Resumo

O veneno da aranha Phoneutria nigriventer possui uma coleção de toxinas que atuam em canais iônicos dependentes de voltagem. Purificações iniciais permitiram o isolamento de quatro principais frações, PhTx1, PhTx2, PhTx3 e PhTx4. A fração PhTx2 é responsável pelos efeitos mais proeminentes do veneno, possuindo pelo menos 9 toxinas distintas. A caracterização molecular de seus componentes é de suma importância para o entendimento do mecanismo de ação destas toxinas e para sua utilização como ferramentas moleculares. Sendo que o maior obstáculo para o estudo dos venenos de aranhas é a dificuldade de obtenção de veneno suficiente para ensaios (Atkinson ( Wright 1992; Bücherl 1989). Mesmo aranhas de grande porte como a Phoneutria nigriventer, após as purificações necessárias para se obter uma toxina pura, a quantidade e o preço do material obtido limita sua aplicação como ferramentas farmacológicas e em estudos fisiológicos. 

A clonagem e caracterização dos genes que codificam estas toxinas polipeptídicas de aranhas é uma alternativa plausível para superar estes obstáculos. Esta abordagem molecular permite a identificação de sequências que podem conter a informação necessária para a produção destas toxinas em laboratório.Neste sentido foi preparada uma biblioteca de cDNA da glândula de veneno da aranha Phoneutria nigriventer para clonar novas toxinas da fração PhTx2. Utilizando uma sonda de cDNA radioativa, identificamos uma nova isoforma, híbrida entre as toxinas Tx2-6 e Tx2-5. Pretendemos então, inserir o cDNA desta nova isoforma dentro do vetor de expressão pMAL, para posteriormente trabalharmos com esta toxina recombinante, obtida deste sistema procarioto.

I
4. Introdução

4.1 Aracnídeos

O filo ARTROPODA compreende as classes Arachinida, Crustacea, Onycophora e Insecta, que constituem quase noventa porcento de todos animais que povoam a Terra atualmente.

A classe ARACHINIDA compreende dez ordens, entre elas a ARANEIDA e SCORPIONIDA, que são estudadas á muito tempo na história da ciência, por seus venenos extremamente fortes. As aranhas habitam a Terra a aproximadamente 380 a 374 milhões de anos, pelo menos desde o período Devoniano, no qual foi datado o fóssil mais primitivo da aranha Attercopus fimbriunguis.

Aristóteles chamava atenção a cerca de 300 anos antes de Cristo, que haviam aranhas perigosas; Caio Plínio, escritor romano, que viveu entre 23 e 79 d.C, localizava aracnídeos no sul da Itália onde eram freqüentes no verão; Claudius Aelianus, descreveu alguns acidentes causados por aranhas em 200 d.C., sendo o primeiro a citar a moléstia causada pela picada de uma aranha muito encontrada na cidade de Taranto, durante a Idade Média na Europa. Esta moléstia chamada de "tarantismo" era causada pela picada da Tarântula (Lycosa), com sintomas de intensa agitação nervosa, perda momentânea do controle dos movimentos voluntários, acometimento súbito de violentas crises dolorosas, geralmente acompanhados de convulsões e de risos histéricos e chorosos.

Há relatos, de intelectuais da Grécia antiga, de acidentes causados por aranhas do gênero Latrodectus. Alberico e Regino, descreveram que nos anos de 866/67 ocorreu a dizimação do exército de Luís "o germânico", estacionado na Calábria devido a uma epidemia de viúvas negras. O nome Latrodectus significa "ladrão escondido", devido provavelmente a sua miudeza e potente veneno. A sindrome de intoxicação por esta aranha é profundamente dramática, com intensas dores irradiantes, mais concentrada nas articulações e nos órgãos internos, intensa sudorese, palpitação cardíaca e cãibras principalmente nas pernas (Fchvartsman 1992). 

Os aracnólogos modernos chegaram a catalogar 34.000 espécies de aranhas, distribuídas por quase 3.000 gêneros e 105 famílias (Platnick, 1989). A ordem ARANEIDA se diversificou e se adaptou bem aos mais diversos habitas, atingindo as maiores densidades nas regiões de clima tropical e subtropical, e mais raras nas tundras e estepes das regiões polares e subpolares de ambos hemisférios. A avaliação da diversidade total das espécies é difícil, devido a falta de estudos mais aprofundados a este respeito; sendo a fauna do leste europeu e Japão as mais conhecidas, seguida pela fauna da Neoártica (80%), Nova Zelândia (60-70%) e Austrália (20%), a fauna da África e América Latina são as menos estudadas (Coddington, 1991).  

As aranhas que provocam acidentes graves em humanos pertencem a subordem Araneomorphae, que se caracteriza por apresentar queliceras inoculadoras de veneno na posição horizontal. As aranhas do gênero Loxoceles (aranha-marrom), Phoneutria (armadeira), Latrodectus (viuva-negra) e Lycosa (tarântula) são as principais causadoras de acidentes com aracnídeos no Brasil (Bücherl 89).

Por outro lado, as aranhas tem sido muito utilizadas como controle biológico da população de insetos na agricultura com eliminação do uso de pestícidas químicos. Suas neurotoxinas são ainda muito utilizadas na pesquisa neurobiológica, sendo ferramentas específicas para o estudo molecular de estruturas biológicas. As aranhas são praticamente um inesgotável "banco de informação" na pesquisa sobre toxinas.

4.2 Biologia da aranha Phoneutria nigriventer

O nome científico Phoneutria quer dizer "feroz matadora", porque não fogem quando molestadas, e sim levantam-se , apoiadas nas patas traseiras, erguendo as quatro patas dianteiras e abrindo suas queliceras pronta para se defender, daí seu nome popular de aranha armadeira. 

As armadeiras são responsáveis pela maioria dos acidentes humanos em araneísmo no Brasil. Sendo aranhas exclusivamente sul-americanas ocorrendo diferentes espécies: Phoneutria fera PERTY 1833, distribuída no Amazonas, Phoneutria reidyi CAMBRIDGE 1897, distribuída desde o Espírito Santo até a província de Buenos Aires e a Phoneutria nigriventer KEYSERLING 1891, distribuída no Suldeste, Centro-oeste, Sul do Brasil, Uruguai e norte da Argentina.

São aranhas solitárias, errantes, caçadoras que se abrigam durante o dia em lugares escuros e mais ou menos úmidos como debaixo de arvores caídas, em bananeiras, palmeiras e bromélias, saindo para caçar durante a noite, se alimentando de baratas, grilos e até pequenos mamíferos. As caçadas são feitas tanto no chão como sobre arbustos, sendo ajudado pelos tufos de pêlos adesivos, localizados na face interior dos tarsos, os quais permitem que as armadeiras subam por qualquer superfície lisa. Como predadora, é rápida quando da o bote em sua presa, possuindo um veneno muito potente, com grande espectro de ação, já que estas aranhas não tecem teias para captura de suas presas e possuem uma alimentação diversificada. Os machos são errantes a vida inteira, também os filhotes de ambos os sexos, enquanto não forem ainda adultos. As fêmeas, entretanto, depois do acasalamento tornam-se cesseis enquanto cuidam de sua prole; nos demais períodos são errantes também (Bücherl 89).

A espécie que ocorre mais freqüentemente no sudeste é a Phoneutria nigriventer (Fig.1), que tem coloração geral marrom-acinzentada e apresenta no dorso do abdômen um desenho formado por pares de manchas claras dispostas longitudinalmente, o ventre é negro nas fêmeas adultas e vermelho-alaranjado nos machos. Como todas aranhas da família Ctenidae, apresentando oito olhos dispostos em três filas (2-4-2) transversais. São relativamente grandes, podendo atingir quatro a cinco centímetros de corpo e dez a doze centímetros de envergadura (Shemnberg e Lima 1971).

Elas invadem a residência humana, principalmente durante a época de acasalamento, coincidindo no Brasil o começo da estação fria, março e abril. É neste período que se registra o maior número de acidentes envolvendo picadas da aranha Phoneutria nigriventer.

Fig.1. A aranha Phoneutria nigriventer fêmea, com sua ooteca, em em posição de ataque.

A picada é rápida e muito dolorosa. Em vitimas humanas é descrito uma dor imediata, local no princípio, irradiando-se por todo o membro após alguns minutos e persistindo em intensidade por horas. Sendo ainda observados sintomas variados incluindo dor local intensa, choque neurogênico, distúrbios cardíacos, edema pulmonar e priapisma (Schenberg & Pereira Lima. 1971).

O tratamento consiste inicialmente na administração de um anestésico sistêmico e/ou proceder à infiltração anestésica local, com lidocaina a 2%, sem vasoconstritor. A imersão do local da picada em água morna ou uso de compressas quentes é outro procedimento auxiliar no combate à dor. A soroterapia é indicada nos casos de manifestações sistêmicas em crianças e em todos acidentes graves.

4.3. Componentes tóxicos do veneno de aranhas

Durante milhões de anos de evolução, as aranhas aprimoraram suas toxinas, desenvolvendo uma extraordinária diversidade de mecanismos moleculares de ação tóxica e paralisante . Algumas destas toxinas são ativas em qualquer espécie, outras são inseto-específicas ou até mesmo crustáceo-específica (Krasnoperov et al., 1990).  

Estudos bioquímicos do veneno das aranhas tem mostrado uma grande diversidade de componentes, podendo ser separadas em pelo menos quatro diferentes classes : compostos orgânicos poliaminados; grandes proteínas; enzimas, como fosfatases, colagenases, esterase, hialuronidades, fosfolipase e proteases (Tu et al,. 1997) e polipeptídeos ricos em pontes disulfeto, que variam de 40-90 aminoácidos, sendo este último o grupo mais diversificado do veneno de aranha. 

As neurotoxinas de baixo peso molecular (< 1 KDa) da aranha Nephila spp, JSTX e NSTX, são compostos orgânicos poliaminados que atuam como potentes antagonistas dos receptores de L-glutamato, específico de invertebrados. Estas toxinas causaram grande euforia na industria farmacéutica e de pesticidas devido sua grande especificidade em insetos (Aramaki et al., 1987).

A viúva -negra (Latrodectus mactans) possui neurotoxinas de alto peso molecular (~130 Kda), que estimulam a secreção de neurotrasmissores em vertebrados e invertebrados (Krasnoperov et al., 1990). A (-latroinsetotoxina ((-LTI) é ativa apenas em invertebrados e não tóxica para vertebrados, enquanto a (-latrotoxina ((-LTX) é extremamente tóxica em vertebrados. As seqüências de aminoácidos completa das duas toxinas, foram determinadas através dos respectivos cDNAs (Kyatkin et al., 1990/1993). O polipeptídeo é composto de diversas repetições imperfeitas, que constituem um motivo de 33 aminoácidos, também achado em proteínas ligadoras de membrana celular humana, ankirinas (Lux et al., 1990; Otto et al., 1991).

Peptídeos neurotóxicos ricos em cisteinas, com 40-90 resíduos de aminoacidos de comprimento, tem sido isolados do veneno de diversas aranhas (Bachmann, 1982; Gregson e Spence, 1983; Scheumack et al., 1988). Três classes destas toxinas foram isoladas da aranha Agenelopsis aperta: (-agatoxina, (-agatoxina, (-agatoxina (Adams et al.,1989; Skinner et al., 1989; Adams et al., 1989). As (-agatoxina, são uma família de acilpolaminas de baixo peso molecular, contendo resíduos indólicos na sua estrutura, ela atua suprimindo reversivelmente as junções excitatórias musculares de insetos, por bloquearem o complexo canal-receptor sensível a glutamato (Adams et al.,1989). As (-agatoxinas incluem seis peptídeos ricos em cisteinas, envolvidos com a atividade repetitiva em neurônios motores e na liberação de acetilcolina, uma ação em canais de sódio. Já foram encontrados 4 subtipos de (-agatoxinas, e seus efeitos fisiológicos como supressão da liberação de neurotrasmissores, um efeito devido a sua ação em canais de cálcio (Bindokas e Adams, 1989). A caracterização molecular do precursor da (-agatoxina IA, foi realizado obtendo-se o cDNA da toxina juntamente com dados de espectrometria de massa e sequenciamento de aminoácidos (Santos et al., 1992). Neste trabalho foi elucidando o mecanismo pelo o qual a toxina é processada até sua forma madura heterodimérica. A excisão nestas regiões ricas em glutamato é um passo determinante para o processamento da toxina madura.

Diniz M.R.V e cols, em 1994 observou um padrão parecido com a (-agatoxina. A preprotoxina Tx1 apresentou uma seqüência sinal hidrofóbica, o propeptídeo rico em glutamato, e apenas dois resíduos de aminoácidos posteriores a toxina, que provavelmente são excisados. O cDNA da toxina Tx1 entretanto diferia em um resíduo de aminoácido da toxina madura sequenciada (Diniz et al., 1990).

A obtenção de quantidades suficientes de veneno, sem secreções digestivas, hemolinfa ou "debris" da glândula de veneno, tem sido um dos principais obstáculos para o estudo satisfatório destas substâncias ativas (Atkinson ( Wright, 1992). Eletroforese em S.D.S (dodecil sulfato de sódio) indica também considerável heterogenidade protéica entre o veneno de uma mesma espécie (macho e fêmea, época de retirada de veneno), ou entre espécies próximas.

Kawai et al., 1992 descreveu que o veneno de algumas aranhas que não são consideradas de importância médica também possuem toxinas que podem atuar no sistema de vertebrados, bem como neurotoxinas inseto-especificas.
4.4. Canais iônicos

A bicamada lipídica de membranas biológicas é intrisicamente impermeável a iontes e moléculas polares. A permeabilidade é conferida por duas classes de proteínas alostéricas, canais e bombas.

Canais iônicos são proteínas integrais de membrana responsáveis pelo transporte seletivo e rápido através da membrana celular. Os canais iônicos envolvidos na geração de sinais elétricos podem ser agrupados em duas classes: canais iônicos ativados por ligantes e canais iônicos sensíveis a voltagem, sendo esses últimos responsáveis pela alteração de permeabilidade do íon durante a geração do potencial de ação em células excitáveis (Marban et al., 1998). 

Os sinais que levam a ativação e subsequentemente a abertura de canais iônicos é bem diversa. Alguns são ativados por mensageiros intracelulares como os nucleotídeos ciclicos ou pelo Ca2+. Outros canais iônicos são ativados pela despolarização da membrana. Estes canais dependentes de voltagem exibem seletividade à diferentes ions, e portanto são divididos em canais de sódio, potássio e cálcio. A maior importância fisiológica destes canais é seu papel na geração de sinais elétricos nas células. Devido a similaridade no mecanismo de ativação e nas estruturas destes canais , estas proteínas formam a família dos canais iônicos dependentes de voltagem.

Os canais de sódio dependentes de voltagem são responsáveis pela despolarização da membrana, provocando a abertura dos canais de cálcio dependentes de voltagem e consequentemente, o influxo deste íon na célula que irá atuar como segundo mensageiro de vários processos fisiológicos, como excitação-contração e excitação-secreção. Rapidamente, este processo é terminado, com a abertura dos canais de potássio dependentes de voltagem que vão repolarizar a célula, juntamente com a bomba ATPasica de sódio-potássio.

Devido a grande importância dos canais iônicos dependentes de voltagem na transmissão elétrica em células excitáveis, diversos organismos desenvolveram toxinas altamente específicas que tem como alvo as proteínas dos canais iônicos, podendo uma toxina atuar diferencialmente  entre as diversas isoformas de um mesmo canal iônico (Adams et al.,1996).

4.4.1. Canais de sódio dependentes de voltagem

Canais de sódio são extremamente importantes na transferência de informações entre células excitáveis, transmitindo impulsos despolarizantes rápidos por células ou redes celulares, e assim permitem coordenação de processos complexos, como locomoção à cognição (Marban et al., 1998)..

Experimentos realizados por Hodgkin e Huxley (1952), permitiram uma completa análise dos eventos que ocorrem durante o potencial de ação dos axônios, revolucionando a eletrofisiologia por descrever elegantemente o processo elementar de funcionamento de canais iônicos, fluxos e mudanças de permeabilidade aos ions Na+ e K+. Noda e cols. em 1984 clonaram o canal de sódio, abrindo a era da expressão heterologa e manipulação molecular destes canais.

O canal de sódio consiste de várias subunidades, mas apenas a subunidade ( é necessária para sua função, sendo as subunidades (1 e (2 importantes moduladores tecido específicos. A subunidade ( consiste em quatro domínios homologos (I-IV), cada domínio possue seis (-helices transmebrana (S1-S6).Os domínios são responsáveis pela formação do poro, e as alças que ligam S5-S6 de cada domínio, chamada de segmento P, é responsável pela seletividade do canal ao íon sódio. Dois domínios tem um importante papel na seletividade ao íon sódio: o domínio III, no qual uma lisina (K1237), é crítica para a discriminação do Na+ pelo Ca2+ (Marban et al., 1998) e o domínio IV, no qual mutações em resíduos adjacentes (1531-1534) fez com que o canal perdesse sua seletividade à cátions monovalentes (Chiamvimonvat et al., 1996).

O segmento S4 é o sensor sensível a voltagem do canal. No processo de ativação, diversos resíduos carregados em cada fita S4 fisicamente atravessam a membrana através de uma estreita fenda formada por outros segmentos. Esta movimentação de S4 em resposta a despolarização, parece levar S6 a sair da boca do canal desobstruindo-o e assim permitindo o influxo de iôns.

4.4.2. Canais de sódio e toxinas

Estudos farmacológicos de competição e mutagêneses, tem descrito vários sítios de ligação de neurotoxinas a canais de sódio. Devido a grande especificidade de ligação das neurotoxinas a canais iônicos, elas tem sido usadas como importantes ferramentas para caracterização molecular de diversos canais. 

As toxinas que atuam em canais de sódio são classificadas segundo seus sítios de ligação, onde pelo menos seis sítios já foram descritos.

Ao sítio I ligam-se as toxinas guanidínicas, tetrodotoxina e saxitoxina (Catteral et al., 1980), e a toxina polipeptídica extraída do Conus geografus, conotoxina (Wu ( Narahashi, 1988). A tetrodotoxina (TTX) extraída do peixe baiacu, tem contribuido muito para o estudo funcional e estrutural dos canais de sódio. Aplicada externamente TTX bloqueia potentemente os canais de sódio (em concentrações nanomolares) em isoformas neurais e musculares, e necessita de concentrações maiores para bloquear canais cardíacos. A identificação de um resíduo particular na região P do domíneo I é responsável pela especificidade e sensibilidade à tetrodotoxina, onde um resíduo aromático na posição 401, confere alta afinidade à toxiana, enquanto na sua falta, o canal fica resistente ao efeito desta toxina (Marban ( Tomaselli et al., 1998). Muitos outros resíduos na região da boca do canal contribuem para a ligação da TTX e outras toxinas guanidínicas divalentes, como a saxitoxina (STX), sugerindo que a toxina possui uma grande região de ligação na superfície externa do canal (Pérez-Garcia et al., 1996). 

A saxitoxina, uma toxina produzida por dinoflagelados do gênero Gonyaulax, como a TTX, é um alcalóide com carga positiva, sendo uma molécula que possui um radical guanídico, sendo capaz de atravessar canais de sódio dependentes de voltagem. O radical guanídico, aloja-se no canal , deixando o restante da molécula bloquear a saída. Em contraste com anestésico locais não há nenhuma interação entre as reações do mecanismo de portão e bloqueio no caso de TTX e STX, sua associação e dissociação são independentes de estar o canal aberto ou fechado. Ao contrário, a toxina do molusco Conus geographus, tem sua afinidade de ligação ao canal influenciada pelo potencial de membrana, diminuindo a afinidade quando a membrana esta despolarizada. A conotoxina surpreendentemente também é ligante extra celular do sítio I do canal de sódio, onde causa uma .mudança na conformação do canal impedindo o influxo de iôns sódio.

A Grayanotoxina é um ligante clássico do sítio II. Elas ligam ao canal alterando sua ativação dependente de voltagem, deslocando-o na direção hiperpolarizante e retardando a inativação.

As toxinas escorpionicas do tipo (, presentes nos escorpiões, Androctonus australis, Leiurus quinquestriatus e Tityus serrulatus, são ligantes do sítio III, diminuindo ou bloqueando a inativação do canal de sódio, prolongando o potencial de ação. Podendo haver também interação alosterica com o sítio II, mantendo o canal no estado aberto (Catteral et al.,1986). A toxina da anêmona do mar Anemonia sulcata (ATXII) também liga-se ao sítio III, prolongando o potencial de ação do nervo (Romey, 1976). Este mesmo efeito também foi observado com a toxina do coral Goniopora, que também prolonga o potencial de ação em células neurais, porém a ligação se dá no sítio VI do canal de sódio.

Toxinas de escorpião do tipo (, são ligantes do sítio IV do canal de sódio, e estão presentes em várias espécies de escorpiões do novo mundo, como o Centruroides sculpturantus, C. suffusus e Tityus serrulatus. Estas toxinas ligam-se na porção extracelular , alterando a ativação do canal (Jover et al., 1980; Couraud et al., 1982). 

A brevetoxina , isolada do dinoflagelado Ptycodiscus brevis, ligam-se no sítio V do canal de sódio, acentuando o efeito das toxinas que se ligam ao sítio II. Catteral e Gainer em 1985, utilizando "votage clamp" mostraram que estas toxinas além de alterar a ativação dos canais de sódio para potenciais mais negativos e de retardarem a inativação, também aumentam a amplitude da corrente de sódio.

4.5. Bioquímica e farmacologia do veneno da aranha P. nigiventer

Os primeiros estudos experimentais com o veneno da aranha Phoneutria nigriventer, foram realizados no Instituto Butantã por Brazil & Vellard. Vital Brazil o fundador do Instituto e Vellard, aracnólogo pioneiro, demonstraram a ação neurotóxica do veneno da aranha Phoneutria nigriventer.

Nesta época no Instituo Butantã os farmacólogos queriam saber mais a respeito da natureza deste veneno para elucidar seu mecanismo de ação, enquanto os médicos queriam maior quantidade de soro específico para o tratamento das vítimas. Era preciso então obter mais veneno em estado puro e em quantidades que permitissem a elaboração de estudos fundamentais. Entretanto no Instituto Butantã havia apenas cerca de 50 aranhas armadeiras para retirada do veneno. Foi necessário então verificar a freqüência real do aracnídeo, seu ciclo de vida, meios de combate e outros aspectos biológicos. Foram construídos 600 viveiros pequenos para a criação das armadeiras. Importantes  técnicas de manejo e extração de venenos foram desenvolvidas. Após dez anos (1956 a 1965), foi obtido 21,506 gramas de veneno puro, dessecado em vácuo, em um total de 13.983 extrações realizadas, e ainda eram extraídas periodicamente 3050 aranhas vivas (Bücherl 1989).Com esta quantidade de veneno foi possível então vários estudos com o veneno da aranha armadeira.

Barrio et al., (1955) utilizando eletroforese em papel separou o veneno bruto em duas frações principais. Estas frações separadas por eletroforese induziram efeito neuromuscular e muscular.

Diniz et al., (1963) demonstrou, por fracionamento eletroforético, que o veneno da aranha Phoneutria nigriventer possui histamina, serotonina e dois polipeptídeos que contraem o íleo de cobaia. Fischer e Bohn (1957) separaram a histamina por eletroforese, demonstrando que o veneno também continha ácido glutámico (23.6%), ácido aspártico (1%), e lisina (0.2%). Welsh e Batty (1963) identificaram serotonina, enquanto hialuronidase e ação proteolítica do veneno foram descritas por Kaiser et al.,(1956).

Utilizando agar imunoeletroforese, Schenberg e Pereira Lima, em 1962, determinaram a presença de 13 substâncias farmacologicamente ativas e de natureza protéica. Estes autores concluíram também que o veneno possui diversos componentes distintos, cada um associado com um ou mais efeitos múltiplos do veneno total.

Entwistle e colaboradores (1982) isolaram um peptídeo de 5.500 a 5.900 Da, do veneno bruto da Phoneutria nigriventer que foi capaz de induzir potenciais de ação ao longo de axônio do nervo crural, em uma preparação neuromuscular de fêmur de gafanhoto, resultando em contrações incontroláveis do músculo esquelético, sendo o primeiro pesquisador a testar o veneno da armadeira em insetos.

Fontana & Vital-Brazil (1985) testaram o veneno da aranha Phoneutria nigriventer em uma preparação nervo frênico-diafragmática de rato. Foi observado uma despolarização na membrana da fibra muscular diafragmática. Este efeito foi bloqueado pela tetrodotoxina (bloqueadora de canais de sódio), ou pela redução de sódio extracelular. Estes dados levaram os autores a concluir que o veneno atuava em canais de sódio dependentes de voltagem, no músculo e no nervo.

Em 1988, Vital-Brazil e colaboradores, utilizando aurículas isoladas de cobaia, puderam observar que os efeitos cronotrópicos e ionotrópicos do veneno foram produzidos através da liberação de neurotrasmissores, acetilcolina e noradrenalina, pelas terminações nervosas autônomas, e esta liberação era devido a ação do veneno nos canais iônicos de sódio do axônio, o qual foi bloqueado por tetrodotoxina.

Purificações iniciais do veneno da aranha Phoneutria nigriventer foram realizadas por Resende col.(1991), através de filtração em gel e cromatografia de fase reversa em HPLC (High Performace Liquid Chromatography), permitindo o isolamento de três frações tóxicas principais denominadas PhTx1, PhTx2 e PhTx3. Estas frações variavam de 6.000 a 9.000 Da. A fração PhTx1 mostrou-se pura em eletroforese e os sintomas de envenenamento quando injetada intracérebro-ventricular (i.c.v) em camundogos causou, elevação da cauda, excitação e paralisia espástica nos membros posteriores. As frações PhTx1 e PhTx2, quando injetadas intracérebro-ventricular (i.c.v) determinaram, respectivamente, uma DL50 de 45 ( 5 5µg e 1,7 ( 0,7 µg/Kg de camundongo, ambas induzindo sintomas excitatórios. A fração PhTx3 teve DL50 de 137 ( 10 µg/kg de camundongo, induzindo paralisia flácida.

Diniz et al.,(1990) purificaram e determinaram a seqüência primária da toxina Tx1, sendo um peptídeo de cadeia única com alta proporção de cisteinas, formada por 77 resíduos de aminoácidos, com peso molecular de 8.000 .Da. 

Cordeiro e cols (1992) purificaram 9 peptídeos presentes na fração toxica PhTx2 do veneno da aranha Phoneutria nigriventer. Quatro neurotoxinas foram sequenciadas e denominadas, Tx2-1, Tx2-5, Tx2-6 e Tx2-9. O peso molecular , determinado através de espectrofotometria de massa correspondia com o número de resíduos de aminoácidos determinado: Tx2-1 com 5.838,8 Da e 53 resíduos de aminoácidos, Tx2-5 com 5.116,6 Da e 49 resíduos de aminoácidos, Tx2-6 com 5.291,3 Da e 48 resíduos de aminoácidos e Tx2-9 3.742,1 Da e32 resíduos de aminoácidos.

Araújo e cols (1993) utilizando a técnica "losse pacth clamp", demonstraram que a fração tóxica PhTx2 retarda a inativação da corrente dos canais de sódio em músculo esquelético de rã. Este mesmo pesquisador utilizando as toxina Tx2-5 e Tx2-6, verificou que elas afetam a ativação e inativação dos canais de sódio de uma maneira semelhante, apesar da diferença estrutural entre as duas.

Romano-Silva e cols (1993) demonstrou que a fração tóxica PhTx2 induzia uma rápido aumento da concentração interna de Ca2+ e liberação de glutamato e acetilcolina em sinaptosomas do córtex cerebral de rato.

Em 1993 Cordeiro e cols purificaram duas neurotoxinas da fração PhTx3, chamadas Tx3-1 e Tx3-6, sendo responsáveis por paralisia flácida em camundongos. PhTx3 estão envolvidas na neurotransmissão através dos canais de cálcio. Prado e cols. (1996) demonstraram que as neurotoxinas Tx3-2 e Tx3-5 não têm ação na liberação de glutamato, mas que podem estar envolvidas em outras classes de canais de cálcio como tipo-L e tipo-T

Uma nova fração do veneno total da aranha armadeira foi identificada por Figueiredo et al. (1995), composta de 7 subfrações (Tx4(1) a Tx4(7)). E ainda foi identificada e sequenciada uma neurotoxina específica para inseto chamada Tx4(6-1).

Maragoni e cols (1993) isolaram e purificaram uma toxina da armadeira com atividade espástica sobre o músculo liso vascular de coelho. Este polipeptídeo denominado PNV1, possui 125 resíduos de aminoácidos e peso molecular de 13.899 Da. Outro peptídeo com atividade em músculo liso foi isolado por Bento e cols (1993) denominado PNV2. Estes dois peptídeos devem ser responsáveis pelo edema pulmonar e priaprismo, alterações vasculares observadas no envenenamento pela peçonha da aranha Phoneutria nigriventer. 

Diniz, M.R.V (1994) clonou a toxina Tx1 da aranha Phoneutria nigriventer observando um padrão parecido com a (-agatoxina. A preprotoxina Tx1 apresentou uma seqüência sinal hidrofóbica, o propeptídeo rico em glutamato, e apenas dois resíduos de aminoácidos posteriores a toxina, que provavelmente são excisados. O cDNA codificando para  Tx1 entretanto apresentou um diferença na posição 76, onde o sequenciamento de aminoácidos indica um glutamato, o cDNA codifica uma asparagina. Esta diferença pode ser devido a expressão de dois diferentes genes para isoformas Tx1, ou esta diferença de aminoácidos deve refletir uma heterogeneidade de toxinas dentro da população de aranhas.

Kalapothakis et al.,(1998) clonou de uma biblioteca de cDNA da glândula de veneno da aranha armadeira, o cDNA que codifica para a neurotoxina ativa em canais de sódio Tx2-1, e ainda duas novas isoformas chamadas Pn2-1 e Pn2-5. Suas cadeias polipetídicas são 92% semelhante com a Tx2-1 e 94% semelhante com Tx2-5 respectivamente. O cDNA mostrou ainda que o precursor possui um peptídeo sinal hidrofóbico, e um propetídeo rico em glutamato entre a seqüência sinal e a toxina madura.

Penaforte et.al.,(2000) identificou o cDNA da biblioteca da gândula de veneno da aranha Phoneutria nigriventer, que codifica para a toxina inseto-específica Tx4(6-1). E ainda foram identificadas duas novas isoformas, chamadas Pn4A e Pn4B, da fração PhTx4. O cDNA que codifica para Tx4(6-1) é idêntico a seqüência protéica determinada quimicamente. 

Figueiredo e cols (2001) identificaram uma nova toxina inseto-específca Tx4(5-5), utilizando cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e troca iônica. A seqüência completa de aminoácidos foi determinada mostrando que a Tx4(5-5) é uma toxina de cadeia única, com 47 resíduos de aminoácidos. Esta toxina mostrou ainda 64% de similaridade com a Tx4(6-1). A Tx4(5-5) é extremamente toxica para moscas (Musca domestica), baratas (Periplaneta americana) e grilos (Acheta domesticus), produzindo efeitos neurotóxicos como tombos, tremura com movimentos não coordenados em doses baixas, 50 ng/g (mosca), 250 ng/g (barata) e 150ng/g (grilo). Em contraste, injeções intracerebro-ventricular em camundongos não produziram nenhum efeito.

Devido a grande importância destas toxinas como ferramentas no estudo de mecanismos biológicos moleculares, como fármaco ou até mesmo como bioinseticida, vários pesquisadores tem clonado o cDNA de toxinas em vetores de expressão eucariotos e procariotos no sentido de se obter quantidades suficientes para sua utilização, visto a dificuldade de se obter venenos brutos de aranhas e purificar, e ainda o baixo rendimento e elevado custo de obtenção.

Penaforte (2000), clonou várias toxinas da biblioteca de cDNA da glândula de veneno da aranha Phoneutria nigriventer, subclonando a toxina Tx2-6 em um vetor bacteriano de expressão citoplasmática, pMAL-c2. A toxina recombinante foi produzida com sucesso, porém em um estado conformacional que não demonstro o mesmo efeito em da toxina nativa em canais iônicos de sódio. Estudos de "refolding" estão sendo realizados no sentido de se conseguir uma toxina recombinate ativa (Kalaphotakis, comunicação pessoal).

Min Li (2000) clonou e expressou um gene sintético que codifica para a Huwendatoxina-I, da aranha Selenocosmia huwena. Todos os codons preferenciais para E.coli foram alterados no gene da toxina. Este gene sintético foi inserido no vetor procarioto de fusão com GST, o pGEX-KT. A toxina recombinate expressa foi purificada e clivada de seu gene de fusão; posteriormente a toxina foi reduzida e renaturada, e seu efeito biológico foi idêntico ao da toxina nativa.

5.1. Objetivos gerais

Venenos de aranhas possuem diversos polipetídeos tóxicos com ações únicas e interessantíssimas em tecídos excitáveis em diversas espécies. Entretanto, muitos venenos ainda não foram purificados e caracterizados, temos muito que aprender sobre seus modos de ação, heterogeneidade e estruturas.

O maior obstáculo para o estudo dos venenos de aranhas é a dificuldade de obtenção de veneno suficiente (Atkinson ( Wright 1992; Bücherl 1989). Aranhas de pequeno porte são ainda mais difíceis porque estas produzem uma menor quantidade de veneno, sendo este o motivo pelo qual o veneno de algumas aranhas ainda não ter sido estudado. Mesmo aranhas de grande porte como a Phoneutria nigriventer, após as purificações necessárias para se obter uma toxina pura, a quantidade e o preço do material obtido limita sua aplicação como ferramentas farmacológicas e em estudos fisiológicos. 

A clonagem e caracterização dos genes que codificam estas toxinas polipeptídicas de aranhas é uma alternativa plausível para superar estes obstáculos. Esta abordagem molecular permite a identificação de sequências que podem conter a informação necessária para a produção destas toxinas em laboratório. Podemos ainda, realizar estudos de divergência evolucionária entre peptídeos tóxicos de aranhas.

Este projeto foi realizado com a intenção de identificar e caracterizar genes que codificam toxinas da glândula de veneno da aranha Phoneutria nigriventer, utilizando técnicas de DNA recombinante e biologia molecular.

5.2. Objetivos específicos

· Fazer uma varredura da biblioteca de cDNA da glândula de veneno da aranha Phoneutria nigriventer utilizando como sonda o cDNA da toxina Pn2-5A;

· Identificar novas toxinas da fração PhTx2, na biblioteca de cDNA, da glândula de veneno da aranha Phoneutria nigriventer , que sejam ativas em canais de sódio;

· Sequenciar e analisar o cDNA de cada toxina clonada.

6. Materiais

6.1 Equipamentos utilizados no laboratório:

Agitador magnético de soluções (Sigma-Aldrich)

Agitador para gel ‘clinical rotator’ (Fisher-Scientific) e ‘orbit shaker’ (Labline)

Agitador para tubos - Genie 2 (Scientific Industries Inc.)

Aparelho para sequenciamento automático ABI Prism 310 Genetic Analyser (ABI)

Aparelho de PCR -PTC 100 - Peltier Effect Cycling MJ Research

Autoclave vertical (Phoenix)

Autoclave automática ‘steam sterelizer 1730M’ (Tittnauer)

Balança analítica (Ohaus Standart)

Balança eletrônica (And FX-300)

Banho maria (Hemoquímica) e (Fisher Scientific Water Bath)

Banho seco (Thermolyne Type 16500)

Capela química

Centrífuga de mesa (Fisher Scientific 13 K/m Marathon)

Centrífuga (Hitashi CR 20B2)

Centrífuga (Hitashi CR21E)

Cubas para eletroforese DNA/RNA (Owl)

Cuba para transferência semi-seco (Owl- separation systems)

Fluxo laminar para microorganismos (Veco)

Fontes de eletroforese "High voltage”(BRL Life technologies)

Forno de hibridização à vácuo (Fisher scientific)

Forno de microondas (sharp)

Freezer -80ºC (Sellex)

Homogenizador de tecidos (Glass-col)

Medidor de pH (Corning) e (chemcadet)

Microcentrífuga de mesa refrigerada (Eppendorf 5417R)

Microcentrífuga de mesa MSE para tubo falcon

Shaker incubador C25KC (New Brunswick Scientific)

Spectrofotômetro (Hitashi V-1100)
6.2. Reagentes e material de uso:

Ampicilina: Ampicilina (MERK) foi dissolvida em H2O estéril na concentração de 100mg/ml, filtrada (filtro 0,22 (m) e estocada a –20ºC. A solução foi utilizada na concentração final de 100(g/ml.

Glicerol 10X (glicerol 10%): misturar 100 ml de glicerol com 900 ml de água. Autoclavar. Estocar a temperatura ambiente. Essa solução é estável por mais de 1 ano

IPTG: Dissolver em água mili-Q estéril na concentração de 500 mM. Filtar em filtro 0,22 (m e estocar a -20ºC.

X-Gal: Dissolver em dimetilformamida na concentração de 20 mg/ml e estocar a -20ºC.

Oloigolabelling buffer: contém as soluções O, A, B e C na proporçãode 100:250:150. Solução O: 1,25M Tris-HCl pH 8, 0,125M MgCl2.

Solução A: 1ml de solução 0,18 (l 2-mercaptoetanol, 5(l dATP (0,1M), 5(l dTTP (0,1M) e 5(l dGTP (0,1M), (cada nucleotídeo foi dissolvido previamente em TE (3mM de Tris-Cl, 0,2mM EDTA pH 7,0).

Solução B: 2 M Hepes pH 6.6, solução primer pd(N)6 em 10 mM Tris -HCl pH 7,6, 1 mM EDTA. 

Stop solution: (20 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 2 mM EDTA, 0,25% SDS, 1(M dCTP)

6.3.Meios de cultura e Soluções

LB broth: 10 g de NaCl, 10 g de bactotriptona e 5 g de extrato de levedura. O pH é ajustado para 7,5 com NaOH e o volume é acertado para 1 litro. Autoclavar a solução.

LB ágar: Possui a mesma composição que o LB broth, acrescido de 20 g de ágar para 1 litro de solução. Autoclavar a solução.

2XYT broth glicose: 16 g de extrato de levedura, 10 g de bactotriptona, 5 g de NaCl, 2 g de glicose para 1 litro de água destilada. Autoclavar.

PEG 8.000 13%: 7,5g de PEG 8.000 em 50mL de H2O. Misturar bem e autoclavar. Esta solução perde em pouco tempo, podendo crescer fungos. O ideal é alicotar em frascos de 1,5 mL.

PBS pH 7,4: 0,05M Na2HPO4 e 0,15M de NaCl.

Reagente Denhardt’s: Solução estoque 50 X: 5 g de ficoll, 5 g de polivinilpirrolidona e 5 g de BSA (Fração IV) para o volume de 500 ml. Filtrar em condições assépticas e conservar a -20ºC.

Solução I para extração de plasmídio: Solução estoque de glicose 1 M, Tris-HCl 1M, pH 8,0 e EDTA 0,5 M (pH 8,0). Unir as soluções estoque nas concentrações glicose 50 mM, Tris-HCl 25 mM pH 8,0 e EDTA 10 mM (pH 8,0) de acordo com o volume a ser preparado. Autoclavar e conservar a 4ºC.

Solução II para extração de plasmídio: Solução estoque de NaOH 10 N e SDS 10%. Unir as soluções estoque nas concentrações NaOH 0,2 N e SDS 1% de acordo com o volume a ser preparado. Essa solução deve ser preparada na hora do uso. A água deve ser adicionada de maneira intercalada entre o NaOH e o SDS para não ocorrer precipitação.

Solução III para extração de plasmídio: Adicionar 60 ml de uma solução de acetato de potássio 5 M, 11,5 ml de ácido acético glacial e 28,5 ml de H2O deionizada. Autoclavar e conservar a 4ºC.

STE (Tampão Tris-sódio): Tampão Tris-HCl 10 mM (pH 8,0), 100 mM NaCl e 1 mM de EDTA pH 8,0

Solução saturada de fenol/clorofórmio: 500 g de fenol (SIGMA-P1037) são aquecidas (68ºC), até a completa dissolução. Hidroxiquinolina é adicionada na concentração de 0,1%. Ao fenol dissolvido adiciona-se 1 volume de tampão Tris-HCl 0,5 M, pH 8,0. A mistura é mantida sob agitação por 15 minutos e depois em repouso até ocorrer a separação completa das fases. A fase aquosa é então removida e adiciona-se 1 volume de solução Tris-HCl 0,1 M (pH 8,0) repetindo o procedimento acima, até obtenção da solução final com pH > 7,8. Após o equilíbrio da solução e remoção da fase aquosa, adiciona-se 0,1 volume de Tris-HCl 0,1 M (pH 8,0) contendo 0,2% de (-mercaptoetanol. A esta mistura adicionou-se igual volume de clorofórmio (MERK). Armazenar a 4ºC, protegido da luz.

Solução de Pré-hibridização: Soluções estoque de NaH2PO4 1 M, SSC 20 X, SDS 10% e reagente Denhardt’s 50 X. Unir as soluções estoque nas concentrações de NaH2PO4 20 mM, SSC 6 X (300 ml), SDS 0,4% (40 ml) e o reagente de Denhardt’s 5 X (100 ml) para o volume de 900 ml. Aquecer essa solução a 50ºC. Preparar DNA de salmão 100 (g/ml em um volume de 10 ml de H2O. Triturar o DNA de salmão com triturador de tecidos por 10 minutos e colocar na solução de pré-hibridização (90 ml) pré aquecida (50ºC).

Solução de Hibridização: Soluções estoque de NaH2PO4 1 M, SSC 20 X e SDS 10%. Unir as soluções estoque nas concentrações de NaH2PO4 20 mM, SSC 6 X (300 ml) e SDS 0,4% (40 ml) para o volume de 900 ml. Aquecer essa solução a 50ºC. Preparar DNA de salmão 100 (g/ml num volume de 10 ml de H2O. Triturar o DNA e ferver por 10 minutos. Colocar o DNA de salmão na solução de hibridização (90 ml) pré aquecida (50ºC).

Solução de lavagem de baixa estringência: Soluções estoque de SSC 20 X e SDS 10%. Unir as soluções estoque nas concentrações de SSC 6 X (300 ml) e SDS 0,1% (10 ml) para o volume final de 1 litro.

Solução de lavagem de média estringência: Soluções estoque de SSC 20 X e SDS 10%. Unir as soluções estoque nas concentrações de SSC 2 X (100 ml) e SDS 0,1% (10 ml) para o volume final de 1 litro.

Solução de lavagem de alta estringência: Soluções estoque de SSC 20 X e SDS 10%. Unir as soluções estoque nas concentrações de SSC 1 X (50 ml) e SDS 0,1% (10 ml) para o volume final de 1 litro.

SSC (Solução sódio citrato): Solução estoque 20X: 175,3g de NaCl, 88,2g de citrato de sódio para o volume de 1 litro. O pH deve ser 7,0.

Tampão de sequenciamento rxn 5X: 400mM tris-HCL, pH 9.0 com 10mM de MgCl2.
TAE (Tampão Tris-acetato): Solução estoque 50X: 242 g de Tris, 57,1 ml de ácido acético glacial e 100 ml de 0,5 M EDTA (pH 8,0) completar para o volume de 1 litro.

TE (Tampão Tris-EDTA): Solução estoque Tris-HCl 1M, pH 8,0 e EDTA 0,5M (pH 8,0). Unir as soluções estoque nas concentrações Tris-HCl 10mM pH 8,0 e EDTA 1mM pH 8,0 de acordo com o volume a ser preparado. Autoclavar e conservar à temperatura ambiente.

Preparo da sílica (Sio2): Pesar 60g de sílica e completar com 500 ml H2O.Ressuspender em cilindro graduado (diâmetro= 5cm, h=2,75cm)

Sedimentar por 24hs, a temperatura ambiente. Descartar o sobrenadante (vácuo) e adicionar H2O qsp 500ml. Ressuspender o sedimento e deixar à temperatura ambiente por 5hs e descartar o sobrenedante (440ml).Adicionar à suspensão 600ml HCl (32% p/v) para ajustar o para pH 2,0. Aliquotar e autoclavar. A solução é estável por no mínimo 6 meses.

Lysis Buffer  (L6):  Pesar 120g  GuSCN ou 97g GuHCl, acrescentar 100ml de Tris-HCl 0,1MpH6,4, 22ml de EDTA 0,2M  pH8,0 e 2,6g ou 2,45ml de Triton X-100.

Washing Buffer  (L2): Pesar 120g de GuSCN ou 97g GuHCl acresentar 100ml de Tris-HCl 0,1M pH 6,4.

Obs: L2 e L6 devem ser estocados ao abrigo da luz por no máximo 15 dias.
6.4. Fenótipos das linhagens de bactérias hospedeiras utilizadas neste trabalho

Linhagem XL1-Blue MRF’: D(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac [F’ proAB lacIqZDM15 Tn10 (Tetr)].

Linhagem SOLRTM: e14-(McrA-) D(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 sbcC recB recJ uvrC umuC::Tn5 (Kanr) lac gyrA96 relA1 thi-1 endA1 (R [F’ proAB lacIqZDM15]c Su- (não supressora).

Linhagem BL21: dcm ampT hsd(rB-mB-)gal Lon-
7. Técnicas

7.1. Purificação de plasmídio por lise alcalina

Os clones da biblioteca de cDNA utilizados na varredura foram construídos a partir do mRNA retirado das glândulas de veneno da aranha Phoneutria nigriventer (Kalapothakis e cols., 1998)

Após a incisão em massa da biblioteca de cDNA em fagos (Kalapothakis e cols 1998), onde os cDNAs foram inseridos no plasmídio pbluescript, resultando em 24 sub-bibliotecas, foi realizada a extração do cDNA de cada clone, sendo analisados 3800 clones.

A extração de plasmídio de E. coli em larga escala foi realizada segundo o método de lise alcalina-SDS (Sambrook e cols., 1989). De acordo com o protocolo abaixo:

Bactérias de colônias isoladas foram colocadas para crescer em 500ml de meio Lb broth com ampicilina 100mg/ml (100 (g/ml), em um agitador a 200g e 37ºC, durante 15 horas. Em seguida, a cultura foi incubada no gelo por 10 minutos  e submetida a centrifugação a 5000g, por 5 minutos, a 4(C. Todo o sobrenadante foi descartado, mantendo apenas o precipitado que foi ressuspendido em 10ml de STE a 4ºC. Centrifugamos a 5000g por 5 minutos a 4(C. Descartamos cuidadosamente todo o sobrenadante mantendo apenas o precipitado. Ressuspendemos o precipitado em 9ml de solução I a 4ºC até que o precipitado se dissolva completamente. Adicionamos 5mg de lisozima por mililitro e deixamos à temperatura ambiente por 5 minutos. Adicionamos 20ml de solução II, preparada na hora, e misturamos cuidadosamente o conteúdo por inversão. Acrescentamos 15ml de solução III a 4ºC, misturamos por inversão e mantemos por 10 minutos no gelo. Centrifugamos a 6000g por 10 minutos a 4ºC. Filtramos a solução resultante com papel de filtro. Recolhemos o filtrado e transferimos para outro recipiente. Adicionamos 0,5 volumes de isopropanol. Misturamos bem e deixar à temperatura ambiente por 15 minutos. Centrifugamos a 12000g por 30 minutos a 25(C. Descartamos o sobrenadante mantendo apenas o precipitado. Lavamos o precipitado com 10ml de etanol 70% à temperatura ambiente, descartando o máximo de sobrenadante possível. Secamos cuidadosamente o recipiente que contém o precipitado. Dissolvemos o precipitado em um volume de 1ml de TE pH 8,0.

7.2 Dot Blot de mini-prep de plasmídeos
Os cDNAs clonados no plasmídio pbluescript e purificados, foram aplicados em membranas de nylon carregadas positivamente. Aplicou-se 1(l de cada um das 3.800 mini-prep. As membranas foram mantidas a 80ºC por duas horas e em seguida autoclavada por 1 minuto a 121ºC, esse procedimento garante a fixação do DNA à membrana e abertura das fitas

7.3. Marcação radioativa da sonda de cDNA

O cDNA clonado por Kalapothakis e cols. (1998) da isoforma Pn2-5A foi utilizado como DNA molde na construção da sonda radioativa, para reconhecimento de clones semelhantes á fração PhTx2. Os fragmentos de cDNA digeridos do vetor por enzimas de restrição foram marcados com fosforo radioativo ([(32 P]ATP), pelo método descrito por Feiberg et al., (1984). O DNA (25-40ng em 30(l de H2O) foi denaturado, aquecendo-o a 100oC por 5 minutos e depois resfriado por 2 minutos no gelo.

A marcação da sonda por primers randômicos foi realizada em uma reação contendo : "oligolabelling buffer" 10(l, BSA (10mg/ml) 2(l, cDNA denaturado, (32 P dCTP (3000Ci/mmol) 5(l unidade de fragmento klenow e H2O para volume final de 50(l.

7.4.Digestão do cDNA Pn2-5A do plasmídeo pBluescript

Utilizando 500ng plasmídeo, com 1(l das enzimas de restrição Xho e EcoRI, 1,8(l do tampão NEII para o volume final de 18(l, incubado por 40 minutos à 37oC. Depois aquecemos à 60o C por 10 minutos para desnaturar a enzima de restrição. O inserto foi aplicado em um gel de agarose com uma parte de agarose "low melting", a qual foi  recortada do gel com a banda com o peso molecular que correspondia ao inserto. O cDNA foi recuperado utilizando a purificação de DNA em agarose "low melting", descrita por Sambrook e cols. (1989). 

Fig.2. Vetor pbuescript. Em azul o MCS (multiplo sítio de clonagem ) onde o inserto foi inserido entre os sítios de restrição das enzimas Xho e EcoRI. Este vetor possue ainda dois sistemas de seleção, ( complementeção (IPTG/X-Gal) e resistência a ampicilina.

7.5. Varredura da biblioteca de cDNA utilizando sonda de de DNA radioativa

As membranas preparadas no Dot Blot (item 7.2) foram transferidas para a solução de pré- hibridização, para o bloqueio da membrana. Com a sonda radioativa pronta, adicionamos a mesma na solução de hibridização mantendo-as a 45ºC durante 12 a 15 horas. Após a hibridização, as membranas foram submetidas a lavagens sucessivas a baixa (a 45ºC, 5 vezes por 5 minutos cada vez), média (a 50ºC, 5 vezes por 5 minutos cada vez) e alta (a 55ºC, 5 vezes por 5 minutos cada vez) estringência com solução de lavagem, descrita no item 6.3. Após cada lavagem, as membranas foram expostas ao filme de autoradiografia e mantidas a –80ºC por 2 horas após a lavagem a baixa estringência e 15 horas após as lavagens de média e alta estringência. Desta forma, o filme de autoradiografia era sensibilizado pela sonda radioativa e o sinal visualizado após revelação destes (Sol. Reveladora e sol. Fixadora KODAK). Desta varredura, foram selecionados os clones que se apresentaram positivos. Os clones que hibridizaram com a sonda foram eletroporados em Escherichia coli (linhagem BL21) e purificados pela técnica lise alcalina, como descritos no item 7.1.

7.6 Transformação 


7.6.1. Preparação de bactéria eletrocompetente

Incubamos colônia crescida de BL21 em 10ml de 2XYT em um frasco de 50 ml por 15 horas a 37ºC sob agitação. Inoculamos em 500 ml de meio 2XYT, 500(L da pré-cultura que cresceu até a OD600 = 0,5. Deixamos o frasco de cultura no gelo por 20 minutos, e uma vez frio, dividimos a cultura em tubos de centrífuga. Centrifugamos as células a 10000g por 10 minutos a 4ºC, descartamos o sobrenadante e ressuspendemos as células em 42ml de glicerol 10% frio e estéril, misturando lentamente. Centrifugamos as células a 10000 g por 15 minutos a 4ºC, descartamos o sobrenadante e então ressuspendemos em 50ml de glicerol 10% gelado. Repetimos este último procedimento. Centrifugamos novamente as células a 10000 g por 15 minutos a 4ºC, descartamos o sobrenadante e ressuspendemos em 25ml de glicerol 10% frio e estéril. Novamente centrifugamos a 10000g por 20 minutos a 4ºC e ressuspendemos as células em 1ml de glicerol gelado estéril. Determinamos a DO600 das células diluídas (o valor deve ser de 0,15; se necessário, diluir a amostra de 10ml). Aliquotamos as células diluídas e congelamos rápido em gelo seco/ etanol. Estocamos a -70ºC.
7.6.2. Eletroporação
Os cDNA dos clones positivos foram então selecionados na biblioteca e então eletroporadoss em bactérias no sentido de se obter bastante material para podermos trabalhar.

Descongelamos as bactérias competentes por 15 minutos no gelo. Incubamos em um tubo o plasmídio a ser transformado com 40(l de células competentes, deixamos no gelo por 5 minutos. Eletroporamos utilizando os seguintes parâmetros: 1,8 V, 25(F e 200(. O resultado ideal é aproximado de 4. Imediatamente adicionamos 1ml de meio 2XYT 4ºC estéril à cubeta e incubamos a 37ºC por 1 hora. Plaqueamos em 3 placas com meio 2XYT ágar/ampicilina, 330(l de suspensão de bactérias por placa. Incubamos a 37ºC até o aparecimento das colônias (aproximadamente 15 horas).

7.7. Purificação de plasmídio com PEG e fenol

A purificação do plasmídio por PEG foi realizada logo em seguida à extração. Adicionamos 500(l de cloreto de lítio a 4ºC à suspensão de plasmídio e TE e homogeneizamos. Centrifugamos a 12000 g por 10 minutos a 4ºC. Transferimos o sobrenadante para outro tubo e descartamos o precipitado. Colocamos o mesmo volume de isopropanol e misturamos bem. Centrifugamos a 10000g por 10 minutos a temperatura ambiente. Descartamos o sobrenadante e lavamos o precipitado com etanol 70%. Ressuspendemos o precipitado com TE pH 8,0 (500 (l) adicionando 20(g/ml de RNAse. Deixamos descansar por 30 minutos em temperatura ambiente. Colocamos 500(l de PEG 8000 13% e homogeinizar por aproximadamente 20 minutos. Centrifugar a 12000g por 5 minutos a 4ºC. Descartamos o sobrenadante e ressuspendemos o precipitado em 100(l de TE pH 8,0.

Adicionamos o mesmo volume (500(l) de fenol e misturamos bem. Centrifugamos a 12000g por 5 minutos a temperatura ambiente. Recolhemos o sobrenadante (fase superior) que contém o plasmídio e colocamos em outro tubo, descartando o fenol que está na fase inferior. Adicionamos o mesmo volume de fenol-clorofórmio ao sobrenadante. Misturamos e depois centrifugamos a 12000g por 5 minutos em temperatura ambiente. Recolhemos o sobrenadante da fase superior que contém o plasmídio, colocamos em outro tubo e adicionamos o mesmo volume de clorofórmio. Misturamos, centrifugamos a 12000g por 5 minutos em temperatura ambiente. Recolhemos a fase superior do sobrenadante, passando para outro tubo, a ele adicionar 1/10 de volume de acetato de amônia 10M e homogeneizamos. Adicionamos 2X o volume de etanol e deixamos em temperatura ambiente por 10 minutos. Centrifugamos a 12000g por 2 minutos a 4ºC. Descartamos o sobrenadante e ressuspendemos o precipitado em TE pH8,0.

7.8. Dosagem de DNA

O DNA plasmidial foi quantificado através da leitura em espectrofotômetro no comprimento de onda de 260nm, onde a relação 1 DO correspondendo a 50(g de DNA de fita dupla por mililitro de solução é utilizada para estimar a concentração de DNA, como descrito por Sambrook e cols. (1989). Para verificar a pureza do DNA em relação à presença de proteínas na preparação, a razão entre as leituras A260/A280 foi estimada e as amostras foram consideradas pura quando valores dessa razão estavam entre 1,8 e 2,0. A quantificação dos plasmídios foi confirmada utilizando gel de agarose 1,5%.

7.9. Eletroforese de DNA em gel de agarose

O protocolo utilizado para preparação e corrida de géis de agarose está de acordo com Sambrook e cols. (1989). Foram utilizadas para as análises de DNA, diferentes concentrações de agarose diluída em TAE (1X), que variaram de 0,8 a 2%, dependendo do fragmento analisado. As amostras foram aplicadas com tampão de amostra (0,25% azul de bromofenol, 0,25% xileno cianol e 30% de glicerol) e submetidas a 60V por aproximadamente 1 hora. Após esse tempo, o gel era corado em solução de brometo de etídio 0,5(g/ml por 15 a 30 minutos e posteriormente visualizado em luz ultravioleta.

7.10. Purificação de DNA do gel de agarose

O DNA foi purificado utilizando agarose de baixa temperatura de liquefação (“low melting point”) de acordo com a metodologia descrita por Sambrook e cols. (1989).

7.11. Reação em cadeia da polimerase (PCR)

As reações de amplificação por PCR foram realizadas como descrito por Saiki e cols. (1988) utilizando a enzima Taq DNA polimerase (PHT). As amostras foram submetidas a diferentes ciclos de amplificação de acordo com o objetivo.

7.12. Reação de sequênciamento

Os clones que se apresentaram positivos após varredura utilizando sonda radioativa foram sequenciados de acordo com o método de terminação descrito por Sanger e cols. em 1977. Os iniciadores utilizados foram M13 reverso e o M13 -20 (Tabela 3) que anelam no vetor pBluescript, sequênciando todo o cDNA inserido nesse plasmídio.

7.13.Reação de PCR o sequênciamento automático

A enzima DNA polimerase utilizada nos kits ABI prism sequencing é uma proteína mutante da bactéria Thermus aquaticos (Taq), que possui uma mutação pontual no sítio ativo, onde a fenilalanina foi substituída por tirosina no resíduo 667. Esta mutação resulta em uma menor discriminação aos dideoxinucleotídeos. Esta enzima possui ainda outra mutação no domínio amino terminal, trocando-se uma glicina por um aspartado na posição 46, removendo quase toda atividade nucleasica 5’-3’. Uma pirofosfatase inorgânica termoestável, que cliva pirofosfatos inorgânicos (PPi), bioproduto da reação de extensão, foi ainda adicionada a DNA polimerase Taq. Esta enzima irá impedir o acúmulo de PPi, que em altas concentrações pode reverter a reção de polimerização, uma reação chamada pirofosforolisis. 

PE Applied Biosystems desenvolveu novos nucleotídeos terminadores fluorescemtes, Big Dye (Tabela 1). Estes novos terminadores dão uma emissão espectral mais precisa, assim com menor sobreposição de spectrons , com "ruído" menor.

Terminador
Marcador Fluorescente

A
Dichloro[R6G]

C
Dichloro[TAMRA]

G
Dichloro[R110]

T
Dichloro[ROX]

Tabela 1. Nucleotídeos terminadores fluorescentes Big Dye

Cada um dos quatro nucleotídeos terminadores da reação de PCR no sequenciamento é marcado com uma diferente fluorescência. A cadeia amplificada é simultaneamente bloqueada e marcada com o terminador que corresponde a determinada base.

Com este sistema podemos utilizar primers não marcados, realizando a reação em um único tubo, e ainda com menor quantidade de DNA. Esta reação pode ser processada utilizando uma única canaleta em gel de poliacrilamida ou capilar. 


O PCR para sequênciamento foi realizado, em uma reação diluída 1/4, com 200-500 ng de DNA, 3.2 pmol de 1 primer, 2 (l de Mix (ABI PRISM), 2 (l de tampão rxn 0,5X, para um volume final de 20 (l. Colocamos na máquina de PCR no programa 1 (ver próxima página). Após o término do programa, o produto de PCR foi precipitado utilizando 40 (l de isopropanol 75%, deixando no gelo por 40 minutos e centrifugando a 14.000 rpm por 20 minutos. Então retiramos o sobrenadante e deixamos secar no banho de areia. Este "pellet", as vezes não visível, foi ressuspendido em 15(l de tampão TSR (ABI PRISM).


Em nosso laboratório realizamos com sucesso também a reação de 1/16. Nesta reação foi utilizado apenas 200ng de DNA, 0,5 (l de Mix (ABI PRISM), 1,5 (l de tampão rxn 5X 3.2 (l de primer, para um volume final de 7 (l. Utilizamos o de PCR programa 2, com maior número de ciclos. O produto de PCR foi precipitado com 20 (l de isopropanol 75%, 40 minutos no gelo, centrifugado 14.000 rpm por 20 minutos. O precipitado foi ressuspendido em 10 (l de TSR (ABI PRISM). 


Reações com diluições de 1/2,1/8,1/12 e 1/20, também são recomendadas pelo fabricante, como pode ser visto na tabela 2.

Tamanho da Reação
Mix Big Dye
Prime (pmoles)r
Amostra (ng)
Volume final
Número de ciclos

1X
8(l
10-30
200-400
20(l
25

1/2
4(l
10-30
200-400
10(l
25

1/4
2(l
10-30
200-400
20(l
25

1/8
2(l

diluído 1:2
10-30
200-400
5-7(l
25 ou 45

1/12
2(l

diluído 1:3
10-30
200-400
5-7(l
45 ou 60

1/16
2(l

diluído 1:4
10-30
200-400
10(l
80 ou 99

1/20
2(l

diluído 1:5
10-30
200-400
10(l
99

Tabela.2. Diluições para reações de sequênciamento com plasmídeo

· Diluir o MIX em tampão rxn 5X (400mM tris-HCL, pH 9.0 com 10mM de MgCl2)

Mix diluido 1/4: 2(l do Mix estoque com 6(l do tampão rxn 5x

Programas de PCR usados no sequênciamento de DNA

Programa 1 - PCR reação 1/4.

960
30 seg

500
15 seg

600
4 min

25x
passo 1

40
infinito
Programa 2 - PCR sequênciamento, para reação 1/16.
960
30 seg

500
15 seg

600
4 min

99x
passo 1

40
infinito
7.14. Iniciadores utilizados nas reações de amplificação por PCR e sequênciamento

A seqüência de nucleotídios do iniciadores utilizados nas reações da PCR e sequênciamento estão apresentados na Tabela 3. Os iniciadores foram sintetizados pela Operon Technologies Inc 1000 Atlantic avenue Alameda Ca 94501.

Nome do Primer
Sequencia de nucleotídeos
Função

M13 -20


5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’
Amplificação 3'-5' do pBluescript e sequênciamento

M13 Reverso


5’-GGAAACAGCTATGACCATG’-3’
Amplificação 5'-3' do pBluescript e sequênciamento

Tabela 3: Seqüência de nucleotídios dos iniciadores utilizados nas reações de amplificação por PCR e sequenciamento.

8. Análise das seqüências de nucleotídeos obtidas

8.1.Análise de sequências pela internet

As seqüências de nucleotídios obtidas foram analisadas através do programa “Basic Local Alignment Search tool program for amino acids” - Blast - Gen Bank (Altschul e cols., 1990) - www.ncbi.nlm.nih.gov.
8.2. Análise de sequências por softwear

As sequências de nucleotídeos foram traduzidas e analizadas pelo programa do computador Machintosh - MacVector - Oxford.

9.1. Varredura da biblioteca de cDNA 

A varredura da bibliotecas de cDNA da glândula de veneno da aranha Phoneutria nigriveter com a sonda radioativa Pn2-5A, possibilitou a identificação e seleção de muitos clones positivos dentre os quais 28 foram escolhidos para análise. A Fig.3 mostra o filme sensibilizado de uma biblioteca de cDNA, sendo que foram analizadas 15 sub-bibliotecas.
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Fig.3: Filme sensibilizado com a membrana do Dot Blot, hibridizada com a sonda radioativa Pn2-5A. Por  este método realizamos a varredura de 15 sub-bibliotecas de cDNA da aranha Phoneutria nigriventer.

9.2Sequenciamento dos clones positivos

O sequenciamento automático ABI PRISMA, foi realizado com sucesso nas reações diluídas 1/4 e 1/16. Sendo muito importante a concentração de DNA em cada diluição. Na reação de 1/4, 400-500 ng de DNA mostrou-se ideal, já a reação mais diluída 1/16, usamos 200ng de DNA com sucesso.

Foram sequenciadas 28 amostras, onde 22 deram resultado, o qual pôde ser utilizado. Destes, 12 foram completos, isto é, possuíam deste o codon ATG até a cauda poli-A, estes foram apresentados neste trabalho.

Em relação à pureza dos plasmídeos a serem sequenciados, as preps provenientes da lise alcalina já eram bastante puras e davam bons sequenciamentos, salvo alguns casos. Porém quando realizamos preps maiores que podiam ser purificadas, utilizando apenas cloroforme e PEG, os resultados foram melhores, com maior proporção de acertos nas reações de sequenciamento.

A análise das sequências dos cDNAs mostrou que estas possuem a mesma organização estrutural, ou seja, codificam para peptídeos que são maiores do que a toxina madura, com uma sequência sinal, pró-peptídeo e a toxina madura. Todas as sequências codificavam para pré-pro-toxinas semelhantes as toxinas já clonadas da fração PhTx2. Possuindo uma seqüência sinal hidrofóbica, iniciada por metionina, com 16 resíduos de aminoácidos; o pró-peptídeo rico em glutamato com 18 resíduos; e a toxina madura, mostrando seu padrão de cisteinas típico destas neurotoxinas (Fig. 5). 

Foram identificados 4 clones que codificam para toxina Tx2-6, clonada anteriormente em nosso laboratório (Kalapothakis et al.,1998). Outros 5 clones mostram-se semelhantes a Tx2-6, porém a proteína madura possuui 1 resíduo de aminoácido diferente na posição 45, em vez de uma asparagina, aparece uma serina. Quando foi feito o alinhamento com outras toxinas semelhantes, a Tx2-5 apresentou um aminoácido idêntico nesta mesma posição 45. (Fig. 4). 

Toxina Madura

                                         10                        20                          30                                      45        49

Tx2-5     ATCAGQDQTCKVTCDCCGERGECVCGGPCICRQGNFLIAAYKLASCKCK*

Pn2-5A    ATCAGQDQTCKVTCDCCGERGECVCGGPCICRQGNFLIAWYKLASCKK*

B9-80     ATCAGQDQPCKETCDCCGERGECVCGGPCICRQGYFWIAWYKLASCKK*

Tx2-6     ATCAGQDQPCKETCDCCGERGECVCGGPCICRQGYFWIAWYKLANCKK*

B48-163   ATCAGQDQPCKETCDCCGERGECVCGGPCICRQGYFWIAWYKLANCKK*

Fig. 3: Alinhamento de aminoácidos da toxina madura deduzida do cDNA clonado das Toxinas  Tx2-6, Pn2-5A (Kalapothakis 1998), clone B9-80, B48-163 e da toxina Tx2-5 (Cordeiro 1992), ainda não clonada. A toxina Tx2-5, e Pn2-5A possuem uma serina na possição 45, enquanto a Tx2-6 possui uma asparagina. O clone B9-80 seria idêntico a toxina Tx2-6, se não fosse esta discrepância na posição 45.

O cDNA da nova isoforma possue 12 nucleotídeos diferentes do cDNA que codifica para toxina Tx2-6, sendo que apenas duas diferenças são encontradas na sequencia que codifica a toxina madura. A mudança no codon AAC, nucleotídeo 235, da Tx2-6 para AGC na isoforma, troca uma asparagina por uma serina na sequencia da toxina madura, respectivamente. O outro nucleotídeo que difere na isoforma não causa mudança de aminoácio (nucleotídeo 182 uma adenina é trocada por uma guanina). A toxina Pn2-5A, também possui uma guanidina nesta mesma possição (Fig. 2).

As outras 10 diferenças na sequencia de cDNA da isoforma encontram-se no peptídeo sinal e pró-peptídeo.A sequencia de aminoácidos do peptídeo sinal de todos os clones diferem apenas na posição 7, onde os clones B11-1, B11-128 e a toxina Pn2-5A possuem uma fenilalanina (F), os outros clones pssuem uma isoleucina (I). Na sequência de aminoácidos do pró-peptídeo encontramos o maior número de diferenças. Na posição 19 podemos encontrar uma serina (S) (clones B11-1, B11-128 e Pn2-5A) ou uma treonina (T) (clonesB9-80, B9-171, B3-192, B9-34, B3-138, B9-09, B9-135 e Tx2-6); na posição 23 pode haver uma serina (clones B11-1, B11-128 e Pn2-5A) ou uma tirosina (Y) (clonesB9-80, B9-171, B3-192, B9-34, B3-138, B9-09, B9-135 e Tx2-6); e na posição 28 encontramos uma alania (A) em todos os clones, menos no B9-34, B9-135 e Pn2-5A, que apresentaram uma valina (V). Uma Glicina na posição 33 no pró-peptídeo da Pn2-5A não teve semelhança com nenhum outro clone. Todos os outros aminoácidos foram semelhantes (Fig.3).

           PEPTÍDEO SINAL     PRÓ-PEPTÍDEO

                  7              19   23   28    33
Pn2-5A    MKVAILFLSILVLAVA  SESIEESRDDFAVEELGR

B11-1     MKVAILFLSILVLAVA  SESIEESRDDFAVEELER

B11-128   MKVAILFLSILVLAVA  SESIEESRDDFXVEELER

Tx2-6     MKVAILILSXLVLAVA  SETIEEYRDDFVVEELER

B9-80     MKVXILILSILVLAVA  SETIEEYRDDFAVEELER

B9-171    MKVAILILSILVLAVA  SETIEEYRDDFAVEELER

B3-192    MKVAILILSXLVLAVA  SETIEEYRDDFAV*ELER

B9-34     MKVAILILSILVLAVA  SETIEEYRDDFVX*ELER

B3-138    MKVAILILSILVLAVA  SETIEEYRDDFAVEXLXR

B9-09     MKVAILILSILVLAVA  SETIEEYRDDFAVEXLER

B9-135    MKVAILILSILVLAVA  SETIEEYRDDFVXXELER

Fig.3. Alinhamento da sequência de aminoácidos dos clones B9-80, B9-171, B11-1, B3-192, B9-34, B3-138, B11-128, B9-09, B9-135, e das toxinas Pn2-5A (Kalapothakis et al., 1998). Os clones B11-1 e B11-128 apresentaram maior semelhança com o pró-peptídeo da Pn2-5A. Onde um X indica que não existe aminoaçido correspondente, e * indica um códon de terminação.

A medida que começamos a sequenciar clones que tinham intensidade média na varredura (Dot Blot), achamos 2 isoformas da toxina Tx4 e mais 2 da toxina Tx3. (Resultado não mostrado). 

9.3.Cromatogramas dos sequenciamentos

Cada cromatograma é identificado por amostra, abaixo esta relacionado o clone e seu  número correspondente.

B9-80   -
AM243

B3-192  -
AM847

B9-34   - 
AM895

B48-163 -
AM848

B3-138  - 
AM871

B11-128 - 
AM896

B9-09   - 
AM872

B9-135  -
AM897

B9-171 e B11-1, foram sequenciados em outra máquina de sequenciamento de DNA, por isto não são aprtesentados seus cromatogramas.
10. Discussão


A varredura de biblioteca usando Dot Blot em membrana de nylon, mostrou-se extremamente eficiente na clonagem de toxinas da glândula de veneno da aranha Phoneutria nigriventer. Utilizando este método foi possível identificar e sequenciar cDNAs que codificam para neurotoxinas da fração PhTx2, ativas em canais iônicos de sódio, usando como sonda o cDNA da isoforma Pn2-5A, clonada anteriormente em nosso laboratório (Kalapothakis et al.,1998).


Porém, foi obtido um número muito grande de clones positívos no Dot Blot, devido a grande quantidade de RNAs que codificam para toxinas da fração PhTx2 (Kalapothakis et al.,1998), ou até devido a hibridizações não específicas. Este problema pode ser contornado utilizando oligosnucleotídeos, os quais podem ser desenhados para identificar regiões específicas no cDNA de um determinado tipo de toxina.


A maioria dos sequenciamentos realizados neste trabalho foram de mini-preps sem nenhum tipo de purificação, tendo bons resultados com diluições da reação de sequenciamento de até 1/16. Estas reações diluídas se mostraram também mais sensíveis a impurezas onde tivemos que utilizar pouco DNA, tendo boa resolução de até 300pB. Med-preps purificadas com cloroformio e PEG tem um resultado mais assegurado, com chances maiores do sequenciamento funcionar.


Uma isoforma da toxina Tx2-6 foi encontrada diferindo na toxina madura, em um aminoácido na posição 45, onde encontramos uma asparagina na Tx2-6 e uma serina na isosforma. Esta serina é encontrada na mesma posição na sequencia de peptídeos da toxina Tx2-5 . Um resultado, que não deve ser devido a erros de sequenciamento e nem na montagem da biblioteca (amplificação errda da Taq polimerase), porque encontramos outros clones de diferentes sub-biblioteca com esta mesma diferença. Este resultado é muito interessante mostrando a heterogenidade das toxinas de aranhas.

Resultado semelhante foi encontrado por Diniz, M.R.V em 1993, que clonou o cDNA que codifica para a toxina Tx1, porém havia um diferença na posição 76, onde o sequenciamento de aminoácidos indica um glutamato, o cDNA codifica uma asparagina. O autor discute que esta diferença pode ser devido a expressão de dois diferentes genes para isoformas Tx1, ou mesmo que esta diferença de aminoácidos deveria refletir uma heterogeneidade de toxinas dentro da população de aranhas. 

Exemplos desta variação polimórfica em neurotoxinas tem sido observadas em crotaminas (Smith e Schmidt, 1990), da serpente Sul Americana Crotalus durissus terrificus; nas toxinas AaH II e AaH IT de escorpiões Norte Africanos (Bougis et al., 1989). Cinquenta porcento da crotamina comercial possui isoleucina na posição 6 da cadeia polipeptídica, os outros cinquenta porcento possuem lisina nesta mesma posição. Uma discrepância de apenas uma aminoácido (Aspartato-8-Asparagina), foi observado entre a seqüência de cDNA clonada e a cadeia polipeptídica determinada por sequenciamento da toxina AaH III. Esta diferença no cDNA clonado e o sequenciamento de peptídeo também foi encontrado na toxina AaH IT (glutamato-25-glutamina). Foi encontrado para esta mesma família de toxinas outro clone com cDNA codificando para uma isoforma com dois resíduos de aminoácidos de diferença da AaH IT (tirosina-23-asparagina, prolina-67-threonina).

Estas diferenças entre o sequenciamento de aminoácidos e o cDNA codificante pode ser devido a erros nestes procedimentos. Kalaphotakis (comunicação pessoal) identificou um cDNA que parecia ser o da toxina Tx3-3 da aranha Phoneutria nigriventer, confirmando posteriormente que as diferenças entre o polipeptídeo e o cDNA clonado era devido a erros no sequenciamento dos resíduos de aminoácidos (Cordeiro et al., 1993), e que o cDNA encontrado era realmente o da toxina Tx3-3.

Outro dado interessante foi encontrado no peptídeo sinal e pró-peptídeo dos clones analisados neste trabalho. Todo peptídeo sinal que possui uma fenilalanina na possição 7, também terá no pró-peptídeo uma serina na posição 19 e 23, e uma alanina na posição 28. Entretanto, se encontrarmos uma isoleucina (I) na posição 7, o pró-peptídeo terá uma treonina(T) na posição 19, uma tirosina (Y) na posição 23. Os clones B11-1 e B11-128 tem o peptídeo sinal idêntico, mas diferem na toxina madura em um aminoácido na posição 45, onde encontramos uma serina (S) ou uma asparagina (N), respectivamente. 

Estas diferenças, além de indicarem que realmente estamos trabalhando com sequencias de mRNA distintas, pode nos ajudar a entender melhor a maquinaria de expressão gênica de eucariotos superiores. Podemos realizar um estudo molecular do genoma de uma maneira menos estática, estudando os processamentos pós-trasncricionais. Esta abordagem será de suma importância na era pós "genoma", quando tivermos o DNA dos organismos eucariotos sequênciados por completo.

O sequenciamento do cDNA de clones da biblioteca da glândula de veneno da aranha armadeira Phoneutria nigriventer tem mostrado uma grande diversidade de mRNAs codificantes para isoformas interessantíssimas, sendo algumas híbridas entre duas toxinas ou ainda com peptídeos sinal diferentes em dois cDNAs que codifica para uma mesma toxina.


O grande número de isoformas de neurotoxinas achadas na glândula de veneno da armadeira indica a existência de famílias de neurotoxinas extremamente semelhantes, que possivelmente estão garantindo a ação eficiente do veneno da aranha armadeira nos s mais diversos canais de suas presas (insetos a mamíferos) durante milhões de anos de evolução.

11. Perspectivas

Com perspectiva temos a expressão destas toxinas em vetores procariotos e eucarioto. Sendo que no sistema procarioto utilizaremos apenas o cDNA que codifica para toxina madura, podendo estudar o efeito da troca de um aminoácido na toxina. Já no sistema eucarioto, podemos expressar a toxina com o peptídeo sinal e pró-peptídeo. Isto será muito interessante quando temos a mesma toxina com diferentes peptídeos sinal e pró-peptídeo.


Depois de expressa as toxinas recombinates, teremos bastante material para fazer testes farmacológicos e fisiológicos em sistemas in vitro (pach clamp) e in vivo, podendo determinar a atividade desta nova toxina recombinante.

                     PEPTÍDEO SINAL     PRÓ-PEPTÍDEO

Pn2-5A    MKVAILFLSILVLAVA  SESIEESRDDFAVEELGR

B9-80     MKVXILILSILVLAVA  SETIEEYRDDFAVEELER

B9-171    MKVAILILSILVLAVA  SETIEEYRDDFAVEELER

B11-1     MKVAILFLSILVLAVA  SESIEESRDDFAVEELER

B3-192    MKVAILILSXLVLAVA  SETIEEYRDDFAV*ELER

B9-34     MKVAILILSILVLAVA  SETIEEYRDDFVX*ELER

B48-163   MKVAILILSXLVLAVA  SETIEEYRDDFVVEELER

B3-138    MKVAILILSILVLAVA  SETIEEYRDDFAVEXLXR

B11-128   MKVAILFLSILVLAVA  SESIEESRDDFXVEELER

B9-09     MKVAILILSILVLAVA  SETIEEYRDDFAVEXLER

B9-135    MKVAILILSILVLAVA  SETIEEYRDDFVXXELER

                        TOXINA MADURA

Tx2-5     ATCAGQDQTCKVTCDCCGERGECVCGGPCICRQGNFLIAAYKLASCKCK*

Pn2-5A    ATCAGQDQTCKVTCDCCGERGECVCGGPCICRQGNFLIAWYKLASCKK*

B9-80     ATCAGQDQPCKETCDCCGERGECVCGGPCICRQGYFWIAWYKLASCKK*

B9-171    ATCAGQDQPCKETCDCCGERGECVCGGPCICRQGYFWIAWYKLASCKX*

B11-1     ATCAGQDQPCKETCDCCGERGECVCGGPCICRQGYFWIAWYKLASCKK*

B3-192    ATCAGQDQPCKETCDCCGERGECVCGGPCICRQGYFWIAWYKLASCKK*

B9-34     ATCAGQDQPCKETCDCCGERGECVXGGPCICRQGYFWIAWYKLASCKK*

Tx2-6     ATCAGQDQPCKETCDCCGERGECVCGGPCICRQGYFWIAWYKLANCKK*

B48-163   ATCAGQDQPCKETCDCCGERGECVCGGPCICRQGYFWIAWYKLANCKK*

B3-138    ATCAGQDQPCKXTCDXCXKXGXCVCGGPCICRQGYFWIAWYKLANCKKX

B11-128   ATCAGQDQPCKETCDCCGERGECVCGGPCICRQGYFWIAWYKLANCKK*

B9-09     ATCAGQDQPCKXTCDCCGXXGECVCGGPCICRQGYFWIAWYKLAXCXK*

Fig. 3: Alinhamento de aminoácidos deduzidos dos cDNAs sequenciados, dos peptídeos sinal, pró-peptídeo e toxina madura. Onde um X indica que não existe aminoaçido correspondente, e * indica um códon de terminação.O alinhamento da nova isoforma com a toxina Tx2-5 e a Pn2-5, mostra o aminoáciodo que difere com a Tx2-6 mas é semelhante a Tx2-5.

Tx2-6   ATG AAA GTT GCA ATC CTC ATC CTC TCT ATT TTG GTG CTT GCT GTT GCA AGT GAA TCC ATT GAA GAA TCC CGT GAT GAT TTT GCT GTA GAA GAA TTG

B48-163 ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... .A. ... ... ... ... .T. ... ... ... ...

B11-128 ... ... ... ... ... ... T.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... N.. ... ... ... C..

B3-138  ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ...
Pn2-5A  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... C.G

B11-1   ... ... ... ... ... ... T.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ... ... ... ... C..

B9-171  ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... .A. ... ..T ... ... ... ... ... ... ...

B3-192  ... ... ..C ... ... ... ... ... ... N.. ... ... ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... .A. ... ..T ... ... ... ..N T.. ... ...  

B9-09   ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... .A. ... ..T ... ... ... ... ... N.. ...

B9-80   ... ... ..C S.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... .A. ... ..T ... ... ..  ... ... ... ...

B9-34   ... ... ..C ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... A.. ... ... ... .A. ... ..T ... ... .T. T.N T.. ... ...

Tx2-6   GGG AGA GCC ACA TGC GCT GGC CAA GAC CAG CCC TGC AAA GAA ACT TGC GAC TGC TGT GGA GAG AGA GGA GAA TGT GTT TGC GGA GGA CCT TGC ATT

B48-163 .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...

B11-128 .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
B3-138  .AN ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... N.. ... ... ... .N. ... .N. A.A .N. ... N.. ... ... ... ... ... ... ... ...
Pn2-5A  ... ... ..T ... ... ... ..T ... ... ... A.. ... ..G .T. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
B11-1   .A. ... ... ... ... XB. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
B9-171  .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...
B3-192  .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...

B9-09   .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... N.. ... ... ... ... ... ... N.N .N. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...

B9-80   .A. ... ... ... ... STN ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...

B9-34   .A. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... N.. ... ... ... ... ...

Tx2-6   TGC AGG CAA GGC TAC TTT TGG ATA GCA TGG TAT AAA CTT GCT AAC TGT AAA AAA TGA TAT GGA TTT ATG TAT

B48-163 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ..  ... ... ... ...

B11-128 ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...

B3-138  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .N. ... ... ... ... ...
Pn2-5A  ... ... ... ... A.. ... .T. ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ..G ... ... ... ... ... .... ...

B11-1   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ..G ... ... ... ... ... ... ...

B9-171  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ..G .H. ... ... ... ... ... ...

B3-192  ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ..G ... ... ... ... ... ... ...

B9-09   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .N. ... ..N ... ... ... ... ... ... ... 

B9-80   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ..G ... ... .CC ACG ATA TAA TAA

B9-34   ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ..G ... ... ... ... ... ... N..

Fig.2: Alinhamento das sequencias de nucleotídeos dos clones sequenciados. O ponto (.) indica que o nucleotídeo é identico ao acima, quando não há similaridade, a mudança correspodente é indicada. Em vermelho corresponde à toxina madura, o vermelho o pepíteo sinal e em rosa o pró-
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