A PIRULARIA TIONINA E A FOSFATIDILSERINA DE BIOMEMBRANAS

Valdemar O. Castro *

A pirularia tionina (PT) & um peptidio fortemente basico constituido de
] aminoacidos, que foi recentemente isolado da castanha da Pyrularia pubera
[1,2) . E a seguinte a sua estrutura:
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£ um peptidio hemolitico, citotdxico e neurotoxico (2,3) e as suas pro-

stiedades hemoliticas foram estudadas com algum detalhe (3). O PT extensivamente

dinado mantém a sua capacidade de ligacao aos eritrécitos, mas nao € hemoliti-
0. As actividades hemoliticas do PT e da cardieotoxina (CTX)l da cobra Naja naja
outhia sao inibidas competitivamente pelo PT iodinado, indicando que tanto o

quanto o CTX se ligam ao mesmo sitio da membrana (4,5). Esta competicao para
 mesmo local receptor da membrana dos eritrocitos humanos foi também demonstra-
a recentemente através de estudos de ligacao (6.). Com as células P388 de rato
) PT determina despolarizacac da membrana e influxo de calt (7), e com as célu-
as Swiss 3T3 ativa a fosfolipase A, (FLA;) (7,8). Também tem actividade na jun-

io0 neuromuscular, induzindo despolarizacao da membrana.

As actuais evidencias indicam que o PT reconhece um dominio fosfolipidi-

0; muito provavelmente contendo PS, devido aos seguintes resultados:

) 0 tratamento de células P388 com uma preparacao de PS descarboxilase determi-

na o decréscimo de locais de ligacao para o PT.

) Adicionando PS a membranas de eritrdcitos ha um aumento da velocidade de he-

molise e da ligacao do PT a essas membranas.

B) Vesiculas de eritrécitos (contendo mais PS na superficie externa) ligam mais

PT do que os eritrdcitos intactos.

* Docente da ESA do IP de Castelo Branco
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL E METODOS

l- Metodos gerais

Hemdolise. O sangue de doadores sadios, recolhido em citrato, era usado no meg
mo dia. Cinco diferentes amostras eram lavadas 4 vezes (1000 g durante 10 mig
em 10 volumes de PBS a pll = 7,4 (tampao fosfato de sodio 5 mM com NaCl 1504

com eliminacao dos linfécitos.
Para cada experiencia 0,10 ml de sedimento de células vermelhas eram inicial

mente diluidas para completar 100 ml em PBS pH = 7,4.

Cada ensaio em triplicata era coustituido de 3,0 ml dessa suspensao que era

incubada a 37°C durante | h com agitacao suave, apds o que as células eram
dimentadas a 150 g durante 15 min. e a densidade optica do sobrenadante med

da a 416 nm.

Ligag&o do PT. O PT liga—se avidamente a tubos de plastico e de vidro bem as
sim como as pipetas, o que exige um teste para controlar esse problema. A li:
gacao nao especifica aos tubos pode ser diminuida, mas nao eliminada, pela

adicao de PT nao radiocativo, ou simplesmente colocando as células nos tubos
antes de se colocar o PT. O procedimento que se segue fol desenvolvido no la

boratério para os estudos de ligacao.

Aos eritrocitos (6x108) em 0,4 ml de PSS contidos em tubos Eppendorf, e cole

cado, apos 5 min., 1ZSI—PT em quantidades adequadas para conseguir-se cmmej
tracoes entre 0,5 a 15 ng/ml. ApSs outro perfodo de 5 min. as celulas sao ¢
trifugadas e a radioatividade no sobrenadante é determinada em uma aliquota.
0 bico de plastico usado para transferir essa alfquota é também colocado no
amostrador para contagem radioativa. Esta etapa mede o PT em excesso e nao &
influenciada pelo PT radiocativo adsorvido nas paredes do tubo de Eppendorf.
As células sedimentadas sao lavadas duas vezes e entido ressuspensas em PSS,
Este tratamento nao remove o PT radicativo adsorvido nos tubos ou ligado as

celulas.
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Com estas informagoes preliminares desenvolvemos, desde 15 de Setembro
ité 27 de Novembro no Departamento de Bioquimica da Universidade de Brighan
Young nos USA, um plano de t}abalho tendo como objectivo fundamental a determi-
nacio do PS exposto na superficie externa de biomembranas (eritrécitos e res-
%ectivas vesiculas, plaquetas, células P388) utilizando a reaccao com o comple-
L'da protrombinase. Paralelamente estudos de ligac;u do PT a essas membranas

ram iniciados para correlacionar com a quantidade exposta de PS.

§ignificado do trabalho

‘b-O PT é citotoxico para células de mamiferos, induzindo despolarizacao das
membranas, influxo de Ca’’ e activacao da PLA,. Em eritrocitos causa hemo~
lise. £ importante entender a natureza dessa interaccgao, determinar se o
local de ligacao €& especifico, se contém PS e descobrir como se desencadeia

a perturbacio da bicamada da membrana.

B- A informacao obtida podera permitir o uso do PT em estudos bioquimicos e
biofisicos da estrutura da membrana, particularmente no estudo da assimetria
dos fosfolipidios da bicamada e na formacao de dominios especificos de fos-
folipidios.

3- Amplia-se o interesse na importancia do PS exposto na fase externa das mem—
branas celulares, na regulacao celular. Fidler (9) fez uma revisao dessa
importancia no reconhecimento dos lipossomas pelos macrofagos e no reconhe—
cimento dos eritrocitos pelo figado. Ha também uma correlacao do PS externo
com o grau de diferenciacao das células (10). Do mesmo modo a ligacao do fa-
tor da necrose do tumor e de interferons aos lipossomas é modulada pelo con-—
teido de PS (l1). Se for possivel demonstrar que o PT & especifico para o
PS da membrana celular, isso podera constituir-se num instrumento util para

estudar o efeito do PS superficial nos processos celulares.

* Ano de 1992
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Transfere—se entao uma aliquota desta suspensio, que contém 1ZSI—PT ligado
as células, para o recipiente destinado a2 contagem radioativa. Inclui-se
também o bico de plastico usado na transferéencia anterior. O PT marcado ra-
dioativamente conteém aproximadamente 108 contagens/(min.ng). A ligacao nao

especifica é determinada na presenca de um excesso (100 vezes) de PT nio ra-

dioativo.

Determinacao do PS externo em membranas celulares. Para realizar experien-

cias significativas afim de relacionar actividades celulares, induzidas pe-
lo PT, com a concentracao de PS exposto, é necessario utilizar um teste para
medir esse PS. Neste método o complexo da protrombinase reage especificamente
com a serina externa para formar a trombina a partir da protrombina. Finalmens
te é utilizado o cromoforo § 2238, cuja hidrolise é catalizada pela trombina
fornecendo um produto detectado a 405 nm, cuja velocidade inicial de formacao

esta relacionada com a concentracao de PS exposto.

Connor e colaboradores (l1) discutem este método, achando-o mais vantajoso do
que o que utiliza a fosfolipase A, (PLAz), que converte os fosfolipidios ex-
ternos nos correspondentes lisofosfolipidios ou o uso de reagentes quimicos
para formar derivados dos fosfolipidios externos. As vantagens do método da
protrombinase sao a sénsibilidade, a esgpecificidade e a simplicidade em ter-
mos da medida do composto produzido na hidr6lise do cromoforo S 2238. Além
disso nao perturba as membranas o que poderia conduzir a redistribuicao do

PS na bicamada lipidica.

A cor produzida pelo complexo da protrombinase e proporcional ao PS exposto
na parte externa das membranas. A quantificacao exacta da concentracao des-
se fosfolipidio é criticamente dependente da area da superficie dessas mem-
branas (l1). Nas experiencias com o complexo da protrombinase e importante
relacionar o PS externo com os efeitos celulares ja conhecidos provocados

pelo PT, tais como a hemdlise, a ativacdo de PLA; e o influxo de ca?t. pa-
ra isso sao necessarias curvas de calibracao relativas 2 formacao do cromo-

génio em funcao do conteudo de PS, em grandes vesiculas unilamelares (LUV)
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contendo quantidades conhecidas desse fosfolipidio. Estas informacdes permi-
tem comparar a producao do cromogénio produzido na presenca de membranas ce—

lulares, sem ser necessario medir a superficie dessas celulas.

0 método da protrombinase foi utilizado na medida do PS externo com células
P 388, plaquetas e vesiculas de eritrocitos preparadas com varios graus de
simetria relativamente ao PS. Counor e colaboradores (ll) referiram que os

eritrécitos nao apreseﬁtam PS externo pelo método da protrombinase, mas isso

sera objecto de revisao.

Obtencao de ghosts com varios graus de simetria relativamente ao PS. As celu-

las vermelhas eram obtidas no mesmo dia, de doadores normais, e lavadas por 4
vezes com 4-5 volumes do tampao PBS (fosfato de sodio 5 mM a pH = 7,4). Os
eritrocitos eram finalmente ajustados a 507 (V/y) no mesmo tampao e assim con—

servados no gelo para serem utilizados na preparacao dos ghosts.

Os ghosts eram preparados tendo como base o método de J.Connor e colaboradores
(16) com algumas modificagoes. Nesse objectivo misturava-se 50)11 da suspensao
de eritrocitos preparada anteriormente, com 950)51 do tampao 5P8 (fosfato de
sodio 5 mM a pH = 8,0 tendo EDTA sédico 0,1 mM), sob agitacdo, durante 20 s,

em agitador "VORTEX'" e logo se deixava em gelo picado durante 15 min. Na hemo-
lise em presenca de catices juntava-se também o respectivo catiao (CaCl,, MgSO,),
utilizando-se 15)-\1 de solucoes 100 mM, obtendo-se assim esses catides na con-
centracao de 1,5 mM. O MgATP, quando presente, era adicionado no estado s6lido
na quantidade de 1,5 mg para cada ml de suspensao, para se obter a concentra-
¢ao final de 3,0 mM. Apés a incubacao no gelo adicionava-se ao hemolisado IOO}J«
de PBS 10 vezes concentrado e contendo MgCl, 1 mM. A suspensao adquiria assim

a isotonicidade e nestas condicoes permanecia incubada a 37°C durante 20-30 min.
Procedia-se em seguida a uma centrifugacao em microcentrifuga Eppendorf, duran-
te 3 min., na posicao 8. O sedimento era entao lavado 2 vezes com 100;11 de PBS
a 49C e finalmente ressuspenso com 225pL deste tampao. Obtinha-se assim uma
mspensio de ghosts na concentracao de 107 relativa ao volume de sedimento de

hemacias utilizadas para a hemolise.
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EXPERIENCIAS COM AS VESICULAS DE ERITROCITOS (ghosts)

Ao passo que os eritrécitos ndo apresentam PS externo, de acordo com a litera-
tura (12), o PS interno e distribuido durante o processo da hemdlise e res-

pectiva formacao das vesiculas, para fornecer varias distribuicoes de PS. Isto
tem sido extensivamente estudado por Schlegel e colaboradores (13,14) e também
por Williamson e colaboradores (15). A distribuicao do PS tem sido determinada
pelo tratamento com PLA, e a analise dos fosfolipidios resultantes (15). A re-
distribuicao do PS pode ser geralﬁénte acompanhado utilizando o corante meroci

nina 540 (15) o qual nac marca a bicamada altamente organizada dos eritrécito;]

. . i
mas fixa as vesiculas simétricas, as quais apresentam uma bicamada muito menos
organizada devido ao PS na parte externa.

Estudos preliminares de ligacido mostraram que os eritrGeitos ligam 1257 _pp (10,
+600 contagens/min.) e os "ghosts" simétricos apresentam 93.400 contagens/min.
Este acrescimo tao grande na ligacao do 1251 p1 54 era esperado, mas os "ghosts"
"assimetricos" preparados nas mesmas condicoes, mas sem Caz+, mostraram a ligacad
correspondente a 73.300 contagens/min. Isto representa menos que os 'ghosts" s:l.-J
métricos, mas muitc mais que os eritrocitos. Parece que os "ghosts" "assimétri-

cos" nao sao inteiramente assimétricos no sentido em que os eritrécitos o sao.

0 importante é que a distribuicdo de PS pode ser controlada pela composicao do
tampio utilizado na fase de formacao das vesiculas ('ghosts") e isto pode per-
mitir modificar as condicoes para produzir 'ghosts" de distribuicoes diferentes
de PS. Os resultados obtidos apos determinacao do PS pelo método do complexo da

protrombinase podem ser correlacionados com a ligacao do PT radioativo aos di-

ferentes "ghosts''.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

Efeito de catioes divalentes e do ATP na distribuicao da fosfatidilserina em

vesiculas de eritrocitos (ghosts)

Uma das metas do presente trabalho pretende relacionar a concentragao de PS
externo com o efeito produzido pela-toxina obtida da pyrularia pubera, con-
forme relatado no item relativo acs objectivos da investigacao. Com esse fim

foram preparados ghosts na presenca de catioes divalentes, nomeadamente o Ca2+

e o Mgz+ e também sob o efeito do MgATP isoladamente ou em conjunto com tais

catices. E que esses joces determinam a formacao de ghosts com diferentes sime-

trias no que diz respeito ao conteudo de PS externo relativamente ao PS inter-—

no.

Conforme se pode observar na fig. 1 os ghosts obtidos por hemolise hipotonica
diluindo 40 x com o tampao S5P8 os eritrocitos em suspensao isoténica no tam—
pao PBS a pH = 7,4, apresentam conteudos diferentes de PS externo na presenca
de Mg2+, de Caz+, de MgATP e de ta?* mais MgATP. Tal conteudo esta relaciona-
do com o efeito catalitico produzido na conversao da protrombina em trombina
na presenca do complexo da protrombinase, medido pela velocidade da variacao
da absorvancia a 405 nm do croméforo produzido pelo peptidio $2234, cuja hi-
drolise & catalisada pela trombina. Como se pode concluir da fig.l os ghosts
produzidos na presenca de Caz+ 1,5 mM apresentam uma maior concentracao de

PS externo do que os obtidos com Mg2+, com MgATP ou com Mg2+ mais MgATP. Por
sua vez a presenca de MgATP minimiza a tendéencia a simetria provocada pelo
Ca2+ e torna menores os valores de PS externo apresentados pelos ghosts pre-

parados com Mg2+

Chosts com contetudos diferentes de PS externo foram também obtidos por Connor
e colaboradores (16) mas nao inteiramente identicos aos nossos. De facto es-
tes investigadores nao mostraram o efeito do MgATP na redugao da simetria

produzida pelo ca?" durante a hemolise. A técnica descrita para a preparacao
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desses ghosts nao esta devidamente clara particularmente na fase da restauracag
da isotonicidade, apds a hemdlise hipotonica, o que pode determinar diferencag

na qualidade das vesiculas obtidas. Outros investigadores (17) usando o método

da marcacao da superficie externa dos ghosts com a substancia MC 540 que se fis
Xa tanto mais quanto mais fluida estiver a face externa da membrana, demonstra-
ram que os ghosts produzidos na presenca de ca?t 1,5 mM e de MgATP 3,0 wM tam-
bem apresentam baixo conteudo de IS externo. Na verdade o aumento de fluidez
produzido pelo ca’t val decrescendo na presenca de coucentracoes crescentes de
ATP. Embora este método seja menos especifico do que o da protrombinase ele pert
mite acompanhar a translocacao do PS interno para a face externa, que acontece
quando o Ca?" esta presente durante o processo de hemdlise e "resealing”". 0
MgATP associado a esses processos determina uma diminuicao da fluidez externa,
a medida que o PS é translocado de volta a parte interna da vesicula, restau-
rando assim a assimetria. Este método, embora menos especifico que 0 nosso,

permitiu obter resultados inteiramente coerentes com os deste trabalho.

Estabelecidas as condigoes para preparar ghosts com diferente PS externo tor-
na-se possivel estudar a sua interacdo com o ptox e relacionar o efeito obtido
com o PS existente e com a capacidade de ligacao a superficie dessas vesiculas,

conforme descricao que se segue.

Efeito do ptox em ghosts

Fica aparente da fig.2 que o ptox age nos varios tipos de ghosts no sentido de
aumentar a quantidade de PS externo. Isso constitui-se numa surpresa inicial
ja que, se o ptox tem afinidade com dominios PS, estes seriam detectados em me-
nor numero, uma vez aplicado o método da protrombinase. Tal nio acontece e o
que se observa é um aumento crescente de PS acessivel com o acréscimo de con-
centracao da toxina. Esse aumento atinge um valor constante que, no caso dos
gliosts preparados com os catices divalentes e MgATP, é menor do que no na au-—

sencia deste aniao.
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Uma das possibilidades para explicar o maior n2 de PS nas vesiculas apds reacao
com a toxina, seria admitir um efeito secundario do ligando apos inicial inte-
racao. Para testar essa possibilidade procedeu-se a incubacao durante um tempo
muito curto, mas suficiente para a toxina ligar-se com as vesiculas, conforme

informacoes publicadas anteriormente (5,6).

Apos essa rapida incubacao os ingredientes seriam adicionados a mistura da pro-
trombinase e acompanhar-se-iam durante os 3 min. seguintes de incubacao a quan-
tidade de PS detectavel sob a forma de AA/s do cromogenio S$2234, hidrolisado

de acordo com as condigoes desenvolvidas e relatadas atras. O resultado disso

¢ apresentado na fig.3 que permite concluir existir ja no 12 min. de interacao
com a protrombinase, apos pré—incubagéo de 30 s com a toxina, maior concentra-
¢d0 de PS (comparar com ensaio control). A fig.5 corrobora esta conclusdo para
duas concentracoes diferentes de ptox (0,04 pg/ml e 40 pg/ml, respectivamente
nas curvas 3 e 4). Isto permitiu também alterar o procedimento para acompanhar
a alteracio de PS apos reacao das vesiculas com a toxina, evitando a remocao

do seu excesso apos o curto periodo de interacao, fazendo uso das exaustivas la-
vagens e microcentrifugacao exigidas antes do ensaio com o complexo da protrom-
binase, conforme foi realizado nas experiencias da fig.2, mas eliminadas nos

ensaios correspondentes a fig.3 e 5 ja relatados.

Para excluir de vez a existencia de efeitos secundarios, nao instantaneos, na
acao da toxina, foi estudado o efeito do tempo de sua interacao com os ghosts
até o limite de 10 min. A fig.6 mostra claramente que se mantém constante a
quantidade de PS detectavel, e a um valor muito superior ao do respectivo con-
trol. Com isso ha que concluir que o ptox desencadeia, logo apos a sua ligacao
a superficie da vesicula, a translocacao do PS interno para a face externa. A
magnitude com que isso acontece é dependente do tipo de ghost, sendo menor para

os ghosts preparados na presenca de MgATP.

£ sabido que o ptox é hemolitico, citotoxico e neurotoxico (2,3), causando tam-—
bém despolarizacao da membrana e influxo de ca?t em células P388 (7) além de
ativar a fosfolipase A, (7,8) nas celulas swiss 3T3. Acresce a isso o efeito
posto em evidencia neste trabalho, ou seja, causar o deslocamento de PS da fa-
ce interna da bicamada lipidica para a externa agindo, provavelmente, no sis-

tema responsavel pela manutencao da assimetria. Nos ghosts preparados com MgATP
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esse efeito é menor, o que sugere envolvimento da aminofosfolipidio transferase,
dependente de ATP, na transferencia, de volta a face interna, de parte do PS mo-
bilizado para o exterior, ou mesmo evitar que ele seja transferido, significa-
tivamente, do interior para o exterior. Outras experiencias, focando o MgATP,
serao necessarias para desenvolver o seu mecanismo de acao e esclarecer o seu

efeito na mobilizacio do PS.

Efeito do Iptox em ghosts

O PT extensivamente iodinado também se liga aos eritrocitos embora niao seja he-
molitico (4,5). Nessa iodinacio o PT (ptox) perde a capacidade de provocar efei-
tos secundarios na biomembrana os quais determinam a hemolise.Seria de interesse
verificar se o PT extensivamente iodinado (Iptox) tem uma acao semelhante a do

ptox, isto é desencadear o transporte de PS da face interna para a face externa

dos ghosts.

Observando a fig.4, que ilustra o efeito do tempo de incubacao da protrombinase
apos rapida reacao de varios ghosts com Iptox, conclui-se que, no caso dos ghosts
preparados com Ca2+ na presenca de MgATP, o Iptox determina uma menor quantida-
de PS sensivel ao complexo da protrombinase, sugerindo ter havido ligacao des-
ta toxina modificada a grupos PS externo (comparar curvas 3 e 4 entre si). Ja
com ghosts também obtidos com Ca2+, mas na auséncia de MgATP, oberva-se um au-

mento do PS externo relativo ao control (comparar as curvas 1l e 2 entre si).

Conclui-se, pois, que o Iptox tem também capacidade para induzir a transferencia
de PS para a superficie externa, isso em ghosts preparados na presenca de caZt
sem MgATP, mas quando presente o MgATP a acao do Iptox é bloqueada. Tudo se pas-
sa como se o MgATP permitisse que a aminofosfolipidio transferase catalisasse

a reposicao, para a face interna dos ghosts, do PS que eventualmente tivesse si-
do deslocado pelo efeito do Iptox. Ja na ausencia do MgATP, mas com CaZ+, aque-~
la reposicao nao é possivel uma vez que a aminofosfolipidico transferase exige

a presenca de MgATP no seu processo catalitico e é inibida pelo ca?* 7).



Quando os ghosts sao preparados na presenca de MgZ+ o Iptox nao determina au-
mento do PS externo, pelo contrario, faz diminuir a quantidade de PS reconhe-
cido pela protrombinase, mesmo em concentracoes realtivamente elevadas, nas
quais o efeito do ptox é francamente intenso, conforme se pode observar na fig.
6. Neste tipo de ghosts o Iptox parece ligar-se a quase 757 do PS disponivel

(comparar curvas |l e 2 entre si).

0 efeito do Iptox nao esta ainda totalmente esclarecido, pois, como se obser-
vou, ha uma dependencia dos cat, MgZF e MgATP na assimetria do PS nos ghosts,
conduzindo ou ndo a mobilizacao desse fosfolipidio do interior para.o exterior.
Também, neste caso, e importante esclarecer alguns pontos, particularmente o
envolvimento da aminofosfolipidio transferase dependente de MgATP. Como hipote-
se de trabalho poderia utilizar-se o vanadato, que & um conhecido inibidor des—

24

sa enzima, para testar se o Iptox, na presenca de Ca e MgATP, induz de facto

a transferencia de PS para a superficie dos ghosts.

Efeito do ptox e Iptox em plaquetas

A membrana plasmatica das plaquetas sanguineas é, como os eritrécitos, caracte-
rizada por uma distribuicao assimétrica entre as duas faces da biomembrana no
que diz respeito as varias classes de fosfolipidios. A face interna contem pra-
ticamente toda a fosfatidilserina (PS) juntamente com a fosfatidiletanolanina,
a0 passo que na superficie externa estao contidas a maior parte da fosfatidil
colina e da esfingomielina, (18-20). Esta assimetria na bicamada pode ser pro-
fundamente alterada, através de uma ativacao da célula, com a consequente expo-
sicao do PS na face externa da membrana plasmatica. Esta alteracao tem uma gran-
de importancia fisiologica pois é responsavel pela aceleracao da coagulacao san-

guinea (21-28).

0 ptox tem também um efeito de alterar a distribuicdo dos fosfolipidios através
da membrana plasmatica das plaquetas, particularmente o PS que, de acordo com

a fig.5, € muito exposto (comparar curvas 1,3 e 4 entre si) nio deixando davidas
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de que, como nos eritrocitos, a toxina provoca uma transposicao do PS para a
face externa da bicamada. O Iptox, por outro lado, tam um efeito muito menor

confirmando o mesmo tipo de.comportamento encontrado para os eritrocitos.

Consideracoes finais

Os que estao familiarizados com as propriedades das membranas dos eritrécitos
devem achar haver uma incoeréncia'hos objectivos e nos fundamentos desta in-

vestigacao. E que o trabalho em questio foca, fundamentalmente, a possibilida-
de da interagcao da toxina a um dominio constituido de fosfatidilserina (PS) e
a literatura tem estabelecido que tal aminofosfolipidio nao existe na superfi-

cie das células vermelhas e sim, na sua totalidade, na face interna.

Esta hipotese foi considerada pelos motivos ja expostos na introducao deste res
latorio, pelos estudos de ligacao que forneceram valores de Ky (6) mais apro-
priados a uma interacao com dominios fosfolipidicos e, também, por nao ter sids
possivel encontrar na bicamada lipidica um receptor proteico para a toxina

(Fracki, W.S., Tese de Ph,D., Brigham Young University, 1991) .

Uma outra hipotese seria a de admitir que, apos a interacao inicial do PT a um
local nao espec{fic6 da biomembrana, haveria uma perturbacao da bicamada lipi-
dica, que desencadearia a transposicao do PS para a face externa, ficando entad

acessivel para ligar-se a mais PT, especificamente.

Na verdade nossos resultados mostraram que os eritrocitos contem na superficie
externa uma pequena quantidade de PS, conforme pode ser observado na fig.8.
Aumentando a concentracao de células vermelhas foi possivel concluir, atraves
do método da protrombinase, que aquele fosfolipidio esta também presente no
lado externo dessas células. Um outro laboratorio (16) também apresenta resul-
tados positivos nessa determinacao, utilizando suspensoes de eritrocitos a 1%.

0 resultado obtido & comparavel ao do respectivo valor da fig.8.
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No caso dos ghosts esta mais documentada a existencia de PS na face externa, que
nds tambem confirmimos nas condigoes estabelecidas para as varias hemolises e

que foram anteriormente discutidas. Resta determinar a percentagem desse fosfo-
lipidio o que exige relacionar os dados obtidos nas determinagoes do PS nos
ghosts com valores conhecidos em ves{culas sintéticas. Com essa finalidade foi
tracada uma curva de calibracﬁo, mostrada no fig.7, em que se observa, para ve-
siculas unilamelares grandes (lLUV), os valores de BA/s em funcao da percentagem
de PS relativamente ao DPPC, quando se utiliza ZUP? de fosfolipidio. Resta ago-
ra fazer as determinacoes de PS nos ghosts obtidos nas varias condigoes de he-
molise, utilizando ZON de fosfolipidio e, atraves da curva, determinar a res-
pectiva percentagem do fosfolipidio. Evidentemente neste calculo & pressuposto
que a area dos ghosts seja igual ou proxima a dos LUV, o que & importante con-—
siderar, porque a atividade procoagulante da protrombinase depende da area da

vesicula ou da celula, que participa com o PS superficial (l11).

As informacoes obtidas com o ptox em ghosts apontam para uma transposicao do

PS para a face externa. Experiencias preliminares indicaram que a referida to-
xina tem uma capacidade de ligacao aos ghosts tanto maior quanto maior o com-
teido superficial de PS. Essas experiencias ainda prosseguem no sentido de dar

consistencia a essa relacao.

Apos essa ligacao a um dominio PS ha uma perturbagao da bjcamada lipidica, que
determina as respostas bioquimicas mencionadas na introducao e o efeito, de-
monstrado nesta investigacao, traduzido no aumento de PS na superficie dos ghosts.
Ja o ptox extensivamente iodinado limita-se, em certos tipos de ghosts, a ocu-

par quase completamente os locais PS5 existentes, sem provocar a transposicao
interna-externa desses aminofosfolipidios e sem provocar os mesmos efeitos bio-

quimicos que o ptox nao iodinado determina.

Relativamente aos efeitos obervados nao ha ainda explicacao experimental para
estabelecer o mecanismo envolvido. Pode acontecer que o ptox introduza modifi-
cacoes na estrutura do citoesqueleto,resultando dai uma menor estabilidade do
PS e com isso a participacao deste fosfolipidio no movimento através da bica-

mada. Outra possibilidade seria o envolvimento dos produtos da acao da PLA,
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endégena, que é sabidamente ativada pelo ptox na biomembrana. Tais produtos po-
deriam formar fases hexagonais na estrutura normal da bicamada a semelhanca do
efeito provocado pelos digliceridios (29-31) e desencadear em seguida todo o

processo de transposicao.

Tais estruturas podem formar-se com os lipidios de forma conica, tais como os
diacilglicerois e acido fosfatidico, que nao adoptam estruturas em bicamada.
Nessa forma parecem ser importantes em varios efeitos celulares, para o estimu-

lo exogeno, por alteracao dos estados fisicos da membrana (30,32).

No caso das plaquetas que, como foi visto, também sofrem transposicao do PS, o
mecanismo envolvido deve ser semelhante ao dos ghosts. Aliis o mesmo tipo de
fenomeno parece passar—se com essas células quando sofrem o processo de ativa-
cao, que precede todo o funcionamento da cascata bioquimica que conduz a coa-
gulacao sanguinea. Neste caso & a trombina a responsavel pelo movimento do PS
da face interna para a face externa. Tal reorientacao é mais significativa se

estiver presente o colagénio (33).

Outra questao importante estad relacionada com a velocidade de transposicao do
PS. Como foi observado as condigoes do método da protrombinase exigem uma in-
cubacao de 3 min. apés o periodo de acao da propria toxina, que foi limitado

a 30 s. Mesmo acompanhando a acio do complexo enzimatico para tempos curtos,
operacionalmente é muito dificil fazé-lo para instantes inferiores a 1 min. e
ja nestas condicGes é possivel obervar a reorientacio do PS. Acreditamos que
melhores informacoes de caracter cinetico poderao ser fornecidas usando deri-
vados fluorescentes de PS, como por exemplo o NBD-PS (16), inserido préviamen-
te na face interna dos ghosts. Com tais ghosts pode-se acompanhar a reorienta-
cao do NBD-PS da face interna para a face externa, imedatamente apos a intera-
cao com a toxina, pois o aumento de fluorescancia resultante pode ser instan-
taneamente medido por fluorimetria. Experiencias nesse sentido serao progra-

madas em futuro proximo.
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£ curioso que o PS superficial, que surge devido a transposicao face interna-
-face externa, permaneca livre sem interagir com eventual ptox presente, ja
que a concentragao utilizada dessa toxina em grande nimero de experiéencias,
foi mais do que suficiente para ocupar todos os locais originais ( 6 ). En-
tretanto, NO Caso em que essa concentragao nao foi excessiva (ver fig.l), o

PS transposto era também significativo e em quantidade comparavel ao das expe-
riencias em que a toxina estava presente em muito maior quantidade. Pode-se
admitir que o PS responsavel pela interacac inicial e especifica ao ptox, es-
teja constituindo dominios adequados para essa ligacao e que o PS que aparece
devido a transposicao nao esteja devidamente agrupade e, portanto, nao mais

em condicoes de se ligar especificamente. A idéia de que o primeiro evento pos-
sa nao envolver o PS deve ser exclulda pois, como foi observado para o caso

da interacao com a toxina amplamente iodinada (fig.6), ha ocupacio de grande
parte dos PS expostos existentes nos ghosts. Acreditamos que isso ficara mais
claro com as experiencias que deverao estar em curso no laboratorio, em futuro
proximo, em que vesiculas grandes unilamelares (LUV), de percentagens variadas

de PS em relacao ao DPPC, serao objecto de estudo na interagao com a toxina PT.

Observacoes:

1- PS: fosfatidilserina.

2- ptox: peptidio toxico da pyrularia pubera

3- Iptox: peptidio toxico da pfrularia pubera, extensivamente iodinado.

4- PT: ptox. -

5- NBD-PS: l-oleoil-2-( (N—(Tﬁnitrobenzeno—z—oxo-l,B—diazol—A-il)amino)caproil)
fosfatidilserina.

6- DPPC: L-o ~fosfatidilcolina, dipalmitodl’ (C16:0).
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Fig.l- Efeito de catioes divalentes e do ATP na distribuicao da fosfatidilserina

apos hemolise hipotdnica. Células humanas vermelhas lavadas 4 vezes com

PBS a pH = 7,4 eram submetidas a uma hemolise, diluindo 40 vezes tais ce-
lulas com o tampao 5P8 (fosfato de sédio 5 mM a pH = 8,0 contendo EDTA

0,1 mM) na auséencia ou na presénca de varios catices. 0 PS localizado na
parte externa era medido pelo método da protrombinase.

I - RBC (células vermelhas intactas). Nos demais casos tem-se os "ghosts"
(107 V/v) obtidos na presenca dos catices: 2 - 1,5 mM Mgz+; 3 -1,5mM C32+;
4 - 3,0 nM Mg-ATP; 5 - 1,5 mM Mg2* + 3,0 mM Mg.ATP; 6 - 1,5 mM Ca?t +

3,0 mM Mg ATP.
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Fig.2- Efeito do ptox em ghosts normais (G) e preparados na presenca de MgATP
(G - MgATP) e de Ca’t + MgATP (G - Ca, MgATP). Os ghosts (10% V/,) pre-

parados conforme técnica descrita na fig.l eram incubados com ptox nas

concentracoes indicadas. As varias incubacoes (G) (-o-),(G - MgATP) (-@)
e (G - Ca, MgATP) (-@~ ) eram conduzidas durante 2 min. a temperatura
ambiente e, apos arrefecimento em gelo e centrifugacao em microcentrifuga
a alta velocidade durante 3 min., o sedimento era ressuspendido para en-

saios da protrombinase.
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Fig.3- Efeito do tempo de incubagao da protrombinase apos reacao dos ghosts com

ptox. Celulas vermelhas humanas lavadas 4 vezes com PBS a pH = 7,4 eram
submetidas a uma hemélise, diluindo 40 vezes tais células com o tampao
5p8 (fosfato de sédio 5 mM a pH = 8,0 contendo EDTA 0,1 mM). A forma-
cao das vesiculas na presenca de 1 mM de MgSO, era conduzida de acordo
com o método citado na parte experimental.
0 tratamento dos ghosts (10% V/,) com o ptox 0,4 pg /ml durante 30s a 376
era seguido da adicao a solucao do complexo da protrombinase. Al{quotas
retiradas nos instantes indicados eram adicionadas ao EDTA para inativar
a protrombinase e analisadas bara a determinacao da atividade procoagu-
Jante a 405 nm. A curva | representa a reaccdo com o ptox O,ﬁrﬂz/ml e a

curva 2 o respectivo ensaio control.
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Fig.4- Efeito do tempo de incubacao da protrombinase apos reacao dos ghosts com

Iptox. Céelulas humanas vermelhas lavadas 4 vezes com PBS a pH = 7,4 eram
submetidas a uma hemélise diluindo 40 vezes tais células com o tampao 5P8
(fosfato de sodio 5 mM a pH = 8,0 contendo EDTA 0,1 mM) na presenca de
Ca2+ 1,5 mM (curvas | e 2) e na presenca de CaZ+ 1,5 mM com MgATP 3,0 mM
(curvas 3 e 4). A formacao das vesiculas na presenca de MgS0, 1 mM era
conduzida de acordo com o método citado na parte experimental. O tratamen-
to dos ghosts (10%Z V/y) com o Iptox 40 My/ml durante 30s a 37°C era segui-
do da adicao, a solucao, do complexo da protrombinase. Al{quotas retiradas
nos instantes indicados eram misturadas com EDTA, para inativar a protrom-
binase e analisadas para a determinacao da atividade procoagulante a 405
nm. As curvas | e 2 referem-se a ghosts preparados na presenca de Caz+ 155
mM seguido da reacao com o Iptox (curva 1) e sem reacao com o Iptox (cur-
va 2). As curvas 3 e 4 estao relacionadas com ghosts preparados na presen-
ca de calt 1,5 mM e de ATP 3,0 mM sem ter havido seguidamente reacao com

o Iptox (curva 3) e apos reacao com o Iptox (curva 4).
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Fig.5- Efeito do tempo de incubacao da protrombinase apds reacao de plaquetas

humanas com ptox e Iptox. Plaquetas humanas adequadamente preparadas fo-

ram incubadas com a toxina,; a 37°C, durante 30s, em solucao de TSS a pH
= 7,4. Essa suspensao contendo 0,5 x 108 celulas/ml era entio misturada
ao complexo da protrombinas Aliquotas eram retiradas nos instantes indi-
cados, misturadas com EDTA para inativar a protrombinase e analisadas pa-
ra a determinacao da atividade procoagulante a 405 nm. A curva 1 refere-
-se ao control, a 2 a reacao com o Iptox 40 Fy/ml, a 3 a reacdo com o

ptox 0,04 y«:r/'ml e a4 a reacao com o ptox 405y /ml.
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fig.6— Efeito do tempo de incubacao de ghosts com ptox e Iptox na atividade pro-

coagulante. Células vermelhas humanas lavadas 4 vezes com PBS a pH = 7,4
eram hemolisadas diluindo 40 vezes tais celulas com o tampSo 5P8 (fosfato
de sodio 5 mM a pH = 8,0 contendo EDTA 0,1 mM). A formacao das vesfculas
na presenca de Mgz+ 1 mM era conduzida de acorde com o método citado na
parte experimental. O tratamento dos ghosts (10% V/y) com a toxina (Iptox
40pq/ml - curva 1, ptox 40py/ml - curva 3 e control - curva 9) a 37°C nos
teméos indicados era seguido da incubacao com a mistura do complexo da

protrombinase para a determinacao da atividade procoagulante a 405 mm.
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Fig.7- Curva de calibracao para determinar PS em LUV pelo método da protrombinase,

Eram inicialmente preparadas vesiculas com multicamadas (MLV), por aqueci-
mento a 55°C de um filme de L-x-fosfatidil serina, em tubo de ensaio con-
tendo TSS a pH = 7,4 e de um filme de L-u. fosfatidilcolina (dipalmitoil)
nas mesmas condicoes. A partir destes MLV (0.0l m mol/mL) preparavam-se
misturas DPPC/PS, em proporcoes definidas, contendo no total 0,5 mg/mL em
fosfolip{dio no mesmo tampao TSS. Em seguida submetiam-se essas misturas

a radiacoes ultrassonoras a 55-60°C, por perfodos de 3 minutos, com inter-
rupcoes de aproximadamente 3 minutos, afim de obter vesfculas pequenas com
uma so lamela (SUV). Apos arrefecimento procedia-se a uma centrifugacao

a alta velocidade, em microcentrifuga, para separar as particulas metali-
cas provenientes da sonda do aparelho de ultrasom. O sobrenadante limpi-

Zt e guardado na camara fria, em cujas con-

do era ajustado a 5 mM com Ca
digoes surgem vesiculas grandes com uma lamela (LUV) e de tamanho estavel
0 PS contido em 20 Mg de fosfolipidio dessas vesiculas era determinado pe-
lo método da protrombinase, depois de 5 dias de sua preparacao, para ga-

rantir adequada estabilizacao (-0— 13 dias,-@Q= 5 dias, e-0- 1l dias apos

estocagem na camara fria).
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Fig.8- Determinacao do PS externo de eritrocitos humanos. Suspensoes de eritro-

citos humanos, préviamente lavados com PBS a pH = 7,4 eram preparados em

diferentes concentracoes para analisar o PS externo pelo método da pro-
trombinase.
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