molecular de 422 Da e foi

submetida a analise de espectrometria de massas HRMS.
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4.2- Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é considerada uma das mais
poderosas técnicas espectroscopicas no estudo de aspectos estruturais e dindmicos
de moléculas organicas em solugdo. Tanto que na atualidade € muito comum fazer
medidas de RMN para uma determinada substancia, mesmo antes de se obter um
espectro de infravermelho ou um espectro de massa. Esta constatacdo esta
diretamente relacionada com a evolugéo técnica dos equipamentos de RMN nas
ultimas décadas. Nao tdo difundida quanto obter espectros 1D de compostos
organicos, é a pratica de obter espectros em duas dimensdes (2D), homo ('H,'H) e
heteronucleares ('H,"®C). As técnicas 2D permitem correlacionar hidrogénios e/ou
carbonos que possuam alguma relagdo escalar ("Jyn. "Jon "Jcc) ou espacial (H,H-
ou H,C-NOE) entre si. Desta forma é possivel fazer um mapeamento estrutural mais
preciso do que utilizando somente as técnicas 1D e dados de possiveis compostos
similares da literatura, principalmente na analise de estruturas mais complexas
(KAISER, 2000).

As andlises de RMN de 'H e *C forneceram resultados importantes para a
resolucdo estrutural da molécula. Os espectros adquiridos foram relativamente
simples, sugerindo que a molécula apresenta uma certa simetria.

Nos espectros de "H-RMN (anexo 2 ) somente dois sinais foram observados
com deslocamentos de 2,75 e 2,93 ppm, ambos apresentaram um desdobramento
em forma de dubleto e apresentaram uma constante de acoplamento de 15,8 Hz,
caracteristico de hidrogénios metilénicos geminais, estes dados foram confirmados
pelos espectros de g-HSQC (anexo 4) e COSY (anexo 5), onde foi possivel verificar
a correlagéo entre os dois hidrogénios com um mesmo atomo de carbono e entre
ambos.

Os espectros de "*C-RMN (anexo 1) apresentaram cinco sinais, um sinal em
43,729 ppm correspondendo ao carbono metilénico; um sinal em 73,698 ppm
referente a um carbono quaternario, que devido ao deslocamento quimico
apresentado, sugere esta ligado a grupos elétron-retiradores. Os outros trés sinais
encontrados no espectro de ">C-RMN est&o localizados em 173,825, 173,938 e
177,246 ppm correspondendo provavelmente a carbonos carbonilicos. Os sinais dos
carbonos de carbonila nestes deslocamentos quimicos sao relacionados a

carbonilas de amidas e acidos carboxilicos.
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Uma informagédo importante obtida dos espectros g-HMBC (anexo 3) é
referente a correlagao entre os hidrogénios do metileno e todos os carbonos da
molécula, com exce¢do do hidrogénio H,, que nao apresenta correlacdo com
carbono em 177,246 ppm (Cs), apresentado somente por H,. Uma explicagéo para
este fato pode ser devido ao arranjo conformacional entre H, e Cs, onde o angulo
diedro entre ambos encontra-se proximo de 90°, conforme verificado através do uso
de modelos moleculares, condizente com o diagrama de Karplus (JACKMAN;
STERNHELL, 1978). J4 o angulo entre H, e Cs apresenta-se diferente de 90°.
Todos os dados espectrais obtidos para a subfracdo 1.4 estédo indicados na tabela1

€ 0s espectros estdo apresentados em anexo.

Tabela 1- Dados espectrais obtidos para os experimentos de RMN 1D e 2D para a
subfracao 1.4.

C| &C(ppm) |&H (ppm) | Multip. | J (Hz) | H/H COSY | g-HSQC | g-HMBC

143,729 (CHp)| 2.75 (Ha) d 15.8 Ho Ha, Ho
2.93 (Hp) d 15.8 Ha

2| 73,698 (C) Ha Hy

3| 173,825 (C) Ho Hy

4| 173,938 (C) Ha He

5 | 177,246 (C) H.

A interpretacdo dos resultados das analises de RMN levou a proposigcédo da
estrutura quimica apresentada na figura 14 para a subfracdo 1.4. Esta molécula
revelou uma massa molecular de 422 Da e formula molecular Cq2H14N4O13,
confirmada por analises de HRESI-MS. A estrutura foi caracterizada como sendo
hidrazil-dioxopiperidina, e denominada por “NIGRIVENTRINA”.

Uma parte da estrutura proposta, obtida com base nos dados extraidos dos
espectros de RMN 1D e 2D e nos fragmentos encontrados nos experimentos de MS-
MS, estd mostrada na figura 15, indicando os carbonos Cq, Cy, Cy, C3, C4 € Cs,

como também os hidrogénios H, e Hy,.
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Figura 14- A) Estrutura quimica proposta para a fragdo 1.4 do veneno de P. nigriventer, baseado nas
analises de RMN. Este composto trata-se da hidrazil-dioxopiperidina e foi designada por Nigriventrina.

Figura 15- Parte da estrutura da
Nigriventrina indicando os carbonos
C1, C1', Cz, C3, C4 e C5, como
também os hidrogénios H, e Hy.
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4.3- Analises de Espectrometria de Massas Sequenciais

O espectro HRMS/MS obtido para o ion molecular de m/z 423.0631 na forma
[M + H]" e seus principais ion-fragmentos (m/z = 405.0052, 388.9932, 361.0143,
349.0632, 317.0211, 299.9906, 248.0321, 233.9894, 189.0235, 172.9785, 130.8851,
102.8918, 75.0012) estdo mostrados na figura 16B. A interpretagdo deste espectro
esta representada na Figura 16A. A interpretacdo do padrédo de fragmentacao da
molécula é coerente com a estrutura quimica proposta para o constituinte da fragéao
1.4, proposta na Figura 14, corroborando a determinacgao estrutural proposta acima.

A determinacao estrutural do produto natural isolado na fracéo 1.4 do veneno
de P. nigriventer poderia ainda se beneficiar de analises de RMN de Nitrogénio-15, e
até mesmo do desenvolvimento de uma estratégia de sintese organica para este
composto, para confirmar definitivamente sua estrutura quimica. Entretanto o tempo
disponivel para realizacdo da tese nao foi suficiente para a realizagao destas etapas.

Nada foi encontrado na literatura cientifica a respeito desse tipo de molécula.
Sabe-se que a piridina esta presente na estrutura de varios alcal6ides derivados do
aminoacido Lisina, e que a piperidina é produto da redugao da piridina; derivados
dioxopiperidinicos sdo componentes basicos de drogas de efeito analgésico, anti-
ansiolitico e anti-psicético (GITTOS, 1989).
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Figura 16- A) Principais ions moleculares identificados por espectrometria de massas HRMS/MS, no
estudo de fragmentacdo da molécula Nigriventrina. B) Espectro de massas HRMS/MS do ion
molecular de m/z 423.0631 na forma [M + H]" e seus principais ion-fragmentos de m/z = 405.0052,
388.9932, 361.0143, 349.0632, 317.0211, 299.9906, 248.0321, 233.9894, 189.0235, 172.9785,

130.8851, 102.8918, 75.0012.
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4.4- Ensaios Bioldgicos

4.4.1- Neurotoxicidade em Camundongos

A amostra (Nigriventrina) foi diluida em solugcdo BSA/Salina (0,25mg BSA /
mL de Salina 0,9%) e injetado icv 5,0uL de solucdo em cada animal. Foram
utilizados 5 grupos de 4 animais (n = 4) com 4 concentragdes diferentes de amostra
(1, 3, 5 e 8 pg/animal) e para o grupo controle apenas a solugdo BSA/Salina. As
observacbes das agbdes nos camundongos comparadas ao grupo controle foram
realizadas: no momento da aplicagdo (resultados imediatos), cinco, quinze, trinta e,
24h apo6s aplicagdo. Nao houve diferenga de agao entre as concentragdes aplicadas.
As principais reac¢des foram verificadas no intervalo de tempo de 5 a 30 minutos,
sendo: inicialmente, rigidez e pequena perda de locomocao, diarréia, patas traseiras
e dianteiras distendidas, tremor, imobilidade por alguns minutos, cauda ereta, perda
de sensibilidade motora, aceleragdo da mobilidade, aumento da freqiéncia
respiratoria, evidenciando claramente varios efeitos neurotoxicos. Todas as acdes
foram reversiveis e apdés 24h os camundongos permaneceram aparentemente
normais, evidenciando uma acéo nao letal. Como este conjunto de observacgdes foi

constituido de reagbes complexas, nao se determinou a relagao efeito/dose.
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4.4.2- Estudos de Mecanismos de Acgéo

4.4.2.1- Identificacdo das Regides de Acdo da Toxina em Cérebro de
Ratos: Imunoistoquimica para Deteccdo dos Sitios de Expressao da Proteina

Fos

A proteina Fos & um fator de transcricdo induzivel, cuja ativagdo € uma
ferramenta sensivel para mapear diferentes estimulos farmacoldgicos, elétricos e
fisioldgicos (MORGAN; CURRAN, 1991; LINO DE OLIVEIRA et al., 2001) em
neurénios ativados no sistema nervoso central (KOBELT et al., 2004).

Os procedimentos de imunoistoquimica evidenciaram a expressdo da
proteina Fos em algumas regides do cérebro apds a administragdo da Nigriventrina
por injecdo icv contra salina em ratos. A Nigriventrina promoveu um aumento
significativo na expressédo da proteina Fos, apresentando afinidade principalmente
por areas do cortex cerebral sensorial, motor, piriforme e nucleo endopiriforme dorsal
(fig. 17). Essas regides corticais sdo regides ligadas a percepgéo do animal e ao
controle da musculatura voluntaria do mesmo.

Além dessas regides, 0 hipocampo, 0 nucleo septal lateral e o nucleo pré-
optico mediano também apresentaram marcagbes para a proteina Fos (fig. 18). O
hipocampo €& pecga chave envolvida na memoria de contexto. Esta estrutura do
sistema limbico é responsavel, em especial, pela formacéo da chamada meméria de
longa duracdo. O hipocampo intacto possibilita ao animal comparar as condigdes de
uma ameaca atual com experiéncias passadas similares, permitindo-lhe, assim,
escolher qual a melhor opgdo a ser tomada para garantir sua preservagao
(LEDOUX, 1998).

O nucleo pré-optico mediano tem papel fundamental no controle de respostas
cardiovasculares e homeostase de fluidos, esta relacionado a sensag¢bes de sede do
animal. Ja o nucleo septal lateral € um dos principais nucleos ativados apos estresse
excessivo e pode suprimir respostas a estimulos emocionais adversos, sendo alvo

para tratamentos de problemas relacionados a ansiedade (THOMAS, 1988).
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Figura 17- Fotomicrografia de campo claro evidenciando a marcagéo de Fos (nucleos dos neurénios
assinalados em preto) apds a inje¢do icv da Nigriventrina. Imunoreatividade para Fos pode ser
observado em A-B: Cortex sensorial e motor; C-D: Detalhe do cortex sensorial (setas); E-F: Cortex
piriforme e ndcleo endopiriforme dorsal; G-H: Detalhe do cortex piriforme (setas); |- Representagéo
esquematica da fatia do encéfalo com o mapeamento da agdo da toxina, representado no plano
coronal pelas regides assinaladas em vermelho (I). Abreviaturas: M1: Cortex motor, S1: Cortex
sensorial; DEn: Nucleo Endopiriforme dorsal; Pir: Cortex Piriforme. Barra de escala: 50 ym em C-D /
G-H e 200 ym em A-B / E-F.



Figural8- Fotomicrografia de campo claro evidenciando a marcacdo de Fos (nucleos dos
neurdnios assinalados em preto) apds a injecao icv da Nigriventrina. Imunoreatividade para Fos
pode ser observado em A-B: hipocampo; C-D: Nucleo septal lateral e Nucleo pré-optico
mediano; E-F: Representagdo esquematica da fatia do encéfalo com o mapeamento da agéo
da toxina, representado no plano coronal pelas regides assinaladas em verde (E) e azul (F) .
Abreviaturas: CA1, CA2 e CA3: Regido hipocampal, LS: Nucleo septal lateral, LV: Ventriculo
lateral, MnPO: Nucleo pré-6ptico. Barra de escala = 100 uym.
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Para a analise quantitativa das células fos-imunorreativas (fos-ir) foram
escolhidos cinco cortes representativos de cada uma das regides cerebrais de
interesse. As células fos-imunorreativas foram contadas em areas fixas de 1mm? em
todas as regides descritas. Os valores atribuidos sao referentes as médias (= SD) do
numero de células fos-positivas, n=3, sendo o grau de significancia p< 0,05 (teste t-
Student) observado em todas as areas. A figura 19 evidencia o numero de células

fos-ir de cada regiéo.

Contagem de Células

B Nigriventrina
3001 O Controle
250

2001

150
1004

204

. . .
Células marcadas {{/mm*)

M1 S1 Pitr MnPO DEn LS HIP

Regides do cérebro

Figura 19- Numero médio de neurbnios fos-ir apds
administragédo intracerebroventricular de Nigriventrina 0,1pg/pL
(preto), e animais controle (salina 0,9% m/V — branco), nas
principais areas encefalicas ativadas pela amostra em estudo:
cortex motor (M1), cértex sensorial (S1), cortex piriforme (Pir),
Nucleo pré-optico mediano (MnPO), Nucleo endopiriforme dorsal
(DEN), Nucleo septal lateral (LS) e hipocampo (HIP). Os valores
atribuidos sdo referentes as médias (+ SD) do nimero de células
fos-positivas, n=3, sendo o grau de significancia p< 0,05 (teste t-
Student) observado em todas as areas.

O cértex é considerado como uma das partes mais importantes do sistema
nervoso. Nesta regido chegam os impulsos provenientes de todas as vias de
sensibilidade que ali se tornardo conscientes e serado interpretadas, como também
partem os impulsos nervosos que comandam todos os movimentos voluntarios do
individuo (MACHADO, 2002). Desta forma, os resultados obtidos das regibes que
apresentaram a marcacéao de proteina Fos, sugerem que a Nigriventrina tenha acéo
relacionada principalmente ao bloqueio dos movimentos musculares voluntarios de

suas presas, como também no estado de alerta e estresse das mesmas.
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4.4.2.2- Identificacdo da Natureza Bioquimico-farmacolégica dos
Receptores Associados as Regifes de Acdo da Toxina: Experimentos de Dupla

Marcagdo Imunoistoquimica

Com a finalidade de se investigar a natureza bioquimico-farmacolégica dos
neurdnios das areas Fos-imunorreativas envolvidos na a¢ao da Nigriventrina, foram
realizados os experimentos de duplas marcagdes (de expressao de proteina Fos e
de receptores nervosos) com anticorpo anti-NMDA-R1.

As duplas marcagdes para Fos/NMDA-R1 foram observadas nas regides do
Cortex motor (M1), Cértex sensorial (S1), Cortex piriforme (Pir) e Hipocampo (HIP)
(fig. 20). Nao se observou duplas marcagées no nucleo pré-éptico mediano, nucleo
endopiriforme dorsal e nucleo septal lateral.

As células duplamente marcadas (nucleos de neurbnios expressando
proteinas Fos assinalados em negro e os somas dos neurénios corados em marrom,
como mostrado na figura 20A) nas regides corticais foram contadas em regides de
area tecidual de 1mm? e os resultados sdo apresentados e esquematizados no
grafico da figura 21.

Os receptores NMDA-R1 por estarem inseridos no préprio canal ibnico, atuam
diretamente na abertura do mesmo, promovendo influxo de ions calcio e sédio,
desta forma, a presenca da subunidade NR1 é essencial para tornar o canal
funcional (HWA; AVOLI, 1992). Os receptores do tipo NMDA possuem funcgdes
importantes relacionadas ao estado convulsivo e ao aprendizado por repeticdo
(STONE, 1995), sugerindo aparentemente uma possivel relacdo desta toxina com

propriedades pro/ou anti-epileptogénicas.
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Figura 20- Fotomicrografia de campo claro evidenciando as duplas marcacdées Fos/NMDA-R1 apés a
injecdo icv da Nigriventrina (setas). Em A: detalhe de uma célula duplamente marcada. Em B-C:
duplas marcagbes observadas no cortex motor; em D-E: duplas marcagdes observadas no cortex
sensorial; em F-G: duplas marcagbes observadas no hipocampo; em H-lI: duplas marcagbes
observadas no cortex piriforme. Abreviaturas: M1: Cértex motor, S1: Cortex sensorial; CA1, CA2 e
CA3: Regido hipocampal; Pir: Cortex Piriforme. Barra de escala: 25 ym em A; 50 ymem C-E- G -l e
100 ymemB-D-F - H.



Figura 21- Representacdo das porcentagens de neurdnios duplamente
marcados encontrados Fos/NMDA-R1, induzidos pela Nigriventrina nas
regides do cérebro: cértex motor (M1), cortex sensorial (S1), cortex
piriforme (Pir) e hipocampo (HIP).
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4.4.3- Estudos do Mecanismo de Acé&o: Eletrofisiologia de Preparacdes
Hipocampais de Cérebros de Ratos

Os neurdnios hipocampais da regido CA1 s&o ricos em receptores de
glutamato, do subtipo NMDA (SALAMONI, 2005a), e a incubagdo de fatias de
hipocampos de ratos, da regido CA1, em solu¢do de Ringer revela a presenca de
picos correspondendo aos potenciais de agao (regido A da Figura 22) dos neurdnios
destas preparacdes (cerca de dois picos/segundo). A adicdo da Nigriventrina causa
a completa supressao destes picos (regido B da Figura 22), sugerindo que a toxina
causou o bloqueio dos receptores NMDA-R1. Portanto, a Nigriventrina poderia estar
causando o bloqueio do canal de ions calcio, uma vez que como ja citado
anteriormente, os receptores bloqueados (NMDA-R1) estdo localizados no interior
da luz do proprio canal ibnico (HWA; AVOLI, 1992).

Figura 22- Registro intracelular de neurénio hipocampal de CA1. A) Neurénio perfundido com Ringer
normal, Pm -84mV; B) Aplicagéo da toxina Nigriventrina.
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5- CONCLUSAO

O estudo dos componentes né&o-protéicos de baixa massa molecular
presentes na fragcao hidrofilica do veneno da aranha Phoneutria nigriventer, como de
outros venenos animais, encontra hoje como principais desafios a complexidade das
amostras, a escassez do material biolégico, bem como a auséncia de bases de

dados para a caracterizagdo desses compostos.

Sao moléculas que se diferenciam dos outros componentes de origem
peptidica / protéica desses venenos, apresentando caracteristicas particulares e
cujas propriedades fisico-quimicas dificultam a purificagdo e exige a utilizacdo de
técnicas microanaliticas sofisticadas e caras, tanto para o auxilio da caracterizagéo
estrutural desses compostos, como para o controle de purificagdo dos mesmos
(HEATH; GIORDANI, 1993).

Neste trabalho, para o estudo da fracdo hidrofilica do veneno da aranha
Phoneutria nigriventer, foram exigidas varias etapas de fracionamento até se
alcancar quantidade suficiente de material puro para a coleta de informagdes sobre
os componentes da fracado hidrofilica do veneno. Sabiamos da possibilidade dos
componentes das fragdes coletadas nao serem totalmente os mesmos em cada um
dos lotes de veneno obtido. Esta € uma caracteristica destes componentes que se
modificam estruturalmente ou variam a sua ocorréncia no veneno de acordo com a
época e regido da coleta das aranhas e da extracdo do veneno, bem como a forma

de armazenamento e manipulagdo do mesmo.

A Nigriventrina foi o componente de maior abundancia obtido na purificacdo
dessa fracdo. Pelos resultados até entdo obtidos na sua caracterizagéo, verificamos
se tratar de um composto neuroativo com afinidade por receptores de glutamato
subtipo NMDA-R1, principalmente em regides corticais que estdo ligadas a
percepcdo e ao controle dos musculos voluntarios dos animais. Os resultados
eletrofisiologicos sugerem que a Nigriventrina é um potente bloqueador dos
receptores NMDA-R1 e podera no futuro, se tornar um interessante modelo
molecular para o desenvolvimento de uma nova droga de uso em neurologia clinica,

como anti-epiléptico, neuroprotetor em doengas neurodegenerativas ou ainda como
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ferramenta para investigagcbes nas areas da neurobiologia. Neste sentido, o presente
projeto cumpriu com seu objetivo maior dentro do Programa
BlOprospecTA/FAPESP, na prospecgdo vendmica de Artropodes pegonhentos:
investigar e caracterizar estrutural e funcionalmente novos compostos naturais, com

potencial de se tornar no futuro uma droga-lider para o desenvolvimento de novos
farmacos.
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7- ANEXOS

7.1- Anexo 1- Espectro ">C-RMN da amostra Nigriventrina.
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Anexo 1- Espectros de '"C-RMN apresentando cinco sinais, um sinal em 43,729 ppm
correspondendo ao carbono metilénico; um sinal em 73,698 ppm referente a um carbono
quaternario. Outros trés sinais localizados em 173,825, 173,938 e 177,246 ppm correspondendo
provavelmente a carbonos carbonilicos relacionados a carbonilas de amidas e acidos carboxilicos.
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7.2- Anexo 2- Espectro "H-RMN da amostra Nigriventrina.
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Anexo 2- Espectros de 'H-RMN onde foram observados dois sinais com deslocamentos de 2,75
e 2,93 ppm, ambos apresentaram um desdobramento em forma de dubleto e apresentaram uma
constante de acoplamento de 15,8 Hz, caracteristico de hidrogénios metilénicos geminais.



7.3- Anexo 3- Espectro 2D g-HMBC da amostra Nigriventrina.
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Anexo 3- Espectros g-HMBC apresentando a correlagdo entre os hidrogénios do metileno e
todos os carbonos da molécula, com excegdo do hidrogénio H,, que ndo apresenta correlagao
com carbono em 177,246 ppm (Cs), apresentado somente por H,.
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7.4- Anexo 4- Espectro 2D g-HSQC da amostra Nigriventrina.
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Anexo 4- Espectros g-HSQC onde é possivel verificar a correlagéo entre os dois hidrogénios
metilénicos com um mesmo atomo de carbono (CH,).



7.5- Anexo 5- Espectro 2D g-COSY da amostra Nigriventrina.

pom

Anexo 5- Espectros g-COSY onde ¢ possivel verificar a correlagdo entre os hidrogénios
metilénicos.
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