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BASES BIOQUIMICAS DA ATIVIDADE PLAQUETARIA NA HEMOSTASIA E NA
TROMBOGENESE. PARTE |

PEDRO JOSE DE ALMEIDA, JOSE GUILHERME PINHEIRO PIRES *

A ativagdo das plaquetas circulantes por lesbes
vasculares com exposi¢ao do coldgeno subendotelial
congtitui um dos primeiros passos para a formacéo do
trombo ou do tampdo hemostético. Assim, hemostasia e
trombogénese, embora com repercussdes e significados
diferentes, s80 processos Cujos mecanismos apresentam
muitas similaridades. A formagdo do tamp&o hemostético,
esquematicamente representado na figura 1, serve para
ressaltar a participagdo das plaguetas em ambos os
processos. A ativacao plaguetaria, um processo que ocorre
dentro de apenas 15 segundos, envolve uma série de
modificagdes morfol 6gicas e bioquimicasdurante asquais
a plagueta perde a sua forma discoide inicial, tornando-
se esférica, com contornos irregulares, apresentando
espiculas ou filopddios. Acompanhando essamudancade
forma, as plaquetas secretam o conteido de seus granulos,
“expdem” os receptores para varias moléculas (incluindo
ofibrinogénio e outrosfatores da coagul agao) e agregam-
se. Apéds a agregacdo, as plaguetas condensam-se,
retraindo os filopédios, o que provoca aretracdo darede
de fibrina inicialmente frouxa que se forma no coégulo,
tornando-o mais consistente e aderente ao vaso lesado. O
recrutamento de plaguetas adicionais circulantes nas
vizinhangas do aglomerado inicial faz-se as custas de
substancias ativadas localmente (como a trombina),
secretadas dos grénul os (como 0 ADP eatrombosponding)
ou sintetizadas pelapropriaplagueta (como o tromboxane-
A ) ¥10 A prostaciclina (PGl ) produzida na parede
vascular, apesar de ter uma meia-vida biol6gica
extremamente curta (cerca de 3 minutos) é um dos
principais fatores locais limitantes (reguladores)
do processo +°.

Achadosrecentes, especia mente os que dizem respeito
as proteinas da membrana e aos detalhes ultra-estruturais
do citoesqueleto (CK) plaquetério, constituem as bases
para a compreensdo das interacBes dos agonistas com 0s
receptores damembrana e das subseqguientes modificagdes
envolvidas na resposta funcional plaquetérial. Nesta
primeira parte, especial atencdo seri dada a intima
associacdo entre as glicoproteinas (GPs) da membrana e

Fig. 1 - Formag&o do tamp&o hemostético. A lesfo endotelial representada
no lado direito da figura inicia a aderéncia de plaguetas ao colageno
exposto, tendo como cofator indispensavel o VWF. A liberacéo de
substancias contidas nos granulos (como o ADP e a TS), ativadas
localmente (como atrombina) ou sintetizadas pelas plaquetas (como a
TXAZ2), promovem aativagdo e o recrutamento de plaquetas adicionais
circulantes nas vizinhangas do aglomerado inicial, aumentando amassa
plaguetériaque congtitui o tamp&o hemostético (lado esquerdo dafigura).
TS = trombospondina; ADP = difosfato de adenosina; TXA2 =
tromboxane A2; VWF = fator de von Willenbrand; Fg = fibrinogénio;
PGI2 = prostaciclina.

as proteinas do CK, uma evidéncia direta da interago
entre receptores da superficie e a principal estrutura
interna responsavel pela metamorfose que a plaqueta
experimenta ao ser ativada.

PROTEINAS DA MEMBRANA PLASMATICA
PLAQUETARIA

Seguindo o model o do mosaico fluido paraamembrana
plasmética, as proteinas a elaassociadas sdo classificadas
em proteinas integrais, que se encontram total ou quase
totalmente incluidas na matriz lipidica, e proteinas
periféricas, que se encontram mais frouxamente ligadas
amembrana, podendo ser removidas por agentes quelantes
ou por modificagdes da forga i6nica do meio. Na
membrana plaquetéria, as glicoproteinas (GPs)
constituem-se no grupo mais estudado. A nomenclatura
atualmente em uso adota a abreviacdo GP para a
designacdo genérica de glicoproteina. A individualidade
de cada GP é sugerida pelo acréscimo de um numeral
romano seguido de uma letra minascula (p ex.: GP Ib).
Quando a GP é composta de mai s de uma subunidade (ou
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cadeia), acrescentam. se letras do alfabeto grego (p. ex.:
GP Iba e GP Ibb) 213

Por dificuldades técnicas, poucos estudos tém sido
realizados com proteinas altamente purificadas da
membrana plaquetéria. A maior parte das informagtes
atualmente disponiveis acercadas GPsindividuais foram
obtidas em estudos com misturas de proteinas de
homogeneizados totai s de plaquetas ou de membranas
16 A tabela |l resume algumas destas informagoes.

Deficiéncias especificas de GPs tém sido detectadas
em alguns distarbios hemostéaticos, como os da
sindrome de Bernard-Soulier e da trombastenia de
Glanzmann 1, Alguns comentarios adicionais para
cada GP em particular sdo pertinentes aos objetivos
deste trabal ho.

TABELA | - Algumas car acter isticas molecular es e funcionais das
glicopr oteinas da membr ana plaquetéria %202,

Glicoproteina Subunidade Peso - Interacdo _Au_sen_cta o
molecular funcional diminuicdo em
GPla  1lcadsa 167.000 SO0  pesinhedido
plagueta
Receptor
p/ VWF(*) Sindrome de
GPIb e 143.000 e Bernard-Soulier
Trombina
22.000
GPlc e 134.000 Nenhuma  Desconhecido
27.000
GPlla lcadeia 157.000 Nenhuma  Desconhecido
Receptor
o/ Fg(**) e besteriag
VWP. Trombastenia de
GPlIlb e 132.000 quandoem  Glanzmann
complexo
c/GPllla
. Trombastenia de
GPllla lcadeia  114.000 ver GPllb Glanzmann
Receptor  (subs- Sindrome
GPV 1 cadeia 82.000 (subgtrato detrom-
p/ bina Bernard-Soulier
) Afinidade Sindrome de
GPIX 1 cadeia 17.000 o/ GPIb Bernard-Soulier
22.000

(*) - Fator de von willebrand; (**) - Fibrinogénio.

GPla- E umaGP expostanasuperficie. Estudo recente
revelaumaacentuadareducdo da GP laem pacientescom
deficiente interaco col ageno-plagueta, o que sugere que
esta GP pode estar envolvida na ativag8o plaquetaria
mediada pelo colégeno *2.

GP Ib - Ao que parece, urha ou ambas as subunidades
estéo incluidas em toda a extensfo da camada lipidica
dupla (proteina integral), podendo interagir com
estruturas do CK plagquetério subjacente. A glicicalicina
(GPS), um produto oriundo da protedlise da subunidade
de cadeia a da GP Ib, representa a parte da molécula que
€ exposta para o exterior da membrana %, Acredita-se
gue sgja esta a regido da molécula que se liga atrombina
e, provavelmente, também o fator de von Willebrand

(VWF) 2. Essa Ultima ligacéo é considerada de grande
importancianaadesividade das plaquetas as estruturas
subendoteliais da parede vascular lesada?. Pelo fato de o
VWEF ligar-se também ao complexo GP I1b Il1a, torna-se
evidente queaGP 1b ndo é o seu Unico receptor plaquetario.
Cabe lembrar que na presenca do antibi6tico ristocetinao
VWF liga-se predominantemente a GP Ib 9%, Acredita-
Se que essa seja a razéo de o VWF ser considerado o
cofator plasmético indispensavel a agregacéo
plaguetériainduzida pelaristocetina. Além disso, a GP
Ib parece tomar parte na interagdo normal com a
trombina, apesar de ndo ser absolutamente necesséria
para a resposta funcional *? (ver adiante, GP V).

GP Ic - E uma proteina periférica, cujafuncéo n&o foi
ainda esclarecida.

GP lla - lgualmente, sua func¢éo néo foi ainda
elucidada.

GP llb - E uma proteina integral com alta
antigenicidade, particularmente quando em complexo
com a GP Illa. Tem sido encontrada em associagdo
com o CK plaquetério. O complexo GP Ilb/Illa é
considerado o receptor plaquetario do fibrinogénio
(Fg) 326,27,

GP Illa - E também uma proteina integral com
alta antigenicidade, encontrada em complexo com
a alta antigenicidade, encontrada no complexo com
a GP IIb. Pode ser encontrada ligada ao CX
plaguetario 2.

Complexo GP llb/llla - Acredita-se que as GP lIb e
Ill1a coexistam na membrana plaguet&ria & maneira de
um complexo 22, A primeira evidéncia dessa afirmativa
€ que ambas estdo ausentes ou diminuidas nas plaquetas
datrombastenia de Glanzmann ®. Além disso, ambas sdo
encontradas no mesmo imunoprecipitado em
imunoeletroforese cruzada de extratos de plaquetas
normais. Sob condic¢des apropriadas, em que o pH do meio
€ importante, o complexo GP l1b/ll1a pode ser separado
por agentes quelantes, resultando nas GPs individuais .
Umavez que esse compl exo se associacom elementos do
CK, tem-se atribuido a essa associacdo a denominagdo
de “trombonexus’, em analogia ao termo “fibronexus”,
usado paradescrever aligacdo de superficie do CK com
a fibronectina (FN) em cultura de células . Deve-se
salientar quetantoaGPl1b como aGP | 1lacontém sitios
deligac&o parao célcio e o complexo é estabilizado por
cétions divalentes #2631, |sto tem levado a suposicéo de
gue a “exposi¢do” ou “ativacdo” dos receptores do Fg
seria equivalente a formagdo do complexo GP l1b Illa
cétion dependente apartir das GPsindividuais'?. Outra
hipdtese é a da existéncia de um complexo GP I1b/ll1a
“pré-formado”, isto &, ja existente na membrana da
plagueta ndo-ativada. Nesse caso, a ativagdo seria urna
alteracd@o (conformacional ou outra) do complexo
transformando-o no receptor do Fg 122632,

GPs Illb a IX - As GPs IV, V, VI, VII,
VIII e I1X, originalmente definidas pelos estudos de
eletrof orese em gel unidimensional de extratos de
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plaguetas, foram definidas e reagrupadas a partir
de estudos em sistemas bidimensionais. Destas, a
GPV eaGP X tém particular interesse, sendo que
asdemais (aGP Il1b corresponde a GP V) séo ainda
pouco conhecidas 2.

GP V - Tem sido caracterizada como uma proteina
periférica*3, muito emborahaja a suposicéo de que esta
GP possa estar simplesmente absorvida a membrana, via
GP Ib, o que explicaria a sua fregtiente perda durante os
procedimentos de preparacdo e isolamento =, Pelo fato
de ser um substrato da trombina (assim como de outras
proteases), a GP V é atuamente considerada como um
receptor desta protease 3. Cabe ressaltar que, aém da
GP V e da GP Ib, outro(s) receptor(es) da trombina
parece(em) existir, sobretudo pelo fato de que plaguetas
de paciente com sindrome de Bernard-Soulier agregam-
se por agdo da trombina, mesmo nos casos em que as
plaguetas ndo se aglutinam na presenca de VWF.

GP IX - Corresponde a GP 17 (ou GP 17 58%5) da
antiga nomenclatura. Assim comoaGPlbeaGPV,
esta ausente nas plaquetas de pacientes com a
sindrome de Bernard-Soulier 2.

PROTEINASDE MEMBRANASINTRACELULARES

Os estudos tém sido dirigidos especialmente para a
membrana do granulo alfa. Uma caracteristica marcante,
desta membrana € o baixo teor de colesterol, (0 que esta4
eleacordo com o conceito geral de membranaintracelular)
e a elevada relagdo proteina,/fosfolipide, 0 que se deve a
existéncia de proteinas perifericamente absorvidas, com
grande afinidade para a membrana deste granulo. Certas
diferencas na composi¢ao da membrana do gréanulo afa
em comparagdo com a da membrana plasméticatém sido
assinadladas. Assim, enquanto as GPs la, Ib e lllb, além
dab2 - microglobulinae daactina, parecem ser especificas
da membrana plasmética, pelo menos dois antigenos,
denominados G8 e G18, foram observados apenas na
membrana do granulo alfa®®.

CONSIDERACOES SOBRE O CITOESQUELETO
PLAQUETARIO

Usando o detergente ndo-iénico Triton X-100 (octil-
fenoxi-polietoxietanol) em determinadas condi¢des de pH
e forgca iOnica, Yu e col. ® extrairam de gldbulos
vermelhos, um residuo insollvel; essencialmente, o
arcabouco estrutural sobre o qual, na célula intacta, a
membrana plasmatica se apoia para manter uma
determinada forma. Os estudos pioneiros nortearam as
idéias acercadaorganizacdo eisolamento do CK deoutros
tipos de células, de tal maneira que o termo citoesguel eto
€ atualmente empregado paradesignar o residuo insol Gvel
extraido com aguelametodol ogia ™.

V arias classes de filamentos subjacentes amembrana,
incluindo microfilamentos de actina, filamentos grossos
de miosina, filamentos intermediarios, além dos
microtubul os (preservados sob determinadas condi¢oes
de preparacdo), integram o CK, o qual faz parte de uma
matriz citoplasmética visualizada como um entrelagado
microtubular a microscopia el etrdnicade altavoltagem
36

A ultra-estruturado CK das plaquetas merece especial
atencdo, sobretudo pelas profundas alteracdes
morfoldgicas que experimenta quando as plaquetas sdo
ativadas por agonistas, como atrombina. A ultra-estrutura
e o contelido microfilamentar do CK de plaquetas ndo-
ativadas tém sido descritos de maneira ainda conflitante,
essencialmente pelos diferentes métodos empregados na
preparagdo. O CK plaguetario é uma estrutura dindmica
que pode modificar-se rapidamente de uma forma
altamente desorganizada (na plaqueta ndo-ativada) para
umaestrutura altamente organi zada (naplaguetaativada),
passivel de contracdo. A figura 2 € uma representacéo
esquemética das modificagfes estruturais do CK de
plaquetas ativadas pelatrombina®. Pode-se observar que,
na plagueta ndo-ativada, o CK aparece como uma malha
fina de microfilamentos dispostos na periferia,
estendendo-se pelo citoplasma e envolvendo organelas
como os granulos plaguetarios . Na plagueta ativada,
0 CK apresenta-se como uma estrutura mais densa, que
parece ser constituida de feixes de microfilamentos
enovelados einterligados, mais numerosos central mente.
Estados intermediarios de organizac&o e distribui¢do do
CY tém sido obtidos na dependéncia do grau de ativagéo
plaguetaria.

Fig. 2 - Representag&o esqueméticado arcabouco estrutural que constitui
0 citoesqueleto numa plaqueta ndo-ativada (a), na qual afinamahade
filamentos efeixes defilamentos dispde-se perifericamente, delimitando o
contorno arredondado e formando aglomerados mais densosnoslocaisonde
se encontram as organel as e granul os. Na plagueta ativada (b), o mesmo
arcabougo apresentairregul aridades no contorno externo, comtendénciaa
centralizag&o dos aglomerados mais densos.

Particularmente interessantes tém sido os estudos que
evidenciam modificacbes na actina e pro-
teinas (citoplasmaticas) a ela associadas, em re-
lacdo com a ativacdo induzida pela trombina. Na-
turalmente, as consideragdes que se seguem podem
ser (teis para a compreensdo de modificagdes indu-
zidas por outros agonistas. Assim, uma das mais
profundas modificacbes observadas com a ativacgéo
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€ a polimerizac@o da actina, que passa de sua forma
monomérica(G Actina) paraaformafilamentar (F-Actina).
Realmente, tem-se estimado que 40-50% da actina em
plaquetas n&o-ativadas encontra-se sob a forma
polimerizada, aqual sofre um acréscimo adicional de 20
40%, quando a plagueta € ativada *. Além disso, outras
modificagBes tém sido observadas como consequéncia
da ativagdo pela trombina. Entre elas, ressaltam-se a
fosforilagcdo damiosina, 0 aumento de proteinaligadora
deactina(A-BP, de“Actin Binding Protein” fosforilada,
o aumento da alfa-actininae outras. A tabelall relaciona
aactina e as principais proteinas do CX aela associada
em plaquetas ativadas %7,

TABELA |1 - Actinaeprincipais proteinas a ela associadas no
citoesqueleto (CK) plaquetério *3" %,

Proteina Peso Funcao
molecular
Actina 45.000 Formacao de microfilamentos.

Principal proteina estruturam do
citoesqueleto. Essencial na com-
tratilidade e motalidade.

Proteina ligadora Ligag&o cruzada com filamentos

de actina 250.000 de actina. Acdlera anucleagdo
daactina.
(fosforilada)
Miosina Interagdo com a actina, levando
500.000 a contrag&o.
(fosforilada)
Alfaactinina Formagao de gel, com a F-actina,
105.000 AN
promovendo a sua polimerizagdo
Tropomiosina Liga-se a F-actina Regulaa

28.000 contraggo. Ligagao dosfeixesde
filamentos.

ASSOCIACAODE GLICOPROTEINASDA MEMBRA-NA
COM OCITOESQUELETOPLAQUETARIO

Estudos efetuados em células isoladas (células
cultivadas e glébulos brancos) tém demonstrado a
presenca de varios receptores de superficies, tais como
os receptores paraimunoglobulinas, concanavalina A
(Con A) e FN e antigenos de histocompatibilidade,
em intima aposicéo, aos filamentos subcelulares de
actinado CK . Conformejafoi dito, em fibroblastos
tém-se descrito o “fibronexus”, uma &rea de contato
entre os filamentos de actina subcelulares e a FN
ligada a superficie externa *.

Nas plaguetas, pelo menos o complexo GP I1b/ [llae
as GPs la e |b ligadas & membrana plasmética tém sido
encontradas em associagdo com o CK . Realmente, 0
CK obtido de plaquetas agregadas com potentes agonistas
(taiscomo atrombinaeaCon A), apresentam o complexo
GP lIb/llla associado, 0 que ndo ocorre quando as
plaguetas sdo agregadas por agonistas fracos (como o
ADP). Entretanto, mesmo em plaguetas ndo-ativadas, tem
sido demonstrado que a GP |b forma um complexo com a
A-BP através de uma ligagdo transmembrana %, Pelo
menos parao complexo 11b/l11a, aligacdo GP-CX parece
ser mais forte para alguns agonistas e é reforcada pelo

contato plaqueta-plaguetaque ocorre durante aagregagao.
Ao que parece, aassociacdo do complexo GPIIbelllaao
CK depende de uma incorporacdo prévia de alguns dos
componentes do CK, tais como os filamentos de actina,
A-BP e afa-actina®. Essaincorporagdo dependeria do
agonista usado na preparacdo do CK e se processariaem
estagios. Assim, no estagio final em que o CX esta
altamente condensado € que se daria a sua associacdo
com os receptores (GPs) da superficie. Neste estagio
seria formado o “trombonexus’, isto é, a condensacéo
de proteinas e macromol éculas que serviriam como elo
de ligacéo entre o CK e os receptores da superficie.
Algumas proteinas dos granulos alfa, tais como o fator
V, o Fg, o fator Plaquetario-4 (PF-4), a FN e a
trombospondina (TS), entre outras, tém sido
encontradas na constitui¢do do “trombonexus” .

O RECEPTOR DO FIBRINOGENIO

O complexo GP I1b/ll1a, além de receptor para o Fg,
pode também servir de receptor para outras moléculas,
como 0 VWF, aTS e a FN 34, A ligagdo com o VWF
parece ndo ter significado fisiologico, pois estudos de
ligagdo competitivaentre concentragdes fisiol 6gicas desse
fator e do Fg demonstraram que o complexo GP IIb/I11aé
ocupado predominantemente pelo Fg*. A ligacdo com a
TS é calcio-dependente e parece ter importancia na
agregacdo secundéria, quando essa macromolécula é
liberada dos granulos alfa 57°. Quanto a PN, apesar de
sua capacidade de ligagdo com o complexo GP 11b/Il13a,
ndo induz agregacdo plaguetaria 41, sendo, ao contrario,
capaz de inibir a agregacéo induzida pelo ADP e pelo
colageno “.

Além de fato do complexo GP Ilb/llla ser o receptor
do Fg, essainteragcdo tem grande importanciafisioldgica,
pois desde os primeiros estudos tem-se estabelecido que
0 Fg € um importante cofator na agregacéo plaguetéria
3426 Pagcientes com afibrinogenemia tém tempos de
sangramento aumentados e agregacao plagquetarianormal,
com grande similaridade com os achados natrombastenia
de Glanzmann, uma condi¢do em que ha auséncia ou
acentuada diminuicdo das GPs I1b e llla na membrana
plaquetéria 3.

Estudos de cinética de ligagdo do Fg (em niveisde sa
turacdo) a plaquetas estimuladas pelo ADP tém permitido
estimar queentre 16.000-80.000 moléculasde Fgligam-sea
cada plagueta. N&o existe ainda total concordancia em
relacdo a varios parametros cinéticos, tais como a quanti-
dade de Fg exdgeno necessario a saturagdo, 0 CUrso
temporal daligac8o Fg-plaqueta até o equilibrio e a geo-
metria dos gréficos obtidos. Alguns estudos indicam a
existéncia de apenas uma classe de receptor, com uma
constante de dissociacdo (Kd) daordem de 10-’M, com
cooperatividade negativaentre estes, enquanto que ou-
tros sugerem a presenca de dois tipos de receptores:
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umdeata(Kd=10-7M) eoutro debaixa(Kd=1-5,6 x 10-
,*M) &finidade 3.

Em condi¢des fisiolégicas, a melhoria dos receptores
das plaguetas néo-ativadas parece inacessivel (ou néo -
disponivel) ao Fg plasmético. Quando as plaguetas sdo
ativadas por agonistas como o ADP, adrenalina, trombina,
colégeno, endoperoxidos e acido araquiddnico, esses
receptores tornam-se acessiveis (ou disponiveis) para a
ligagdo com o Fg 3262, Tem sido proposto que aexposi¢ao
dos receptores do Fg € um mecanismo comum na
regulagdo das fungdes plaguetérias. Este mecanismo
envolve um aumento da concentracdo do célcio livre do
citoplasmae pode ser regulado pelo AMPciclico®. Essas
postulacBes sdo apoiadas pelo achado indireto de que o
célcio-ionéforo A23187 € capaz de agir como agonista
plaquetério “2. Além disso, estudos efetuados com
marcadores de célcio (tais como a quin-2 e a aequorina)
tém permitido estabelecer a concentracéo limiar
aproximada de calcio intracelular necesséria a mudanga
deforma, agregacao e secrecdo (reacdo deliberagdo). Deve
ser ressaltado que, embora a ligac&o do Fg e a mudanca
de forma ocorram guase simultaneamente durante os
estégios iniciais da agregacdo, tais processos sao
independentes. Realmente, baixas doses de citocalasina
B, que inibem a polimerizacdo da actina e a mudanca de
forma induzida pelo ADP, ndo inibem a ligag&o do Fg.
Além disso, plaguetastratadas com aspirinae estimuladas
com adrenalina (provavelmente o Gnico agonista que
induz agregacéo sem induzir mudanca de forma)
ligamo Fg3.

Tem-se atualmente aidéa de que, apds a estimul agéo,
osreceptoresdo Fg (complexosGP I1b,/ I11a) sofrem uma
modificacdo conformacional (ou exposi¢do) naintimidade
da camada lipidica dupla da membrana plaquetaria,
passando ainteragir com O Fg Plasmatico. Essainteracdo
parece dar-se tanto com uma parte da molécula do Fg
localizada na por¢éo carboxi-terminal dacadelaY com a
porcdo COOH terminal da cadela Aa. E interessante
ressaltar que aporgdo com terminal dacadeiaY contém
sitios de ligacdo para o célcio, o qual é também
importante para a estabilidade do complexo GP |1b/
Illa da membrana plaquetéria *2¢. Estudos com
plaquetas estimuladas com ADP e quimiotripsina
revelaram também a importancia do calcio para a
ligagcdo do Fg ao receptor GP I1b/Illa plaquetério %.

A conversdo do Fg em fragmento X (por acdo da
plasmina) resulta em perda parcial da capacidade de
manter a agregacao plaguetaria %. Como a cadeia Y
permanece intacta no fragmento X, a por¢éo exposta
(dacdo daplasmina) dacadela Aa do Fg contém sitios
de ligagéo com o receptor GP I1/111a. Cadelas Aa, Bb
e Y purificadas comportam-se de maneira diferente
guanto a capacidade de sustentar a agregacéo
plaquetéria, quando comparadas com o Fg intacto:
multimeros dacadelaY tém comportamentos similar,
enguanto que os da cadeia Aa apresentam apenas

20 25% de atividade. Os multimeros da cadela BP séo
completamente inativos °. Essas observagdes sugerem
que amoléculado Fg pode conter dois sitios de ligagdo:
um de alta afinidade, localizado na cadeia 'Y e um de
baixa afinidade, na cadeia a 3%.

Evidéncias recentes sugerem que um tripeptideo com
a seguéncia Arg-Gly-Asp, presente na cadela a do Fg,
constitui 0 seu sitio de adesdo ao receptor GP lIb/llla
plaguetario. Essa mesma seqliéncia é encontrada nas
moléculas da FN e da vitronectina (VN), constituindo-se
no ponto de adesdo de fibrablastos em cultura a estas
proteinas .. Ao que parece, o receptor GP Ilb/llla
plaquetario tem a capacidade de reconhecer a sequiéncia
Arg-Gly-Asp numa ampla variedade de proteinas
adesivas, incluindo o Fg, a FN e a VN, diferindo do
receptor dos fibroblastos que reconhece apenas as duas
Ultimas proteinas. Por sua capacidade de ligar-se ao
receptor GP I1b/llla, o Fg poderia formar pontes entre
plaquetas adjacentes * 2641, Por outro lado, tem-se
demonstrado que o Fg é também um receptor paraa TS
endogena secretada pelas plaquetas ativadas ®7. 1sso
favorece aidéiade que, durante aagregacao, as plaguetas
interagem entre si através de pontes de TS ancoradas nas
moléculas do Fg ligadas ao receptor GP Ilb/llla
plaguetério. Entre outras, as seguintes evidéncias sdo
favoraveis a essa hipétese:

a) Em ensai os de aglutinac&o de plaquetas fixadas pré-
tratadas com trombina, tanto a TS como o Fg (um em
presencade excesso do outro) agem como inibidores. Isto
equivale adizer que o excesso deFglivrereagecomaTS
bloqueando a sua interagdo com o Fg ligado ao receptor
GP Ilb/llla. O mesmo raciocinio aplica-se quando ha
excessode TS”.

b) Ensaios de hemaglutinagdo com hemaéacias de
carneiro tém permitido conclusdes similares .

c) Estudos com outras proteinas liberadas dos
granulos alfa revelaram que nem a beta-
tromboglobulina (B-TG), nem o fator de crescimento
(mitogénico) derivado de plaquetas (PDGF), tém
propriedades adesivas. Por outro lado, o fator
plaquetério-4 PF-4) possui propriedade aglutinante que
diferedaatividade adesivada TS e da apresentada pelas
plaguetas estimuladas pela trombina’.

d) Plaquetas de pacientes com a sindrome das
plaguetas pardas (“ gray platelet syndrome”), naqual ha
auséncia de granulos alfa e de seus constituintes
(incluindo aTS), so deficientes em agregar-se por agéo
do ADP, trombina e colégeno “.

Cabe salientar que aligagc&o do Fg ao receptor GP
I1b/111aétempo-dependente, e afluidez da membrana,
embora necessaria, ndo parece ser o principal fator %.
Estudos com #|-Fg revelaram que a ligagdo inicial
pode ser desfeita com EDTA ou com exces-
so de Fg ndo-marcado. Por outro lado, a liga-
cdoirreversivel requer a participacdo de um CK ativo
sendo que, mesmo neste caso, a molécula do Fg
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€ acessivel adigestdo pelaplasmina, indicando que ela
ndo éinteriorizada®?. Finamente, deve-seressaltar que,
emboraaliberacdo de ADP (dos granulos densos), TS e
Fg (dos granulos alfa), entre outros, sejam importantes
na agregacdo secundaria, a ligacéo irreversivel do Fg
ao receptor plaquetario independe da reacao de
liberac&o.

Das observagtes anteriores, pode-se concluir que a
interacdo do Fg com o receptor GP I1b/l11a desempenha
um papel central na agregacdo plagquetéria. Sendo um
dimero (de 3 subunidades), amoléculado Fg podeformar
pontes entre plaquetas adjacentes %, além de servir de
ponte de ancoramento para a TS liberada dos granulos
alfadasplaquetasativadas. A TS, com um peso molecular
de 450 kd é constituida de 3 subunidades (cada uma com
peso molecular de 160 kd) ligadas por pontes dissulfeto.
Sendo umamoléculamultivaente, € capaz deligar-setanto
a0 Fg como a0 seu receptor plaquetario (complexo GPI1b/
[113), contribuindo paraaformagéo de pontes assimétricas
interplaquetarias. A figura 3 é uma representacéo
esqueméti ca de interagdes plaqueta-pl aqueta envol vendo
asmoléculasdo FgedaTsS.

cPOb/Ma

= 18

Fig. 3 - Representagdo esqueméticade possiveisligagdes do fibrinogénio
(Fg) e trombospondina (TS) com receptor GP I1b/I11a da superficie, na
interagdo plagueta-plaqueta (agregagdo).

INTERAGAORECEPTOR DEMEMBRANA-CITOES:
QUELETOPLAQUETARIO

A explosiva organizagdo do CX durante a ativagéo
plaguetéria, tem como elemento central a polimerizacdo
daactina, com aformacdo de microfilamentos e feixes de
filamentos. Neste processo tomam parte, além das
moléculas da propria actina, outras moléculas a ela
associadas, tais como a A-BP, a alfa actina e a
tropomiosina. A interacdo dos filamentos de actina com
os de miosinapreviamentefosforiladaresultanacontracéo
doselementosdo CK 2. A incorporacdo devérias proteinas
dos granulos afa, taiscomo aFN, aTS e 0 PF-4, assm
como de proteinas e lipidios de membrana (tais como Fg/
fibrina, com plexo protrombinaseeasGPslIb, I11aelb) a0
CK parece fundamental para o desempenho das funcoes

Fig. 4 - Representac&o esquemética da expl osiva organizagdo molecul ar
gue ocorre com 0s principai s elementos do citoesquel eto (CK) quando a
plagueta passa da forma n&o ativada (a) para a forma ativada (b). Tal
organizag&o ocorre apds a agdo de um agonista, como atrombina, sob o
qual o receptor GP llb/ll1a (R) se torna acessivel para aligagdo com o
fibrinogénio (Fg). A transduc&o do estimulo aoselementosdo CK subjacente
amembrana faz com que se forme uma ligag&o transmembrana que se
conhece como “trombonexus’, originando as estruturas filamentares
passiveisde contragso. Taisestruturas bas camente resultam daorganizagéo
dasformas monométricasde G - actina(G) em formasfilamentaresde F-
actina(F), assm como daformacéo defilamentos apartir das moléculas
demiosina(M). Moléculasde outras proteinas, como aproteinadacabega
dosfilamentos (* Filament Capping Protein”), que normalmente limitaa
polimerizacdo daactinanaplaguetando-ativada, acham-serepresentadas.

hemostéticas. Baseado no model o proposto por Tuszynski
e col.112, é possivel uma visualizag8o esquemética da
interacdo entre o receptor do Fg e o CK (fig. 4). Apos a
ativacéo pela trombina, opera-se a modificacéo
conformacional do complexo GP Ilb/ Il1a, tornando-o
adequado a ligagdo com a molécula do Fg. Segue-se a
transducgéo do estimulo aos elementos do CK subjacente,
gue se organizam a partir de umaligacdo transmembrana
“trombonexus’ Fg-receptor CK, originando as estruturas
filamentares passiveis de contragdo. Varias questfes
basicas, tais como a prépria exposi¢éo dos receptores do
Fg, a ligacdo fisica das plaquetas nos agregados e a
interacdo entre as plaguetas e as cadeiasdo Fg permanecem
ainda sem resposta. Entretanto, com a disponibilidade de
novastécnicas, especia mente asdevisibilizacdo diretada
topografia da membrana plaguetaria e as técnicas
imunoguimicas, tais questdes podem ser resolvidas e
novos dados incorporados ao modelo atual.
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