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RESUMO



Este trabalho objetivou demonstrar que entre as toxinas crotlicas, s6 a
convulxina é capaz de causar trombose pulmonar em camundongos ¢ buscou, a0 mesmo

tempo, investigar 0 mecanismo pelo qual a convulxina produz a trombose pulmonar,

A convulxina, isolada tanto do veneno de C. d. ferrificus como da C. d.
cascavella, mostrou ser a Unica capaz de agregar plaquetas e evocar a formagfio de trombos

em pulmdes de camundongos.

Como n#o houve diferenga entre o grau de trombose causado pela convulxina

das duas subespécies, os resultados obtidos com cada uma, em separado, foram agrupados.

Na tentativa de etucidar os mecanismos envolvidos na irombose, utilizamos néio
50 os inibidores classicos da agregacdo via tromboxano A; (AAS e Dazoxiben), como
também a prostaciclina, capaz de elevar os nivels intracelulares de AMPc. Usamos também
intbidores da trombina (heparina) ¢ antagonistas ensaiados, anteriormente, na agregagio
e/ou broncoconstricio, induzidas pela convulxina (metisergida, mepiramina e
metronidazol).

Os resultados obtidos levam-nos as seguintes conclusfes: a convulxina,
poderoso agente agregante plaquetéario in vitro, induz a formago de trombos no pulmioc de
camundongos; tanto a heparina, como a aspirina, a prostaciclina e o dazoxiben mostraram-
se capazes de imibir o efeito trombdtico da convulxina, sozinhos ou em associa¢do; a
heparina potencializou os efeitos das demais drogas ¢ o seu efeito antitrombético foi
potencializado pela associagio com o dermatan. O modelo ¢ autolimitado, pois ndo admite

a possibilidade de aumento de dose da convuixina.
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1. INTRODUCAO



1.1. PECONHAS

Os venenos ofidicos sfo misturas complexas constituidas, principalmente, (70-
90%) por proteinas (toxinas e/ou enzimas), carboidratos, lipideos, aminas biogénicas,
nucleotideos, aminoacidos, peptideos e componentes inorginicos (DEVI, 1968; BIEBER ez
al, 1990). Entre as multiplas enzimas neles detectadas, algumas revelaram importincia
farmacologicca. Dentre estas, destacam-se as proteases, a fosfolipases ¢ a hialuronidase.
Quando injetadas em animais, ou em. humanos no caso de acidentes, (MEBS & OWNBY,
1990), produzem uma variedade de sintomas. Além de efeitos agudos, que podem
representar uma ameagca a vida, como faléncia cardiovascular ou renal, choque ¢ paralisia e
outras manifestagdes, como edema hemorragico e necrose local, afetam nfo s6 a pele, como
também a camada muscular, causando, muitas vezes, incapacidade prolongada ou
permanente. Alterages patolégicas sdo observadas apos injecdo de vérios venenos no
tecido muscular, desde edema e hemorragia, até eventos degenerativos e graves processos
mioliticos (HOMMA & TU, 1971, OWNBY er al, 1982; MEBS, EHRENFELD,
SAMEJIMA, 1983).

Estes efeitos podem ser indiretos, por meio da liberagio de substincias
farmacologicamente ativas, ou diretos, através de agdes nas membranas celulares. Seus
principios ativos sdo proteinas de estrutura, ponto isoelétrico ¢ peso molecular muito
variavel. Alguns podem encerrar, igualmente, polipeptideos farmacologicamente ativos.

Muitas proteinas dos venenos ofidicos exercem atividades enzimaticas.

1.2. DPADOS EPIDEMIOLOGICOS

Os acidentes ofidicos tém importéncia médica, em virtude do grande nimero de
pessoas atingidas € pela propria gravidade que representam. No Brasil, das notificagdes
de acidentes ofidicos (janeiro de 1990 a dezembro de 1993), informando o género da
serpente, 90,5% ecram do género Bothrops, 7,7%, Crotalus, 1,4%, Lachesis e 0,4%,
Micrurus (MINISTERIO DA SAUDE, 1998).
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No Estado de Sac Paulo, nos anos de 1986 a 1990, observou-se a seguinte
frequiéncia: 86% com serpentes do género Bothrops, 12,9%, com Crotalus ¢ 1,1%, com
Micrurus. Niio ha relatos de acidentes por serpentes do género Lachesis no Estado de Sao
Paulo (MANUAL DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 1993).

1.3. CLASSIFICACAOQO DAS SERPENTES

No Brasil, as serpentes venenosas de importincia médica pertencem as familias
Elapidae ¢ Viperidae (subfamilia Crotalinae). O nico género da familia Elapidae, no
Brasil, ¢ o Micrurus, cujas espécies sdo conhecidas popularmente por corais. Os
representantes da subfamilia Croralinae pertencem aos géneros Crotalus, Bothrops e

Lachesis.

1.4. GENERO CROTALUS

No Brasil, o género Crotalus ¢ representado pela espécie Crotalus durisssus,
constituida por vérias subespécies. As principais sio: C. d cascavella, C. d. ruruima, C. d.
collilineatus € C. d. terrificus (CAMPBELL & LAMAR, 1989), sendo que esta tltima é a
de maior importincia médica (ROSENFELD, 1971). As principais a¢des do veneno de C.
d. terrificus sdo: neurotoxica (BRAZIL, 1966, BRAZIL & Excell, 1972); miotéxica
(AZEVEDO-MARQUES, CUPO, HERING, 1987) e coagulanic (ROSENFELD ef af.,
1971, NAHAS, KAMIGUTI, BARROS, 1979). O principal componente toxico do veneno
de C. d. terrificus ¢ a crotoxina, que corresponde a 50% ou mais do peso seco do veneno.
Esta toxina, que foi inicialmente isolada e cristalizada por SLOTTA & FRAENKEL-
CONRAT em 1938, ¢ o componente melhor caracterizado do veneno (BON et al., 1989;
BIEBER et a/., 1990). Trata-se de um heterodimero composto por uma subunidade acida
desprovida de atividade toxica ou bioldgica (crotapotina), e uma subunidade basica com
atividade fosfatidato2-acilhidrolase (fosfolipase A;, ou PLA;) (HENDON & FRANKEL-

CONRAT, 1971) ¢ de baixa toxicidade. Estes dois componentes, quando associados (como
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é no caso do complexo nativo), apresentam uma potente a¢do neurotoxica pré-sinaptica

(BON et al., 1989).

As demais toxinas conhecidas, tém-se mostrado extremamente uteis como
instrumento de pesquisa; sdo elas a crotamina (GONCALVES & VIEIRA, 1950) e a
convulxina, (PRADO-FRANCESCHI, 1970). Outras, como a giroxina (BARRIO, 1954) e
deltatoxina (VITAL BRAZIL & PRADO-FRANCESCHI, 1968) precisam ser melhor

estudadas.

Figura 1: Crotalus durissus cascavella

I mror;‘u(‘rfo
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1.5. CONVULXINA

A convulxina ¢ uma proteina de alto peso molecular que foi detectada por
cromatografia em gel (Sephadex G-75 e G-100), no primeiro pico obtido no fracionamento
da pegonha da cascavel sul-americana (C.d.ferrificus, C.d.cascavella e C.d.collilineatus).

Apés a administragdo, i.v., de convulxina verifica-se:

- Em animais néo ancstestados, crises convulsivas com movimentos ténico-
clonicos, seguidos de uma breve fase de hipotonia que se inicia 20 segundos apos a injegdo
(PRADO-FRANCESCHI, 1970, PRADO-FRANCESCHI & VITAL BRAZIL, 1981).

- Em animais anestesiados, imediatamente apos a injegfo, ha modificagdes
respiratorias caracterizadas por taquipnéia seguida de apnéia de curta durag3o e alteragdes
circulatérias como hipotensdio abrupta e, a seguir, hipertensfio transitéria (PRADO-
FRANCESCHLI, 1970; PRADO-FRANCESCHI & VITAL BRAZIL, 1981). Além disso,
ocorrem zalteragdes no sangue periférico caracterizadas por plaquetopenia, com formagio de
microagregados plaquetarios (PRADO-FRANCESCHI et al., 1981).

A convulxina é, em termos moleculares, um dos mais potentes agregantes
conhecidos, sendo desprovida de atividades coagulante e enzimdtica (BRINKHOUS &
SMITH, 1988; SMITH & BRINKHOUS, 1991).

A agregacfio induzida pela convulxina esta ligada 4 formagdo de tromboxano
por ativago de fosfolipase A,, liberagio de ADP e ativag@io da fosfolipase C. A agfio desta
ultima leva a produgdio de inositol trifosfato e diaciglicerol, segundos mensageiros que
aumentam o Ca”” intracelular e ativam a proteina quinase C (VARGAFTIG et al., 1980;
WAL, et al., 1985; FAILL ef al., 1994).

EDTA e prostaciclina inibem a agregag#io plaquetaria induzida pela convulxina,
indicando que a resposta intracelular & Ca®* dependente e envolve o sistema
adenilatociclase - AMP ciclico (VARGAFTIG et al., 1980). A possibilidade de que os
efeitos da convulxina sobre as plaquetas seja mediado por sua capacidade de ligar-se aos
receptores do colageno foi aventada por VARGAFTIG er al. (1983). SANO-MARTINS &
DAIMON (1992) sugerem que o receptor ativado pela convulxina seja ¢ mesmo da

aglutinina de germe do trigo (WGA).
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Os exames histologicos de orgios de coelhos anestesiados que receberam uma
DEso de convulxina (20 pg'kg) nio revelaram seqiiestragiio de plagquetas ou leucocitos
capaz de explicar a trombocitopenia ¢ leucocitopenia observadas (PRADO-FRANCESCHI
et al., 1981),

Em pulmdes de camundongos, nfio anestesiados, que haviam recebido uma
DLsy (500 ug/kg) e ido a obito, durante crise convulsiva, detectou-se¢ extensa trombose
venosa (PRADO-FRANCESCHI, LOPES DE FARIA, LOBO DE ARAUJQ, 1982). Como
o exame do cérebro destes animais ndo mostrou quaisquer alteragdes morfoldgicas, a
convulsdo observada foi considerada de origem periférica, fato reforgado pelos resultados
de MELLO et al (1989), demonstrando que a administragdo da convulxina intra-cerebral

ndo promove qualquer efeito.

Segundo POLGAR et al. (1997), que isolaram a convulxina a partir do veneno
de C.d.terrificus, o subtipo de receptor do colageno envolvido, seria o p62/GPVI ¢ ndo o
GPIb ja que nem o anticorpo contra 0 GPIb, nem a equicetina, foram capazes de inibir a

agregacdo induzida por convulxina,

Por outro lado, FRANCISCHETTI er af. (1998) demonstraram que a ativagio
plaquetaria induzida pela convulxina segue uma via tirosina-quinase dependente, razio pela
qual tanto a stauroporina (inibidor de proteina quinase) como a gemisteina (inibidor
especifico da tiro'sina—quinase) imibem de forma dose-dependente a agregagio induzida pela

convulxina.

1.6. HEMOSTASIA
1.6.1. Hemostasia normal

A natureza desenvolveu sistemas complexos para manter a fluidez do sangue
no sistema vascular; entretanto sempre que um vaso € lesado ocorre a formagio de um
solido tampdo para evitar a perda sanguinea. Apos a lesdo vascular, seguem-se alguns
eventos: breve periodo de vasoconstrigio, a qual, nos pequenos vasos (principalmente nas
arteriolas), serve para reduzir a perda de sangue; ades@io de plaquetas as macromoléculas

presentes nas regides subendoteliais do vaso sangiiineo lesado, seguida de ativagio por
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6



contato, isto ¢, alteracdo na forma, uma reago de liberagfio e subseqiientemente, agregagio
de mais plaquetas. Essa reagfio plaquetdria ocorre dentro de minutos ¢ € chamada de
hemostasia primaria.

Quase que simultaneamente, a liberagdo de fatores, no local da lesfio e a
exposi¢io de componentes da parede vascular, em combinagiio com os fatores plaquetérios
ativam a seqiiéncia plasmatica de coagulagio, formando a fibrina. Isso exige um tempo
mais longo para se completar e é chamado de hemostasia secundaria. (Robbins, COTRAN,
KUMAR, 1993).

1.6.2. Plaquetas, estrutura e fun¢des

Os aspectos morfoldgicos e funcionais das plaquetas foram revistos em 1970,
por MUSTARD & PARKHAM e, mais recentemente, por HOURANI & CUSACK (1991).
Desta ultima revisfio, destacamos os pontos que consideramos mais importantes.

Plaquetas s3o estruturas derivadas da fragmentagfio citoplasmatica de
megacariocitos, possuem forma discdide e achatada com didmetro de 1,5 a 3,5 pm. S%o os
menores clementos figurados do sangue, cuja vida média é de 7 a 10 dias. Apesar de nfo
possuirem nucleo, as plaquetas contém organelas e complexos moleculares comuns a outros
tipos celulares, tais como mitocondrias, sistema de Golgi, ribossomas e granulos.

Possuem a membrana plasmatica invaginada, formando um grande sistema
canicular de superficie conectada, ocasionando um grande aumento da superficie celular. A
associagdo da invagina¢do endoplasmatica com o sistema tubular denso é similar a
associago, em musculo esquelético, entre os tibulos tranversais e o reticulo
sarcoplasmatico (WHITE, 1972). Similaridade funcional também existe, pois o sistema
tubular denso, como o reticulo sarcoplasmatico, ¢ um sitio de estocagem de calcio, que
pode ser liberado durante a ativagio da plaqueta (SKAER, PETERS, EMMINES, 1974).

As plaquetas possuem trés tipos de granulos: granulos densos, grinulos o e
granulos lisossomais. Os grinulos densos estio presentes nas plaquetas em pequeno
numero (ao redor de 5 por plaqueta). Estes grinulos contém alta concentragdo de aminas
biogénicas, principalmente 5-HT, ATP, ADP e Ca*". Sdo os primeiros a serem liberados
durante a ativagdo plaquetdria. Algumas dessas substincias sfo agregantes, atuam na

ativagdo de outras plaquetas, podendo ainda afetar o tdnus vascular.
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Os granulos o aparecem em maior nimero. Neles estio armazenados o fator 4
plaquetario, b-tromboglobulina, fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGEF),
proteinas catidnicas, fator quimiotético (responséavel pela ativagdo do quinto componente
do sisiema complemento), fator bactericida e fatores que participam da cascata da
coagulagdo (fibrinogénio, o fator V e o fator VIII/von Willebrand). Esses granulos contém
também fibrinogénio, que participa da agregac¢fo, ¢ ¢ também substrato para a trombina,
que o transforma em fibrina. Nos lisossomas, encontram-se algumas hidrolases 4cidas,
como a P-glucuronidase ¢ P-galactosidase. O conteudo dos lisossomas plaquetdrio €
normalmente secretado pelas plaquetas (HOLMSEN & WEISS, 1979). Os granulos densos
apresentamn-se negros, enquanto os grénulo o e os lisossomais sdo morfologicamente
indistinguiveis entre si.

A principal fungdo das plaquetas € atuar na hemostase. Sio estes elementos que
ddo inicio ao processo hemostatico, auxiliando a interrupgdo do extravasamento de sangue
e a reparagio das lesGes nas paredes dos vasos sanguineos.

A adesfio das plaquetas a estrutura exposta da matnz endotelial, faz se através
da interagio com varias glicoproteinas adesivas, tais como: fator de von Willebrand,
fibronectina; vitronectina; trombospondina; colageno e laminina (MACEVER, 1990). Estas
proteinas contém dominios reconheciveis por receptores especificos da superficie
plaquetaria, 0 que permite sua interagiio com a matriz. A existéncia de muitos receptores
para proteinas adesivas, fazem-nas muito eficientes no processo de adesdo a matnz
subendotelial. Apos a adesfio das plaquetas ao subendotélio, a ativagiio destes receptores

altera 0 metabolismo plaquetario e induz secregiio € agregacio.

1.6.3. Agregacdo plaquetaria
A agregagio plaquetania ¢ mediada por pelo menos 3 diferentes mecanismos
(KINLOUGH-RATHBONE et al., 1977, PACKHAM et dl., 1977). O primeiro envolve a
liberagiio de ADP (BORN, 1962a ¢ 1962b) e, durante algum tempo, acreditou-se que este
fosse capaz de mediar a agregagiio causada por todos os demais agentes agregantes.
Entretanto, o fato do ATP (um verdadeiro antagonista do ADP) ndo inibir a
agregagio induzida por outros agentes (MACFARLANE & MILLS, 1975) mostrou que
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drogas podem induzir o processo por outros mecanismos que ndo a liberagio de ADP.
Alem disso, a combinagfio de fosfato de creatina e creatina fosfoquinase (CP/PPK) que
pode impedir a agregacfio induzida pelo ADP convertendo-o em ATP. O segundo
mecanismo, mediado pelos metabolitos do 4cido araquidonico (AA), particularmente o
tromboxano A; (TXA;) ¢ deflagrado por potentes agentes agregantes como o tromboxano,
colageno, convulxina e pelo préprio ato de agregagio (LONGENECKER, 1985a e 1985b,
VARGAFTIG et al, 1981), ¢ pode ser bloqueado pela aspirina (AAS) pela inibi¢fio da via
da ciclo-oxigenase (VARGAFTIG & ZIRINIS, 1973). No entanto, nem a inibigfio da via
tromboxana (pela AAS) nem da via ADP (pelo CP/CPK), nem de ambas conjuntamente,
mostrou-se capaz de inibir a agregag@io causada por altas concentragdes de trombina ou
ionoforo de cdlcio (A 23187) ou convulxina (KINLOUGH- RATBONE ef al., 1977;
PACKHAM et al., 1977, VARGAFTIG et al., 1980).

O PAF (fator ativador de plaquetas), uma lisofosfatidilcolina capaz de agregar
plaquetas por uma via independente da ciclo-oxigenase (CHIGNARJ e al,, 1979) foi
postulado como mediador desta 3°. via. Entretanto, nem a utilizagdo de antagonistas
seletivos do PAF, nem a prévia deplegdio do contelido granular de plaquetas (ADNOT,
JOSEPH, VARGAFTIG, 1987), sdo capazes de impedir a posterior agregacio plaquetaria
induzida, utilizada pela convulxina ou pela trombina.

A serotonina (5-HT) agrega plaguetas humanas em concentragSes micromolares
(uM), mas este efeito (como outros desta amina) ¢ varidvel e, de forma geral, reversivel e
dependente de espécie animal (MITCHELL, 1975). O receptor para 5-HT est4 ligado &
ativagfio da PLAC e de sua ativagio resulta a quebra do fosfoinosotideos, aumento de Ca®*

¢ fosforilagdo.

1.6.4. Coagulacéo
A cascata da coagulaco € uma cascata de enzimas proteoliticas. Os precursores
inativos sfio ativados em série, cada um originando o seguinte. A ultima enzima trombina,
derivada da protrombina (II), converte o fibrinogénio solavel, em rede insoltvel de fibrina
no qual as células sanguineas sdo aprisionadas, formando o coagulo. Existem duas vias na

cascata: a via intrinseca e a via extrinseca .
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via intrinseca via extrinseca
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Fibrinogénio—— g FIBRINA

Figura 2: Cascata da coagulagdo
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A via intrinseca comega quando o sangue enira em contato com a superficie
vascular endoteliza, da camregado negativamente. O fator XII ¢ ativado, €, em reagdo
seqiiencial, os fatores VI e IX sdio ativados. Na superficie plaquetaria, os fatores IXa e VIII
interagem com o calcio e ativam o fator Xa. Na via extrinseca, o fator tissular ¢ liberado
apos a lesfio parietal vascular ativar o fator VII, que, por sua vez, ativa o fator X. Depois, na
superficie plaguetania, os fatores Xa e Va interagem com o calcio € catalisam a converséo
da protrombina em trombina. A trombina converte o fibrinogénio em mondmeros de fibrina
¢ ativa o fator XIII; que, por sua vez, é convertido em polimeros de fibrina no coagulo em
desenvolvimento (Davie, FUIIKAMA, KISIEL, 1991).

1.6.5. Mecanismos anticoagulantes naturais

A ativagfio das plaquetas e coagulagiio, normalmente, ndoc ocorrem em um vaso
sanguineo integro. A trombose é evitada por varios mecanismos reguladores que exigem
um endotélio vascular normal (Esmon, 1987). A prostaciclina (PGL;), um metabdlito do
acido araquidénico, € sintetizada por células endoteliais ¢ inibe a agregagdo ¢ secregdo
plaquetarias. A anti-trombina ¢ uma proteina plasmética que inibe os fatores de coagulagio
pelas diferentes vias. Os proteoglicanos, como o sulfatoc de heparan, encontrados na
superficie endotelial estimulam a atividade da antitrombina. A proteina C, é um zimogénio
plasmatico que ¢ homologo aos fatores 11, VI, IX ¢ X e a sua atividade depende da ligagéo
de Ca’" a residuos Gla em seu dominio amino-terminal. A proteina C ativada em
combinagdo com seu co-fator \ndio-enzimiatico contendo Gla (proteina S), degrada os
fatores Va eVllla e, assim, diminui bastante a velocidade de ativagio protrombina e do
fator X. A proteina C ¢ ativada pela trombina apenas na presenga de trombomodulina, uma
proteina integrante da membrana de células endoteliais. Como a anti-trombina, a proteina C
exerce um efeito anticoagulante nas proximidades das células endoteliais integras. O
inibidor da coagulagfio, associado & lipoproteina (LACI), é encontrado na fracdo
lipoprotéica do plasma. Quando o LACI esta ligado ao fator Xa, inibe o fator Xa e o
complexo fator tecidual-fator VIL. Por meio deste mecanismo, o fator Xa regula sua propria

produgiio (MAJERUS er al., 1991)
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1.6.6. Trombose

O trombo ¢ formado por um processo complexo, envolvendo a interagio da
parede dos vasos sanguineos, elementos constituintes do sangue, notadamente de plaquetas,
¢ componentes plasmaticos que constituem o sistema sanguineo de coagulagio. Em
contraste, o codgulo de sangue envolve somente a seqiiéneia de coagulagfo. Os trombos
que surgem na circulagdo cardiaca ou arterial de rapida movimentaggo sio compostos em
grande parte de fibrina ¢ plaguetas e, assim, tém pouca semelhan¢a com o codgulo de

sangue,

A trombose ¢, até certo grau, uma extensfo patolégica do mecanismo
hemostatico normal; depende ndo s6 da parede vascular com o seu revestimento endotelial
¢ tecidos conjuntivos subendoteliais; como também plaquetas que sfo essenciais para a
formagdo do trombo. Proteinas soliveis presentes no plasma ¢ certas células em formas
inativas, participam ainda, interagindo com os demais fatores numa sequéncia conhecida

como cascata que termina num produto insolivel, a fibrina (ROBBINS et al., 1993).

1.6.7. Venenos e hemostasia

Muitos fatores extraidos de venenos, capazes de atuar sobre plaquetas e
mecanismos hemostaticos ja foram isolados. De trés revisdes, de BRINKHOUS & SMITH,
1988, SMITH & BRINKHOUS, 1991, ¢ MARLAND, 1998, selecionamos os aspectos

relacionados ao presente trabalho.

Em 1970, em sua tese de doutorado, Prado-Franceschi descreveu um potente
ativador de plaquetas, isolado de Crotalus durissus terrificus. A substincia foi chamada de
convulxina (VITAL BRAZIL et al, 1967) baseada na observagio de que injegdes
intravenosas da substincia, em cantundongos, causavam apnéia transitoria e convulsdes.
Vale ressaltar que MARKWARDT (1966} ja havia identificado a capacidade liberadora de
aminas ¢ ativa¢do plaquetania neste veneno. A convulxina foi subsegiientemente isolada de

trés subespécies de C.durissus a saber: terrificus, collilineatus e cascavella. Quando a
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convulxina ¢ filtrada em Sephadex G-75, estd presente no “void volume” o que indica um

PM maior do que 80 K daltons.

MARLAS et al (1982, 1983a, 1983b) estudaram a convulxina do ponto de vista
bioquimico, caracterizando-a como uma glicoproteina soliivel em acido com PM de 144
kDa e 300 kDa em pH acido. Por dissociagfio em uréia 6N, uma forma menor de PM 72
Kda foi isolada. Por eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida, duas subunidades presentes
em igual proporgdo com pesos moleculares de 12,5 ¢ 13,5 kDa foram identificadas. Estes
dados foram posteriormente confirmados por FRANCESCHITTI (1997) € no presente
trabalho.

A atividade agregante da convulxina foi ensaiada em PRP de cobaia ¢ de coclho
¢ plaquetas lavadas (VARGAFTIG et al., 1980; PRADO-FRANCESCHI et al., 1981) ¢
demonstrou-se a atividade trombotica da convulxina foi demonstrada pela primeira vez em
1982 (PRADO-FRANCESCHI et al., 1982).

Objetivos:
Os objetivos deste trabalho foram:

(a) demonstrar que entre as toxinas crotalicas, s0 a convulxina € capaz de causar

trombose pulmonar em camundongos;

{b) investigar 0 mecanismo pelo qual a convulxina produz trombose pulmonar.
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2. MATERIAIS E
METODOS



2.1. ESTUDOS BIOQUIMICOS

Cromatografia em coluna: O veneno de C. d. terrificus ou de C. d. cascavella
(200 mg) foi dissolvido em tampdo formato de amonio 0,05 M, contendo NaCl 0,15 M,
pH 3,5. Em seguida, foi aplicado a uma coluna (1,6 cm x 98 ¢m) de Sephadex G-75
previamente equilibrada a 18°C com o mesmo tamp#o. A coluna foi eluida com o tampio
acima a um fluxo de 30 ml/h e fragdes de 3,0 ml foram coletadas, usando-se¢ um coletor
modelo Ultrorac 11 2070 da LKB (Uppsala, Suécia). O perfil da eluigio foi determinado
mediante a leitura das fragdes a 280 nm num espectrofotdmetro Uvikon 810 UV/ Vis da
Kontron. Subseqiientemente, foram concentrados os tubos referentes aos principais picos
ou fracdes (FLFILFIlle FIVdo C.d ferrificus e F L FIL Flll ¢ FIV do C. 4.
cascavella). A fragdio I referente & convulxina foi dializada, liofilizada e recromatografada

na mesma coluna, nas mesmas condi¢des descritas acima.

Eletroforese: A eletroforese foi feita em minigéis (10 cm x 8 cm) de
poliacrilamida, contendo dodecil sulfato de sédio (SDS) (HAMES, 1990), usando-se
sistema descontinuo em placa vertical (Mighty Small II, Bio-Rad, Sdo Francisco, CA,
EUA). O gel de resolu¢do, com concentragio de poliacrilamida de 10%, foi preparado sob

um gel de empacotamento de 4% de acrilamida,

A convulxina foi diluida em tampéo (Tris-HCI 0,063 M, pH 6,8), contendo
SDS 10%, glicerol 5% e azul de bromofenol 5% (condigdes ndo redutoras). Em alguns
casos foi acrescentado B-mercaptoetanol 10% (condigBes redutoras). Apos fervuras durante
5 min., aliquotas de 15 pl (18 pg) foram aplicados ao gel. A corrida eletroforética foi
realizada 4 temperatura ambiente com voltagem fixada em 100 V, até o azul de bromofenol
atingir 0,5 cm do final do gel (aproximadamente 2,5 h). Para a estimativa do peso
molecular da convulxina, foi corrida paralelamente uma amostra de proteinas de pesos
moleculares conhecidos (SVASTI & PANIJPAN, 1977).

Apos a corrida eletroforética, fez-se a coloragdo com solugo de azul brilhante
de Coomassie R 0,025%, em acido acético 10%. Apds a coloragio, o excesso de corante foi
retirado, lavando-se o gel com uma solugfio de etanol:acido acético:agua (30:10:60, v/v). O

gel entfio foi seco, segundo a técnica de JUANG, CHANG, SUNG (1984) e fotogrado.
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2.2. ESTUDOS FARMACOLOGICOS:

A determinagiio da DEsy (efeito considerado: a formagio de trombos) dos
venenos de C. d. ferrificus, C. d. cascavella e a convulxina de ambos, foi realizada em

camundongos de 20 g. Usou-se a via intravenosa.

As doses para os venenos totais ¢ para convulxina de ambas as pegonhas
variaram de 10 pg até 1000 pg/kg Os efeitos foram observados desde o momento da
injeciio até a recuperag@o dos amimais (30 min.). Registraram-se os sinais e sintomas

observados.

As outras fragBes obtidas do fracionamento dos venenos, foram injetados i.v.

em camundongos (20 g), na dose de 10 pg/animal para todas as fragdes.

Animais (n=8) foram pré-tratados por via intravenosa com heparina {100 e
12.500 Ul/kg), sulfato de dermatan (1 mg/kg), aspirina (20 mg/kg), dazoxibem (60 mg/kg),
prostaciclina (1 pg/kg), metisergida (1 mg/kg) e mepiramina (0,5 mg/kg). Apds 30 ou 50
min., todos os animais receberam a convulxina nas doses 200 ou 400 pg/kg. Um outro
grupo foi pré-tratado por via oral com metronidazol (1 g/’kg) e, apds 50 min., foi injetado
com a convulxina nas doses 200 ou 400 pg/kg (veja as agdes das drogas na tabela 1).
Grupos diferentes receberam convulxina proveniente tanto de C. d. ferrificus como de C. d.
cascavella (controles). Os pulmdes desses animais foram retirados apos 30 min. para

histologia.
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Tabela 1: AgSes framacologicas das drogas utilizadas

DROGAS ACOES FARMACOLOGICAS
Aspirina bloqueia produgéio de TXA,
Dazoxiben bloqueia produgdo de TXA,
Dermatan antitrombotico
Heparina anticoagulante
Mepiramina anti-histaminico
Metisergida imbe os efeitos da 5-HT

Metronidazol capaz de inibir agregagdo induzida pelo ADP ¢
colageno (Prado-Franceschi & Edson Antunes, 1989)
Prostaciclina ativagio AMPc

2.3. ESTUDO HISTOLOGICO:

Os tecidos para cortes histoldgicos foram fixados em formalina 10%,
emblocados em parafina e corados pelo HE. As laminas foram visualizadas por
microscopia Optica comum. Para determinar a percentagem de trombos presentes, foi feita
uma contagem de luzes vasculares com e sem trombos, sob objetiva de 40X. Foram

contadas 50 luzes por limina. O célculo foi feito da seguinte forma:
VT = %VT
VO + VT

onde VT= luzes vasculares com trombo ¢ VO= luzes vasculares sem trombo.

2.4. AGREGACAO PLAQUETARIA

Sangue humano de voluntarios sadios que nfio receberam
qualquer medicac8o, durante os 10 dias anteriores 20 experimento foi coletado em citrato

trisédico 3,8% (9:1 v/v). O plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido por centrifugacdo do
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sangue total a 200 g, em temperatura ambiente por 15 min. O sangue remanescente foi
novamente centrifugado a 2000 g, em temperatura ambiente por 15 min., para obtengéio do

plasma pobre em plaquetas (PPP).

A agregacio foi monitorada, usando-se um agregémetro de dois canais (Payton
Scientific Instruments, Inc., Buffalo, NY). O aparelho foi calibrade para 0% ¢ 100% de
transmissfo de luz, usando PRP e PPP (ou solugdio de Krebs), respectivamente. O teste foi
iniciado pela adigiio de agonista (ADP 10 uM em PRP) ou veneno a 0,5 ml de suspensdo de

células ¢ a agregagdo monitorada durante pelo menos 3 min.

Foram usados como agonistas os venenos de C. d. terrificus e C. d cascavella
(na dose de 2 ug/ml). As fragdes resultantes no fracionamento de ambas as pegonhas, foram
ensaiadas nas mesmas doses utilizadas para os venenos, Quanto 4 convulxina obtida dos
venenos de C. d. terrificus e C. d cascavella, o efeito agregante foi testado de 6 ng até

1000 ng/ml.

2.5. COAGULACAO:

O sangue de voluntarios sadios que nfo receberam qualquer medicagiio durante
os 10 dias que antecederam o experimento foi colhido em citrato trisédico 3,8% (9:1, v/v).
As amostras de sangue foram centrifugadas a 3000 RPM por 20 minutos para se obter
plasma pobre em plaquetas (PPP). Os venenos brutos e convulxina (150 ng), 37,5 mM de
CaCl, (ambos em 0,15 ml de volume) ¢ 0,1 ml de PPP (previamente incubado & 37°C)
foram incubados por 3 min. (tempo necessario para estabilizacdo da temperatura). Neste
mesmo instante, o crondmetro foi disparado, sendo o tubo agitado de 30 em 30 segundos,
até a formacdo do codgulo. Fez-se um controle sem veneno para determinagfo do tempo
normal de coagulagdo, ¢ um controle utilizando-s¢ veneno de Bothrops jararaca
(OLIVEIRA, 1977) como controle positivo.
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2.6. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados estédo apresentados como média + erro padrio das médias (MES).
Para comparagdes multiplas de variaveis independentes, utilizou-se a analise de varidncia
(ANOVA), seguida pelo teste Bonferroni ndo pareado e, para analise de dados entre o
mesmo grupo foi utilizada a analise de varidncia (ANOVA), seguida pelo teste Bonferroni
pareado. Os cdlculos e as comparagdes foram feitos usando o software Graphpad Instat,

versdo 4.0 (Software US). Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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3. RESULTADOS



3.1 ESTUDOS BIOQUIMICOS

Cromatografia: As figuras 3 A-D, mostra a purificagdo da convulxina do
veneno da C. d. terrificus e C. d. cascavella, presente no primeiro pico do fracionamento
(por gel de filtragdo) em coluna Sephadex G-75, em tamp@o formato de aménio 0,05 M pH
3.5, contendo NaCl 0,15 M. A fragdo I concentrada, dializada e liofilizada foi submetida a

um segundo fracionamento, na mesma coluna e nas mesmas condigGes, resultando em um

s6 pico que € a convulxina.
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Figuras 3: A e B, veneno e convulxina de C. d. tferrificus, respectivamente. C e D, veneno
e convulxina de C. d. cascavellas, respectivamente. Os venenos e a fra¢ao I de cada veneno
foram fracionados em coluna de Sephadex G-75, em tampao formato de aménio 0,05M pH

3,5, contendo NaCl 0,15M. Fragdes de 3,0 ml foram coletadas em um fluxo de 30ml/h.
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Eletroforese

A figura 4 mostra o perfil eletroforético da convulxina do veneno de C. d.
terrificus em gel de SDS, no qual se observa a presenga de 1 banda complexa com PM
maior do que 116 kDa e outra em torno de 45 kDa. Apos redugdo, por adigdo de B-
mercaptoetanol, observa-se a presenga de duas bandas de 13.5 kDa e 12.5 kDa,
respectivamente. A convulxina obtida de C. d. cascavella apresentou o mesmo perfil (ndo

mostrado).
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Figura 4: Perfil eletroforético da convulxina da peconha de C. d. terrificus em
gel de poliacrilamida (10%) com SDS. Aplicaram-se 18 ug da toxina preparada na auséncia
(-ME) e presenca (+ME) de B-mercaptoetanol (16%). As proteinas marcadoras de peso

molecular foram B-galactose (116 kDa), fosforilase b (97,4 kDa) e lisosima (14,3kDa).
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3.2. ESTUDO HISTOLOGICO E FARMACOLOGICO

Os sinais e sintomas observados a partir do momento da injegio da pegonha (8
a 20 pg/animal), foram movimentos pendulares da cabega do amimal, breves crises de
apnéia, quedas lateralizadas seguidas ou ndo de crises convulsivas (com movimentos

tdnicos e clonicos).

A correlagiio existente entre os sinais/sintomas e presenga de trombos foi a
mesma, tanto para o veneno de C. d ferrificus como o de C. d cascavella Assim, os
camundongos que receberam doses de 1,25 pug e 2,5 pg, nfo apresentaram nem sinais ou
sintomas apos a injegdo i.v., nem trombose pulmonar ap6s exame histologico. No grupo em
que os animais receberam 5 pg e nos quais houve ocorréncia de trombos (figuras 5 a e b),
observamos o aparecimento de apnéia curta € queda lateral do animal. No grupo dos
animais inoculados com 10 ¢ 20 ug, todos apresentaram apnéia prolongada e trombose
pulmonar, sendo que os da dose de 20 ug morreram apds a apnéia prolongada. A DEsp

(efeito considerado presenca de trombos) para ambas as pegonhas foi de 5 pg/animal.

Em relacBo a convulxina, os sinais € sintomas iniciaram-se com movimentos
pendulares da cabega, aos quais se seguem quedas lateralizadas, apnéia intermitente que
pode ser prolongada ou curta, seguidas ou ndo de breves crises convulsivas, que podem
levar & morte. Os pulmdes dos animais injetados com a convulxina exibiram trombose
pulmonar rica em fibrina (figs. 6 a € b). Entretanto, os animais injetados com frag¢do II
(crotoxina; figs. 7 a), fragdo III (fig. 9) e fragdo IV (crotamina, fig.8 a) da pegonha de C. d.
terrificus, e fragdo 1l (crotoxina; fig. 7 b) e fracdo IV (crotamina; fig. 8 b) da pegonha de C.
d. cascavella, ndo exibiram nenhuma altera¢fo, nas doses 10 pg/animal e com as técnicas
empregadas. Os cortes provenientes do grupo-controle que recebeu salina (i.v.) mostraram

uma estrutura normal e sem nenhuma alteragio aparente (fig. 10).
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Figura 5: Trombose pulmonar induzida pelo veneno total de C. d. ferrificus (A) e C. d.
cascavella (B). Foram injetados S pg de veneno/camundongo. Note-se que a maior parte

dos vasos estdo com trombos (200x, coloragao HE).
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Figura 6: Trombose pulmonar induzida pela convulxina obtida pelo fracionamento do
veneno de C. d. terrificus (A) e de C. d. cascavella (B). Foram injetados 4 pg/camundongo

(400x, coloracao HE).
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Figura 7: Crotoxina obtida pelo fracionamento do veneno de C. d. terrificus (A) e de C. d.
cascavella (B). Foram injetados 10 pg/camundongo, mostrando os vasos pulmonares com

hemacias (400x, colora¢do HE).
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Figura 8: Crotamina obtida do fracionamento do veneno de C. d. terrificus (A) e de C. d.
cascavella (B). Foram injetados 10 pg/camundongo, mostrando os vasos pulmonares com

hemacias (400x, coloragao HE).
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Figura 9: Trombose induzida pela fra¢do 3, obtida pelo fracionamento do veneno de
C. d. terrificus. Foram injetados 10 pg/camundongo. Note-se a presenga dos vasos

pulmonares com hemacias (400x, colora¢ao HE).

Figura 10: Pulmdo de camundongo administrado com salina (controle),
mostrando a estrutura histologica normal como se observa em microscopia Optica comum

(200x, coloragao HE).
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Os sinais ¢ sintomas observados no animal integro foram, apos administragéo
intravenosa da convulxina de ambas as pegonhas, correlacionados com os achados histo-
patolégicos observados no pulmio. As percentagens de trombos formados, pela
administrago da convulxina de 10 a 1000 png/kg de animal estdo apresentadas na tabela 2.

A DEs; (efeito considerado: presenga de trombo) nos pulmdes, determinada
com a administracdo de convulxina isolada de C. 4. ferrificus ou de C. d. cascavella foi de
100 ng/kg.

As doses de convulxina escolhidas para a realizagdo dos testes com os
antagonistas foram 2 e 4 DEs,, respectivamente, 4 e 8 pg/animal, que ainda se encontram

abaixo da DLsg. Doses maiores inviabilizam o modelo, por levarem os animais a morte.

Tabela 2: Correlagio entre o aparecimento de sinais ¢ sintomas e porcentagem de trombos

dos pulmdes retirados dos camundongos inoculados pela convulxina.

Convulxina Trombos (%) Sinais e sintomas
ngkg
1000 52+43% Movimentos pendulares da cabega, queda
lateralizada, apnéia prolongada, convulséo e
morte,
500 64+ 34 Movimentos pendulares da cabega, queda

lateralizada, apnéia intermitente, seguida de
recuperacdo em 50% dos animais.

400 66=+3,2 Movimentos pendulares da cabega, queda
lateralizada, apnéia e recuperagio de todos 0s
animais.
200 56 £ 4,0 Queda lateralizada
100 36 £3,0 Auséncia de efeitos
40 10+£2,2 Auséncia de efeitos
20 4+17 Auséncia de efeitos
10 0 Auséncia de efeitos

A presenca de trombo foi determinada pela analise de 50 luzes em cortes de
tecido pulmonar de camundongos (8 animais por dose). Os resultados estdo apresentados
como média + DP.

* p < 0,005 em relagdo ao 400 ug/kg.

Resaltados

29



3.3, EFEITO DE DIVERSAS DROGAS NA TROMBOSE PULMONAR INDUZIDA
PELA CONYULXINA

Os pulmdes dos animais pré-tratados com metronidazol (1 g/kg), mepiramina
(0,5 mg/kg), metisergida (1 mg/kg), apresentaram a trombose pulmonar caracteristica. A
determinagio do efeito protetor da heparina (100 e 12.500 Ul/kg), sulfato de dermatan (1
mg/kg), aspirina (20 mg/kg), prostaciclina (1 ug/kg) e dazoxiben (60 mg/kg) sobre a

trombose induzida pela convulxina esta ilustrada nas figuras que se seguem .

Inicialmente, apresentamos os tratamentos efetivos (p<0,001, em relacdo ao
controle-convulxina) quanto a percentagem de trombos evocada pela administragio de

convulxina (4 e 8 ug/animal) como se v€ na figura 11.

As associagdes das drogas efetivas é mostrada nas figuras 12 e 13. Neste caso, a
significancia determinada em relagdo a cada tratamento farmacologico isolado mostrou que
a heparina aumentou de forma significativa (p<0,05 em relagdo 4 aspirina e p<0,00f em
relagio & prostaciclina e dazoxiben) a eficicia de todas as drogas, na prevengdo da
trombose, induzida por 4 pg de convulxina (fig. 12). No caso dos efeitos causados pela
dose de 8 pg, houve diferenca significativa apenas para a potencializa¢do do efeito protetor

da aspirina pela heparina (p<0,01).

As diferencas observadas na eficicia das drogas em relagdo a dose da
convulxina sugeriu a necessidade de compararmos as adrogas mais efetivas em relagfio a
dose de convulxina para mostrar que com o aumento de dose ocorre uma tendéncia para
diminuicdio da proteciio. No caso da heparina, essa diminuigdo foi significativa (p<0.,05,

mostrado na figura 14.

Finalmente, na figura 15 observamos os efeitos da heparina, do dermatan ¢ da

associagiio de ambos. A associa¢do foi mais efetiva do que a heparina isolada (p<0,5).
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Figura 11: Percentagem de trombos induzidos pela convulxina (Cx), observados apos
diferentes tratamentos. As colunas em azul e vermelho representam os resultados obtidos
com Cx nas doses de 4 e 8 pg/animal, respectivamente. A: controle (cx); B: heparina; C:

aspirina; D: prostaciclina; E: dazoxiben; F: metronidazol; G: metisergida e H: mepiramina
(n =16 para o controle e n = 8 para os demais tratamentos). Os dados estdo apresentados

como meédia + EPM. *** p<(0,001 em relag¢do ao controle.
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Figura 12: Percentagem de trombos induzidos pela convulxina (4 pg/animal), apos

diferentes tratamentos com associa¢ao de drogas (n = 8 para todos os tratamentos). O

controle (cx) apresentou 70% de trombos. Os dados estdo apresentados como média +

EPM. * p<0,05 em relagdo a aspirina; ### p<0,001 em relag¢ao a prostaciclina e +++

p<0.001 em rela¢ao ao Dazoxiben.
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Figura 13: Perrcentagem de trombos induzidos pela convulxina (8pg/animal), apos

diferentes tratamentos com associagdo de drogas. (n = 8 para todos os tratamentos). O

controle (cx) apresentou 75% de trombos. Os dados estdo apresentados como media +

EPM. ** p<0,01 em relagdo a aspirina.
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Figura 14: Comparago entre as percentagens de trombos induzidos por duas doses de
convulxina, observados apés diferentes tratamentos (n = 16 para o controle e n = 8 para os
demais tratamentos). Os dados estdo apresentados como média + EPM. **p<0,05 em

relacdo a heparina (8 pg/animal).
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Figura 15: Comparacdo entre as percentagens de trombos induzidos pela convulxina
(4pg/animal), observados apos tratamento com heparina (100 Ul/kg), sulfato de dermatan
(1 mg/kg) e a associagdo de ambos (n = 4 para todos os tratamentos). Os dados estdo
apresentados como média + EPM. ***p<0,001 em rela¢@o ao controle; # p<0,05 em relagao

a heparina .
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Figura 16: Efeito inibidor da heparina (12.500 Ul/kg) sobre a trombose pulmonar induzida

pela convulxina. Vasos pulmonares com hemacias sio visualizados (200x, coloragdo HE).

Figura 17: Efeito inibidor da heparina + aspirina (2.500 Ul/kg + 20 mg/kg) sobre a
trombose pulmonar induzida pela convulxina. Vasos pulmonares com hemacias sao

visualizados (400x, coloragdo HE).
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Figura 18: Efeito inibidor da heparina + prostaciclina (12.500 Ul/kg + 1 ug/kg) sobre a
trombose pulmonar induzida pela convulxina. Vasos pulmonares com hemacias sao

visualizados (200x, colorag¢do HE).

Figura 19: Efeito inibidor da heparina (100 Ul/kg) sobre a trombose pulmonar induzida

pela convulxina. Vasos pulmonares com hemacias sao visualizados (200x, coloragao HE).
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Figura 20: Efeito inibidor da heparina + sulfato de dermatan (100 Ul’kg + 1 mg/kg) sobre
a trombose pulmonar induzida pela convulxina. Vasos pulmonares com hemacias sao

visualizados (200x, coloragdo HE).

No grupo dos animais, no qual foram retirados o coragao, bago, rins, figado e

cérebro, nao foi observada nenhuma alteragao histologica, em microscopia optica comum.

3.4. AGREGACAO PLAQUETARIA

Logo apos adicionar o veneno de C. d. terrificus e C. d. cascavella (1 pg/ml) ou
convulxina de C. d. terrificus e C. d. cascavella (1 pg/ml) ao PRP, observamos uma queda
na transmissdo luminosa do agregdmetro que corresponde a mudanga de forma da plaqueta
de discoide para esférica. Esse fendmeno ¢ rapidamente seguido pelo aumento na
transmissdo luminosa, que corresponde a agregagdo plaquetaria. As demais fragdes obtidas
nos fracionamentos da C. d. terrificus e C. d. cascavella utilizadas apenas na dose de 1
ug/ml, mostraram-se inefetivas (fig. 21 e 22).

Para a convulxina dos venenos de C. d. ferrificus e C. d. cascavella fez-se uma
curva dose-dependente, em que o veneno de C. d. ferrificus agregou até a dose de 8 ng e o

veneno de . d. cascavella agregou até a dose de 3 ng (dados ndo mostrados).
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Figura 21: Agregagiio plaquetaria (em PRP) induzida pelo veneno de C.d.rerrificus e as
fragdes (A) e de C.d.cascavella e as fractes (B), obtidas através de gel de filtracdo em
Sephadex G-75.
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3.5. COAGULACAQO

A conwvulxina de ambos os venenos € desprovida de atividade coagulante
(TC>30 min), embora os venenos dos quais se origina apresenta tempo de coagulagdo de 18
a 30 seg., semelhante ao controle positivo de B. jararaca, que apresentou um tempo de

coagulacdo de 10 a 15 seg.
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4. DISCUSSAO



A idéia que embasou o presente trabalho € a de que a convulsfio e / ou apnéia
produzidas pela convulxina nativa (ou, em dose eqiipotente, pela pegonha total) teria
origem periférica e estaria relacionada as atividades agregante plaquetaria e tromboética da

convulxina.

Um fato importante a nosso ver ¢ a identidade existente entre os polipeptideos
(faixas de 12,5 e 13,5 kDa) obtidos neste trabalho, apés redugio € os descritos por
Franceschetti et al (1997) e Marlas (1983 a, 1983 b). Como esses autores nfio descreveram
outra atividade bioldgica além da agregante, torna-se necessario comparar oS possivels
efeitos trombéticos do composto de 72 kDa (obtido apos tratamento com urea 6N) ¢ a

convylxina nativa (PM>116 kDa).

Nossos resultados mostram que tanto a trombose pulmonar, como a agregagio
plaquetaria induzida pelas pegonhas total de C. d terrificus € C. d. cascavella estio
relacionadas com a presenga da convulxina em ambas. De fato, os animais injetados com as
demais fragdes ativas (exibindo sua toxicidade usual), nfio apresentaram trombos em seus

pulmdes ¢ as fragGes também nfio foram capazes de induzir a agregagfo.

O fato de, histologicamente, s6 terem sido detectadas alteragGes pulmonares,
pode sugerir ser o pulmio o 6rgdo alvo desta toxina; entretanto, a auséncia de alteragGes
visiveis em figado, rim, bago, cérebro e coragdio pode estar relacionado a técnica utilizada,
pois mediante de observagles mais finas, microscopia eletronica (por exemplo) poderiam

ser detectadas mesmo alteragdes incipientes.

Até o presente momento, entretanto, desconhecemos a causa mortis da
convulxina. Nossos resultados, em relagio ao processo trombético da convulxina mostram
um fendémeno autolimitado, isto €, a formagfo de trombos pulmonares situa-se dentro de

uma faixa estreita, em doses relacionadas a sobrevida dos animais.

Observando-se a evolugdo histérica dos trabalhos que utilizaram convulxina
como ‘instrumento de pesquisa’ na agregaglo plaquetaria, alguns fatos de relevancia
incluem a extraordindria poténcia da convulxina. De fato, a atividade agregante da
convulxina é cerca de 150 vezes maior do que o da trombina ¢ 1000 vezes maior do que o
colageno (Brinkhous & Smith, 1988; Smith & Brinkhous, 1991). Quanto ao mecanismo de

acio, foi demonstrado inicialmente que convulxina induz a secregio de ADP (Vargaftig ef
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al, 1980). Como nem o sistema que remove ADP (CP/CPK), nem a exaustfio dos estoques
de ADP (pela trombina), previnem a agregacfo induzida pela convulxina, tora-se clara a
necessidade de outra via de atuagio. Convulxina promove também a liberagio de TXA,
(Vargaftig ef al, 1980). Entretanto, a aspirina que inativa a ciclooxigenase ou o dazoxiben
que inibe a Tx-sintase, (lacovielo ef @/, 1994) impedem apenas a agregacdo induzida por
baixas doses de convulxina. Torna-se claro, pois, que outros mecanismos que ndo
dependem da TXA, nem do ADP devem estar envolvidos nesta ativagdio. Assim, a
convulxina parece exercer parte de seus efeitos por meio dos receptores do colageno,
mostrando mesmo uma dessensibilizagio cruzada com o mesmo {Vargaftig ef al, 1983). A
possibilidade de que o receptor GPIB estivesse envolvido (como no caso de outras
proteinas de origem animal) foi afastada por Polgar ef al (1997), ao demonstrar que a
ligagio se fazia mediante o receptor glicosilado 62-kDa da membrana plaquetaria,
possivelmente por adesfio. Desta forma a convulxina inibiria tanto a agregagio como 2
fosforilagio da tirosina evocados pelo colageno, utilizando esta via comum. Entretanto, ha

também diferencas entre outras vias usadas pelo colégeno e pela convulxina.

Em outros estudos também recentes (Faili ef al, 1994) sugeriu-se que a ativagio
plaquetaria induzida pela convulxina envolveria a ativagio da fosfolipase C, levando 2

produgiio de IP; e DAG, segundos mensageiros que aumentam o Ca®" intracelular,

Em resumo, apesar dos 20 anos de estudo e dos numerosos trabalhos realizados,

o mecanismo da agregagdo plaquetaria pela convulxina permanece a ser esclarecido.

Nossos resultados estabelecem, sem sombra de davida, que a convulxina,
dentro das doses indicadas ¢ um modelo extremamente interessante para o estudo da
trombose pulmonar. Embora o efeito trombético ocorra dentro de uma faixa estrita, ele ¢
constante. Considerando-se os grupos controle e agueles que nos serviram para a
determinagio da DEsp ; mais de 50 animais injetados com convulxina mostraram a

constincia do efeito trombotico.

Conforme seria de se esperar; caso a formagiio de trombos estivesse ligada
apenas ao efeito agregante da convulxina, sua inibigio por qualquer um dos agentes

conhecidos como antiagregantes, estaria limitado as menores doses de convulxina.
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De fato, a comparagdio observada entre as drogas mais efetivas frente a
formagiio de trombos evocada pelas doses de 4 ¢ 8 pg de convulxina mostra uma tendéncia

de diminui¢do da protegdo, quando se aumenta a dose.

Em relagfio A heparina, os valores obtidos sdo significativamente diferentes. De
fato, a heparina por si s6, além de bastante efetiva mostrou-se capaz de potencializar os

efeitos as demais drogas utilizados; a AAS, a PG, e o dazoxiben.

Inicialmente pensamos que a inibigdo pela heparina estivesse ligado a seu efeito
anticoagulante. Neste caso, a convulxina, que ¢ incapaz de promover coagulagio, in vitro,
estaria ativando, via agregagdo, alguns fatores da cascata da coagulagdo, in vivo. Nossos
resultados com o dermatan (totalmente desprovido de atividade anticoagulante) descartam
esta hipotese.

No presente estigio, acreditamos que a adesdo da convulxina a sitios
inespecificos de reconhecimento na superficie plaquetdria (outros, além dos receptores para
o coldgeno ¢ do WGA) envolva o reconhecimento de cargas presentes em sua molécula. Se
a convulxina fosse de natureza bdsica, sua combina¢lio com as proteinas anibnicas seria
mais facilmente explicavel. Entretanto, este néio € o caso, pois a convulxina € uma proteina

levemente 4cida de pl 6,0 (Prado-Franceschi, 1970).

Como a heparina, o dermatan ¢ também glicosaminoglicano. Ambos sfo
capazes de exercer um efeito antitrombético dose-dependente em coelhos (Carrie et af,
1992). Ambos foram capazes de inibir de forma significativa (p<0,001) a formagdo de
trombos pela convulxina e a associag@io de ambos mostrou-se mais efetiva (p<0,05) do que
a utilizaglio da heparina, mas nfio do dermatan, sugerindo maior atividade do dermatan

neste modelo.

A multiplicidade de pontos de agio agregante da convulxina esta representada
no esquema a seguir. Além das drogas inibidoras cujo o mecanismo ¢ bem conhecido
(AAS, dazoxiben, Pgl,), estfio presentes também a heparina € 0 dermatam com a sugestio

de seu pontio de agdo em cargas na membrana.
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5. CONCLUSOES



a)A convulxina, poderoso agente agregante plaquetirio in vitro, induz a

formagdo de trombos no pulméo de camundongos, nas doses de 20 4 1000pg/kg,

b)Tanto a heparina, como a aspirina, a prostaciclina € o dazoxiben sfo capazes
de, isolados ou em associagdo, inibir o efeito trombdtico da convulxina. A heparina foi a

mais eficaz.

c)O dermatan potencializou o efeito da heparina, a qual, por sua vez,

potencializou os efeitos das demais drogas.

d)A letalidade da convulxina, em doses altas, limita a sua utilidade como

ferramenta neste modelo.
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6. SUMMARY



Convulxin is a high molecular weight, non-enzymatic, platelet aggregating
protein present in the venom of South American rattlesnake, Crotalus durissus terrificus. In
this work, we investigatd the ability of convulxin to cause pulmonary thrombosis in mice
after intravenous injection and examined the possible mechanism (s) involved using
specific inhibitors. Convulxin was purified from C. d. cascavella e C. d. terrificus venom
by chromatography on Sephadex G-75 in 0.005 M ammonium formate, ph 3.5. Male Swiss
mice were injected i.v. with varying doses of convulxin and then euthanized 30 min. Later
after wich the lungs were rapidly removed, fixed and processed for histological analysis to
determine the frequency of pulmonary thrombosis. Human platelet-rich plasma was
prepared by standart differential centrifugation. Convulxin from C. d. cascavella e C. d.
terrificus venoms aggregated human platelet at concentrations >8 ng/ml and cause
pulmonary thrombosis_ at doses > 20 pg/kg. The latter was dose-dependent at doses up to
400 pg/kg, but decreased at higher dose (up to 1000 pg/kg) which produced the
convulsions characteristic of this toxin. In no caso did the frequency of thrombi (expressed
as the percentage of vessels occuded with thrombi) exceed 70%. Histological examination
by light microscopy showed that there was no thrombus formation in other organs such as

heart, kidney and liver.

Heparin and dermatan (anionic molecules) were partially effective at preventing
the thrmbotic action of convulxin, particularly at low doses of the latter, perhaps through a
direct electrostatic  interaction with convulxin. Mepyramine (histamine H2
receptorantagonist), methysergide (5-HT receptor antagonist) and metronidazole ha no
effect on the formation of thrombi induced by convulxin. Similary, prostacyclin, which
increases intracelular cAMP levels, dazoxiben, a thromboxane A2 synthase inhibitor, and
aspirin, a cyclooxygenase inhibitor, did not inhibit convulxin-induced thrombosis. These
results suggest that is no direct reationship between the platelet aggregation and the
convulsions produced by convulxin and that mediators known to affect convulxin-induce
aggregation do not affect the thrombotic activity, perhaps because these actions involve
different pathways.
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