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Resumo

A peconha de aranhas ¢ um conjunto de diferentes moléculas bioativas usadas
para subjugar a presa e como mecanismo de defesa. Essas moléculas atuam de forma
variada em diversos sistemas bioldgicos, porém pouco se sabe sobre as peconhas de
aranhas caranguejeiras do Brasil. Diante disso, o presente trabalho teve como objetivo
realizar a caracterizacdo quimica e farmacoldgica de alguns componentes bioativos nao
peptidicos presentes na peconha de Lasiodora sp. A peconha bruta de Lasiodora sp.
apresenta efeito inotrépico e cronotrépico negativos em preparacao de coracao in situ de
ra e de contracd@o e diminuic@o da resposta de acetilcolina (Ach) em relacio ao controle,
em preparacio de musculo reto abdominal de ra. O efeito sobre o coracdo € atribuido ao
acimulo de Ach na peconha na concentracdao de 8,75+0,45 pug/mg de peconha bruta,
quantificada analiticamente por LC-MS/MS. A presenca de Ach também foi constatada
na peconha de outras aranhas e outros animais peconhentos como escorpides e lacraias.
O efeito sobre o musculo ocorre nos receptores nicotinicos para Ach e esta relacionado
a presenca de ésteres de colina com nucleos imidazodlicos. Os compostos foram
identificados quimicamente através de diferentes revelacdes apds cromatografia de
camada delgada e por espectrometria de massa. Este estudo contribui para a
compreensdo da diversidade e complexidade de moléculas de baixa massa molecular
nio peptidicas presentes na peconha da aranha Lasiodora sp., bem como preenche

lacunas até entdo nao esclarecidas.



Abstract

The spiders venoms are a diverse set of bioactive molecules used for predation
and as a defense mechanism. Although these molecules act on many biological systems
by different means, little is known about the tarantula spiders venoms from Brazil.
Thus, the objective of this study was to characterize chemically and pharmacologically
some of the non-peptide bioactive components present in the venom of Lasiodora sp.
The crude venom of Lasiodora sp. presents inotropic and chronotropic negative effects
in in situ frog heart preparation. In frog rectus abdominis preparation the crude venom
led to contraction and decrease of the action of acetylcholine (Ach). The effect on the
heart is attributed to Ach accumulation on the venom at a concentration of 8.75 + 0.45
pg/mg of crude venom, analytically quantified by LC-MS/MS. The presence of Ach
was also found in the venom of other spiders and other venomous animals such as
scorpions and centipedes. The effect on the muscle occurs on nicotinic Ach receptors
and is related to the presence choline esters with imidazole nuclei. The compounds were
chemically identified by various spraying reagents after thin layer chromatography and
by mass spectrometry. This study contributes to understand the molecular diversity and
complexity of non-peptide compounds with low molecular weight present in the venom

of the spider Lasiodora sp. and fills unexplained gaps in the study of tarantula venoms.
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1 — Introducao

1.1 - Sistema circulatério e coracao

Em vertebrados os sistemas circulatdrio, nervoso e enddcrino sao as principais
vias de coordenacgdo e integracdo do organismo. Dentre esses, o sistema circulatério €
responsdvel por transportar e distribuir substincias essenciais aos orgdos e tecidos e
retirar os subprodutos do metabolismo celular. Além disso, participa intrinsecamente
nos processos de homeostasia, controle da temperatura corporal, comunica¢ao humoral

e ajuste do suprimento de oxigénio e nutrientes (Pappano, 2009).

O sistema circulatério de vertebrados é fechado e composto pelos seguintes
elementos: (1) vasos sanguineos (artérias, veias e capilares), que conduzem o sangue
pelo corpo do organismo; (2) sangue, meio pelo qual sdo transportadas as substancias
essenciais e subprodutos metabolicos; e (3) coracdo, que impulsiona o sangue através
dos vasos sanguineos. O coragcdo apresenta um projeto simples com a funcdo de
bombeamento, com amplos limites de atividade e capacidade funcional, realizando uma

ampla quantidade de trabalho sem necessidade de repouso (Cingolani et al., 2004).

A estrutura do coracdo em mamiferos € composta por quatro camaras, sendo
dois dtrios, direito e esquerdo, que tem paredes finas de baixa pressdo com funcdo de
reservatorio sanguineo para os ventriculos, e dois ventriculos, direito e esquerdo, que
apresentam paredes grossas, responsaveis pela propulsido do sangue. Na entrada de cada
atrio, na comunicagdo datrio-ventriculo e na saida dos ventriculos estdo presentes
valvulas unidirecionais que impedem o refluxo e garantem a direcdo da corrente
sanguinea. O 4trio e ventriculo direito sdo responsdveis pela circulacio pulmonar
enquanto o conjunto esquerdo, mais espesso, € responsavel pela circulagdo sistémica

(Katz, 2011).



O coragdo € um 6rgdo muscular formado pelo miocardio, que € constituido de
células musculares estriadas cardiacas que sdo ultra-estruturalmente caracterizadas pela
presenca de sarcomeros (de linha Z a linha Z), filamentos de miosina (faixa A), finos
filamentos de actina, uma grande quantidade de mitocOndrias, sarcolema e discos
intercalados (Cingolani et al., 2004). A contracdo € dada pelo encurtamento do
mecanismo de deslizamento dos filamentos de actina sobre os filamentos de miosina
sustentados pela ciclagem das pontes cruzadas interpostas aproximando as linhas Z. O
processo de contragdo do coracdo € chamado de sistole e o processo de relaxamento de

diastole (Klabunde, 2011).

O miocdrdio atua como um sincicio funcional, pois consegue propagar o
potencial de acdo (PA) e contragdo de todo o miocdrdio com resposta “tudo ou nada”,
por meio de fibras interconectadas e ramificadas. Porém, o misculo ndo é um sincicio
anatdmico, uma vez que as fibras adjacentes sdo separadas lateralmente pelos
sarcolemas e nas extremidades por discos intercalados, continuos ao sarcolema

(Pappano, 2009).

Os discos intercalados sdo estruturas complexas de adesdo e sdao responsaveis
pela interconexdo das fibras musculares do coracdo. Nesta estrutura € possivel se
identificar trés tipos diferentes de jungdes célula-célula: (1) juncdes aderentes,
ancoradas por filamentos de actina; (2) desmosomas, ancoradas por filamentos
intermedidrios; e (3) juncdes comunicantes, responsaveis pelo compartilhamento
eletroquimico e metabdlico, permitindo a passagem de ifons e outras moléculas

organicas, tornando o musculo cardiaco um sincicio funcional (Franke et al., 2006).

Sdo as jungdes comunicantes as responsdveis pela propagacdo do potencial de

acdo cardiaco através do coracdo. Este apresenta dois tipos de potenciais de acdao (PA),



um potencial de resposta lenta associado ao controle do ritmo de contracdo e um
potencial de resposta rdapida responsavel pelo processo de contracdo do coragdo. O
potencial de resposta rdpida tem inicio no nodo sinoatrial e se propaga pelo coracio

através das células musculares e das fibras de Purkinje (Rohr, 2004).

Como nas demais células excitdveis do organismo, o potencial de a¢do cardiaco
resulta de mudangas sequenciais da permeabilidade da membrana celular a diferentes

ions, através da abertura e fechamento de canais i6nicos, com dura¢ao média de 250 ms.

O potencial de acdo ventricular é dividido esquematicamente em cinco fases e
tem inicio na fase 4 que corresponde ao potencial de membrana (Ey;) na auséncia de
atividade elétrica, também chamado de potencial de repouso (-80 mV). Esta fase ¢é

caracterizada pelo influxo de K" mediante correntes retificadoras (Pappano, 2009).

A fase seguinte € a fase 0 ou de despolarizagdo rapida, onde o Ey € deslocado
para valores positivos entre 15 € 25 mV através do influxo de Na* pela abertura de
canais rdpidos para Na* voltagem dependentes. Esta etapa dura aproximadamente 1 ms
e apos a despolarizacio da membrana ocorre o fechamento dos canais mediante
processo de inativagdo. A inativacdo € seguida de uma repolarizagdo transitoria rapida,
denominada fase 1, fazendo com que os valores do Ey cheguem préximos a zero. Esta
diminui¢do do Ey € proporcionado, em sua maioria, pelo efluxo de K* e em menor

propor¢ao pelo influxo de CI” (Klabunde, 2011).

A préxima etapa € a principal marca do potencial de acdo ventricular fase 2 ou
platd responsdvel por aproximadamente 70% da duracdo do PA cardiaco. O platd é
caracterizado por um influxo de Ca®*, despolarizante, que passa a neutralizar as
correntes repolarizantes de K e CI', mantendo o Ey em aproximadamente 0 mV. A

corrente de Ca®* é dada pela abertura de dois tipos de canais para Ca**, canais do tipo L



(abertura longa) e T (abertura rdpida e transitéria). Esta fase € fundamental durante o
acoplamento excitacdo-contragdo, pois o influxo de Ca®* estimula a liberacao do Ca® de
depdsitos intracelulares, que € indispensdavel para ativacdo das proteinas contréteis

(Katz, 2011).

Na fase 3, repolarizacdo rdpida e final, o Ey retorna aos valores iniciais de
repouso devido a corrente gerada pela abertura lenta dos canais para K' tardios ou
retificadores retardados e pela inativacdo dos canais para Ca™, desequilibrando as
correntes balanceadas na fase anterior. Ao retornar ao potencial de repouso, o potencial

de acdo retorna a fase 4 (Figura 1) (Cingolani et al., 2004).

Ventriculo Nodo Sinoatrial
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Figura 1: Potencial de acdo cardiaco em células ventriculares (Esquerda) e células do
nodo sinoatrial (Direita). Os ndmeros indicam as fases do potencial. Fase O:
despolarizacdo; Fase l:inativacdo e repolarizagdo transitéria; Fase 2: platd; Fase 3:
repolarizacdo rdpida; Fase 4: potencial de membrana. (Adaptado de Klabunde, 2011).

Para que ocorra contragdo do coracdo € necessario o acoplamento entre o
potencial de acado (excitagdo) e o processo de contragdo (acoplamento E-C). Para tal, sdo
necessdrias concentracdes adequadas de Na*, Ca** e K* extracelular. Ocorrendo falta de
Na®, o coracdo torna-se ndo excitdvel pela auséncia de influxo de Na* e ndo contrai. A
falta de K' ndo interfere substancialmente na excitacdo, j4 o aumento de sua

concentracdo acarreta despolarizacdo da membrana celular com perda de excitabilidade
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e parada cardfaca em didstole. Para Ca™, sua remogdo resulta em diminui¢fo da forga
contrétil e eventualmente parada cardiaca em didstole e a elevacdo da sua concentracdao
induz o aumento da forca contrdtil e, em concentracdes muito elevadas, pode acarretar

parada cardiaca em sistole (Cingolani et al., 2004).

Os potenciais de acdo sdo gerados espontaneamente em células especificas
distribuidas em diversas zonas do tecido especializado, chamadas células marcapasso.
Nesse grupo celular o potencial cardiaco € diferente do encontrado no ventriculo, sendo
que a principal diferenga ocorre na fase 4 que se apresenta em forma de rampa por essas
células ndo apresentarem um potencial de membrana estavel (Figura 1). O principal
grupo celular que possui frequéncia intrinseca mais elevada ¢ o nodo sinoatrial (SA),
que dita a freqiiéncia e a for¢a de contracao dos batimentos cardiacos. Sdo essas células
as responsdveis pelas atividades de automatismo (a capacidade de iniciar seu proprio
batimento) e riticimidade (a regularidade da atividade marcapasso) do tecido cardiaco

(D1 Francesco, 1993; Cho et al., 2003).

Entretanto, o automatismo cardiaco ¢ modulado instante a instante para adequa-
lo as necessidades dos tecidos e 6rgao periféricos através da acdo do sistema nervoso
autondomico (SNA). O SNA exerce seu controle modulando a atividade marcapasso
principalmente sobre o nodo SA de maneira inibitéria por meio da inervacao
parassimpdtica e de forma excitatéria pela inerva¢do simpdtica, que sdo encontradas
inervando todo o coragdo. Ambos 0s sistemas simpdticos e parassimpaticos atuam de
maneira reciproca, porém, o efeito parassimpético se sobrepde ao efeito simpético

quando em repouso (Koizumi ef al., 1983; Talman & Kelkar, 1993).

As fibras simpaticas sdo origindrias da medula espinhal nas colunas intermédio-

laterais dos quintos ou sexto seguimentos tordcicos superiores € primeiro € segundo



segmentos cervicais inferiores, se unem no ganglio estrelado e se dividem novamente
em varios ramos que inervam o coracdo e outras regides. As fibras que sdo enraizadas
do lado esquerdo do organismo atuam sobre a contractilidade do miocardio e as

enraizadas do lado direito aumentam a frequéncia do coragao (Katz, 2011).

O sistema simpatico atua liberando noradrenalina como neurotransmissor, que
pode atuar em dois tipos de receptores presentes no coracao, receptores tipo alfa ou beta
adrenérgicos. Porém, ocorre a predominancia de receptores do tipo beta que sdo
responsaveis pelo efeito cronotropico positivo (aumento da frequéncia cardiaca) gerado
pelo aumento da permeabilidade de Na* e Ca®* na fase 4 do potencial de acdo cardiaco.
Os receptores do tipo alfa, juntamente com os do tipos beta s@o responsdveis pelo efeito
inotrépico positivo (aumento da forca de contracdo). No tipo beta o efeito é
desencadeado pela fosforilacdo de canais para Ca®* voltagem dependentes acarretando
um aumento do influxo de Ca** e aumento na duracdo da fase 2 do potencial de acao

cardiaco (Klabunde, 2011).

Todo aumento de frequéncia deve ser acompanhado de um encurtamento da
duracdo do ciclo cardiaco, principalmente na duracdo da didstole. Dessa forma, o efeito
sobre a condugdo e excitabilidade € dado pelo aumento da velocidade da fase 0, da
amplitude do potencial de acdo, da velocidade de condugdo e do encurtamento do

periodo refratario (Pappano, 2009).

As fibras parassimpaticas sdo originarias do bulbo cerebral em células do nucleo
motor dorsal ou nicleo ambiguo, variando de espécie para espécie. Elas chegam ao
coragdo através do nervo vago para fazer sinapse com células pos-ganglionares situadas
no proprio coragcdo. As células ganglionares estdo situadas préximas ao nodo SA e ao

tecido de conducgdo atrioventricular (AV). O vago direito afeta predominantemente o



nodo SA e sua estimulagdo produz bradicardia sinusal ou mesmo parada completa da
atividade SA por alguns segundos. O vago esquerdo influencia principalmente o tecido
de conduciao AV impedindo a conducao do potencial de acdo. Ao nivel ventricular ndo
sdo registradas diferencas entre a estimulacdo direta ou esquerda do vago, ambos

diminuem a contratilidade (Katz, 2011).

O sistema parassimpatico atua liberando Ach como neurotransmissor, que atua
diretamente sobre receptores do tipo muscarinicos pertencentes ao subtipo M;. Os
receptores M, interagem diretamente com canais para K™ operados por Ach aumentando
sua probabilidade de abertura. Quando abertos, no PA cardiaco é observada uma
hiperpolarizacdo e maior velocidade de repolarizacdo, com encurtamento de duracdo.
Ocorre também uma inibi¢do dos canais para Ca®* operados por voltagem, explicando o

efeito inotropico negativo (diminuicao da forca de contracio) (Dhein et al., 2001).

No nodo SA a estimulacdo vagal causa hiperpolarizacio e diminui¢do da
inclinacdo da fase 4, explicando o efeito cronotrépico negativo (diminui¢do da
frequéncia cardiaca). A diminuic¢ao na frequéncia € seguida por um aumento da duragao
do ciclo cardiaco, principalmente na didstole. Estimulando o vago de maneira a causar
uma parada cardiaca, os ventriculos, mas ndo os atrios, comecam a contrair-se
novamente apds um curto espaco de tempo ainda que continue a estimulacdo. Este

fendmeno € chamado de escape vagal (Jalife et al., 1983).

Nota-se uma diferenca na intensidade de liberacdo dos neurotransmissores das
inervacdes simpdticas e parassimpaticas. Tal fato se deve aos mecanismos diferentes de
recaptacdo de neurotransmissores que cada diferente sistema de inervagdo possui. No
sistema simpdtico a noradrenalina € recaptada sem ser degradada, ficando mais tempo

em contato com 0s receptores, enquanto que no sistema parassimpatico a Ach assim que



¢ liberada j4 comeca a ser degradada pela acdo enzimatica de acetilcolinesterases
presentes em abundancia no espaco intersticial. A colina resultante da degradacdo é
recaptadas e assim a Ach fica menos tempo em contato com os receptores (Cingolani et

al., 2004).

1.2 — Cardiotoxinas

O complexo mecanismo de acoplamento E-C do corag@o e as vias do sistema
nervoso autondmico de controle envolvem uma grande variedade de tipos e subtipos de
canais i0nicos e outros mecanismos celulares. Tal complexidade fornece um rico campo
para a acdo de diferentes toxinas que s@o componentes de diversos venenos e peconhas

de origem animal (Lima et al., 2009).

Cardiotoxinas podem atuar de maneira direta sobre as estruturas cardiacas que
promovem o acoplamento E-C ou nos mecanismos nervosos de controle da atividade
cardiaca. No processo de acoplamento E-C elas podem agir sobre canais para Na®,
como a Jingzhaotoxina-I, isolada da aranha caranguejeira a Chilobrachys jingzhao, que
inibe a sua inativacdo e aumentam a forca de contracdo cardiaca (Xiao et al., 2005). As
cardiotoxinas também podem agir sobre canais para Ca®*, como é o caso da toxina de
aranha o-Aga-IIIA, isolada de Agelenopsis aperta, que é capaz de inibir canais para

Ca”* cardiacos do tipo L (Mintiz et al., 1991).

Nos canais para K', pode-se citar como exemplo a ErgTx, isolada de
Centruroides noxius, que age sobre canais de K* do tipo ERG aumentando o tempo
necessario para repolarizacdio da membrana, deixando o PA cardiaco mais longo

(Gurrola et al., 1999). Diretamente sobre a membrana de células musculares cardiacas



essas toxinas podem formar poros que despolarizam a membrana, como ocorre com as

cardiotoxinas de cobras do género Naja (Harvey et al., 1982; Fletcher & Jiang, 1993).

Nos mecanismos de regulacdo do ritmo cardiaco as toxinas agem diminuindo o
potencial de membrana necessdrio para ativar os canais i0nicos voltagem dependentes
das fibras nervosas, tornando-as mais facilmente excitaveis e fazendo-as liberar seus
neurotransmissores na porcao terminal dos nervos colinérgico e/ou adrenérgicos,
promovendo descontrole na fun¢do cardiaca. A toxina Ts-1, isolada de Tityus
serrulatus, ¢ um exemplo de toxina que apresenta este tipo de acdo (Almeida et al.,

1992).

O efeito de peconhas e venenos sobre o coracdo também pode ser acarretado de
maneira indireta, onde as toxinas podem promovem um dano inicial em outros tecidos e
os efeitos deste primeiro dano atuam sobre as estruturas cardiacas. Tal agdo indireta
pode ser observada no veneno de Siphonops paulensis, onde uma toxina, altamente
hemolitica, lisa as hem4cias que liberam K' intracelular e aumentam sua concentragio

no sangue, proporcionando uma parada cardiaca (Schwartz et al., 1999).

Em estudos com a peconha da aranha caranguejeira Lasiodora sp., Kalapothakis
e colaboradores (2003) descreveram efeito cronotropico € inotrépico negativos em
coragdo isolado de rato. Concentracdes de 100 pg causam bradicardia, parada cardiaca
transitéria e distirbios de ritmo. Por meio do registro elétrico cardiaco foi constatado
reduc¢do do ritmo do coracao resultado de bradicardia sinusal, parada sinusal e bloqueio

parcial ou total da condugao AV.

Para checar a hipétese de que o efeito observado era mediado por acetilcolina,
foi entdo testada acdo de neostigmina (3,3 uM), um inibidor de acetilcolinesterase, e

atropina (1,4 uM), um antagonista muscarinico, sobre a resposta da peconha no coragao.
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O primeiro se mostrou um forte potecializador dos efeitos e o segundo os inibiu
completamente, sugerindo que os efeitos eram mediados por Ach atuando em receptores

muscarinicos (Kalapothakis et al., 2003).

Foi sugerido entdo que os efeitos observados no coragdo isolado de rato eram
provenientes da despolarizacdo dos nervos parassimpdticos terminais. Para suportar essa
hipétese, a peconha foi testada na presenca de vesamicol (10 uM), um inibidor de
liberacdo de vesiculas de acetilcolina, que se mostrou capaz de inibir parcialmente o
efeito da peconha. Na presenca de TTX (200 nM), o efeito da peconha foi
potencializado, revelando que a peconha tem a capacidade de induzir a liberagdo de Ach
em nervos parassimpdticos terminais pela ativagdo de canais para sédio resistentes a

TTX (Kalapothakis et al., 2003).

Outros estudos com a peconha de Lasiodora sp. demonstraram que essa era
capaz de reduzir o potencial de ativacdo e inibir a inativacdo de canais para Na®
voltagem dependentes em células GH3, além de reduzir a condutincia e causar um
desvio positivo na dependéncia de voltagem de sua ativacdo de canais para Ca** do tipo

L (Kushmerick et al., 2001).
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2 — Justificativa

Vizzotto (2009), observou efeito cardiotdxico reversivel, com acdo inotrépica e
cronotrdpica negativas, na peconha bruta de Lasiodora sp. em preparagdo de coragdo in

situ de ra. Porém, nao foi realizada a identificagdo do composto responsavel pela acao.

Kalapothakis e colaboradores (2003) verificaram que a peconha de Lasiodora
sp. é capaz de induzir a liberagcdo de Ach em nervos parassimpdticos terminais pela
ativacdo de canais para Na* resistentes a TTX. No entanto, os mecanismos de acdo

envolvidos nesse efeito permanecem sem completa elucidacgao.

Estudos sobre as propriedades farmacoldgicas da peconha de aranhas do género
Lasiodora estdo concentrados em ensaios com peconha bruta (Escoubas et al., 1997;
Kushmerick et al., 2001; Kalapothakis et al., 2003), predi¢des de toxinas obtidas a
partir de bibliotecas de cDNA (Vieira et al., 2004; Castro et al., 2007) e a acdo de uma

toxina heter6loga expressa em bactérias (Dutra et al., 2006).

Diante disso, o presente trabalho busca fornecer subsidios para a identificacdo e
caracterizacdo de componentes presentes na peconha da aranha caranguejeira Lasiodora

sp. cardioativos.
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3 - Objetivos

3.1 — Objetivo geral

Identificar o(s) componente(s) de baixa massa molecular, ndo peptidicos da

peconha de Lasiodora sp. responsavel(is) pelo efeito no coragao.

3.2 — Objetivos especificos

Caracterizar farmacoldgica e quimicamente, além de quantificar através de
andlise de espectrometria de massas o(s) componente(s) cardioativos da peconha de
Lasiodora sp. responsdvel(is) pelos efeitos inotrépico e cronotropico negativos

observados no coragdo de ra.

Verificar a presenca da substancia ativa na pe¢onha de outros artrépodos.
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4 — Material e métodos

4.1 — Animais

Foram utilizadas aranhas caranguejeiras da espécie Lasiodora sp., coletadas nas
proximidades do municipio de Jaborandi, Bahia, na fazenda Jatoba sob licenga do
ICMBIO SISBIO n° 23404-1, acondicionadas e mantidas em cativeiro no biotério do
Instituto de Ciéncias Bioldgicas (IB) da Universidade de Brasilia (UnB). Os espécimes
foram identificados com a ajuda do professor Dr. Paulo Cesar Motta, Laboratério de
Aracnologia, UnB e um exemplar testemunho foi depositado na cole¢do de aranideos,

ligado ao Departamento de Zoologia — IB — UnB.

Figura 2: Espécime de Lasiodora sp. Foto: Osmindo Jr.

4.2 — Obtencao das peconhas

A peconha de Lasiodora sp. foi obtida por estimulacdo elétrica na base das
queliceras com pulsos de aproximadamente 30-50 Volts a 200 Hz com duragdo de 2 ms
(Estrada et al., 2007) e coletadas em microtubos para centrifuga. Estas amostras foram

imediatamente congeladas apds a extragcdo, concentradas a vicuo e estocadas em freezer

14



-20° C. O peso seco da peconha foi mensurado utilizando-se balancga de precisdo modelo

AUW?220D (Shimadzu, Japao).

A peconha de Acanthoscurria paulensis, Acanthoscurria spl., Acanthoscurria
sp2., Avicularia sp., Grammostola sp., Guyruita cerrado, Hapalopus sp., Nhandu
coloratovillosus, Vitalius sp., Actinopus sp., Ancylometes sp., Phoneutria eickstedtae,
Phoneutria nigriventer, Bothriurus sp., Rhopalurus agamemnon, Rhopalurus rochai,
Tityus fasciolatus, Tityus mattogrossensis, Scolopendra viridicornis nigra e
Scolopendra viridicornis viridicornis foram obtidas do banco de peconhas Laboratério

de Toxinologia, UnB.

4.3 — Fracionamento por filtracdo em centrifuga

Aliquotas com 2 mg de peconha bruta de Lasiodora sp. foram reconstituidas em
400uL de dgua deionizada e fracionadas em componentes de baixo peso molecular, com
menos de 3 kDa, e componentes de alto peso molecular, com mais de 3 kDa. Para o
fracionamento utilizou-se filtros para centrifuga Amicon® Ultra-2 Ultracel-3
(Millipore) com membrana de exclusdo de 3 kDa através de centrifugacdo refrigerada a
4° C e 10000 g por uma hora. A amostra filtrada foi recolhida, e o material retido no
filtro ressuspendido pela adi¢dao de 400uL de 4gua deionizada e filtrado novamente.
Esse processo foi repetido duas vezes. Apds a separacdo, o material foi concentrado a

vacuo e estocado a -20° C.
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4.4 - Fracionamento por cromatografia liquida de alta eficiéncia (High
Performance Liquid Chromatography — HPL.C)

A peconha bruta seca foi reconstituida em dgua deionizada com 0,12% de TFA,
centrifugada por 5 minutos a 15.000 g e o equivalente a 1 mg de peconha bruta foi
aplicado em sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-
HPLC): série 20A; equipado com arranjo de diodo SPD-M20A (Shimadzu, Japdo). O
fracionamento foi realizado em coluna analitica de C18 Vydac 218TP54, 5u (4,6 x 250
mm), com gradiente bindrio de solucdo aquosa de acido trifluoracético (TFA) 0,12%
(v/v), como fase moével A, e solu¢do de acetonitrila e TFA 0,12% (v/v), como fase
movel B, em fluxo de 1 mL/min. O gradiente teve inicio com 0% de B por 5 minutos; 0
a 60% de B em 60 minutos; 60 a 100% de B em 5 minutos; 100% de B por 5 min; 100 a
0% de B em 5 minutos. Os cromatogramas foram analisados em 216 e 280 nm e os
espectrogramas na faixa de 200 a 300 nm. Quando necessdrio as fracdes foram

coletadas manualmente em microtubos e em seguida concentradas a vacuo.

4.5 — Espectrometria de Massas

4.5.1 - Sistema MALDI-TOF/TOF

Para a determina¢do das massas moleculares dos compostos presentes na
peconha bruta e fracdes de interesse foi utilizado espectrometria de massa em sistema
MALDI-TOF/TOF UltraFlex II (Bruker Daltonics, Alemanha). As amostras foram
dissolvidas em matriz saturada de dcido a-ciano4-hidroxi-cinamico (HCCA) em
acetonitrila/dgua/3% TFA (2,5/2/0,5) e 4cido sinapinico em acetonitrila/agua/3% TFA
(2,5/2/0,5). As anélises foram realizadas apés calibracio com ions [M+H]" angiotensina

I, angiotensina II, substincia P, bombesina, cadeia B de insulina e hormonio
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adrenocorticotropico. A inspe¢do das massas moleculares foi realizada operando-se em
modo refletido positivo ou linear positivo com energia de laser varidvel e 150 tiros por
poco. Para anédlise de componentes de baixa massa foi realizada a aquisi¢dao do espectro
da matriz sem adi¢do de amostra para identificacdo e exclusdo das massas moleculares

referentes a matriz.

4.5.2 - Sistema LC-ESI-MS/MS

A anélise dos componentes de interesse e curvas de quantificagdo analitica de
acetilcolina e colina foram realizadas em sistema LC Shimadzu, equipado com bomba
bindria (LC-20AD), degaseificador (DGU-20AS5), injetor automatico (SIL-20AC), forno
de coluna (CTO-20AC) e controladora (CBM-20A) com interface para o espectrometro
de massas triplo quadrupolo (4000QTRAP, Applied Biosystem/MDS Sciex, Foster
City, EUA) com fonte TurbolonSpray e software Analyst ® V 1.5.2 para realizacdo das

aquisicoes.

Para a cromatografia liquida de alto eficiéncia foi utilizada coluna C18 Vydac
218TP54, 5u (4,6 x 250 mm), com gradiente isocritico de fase moével 90:10 (v/v)
composta por dgua e acetonitrila adicionado de TFA 0,12 %, tempo de corrida de 10
min, fluxo de 1 mL/min e temperatura do forno de 40° C. Os ions de interesse foram
filtrados no primeiro quadrupolo e fragmentados por CAD no terceiro quadrupolo. As
curvas de quantificagdo analiticas foram produzidas com a aplicacdo de 5 concentragdes

diferentes em triplicata.

Também foi utilizada injecdo direta através de microseringa acoplada a bomba
de injecao com fluxo de 10 uL/min para busca identificagdo de compostos da peconha

bruta, do filtrado e dos padrdes de interesse para otimizar as condicdes de fragmentacao
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das moléculas a serem acompanhadas durante a realizacdo da LC-ESI-MS/MS seguindo

parametros indicados pelo fabricante e determinados pelo software de comando.

4.6 — Ensaios farmacolégicos

O preesente projeto foi aprovado pelo comité de ética de uso animal da

Universidade de Brasilia (CEUA-UnB) sob processo n® 127103/2011.

4.6.1- Preparacao de coracao de ra in situ

Foi utilizado um exemplar adulto de ra touro norte americana (Lithobathes
catesbeianus) por experimento. O animal foi eutanasiado por destrui¢io do sistema
nervoso central (espinhalamento) e o nervo vago foi dissecado logo abaixo da regiao
escapular. Em seguida, dois eletrodos de estimula¢do foram acoplados e o animal foi
colocado em posicao ventral para disseca¢do da regido abdominal até a exposi¢do da
veia cava posterior. Ela foi canulada com tubo de como via de administracdo das

amostras a serem testadas.

A regido peitoral foi dissecada até a exposi¢ao total do coragdo, que foi imediata
e constantemente banhado com solucdo Ringer (NaCl: 111 mM; KCI: 1,9 mM; CaCl,:
1,1 mM; NaHCO;: 2,4 mM). O dpice do ventriculo foi acoplado a um transdutor
isométrico (F60, NARCO Bio Systems) utilizando uma pin¢a cardiaca e linha. O

sistema foi entdo tracionado para manter o coragdo na posi¢do vertical.

Para captacdo dos potencias de acdo do ventriculo foi utilizado um eletrodo de

succao, constituido por um tubo de polietileno, com um fio de prata Ag/AgCl, em seu
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interior, parcialmente preenchido com solucdo Ringer. Para fixacdo do eletrodo ao
coragdo, a extremidade do tubo contendo o fio de prata foi posicionada junto a parede
ventricular e na outra extremidade foi promovida e mantida uma ligeira suc¢do com o
auxilio de uma seringa acoplada a uma vélvula de duas vias. Para obten¢do do registro o
fio de prata foi acoplado a um amplificador de alta impedancia (High-Gain Coupler,
NARCO Bio Systems), seguindo protocolo proposto por Schwartz e colaboradores

(1999).

Os registros da atividade mecéanica e da atividade elétrica foram obtidos
utilizando dois canais de registro do Poligrafo (NARCO Bio Systems). O pulso elétrico
aplicado ao nervo vago foi gerado por um estimulador S8 (Grass Instruments) de 15-20
Volts, durante 2 ms com frequéncia de 30 Hz. As amostras e drogas a serem testadas
foram injetadas em volume final de 300 uL seguidos por 200 ul de solu¢do Ringer.
Entre a aplicacdao de diferentes amostras injetou-se 500 uL de solucdo Ringer para

lavagem da canula.

4.6.2 — Preparacao de fatia de ventriculo de ra

Foram utilizados exemplares adultos de L. catesbeianus, um por experimento.
Este foi eutanasiado por espinhalamento e a regido peitoral dissecada até o coracdo. O
coragdo foi removido, lavado com solu¢do Ringer (NaCl: 111 mM; KCIL: 1,9 mM;
CaCly: 1,1 mM; NaHCOs;: 2,4 mM e Glicose: 10 mM) e com o auxilio de uma ldmina
de navalha o atrio foi descartado e uma fatia de aproximadamente 2,5 mm da por¢ao

mediana do ventriculo foi retirada.

O anel do ventriculo foi aberto, mantido entre dois eletrodos de estimulacio e

conectado a um transdutor isométrico (F60, NARCO Bio systems) através de fio de aco
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inoxidavel rigido. A preparacdo foi mantida imersa dentro de uma cuba com volume
final de 2 mL de solucdo de fisioldgica, sendo constantemente aerada. A preparacio foi
estimulada eletricamente através de estimulador S8 (Grass Instruments) com pulsos de
20-30 V, com 2 ms de duracdo e fequéncia de 0,15 Hz. O registro da forca de contragdo
foi obtido em poligrafo (NARCO Bio systems) com velocidade do papel em 0,25 mm/s

e amplificacdo varidvel de acordo com a preparagio.

Como controle foi utilizado cloreto de acetilcolina (Sigma) em diferentes
concentracdes, diluida em solucdo Ringer. As amostras a serem testadas também foram
ressuspendidas em solu¢@o Ringer e em ambos os casos sempre foi aplicado o volume
de 50 uL. Entre as aplicacdes das amostras testadas foram aguardados de 10 a 15 min
apos a preparacao ser lavada com 4 a 5 volumes da cuba de solugdo fisiologica. Para
confeccdo da curva dose resposta de Ach e peconha foram aplicadas 5 diferentes

concentracdes em triplicata.

4.7 — Teste de degradacao de ésteres de colina

4.7.1 — Degradacao quimica

Peconha bruta 500 pg, acetilcolina 1 pug e solucdo Ringer, todos em volume de
50 uL, foram incubados em 50 pL de hidréxido de sédio 0,2 N, durante uma hora a 60°
C em bloco térmico (PTC-200, MJ Research), adaptado de Rosenghini et al., 1996.
Antes dos produtos de degradacdo serem testados em preparacao de fatia de ventriculo,
o hidréxido de sodio foi neutralizado com 100 uL de 4cido cloridrico 0,1 N. O ensaio

foi realizado em triplicata.
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4.7.2 — Degradacao biolégica

Foi utilizado soro de ratos Wistar adultos, obtido a partir de uma mistura de
sangue de cinco individuos, retirado através de puncdo cardiaca na auséncia de
anticoagulante. Apos total coagulagdo o sangue foi centrifugado por 20 min a 1000 g.
Em seguida, a peconha bruta 50 pg e acetilcolina 10 pg foram ressuspendidas em
tampao fosfato de sddio dibdsico (100 mM, pH 7.,5) e uma aliquota de 50 uL foi
incubada com 50 pL de soro de rato por uma hora a 37° C em bloco térmico (PTC-200,
MJ Research). Como controle negativo foi incubado 50 uL de tampao fosfato com soro.
Os produtos da degradacdo foram testados em preparacdo de fatia de ventriculo de ra e

todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.8 — Ajustes e analises estatisticas

Os ajustes das curvas dose-resposta em preparacao de fatia de ventriculo foram
feitos segundo equagdo de Hill. A curva concentragdo-drea para quantificacao analitica
foi ajustada linearmente. Anélises de variancia (ANOVA) e teste T (Tukey) foram
realizadas para todas as varidveis com distribuicdo normal e o resultado apresentado
como media £ EPM. Para todas as andlises foi adotado indice de significancia <0,05. As

andlises e os ajustes foram realizados no programa Origin Pro 8.
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5 — Resultados

5.1 — Fracionamento da peconha bruta

A peconha bruta de Lasiodora sp. foi fracionada em sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia de fase reversa (RP-HPLC) e a figura 3 apresenta um
cromatograma tipico, mostrando as 23 fragcdes cromatograficas obtidas e que foram

numeradas de acordo com a ordem de elui¢do.

Ap06s processo de filtragem em membrana de exclusdo de 3 kDa, o filtrado (<3
kDa) e o retido (>3 kDa) foram analisados em sistema de RP-HPLC. Vizzotto (2009)
analisou a peconha da mesma aranha e identificou por espectrometria de massas
(sistema MALDI-TOF/TOF) os componentes de cada uma das fracdes obtidas com a
mesma metodologia de RP-HPLC. Foi observado que moléculas de baixa massa
molecular eluiram no cromatograma com até 25% de fase mével B (Fracoes de 1 a 13),
sendo a maior massa observada a de 728,3 Da. A eluicdo de moléculas com massa
maior que 3 kDa (Fracdes de 14 a 23) ocorre com porcentagens superiores a 25% de

fase movel B.

O material filtrado (Figura 3B) apresentou somente moléculas com menos de 3
kDa, (F1-F13) uma vez que todas as fracdes observadas eluiram com menos de 25% de
fase mével B. J4 o material retido (Figura 3C) apresentou todas a fragdes de um
cromatograma de peconha bruta, notando-se um aumento de concentragdo das fracoes
peptidicas de peso molecular maior que 3 kDa (F14-F23) e uma diminui¢ao das fracdes

F1-F13, em relacdo ao cromatograma de peconha bruta.
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Figura 3: Cromatogramas em sistema RP-HPLC em coluna analitica C18 Vydac 218TP54, 5u (4,6 x 250
mm) com gradiente de fase mével B otimizado, monitorado em 216 nm. Em azul gradiente de fase mével
B. (A) Peconha bruta, fragdes indicadas na ordem de elui¢do. (B) Fragdo de baixo peso molecular <3 kDa,
filtradas em Amicon® Ultra-2 Ultracel-3 (Millipore). (C) Fracao de alto peso molecular >3 kDa, retida no
filtro Amicon® Ultra-2 Ultracel-3 (Millipore).
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5.2 — Atividade da peconha e fracées em coracao in situ.

Em preparacdo de coracdo de rd in sifu ao se estimular eletricamente o nervo
vago, em valores de voltagem supra maximos, observa-se parada cardiaca reversivel
seguida de diminui¢do na frequéncia cardiaca (efeito cronotrépico negativo) e na forca
de contragdo (efeito inotrépico negativo), além de uma diminui¢do no tempo total do

PA cardiaco (Figura 4A).

A dose de 500 pg da peconha bruta de Lasiodora sp. injetada via da veia cava
posterior provocou parada cardiaca reversivel, seguido por efeito inotrpico e
cronotropico negativos. A frequéncia cardiaca controle, de 48 batimentos por minuto
(bpm), antes da injecdo da peconha diminuiu para 18 bpm apds reversibilidade da
parada cardiaca. O registro elétrico do potencial de ac@o cardiaco mostra uma inclinagao
na fase 0, diminui¢do da fase 3 e encurtamento do PA cardiaco sugerindo uma
hiperpolarizacio da membrana plasmdtica (Figura 4B). Apds lavagem da preparacio

com solu¢do Ringer a preparacdo volta aos pardmetros iniciais de forga e frequéncia.

A fim de determinar se o efeito observado foi causado por compostos acima ou
abaixo da faixa de 3 kDa, a fracdo de baixa massa <3 kDa (FB), filtrado, foi testada na
mesma preparacao de coracdo in situ de rd. Ao injetar a dose de 200 ug da FB, esta
apresentou o mesmo efeito da peconha bruta, todavia sendo mais pronunciado, com

parada cardiaca de aproximadamente 20 s (Figura 4C).
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Figura 4: Miocardiograma (acima) e eletrocardiograma (abaixo) de preparacdo de coracdo de ra in situ.
As setas indicam o inicio do estimula elétrico ou injecdo da substincia a ser testada. (A) Estimulagdo
elétrica do nervo vago (VG) por 10 s com frequéncia de 30 Hz, duracdo de pulso de 2 ms e 15 V. (B)
Injecdo de 500 pg de peconha bruta (PB) de Lasiodora sp. (C) Injecdo de 200 ug da fragdo de baixa
massa molecular (FB) <3 kDa.
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Figura 5: Miocardiograma (acima) e eletrocardiograma (abaixo) de preparac¢do de coracdo de rd in situ.
As setas indicam o inicio do estimula elétrico ou injecao da substincia a ser testada. (A) Injecdo de 30 pg
de atropina (AT) seguido de estimulac¢do vagal (VG). (B) Injec@o de 30 ug de atropina (AT) seguido da
inje¢do de 200 pg de FB. Mesma escala para todos os registros

A fracdo com os compostos de massa molecular maior que 3 kDa nao foi testada
por ainda apresentar componentes de baixo peso molecular (Figura 3C). Desta forma

ndo seria possivel identificar de qual grupo de moléculas partiria o efeito.
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O efeito observado no coracdo com a injecao de 200 ug da FB € completamente
inibido quando a preparacdo € previamente tratada com 30 pg de atropina, um
antagonista muscarinico (Figura 5). Tal observacdo sugere que o efeito observado €
mediado pela presenca de um colinomimético com massa inferior a 3 kDa e/ou através
da liberacdo de acetilcolina pelo sistema parassimpdtico, conforme sugerido por

Kalapothakis e colaboradores (2003).

5.2 — Atividade da peconha e fracoes sobre fatia de ventriculo

A peconha bruta de Lasiodora sp. também foi testada em preparacao de fatia de
ventriculo de rd. Apds vdrios ensaios observou-se reproducao do efeito in situ e optou-
se por continuar os testes de cardiotoxicidade neste modelo, visto que o monitoramento
€ possivel de ser controlado e a preparacdo € mais estavel. A peconha bruta em
preparacao de fatia de ventriculo de ra apresenta efeito dose-dependente
estatisticamente significante (ANOVA e teste-T, p<0,05) e pode ser ajustado pela

equacdo de Hill com k = 14,7 £0,4 pg e n = 0,47 £0,005 (Figura 6).
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Figura 6: Curva dose resposta de pegonha bruta em preparacdo de
fatia de ventriculo de rd (n=3). Ajuste feito pela equacdo de Hill
Y=V X[K"+x"]) com V.= 1, K= 14,72 £0,4 ¢ n= 047
+0,005. R2=0,999.
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O efeito da aplicacdo de 855 nM de acetilcolina (Figura 7A) na preparacdo de
fatia de ventriculo resulta em efeito similar ao da aplicacdo de 50 pug de peconha bruta
na preparagdo, onde observa-se um efeito inotrépico negativo com reducao da forca de

contra¢ao, dado pela equacgdo (1-(E/Ey))*100, de aproximadamente 42% (Figura 7B).

Com a aplicacdo de 20 ug da FB observa-se diminui¢do na for¢a de contracdo de
cerca de 40% (Figura 7C), efeito proximo ao da aplica¢do de 50 pug da peconha bruta.
Ao fazer um tratamento prévio da preparacdo com aplicacido de 17 uM de atropina foi
verificado inibi¢ao da resposta de 855 nM de acetilcolina (Figura 7D) e de 20 ug de FB

(Figura 7E).

Figura 7: Miocardiograma de fatia de ventriculo sob estimulagdo elétrica com frequencia 0,15 Hz, tempo
de duracdo de 2 ms e intensidade de 20 V, em banho de 2 mL. n = 3. (A) Aplicacdo de 855 nM de
acetilcolina (Ach). (B) Aplicacdo de 50 ug de pesonha bruta de Lasiodora sp (PB). (C) Aplicagdo de 20
pg da fracdo de baixa massa molecular (FB) <3 kDa. (D) Aplicacao de 17 uM de atropina (AT) seguido
da aplica¢do de 855 nM de acetilcolina (Ach). (E) Aplicagdo de 17 uM de atropina (AT) seguido da
aplicacdo de 20 pg de FB. Mesma escala para todos os registros.
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Para testar a hiptese de que compostos peptidicos/protéicos também apresentam
atividade sobre a preparacdo de fatia de ventriculo de ra, as fragdes cromatograficas
peptidicas F14 a F21 (Figura 3A) foram aplicadas em concentracio de 10 uM do
composto mais abundante observado por espectrometria de massa tipo MALDI-

TOF/TOF.

Nenhuma das fragdes cromatograficas peptidicas/protéicas testadas apresentou
efeito significativo sobre a preparagdo (Tabela 1). As fracdes mais abundantes F14, F15,
F16, F17 F18, F19 e F21 também nado foram capazes de potencializar o efeito causado

pela aplicacdo concomitante de 62,5 ug da FB.

As fracdes cromatogréficas F1 a F13 (Figura 3A) foram testadas na preparacao
de fatia de ventriculo de rd. Por ndo serem peptidicas e por consequente nao haver um
método de quantificacdo padronizado, para cada fracdo 2 corridas cromatograficas
foram reunidas, secas e ressuspendidas em 50 puL de Ringer no momento do ensaio e

aplicados 30 pL.

Observa-se um intenso efeito inotrépico, com mais de 50% de bloqueio, nas 3
primeiras fracdes F1, F2 e F3 e uma diminuicdo do efeito ao longo da eluicdo das
demais fragdes (Tabela 1). Com os resultados obtidos sugere-se que o composto ativo
possivelmente elui ao longo da cromatografia, ndo sendo detectdvel nos comprimentos
de onda monitorados durante a separacdao cromatogrifica da peconha bruta por RP-

HPLC.

Para estabelecer qual o comportamento da substancia ativa em cromatografia de
fase reversa foi realizada uma corrida aplicando-se 2 mg de peconha bruta, e suas
fracdes cromatograficas foram coletadas minuto a minuto ao longo dos 26 minutos de

tempo de corrida. As 25 fragdes coletadas temporalmente foram entdo testadas em
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preparacdo de fatia de ventriculo. A figura 8 mostra a¢do farmacoldgica (Linha preta)
das fracdes recolhidas minuto a minuto (Linha azul), revelando que o composto elui ao

longo da cromatografia e nao é detectado nos comprimentos de onda analisados.

Tabela 1: Relacdo das fracdes obtidas por RP-HPLC, sua faixa de peso molecular,
concentragdo e atividade em ensaio de fatia de ventriculo.

Fragio Faixa de Concentragdo % de bloqueio
peso (1-(E/E())*100
F1 <3 kDa 2 corridas de RP-HPLC =60
F2 <3 kDa 2 corridas de RP-HPLC =90
F3 <3 kDa 2 corridas de RP-HPLC =60
F4 <3 kDa 2 corridas de RP-HPLC =30
F5 <3 kDa 2 corridas de RP-HPLC =30
F6 <3 kDa 2 corridas de RP-HPLC =30
F7 <3 kDa 2 corridas de RP-HPLC =20
F8 <3 kDa 2 corridas de RP-HPLC =20
F9 <3 kDa 2 corridas de RP-HPLC =20
F10 <3 kDa 2 corridas de RP-HPLC =10
F11 <3 kDa 2 corridas de RP-HPLC =10
F12 <3 kDa 2 corridas de RP-HPLC =5
F13 <3 kDa 2 corridas de RP-HPLC =5
F14 >3 kDa 10 uM 0
F15 >3 kDa 10 uM 0
F16 >3 kDa 10 uM 0
F17 >3 kDa 10 uM 0
F18 >3 kDa 10 uM 0
F19 >3 kDa 10 uM 0
F20 >3 kDa 10 uM 0
F21 >3 kDa 10 uM 0
F22 >3 kDa 10 uM 0
F23 >3 kDa 10 uM 0

Neste experimento foi detectado que o composto ativo que provoca efeito
inotrépico negativo elui ao logo dos 25 minutos de cromatografia. Somente apds o 23°
minuto de cromatografia ocorre uma diminui¢do abaixo de 5% da acdo. Observando a
figura 8 sugere-se a possivel existéncia de dois compostos com atividade inotrépica
negativa, um com eluicdo cromatografica em torno de 7 min e outro em

aproximadamente 14 min.
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Figura 8: Cromatograma de 1 mg de peconha bruta de Lasiodora sp. em sistema RP-
HPLC em coluna analitica C18 Vydac 218TP54, 5u (4,6 x 250 mm) em 216 nm
(Linha azul), sobreposto com atividade das fragcdes coletadas temporalmente (Minuto
a minuto) em preparac¢do de fatia de ventriculo de ra, expresso em fracdo bloqueada
(1-(E/Ey)) (Linha preta, m).

Também foi detectado que as fracdes que eluiram entre 2 e 5 minutos
apresentaram um efeito inotrépico positivo, que aumenta a for¢a de contracdo em até
20%. Este efeito inotropico positivo € mais forte que o efeito inotrépico negativo que
tem inicio ja no primeiro minuto da cromatografia e volta a ser detectado apds o sexto

minuto.

5.3 — Identificacio e quantificacao do composto ativo
Em uma andlise preliminar de espectrometria de massa por sistema MALDI-
TOF/TOF, analisando a faixa de massa molecular de 50 a 800 Da das fragdes

cromatogréificas F1 a F13 (Figura 3A), observa-se a presenca repetida do ion 146,2
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(dado ndo mostrado), sugerindo a presenca de acetilcolina que apresenta massa

molecular de 146,20 Da.

Para confirmacdo da presenca desse composto na peconha, Ach padrdo
(SIGMA) e peconha bruta de Lasiodora sp. foram encaminhadas para andlise em
espectrometria de massa em sistema ESI-MS/MS, na faixa de 50-200 m/z, e os ions 146

foram submetidos a fragmentacao em método CAD (Figura 9A-B).
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Figura 9: Espectrograma de massa em sisttema ESI-MS/MS, na faixa 50-200m/z. (A). Padrio de
fragmentacdo de Acetilcolina Padrao (SIGMA), por método CAD. (B) Padrao de fragmentagdo do fon 146,0
m/z da pegonha de Lasiodora sp. Esquema padrdo de fragmentacdo da acetilcolina retirado de Uutel et al.,
2005
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A presenca na peconha bruta do fon 145,8 m/z, bem como o padrio de
fragmentacdo com a presenca do fon 86,8 m/z, sdo similares ao fon parental e
fragmentos de Ach padrdo (Sigma), confirmando a presenca de Ach na peconha de

Lasiodora sp.

Apo6s a confirmacdo da ocorréncia de acetilcolina, foi realizada uma corrida
cromatogréfica aplicando 0,5 mg de acetilcolina padrao nas mesmas condi¢des da figura
7, onde as fragdes também foram recolhidas temporalmente, minuto a minuto por 26
minutos. Cada fracdo temporal foi testada em preparacdo de fatia de ventriculo. O
cromatograma em sistema de RP-HPLC é representado pela linha azul e a agdo
farmacoldgica de cada fracdo cromatografica recolhida temporalmente é representada
pela linha preta. Observa-se que a acetilcolina elui ao longo do cromatograma,
apresentando dois momentos de eluicdo cromatograficos, no segundo minuto de corrida

e outro com 14 minutos (Figura 10A).

Ao comparar as acdes farmacoldgicas das fragdes cromatograficas coletadas
temporalmente da peconha bruta com acetilcolina padrdo, observa-se a equivaléncia

temporal da segunda maior atividade préximo ao minuto 14 (Figura 10B).
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Figura 10: (A) Cromatograma de 500 pug de acetilcolina em sistema RP-HPLC em coluna analitica C18
Vaydac 218TP54, 5u (4,6 x 250 mm) em 216 nm (Linha azul, A), sobreposto com atividade das fragdes
coletadas por tempo em preparacdo de fatia de ventriculo de ra, expresso em fracdo bloqueada (1-(E/E,))
(Linha preta, m (B) Sobreposi¢@o das atividades das fracdes coletadas por tempo dos cromatogramas de
0,5 mg de acetilcolina (Linha preta, m) e 1 mg de peconha bruta (Linha azul) em preparacdo de fatia de
ventriculo de ra, expresso em fracdo bloqueada (1-(E/Ey)).

Para quantificacdo da concentracdo de Ach na peconha foram utilizadas duas
diferentes abordagens. A primeira abordagem empregada, foi construida uma curva
dose-resposta de Ach com preparagcdo com fatia de ventriculo de ra (ANOVA e teste-T,
p<0,05). Nesta modelo de quantificacdo, 25 ug de peconha bruta apresentaram uma

resposta equivalente a 222,89 + 9,9 ng de Ach padrao (Figura 11), estimando-se que
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cada miligrama de peconha bruta contém 8,88 + 0,43 ug de Ach, o que representa entre

0,88 € 0,93% do seu peso seco.
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Figura 11: Curva dose resposta de Ach em preparagdo de fatia de
ventriculo de rd (n=3). Ajuste feito pela equagcdo de Hill
Y=V *X"[K"+x"]) com V= 1, K= 0,55 20,007 e n= 1. R? =
0,998.

Em relacdo a quantifica¢do analitica foi realizada uma analise por sistema LC-
ESI-MS/MS (Figura 12), que revelou a presenca de 8,75 +0,45 pg de Ach por
miligrama de peconha (Tabela 2), o que corresponde a 0,87 e 0,92% do peso seco da
peconha bruta. Através dessa quantificacdo também foi possivel estimar a concentracao
molar em que a Ach estd presente na peconha 12,86 £5,01 mM. Ao comparar os dois
tipos de quantificagdo verifica-se que sdo estatisticamente semelhantes (ANOVA e

teste-T, p>0,05).
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Tabela 2: Concentragdo de acetilcolina presente na pegonha de Lasiodora sp.

o ~
Lasiodora sp. Volume de Pesoseco Totalde pgAch/ % dopeso Concentragdo

peconha (uL) (mg) Ach (ug) mgPB seco (mM)

Individuo 1 10 1,63 13,43 8,24 0,82 9,18
Individuo 2 10 1,77 15,83 8,95 0,89 10,83
Individuo 3 10 2,99 27,15 9,08 0,90 18,57
Média 8,757 0,87 12,86

Desvio +0,45 +0,04 15,01

5.4 — Teste de degradacao de acetilcolina
Foi realizada uma degradagao bioldgica da Ach presente na peconha através de
acdo enzimdtica de acetilcolinesterase presente no soro de rato e uma degradagdo

quimica para ésteres de colina por meio de hidrélise alcalina.

Antes de serem testados, os produtos de degradacdo quimica foram neutralizados
com HCI 0,1 N e os testes mostraram ndo haver a¢do inotropica nos produtos de
degradacao de 1,0 pg de Ach e do controle. J4 no produto de degradacdo de 50 pg de
peconha apresentou uma pequena acdo inotrépica positiva com o aumento da forca de

contragdo da fatia de ventriculo de aproximadamente 10% (Figura 13).
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Figura 13: Miocardiograma de fatia de ventriculo sob estimulacdo elétrica com frequencia 0,15 Hz, tempo
de durag@o de 2 ms e intensidade de 20 V, em banho de 2 mL das amostras tratadas com hidréxido de
sédio 0,2 N. n= 3. (A) Aplicagdo de solu¢do Ringer (B) incubado NaOH. (B) Aplicagdo de 1 pg de
acetilcolina (Ach) incubado com NaOH. (C) Aplicacdo de 50 ug pesonha bruta de Lasiodora sp. (PB)
incubada com NaOH.

Nos testes em preparacdo de fatia de ventriculo com os produtos de degradacao
bioldgica de 50 ug de peconha, de 1,0 pg de Ach e do controle nido foi observado

nenhum efeito inotrépico (Figura 14).

Figura 14: Miocardiograma de fatia de ventriculo sob estimulacdo elétrica com frequencia 0,15 Hz, tempo
de duracdo de 2 ms e intensidade de 20 V, em banho de 2 mL das amostras tratadas com soro de rato. n=
3. (A) Aplicag¢do de PBS (B) incubado com soro. (B) Aplicacdo de 1 pg de acetilcolina (Ach) incubado
com soro. (C) Aplicacdo de 50 ug peconha bruta de Lasiodora sp. (PB) incubada com soro.

5.5 — Presenca de acetilcolina e colina em outras peconhas
A quantificacao analitica por LC-ESI-MS/MS foi empregada de para detectacao

e quantificacdo de Ach e colina (Figura 11) na peconha de diversas espécies de aranha,
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escorpides e quilépodos (Tabela 3). A Ach foi encontrada na maioria das espécies em
concentracdes de nanogramas por miligrama de peconha, destacamos que as maiores
concentracdes foram encontrdas em espécies de aranhas caranguejeiras. A presenca de
colina é dada em maiores concentragdes na ordem de micrograma por miligrama em

quase todas as espécies.

Tabela 3: Familias e espécies de animais peconhentos que apresentam na peconha acetilcolina (Ach) e colina (Ch).

Theraphosidae’ Acanthoscurria paulensis & 1 Sim NQ Sim 2,59
Acanthoscurria spl. 1 Sim 24,23 Sim 2,03

Acanthoscurria sp2. 1 Sim 10,75 Sim 1,70

Avicularia sp. 1 Sim NQ Sim 3,55

Grammostola sp. 1 Sim 0,39 Sim 9,05

Guyruita cerrado 1 Sim NQ Sim 1,17

Hapalopus sp. & 1 Sim 1,34 Sim 0,72

Lasiodora sp. 3 Sim 8,757 +0,45 Sim 3,95

Nhandu coloratovillosus 1 Sim NQ Sim 1,22

Vitalius sp. 1 Sim NQ Sim 2,97

Actinopodidae’ Actinopus sp. 1 Sim 0,20 Sim 3,12
Ctenidade’ Ancylometes sp. 1 N3o - Sim NQ

Phoneutria eickstedtae 1 Sim 0,40 Sim 13,80

Phoneutria nigriventer 1 Sim 0,15 Sim 0,54

Bothriuridae? Bothriurus sp. 5 Sim 0,12 Sim 4,15
Buthidae? Rhopalurus agamemnon 1 Sim 0,10 Sim 2,41
Rhopalurus rochai 1 Sim 0,13 Sim 6,16

Tityus fasciolatus 3 Sim 0,10 Sim 2,75

Tityus mattogrossensis 15 Sim 0,16 Sim 4,99

Scolopendridae 3 Scolopendra viridicornis nigra 1 Sim 0,14 Sim 5,92
Scolopendra viridicornis viridicornis 1 Sim 0,13 Sim 9,55

" Ordem Araneae (Aranhas)
? Ordem Escorpiones (Escorpides)
3 Ordem Scolopendromorphae (Lacraias)

NQ: nio foi possivel quantificacio

38



6 — Discussao

O fracionamento em filtros com membrana de exclusdo apresentou uma
separagdo eficiente para os compostos que possuem peso molecular abaixo do tamanho
de exclusdo da membrana. J4 o material que fica retido ndo apresenta uma separagcao
satisfatoria, pois moléculas de baixo peso molecular continuam presentes na fragdo,
mesmo apds vdrias lavagens. Possivelmente a interacdo eletrostitica que ocorre entre
proteinas/peptideos com pequenas moléculas e {fons dificultam sua passagem

(Scatchard, 1949).

Esta metodologia de fracionamento por filtracdo € rapida, fécil, permite a
utilizacdo de grandes quantidades de material bruto e pode nortear a busca de
compostos ativos em misturas complexas, como peconhas. Somente com um passo de
filtracdo, em filtros de membrana de 3 kDa, foi possivel separar a peconha bruta em

classes de moléculas diferentes, fragao protéica da peconha e outras moléculas.

Utilizando somente a fracao filtrada foi possivel identificar que os efeitos sobre
0 coragdo observados inicialmente na peconha bruta estavam presente nesta fracdo.
Nenhuma das fracdes peptidicas testadas apresentou atividade inotropica em preparag¢ao

de fatia de ventriculo de ra.

A preparagdo fisiolégica de coragdo in situ de ra mostrou-se adequada para
avaliacdo do efeito de substancias e misturas sobre o coragdo em condi¢cdes mais
proximas as condigdes fisiol6gicas naturais, além de fornecer a observagao de efeitos
cronotrépicos e inotrépicos, bem como o registro da atividade elétrica do coragio.

Porém, um limitante desse ensaio € a dificuldade em lavar completamente a preparacgao.
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Em contrapartida a preparacdo de fatia de ventriculo de rd pode ser “lavada,

todavia observa-se somente o efeito inotrépico.

Como todo o coragdo € inervado com vias parassimpaticas e em todas as regides
encontramos receptores muscarinicos para Ach (Dhein et al., 2001) a preparacdo de
fatia de ventriculo de rd apresenta uma 6tima resposta para compostos que atuam sobre

estes receptores, sendo indicada para estudos de agonistas e antagonistas muscarinicos.

Durante o processo de fracionamento da peconha bruta por RP-HPLC nos
deparamos com dois problemas, primeiro, a absortividade molar da Ach € baixa, o que
dificulta a sua visualiza¢cdo mesmo em comprimentos de onda na faixa de 200 a 250 nm.
Absortividade molar, também conhecida como coeficiente de extingdo molar, € a
capacidade que um mol de substancia em absorver luz a um dado comprimento de onda
em um determinado solvente seguindo as propriedades da Lei de Lambert-Beer (Rocha

& Teixeira, 2004).

Segundo, a Ach ndo interagiu de maneira convencional com colunas
cromatogréficas de fase reversa octadecilsilano, pois apresenta uma longa cauda que se
arrasta ao longo do inicio da cromatografia e dois momentos de eluicdo cromatogréficos
distintos. E sabido que compostos de aménio quaterndrio apresentam distor¢des na
forma dos picos e tempo de elui¢cdo quando separados em colunas de silica gel por haver
interacdes de troca idnica entre os analitos e grupos silano reduzidos pela fase movel
(Wahlund & Sokolowski, 1978). Em colunas de octadecilsilano as distor¢des também
sdo reportadas para substancias carregadas e estas estdo relacionadas a ocorréncia de
interacdes i0Onicas entre os analitos e residuos de grupamentos silano ndo ligados a

cadeia carbdnica. (Van der Houwen et al., 1981; Reynolds et al., 1983). Sugere-se que
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esteja ocorrendo este tipo de interacao entre a Ach e a fase estaciondria, o que explicaria

0 comportamento cromatografico observado.

Sendo assim, recomenda-se um maior cuidado nos estudos de bioprospeccao
alvo-guiada com fracionamento, como acima descrito, utilizando-se preparagoes
sensiveis a acetilcolina, para se evitar falsos positivos. Pires Jr (comunicagdo pessoal)
atribui um efeito inotrépico negativo a uma molécula isolada da peconha de
Acanthoscurria sp. em RP-HPLC, com tempo de eluicdo de 15 minutos em sistema de

RP-HPLC. Hoje sugere-se que exista uma contaminagdo dessa fracdo com acetilcolina.

A Ach apresenta-se como uma molécula naturalmente protonada por se tratar de
um amonio quaterndrio. Desta forma, seu peso molecular (Da) calculado e sua relacao
massa carga (m/z) sdo as mesmas 146,16. Os dados de espectrometria de massa indicam
a presenca deste ion na peconha e seu padrao de fragmentacdo € idéntico ao encontrado
para a fragmentacdo de Ach padrdo, nos dois sistemas de espectrometria utilizados.
Além da equivaléncia com a forma de fragmentacdo do padrao de Ach os resultados
obtidos conferem com os dados encontrados na literatura para a fragmentacdo de Ach

(Uutela et al., 2005).

A metodologia de quantificagdo fisiolégica de Ach mostrou acuricia na deteccao
de Ach presente na peconha. Além disso, os métodos de quantificacdo adotados foram
estatisticamente semelhantes entre si. Sugere-se o uso desse método fisiologico de
quantificagc@o para averiguacdo da concentracdo de Ach e colinomiméticos com a¢ido em
receptores muscarinicos para Ach. Este se apresenta como uma maneira mais rdpida, de
baixo custo e acessivel de quantificacdo de Ach comparado aos métodos analiticos por

LC-MS/MS.
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Nos testes de degradacdao quimica e biolégica ndo foi observado efeito
inotrépico negativo causado pela aplicacdo de peconha bruta em preparacdo de fatia de
ventriculo de rd. Notou-se que no processo de degradacdo alcalina da peconha bruta de
Lasiodora sp. a Ach, que € sensivel ao aumento de pH sofreu degradacio, uma vez que
ndo observa-se efeito inotrépico negativo e nota-se um efeito inotrépico positivo
quando essas amostras foram testadas em preparacdo de fatia de ventriculo de ra. Na
degradacdo com soro de rato, o desaparecimento do efeito possivelmente deve-se ao
processo de degradacdo enzimdtica promovida pela presenca de acetilcolinesterases
(Stedman et al., 1932), e ndo uma degradacdo quimica, uma vez que o pH foi mantido

em 7,5.

Os ensaios em fatia de ventriculo de rd realizados com a peconha bruta
degradada quimicamente e com fragdes cromatogriaficas de RP-HPLC coletadas
temporalmente apresentaram mais um efeito da peconha sobre o coracdo, acdo
inotrépica positiva. Esse efeito é sobreposto pelo efeito inotropico negativo da Ach, que
quando nao estd presente ou estd concentrado se revela. O efeito ndo € notado na
peconha bruta incubada com soro de rato, sugerindo que a molécula causadora do efeito
esta sendo degradada, consumida ou interage com os componentes do soro. Este fato
nos mostra como as peconhas de aranhas sdo ricas em moléculas farmacologicamente

ativas.

Em seu trabalho Kalapothakis e colaboradores (2003) atribuem a acdo
carditotoxica da peconha a peptideos com acdo em canais para Na® voltagem
dependentes que estariam atuando sobre a inervagdo parassimpdtica, sendo capazes de
diminuir a voltagem de ativagao dos canais e levando a liberacao de vesiculas de Ach na
porc¢ao terminal dos nervos. Diferentemente dos resultados observados por Kalapothakis

e colaboradores (2003), em estudo da acdo da peconha de Lasiodora sp. utilizando
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preparacdo de coracdo isolado de rato, nossos resultados ndo corroboram a hip6tese
apresentada e atribuimos o efeito inotrépico observado a simples presenca de Ach na

peconha do animal.

Kalapothakis e colaboradores (2003), provam a existéncia de liberacdo de Ach,
mas ndo conseguem abolir completamente o efeito inotropico negativo utilizando
vesamicol, um inibidor de transporte de vesiculas de Ach. Acreditamos que os efeitos
cardiotoxicos observados por Kalapothakis e colaboradores (2003) sdo o somatério do
efeito da Ach presente na peconha mais o efeito causado pela liberagdo de vesiculas de
Ach. Sua liberagdo ocorre por meio da estimulagdo da inervacao parrassimpética em sua
porcdo ganglionar através da Ach presente na peconha, explicando a sutil reducdo dos

efeitos com a utilizag¢do do inibidor de transporte vesicular de Ach.

Em insetos a concentracao de Ach em extratos cefdlicos de algumas espécies de
moscas, besouros e baratas varia de 0,009 a 0,032 pg/mg (Lewis & Smallman, 1956).
Em tecidos nao nervosos de lepidépteros a concentragdo de Ach varia de acordo com o
tecido e estdgio de vida. Em larvas da mariposa Artica caja foi encontrada Ach em
concentracdo de 0,025 ug/mg de peso seco nos extratos de hemolinfa, intestino e parede
corporal e o acimulo de Ach de 3-4,5 pg/mg de peso seco em extratos da glandula de
seda. Em imagos da mesma espécie foram detectados concentragdes de Ach menores
que 0,005 pg/mg de peso seco em extratos da corda nervosa dorsal e acimulo de Ach
em concentracdes de 60 pg/mg de peso seco em extratos de tecidos de glandulas sexuais
acessorias e ducto ejaculatério (Morley & Schachter, 1963). A glandula cervical de
defesa da mariposa Arctia caja também acumula na concentracdo de 3-6 pg/mg um

éster de colina identificado como acrililcolina com efeito agonista de Ach (Bisset et al.,

1960).

43



Os valores de concentracdo de Ach encontrados em tecidos de insetos que nao
acumulam Ach sdo préximos aos encontrados na peconha da maioria dos animais
testados, na casa das decimicrogramas por mg, (ver Tabela 3), sugerindo que sejam

concentracdes basais do tecido.

Schroeder e colaboradores (2008) reportam a presenca de Ach e Ch na peconha
de 10 aranhas utilizando técnicas de ressondncia magnética nuclear e espectrometria de
massa para identificacdo de compostos ndo peptidicos presente na peconha bruta de 77
espécies de aranhas de 28 familias (Tabela 5). Entretanto, os autores ndo quantificaram

as concentracoes presentes.

Tabela 5: Familias e espécies onde foram encontradas acetilcolina (Ach) e colina (Ch) por
Schroeder et al., 2008. O X indica a presenga do composto.

Familia Espécie Ach Ch
Araneidae Araneus diadematus X
Segestriidae Ariadna sp. X
Sparassidae Eusparassus oculatus X
Micrommata virescens virvirescens X
Theraphosidae Aphonopelma seemani X
Chilobrachys sp. X
Haplopelma albostriatum X
Haplopelma lividum X
Ornithoctonus huwena X
Selenocosmia hainana X

Os resultados aqui apresentados mostram que as maiores concentragdes de Ach
foram encontradas em aranhas caranguejeiras, dos géneros Acanthoscurria, Lasiodora e
Hapalopus em concentracdes de 10 a 200 vezes maiores do que a média das espécies
analisadas. Sugere-se que a presenca de acetilcolina nas concentragdes encontradas

evidencia acumulacdo, e que a mesma € utilizada como uma toxina integrante da

peconha.
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Além da presenca na peconha de aranhas ja foi reportada a presenca de Ach
como constituinte da peconha da vespa européia Vespa crabro na concentragcdo de 18-
50 pg/mg de glandula de peconha seca (Bhoola ef al., 1961), na peconha vespa solitdria
Philanthus triangulum em concentracdes de 0,4 pg por glandula (Piek et al., 1983a), na
peconha da abelha Bombus terrestris na concentracao de 30 pg por glandula (Piek et al.,

1983b) e da abelha B. morrisoni (Hussein et al., 1999).

A Ach apresenta intimeras acdes bioldgicas, sendo assim, sua inoculacdo pode
acarretar sérios problemas a presa ou predador. Em vertebrados a Ach atua como
neurotransmissor em motoneurdnios, neurdnios pré-ganglionares do sistema
autondmico, em neurdnios pds-ganglionares do sistema parassimpdtico e em vdrias

sinapses do sistema nervo central (Cingolani et al., 2004).

Como neurotransmissor do sistema parassimpdtico, sua liberacdo na parte
terminal dos neurdnios pds-ganglionares provoca efeitos inotrépicos e cronotrpicos
sobre o coracdo, contracdo da pupila, do musculo ciliar, das glandulas lacrimais, da
musculatura lisa bronquial, da vesicula e ductos biliares, vasodilatacio da musculatura
lisa vascular da pele, das mucosas, da musculatura esquelética e das glandulas salivares,
vasocontricdo das corondrias, liberagdo de 6xido nitrico no endotélio vascular, aumento
da motilidade e tonus dos intestinos e estdmago, entre outras atividades. Ela também € o
neurotransmissor liberado pela porcdo terminal de motoneur6nios na placa motora
promovendo a contragdo da musculatura esquelética (Cingolani et al., 2004). Em
invertebrados é um dos principais neurotransmissores do sistema nervo central de
insetos e age sobre a musculatura visceral, em ambos os casos interagindo com

receptores muscarinicos, nicotinicos e/ou mistos (Osborne, 1996).
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Do ponto de vista energético, a Ach apresenta-se como uma molécula de baixo
custo, em compara¢gdo com peptideos complexos. A Ach como toxina teria uma agao
local e rapida, pois em pouco tempo ela é degradada pela acdo de acetilcolinesterases do
tecido ou fluidos corporais onde foi inoculada, ndo conseguindo ser disseminada em via
sist€émica, a menos que esteja em altissimas concentracoes o que impede a hidrdlise

pelas colinesterases através de inibi¢ao por substrato (Piek et al., 1983b).

A Ach possui um carater hidrofilico e apresenta facil dispersdao no organismo do
alvo apds ser inoculada, além disso, apresenta acdo vasodilatadora que auxilia na
dispersdo de outras toxinas presentes na peconha. O aumento de concentracdo de Ach
na placa motora da musculatura esquelética pode provocar uma contracdo tetanica com
possivel paralisia momentanea e dor intensa. Também pode agir como uma toxina ou
substancia facilitadora da agdo e dispersdo de outras moléculas que apresentam efeitos

mais duradouros sobre a presa.

Aranhas caranguejeiras se alimentam de diversos invertebrados até pequenos
vertebrados (Foelix, 2011). A Ach, como toxina, é efetiva tanto para vertebrados e
invertebrados, garantindo a eficiéncia da peconha sobre diferentes presas e permitindo

os hébitos alimentares generalistas dessas aranhas.
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7 — Conclusoes

e O composto cardioativo que apresenta efeito inotropico negativo reversivel,
encontra-se na fracao de baixo peso molecular, <3 kDa da peconha de Lasiodora
sp.

¢ O composto cardioativo observado em preparagdo de fatia de ventriculo de ra foi
identificado, por meio de espectrometria de massas e corroborado com ensaios
de degradacdo quimica e bioldgica, como sendo acetilcolina, presente na
concentracao de 8,75 £0,45 ug/mg de peconha bruta de Lasiodora sp.

e Pela primeira vez foi reportado o acimulo de acetilcolina na peconha de aranhas
caranguejeiras do género Lasiodora, Acanthoscurria e Hapalopus € seu uso
como toxina.

e Nenhuma das fracdes peptidicas da peconha de Lasiodora sp.obtidas por RP-
HPLC testadas, em preparacao de fatia de ventriculo, mostrou-se cardioativa.

¢ Foi observada presencga de acetilcolina e colina em diversas peconhas de outros
artrépodes, sugerindo que seja mais comum do que se imagina a presenca dessas

substancias em pegonhas.
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Capitulo 2: Efeito da peconha de Lasiodora sp. sobre receptores de

acetilcolina do tipo nicotinicos.
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1 — Introducao

1.1 - Junc¢ao neuromuscular

No sistema nervoso se distinguem dois tipos diferentes de sinapses: elétricas e
quimicas. Na sinapse elétrica, duas células excitdveis se comunicam através da
passagem de corrente elétrica entre elas. Na sinapse quimica, um potencial de acdo na
célula pré-sindptica causa a liberagdo de neurotransmissores que se difundem pela fenda
sindptica, se ligam a receptores no neurdnio pds-sindptico e alteram as propriedades
elétricas da membrana pds-sindptica. A juncdo neuromuscular (JNM) é uma sinapse
quimica especializada entre um axdnio de um neur6nio motor e uma fibra muscular,
com uma estrutura e organiza¢cdo Unica que permite a transformacdo de um impulso

elétrico nervoso em contragao da musculatura esquelética (Cingolani et al., 2004).

A JNM pode ser dividida anatomicamente em trés os componentes bésicos: (1) o
elemento pré-sinaptico, constituido por um ramo terminal de um ax6nio motor no qual o
neurotransmissor € sintetizado, estocado e liberado; (2) a fenda sindptica, revestida por
uma membrana basal; e (3) o elemento pds-sindptico, fibra muscular que contem os
receptores para O neurotransmissor € canais i0nicos que promovem o acoplamento
excitacdo-contracdo. Em vertebrados, o neurotransmissor liberado na JNM ¢ a
acetilcolina (Ach) e o receptor de Ach envolvido no processo € o receptor nicotinico. Na
grande maioria das JNM, cada fibra muscular € inervada por somente um neurdnio
motor, porém, um Unico neur6nio motor pode inervar multiplas fibras musculares

(Engel, 1994).

Os terminais nervosos sao regides altamente especializadas do neurdnio motor.
Pr6ximo a fibra muscular, o nervo motor perde a bainha de mielina e se divide em
bracos terminais finos, que se expandem em botdes terminais pré-sindpticos e se
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encaixam em depressdes na membrana celular muscular. Sobre os botdes nervosos €
encontrada uma bainha de células epiteliais que acaba abruptamente a curta distancia da

JNM (Saito & Zacks, 1969).

O nervo terminal contém um grande nimero de componentes subcelulares
relacionados as funcgdes da fibra nervosa. Entre eles, os componentes mais importantes
sdo as vesiculas sindpticas, estruturas esféricas cercadas por membrana e repletas de
moléculas de Ach, e os canais para Ca® voltagem dependentes dos tipos P e Q
localizados nas zonas ativas (Pumplin ef al., 1981; Smith & Augustine, 1988; Engel,
1991), que sdo relacionados com a fusdo das vesiculas de Ach a membrana dos botdes

sindpticos (Protti et al., 1993).

A fenda sindptica estd localizada entre a membrana do nervo terminal pré-
sindptico e a membrana muscular pds-sindptica. A membrana muscular apresenta varias
pregas e o espagco entre o topo dessas pregas e a membrana do neurénio € de
aproximadamente 50 nm (Hall & Sanes, 1993; Engel, 1994). A lateral das pregas é
recoberta por membrana basal que contém grande quantidade de acetilcolinesterase

(AChE), que promove a degradacdao da Ach (McMahan et al., 1978).

A regido pds-sindptica € uma area especializada da membrana da fibra muscular,
chamada de placa motora. No topo das pregas da placa motora estd localizado o maior
nimero de receptores nicotinicos, € € nessa mesma por¢cdo da membrana celular
neuronal que sdo lancadas as vesiculas com Ach, formando as zonas ativas. No fundo
das pregas é encontrada uma alta concentracdo de canais para Na® voltagem
dependentes (Flucher & Daniels, 1989; Ruff & Whittlesey, 1992), que varia de acordo
com o tipo de fibra muscular (Ruff & Whittlesey, 1993). A configuracdao anatomica da

JNM favorece os receptores nicotinicos que sdo posicionados mais proximos das zonas
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de liberacio de Ach para uma rdpida difusdo e posterior metabolismo do

neurotransmissor depois de sua interagdo com o receptor (Koeppen & Stanton, 2009).

Sdo necessdrios apenas alguns milissegundos para a chegada do potencial de
acdo na porcao terminal do nervo pré-sindptico e a subseqiiente despolarizacdo da
membrana da fibra muscular pés-sindptica. Entretanto, um grande ndimero de diferentes
e complexos processos ocorre durante esse periodo de tempo (Koeppen & Stanton,

2009).

O evento inicial na transmissdo neuromuscular é a propaga¢cao de um potencial
de acdo do nervo através do axdnio do motor, resultando em despolarizacdao do terminal
nervoso pré-sindptico. Como resultado da despolarizacdo, canais para Ca®* voltagem
dependentes sdo abertos e o Ca** extracelular entra no botdo sindptico. E este influxo de
Ca” que media a liberacdo do neurotransmissor, promovendo a exocitose das vesiculas
sindpticas. A quantidade de vesiculas liberadas vai depender da quantidade de Ca®* que
entrou no botdo sindptico em resposta ao potencial de acao inicial (Hubbard et al., 1968;

Barrett & Magleby. 1976; Salpeter, 1987; Engel, 1994).

Entretanto, ndo sé potenciais de ac¢do nervosos promovem a liberacdo das
vesiculas com Ach. Constantemente sdo liberadas vesiculas de Ach de maneira
espontanea que conseguem promover despolarizacdes da placa motora de baixa
amplitude. Essas despolarizagdes sdo conhecidas como potenciais em miniatura da
placa motora (MEPPs) e a frequéncia com que ocorrem € varidvel, mas as amplitudes
geradas sdo constantes e variam pouco (Fatt & Katz, 1952). Dessa maneira, um MEPP
representa a despolarizacdo da placa motora induzida pela liberacdo espontanea de um
“quanta” (quantidade de moléculas de Ach contidas em uma vesicula) e o potencial da

placa motora produzido apds liberacdo das vesiculas por estimulo nervoso representa a
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soma de todos MEPPs de “quantas” liberados no processo. Intrigantemente, a fungdo

dos MEPPs ainda nao foi completamente esclarecida (del Castillo & Katz,1956).

Na porcdo terminal dos nervos motores sao mantidas concentracdes constantes
de Ach em condicdes fisioldgicas de estimulo (Ali & Savarese, 1976). A Ach ¢é
sintetizada nesta mesma regido por meio de colino-acetiltransferases que esterificam
colina e acetil coenzima A (acetil-CoA). A acetil-CoA é proveniente das varias
mitocOndrias presentes no local e transportada do interior das mitocOndrias para o
citoplasma neuronal de maneira Ca®* dependente (Engel, 1994). Apés a hidrdlise por
AChEs da Ach liberada na fenda sindptica em colina e acetato, a colina é recapturada
para dentro dos botdes sindpticos através de uma via de alta afinidade que envolve um

sistema dependente de Na* (Beach et al., 1980).

No processo de liberagdao de Ach, as vesiculas sindpticas sdo transportadas até
proéximo a membrana neuronal e a membrana vesicular se une a membrana celular do
botdo sindptico. Se ndo houvesse um processo compensatério para essa unido, a
membrana neural iria aumentar de tamanho a cada transmissdo neuromuscular. Tal fato
nao acontece por ocorrer um rapido processo de reciclagem da membrana vesicular que
se integra, porém, ele ainda nao estd completamente desvendado (Koeppen & Stanton,

2009).

A cada fusdo de membrana vesicular sindptica 2 membrana pré-sindptica sao
lancadas aproximadamente 10.000 moléculas de Ach na fenda sindptica, que se
difundem através dela a uma velocidade rdpida pela curta distdncia entre a zona de
liberacdo de Ach e os receptores e pela alta constante de difusdao da Ach (Magleby,
1994). A maior concentracdo de receptores nicotinicos nas zonas ativas faz com que os

mesmos sejam saturados mais facilmente, aumentando a eficiéncia de ligagcdo entre o
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neurotransmissor e o receptor na propor¢do de 2:1. Esse modelo de saturagdo é
conhecido como modelo de saturacdo de disco da interacdo de receptores de Ach

(Salpeter, 1987).

A maioria das moléculas de Ach nao sdo inicialmente hidrolisadas pelas AChEs
devido a saturacdo das mesmas pela alta concentracdo de Ach (Salpeter, 1987). Dessa
forma, elas chegam a membrana muscular, onde podem interagir se ligando a receptores
nicotinicos. Para que haja a mudanca conformacional necessaria para a abertura do
canal i6nico acoplado ao receptor, € obrigatdria a ligacdo de duas moléculas de Ach ao
receptor nicotinico. Depois de um curto periodo de tempo, as moléculas de Ach se
dissociam dos receptores nicotinicos, promovendo o fechamento do canal idnico. Apds
terem se dissociado, elas sdo rapidamente hidrolisadas pelas AChEs, para que ndo se

liguem novamente ao receptor iniciando uma nova contragao (Salpeter, 1987).

O grande numero de receptores de Ach na membrana muscular a tornam muito
sensivel a liberacao de Ach do nervo pré-sindptico. Os receptores nicotinicos formam
canais cdtion seletivos que sdo relativamente nao seletivos a cdtions especificos,
permitindo a passagem de Na*, K* e Ca”* (Dwyer ef al., 1980). A ndo seletividade
ocorre gracas ao tamanho do poro do canal, que € significativamente maior que o poro
de canais voltagem dependentes que sdo altamente seletivos a um determinado ion
(Ruff, 1986). Sendo assim, a contribui¢do relativa de cada diferente cédtion para a
corrente através do poro depende primariamente de suas concentracdes e seus potenciais
eletroquimicos através da membrana. A abertura do canal i6nico do receptor nicotinico
gera um influxo de Na* e de Ca® e um efluxo de K™ produzindo um potencial
despolarizador conhecido como potencial da placa final (PPF). O canal abre-se por

aproximadamente 1 ms e a abertura apds as ligacdes das duas moléculas de Ach sao
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intermitentes, gerando rdpidas aberturas e fechamentos chamados de “bursts”, que em

condi¢des normais ocorrem em uma freqiiéncia aleatéria (Lindstrom, 1994).

Junto com os receptores nicotinicos de Ach, a membrana muscular também
apresenta uma grande densidade de canais para Na* voltagem dependentes, localizados
na base das pregas da membrana muscular (Engel et al., 1977; Haimovich et al., 1987;
Ruff, 1992). Sua densidade € de aproximadamente 3 a 7 vezes maior na JNM que na
membrana muscular extrajuncional, e as fibras rdpidas apresentam uma maior densidade
que as fibras lentas. A alteracdo do potencial de membrana causado pela abertura dos
canais i6nicos dos receptores nicotinicos causa a abertura dos canais para Na* voltagem
dependentes, que promovem a despolarizacio da membrana muscular. A amplitude da
corrente de Na* na membrana muscular vai depender da densidade dos canais, das
condutancias e da fracdo de canais que abrem em resposta a despolarizacdo. Apds ter
ocorrido o potencial de acdo muscular, a maioria dos receptores de Ach estdo fechados e
somente poucos ainda apresentam correntes remanescentes de canais que ndo se
fecharam, sendo insuficientes para gerar um segundo potencial de acdo muscular

(Koeppen & Stanton, 2009).

O potencial de acdo muscular se propaga em ambas as dire¢cdes da fibra
muscular, partindo da regido da placa motora, chegando a regides mais interiores e
despolarizando o sistema de tibulos T musculares que promovem a liberacdo de Ca**
do estoque do reticulo sarcoplasmético. O Ca** lancado no meio intracelular se conecta
as proteinas de inibi¢do da contragao muscular, que mudam sua conformagdo e deixam
de inibir o sistema de contra¢do, promovendo a contragdo e o acoplamento excita¢ao-

contra¢do (Cingolani et al., 2004).
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Para que a contracdo muscular ocorra e de maneira bem sucedida desde a
transmissdo do impulso pré-sindptico até a contracdo muscular, o potencial da placa
motora necessita exceder o limiar para deflagrar o potencial de acio da fibra muscular.
O potencial de a¢ao muscular € do tipo tudo ou nada, dessa forma, o potencial da placa
motora necessita gerar uma despolarizagdo suficiente para deflagrar o potencial de acao
muscular ou ele ndo ocorrerd. A razdo entre a amplitude do potencial da placa motora
alcancado com a abertura dos canais dos receptores de Ach e o limiar de despolariza¢ao
requerido para ter inicio o potencial de acdo muscular é determinado de fator de

seguranca da JNM (Magleby, 1994).

O fator de seguranca da transmissdo da JNM ¢é relativamente grande, o que
previne falhas na transmissdo neuromuscular durante contracdes voluntarias méximas e
sustenidas, uma vez que a quantidade de Ach liberada na JNM decresce depois de cada
pulso nervoso, nessas condicdes. A larga margem de erro é dada pelo fato de serem
lancadas mais moléculas de Ach do que o necessdrio e por existirem mais receptores de
Ach na placa motora que a quantidade necessdria para deflagrar o limar de

despolarizacdo das fibras musculares (Koeppen & Stanton, 2009).

1.2 — Neurotoxinas que atuam na JNM

Desde os primeiros trabalhos realizados com a peconha de aranhas
caranguejeiras (grupo Mygalomorphae) da América do Sul por Houssay & Negrete
(1919) € relatada a capacidade da peconha de bloquear a JNM. Apesar dos estudos
iniciais com a pe¢onha de Theraphosidae datarem o inicio do século XX e mostrarem o
bloqueio da JNM, somente na ultima década do mesmo século é que a primeira toxina

de Theraphosidae que atua sobre a JNM foi descrita por Lampe e colaboradores (1993).
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Trata-se da w-Grammotoxina SAI, isolada da peconha de Grammostola spatulata, um
peptideo com 4109,7 Da, 36 residuos de aminodcidos, trés pontes disulfeto e N-terminal
amidado que atua diretamente sobre canais para Ca®* voltagem dependente dos tipos N

e P bloqueando suas correntes, em neurdnios pré-sindpticos de vertebrados.

No mesmo ano foi isolada e caracterizada a huwentoxina-I da peconha da aranha
caranguejeira chinesa Selencosmia huwena, que atua inibindo canais para Ca®* do tipo
N pré-sindpticos, capaz de bloquear a JNM (Liang et al., 1993b; Zhou et al., 1997).
Depois dessa descoberta mais trés huwentoxinas II, VII e X foram descobertas e

mostraram-se capaz de bloquear a JNM (Liang, 2004).

Em estudos do inicio do século XXI com a peconha de Theraphosa blondii,
Fontana e colaboradores (2002) demonstraram que ao aplicar a peconha em
camundongos, LDsg de 1.6-2.1 mg/kg, ocorre paralisia flacida seguida por morte através
de parada respiratéria. Aprofundando os estudos, em preparacdo nervo frénico-
diafragma de camundongo, 7,5 ug de peconha por mL de solu¢do de banho promovem
o bloqueio da JNM em 30+ 2.5 min. Tal bloqueio € fracamente antagonizado por
neostigmina (9 mM), quase totalmente reversivel apds lavagem e ndo altera a forca de
contragdo quando aplicado apds curarizagdo da preparacdo com d-tubocurarina. A
peconha nao altera o potencial de membrana do musculo, mas reduz e abole os MEPPs
ap6s 30+ 5 min. em concentracdes de 7,5 ug/mL. O efeito € parcialmente revertido por
neostigmina (9 mM) e ndo € antagonizado por 4-aminopiridina. Dessa maneira, os
autores sugerem a presenca de toxinas com efeito similar ao curare, que atuam sobre os

receptores nicotinicos de Ach, e toxinas que atuam em canais para Ca’* voltagem

dependentes similares a ®-Grammotoxina SAIL
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A peconha da aranha caranguejeira Vitalius dubius também apresenta acao
bloqueadora da JNM em preparacdo de nervo frénico-diafragma de camundongo na
concentracdo de 80 ug/mL de banho e na preparacdao de musculo biventer-cervicis de

pintainho na concentragao de 25 pg/mL de banho (Rocha e Silva, 2008).

As toxinas que atuam na JNM podem ser divididas em trés grupos de acordo
com a nomenclatura proposta para toxinas peptidicas de Conus por Gray & Oliveira

(1988):

(1) u-toxinas, que atuam nos canais para Na* voltagem dependentes do elemento
pré-sindptico ou pds-sindptico impedindo a chegado do impulso nervoso aos botdes

sindpticos ou impedindo a deflagracdo do potencial de acao muscular;

(2) o-toxinas, que atuam nos canais para Ca®™* voltagem dependentes do

elemento pré-sindptico impedindo a liberac@o das vesiculas de Ach na fenda sindptica;

(3) a-toxinas, que atuam no receptor nicotinico de Ach se ligando aos receptores

promovendo sua ativagdo ou inibindo-os;

Outro grupo de toxinas que podem atuar sobre a JNM sao as toxinas que inibem
a atividade da AChE, aumentando a meia vida de Ach, que passa a se acumular na fenda
sindptica, provocando fasciculagdes e contracdes prolongadas da musculatura
esquelética. Essas toxinas sdo encontradas na pegonha de serpentes da familia Elepidae,
como a fasciculina com 61 residuos de aminodcidos isolada da peconha da mamba
verde Dendroaspis angusticeps (Karlsson et al., 1984; Cervefiansky et al., 1991;
Cervehansky et al, 1994). Toxinas ndo peptidicas como a anatoxina-a(S), provinda de
cianobactérias, pertencentes ao grupo dos organofosforados também inibem fortemente

a atividade da AChE (Mahmood & Carmichael, 1987).
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Existem outras substancias nio peptidicas capazes de atuar na JNM e bloquea-la.
A primeira toxina identificada capaz de bloquear a JNM foi o alcal6ide d-tubocurarina
isolado da trepadeira Chondrodendron tomentosum, que era amplamente usada por
indios da America do Sul para envenenar pontas de flecha para caca e guerra. Essa
substancia ficou conhecida como curare e tem agdo sobre os receptores nicotinicos de
Ach da JNM, atuando como antagonista da Ach. A d-tubocurarina foi e ainda é
amplamente utilizada como fiarmaco para promover o relaxamento muscular (Bisset,

1992).

Existem outros grupos de substincias capazes de bloquear a JNM. Dentre esses
grupos encontramos os ésteres de colina, que apresentam algumas substiancias que
promovem o bloqueio despolarizante da JNM. Essas substancias foram inicialmente
caracterizadas farmacologicamente pela identificagdo da murexina, substancia presente
na parte medial da glandula hipobranquial de moluscos da superfamilia Muricoidea
(Erspamer, 1948), e posteriormente caracterizada quimicamente por Erspamer &
Benatti (1953) como sendo urocanilcolina ou [[imidazolil-4(5)acrilcolina]. A
descoberta da murexina foi seguida da identificacdo de mais quatro outros potentes
ésteres de colina, senecioilcolina (Whittaker, 1957), acriloilcolina (Whittaker, 1958),
dihidromurexina (Roseghini, 1971) e tigloilcolina (Shiomi et al., 1998), com a mesma

acdo farmacoldgica.
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2 — Justificativa

Os componentes bioativos de uma peconha podem interagir em diversos alvos
farmacoldgicos, e assume-se que, de maneira sinérgica, todos os seus componentes tém
um papel importante no processo de captura da presa ou possivel predador. Todavia, a
busca constante de novos compostos ativos para inddstria farmacéutica de patentes
ofusca a outra face, ndo menos importante, desses constituintes, o seu cardter ecolégico,

uma co-evolucao/selecdo de milhdes de anos entre predador-presa.

Desde o inicio do século XX a peconha de diversos aracnideos tem sido
extensamente estudadas, para um melhor esclarecimento do quadro clinico de

envenenamento com humanos (Houssay & Negrete, 1919; Brasil & Vellard, 1926).

A pesquisa de neurotoxinas em aranhas tem se estendido para o grupo
Labdognatha, por conta de sua conhecida agdo inseticida ou interesse médico. (Rash &
Hodson, 2002; Vassilevski et al., 2009). Mesmo sabendo que a peconha de aranhas é
reconhecida como uma fonte rica de novos compostos bioativos, o conhecimento da

peconha de Theraphasidae ainda é pobre, principalmente das espécies brasileiras.

Na literatura Toxinoldgica, tipicamente, as moléculas de alta massa molecular
como os peptideos sdo o ponto focal para muitos dos estudos de caracterizacao quimica
e farmacoldgica. No entanto, a presenca de compostos de baixo peso molecular, como
alcaldides, aminas biogénicas, nucleotideos, ésteres, pois contribuem significativamente

para a toxicidade total da peconha.
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3 - Objetivos

3.1 — Objetivos Gerais

Caracterizar o efeito da peconha bruta de Lasiodora sp. sobre preparacdo de

musculo reto abdominal de ra.

3.2 — Objetivos Especificos

Caracterizar farmacoldgicamente a peconha e o(s) composto(s) ativo(s) nao

peptidicos presentes na peconha com atividade em receptores nicotinicos.

Caracterizar quimicamente o(s) composto(s) ativo(s) ndo peptidicos presentes na
peconha com atividade em receptores nicotinicos por espectrometria de massa e
baseado na reacdo de coloragdo apds fracionamento por cromatografia em camada

delgada.
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4 — Material e métodos

4.1 — Animais

Foram utilizadas aranhas caranguejeiras da espécie Lasiodora sp.,
coletadas nas proximidades do municipio de Jaborandi, Bahia, na fazenda Jatoba sob
licenca do ICMBIO SISBIO n° 23404-1, acondicionadas e mantidas em cativeiro no
biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (IB) da Universidade de Brasilia (UnB). Os
espécimes foram identificados com a ajuda do professor Dr. Paulo Cesar Motta,
Laboratério de Aracnologia, UnB e um exemplar testemunho foi depositado na colecao

de aranideos, ligado ao Departamento de Zoologia — IB — UnB.

4.2 — Obtencao da peconha

A peconha de Lasiodora sp.foi obtida através de estimulacdo elétrica com pulsos
de aproximadamente 30-50 Volts a 200 Hz com durag@o de 2 ms na base das queliceras
(Estrada et al., 2007) e coletadas em microtubos para centrifuga. Essas amostras foram
imediatamente congeladas apds a extracdo, concentradas a vacuo e estocadas em freezer
-20° C. Apds concentracao, o peso seco da peconha foi mensurado utilizando-se balanga

de precisdo modelo AUW220D (Shimadzu, Japao).

As peconhas de Acanthoscurria paulensis, Acanthoscurria spl., Acanthoscurria
sp2., Avicularia sp., Grammostola sp., Guyruita cerrado, Hapalopus sp., Nhandu
coloratovillosus, Vitalius sp., Actinopus sp., Ancylometes sp., Phoneutria eickstedtae e
Phoneutria nigriventer foram obtidas do banco de peconhas do Laboratério de

Toxinologia, UnB.
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4.3 — Fracionamento por filtracdo em centrifuga

Aliquotas com 2 mg de peconha bruta de Lasiodora sp. foram reconstituidas em
400uL de agua deionizada e fracionas em componentes de baixo peso molecular, com
menos de 3 kDa, e componentes de alto peso molecular, com mais de 3 kDa. O
fracionamento se deu com a utilizagdo de filtros para centrifuga Amicon® Ultra-2
Ultracel-3 (Millipore) com membrana de exclusdo de 3 kDa através de centrifugacio
refrigerada a 4° C e 10000 g por uma hora. O filtrado foi recolhido e o retido
ressuspendido em mais 400uL de 4gua deionizada e filtrado novamente. Esse processo
foi repetido mais duas vezes. Apds a separacdao, o material foi concentrado a vacuo e

estocado a -20° C.

4.4 - Fracionamento por cromatografia de camada delgada (Thin Layer
Chromatography — TLC)

As amostras foram reconstituidas em dgua com 50% de acetona (v/v) e aplicadas
em diferentes concentracdes com volume final de 1 uL em placas de cromatografia de
camada delgada de celulose em suporte de aluminio com 100 um de espessura (Fluka)
95413-25EA ou de silica em suporte de poliéster com particula de 5-25 um, 250 um de

espessura com indicador de fluorescéncia 254 nm (Sigma).

As corridas cromatograficas foram desenvolvidas em cuba de vidro, cujas
laterais foram forradas com papel filtro previamente embebido pela fase mdvel pelo
tempo necessario para que a frente de solvente atingisse 15 cm de altura (Rg). Como

fase movel foi utilizado a mistura: butanol-4c. acético-dgua (5:1:2).

67



Os regentes utilizados para revelar as placas de TLC foram: (1) solu¢do aquosa
de 4cido sulfanilico diazotado neutralizado com solucdo aquosa de 10% de carbonato de
sodio (v/p) (Reagente de Pauly), para compostos imidazolicos (Smith, 1960); (2)
solucdo aquosa de 50% de acetona com 0,2% de dipicrilamina (v/v/p), para ésteres de
colina (Malioth & Stein, 1951). Os resultados das manchas foram avaliados pelo Ry, que

¢ a divisdo entre a migracao da substancia e a frente de solvente.

4.5 — Fracionamento por cromatografia liquida em coluna aberta de baixa pressao

A peconha bruta foi submetida a processo de purificacdo em coluna aberta de
baixa pressao de 150 mm x 50 mm, acoplada a bomba peristaltica, com fase estaciondria
de troca cationica fraca Amberlite CG50 (Sigma) previamente lavada com 50 mL de
agua, condicionada com 30 mL de tampao fosfato de sédio monobésico 100 mM pH
4,5. A cromatografia de 10 mg de filtrado de peconha bruta (<3 kDa) foi realizada com
fluxo de 22 mL/hora e as fragdes foram eluidas com 25 mL de fase mével de tampao
fosfato, seguido por 15 mL de solucdo de HCI 0,1 N, seguindo protocolo proposto por
Keyl e colaboradores (1957). As fragcdes foram coletadas automaticamente em tubos

com volume final de 5 mL e testadas em preparagdo de musculo reto abdominal de ra.

4.6 — Preparacao de miisculo reto abdominal de ra

O musculo reto abdominal de ra (L. catesbeianus) foi isolado, apds eutandsia por
espinhalamento do animal, e tensionado com 10 g de for¢ca por 30 minutos em camara
de banho de 5 mL de contendo solu¢do de Ringer (NaCl: 111 mM; KCI: 1,9 mM;

CaCly: 1,1 mM; NaHCOs: 2,4 mM e Glicose: 10 mM), constantemente aerada. Apds
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esse periodo de estabilizacdo, a tensdo foi reduzida para 2 g de forca para serem testadas
a peconha e fragdes de interesse, sempre em volume final de 50 pL. O registro das
contragdes foi obtido através de transdutor isométrico (F60) acoplado a sistema de

registro poligrafo (NARCO Bio Systems).

O protocolo utilizado para o teste das amostras tem inicio com a aplicacdo de
10ug de Ach seguido por lavagem com 4 a 5 vezes o volume do banho. Espera-se 10
min para relaxamento da preparacdo e aplica-se a amostra a ser testada. Apds registro,
lava-se novamente a preparacdo, aguarda-se 10 min e aplica-se novamente 10 ug de
Ach. Quando necessdrio, foi utilizado o antagonista nicotinico brometo de rocur6nio.
Para constru¢do da curva dose-resposta para Ach foram utilizadas cinco concentragdes

distintas aplicadas em triplicata.

O projeto foi aprovado pelo comité de ética de uso animal da Universidade de

Brasilia (CEUA-UnB) sob processo n® 127103/2011.

4.7 — Teste de degradacao de ésteres de colina

4.7.1 - Degradacao quimica

Peconha bruta 500 pg, acetilcolina 10 pug e solu¢do Ringer, todos em volume de
50 uL, foram incubados com mais 100 uL de hidréxido de sédio 0,2 N, durante duas
horas a 60° C em bloco térmico (PTC-200, MJ Research), adaptado de Roseghini e
colaboradores (1996). Antes dos produtos de degradacao serem testados em preparacdao
de miusculo reto abdominal, o hidréxido de sddio foi neutralizado, pH 7, com 200 uL de

acido cloridrico 0,1 N. As degradagdes foram realizadas em triplicata.
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4.7.2 — Degradacao biolégica

Peconha bruta 500 pg e acetilcolina 10 pg foram ressuspendidos em 50 puL de
tampao fosfato de sédio dibdsico (100 mM, pH 7,5) e foram incubados com 100 pL de
soro humano por duas horas a 37° C em bloco térmico (PTC-200, MJ Research). Como
controle negativo foi incubado 50 pL de tampao fosfato com soro. Os produtos da
degradacado, realizadas em triplicata, foram testados em preparagdo de musculo reto

abdominal de ra.

4.8 — Ajustes e analises estatisticas

O ajuste da curvas dose-resposta em preparagao de musculo reto abdominal de
ra foi feito segundo equacdo de Hill. As andlises de varidncia (ANOVA) e teste T
(Tukey) foram realizadas para todas as varidveis com distribui¢cao normal e o resultado
apresentado como media + EMP. Para todas as andlises foi adotado indice de
significancia p<0,05. As andlises e os ajustes foram realizados no programa Origin Pro

8.

4.9 — Espectrometria de Massa

4.9.1 - Sistema MALDI-TOF/TOF

Para a determinacdo das massas moleculares dos compostos presentes na
peconha bruta e fracdes de interesse foi utilizado espectrometria de massa em sistema
MALDI-TOF/TOF UltraFlex II (Bruker Daltonics, Alemanha). Para as andlises das
amostras foram utilizadas como matriz uma solucdo saturada de 4cido a-ciano 4-

hidroxi-cinamico (HCCA) dissolvido em acetonitrila/dgua/3% dacido trifluoroacético
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(2,5/2/0,5) e acido sinapinico dissolvido em acetonitrila/dgua/3% acido trifluoroacético
(2,5/2/0,5). As andlises foram realizadas ap6s calibracdo com ions [M+H]" angioensina
I, angiotensina II, substincia P, bombesia, cadeia B insulina e hormonio
adrenocorticotropico. As andlises foram realizadas operando-se em modo refletido
positivo ou linear positivo com energia de laser varidvel e 150 tiros por pogo. Para
andlise de compoenentes de baixa massa era adquirido o espectro da matriz a ser
utilizada sem nenhuma amostra e depois comparados aos espectros para identificacao

das massas de interesse que ndo coincidiam com massas de matriz.

4.9.2 — Sistema ESI-MS/MS

A andlise dos componentes de interesse da peconha foi realizada por injecdo
direta através de microseringa acoplada a bomba de injecdo com fluxo de 10 uL por min
ligada a espectrometro de massas triplo quadrupolo (4000QTRAP, Applied
Biosystem/MDS Sciex, Foster City, EUA) com fonte TurbolonSpray (DDP do cone: 80
V; Temperatura do cone: 750 °C; Voltagem do spray: 3500 V), onde as moléculas de
interesse eram filtradas no primeiro quadrupolo e fragmentadas por CAD no terceiro

quadrupolo. As anélises foram adquiridas no software Analyst ®V1.5.2.
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5 — Resultados

5.1 - Efeito da peconha e fracoes no misculo reto-abdominal

A dose de 500 pg de peconha bruta de Lasiodora sp. induziu contracdo muscular
em preparacdo de musculo reto abdominal de ra. Com a aplicagdo subsequente de 14
mM de Ach, observa-se uma diminui¢do da resposta em relacdo ao controle causada
pela aplicacdo da mesma concentracdo de Ach (Figura 1A), sugerindo um possivel
bloqueio do sitio de ligacdo da Ach no receptor nicotinico. Efeito similar € observado ao
aplicar uma dose de 200 pg de material filtrado com massa <3 kDa (Figura 1B),

indicando uma possivel potencializacao do efeito.

A (‘ B

J 4 4 B 8
'f'ﬁcf"’f%‘_

Ach PB Ach ACh FB Ach

Figura 1: Contra¢des de musculo reto abdominal de ra. (A) 500 pg de peconha bruta (PB) de Lasiodora
sp. (B) 200 pg da fracdo de baixo peso molecular (FB) <3 kDa. Controle com 14 uM de acetilcolina
(Ach).

O efeito de contracdo muscular em preparacao de musculo reto abdominal de ra
causado pela aplicacdo de 500 pg de peconha bruta e pela aplicacdo de 200 pg da fragao

filtrada, <3 kDa, da peconha sdao completamente inibidos pela prévia aplicacdao da
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concentracdo final de 13 mM de brometo de rocurdnio, um antagonista nicotinico. Com
o desaparecimento do efeito contrétil através de tratamento prévio com um antagonista
de receptores nicotinicos, sugere-se a acdo de moléculas presentes na peconha sobre os

receptores nicotinicos (Figura 2).

A B r

R N I S Wy sl -

Ach Ach PB 3min ACh Ach FB  Smin

Figura 2: Contracdes de preparacdo de muisculo reto abdominal de ra. (A) Aplicacdo de 500 pg de
peconha bruta de Lasiodora sp. apds a aplicacdo de 13 mM de brometo de rocurdnio (e). (B) Aplicacdo
de 200 pg fracdo de baixo peso molecular (FB) <3 kDa apds a aplicacdo de 13 mM de brometo de
rocurdnio (e). Controle com 14 uM de acetilcolina (Ach).

Somete a presenga de acetilcolina na pegonha explica o efeito contrétil, todavia
nao explica a diminui¢do desse efeito na aplica¢do subsequente de Acetilcolina padrao
(Vide figura 1). Para verificacao da presenga de outro composto responsavel pelo efeito
de contracdo foi construido uma curva de dose-resposta com acetilcolina padrdo na
preparacao de musculo reto abdomina de ra, e consequente quantificagdo da peconha.
(Figura 3). 500 pug de peconha bruta apresentarou resposta equivalente a 5,51 ug de
Ach, o que corresponderia a presenca de 11,02 +1,04 ug de Ach por miligrama de

peconha bruta.

A quantificagdo total de moléculas com agdo em receptores nicotinicos €
estatisticamente diferente da encontrada através de quantificagdo analitica por LC-

MS/MS para Ach (vide capitulo 1, secdo resultados item 5.3) de 8,75 +0,45 pug/mg
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(ANOVA e teste-t, p>0,05), O resultado encontrado pela quantificacdo fisioldégica em
musculatura esquelética é aproximadamente 26% maior que a concentracdo de Ach na
peconha, indicando a existéncia de outro composto com atividade sobre os receptores

nicotinicos.

3,0

2,5

0,5

Log Ach (uM)

Figura 3: Curva dose resposta de Ach em preparacdo de misculo
reto abdominal de rd (n=3). Ajuste feito pela equagdo de Hill
Y=V *X[K"+x"]) com V= 5,43 £0,21, K= 10,60 +1,04 ¢
n=0,8. R2=0,998.

5.2 — Cromatografia de camada delgada (TLC)

A possivel presenca de ésteres de colina na peconha bruta, além da presenca de
Ach, foi avaliada em um cromatograma em placa de celulose revelado com
dipicrilamina. Nele foram aplicadas 100 pug de peconha juntamente com padrdes de Ach
20, 10 e 5 pg e colina (Ch) 20 pug (Figura 4). Na peconha bruta de Lasiodora sp. foram
detectadas a presenca de duas substancias bem distintas: a primeira com aparéncia de
duas machas e uma sombra com Rf de 0-0,33 e a segunda com R¢ de 0,62-0,65, ambas

de cor rosa.
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Figura 4: Cromatogramas de camada delgada em placa de celulose.
Ach: acetilcolina; PB: 100 pg de pegonha bruta de Lasiodora sp.; Ch:
colina, FB: 70 ug da fracdo de baixo peso molecular <3 kDa. (A)
Placa revelada com dipicrilamina. (B) Placa revelada com
dipicrilamina em preto e branco. CD1 R¢ de 0-0,33; CD2 R; de 0,62-
0,65.

A Ach padrao apresentou R¢ de 0,47-0,52 e a Ch R¢ de 0,38-0,44, ambas de cor
rosa. Apesar da presenca confirmada de Ach e Ch na peconha de Lasiodora sp., ndo foi
possivel sua detec¢do nesta técnica, pois ndo foi possivel detectar concentragdes

menores que 1 pg das duas subténcias.

Considerando que a concentragdo encontrada de Ach e Ch em 100 pug de
peconha é aproximadamente de 0,87 pug e 0,39 ug respectivamente (vide capitulo 1,
secdo resultados item 5.5), a coloracdo de revelacdo ndao € sensivel para essas
concentracoes. Como evidenciado na figura 4, 5 ug de Ach e 20 ug de Ch se

apresentam como manchas, com baixa resolucao.
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Foi analisada também a presenca de substincias contendo nicleos imidazélicos
através de revelagdo com reagente de Pauly. Em placa de celulose 100 pg da peconha
bruta apresentaram quatro diferentes substancias como possuindo nicleos imidazdlicos
de acordo com os Ry e coloragdo: Ry de 0-0,32 aparentando duas manchas ligadas de cor
laranja clara, Ry 0,34-0,44 de cor laranja escuro, Ry 0,60-0,62 de cor laranja e Ry 0,63-

0,66 de cor amarela.

As mesmas substancias sdo encontradas em 70 pg de material filtrado da
peconha, <3 kDa (Figura 5), indicando que as substincias encontradas tratam-se de
moléculas de baixo peso molecular. Comparando os resultados de coloracdo especifica
para ésteres de colina e de nicleos imidazoélicos, detecta-se a presenga ésteres de colina

com grupos imidazdlicos na peconha no R¢ 0-0,32 e no R¢ 0,62-0,65 (Tabela 1).

Tanto a peconha bruta (100 pg) como o filtrado (70 pg) foram aplicados em
placa de silica para verificar a sua separacdo neste adsorvente e para comparagdo com
dados da literatura. Neste tipo de adsorvente foram identificadas trés manchas em
revelacdo com reagente de Pauly tanto na peconha bruta como no fragao filtrada, <3
kDa, com diferentes cores e deslocamentos: Ry 0-0,06 amarelo, Ry 0,15-0,24 laranja
claro e R¢ 0,50-0,52 uma mistura de duas cores amarelo e laranja evidenciando a jungao

de duas substancias (Figura 6).

Tabela 1: R; e coloracio das manchas encontradas nos
cromatogramas em celulose revelados com dipicrilamina e
reagente de Pauly, fase mével butanol-dc acético-dgua, 5:1:2.

Dipicrilamina Pauly
Composto
RF cor Rf cor

CD1/CP1 0-0,33 Rosa 0-0.32 Laranja claro

CP2 - - 0,34-0,44  Laranja escuro

CP3 - - 0,60-0,62 Laranja
CP4/CD2  0,62-0,65 Rosa 0,63-0,65 Amarelo

Ach 0,47-052 Rosa - -

Ch 0,38-0,44 Rosa - -
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Figura 5: Cromatogramas de camada delgada
em placa de celulose. PB: 100 pg de peconha
bruta de Lasiodora sp.; FB: 70 ug da fracdo
de baixo peso molecular <3 kDa. (A) Placa
revelada com reagente de Pauly. (B) Placa
revelada com reagente de Pauly em preto e
branco.CP1 R; de 0-0,32; CP2 R; de 0,34-
0,44; CP3 R; de 0,60-0,62; CP4 R; de 0,63-
0,65. (C) Placa revelada com dipicrilamina
em preto e branco. CD1 Ry de 0-0,33; CD2 Ry
de 0,62-0,65.

FB PB

Figura 6: Cromatogramas de camada delgada em
placa de silica. PB: 100 pug de pegonha bruta de
Lasiodora sp.; FB: 70 pg da fragdo de baixo peso
molecular <3 kDa. (A) Placa revelada com
reagente de Pauly. (B) Placa revelada com
reagente de Pauly em preto e branco. SP1 Rf de
0-0,06; SP2 Rf de 0,15-0,24; SP3 Rf de 0,50-
0,52.
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5.3 — Cromatografia liquida em coluna aberta de baixa pressao

Para purificagdo de ésteres de colina com nucleo imidazodlico foi empregada
técnica de cromatografia liquida em coluna aberta de baixa pressdo confeccionada com
fase estaciondria catidnica fraca, segundo protocolo proposto por Keyl e colaboradores
(1957). Nas fracoes eluidas com tampado fosfato, quando testadas em preparacdo de
miusculo reto abdominal de ra, houve eluicdo de uma substincia capaz de promover
contragdo do miusculo sem alterar a resposta da preparacdo para Ach nas fracdes
coletadas entre 5-10 e 10-15 mL de fase mével (F1 e F2). Nas outras fracdes eluidas

nao foi detectado nenhum efeito sobre a preparacao (Figura 7A).

Ja as fracdes eluidas com 4cido cloridrico 0,1 N (neutralizadas com NaOH, pH
7,0) foram aplicadas na preparacdo de musculo reto abdominal de ra. Das duas fracoes
coletadas, a fracdo eluida de 0 a 10 mL de fase mével (H1) reduziu a resposta da
preparacdo a aplicacdo de Ach (Figura 7B), todavia sem apresentar efeito contratil.
Aumentando a concentragcdo da aplicagcdo da fracdo H1 de 200 puL para 1 mL no banho
da preparacdo, observa-se um efeito contratil seguido por diminuicdo da a¢do da Ach

(Figura 7C).

A fracdo HI, apos ser liofilizada e pesada, também foi testada em diferentes
concentracdes em preparacdo de musculo reto abdominal. Ela apresentou efeito de
reducdo da acdo da Ach de maneira dose-dependente e foi observado que em nenhuma

das concentracdes aplicadas houve efeito contratil (Figura 8).
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Figura 7: Contracdes de miisculo reto abdominal de rd. (A) Aplicacdo de 200 uL das fragdes eluidas com
tampdo fosfato de sédio F1:0-5 mL, F2: 5-10 mL, F3:10-15 mL, F4: 15-20 mL e F5: 20-25 mL. (B)
Aplicacdo de 200 uL das fragdes eluidas com 0,1 N de HCI H1: 0-10 mL e H2: 10-15 mL. (C) Aplicagdo
de 1 mL de fracdo eluida com 0,1 N HCI (FHCI). Controle com 14 uM de acetilcolina (Ach).

Figura 8: Contracdes de preparacio de musculo reto abdominal de rd. (A) Aplicacdo
de diferentes concentracdes (mg) de material eluido com 0,1 N HCI seguido pela
aplicacdo de 14 pM de acetilcolina (*) sem lavagem.
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A fracdo H1 da cromatografia liquida que apresentou atividade de diminui¢do da
acdo da Ach em preparacido de musculo reto abdominal de ra, que foi eluida entre 0-10
mL de HCI, foi seca e 50 e 100 pg deste material diluidos em 1 e 2 uL. foram submetido
a TLC revelado com reagente de Pauly. No cromatograma obtido, ao comparar a
peconha bruta com a fragdo H1 nota-se o desaparecimento das fracdes com Ry maior
que 0,5 e a presenga das substancias com Ry de 0-0,32 que aparentam duas manchas

ligadas de cor laranja clara e R¢ 0,34-0,44 de cor laranja escuro (Figura 9).

Figura 9: Cromatograma de camada delgada
em placa de celulose revelada com reagente de
Pauly. PB: 100 pg de pegonha bruta de
Lasiodora sp. (A) Diferentes concentracdes da
fracdo eluida com 0,1 N de HCI. (B) Diferentes
concentragdes da fracdo eluida com 0,1 N de
HCI em preto e branco. CP1 Rf de 0-0,32; CP2
Rf de 0,34-0,44; CP3 Rf de 0,60-0,62; CP4 Rf
de 0,63-0,65; HCI1 Rf de 0-0,33; HCI2 Rf de
0,35-0,46.
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5.4 — Testes de degradacao

Para determinar se o efeito de contracao seguido por diminui¢do da acdo da Ach
encontrado na peconha bruta é produzido por um éster de colina, foram realizados testes
de degradacdo quimica de ésteres de colina e de degradacdo biolégica com soro
humano. Esteres de colina sdo rapidamente degradados em condices alcalinas, dessa
forma, 500 pug de peconha bruta e de 10,0 ug de Ach foram incubados com NaOH.
Antes de serem testados, os produtos de degradacdo quimica foram neutralizados com
HCI, pH 7,0. Os ensaios farmacoldgicos em preparacdo de musculo reto abdominal de
rd dessas amostras mostraram ndo haver ac¢do de contrag@o ou de diminui¢do da acao da

Ach, indicando degradacao dos compostos (Figura 10A).

p— —— P — = ——‘ B_’
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H.A. H.A. S.H. S.H.

Figura 10: Contracdes de preparagdo de musculo reto abdominal de rd. Ach: 14 uM de acetilcolina. (A)
Aplicacdo de 10 pg de Ach tratada com 0,2 N de NaOH (Ach H.A.) e de 500 pg de peconha bruta de
Lasiodora sp. (PB H.A.) tratada da mesma forma. (B) Aplicacdo de 10 ug de Ach tratada com 100 puL de
soro humano (Ach S.H.) e de 500 pug de peconha bruta de Lasiodora sp. (PB S.H.) tardada da mesma
forma.

O segundo teste de degradacdo realizado foi o de degradacdo bioldgica para
ésteres de colina, através de acdo enzimdtica de acetilcolinesterases inespecificas

presentes no soro humano, que se mostram capazes de degradar ambas as moléculas
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(Grelis & Tabachnick, 1957). Nos ensaios de preparacdao de musculo reto abdominal os
produtos de degradacao bioldgica de 500 ug de peconha bruta e de 10,0 ug de Ach nao
apresentaram efeito despolarizante ou de diminui¢do da acdo da Ach (Figura 10B).

Concluimos que composto responsavel por estas acoes foi degradado.

5.5 — Presenca de compostos similares em outras peconhas

A figura 11 mostra o perfil cromatografico em TLC, em placa de celulose, fase
movel de butanol-dcido acético-dgua (5:1:2) e reveladas com reagente de Pauly, das
peconhas das aranhas: Acanthoscurria paulensis, Acanthoscurria spl., Acanthoscurria
sp2., Avicularia sp., Grammostola sp., Guyruita cerrado, Hapalopus sp., Nhandu
coloratovillosus, Vitalius sp., Actinopus sp., Ancylometes sp., Phoneutria eickstedtae e

Phoneutria nigriventer.

Foram identificados perfis cromatograficos semelhantes ao de Lasiodora sp.
com intensidade de mancha similares dos compostos com R menor que 0,5 na peconha
das aranhas Theraphosidae Vitalius sp., Nhandu coloratuvilosus, Acanthoscurria
paulensis (), Acanthoscurria spl, Acanthoscurria sp2 € Hapalopus sp. (). Todavia, a
peconha de Grammostola sp., Avicularia sp., Guyruita cerrado e Actinpus sp.

apresentam perfil cromatogréfico similar, porém, uma intensidade de mancha menor.

As aranhas Ancylometes sp., Phoneutria nigriventer e Phoneutria eickstedtae,
pertencentes a familia Ctenidae, apresentam perfil cromatograficos diferentes da
Lasiodora sp. mas similares entre si, com aparentemente baixa intensidade de mancha

com Rf 0-0,1.
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Figura 11: Cromatograma de camada delgada em placa de celulose revelada com reagente de
Pauly de 100 pg de diferentes pegonhas de aranhas e 50 ug de fragdo de cromatografia liquida
eluida com HCI La: Lasiodora sp.; Gec: Guyruita cerrado; Gr: Grammostola sp.; Ac:
Actinopus sp.; Ac: Ancylometes sp.; Vi: Vitalius sp.; Nc: Nhandu coloratovillosus; Ap:
Acanthoscurria paulensis 3; Al: Acanthoscurria spl.; A2: Acanthoscurria sp2.; Av:
Avicularia sp.; Ha: Hapalopus sp. &; Pn: Phoneutria nigriventer; Pe: Phoneutria eickstedtae.

Apesar de nao conclusivo, este ensaio sugere a presenca dos mesmos compostos
de baixa massa molecular, formado por ésteres de colina com nucleo imidazolico, em
outras espécies de aranhas. Como a concentragdo de peconha aplicada foi de 100ug para
todas as espécies, sugerimos também que a intensidade e tamanho da mancha estdo

diretamente relacionados com a concentragdo desses compostos.
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5.6 — Analises por espectrometria de massa

A sugestdo da presenca de ésteres de colina com nticleos imidazolicos com agdo

bloqueadora de receptores nicotinicos norteou as anélises de espectrometria de massa da

peconha bruta.

Em andlises de peconha bruta em sistema ESI-MS/MS foram detectados os

componentes de relagdo massa/carga 224,2, e 139,1, sugerindo a presenca de murexina

(urocanilcolina), e 4cido urocanico, massa calculada respectivamente (Figura 12).

Dos fragmentos observados no espectro de fragmentacdo dos componentes

2242 e 139,1 m/z, o fragmento de relacdo massa/carga 69,0 surge como parte da

fragmentacdo do nuicleo imidazoélico presente nessas moléculas (Figura 12A e B).
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Figura 12: Espectrogramas de massa em sistema ESI-MS/MS de fragmentagdo em método CAD.
Fragmentacdo do fon: (A) 224,2 m/z similar a murexina; (B)139,0 m/z similar ao 4cido urocénico.
Estruturas moleculares retiradas de www.chemspider.com
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6 — Discussao

A peconha de Lasiodora sp. causa contracdo muscular e diminui¢do da resposta
da preparacdo a Ach em comparacdo com o controle, em prepara¢do de misculo reto
abdominal de ra, sugerindo um possivel bloqueio de receptores nicotinicos. Efeitos
similares sdo encontrados na pe¢onha da aranha caranguejeira Vitalius dubius quando
aplicada em preparagao de JNM com biventer-cervicis de pintainho (Rocha e Silva,

2008).

A peconha bruta das aranhas Ornithoctonus huwena e Theraphosa blondii
promovem bloqueio da JNM em preparacdio de nervo frénico-diafrigma de
camundongos (Liang et al., 1993a; Fontana et al., 2002). Para Theraphosa blondii foi
observado que o efeito estd relacionado aos receptores nicotinicos para Ach (Fontana et

al., 2002). Todas essas aranhas sdo representantes da familia Theraphosidae.

Os estudos com a peconha de aranhas caranguejeiras (Theraphosidae) ndo sao
recentes e datam do inicio do século XX, sempre relatando efeitos bloqueadores da
JNM (Houssay & Negrete, 1919). No entanto, somente no inicio da década de 90 foram
isolados e caracterizados peptideos que apresentam atividade de bloqueio da JNM, a
partir da pegonha de Ornithoctonus huwena € Grammostola spatulata. Esses peptideos
apresentam afinidade para alguns tipos de canais para Ca®*, sendo capazes de modular
suas correntes, € ndo foram encontrados em muitas espécies da familia Theraphosidae

(Lampe et al., 1993a; Liang et al., 1993b; Zhou et al., 1997).

Os trabalhos que relatam o efeito de bloqueio da JNM sdo realizados somente
com peconha bruta (Houssay & Negrete, 1919, Fontana er al., 2002, Rocha e Silva,

2008) ou com peptideos isolados (Lampe et al., 1993; Liang et al., 1993; Zhou et al.,
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1997). Vizzotto (2009) conclui que as fracdes correspondentes a F14, F15 e F20 (Figura
3, vide capitulo 1, secdo 5.1) nas concentracdes de 1 uM ndo tem atividade sobre os
receptores nicotinicos de rabdossarcoma em sistema de Patch Clamp. Vizzotto (2009)
também evidenciou também a ndo ocorréncia de peptideos na faixa de baixo peso
molecular (<3KDa) da peconha de Lasiodora sp. Neste trabalho, demonstramos que um
composto ndo peptidico presente na fracdo de baixa massa molécular (<3KDa) da
peconha de Lasiodora sp. € capaz de promover efeito contrétil e diminuir a resposta de

Ach em relag@o ao controle, em preparacdo de musculo reto abdominal de ra.

O tratamento prévio da perparacdo de musculo reto abdominal de rd com um
antagonista nicotinico inibiu, por completo, o efeito contratil. Esse resultado sugere que
os componentes da peconha causadores do efeito estavam interagindo com os receptores

nicotinicos para Ach.

Segundo Roseghini e colaboradores (1996) a preparagdo de musculo reto
abdominal de ra é excelente para a determinagdao de compostos que atuam sobre
receptores nicotinicos para Ach, principalmente ésteres de colina. Ao comparar a
quantificacdo por método fisiolégico em preparacdo de musculo reto abdominal com a

quantificacdo analitica de Ach na peconha, observa-se que a acdo da peconha na

preparagdo € 26% maior.

Os dados obtidos a partir das anédlises de TLC sugerem a presenca de toxinas de
baixo peso molecular pertencentes a classe dos ésteres de colina imidazdlicos. Ao
comparar os dados obtidos (Tabela 1) com os presentes na literatura sobre o
comportamento cromatografico em TLC, em diferentes condicdes, de ésteres de colina

imidazolicos ou ndo descritos na glandula hipobranquial de moluscos da superfamilia

Muricodea, observa-se uma grande similaridade (Tabela 2).
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Tabela 2: Ry e coloragdo de diversos compostos encontrados na glandula hipobranquial de moluscos.
Cromatogramas em placas de celulose e silica com suporte em aluminio e coradas com reagente de Pauly
e reagent de Dragendorff. Retirado de Rosenghini e colaboradores (1996).

Celulose Silica Coloracao
Composto Fase mével A Fase mével B Pauly Dragendorff
Murexina 0,29 0,11 Amarelo/laranja Rosa
Dihidromurexina 0,28 0,03 Roxo avermelhado Rosa
Senecioilcolina 0,76 0,29 - Amarelo
Acetilcolina 0,54 0,14 - Amarelo
Colina 0,49 0,15 - Violeta
Acido urocanico 0,62 0,71 Avermelhado -
Acido imidazolpropionico 0,6 0.4 Roxo avermelhado -

Fase mével A: Butanol-Etanol-Ac. acétoco-Agua (8:2:1:3)

Fase movel B: Propanol-Ac. Acético (3:1)

As coloragdes obtidas com o borrifamento de diferentes solugdes, empregadas
para revelar as placas de TLC, mostram a presenca de varios compostos e possibilitaram
uma caracterizacdo quimica parcial de alguns componentes da peconha. Os dados
obtidos quando comparados com os dados presentes na literatura, sobre a coloracdo de
ésteres de colina e seus derivados, também siao semelhantes (Roseghini et al., 1970;

Blankenship et al., 1975).

Para a substancia CD1/CP1, em relacio ao seu Ry e coloragdo com reagente de
Pauly, ambos sdo similares a murexina (Roseghini et al., 1970; Blankenship et al.,
1975; Roseghini et al., 1996). Observa-se o peculiar comportamento cromatografico do
composto CDI1/CP1, aparecendo como duas manchas com sombra, sendo também
similar em cromatogramas em TLC de murexina, onde cada mancha € creditada as

multiplas cargas que esta molécula pode conter (Roseghini et al., 1970).

Sugerimos que o composto CP3 pelas caracteristicas quimicas apresentadas

(possuir nucleo imidazdlico e ndo ser um éster de colina), pela coloragdo apresentada
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com reagente de Pauly (Laranja) e comportamento de migracdo (R¢), seja o 4cido

urocanico (Roseghini et al., 1970; Blankenship et al., 1975; Roseghini et al., 1996).

Tomando como base o comportamento cromatogrifico (Rf), bem como a
coloragcdo apresentada apos revelacdo com reagente de Pauly e dipicrilamida, ndo foi
encontrada nenhuma identidade das manchas CD2/CP4 e CP2 com os compostos

sugeridos na literatura consultada.

O comportamento cromatografico em cromatografia liquida de troca idnica fraca
do filtrado de peconha bruta se revelou idéntico ao da Ach e murexina descrito por Keyl
e colaboradores (1957) em sistema semelhante. Este tipo de cromatografia tem se
demonstrado um método eficaz de separar ésteres de colina e outras bases organicas,
particularmente quando as moléculas a serem separadas diferem no nimero de cargas
positivas. Dessa forma, os cétions bivalentes tais como murexina mostram uma
afinidade elevada pela fase estaciondria e s6 podem ser eluidos em pH baixo (0,1 N de
HCI), enquanto cdtions univalente como a acetilcolina mostram uma afinidade
intermédia pela fase estaciondria e podem ser eluidos sob condi¢cdes menos dcidas

(100mM de NaH,POy4, pH 4,5) (Keyl et al., 1957).

A fracdo eluida com tampao fosfato apresentou um composto capaz de promover
contragdo do musculo reto abdominal de rd sem alterar a resposta da acdo da Ach. A
resposta farmacolégica e os dados da literatura para o tipo de separacdo realizado em
coluna de troca idnica sugerem a separacdo da Ach presente na peconha de outros

componentes (Keyl et al., 1957).

A fracao eluida em HC1 0,1 N (H1) tem caracteristicas farmacol6gicas similares
as da murexina, despolarizando e bloqueando a a¢ao da Ach em preparacao de musculo

reto abdominal de ra. Dessa forma, na pegonha bruta o efeito desta fragdo soma-se ao
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efeito da Ach, o que resulta em um efeito contratii maior que o esperado pela
concentracdo de Ach quantificada de maneira analitica. A cromatografia em TLC da
fracdo H1, revelada com reagente de Pauly, mostra a presenca de duas manchas HCI1
(R¢ 0-0,33) e HCI2 (Rf 0,35-0,46), que sdo equivalentes a CD1/CP1 (Rf 0-0,32) e CP2

(R¢ 0,34-0,44) da peconha bruta.

Em baixas concentracdes, a fracdo eluida com HCI 0,1 (H1) ndo causa
despolarizacdo, mas ja apresenta efeito de diminui¢do da resposta da Ach, e somente em
concentracdes mais elevadas a fragdo causou contragdo do musculo. Essa informacgdo
nido € apresentada em nenhum trabalho com murexina ou outros ésteres de colina
correlatos encontrados na literatura. Sempre coloca-se a concentracdo necessdria para
causar o efeito contritil e somente depois comenta-se sobre uma ag¢do bloqueadora.
Porém, diversos registros de preparacoes de JNM ndo apresentam o componente
contratil que a substincia estaria provocando. Eles somente mostram o efeito de
bloqueio da JNM, indicando possivelmente que seriam necessdrias concentracdes
maiores para realizar contracdes detectdveis (Erspamer & Glisser, 1957; Keyl &

Whittaker, 1958) como observado nas figuras 7 e 8.

A murexina e outros ésteres de colina atuam farmacologicamente da mesma
maneira, somente variando sua intensidade. Eles agem bloqueando de forma intensa a
juncdo neuromuscular de maneira despolarizante, tanto de vertebrados como de
invertebrados (Erspamer & Gldsser, 1957; Keyl & Whittaker, 1958), e causam
estimulagdo igual ou superior a Ach em ganglios neurais (Kewitz, 1955), ambas as
acOes por interagir com receptores nicotinicos para Ach. Nao sdo relatados efeitos sobre

receptores muscarinicos para Ach (Roseghini et al., 1996).
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Os ensaios de degradacdo da substancia ativa da peconha em preparacdo de
miusculo reto abdominal de rda mostraram que ela perde o efeito de contracdo e de
diminui¢do da agdo da Ach quando incubada com hidréxido de sédio e com soro
humano. A murexina, dihidromurexina e senecioilcolina sdo extremamente estaveis em
pHs 4cidos e podem ser estocados em solucdo aquosa por meses sem degradacdo
(Whittaker, 1963), porém, sdo facilmente hidrolisados em pHs alcalinos (Roseghini et

al., 1996).

A murexina, dihidromurexina e senecioilcolina ndo sdo hidrolisadas por
colinesterases de eritrécitos humanos e bovinos, de cérebro de coelho, de plasma de rato
e cachorro (Erspamer & Dordoni, 1947; Grelis & Tabachnick, 1957; Foldes et al., 1957;
Keyl & Whittaker, 1958). Em contraste, as colinesterases presentes no plasma humano
sdo capazes de degradar essas substancias (Foldes et al., 1957; Holmstedt & Whittaker,
1958). Os dados mostram que o composto ativo é degradado nas mesmas condigdes de

degradacao da murexina e substancias correlatas.

A comparagdo feita entre as peconhas de diferentes espécies de aranhas nos
revela que a presengca de compostos imidazolicos € bastante comum. As aranhas da
familia Theraphosidae, com exce¢do da G. cerrado, apresentaram o mesmo perfil
cromatografico com as substancias CD1/CP1, CP2, CP3 e CP4/CD2, variando somente
as concentragdes. Em todas as espécies foi encontrado o composto CDI1/CP1
relacionado a murexina, mesmo em pequenas quantidades, como pode ser observado

nos pontos de aplicagdo.

Na peconha das espécies da familia Ctenidae o perfil cromatogréfico apresenta
substancias com cores e Rys diferentes das outras aranhas. Tal fato pode ser decorrente

da presenca histamina e serotonina, que € relatada na peconha de Phoneutria nigriventer
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e essas substincias sdo coradas com o reagente de Pauly (Schenberg & Pereira-Lima,

1971).

Por espectrometria de massa foi possivel visualizar a presenca na peconha bruta
de moléculas com massa similar a murexina, senecioilcolina, acido urocanico e
etilurocanato. Estas foram fragmentadas e os espectros interpretados na tentativa de uma
reconstru¢do das substancias originais. Para os fons similares a murexina 224,2 m/z, ao
acido urocanico 139,1 m/z e ao etilurocanato 166,1 m/z foi identificado um mesmo
fragmento presente nos espectros de fragmentacdo de relacdo massa/carga 69,0 que

surge como parte da fragmentacao do nicleo imidazélico comum a essas moléculas.

Dessa forma, o composto causador do efeito farmacoldgico seria similar a
murexina ou a propria murexina, que nao pode ser caracterizada com maior grau de
confiabilidade em todas as etapas do trabalho pela falta de padrio comercial e
disponibilidade de fontes bioldgicas que contenham o composto. O mesmo problema de

identificagdo ocorre com o 4cido urocanico.

A sintese de ésteres de colina com acidos imidazdlicos mostra-se de baixo custo
energético e vidvel, uma vez que colina € uma substincia disponivel no meio intra e
extracelular de diversos tecidos e é a base para a producdo de diversas moléculas
essenciais (Blusztajn, 1998). Roseghini e colaboradores (1970) propuseram que a
murexina € produzida por uma via onde ocorre uma reacdo de esterificacio entre colina
livre e 4cido urocéanico. O ultimo também pode ser transformado em etilurocanato a
partir da sua esterificacdo com etanol e seria proveniente da degradacdo ou

transformagdo do aminodcido histidina. J4 a senecioilcolina seria produzida

originalmente através do processo de esterificacdo do 4cido senecidico e colina livre.
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Todas essas substancias sdo encontradas na maioria das glandulas hipobranquiais de

varios moluscos da super familia Muricoidea.
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Figura 12: Esquema da via de sintese derivados de colina e outros produtos do dcido urocénico em
moluscos. Retirado de Roseghini e colaboradores, 1970.

Esses ésteres sao moléculas hidrofilicas que tem uma rapida dispersdao quando
injetados como peconha e a uma agdo farmacoldgica extremamente importante de
paralisia esquelética seguida por morte por andxia secunddria, provocada por parada
respiratoria nos quadros de envenenamento das presas. Eles também se apresentam
como moléculas extremamente versiteis por atuarem paralisando tanto vertebrados
como invertebrados como descrito por Erspamer & Glisser (1957), possibilitando a

diversidade de habitos alimentares.

A peconha da maioria das aranhas caranguejeiras nao ¢ letal para 0 homem e ndo
apresenta casos graves de envenenamento. Ja para cachorros e outros animais
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domésticos, elas apresentam casos graves e letais em curto periodo de tempo 0,5 — 2
horas (Ibister et al., 2003). A murexina apresenta diferentes indices de toxicidade
dependendo da espécie em que € testada. As aves sdo os animais mais sensiveis, com
doses letais de apenas 300 pg/kg, para pombos, seguidos de gatos e cachorros

(Erspamer & Glésser, 1957).

Sendo assim, a diferenca de gravidade de quadro de envenenamento e de
letalidade observada nos casos com animais domésticos € humanos pode ser
perfeitamente explicada pela presenca de toxinas similares a murexina como
constituinte da peconha. Em humanos os casos ndo sdo graves, pois a acetilcolinesterase
plasmdtica consegue degradar ésteres de colina similares a murexina, enquanto que em
outros animais, como 0s cachorros, isso ndo ocorre (Foldes et al., 1957; Keyl &

Whittaker, 1958).

A diferenca de toxicidade também pode explicar os hdbitos alimentares de
algumas espécies de aranhas da familia Theraphosidae que se alimentam de aves, como
descrito por diversos pesquisadores (Foelix, 2011; Sick, 1997). Para predar aves, que
sao animais rapidos e fortes, sa0 necessdrias toxinas extremamente potentes e rapidas
para paralisar e matar a presa antes que essa possa fugir, e este papel pode ser assumido

por moléculas com a¢do similar a murexina.

Na literatura encontram-se trabalhos que descrevem a acdo de diferentes
peconhas de Mygalomorphas, e a partir dessas descri¢des pode-se sugerir a presenga de
toxinas similares a murexina, indicando uma possivel ampla distribui¢cdo dessa toxina

em aranhas.

Em estudos com a peconha da aranha caranguejeira da familia Dipluridae

Trecona venosa Brasil & Vellard (1926), notaram a extrema sensibilidade de pombos ao
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extrato da glandula de peconha, onde uma tnica glandula é capaz de matar 200 animais.
E relatada uma morte rapida com quadro inicial de contragdes tetanicas e tremores pelo
corpo seguidos por paralisia tetanica total, convulsdes e morte por parada respiratéria. O
efeito da peconha € atenuado e abolido através da incubacdo com hidréxido de sédio e
se mantém estidvel com tratamento com &cido cloridrico. Essa descricdo € idéntica a
apresentada por Erspamer e Glisser (1957) para injecdo de doses letais de murexina em
pombos. Além da descri¢do da acdo da peconha em pombos, a descricdo da acdo em

camundongos também € similar a descrita para a murexina.

A peconha bruta da aranha Theraphosa blondii apresenta forte bloqueio da
juncdo neuromuscular e quadro de envenenamento em doses letais framacologicamente
similares aos descritos para murexina (Fontana et al., 2002). A peconha da aranha
Ornithoctonus huwena foi bastante estudada e apresenta uma gama de toxinas
peptidicas que sdo capazes de promover o bloqueio da JNM em diferentes sitios, porém,
a acdo da peconha bruta em camundongos além da paralisia induz fortes convulsdes, e
pardais s@o extremamente sensiveis a peconha, podendo indicar a presencga de ésteres de

colina (Liang, 2004).

A peconha da aranha caranguejeira Vitalius dubius induz bloqueio da JNM de
camundongo e de pintainho, com maior sensibilidade para o segundo. Na preparacdo de
JNM de ave foi constatado que a ag¢do da peconha € sobre receptores nicotinicos,
indicando que o bloqueio pode ser causado por substancias similares a murexina (Rocha

e Silva, 2008).

Em aranhas da ordem Araneidae foi reportado que a peconha de Argiope lobata
tem a capacidade de bloquear a JNM de rd de maneira reversivel atuando em receptores

pOs sindpticos (Usmanov et al., 1983). A peconha de outras sete espécies de aranhas
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Agalenatea redii, Mangora acalypha, Neoscona adianta, Neoscona cruciferoides,
Nuctenea folium, Zygiella caspica e Araneus diadematus tem a capacidade de inibir os
potenciais em miniatura espontaneos e potenciais elétricos da placa motora em
preparagdo miusculo-nervo de rd de maneira reversivel atuando sobre os receptores
nicotinicos para Ach (Usmanov et al., 1985). Em nenhum dos trabalhos foi reportado o
isolamento ou caracterizagdo da fracdo que provoca os efeitos farmacolégicos, porém, o

modo de acdo € caracteristico de ésteres de colina.

Murexina, senecioilcolina e substiancias similares sdo toxinas encontradas
exclusivamente em moluscos aquéticos, ndo sendo reportada sua presenca em outros

filos marinhos nem em animais terrestres (Rosenghini et al., 1996).

Assim, registramos pela primeira vez a presenga dessa classe de moléculas no
filo Arthropoda e em animais terrestres, sendo utilizada como peconha. Esta descoberta
abre novos campos para estudos toxinoldgicos principalmente com moléculas nao

peptidicas e de evolug¢do de compostos utilizados como toxina.
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7 — Conclusao

e A peconha bruta de Lasiodora sp. tem efeito contrétil e de inibi¢do da resposta
de Ach, em relacdo ao controle, em preparacdo de musculo reto abdominal de ra.

¢ Foi identificada a presenca de ésteres de colina com nicleos imidazdlicos na
peconha bruta através de TLC.

¢ Foi possivel uma pré-purificacdo do composto ativo que causa diminuicdo da
resposta de Ach em preparacao de musculo reto abdominal de ra.

e O composto ativo em preparagdo de musculo reto abdominal é degradado
quimicamente por hidréxido de s6dio e biologicamente por soro humano.

e Na peconha bruta foram encontradas massas moleculares similares a murexina,
senecioilcolina, etilurocanato e acido urocanico através de espectrometria de
massa.

e Sugere-se a presenca de uma substiancia similar 2 murexina na peconha de
Lasiodora sp.

e Virias espécies de aranha apresentam substincias com comportamento
cromatogrdfico em TLC e de coloracdo com reagente de Pauly similares a
murexina.

e Esta é a primeira descricdo de compostos similares a murexina como
constituintes da peconha de artrépodes terrestres, uma vez que, essas substancias
sdo toxinas exclusivamente marinhas.

e Esta descoberta € importante para um melhor intendimento de quadros de
envenenamento de animais domésticos por aranhas caranguejeiras € O

desenvolvimento de novos tratamentos veterinarios.
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