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RESUMO

A crotoxina, o componente mais t6xico isolado do veneno de Crotalus
durissus terrificus, &€ um complexo proteico reversivel composto por um peptideo
acido, néo téxico e sem ativadade enzimatica (crotapotina) e um componente béasico,
responsavel pela toxicidade do complexo, a fosfolipase A 2 (PLAD)

Sabendo-se que varias proteinas isoladas a partir de venenos interferem na
coagulagao sanguinea e agregacéo plaquetaria, o objetivo deste trabalho foi o estudo
da atividade da crotoxina sobre a agregacgio plaguetéria. A crotoxina foi isolada
através de gel filtrag&o do veneno bruto em uma coluna de Sephadex G-75, eluida
com tampao bicarbonato de amonio (0.1 M; pH 8.0). A agregacgédo das plaguetas
humanas lavadas foi monitorada utilizando-se um agregémetro Payton e a fiberacdo
de TXAp foi medida através de radioimunoensaio (RIA). O fracionamento de 100 mg
de veneno, resultou em trés principais picos, sendo o segundo pico correspondente a
crotoxina. O grau de pureza da crotoxina foi confirmado, utilizando-se o método de
cromatografia de alto desempenho (HPLC) através de uma coluna C 18 p
Bondapack.

Crotoxina (15-50 pg/ml), produz uma agregacéo de plaquetas lavadas de
modo dose-dependente e irreversivel, agregagéo esta inibida por uma pré-incubagéo
da suspensdo de plaquetas com SNP (500 puM) ou lloprost (100 nM). A crotoxina
também induz a liberacdo de TXB, (207-8 ng/mi, n=6). Nossos resultados
demonstram que a crotoxina induz a agregagéc de plaquetas humanas lavadas,
independente da liberagéo de produtos de ciclo-oxigenase, assim como apresenta

importante atividade coagulante.
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INTRODUGCAO

Plaquetas s&o células sanguineas, com didmetro de 2 - 3 um, possuem forma
lenticular quando ndo estimulad_as e sdo formadas através da fragmentagao de
megacariocitos (Pennington, 1981). Através da invaginagio da superficie dessas
células, 3000 a 4000 plaquetas podem ser formadas a partir de cada megacaridcito
(White & Krivit, 1967.). As plaquetas sdo anucleadas mas apresentam organelas sub-
celulares presentes em outras celulas, tais como mitocdndria, microtdbulos, granulos,
complexo de Golgi e ribossomos. As menores organelas presentes nas plaquetas sao
os granulos secretores, 0s quais correspondem a aproximadamente 20% de seu
conteudo. Esses grénulos séo diferenciados e denominados granulos densos e -
granulos; apesar de serem facilmente visiveis através da microscopia, a
diferenciag&o entre os dois tipos de granulos e a mitoctndria é de dificil visualizagio
(Marcus, 1969; Zucker-Franklin, 1988.). Através de técnicas imuno-histoquimicas, foi
possivel localizar nos «-gréanulos componentes como o fator 4, B-tromboglobulina,
fibrinogénio, fibronectina, trombospondina, fator derivado de plaquetas e fator de von
Willebrand (Sander et al., 1983; Cramer ef a/., 1985.).

Morfologicamente, existem trés fatéres que diferenciam a superficie da
membrana de plaquetas a de outras células: a) apresentam uma espessa camada de
proteogiicanos (duas vezes mais espessa do eritrdcito); b) possuem a habilidade de
formar pontes de fibrilas que permitem ligar as membranas de uma plaqueta & outra,
promovendo concomitantemente uma agregacéo irreversivel; ¢) s&do habeis na
distribuicdo de particulas intramembranas, caracteristica essa que a diferencia de
qualquer outro tipo de células de mamiferos (Zucker-Franklin, 1988.).

O papel fisiologico das plaquetas é dar inicio ao processo de homeostasia,
Quando ocorre |lesdo endotelial, as plaquetas aderem ao sub-endotélio exposto

(constituido principalmente de colagenoc dos tipos | e IV, glicoproteinas e
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microfibrilas) e deste modo, iniciam a ativagdo do processo homeostético. Esta
ativacdo consiste, inicialmente, em uma mudang¢a da forma discdide para a forma
arredondada ("shape change"), seguida pela agregacéo e pela liberagdo de parte do
contetldo de seus granulos, incluindo substancias agregantes e inflamatdrias, tais
como adenosina difosfato (ADP; Born, 1982.), fator de crescimento derivado de
plaquetas (PGDF; Niewiarowski, 1977; Kaplan, 1981.), tromboxano Ao (Hamberg et
al.,, 1975; Roth, 1986.) entre outras. Este processo inicia a formagdo do tampéo
hemostético no local lesado e fornece condigdes apropriadas para cessar o
sangramento. Em casos patolégicos, este mecanismo nido ocorre, observando-se
deficiéncias no processo de trombose.

As plaquetas apresentam receptores especificos para varios agonistas
fisiolégicos e a sua interagdo aos receptores promove diferentes respostas. S&o
conhecidos oito diferentes tipos de respostas aos estimulos de plaquetas estudados
in vitro: ades&o, mudanga de forma, agregagéo, secregdo de granulos densos e dos
o-granulos, liberagéo de acido araquidonico, secre¢éo de hidrolase acida e retrac&o
do coagulo de fibrila.

A mudanca de forma & a primeira resposta das plaguetas quando estimuladas
através de agonistas sollveis e consiste em uma rapida transformacdo da forma
discoide para a forma esférica com formagao de pseuddpodos, esta resposta nado
necessita de Ca** extracelular. Quando o Catt extracelular e fibrinogénio estdo
presentes e as células sdo levadas a um contato com outras células, (como por
exemplo, atraves da agitacdo de uma suspensdo de plaguetas), ocorre uma
agregacgdo plaquetaria. As plaguetas apresentam receptores para fibrinogénio, gque
sd0 expostos somente quando ocorre a interagé&o das plaquetas com agonistas. A
ligacao do fibrinogénio é aparentemente, independente da mudanca de forma e
requer Cat* . O papel ativo das plaquetas para exercer a agregagdo induzida

através dos agonistas, parece estar relacionado com a exposi¢do do receptor para
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fibrinogénio. A secregéo dos granulos densos e dos a-granulos, que é a exocitose de
seus conteudos, ocorre simultaneamente e com uma relagéo dose-resposta similar.

A liberagéo de acido araquiddnico € uma resposta metabdlica da hidrolise dos
fosfolipideos de membranas das plaguetas promovida por fosfolipases (PLAY) e
lipases, e € uma das caracteristicas do processo de agregacéo.

A secrec@o da hidrolase acida é considerada o processo de secregdo mais
iento e requer um aito nivel de estimulagdo para ser desencadeado.

A superficie da membrana de plaquetas contém receptores para diferentes
tipos de agonistas que s&o liberados, expostos, ou ainda, gerados em locais onde
ocorre um trauma vascular. Esses agonistas se ligam as plaquetas e iniciam uma
série de reagbes bioguimicas que levam a uma agregagao plaquetaria e a liberagao
do conteudo de seus granulos. Esses agonistas s&o classificados como fortes ou
fracos, de acOrdo com sua capacidade em promover a liberagdo do conteldo dos
granulos das plaquetas independente de que necessariamente ocorra a agregacéo

plaquetaria.

Os agonistas plaquetarios considerados potentes séo;

Trombina - A trombina é um fator coagulante {(fator lla), com importante papel
na coagulagéo sanguinea na clivagem do fibrinogénio (fator 1) para a formacdo da
fibrina, que além de ser a base fibrilar do coagulo ativa outros fatéres da coagulagdo
(fator V, VIl e XIlI}. A trombina € formada durante o processc de coagulagdo por
acéo do fator Xa sobre o precursor plasmatico, a protrombina, e € uma serina
protease com peso molecular de 36000, e € o Unico fator coagulante que ativa
plaguetas e que em concentragdes fisioldgicas promove agregacdo e secrecio dos
granulos densos, a- granulos e lisossomas (Hourani ef al., 1991). O papel fisiolégico
da trombina no processo de coagulagéo e na interagdo entre plaquetas e a cascata

de coagulagdo nfo deixa duvidas; trombina agrega plaguetas em concentragbes
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fisiologicas (Shuman et al, 1976); entretanto, em pacientes que apresentam
deficiéncia de fatores da coagulagéo, onde espera-se que ocorra uma deficiéncia na
atividade da trombina, apresentam tempo de normal de sangramento, sugerindo que
a trombina néo & obrigatdria na ativagdo hemostatica de plaquetas, presumindo-se
que existam outros mecanismos para ativagdo de plaquetas (Macfarlane et al., 1975).
A trombina € considerada o mais potente agonista da agregacio plaquetaria,
promove uma mudanga de forma e agregacdo, inibindo os niveis de concentracao de

AMPc.

Colageno - Existem oito tipos de colagenos geneticamente distintos,
entretanto, ndo séo todos que reagem com plaquetas. Os colagenos intersticiais do
fipo 1 e Ill, sGo os mais abundantes nas membranas e o do tipo IV se aderem as
plaquetas, em contraste, o colageno cartilaginoso, tipo 1l e tipo V, ndo interagem com
.plaquetas (Santoro et al, 1986). A interagdo das plaguetas com colagenos §,
certamente, mais complexa que uma simples interagdo com o receptor, no entanto,
seu papel fisioldgico e patoldgico merece ser estudado, pois, € um importante
ativador plaquetdrio e desempenha um papel fundamental no processo de
homeostasia. Sabe-se que o colageno promove "shape change", agregacédo e
secregdo porém sdo processos secundarios a indugdo da reagéo de liberagdo, uma
vez que o coldgeno se liga a muitos agentes que séo capazes de induzir a agregac&o
plaquetdria, e que podem ainda liberar ADP dos granulos densos das plaquetas
(Huang et al., 1980). A ativagdo de plaquetas por colageno requer ADP e sintese de
prostaglandinas (Kinlougt-Rathbone et al.,1976), isto sugere que 0 ADP ¢ essencial
para a agregagdo e a ligagao do fibrinogénio estimulado por coldgeno sabe-se
ainda, que a quantidade de prostaglandina formada por estimulagéo com colageno é
insuficiente para causar um "shape change" na auséncia de ADP, sugerindo que

existe uma interdependéncia de ADP e sintese de prostaglandinas na agdo do
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colageno sobre as plaquetas (Colman et al., 1988),

Agonistas Plaquetérios Fracos:

Adenosina 5'-Difosfato - O ADP fgi o primeiro composto descrito capaz de
induzir agregag@o de plaquetas in vitro (Born, 1962), causando uma mudang¢a de
forma de plaquetas, seguido da agregacdo e liberagdo do contetdo de seus
granulos. Entretanto, esta liberagdo somente é observada em meios que apresentam
niveis reduzidos de Ca™™ e é consequéncia da sintese de tromboxano Ay (Mustard ef
al., 1975). Uma outra atividade observada (Cole ef al., 1971) € de que o ADP
antagoniza a estimulagdo de adenilato ciclase através da PGE4, a agdo dessas
enzimas € de converter ATP em AMPc o gual inibe a mudan¢a de forma das
plaquetas, adesdo , agregagéo e a liberacao do contelido de seus granuloes.

Sabe-se que em algumas patologias, onde o individuo apresenta uma
diminuicéo na quantidade de plaguetas armazenadas, e que necessita de ADP no
interior de seus granulos tem uma tendéncia muito acentuada a sofrer processos
hemorragicos. Esta tendéncia implica que a liberagdo de ADP de plaquetas afeta a
hemostasia e por analogia, os processos de tromboses. Em vista disso, os
antagonistas de receptores de ADP podem ser usados como ferramentas clinicas no

tratamento desta patologia (Hardisty ef a/., 1967).

Adrenalina - O efeito estimulatdrio da adrenalina sobre plaguetas humanas foi
descoberto por O'Brien (1963), demonstrando que a indugio da agregacao
plaquetaria era precedida de uma mudanca de forma, e que a adrenalina era a
responsavel por este evento. A agregagdo induzida pela adrenalina nao ocorre em
todas as especies animais e por este motivo é considerada espécie- dependente; as
plaguetas de alguns mamiferos como os ratos, cobaios, coelhos e caes, ndo sao

sensiveis a adrenalina. Interessante notar que a adrenalina, em humanos, potencia a
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agregacao induzida por outros agonistas, tais como o ADP (Dodds, 1978: Kerry et al.,
1985). Em humanos, observa-se gue a resposta a adrenalina é variavel de individuo
para individuo. Alguns individuos apresentam plaguetas nédc responsivas a
adrenalina na agregacdo, entretanto, respondem normalmente a outros agentes
agregantes (Jakobs ef al., 1987). A resposta observada para a adrenalina parece ser
dependente da quantidade de a-adrenoceptores estimulatérios presentes, bem como,
da raz@o destes receptores para os [3-adrenoceptores inibitérios, também presentes
nas plaquetas (Kerry ef al., 1984). Os a-Teceptores presentes nas plaquetas, foram
caracterizados farmacologicamente como sendo do tipo receptor 02, 0 qual permite o
acesso das catecolaminas no sangue e inibe a acao do adenilato ciclase (Kerry ef al.,
1883). N&o foi ainda definido qual a implicagdo fisiopatoldgica em individuos que
possuem uma quantidade menor de receptores do tipo o, e portanto n&o respondem

a adrenalina, comparando-os com aqueles que respondem a mesma.

Serotonina - Rapport ef al. (1948) demonstraram. que uma substancia
vasoconstritora, a serotonina, estava presente no soro humano. Mais tarde, Rand et
al. (1951), demonstraram que a serotonina & encontrada nas plaquetas e sdo
liberadas durante o processo de coagulagdo, sendo esta liberagcéo causada pela
trombina. Estudando plaguetas lavadas de porco, Grette (1962) demonstra que além
da serotonina, também ocorre liberagdo de nucleotideos tais como a adenina, fosfato
inorganico, acidos graxos livies e pequenas quantidades de proteinas celulares.
Seus resultados indicam que este processo difere da lise celular e €, portanto, uma
reagdo de liberagao seletiva.

Algumas espécies possuem plaquetas ricas em serotonina, como o coelho por
exemplo, e estas plaquetas contém um numero maior de granulos densos, enquanto
que em outras espécies, como por exemplo a humana, apresentam plaquetas pobres

em serotonina. A agregagdo plaguetaria induzida pela serotonina foi observada
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primeiramente por Mitchell et al. (1964), Em plasma humano citratado, rico em
plaquetas a agregacéo € precedida por uma mudanca de forma das plaquetas e é
geralmente fraca e reversivel. A serotonina induz agregacdo plaquetaria em
concentracdo entre 0.2-10 umol, enquanto que, em concentraces maiores
apresentam um menor efeito agregante. O papel da serotonina na homeostasia
humana néo foi ainda definido, entretanto, a sua liberacdo das plaquetas pode

contribuir em outros eventos como a enxaqueca e a tromboembolia,

Fator Ativador de Plaquetas - O fator ativador de plaquetas (PAF) foi
inicialmente verificado em leucocitos, e posteriormente considerado um potente
ativador da agregagéo plaquetaria em concentragdes de 108 - 10-9 M (Benveniste et
al., 1972). A estimulagdo de PLA, de plaguetas por agentes como colageno, trombina
e iondfo de Ca*™ A23187, promove a liberagdo de um precursor do PAF, o 2-liso-
PAF aceter, dos fosfolipideos derivados da fosfatidilcolina de membranas
plaquetarias. Este sofre uma acetilagéo pela acstil-tranferase, dando origem ao PAF,
ou mais corretamente, o PAF-aceter (1-0-alquil, 2-acetil gliceril 3 - fosforil colina).
Inibidores da PLA» como a dexametasona, diminuem a formagéo do PAF-aceter
(Parente et al., 1985). Em plasma humano citratado, o PAF-aceter produz uma
agregacao bifasica , similar ao ADP e adrenalina; a segunda fase envolve a liberagdo
de TXAp, e pode ser inibida através do uso de indometacina ou aspirina. Em
plaquetas humanas lavadas, o PAF-aceter ndo s6 promove a mobilizagdo de Catt

intracelular, como ainda, media o influxo de Ca¥*t extracelular.

Metabolitos do acido araquiddnico (AA) - Em 1973, Vargaftig & Zirins: Willis
& Kuhn, demonstraram que o AA era capaz de agregar plaquetas. A evidéncia inicial
da interagdo entre plaquetas e os metabdlitos do AA foi provada em 1970, quando

Smith & Willis mostraram que plaquetas estimuladas com trombina produziam
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prostaglandinas (PG) Ep e (PG) Fp. Em seguida, foi demonstrado que drogas anti-
inflamatorias ndo esteroidais, como a indometacina e aspirina, inibiam a formacéo
das prostaglandinas (Vane, 1971), confirmando que o AA era o precursor das
prostaglandinas e de sua atividade bioldgica (Vargaftig & Dao, 1971, 1972), mais
tarde identificado como tromboxano Ag (TxA2) por Hamberg ef al. (1 975).

O acido araquidénico é metabolizado nas plaquetas por duas enzimas: a ciclo-
oxigenase e a 12-lipoxigenase. A ciclo-oxigenase metaboliza 0 AA em endoperdxidos
ciclicos, conhecidos como prostaglandinas Gy e Ho (PGG2 e PGHp). Estes
endoperodxidos sofrem a agéo na plaqueta da tromboxano sintetase, responsavel pela
sintese de tromboxanc Ay (Hamberg et al., 1975). Tanto os endoperoxidos ciclicos
como o tromboxano Ap causam agregacéo plaguetaria, assim como vasoconstrigao
(Hamberg ef al., 1975 a; Needleman ef al., 1976.). Acredita-se que os endoperoxidos
ciclicos atuém na plaqueta no mesmo receptor que o tromboxano Ao, suposicio esta,
que explicaria a auséncia de efeito clinico dos inibidores da tromboxano sintetase
(Needleman ef al, 1977.), como os derivados do imidazol, nos processos de
regulagéo da trombose. Atualmente est&o em estudos clinicos os antagonistas do
tromboxano Ap, visto que estes farmacos previniriam também o efeito dos
endoperdxidos ciclicos nas plaquetas e na musculatura lisa vascular.

Esta via metabdlica do acido araquiddnico exerce um papel importante na
modulagdo da atividade plaquetaria in vivo. Ha varios ensaios clinicos (Steering,
1989}, demonstrando o efeito benéfico da administracdo de baixas doses de acido
acetil-salicilico (AAS) na preven¢do do infarto do miocardio. E importante ressaltar
que o AAS € um inibidor irreversivel da ciclo- oxigenase (Vane, 1971; Vargaftig &
Dao, 1971) e em virtude da plagueta ndo possuir nicleo, e consequentemente nio
apresentar atividade de sintese proteica, a inibigdo desta enzima na plagqueta causa

inibigao irreversivel da sintese dos endoperdxidos e do tromboxano As.
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Atraves da enzima 12-lipoxigenase, as plaquetas transformam o AA em 12-
hidroperoxido-eicosatetranoico  (12-HPETE), o qual €& subsequentemente
transformado enzimaticamente em acido-hidroxieicosatetranoico (12-HETE, Siegel et
al. 1979 a). Drogas do tipo aspirina, as quais bloqueiam totalmente a cicloxigenase,
promovem um aumento de duas a trés vezes na producdo de HETE de plaguetas
(Siegal et al. 1979 b). O papel fisiologico desta via ndo foi ainda bem definido.
A regulagdo da produg@io de metabdlitos do 4cido araquiddnico é feita através
de dois principais mecanismos: disponibilidade do substrato e ativagéo da enzima. A
disponibilidade do substrato ¢ a limitante primordial no controle da sintese dos
derivados da ciclo-oxigenase, visto esta enzima nio necessitar de ativagdo, ao
contrario do que ocorre com as lipoxigenases de um modo geral (Bach, 1984.). A
liberagéo do acido araquiddnico depende essencialmente da enzima fosfolipase Ao
(PLA2). E interessante notar que a fosfolipase A2 de plaguetas possui caracteristicas
distintas das demais fosfolipases A2 celulares, visto ndo ser inibida por

glicocorticéides.

Inibidores da Ativagéo plaquetaria

GMP ciclico - O GMP ciclico é um importante segundo mensageiro em varias
células incluindo tecido vascular liso, no qual a elevagdo de GMP ciclico por
agonistas  dependentes de endotélio (acetilcolina, substancia P) ou
nitrovasodilatadores (nitroprussiato de sédio) causa relaxamento, provavelmente
através da ativagdo da GMPc quinase e consequente fosforilacao da cadeia leve de
miosina do musculo liso. As plaquetas tem a capacidade de sintetizar GMPc em
resposta a certos estimulos e possue um nivel alto de guanilato ciclase soluvel, de
fosfodiesterase de GMPc e de proteina quinase dependente de GMPc. Os niveis de
GMPc estio elevados em resposta a agonistas como a ADP, serotonina, colageno e

acido araquidénico, sugerindo que um aumento de GMP¢ esta envolvido na ativacao
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plaquetéria. O aumento de GMPc é provavelmente a consequéncia da ativacéo
plaquetaria, e ndo a sua causa, visto que aumento de GMPc por nitrovasodilatadores
(como o nitroprussiato de sddio) causa inibigdo da agregagao plaquetaria. O fato de
ocorrer elevagao de GMP¢ quando a plagueta é ativada, provavelmente reflste um
mecanismo de "feedback" negativo, que permite deste modo modular a resposta

plaquetaria. O GMP ciclico & metabolizado nas plaquetas pelas fosfodiesterases.

AMP ciclico - A elevaggo nos niveis de AMPc nas plaquetas, levam a uma
inibicdo na sua ativacdo (Mills, 1982). O AMPc é formado através da acao de
agonistas da estimulag&o de adenilato ciclase e removido por fosfodiesterases AMPc
até que os niveis intracelulares apresentem um equilibrio na concentracdo. Os
agentes que s&o capazes de estimular adenilato ciclase ou inibir a atividade das
fosfodiesterases, levam a um aumento no equilibrio de AMPc e sao potencialmente
agentes anti-tromboticos. As prostaglandinas e seus analogos estaveis sdo potentes
estimuladores de adenilato ciclase de plaquetas e também, potentes inibidores da
ativagdo plaquetaria. Os inibidores das fosfodiesterases tabém agem sinergicamente
com os agentes que induzem um aumento nos niveis de AMPc¢ inibindo a agregagéo
plaquetdria. A atividade das fosfodiesterases pode ser inibida por compostos como:
dipiridamol, isobutil-metil xantina e papaverina, compostos estes que também inibem
a agregagdo plaquetaria (Turpie & Hirsh, 1978). Dentre as prostaglandinas que
estimulam adenilato ciclase de plaquetas, incluem-se PGEq, PGE> e PGlp
(prostaciclina). Prostaciclina ¢ o mais potente inibidor da agregacéo plaguetaria e de
maior importancia fisiolégica por ser sintetisada por células endoteliais {(Mcintyre,
1981).' A adenilato ciclase de plaguetas e de membranas de plaquetas, & inibido por
varios agentes, entre eles: trombina, ADP e epinefrina os quais agem através de
interag&o com os receptores de adenilato ciclase, estes agentes s&o todos ativadores

de respostas plaquetarias como shape change e agregagao (Mills, 1982).

UMED A A

FIBLIOTECA CENTVU, |
i
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Conforme visto acima, a PLA2 possue papel fundamental na ativagdo
plaquetaria, quer seja através da liberagdo de 4cido araquiddnico, e
consequentemente de seus metabélito's, quer através da liberagdo de liso-PAF.
Abaixo revisamos aigumas das caracteristicas fundamentais deste importante grupo
de enzimas.

Fosfolipase Ag - As Fosfolipases Ay (PLAj), também conhecidas por
fosfatidil-acil-hidrolases (EC 3.1.1.4), s&o enzimas lipoliticas que agem
especificamente na catdlise da hidrolise da ligagéo éster na posigao 2-acil (Sn-2) dos
L-fosfolipideos, que s&o considerados substratos igualimente adequados para os
processos hidroliticos catalisados pelas demais fosfolipases (Figura 1; Slotboom,
1982; Hanahan, 1971). A reagéo hidrolitica catalisada pela PLA9 é dependente de
célcio e proporciona a liberagéo de acidos graxos e lisofosfolipideos.

A PLA> ¢ considerada como modelo nos processos cataliticos que se
desenvolvem na interface lipideo/dgua, pois atua preferencialmente em substratos
agregados como micelas, bicamadas ou lipoproteinas. Isto explica a ampla
distribuicdo das PLA2 no reino animal, com presenga demonstrada gquer em
organelas sub-celulares como em compartimentos extracelulares, bem como a sua
participagao em inumeros fendmenos fisiopatoldgicos efou fisioldgicos.

Dentre os fendmenos fisiologicos, merece ser citado o processo de absorgéo
na luz intestinal, o qual requer uma hidrélise prévia desses agentes catalisada por
uma PLA> secretada pelo pancreas de mamiferos (Lee & Ho, 1978). Analisadas em
conjunto, as PLA9 s&o consideradas uma familia de proteinas de peso molecular
relativamente baixo, variando entre 12,000 e 15,000, contendo um numero elevado
de pontes dissuifeto e que apresentam consideravel resisténcia aos detergentes, as
variacdes de pH e as altas temperaturas, além de revelarem uma razoavel homologia
entre si, em térmos de sequéncia de aminoacidos, exceto a da PLA> do veneno de

abelha que se diferencia por ser uma giicoproteina (Chang,1987). A grande
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horhologia entre as PLA9o(s) secretadas pelo pancreas de mamiferos, com as
correspondentes enzimas presentes nos venenos ofidicos pertencentes as familias
Hidrophidae, Elapidae, Viperidae e Crotalidae (Figura 2), estimulou a realizagdo de
estudos referentes ao isolamento destas dltimas, a fim de usa-las como possiveis
instrumentos de analise farmacoldgica para a avaliagdo do papel bioldgico
desempenhado pelas PLA>(s) no organismo animal em geral e particularmente, nos
mamiferos e na espécie humana (Vadas, 1986).

As PLAy encontradas em certos ofidios sdo secretadas por glandulas que se
desenvolveram a partir de 6rgios digestivos de serpentes e além da fungéo
digestiva, apresenta uma fun¢&o defensiva, de maneira a permitir ao réptil paralisar a
presa e deste modo, alimentar-se (Verheij, 1981). Dentre outras funcdes da
fosfolipase, destaca-se a que aborda o seu eventual papel no desencadeamento dos
processos metabolicos que envolvem os fosfolipideos das bicamadas presentes em
membranas bioldgicas, incluindo as plasméaticas e a das organelas sub-celulares,
estas ultimas envolvendo os lisossomos, as mitocdndrias, reticulos sarcoplasmaticos
etc. (Kunze, 1971; Haye, 1973; Flower,1976). A avaliacdo deste papel, somente
tornou-se possivel, ao serem dados nestas Ultimas décadas, passos importantes na
elucidagdo das estruturas quimicas (moleculares) de varias PLAp, oriundas de
diferentes espécies animais, incluindo aquelas encontradas em venenos de
serpentes e de abelhas e, obviamente, as isoladas de diferentes tecidos de
mamiferos.

Dentre as PLA(s) assinaladas na Figura 2, as mais estudadas para essa
finalidade s&o as que, em natureza, estao acopladas a outras sub-unidades formando
complexos proteicos, como ocorre com a B-bungarotoxina, taipoxina, caudoxina e a

crotoxina,
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Desde 1966 a fosfolipase A foi considerada um fator determinante para a
formagao de prostaglandina (PG) (Vogt ef al., 1966). De fato, em um sistema de
perl’u'séo de pulm&o de cobaios com fosfolipase Ao, proveniente de veneno, detectou-
se grande quantidade de PG no perfusato (Vogt et al., 1969). De fato, a presenca de
PLA2 em plaquetas foi amplamente confirmada (Apitz-Castro, 1981; Lagarde, 1981).
Devido ao seu papel chave no metabolismo do AA, a PLA» é o sitio potencial de agéo
para modular a formagéao de eicosanoides.

A mepacrina foi o primeiro agente farmacoldgico capaz de inibir PLAo
(Vargaftig & Dao, 1972); posteriormente, um inibidor mais especifico de PLAg, o
brometo de p-bromofenacil, demonstrou ser eficiente inibidor de hidrélise de
fosfolipideos na ativagado plaquetéria. Os corticosterdides também inibem a atividade
de PLA», através do blogueio na liberagdo de AA, engquanto a conversdo de AA

exogeno € mantida (Blackwell et al., 1982).

RELACAO ENTRE FOSFOLIPASES As ISOLADAS DE VENENOS E
AGREGAGAO PLAQUETARIA

As fosfolipases do tipo Ay (PLA), isoladas a partir de venenos de serpentes,
demonstram ter diferentes atividades bioldgicas sobre piaquetas. De fato, foram
descritos diferentes tipos de PLA9, provenientes de fontes diversas, que podem
iniciar, potencializar ou ainda inibir a agregagao plaquetaria (Kini & Evans,1989.).

A fosfolipase Ao, isolada do venenoc de Trimeresurus mucrosquamatus,
induz a agregagao plaquetaria (Ouyang ef al,1979), enquanto que aquelas
provenientes dos venenos de Vipera russelli (latridis ef al., 1976) e Naja nigricollis

crawshawii (Kini ef al., 1988), inibem a agregacéo plaquetéria induzida por trombina.
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Existe ainda um outro tipo de atividade bioldgica das fosfolipases Ao sobre
plaquetas, denominado efeito bifasico, pois podem induzir a agregagéo de plaquetas
em doses baixas e inibir em doses mais altas, como ocorre com a PLA2 isolada a
partir do veneno da abelha, Apis mellifera (Shipoloni et al., 1974) e da serpente Naja
naja atra (Ouyang ef al., 1984).

Foi demonstrado que a agregagdo induzida por proteinas com atividade
enzimatica tipo fosfolipase Ao & completamente inibida pela indometacina, indicando
que a agregacao ocorre via ativacdo de acido araquiddnico, além do que essas
enzimas induzem a formagéo de tromboxano B de modo dose-dependente (Smith ef
al.,1991).

No venenc de Crofalus durissus terrificus a fracdo convuixina (Prado-
Franceschi, 1981), foi descrita como sendo a responsavel pela indugéo da agregagéo
plaquetaria (Vargaftig, 1980; Prado- Franceschi, 1981). Em 1982, Bon verificou que a
crotoxina, principal toxina do veneno de Crotalus durissus terrificus, a qual contém
fosfolipase Ay como uma de suas sub-unidades, ndo apresentava nenhuma atividade
biolégica sobre plaguetas de coelhos.

A crotoxina, considerada a principal toxina presente no veneno da Crotalus
durissus terrificus, (cascavél sul-americana), foi isolada e obtida sob a forma
cristalizada, inicialmente por Slotta e Fraenckel-Conrat (1938). Posteriormente,
demonstrou-se que a crotoxina tratava-se de um complexo proteico resultante da
interag&o quaternaria de duas sub-unidades representadas por uma proteina acida,
de peso molecular 9000, denominada Crotapotina ¢ de um componente basico de
peso molecular 12000, denominado Fosfolipase A2, que é responsavel tanto pela
atividade enzimatica bem como, pela toxicidade induzida pelo complexo (Hendon,

1971).
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Embora a crotapotina seja considerada farmacologicamente inativa, ela parece
facilitar a atividade da PLA92 ao ocupar sitios de fixacdo inespecificos dessa enzima a
nivel de membranas biologicas, propiciando, dessa forma, a interagdo da PLA em
locais especificos para o desencadeamento das atividades bioldgicas em terminais
nervosos motores somaticos (Bonn et al., 1979). Dentre os efeitos farmacologicos
induzidos pela crotoxina, mereceram particular atengdo os que envolveram o estudo
dos mecanismos responsaveis pelo bloqueio neuromuscular (Brazil, 1966) e pela
queda de pressdo arterial, que constifuem fatores relevantes no envenenamento
induzido pelas peconhas que contém PLA2 como componente principal.

Os aspectos correlacionados com a jungdo neuromuscular evidenciaram agbes
da enzima a nivel pre-sinaptico possibilitando a sua caracterizagdo farmacoldgica do
tipo neurotoxina, cujas propriedades sdo muito semelhantes a [3-bungarotoxina, fato
que possibilitou o seu largo emprego como instrumento de anélise farmacoldgica,
porém sem maiores repercusstes em térmos de um eventual emprego terapéutico. A
crotoxina possui ainda atividades hemolitica (Rosenfeld, 1971) e miotoxica sistémica,
caracterizada pela liberagdo de mioglobina detectada em pacientes acidentados
(Azevedo-Marques, 1982; Cupo, 1988). No homem, o comprometimento renal como
consequéncia do envenenamento crotalico, pode levar ¢ individuo a desenvolver uma

insuficiéncia renal aguda com necrose tubular (Amaral, 1985; 1986).
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OBJETIVO

O objetivo desta tese foi investigar o efeito na agregacao plaquetéria de

crotoxina obtida através de uma modificagdo do método descrito por Slotta &

Fraenkel-Conrat {1938), assim como de suas sub-unidades crotapotina e fosfolipase

Ao
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MATERIAIS E METODOS

OBTENCAO DA CROTOXINA PURIFICADA - A crotoxina purificada foi obtida
a partir de 100 mg do veneno bruto de Crotalus durissus terrificus, dissolvidos em
2.0 ml de tamp&c Bicarbonato de Amodnio (0.1 M, pH 8.0), clarificado por
centrifugacéo a 2.000 rpm durante 15 minutos. O veneno dissolvido e solubilizado foi
aplicado em uma coluna de vidro medindo 1.6 x 100 cm, empacotada com Sephadex
(G-75, previamente equilibrada com tamp&o Bicarbonato de Amdnio (0.1 M, pH 8.0)
As fracBes resultantes foram eluidas com o mesmo tampéao de equilibrio e coletadas
com fluxo constante de 9 mifhora, recolhendo-se 3 miftubo em coletor Gilson {(modelo
VL). Os picos foram selecionadas e identificadas através de leitura da absorbancia,

em espectrofotdmetro Beckman { modeio 25) 4 280 nm.

OBTENGCAO DA PLA; E DA CROTAPOTINA - A obtengio da PLA e da
crotapotina foi realizada partindo-se de 100 mg de crotoxina pura, dissolvidos em 2.0
ml de tampé&o formiato de amodnio (0.15 M, pH 3.5). A crotoxina solubilizada, foi
aplicada em uma coluna de vidro medindo 1.8 x 23 cm, empacotada com SP
Sephadex C-25 e equilibrada com o tampé&o inicial. A eluicao foi processada em dois
degraus empregando-se o tampdo inicial 0.15 M e 2.5 M em NaCl com fluxc de
eluicdo de 12 mi/h. Foram coletados 3 mlftubo. As fragbes foram identificadas por

leitura a 280 nm em espectrofotdmetro Beckman (modelo 25).

ENSAIO ENZIMATICO - A atividade enziméatica da PLA> foi determinada
segundo método preconizado por Breithaupt (1976). Este meétodo, consiste na
titulagdo volumetrica da hidrdlise enzimatica da FLAp , utilizando-se como substrato
uma dispersdo aquosa contendo lipoproteinas da gema de ovo, (3 mM) de

Deoxicolato de Sddio e (6 mM) de Cloreto de Calcio bi-hidratado , com ordem cinética
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zero. A atividade 6tima e obtida mantendo-se a temperatura entre 53-57 ©C, pH 7-8.
A titulagdo foi realizada utilizando-se (0.1 N) de Hidréxido de Sédio. Através do
método sdo determinados os valdres de unidade enzimatica e atividade especifica

por mg de enzima.

ELETROFORESE EM GEL DE SDS-POLIACRILAMIDA-TRICINA - Utilizamos
o meétodo descrito por Shager & Jagow (1987). Foi utilizado um sistema Might Small Il
SE 250 (geis 16 x 10 cmy), acoplado a um banho de circulagdo refrigerada RCB-300.
A partir de uma solugdo estoque de acrilamida 46.5% (P/V) e bisacrilamida 3% (P/V),
foram obtidos géis de separagéo de 16.5%, sobrepostos por uma camada de gel (2
cm) a 10% e um gel de concentragdo a 4%. Foram utilizados dois tamptes de
corrida; o tamp&o anodico (0.2 M pH 8.9) Tris-HCI e o tampé&o catodico (0.1 M) Tris,
(0.1 M) Tricina, (0.1%) SDS. As amostras entre 20-50 ug foram dissolvidas em 20 pl
de tampao Tris-HCI (62.5 mM, pH 6.8), contendo 2% de SDS, 10% de glicerol e
0.001% de azul de bromofenol. O gel foi corado em prata segundo método descrito
por Merril ef al.{1984). Coloracédo do Gel: O gel foi fixado em 40% de metanol e 10%
de acido acético (V/V), durante 30 minutos e posteriormente foi fixado utilizando-se
uma mistura contendo 10% de etanocl e 5% de acido acetico (V/V) durante 15
minutos. Apés a fixagao o gel foi oxidado durante 3 minutos com dicromato de
potassio (3.4 mM) e lavado com égua deionizada. A coloragdo do gel foi realizada
utilizando-se nitrato de prata (12 mM) durante 15 minutos, lavado em &gua
deionizada e posteriormente revelado com carbonato de. sodio (0.28 M) durante
aproximadamente 15 segundos. Para bloquear a reagéo, foi utilizado 5% de acido

acetico (V/V) durante 5 minutos.
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CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTO DESEMPENHO - Utilizamos para a
purificagdo da crotoxina, PLAg e crotapotina, equipamento Waters HPLC (modeio
ALC/GPC-204), equipado com duas bombas Waters (modelo 6000) com detector
ultra violeta (Waters 440). Utilizamos um injetor automético de amostra Waters
(modelo.UK) e coluna Cqg 1L Bondapack (0.39 x 30cm). A fase mdvel era constituida
de metanol/acetonitrila 99%. A cromatografia reversa foi realizada, com um gradiente
linear de 0 a 66% de acetonitrila em 0.05% de acido acético pH 2.5. As amostras

aplicadas foram monitoradas a 210nm.

SEQUENCIAMENTO DE AMINOACIDOS - O sequenciador automdtico de
proteinas e peptideos, utiliza a técnica de degradagdo de Edman (Edman, 1967} para
remover e identificar aminoacidos a partir da porgdo N-terminal de um polipeptideo.
Apds ativagdo de um filtro, composto de papel e fibra de .vidro, a proteina é
hidrofobicamente unida a este suporte, que em seguida, € colocado na camara de
reagao . Apos cada ciclo degradativo, o aminoacido N-terminal € removido da cadeia
polipeptidica sob a forma derivada de anilinctiazolinona (ATZ), O ATZ aminoacido é
automaticamente ftransferido para uma segunda cédmara de reacdo, onde ocorre a
conversdo para um derivado mais estavel, na forma de feniltioidantoina do
correspondente aminoéacido (PTH). O PTH aminoacido € transferido para um sistema
de cromatografia liquida de alta pressido, onde a identificacdo & realizada em
comparagdc a cromatografia de uma mistura padrdo de PTH aminoacidos. O
sequenciador utilizado {modelo 477A), utiliza para a identificagdo dos PTH
aminoacidos, um sistema de HPLC (modelo 120A), ambos da Applied Biosystem . Os
reagentes e solventes s&o transferidos para a camara de reagao e conversao por
controle automatico atraves de um micro processador, permitindo sequéncias

automaticas de alta sensibilidade (10 - 500 picomoles de proteina ou peptideos).
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Os reagentes utilizados s&o: R1 [5% fenilisocianato (PITC) em n-heptano]; R2
[12.5% trimetillamina (TMA) em agua]; R3 [acido trifluoroacético (TFA), com 0.002%
de DTT]; R4 [25% TFA em agua com 0.01 DTT]; R5 [acetonitrila, com 0.001% DTT]
$1 [n-hepteno]; S2 [etilacetato]; S3 [1-clorobutano]; $4 [20% acetonitrila em agua],

a, Ativagdo do filtro - Um filtro de fibra de vidro, previamente tratado com
BioBrene, é ativado na cdmara de reagdo do sequenciador, programado & realizar
dois ciclos de reagdo, para a completa ativacdo e eliminagdo do excesso de
reagentes, que, poderiam interferir durante as etapas de degradagdo de Edman. A
amostra, quando adicicnada ao filtro, ficara imobilizada e pronta para ilniciar 0
sequenciamento. A capacidade minima do filtro, € cerca de 30 ul e, se necessario,
aplica-se maior volume. Seca-se o filtro com nitrogénio apds cada aplicagéo.

b. Ciclo de reagdo - As etapas de degradacdo de Edman, denominadas
aclopamento, consiste na unido do PITC com o aminoacido da cadeia polipeptidica e,
a etapa de clivagem, na formagao do ATZ aminoacido. Este processo ocorre na
camara de reagdo, que consiste de dois blocos de vidro, acoplado internamente de
uma pequena camara com o filiro ativado. Todas as etapas de reagio ocorrem no
ciclo chamado Normal-1, cujo periodo de duragé&o € de 43 min.e 32 seg. O reagente
R2 (TMA) proporciona o pH basico (9 - 9.5) para que o PITC se acople ao
aminoacido N-terminal do peptideo. R3, que consiste de TFA, usado para clivar o
aminoacido unido ao PITC do resto da cadeia polipeptidica, produzindc o derivado
anilinotiazolinona (ATZ) do amino4cido. Apés a etapa de clivagem, a proteina é
deixada com um novo amino terminal pronto para o proximo ciclo de degradacao.

c. Ciclo de conversdo - Nesta etapa da degradag&o de Edman, o ATZ
aminoacido é transferido da cdmara de reacéo, através do solvente S3 para a cdmara
de conversdo. O ATZ é um derivado instavel, sendo desejavel sua conversao para
um isémero mais estavel que € a feniltioidantoina do correspondente aminodacido . A

camara de converséo é equipada com um tubo cdnico, cujo volume interno & de 1 ml,
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para onde sac enviados 0S reagentes necessarios para o ciclo de conversao,
mantido a temperatura constante de 62°C, com um periodo de duragéo de 44 min. e 1
seg.

d. Ildentificagdo dos PTH aminoéacidos - Apds completado o ciclo de
conversao, uma aliquota do PTH aminoacido é transferida para o coletor de fragbes e
para confirmar a presenga de PTH-S-CMCYs (feniltioidantoina-S-carboximetil
cisteina), o restante da amostra € imediatamente aplicado em HPLC para
identificag@o dos aminoacidos. A comparacao ¢ feita, através de uma analise padréo

de PTH aminoacidos.

ESTUDO DE HOMOLOGIA SEQUENCIAL - O estudo da homologia sequencial

foi feito através do banco de dados PIR {Protein Identification Resource).

TESTE DE TOXICIDADE DA CROTOXINA - DETERMINACAO DA DOSE
LETALsg EM CAMUNDONGOS - Camundongos Swiss (18 - 20 g, ambos sexos),
foram inoculados por via intravenosa, com 0.1 ml de crotoxina dissolvida em solugio
fisiolégica tamponada, pH 7.4 em 4 doses com intervalos de 1.5. Foram utilizados 6
animais/dose. A DLgg foi determinada apos um intervalo de 24 horas e os célculos

foram determinados segundo método descrito por Weil (1952).

PREPARACAO DE PLAQUETAS LAVADAS - As amostras de sangue de
pacientes voluntarios, que ndo tinham feito uso de qualquer tipo de medicacdo nos
quinze dias que precederam a coleta, foram coletados atraves de pungé&o venosa em
tubos plasticos contendo 3.8% de citrato de sédio. Plasma rico em plaquetas foi
preparado por centrifugagac a 900 G por 8 minutos a temperatura ambiente em
presenca de iloprost (0.8 uM) . O sobrenadante foi removido e as plaquetas foram

ressuspendidas em 15 ml de tamp&o Krebs' isento de célcio e oxigenado com uma
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mistura de 95% 092/5% COs. O lloprost (0.8 puM) foi novamente adicionado e as
plaquetas foram centrifugadas a 900 G durante 8 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi desprezado e as plaquetas foram ressuspendidas novamente em
solugdo de Kreb's (Radomski & Moncada,1983). A contagem de plaguetas foi
determinada automaticamente (Coulter Counter modelo T 890, Hialeah, Fla., EUA) e
ajustadas para 1 x 108 células/m!. A suspensao final de plaquetas foram adicionados

10 uM de Indometacina e 1 mM de calcio.

MEDIDA DA AGREGACAQO PLAQUETARIA - A suspensdo de plaquetas
lavadas (500 ) foi incubada a 379 C durante 1 minuto em um agregdmetro (Payton)
de dois canais {Born & Cross, 1963) com agitacdo continua a 800 rpm e entao
estimuladas com trombina (200 mU/ml), crotoxina (15 - 50 ug/ml), fosfolipase Ay (50
pg/mly ou crotapotina (50 ug/ml). As mudancas de densidade otica (DQ) foram
medidas durante 5 minutos apos estimulagdo. A inibicdo da agregagao plaguetéria foi
feita através de uma pré-incubacéo das plaguetas lavadas com iloprost (8 - 80 nM) ou
com nitroprussiato de sédio (50 - 500 M) por 1 minuto antes da estimulagdo com

trombina (200 mU/mi) ou crotoxina (50 pg/mi).

DOSAGEM DE TROMBOXANQ As LIBERADO DAS PLAQUETAS - Para a
dosagem de tromboxano liberado, as amostras agregadas com crotoxina (50 pg/mi)
ou trombina (200 mU/mi), foram centrifugadas durante 3 minutos em uma micro
centrifuga Beckman e o sobrenadante foi entdo removido e estocado a 200Cc.0
procedimento utilizado para a determinagdo dos niveis de TXAp através de
radioimunuensaio utilizando [SH] TXBy e a especificidade do anti-soro usado foi
aquele descrito por Salmon, (1978). Para o estudo de liberagao de TXAp, as

plaquetas nao foram incubadas com indometacina conforme descrito acima.
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OBTENCAO DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS - Sangue humano de
voluntarios sadios, que nao fizeram uso de drogas nos 15 dias que antecederam a
coleta, foi recolhido em tubo contendo citrato tri-sodico 3.8% (9:1 viv) . O plasma rico
em plaquetas (PRP), foi obtido apbs centrifugagdo do sangue a 200 G em

femperatura ambiente, durante 15 minutos.

DETERMINACAQ DO TEMPO DE COAGULACAQ - Utilizamos plasma rico em
plaguetas, obtido como descrito acima; 20 pl de crotoxina (1 mg/ml) foram
adicionados a um tubo contendo 1.5 mi de PRP, mantido em um banho a 370Ceo
crondmetro foi imediatamente acionado. Por meio de inclinagdo cuidadosa do tubo,
observou-se a cada 30 segundos, até que o plasma deixasse de fluir, acionando-se
novamente o cronémetro determinando, desta forma, o tempo de coagulagdo .
Utilizamos duas amostras de crotoxina, nas mesmas concentragdes, porem, obtidas
através de metodologias diferentes: uma através do fracionamento eluido com
tampdo bicarbonato de aménio (0.1 M pH 8.0) e a outra obtida através do
fracionamento eluide com tampéo formiato de aménio (0.1 M pH 3.5). A PLA2 (40 ug)
e crotapotina (40 ug) isoladas a partir da crotoxina, também foram testadas. As
crotoxinas eluidas com tampao formiato de amonio foram gentilmente cedidas pelos
Professores J R Giglio (Departamento de Bioguimica, FMRP-USP) e C Bon (Instituto

Pasteur, Franga).
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RESULTADOS

ISOLAMENTO DA CROTOXINA EM SEPHADEX G-75 - Afravés da
metodologia utilizada para o isolamento da crotoxina a partir do veneno total {100
mg) de Crotalus durissus terrificus, obtivemos trés picos principais, sendo o pico [lI
correspondente & fragdo crotoxinica. O conteldo dos tubos correspondentes a
crotoxina foi selecionado, agrupado (DO > 2.0) e posteriormente liofilizado, conforme

indicado na Figura 3.

ISOLAMENTO DA PLA2 E DA CROTAPOTINA EM SP-SEPHADEX C-25 - A
recromatografia da crotoxina, empregando-se uma coluna de troca idnica, resultou
em dois picos, sendo o pico lll SP 1 correspondente a crotapotina, o pico lll SP 2
correspondente a fosfolipase Ag . O conteudo dos tubos correspondentes aos picos
obtidos, foi selecionado, agrupado (DO > 2.0) e liofilizado apés ser dialisado. A

Figura 4 mostra o perfil cromatografico e as mudancgas de concentragdo molar do

tampao.

DOSE LETAL 50 DA CROTOXINA - A determinagdo da DlLgp da crotoxina
forneceu um valor de 49 mg/kg (48-50 mg/kg; N= 8). Na tabela | nossos dados de

DLgg sao comparados com os dados da literatura.
ATIVIDADE ENZIMATICA DA CROTOXINA E FOSFOLIPASE Ao - A atividade

especifica da a fosfolipase A obtida, foi de 176 unidades por mg de substrato.

ELETROFORESE EM GEL DE SDS-POLIACRILAMIDA-TRICINA - A

eletroforese em gel de SDS-Poliacrilamida-Tricina, da fragdo crotoxinica obtida por
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cromatografia de froca idnica apresenta duas bandas .que correspondem

respectivamente a fosfolipase Ao e crotapotina (Figura 5).

SEQUENCIA N-TERMINAL DA PLA, - A sequéncia N-terminal dos vinte
primeiros aminoacidos obtida foi:
1 10 20
HLLQOFNKMIKFETRKNAIPTF

A sequéncia obtida foi igual aquela descrita por Aird (1986).

CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTO DESEMPENHO (HPLC) - Utilizamos a
cromatografia de fase reversa para comprovarmos ¢ grau de pureza das fragSes
obtidas anteriormente por gel filtragéo. A crotoxina se desdobrou em dois picos (] e
1), correspondentes respectivamente a crotapotina e fosfolipase As. A crotapotina e a
PLAs quando aplicadas isoladamente, resultaram em um Unico componente (] e 1),

conforme ilustra as Figuras 6 , 7 e 8 respectivamente.

AGREGAGAO DE PLAQUETAS INDUZIDA POR CROTOXINA - A capacidade
da Trombina (200 mU/ml) de induzir agregagado de plaguetas humanas lavadas
demonstrou-se maxima (100%) e irreversivel apds 5 minutos. A Crotoxina (15 - 50
ng/ml) produz uma agregacao plaguetaria dose-dependente e irreversivel apos 5
minutos (Figura 9). Crotapotina n&o induz agregacéo plaquetaria. Fosfolipase Ao (50
ug/ml), isolada a partir da Crotoxina, mostrou-se menos potente na indugéo de
agregacao plaquetaria quando comparada com uma mesma dose de Crotoxina
(Figura 10). As crotoxinas cedidas pelos Profs Giglio e Bon também apresentaram

atividade agregante, sd que menos potente (resultados ndo mostrados).
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INIBICAO DA AGREGACAO PLAQUETARIA INDUZIDA POR CROTOXINA -
lloprost (8 - 80 nM) e Nitroprussiato de Sddio (50 - 500 mm), inibem a agregacao
plaquetaria induzida por Crotoxina de modo dose-dependente. Indometacina (10 ptM)
ndo demonstrou nenhum efeito sobre a agregagio de plaquetas induzida por

Crotoxina {Figuras 11 e 12, respectivamente).

LIBERACAO DE TROMBOXANO EM PLAQUETAS AGREGADAS COM CRO-
TOXINA - A inibigdo da liberagio de tromboxano através de plaquetas agregadas
com Crotoxina (50 pg/ml), foi verificada apds uma pré-incubagdo com indometacina
(10 uM ) de modo similar ao que ocorre com a Trombina (200 mU/ml}, como pode ser

observado na tabela ll.

TEMPO DE COAGULAGAO DA CROTOXINA - A crotoxina (20 ug), obtida
através do fracionamento com bicarbonato de amonio (0.1 M pH 8.0), coagulou o
plasma em 12 segundos (10-14 segundos, n=6). A crotoxina (20 ug), obtida do
fracionamento com tampac formiato de aménio (0.1 M pH 3.5), induziu a coagulagéo
do plasma em 10 minutos (8-12 minutos, n=6). A fosfolipase A (40 g), coagulou o
plasma em 8 minutos (6 - 10 minuios, n=6). A crotapotina n&o induziu a coagulagao
do plasma. O tratamento do plasma rico em plaquetas com citrato de sddio, EDTA e

heparina, ndo inibiu o efeito coagulante induzido pela crotoxina.
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TABELA |- DOSE LETAL 59 DA CROTOXINA

C.d.terrificus

DLgp Via de administragao Referéncia
Crotoxina 0.169 V. Brazil, 1972

0.35 R Friedrich & Tu,1971

0.3 Lp. a*

0.108 IV, Rubsamen et al.,1971

0.082 V. Brazil, 1972

0.5 5.C. Rubsamen et al ,1971

0.049 R Landucci et al., 1990

a"Dados obtidos de ; Poisonous Snakes of the Word, A Manual for Use by U.S.
Amphibious Force, published by U.S. Government Printing Office.
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TABELA 2- TROMBOXANO LIBERADO DE PLAQUETAS HUMANAS LAVADAS

AGONISTA TROMBOXANO Bs (ng/ml)
Trombina (200 mU/ml) 185.0+9.9 (160-231%)
Trombina + Indo (10 uM) 316 + 8.2. (10-66)
Crotoxina (50 pg/ml) 207.0+8.6 (173-231%
Crotoxina (50 pg/ml) + Indo (10 ug/mi) 235+51 (13-47)

* p <0.001 teste t Student ndo pareado, n=6.
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FIGURA 1- Tipos de fosfolipases e pontos de hidrélise {Hanahan,1971).
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FIGURA 2 - Arvore filogenética de 40 tipos de fosfolipases Ao provenientes de
diversas fontes.Relacio entre homologia em térmos de sequéncia de aminoacidos €

a provavel escala evolutiva (Davidson,1990).
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FiGURA 3- Perfil cromatografico do fracionamento de veneno de Crotalus durissus
terrificus em Sephadex G-75. O veneno total (50 mg/mi, 2 ml) foi aplicado em uma
coluna (1.6 x 100 cm) de Sephadex pré-equilibrada e eluida com tampé&o bicarbonato
de aménio {0.1 M, pH 8.0). A coluna foi eluida com fluxo de 9 ml/hora e 3 ml das
fragdes foram coletados por tubo. As fragbes obtidas foram monitoradas através da

medida de absorbancia a 280 nm. O pico Il corresponde a crotoxina.
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FIGURA 4- Perfil cromatografico do fracionamento da crotoxina em SP-Sephadex C -
25, A crotoxina (100 mg, 2 ml) foi aplicada a uma coluna (1.8 x 23 cm), equilibrada e
inicialmente eluida com tampédo formiato de amdnio {0.15 M, pH 3.5).0 fluxo de
eluigdo fol mantido constante (12 ml/hora), foram coletadas as fragdes (3 mi) e a
absorbancia monitorada & 280 nm. A frag&o [l SP 1 corresponde a crotapotina e il

SP 2 corresponde a PLA . O grafico indica a mudanga de molaridade do tampao.
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FIGURAS 5, 6 e 7- Crotoxina obtida por gelfiltragdo em Sephadex G- 75,
desdobrada através de cromatografia em fase reversa (HPLC). A crotoxina foi eluida
em um gradiente linear de acetonitrila (0 - 60%) em 0.5% de acido acético, pH 2.5 . A
eluicdo das fragbes foram monitoradas a 220 nm. O primeiro e o segundo pico

correspondem respectivamente a crotapotina e fosfolipase Ay.
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FIGURA 8 - Gel Tricina-SDS-Page. (1) Marcadores de peso molecular: BSA (67 kDa),
ovalbumina (45 kDa), GPD (36 kDa), anidrase carbonica (29 kDa), tripsinogénio (24
kDa), inibidor de tripsina (20 kDa) e a-lacto aloumina (14 kDa), (2) Marcadores de
peso molecular mioglobina e fragmentos de mioglobina; (3) Veneno total de Crotalus

durissus terrificus; (4) Crotoxina.
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FIGURA 9 - Curva dose-resposta da crotoxina na agregagao de plaquetas humanas
lavadas. a- Trombina (200 mU/mi), b- Crotoxina (50 pg/ml), ¢- Crotoxina (25 pg/mi), d-

Crotoxina {15 pg/ml).
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FIGURA 10 - Efeito da Trombina, crotoxina, fosfolipase A e crotapotina na

agregacao de plaguetas humanas lavadas na presenga de indometacina. Trombina
{200 mU/ml) b- Crotoxina (50 ug/ml), c- fosfolipase Ay (50 ug/ml), d- Crotapotina (50

pgfml).
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FIGURA 11 - lloprost (8, 24 e 80 nM, indicado com &, b e ¢, respectivamente) inibe de

forma dose-dependente a agregacdo induzida por crotoxina; d- crotoxina (50 pg/ml).
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FIGURA 12 - SNP (50, 150 e 500 uM, indicado com &, b e ¢, respectivamente} inibe

de forma dose-dependente a agregagao induzida por crotoxina; d- crotoxina (50

Mg/mi).
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DISCUSSAO

A cromatografia do veneno total em Sephadex G-75 utilizando-se como
eluente o tampéo Bicarbonato de amoénio (0.1 M, pH 8.0), proporcionou uma boa
resolugdo dos picos. A modificacdo do método original, que utiliza como eluente o
tampé&o Formiato de amodnio pH 3.5, demonstrou ser mais eficiente em termos de
atividade bioldgica, conforme pdde ser observado através dos valéres da DLgp. O
ponto isoelétrico do complexo crotoxinico é igual a 4.71 (Li ef al, 1942) e a
cristalizagdo da crotoxina € obtida em pH 4.4 (Slotta et al., 1955). A principal
vantagem de utilizarmos um tampado com pH 8.0 foi verificada principalmente com
relagdo a solubilidade da crotoxina;, apds didlise e liofilizagdo, a crotoxina obtida
através da metodologia modificada mostrou-se totalmente sollvel quando
ressuspendida em solugao salina tamponada (0.15 M; pH 7.4), enquanto que a
crotoxina obtida através da metodologia originalmente descrita, eluida com tampéao
formiato de amonio pH 3.5 mostrou-se parcialmente sollvel quando ressuspendida,
provavelmente devido a proximidade do valor de pH utilizado e o ponto isoelétrico da
crotoxina. Outra observagio feita foi quanto aos valores de pH obtidos apés a
ressuspensdo em solugéo salina tamponada, a crotoxina eluida em pH 8.0
apresentou um valor de pH de 6.4, enquanto que aquela eluida em pH 3.5
apresentou um valor de pH de 4.6 o que demonstra que o complexo pode estar sendo
parcialmente dissociado em pH 3.5 nas suas sub-unidades (PLAo e crotapotina). O
aumento da toxicidade em térmos da DLsg obtida, quando comparado aos valdres
descritos na literatura, confirmam o aumento do grau de pureza da crotoxina obtida

através da metodologia modificada,
A PLA2 e a crotapotina foram isoladas aumentando-se a molaridade do
tampao formiatc de amodnio. A fragdo Il SP1, correspondente a crotapotina,
demonstrou estar pura quando cromatografada em HPLC, ndo apresentou nenhuma

atividade bioldgica quando inoculada em camundongos e quando testadas nas
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preparagbes utilizadas para os ensaios da crotoxina, além de nao apresentar
atividade enzimatica. A fragdo 11l SP2, correspondente & PLA9, demostrou estar pura,
apresentou ativadade biologica nas preparagbes utilizadas, entretanto, respostas
essas menos potentes quando comparadas ao complexo crotoxinico original;
apresenta atividade enzimatica, mostrou ser um pico Unico quando cromatografada
em HPLC e ainda, a sequéncia dos vinte primeiros residuos de aminoacidos da
cadeia N-terminal obtida foi igual aquele descrita em literatura. Através dos dados
obtidos pudemos concluir que a crotapotina assim como a PLA> isoladas por essa
metodologia podem ser consideradas quimicamente puras.

A atividade mais estudada da crotoxina é a capacidade desta toxina em inibir a
liberag&o da transmiss&o da juncéo neuromuscular (Hawgood & Smith,1977; Chang &
Lee, 1977). Qutra atividade descrita é a miotoxicidade, devida a sua atividade
fosfolipasica, a qual é potencializada pela crotapotina (Gopalakrishnakone, 1984). A
maior & mais seria complicagdo do envenenamento crotalico, é a insuficiéncia renal
aguda com necrose tubular, descrita como nefrose do nefron intermediario (Amorin &
Mello, 1954), que pode ocorrer em consequéncia de uma toxicidade renal
mioglobinurica secundaria, seguida da indugéo da rabdomidlise (Azevedo- Marques,
1985; Cupo, 1988).

O papel das plaquetas no envenenamento crotalico nao foi ainda estabelecido.
Por outro lado, a convulxina, uma proteina isolada do veneno de serpentes do género
Crotalus, causa agregacao plaquetaria {Prado-Franceschi, 1981). Nosso trabalho
demonstra que a crotoxina agrega plaquetas humanas lavadas de forma dose-
dependente e irreversivel. Similarmente ao PAF (Benveniste, 1972), trombina (Smith,
1969) e convulxina (Vargaftig, 1980), a agregacgao plaguetaria induzida pela crotoxina
mostrou-se independe do blogueio da ciclo-oxigenase; entretanto, foi detectada a
formagéo de tromboxano. A liberagéo de fromboxano Bs induzida por crotoxina é

justificavel, pois, um de seus componentes é a fosfolipase As. A agregacdo induzida
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pela crotoxina € diferenciada por causar uma injuria inespecifica em membranas de
plaguetas, visto que a ativacdo do sistema classico do segundo mensageiro, AMPc
(Haslam, 1978) e GMPc (Melliion, 1981), sd&c capazes de inibir a agregagao
plaquetaria.

Embora a agregagio induzida pela crotoxina nfio seja dependente da
liberag&o de tromboxano, nao podemos afastar a liberagdo do acido araquiddnico
como o possivel mecanismo de agdo da crotoxina. A ativagdo de receptores da
membrana plaquetaria causa hidrolise dos fosfoinositdis pela fosfolipase C, gerando
inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 causa liberagdo de célcio de
organelas intracelulares, enquanto que, o DAG causa ativagio de proteina quinase C
(Dennis et al. 1991). A liberagé@o de calcio intracelular causa ativagdo da PLA2 com
consequente liberagdo de acido araquiddnico (Rana & Hokin, 1990). O DAG pode
ainda ser metabolizado por duas enzimas, a DAG quinase e a DAG lipase. A DAG
quinase resulta na formagao do acido fosfatidico, o qual € utilizado na sintese de
novo dos fosfoinositois. Em plaquetas de cavalo, o acido fosfatidico também causa
ativagao plaquetaria. A DAG lipase gera o monoacilglicerol e acido araquiddnico,
sendo esta uma via de liberagdo de AA independente da ativagdo de PLA,. Em
células endoteliais de aorta bovina desenvolvidas em cultura, acido araquiddnico
exégeno causa liberagdo concomitante de prostaciclina e EDRF através da ativagao
de fosfolipase C (de Nucci ef al., 1988), provavelmente devido a metabdlitos gerados
por mono-oxigenases (McGiff ef al, 1969). Assim sendo, um possivel mecanismo de
acao para o efeito agregante da crotoxina seria a ativagao de fosfolipase C pela
liberacdo de acido araquiddnico. Entretanto, devemos lembrar que a agregac¢io
plaguetaria induzida pelo acido araquiddnico exdgeno € inibida pela indometacina,
indicando que & necessario outras etapas para ocorréncia desta ativacao.

Conforme visto acima, o aumento de calcio intracelular é um fator essencial

para a agregacdo plaquetaria. E possivel que a crotoxina, atuando em fosfolipideos
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ABSTRACT

Crotoxin, the main toxic component isolated from the venom of the South American
rattlesnake Crotalus durissus terrificus, is a reversible protein complex composed
of a non-toxic non-enzymatic acid peptide (crotapotin) and a toxic basic
phospholipase Ay (PLAp). Since several venom proteins interfere in blood
coagulation and platelet aggregation, the objective of this study was to evaluate
whether crotoxin induces human washed platelet aggregation. Crotoxin was isolated
by gel filtration of the crude venom on a Sephadex G-75 column eluted with
ammonium bicarbonate buffer (0.1 M, pH 8.0). Human washed platelet aggregation
was monitored in a Payton aggregometer and thromboxane release by direct RIA.
Fractionation of 100 mg of Crotalus durissus terrificus venom yielded three main
peaks,of which the second contained crotoxin. The purity of crotoxin was confirmed by
high pressure liquid chromatography analysis on a C 18u Bondapack column.
Crotoxin (15-50 ug/ml) produced dose-dependent and irreversible human washed
platelet aggregation, which was inhibited by pre-incubation of the platelets with SNP
(500 uM) or iloprost (100 nM) .Crotoxin also induced TXB2 release (207 + 8 ng/mi,
n=6), it did not inhibit crotoxin-induced aggregation. Qur results clearly demonstrate
that crotoxin induces human washed platelet aggregation. Although previous reports
state that crotoxin does not induce platelet aggregation, we presume that the
difference observed is due to the procedure we have used (ammonium bicarbonate

buffer instead of formate buffer) to elute crotoxin.



