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BASES BIOQUIMICAS DA ATIVIDADE PLAQUETARIA NA
HEMOSTASIA E NA TROMBOGENESE. PARTE 1.
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Na primeira parte deste trabalho ' abordamos
especialmente a interacéo das glicoproteinas (GPs) da
membrana com os elementos do citoesqueleto (CK)
plaquetério, a“exposi¢ao” dosreceptoresdo fibrinogénio
(Fg), assim como a sua participagdo como cofator
indispensavel a resposta de agregacéo. Neste trabalho,
procuramos focalizar a estruturacdo filamentar do CK,
dando especia énfase ao papel da actina, sua interacéo
com as demais proteinas plaquetérias e a energética das
respostas funcionais.

PLAQUETAS NAO-ATIVADAS E ATIVADAS.
ASPECTOS ULTRA-ESTRUTURAISE
BIOQUIMICOS.

A figura 1 representa uma concepcéo tridimensional
de uma plagueta ndo ativada e ativada. Estudos com
microscopia eletrénica, empregando técnicas especiais
de fixagdo, tém demonstrado a presenca de malha densa
efilamentos de actina al eatoriamente distribuidos, porém
com tendéncia aformacéo de aglomerados em torno dos
granulos, nas plaquetas submetidas a tratamento com o
detergente Trinton X-100 e simultaneamente fixadas
com glutaraldeido adicionado delisina, concordam com
os achados de que, em plaguetas ndo-ativadas, cerca de
40-50% da actina (a principal proteina plagquetaria)
encontra-se na forma filamentosa (ou polimerizada) de
F-actina 2. Com o advento de novas técnicas de
quantificagdo dos niveis intraplaquetarios de F-actina
(e de G-actina), incluindo a centrifugacdo em altas
velocidades e atécnicadeinibicdo daDNAsel *°varios
estudos tém confirmado que a polimerizagdo da G-actina
se faz em duas fases, com uma etapa limitante
coincidente com a formagao de ntcleos de pelo menos
trés monémeros de actina. Sobre estes, monémeros
adicionais associam-se sob determinadas condi¢bes para
formar osfilamentos. Como a plaqueta ativada apresenta
um contetdo de 60-80% de actina naformafilamentosa,
deduz-se que a ativag@o envolve mecanismos que
aumentam a polimerizacéo de actina "8

Fig. 1 - Concepcdo tridimensiona damorfol ogiaplaquetarianaformanéo-
ativada (A) comasuaformadiscoideenaformaativada (B), onde aparecem
as espiculas ou filopddios com a centralizagdo das organel as e granul os,
em consegiiénciadacontracdo do CK. Em ambasasformas, pode-se notar
o sistemacandlicular que se abre nasuperficie damembrana, responsavel
pelaexposi¢do diretado meio interno daplaguetaao plasma.

Pelo fato de a polimerizacdo ocorrer
experimental mente por acdo do cétion-ionéforo A23187,
além de ser inibida por ages que diminuem o célcio do
citosol (como, por exemplo, pelaacéo de agonistas que
elevam os niveis de AMP ciclico), tem-se sugerido que
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osmecanismosde polimerizacdo sfo provave menteregul ados
direta ou indiretamente pela concentragdo do célcio
citoplasmético?°.

Do ponto devistaultra-estrutura, aplaguetaativadaexibe
filamentos e feixes de filamentos formando umamalhacuja
densidade depende especiamente do tempo de incubagéo
com o agonista. Em plaguetas incubadas com trombina (0,1
U/ml) durante 15 segundos, é possivel demonstrar que o
arranjo aleatério da malha de filamentos da plagueta
ndo-ativada se torna altamente estruturado, formando
“conchas’ concéntricas de filamentos, com diédmetro
gproximado de2,| um, emtorno dasorganelasedosgranulos
queseencontrammaiscentralizados. Seotempo deincubacéo
€ maior (2-30 minutos), tais “conchas’ tornam-se mais
condensadas, com reducdo do didmetro para cerca. de 1,5
pm. Esses achados constituem a base para a afirmativa de
gueacontragao do CK envolvendo osgrandulos plaguetérios
forcasuacentralizacdo, a0 mesmo tempo que contribui paraa
extrusdo de seu conteldo através do sistema canalicular que
se abre na superficie da plaqueta”.

Experimentalmente, sob determinadas condi¢esdeforca
i6nica, filamentos de actinapurificada despolimerizam-se, o
gue suscitou o imediato interesse em verificar-se a
possibilidadedetal ocorrénciaem célulasintactas. Baseado
na assmetria molecular da G-actina, passivel de formar
filamentos de F-actinacom pol aridade definida, aexposi¢ao
detaisfilamentosamol écul as de meromios napesada, forma
um padréo caracteristico defilamentosdeactinaem “ cabega
deflechas’, ondeaextremidade“plumada’ eaextremidade
da“ponta’ sdo bem identificadas a microscopia eletronica
. Os mondmeros de actina adicionam-se a ambas as
extremidades, porém sdo mais rapidamente incorporadosa
extremidade “plumada’, o que equivale a dizer que a
concentragdo critica de G-actina para a polimerizagdo da
extremidade plumada’ é menor do queaconcentracdo para
a polimerizagéo da extremidade da“ ponta’ . Assim, sob
determinadas condigdes idnicas (KCL 75mM e MgCL 1
mM), osmondmeros de actinadissociam-se daextremi dade
da “ponta’ e associam-se a extremidade “plumada’, um
processo conhecido como “treadmilling” (fig. 2). Este,
entretanto, emboraevidenciado experimentalmente, parece
nao ocorrer no interior das células intactas, pois plaguetas
tratadas com citocalasinas e estudadas por ensaios de
sedimentacdo einibicdo daDNAsel, ndo tém seu conteido
de G-actina alterado 1. As citocalasinas ligam-se as
extremidades*” plumadas’ dosfilamentosde actina. Assim,
se 0 processo de dissociagdo e associacdo de mondmeros
deumaextremidade para outra ocorresse nas plaquetas
intactas, os mondmeros dissociados das extremidades
das “pontas’ ndo se ligariam asextremidades “plumadas’,
gue estariam ocupadas pelas citocalasinas ® . Isso
resultaria numa diminuicdo do conteldo dos filamentos
de actina. Alguns estudos foram entdo encetados
para explicar a ausénciado processo de “treadmill”

nas plagquetas intactas, porém asmaioresevidénciasatuais
séo as de que proteinas capazes de se ligarem as
extremidades dos filamentos de actina, em condic¢des
fisiolégicasintraplagquetarias, blogueiam o intercBmbio de
mondmeros entre as extremidades.

C—0

Fig. 2- Visfo esqueméticado processo de* Treadmilling”, segundo o qual,
sob determinadas condi ¢des (experimentais) i6nicas (KC1 75) mM eMgCl?
1mM), osmondmeros de G-actinadissociam-se daextremidade da* ponta’
do filamento polimerizado (F-actina) e se adiciona & extremidade
“plumada’ . Paramaiores detal hes, ver o texto.

REGULAGCAODA POLIMERIZAGAODA ACTINA.
PROTEINASMODULADORAS

A concentracdo de actina nas plaquetas tem sido
estimada entre 0,25 e 1,0 x 103M, representando,
globalmente , 15-20% de todas as suas proteinas. Essa
concentracdo é muito superior aquela capaz de
desencadear a polimerizacéo (cerca de 30 x 10°M) em
meio idnico equivalente ao intraplaquetério, o que
significa que, nas plaquetas discoides, existe um
mecanismo mantenedor de grande parte da actina na
forman&o polimerizada, assegurando que apenas 40-50%
esteja sob a forma filamentosa. Seria, assim, um
mecanismo capaz de restringir a adicdo de mondmeros
as extremidades dos filamentos ou nlcleos de actina ja
presentes nas plaguetas discéides. Baseado em dados
experimentais, duas possibilidades, ambas envolvendo a
participacdo de proteinas associadas a actina, existiram
para explicar 0 mecanismo: na primeira, 0S mondmeros
de G-actina estariam ligados a estas proteinas e, assm,
ndo ficariam livres para a ligag8o com as extremidades
dos filamentos ou nucleos ja formados; a segunda
possibilidade seriaaligaco das proteinas as extremidades
dos filamentos e nucleos, bloqueando a adi¢do de
mondmeros na plagueta ndo-ativada 2 &8 . Essa Ultima
hipotese, atualmente em maior evidéncia, fornece meios
para o entendimento das modificagBes no contelido e
organizacdo dos filamentos de actina dependentes da
estimulagdo plaquetéria, as quais ocorreriam em resposta
ao aumento da concentracdo do célcio citoplasmético.
Além de mediar afosforilacdo damiosinade cadeialevede
20 kd (um dos pares de cadeias|eves damiosinaessencial
ainteragdo da.miosinacom aactina) e acompanhar-se de
um aumento de F-actina (por mecani smos aindaobscuras),
o influxo de célcio seria o responsavel pela ativagéo de
uma protease dependente deste ion, que atuaria na
reorganizagao dosfilamentos.

Vérias proteinas moduladoras do processo de
polimerizacdo e reorganizacdo dos filamentos de actina
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tém sido descritas. As principais acham-se relacionadas
natabelal.

Profilina - E umaproteinabésica, com baixaafinidade
paraaG-actina. Em presencadeactina purificadaapresenta
efeito inibitério muito mais acentuado sobre a nucleagéo
do que sobre o alongamento dos filamentos. Isso sugere
gue a profilina tenha uma acgéo “tamponante’, evitando a
formagéo de nicleos. Ao contrério dos complexos (1:1)
formados com a G-actina nas plaguetas ndo-ativadas, a
profilina acha-se dissociada nos lisados de plaguetas
ativadas pela trombina, o que faz supor que haja sua
liberacdo daligagdo com osmondmeros durante aativagao,
favorecendo a formagao de nlcleos 2.

TABELA | - Proteinas modulador as da polimerizagao e
reor ganizagao estrutural dos filamentosde actina 2%,

Proteina Peso Comentérios
Molecular
Profilina 16.000 Forma complexos 1:1 coma G-

actina em plagquetas discoides,
evitando a formac&o de nd-
cleos

Liga-se a F-actinaem presenca
de concentragBes de calcio da
ordem de 10 ° M/litro

Liga-se aextremidade
“plumada’ dos filamentos de
actina. Considerada como um
sitio de ligag&o dos filamentos
de actina na membrana.
Liga-se aosfilamentos de
actina na presenga de
concentragdes menores do que
10 5 M/litrode célcio.

Liga-se osfilamentos de actina
e estabel ece ligagdes cruzadas
entre emes, E também capaz de
formar niicleos de actina.

Gelsolina 90.000

Vinculina 130.000

o - actinina 105.000

Actin Binding protein ~ 250.000

Gelsolina - Compete com a citocalasinas pela ligagdo
com os filamentos de actina, 0 que ocorre somente em
presenca de concentragfes de célcio daordem de 10°M .
Atua provavelmente como proteina reguladora das
estruturas dos filamentos formados durante a ativacdo
plaquetéria, quando os niveis de cécio citoplasmético
chegam a cercade 3 x 10% M3,

Vinculina - E uma proteina associada & membrana,
capaz de ligar-se a extremidade “plumada” dos
filamentos de actina, sendo por isso considerada como
um sitio de ligag&o dos filamentos de actina a
membrana 4.

Alfa-actinina - Estudos de imunofluorescéncia tém
revelado que a alfa-actinina, que se liga aos filamentos
de actina, localiza-se na trama de filamentos
submembranosos e namembrana plasmética. 1sso sugere
gueelaatue como sitio deligagéo dosfilamentosde actina
a membrana. Duas formas de alfa-actinina tém sido
isoladas, sendo que ambas se ligam aos filamentos de
actina em presenca de baixas concentracdes de calcio
(menoresdo que 10°M), emboratal ligagéo ndo sgjacapaz
deinibir apolimerizac&o daactina.

Por outro lado, em concentragdes de cdlcio similares as
encontradas em plaquetas ativadas (cercade 3 X 10°M) a
afa-actinina éliberadadasligaces com osfilamentos de
acting, sugerindo um papel regulador aindanéo elucidado
2,14

“Actin Binding Protein” (ABP) - Liga-se a
extremidade “plumada’ dos filamentos de actina,
formando nucleos. Os filamentos formados com ABP
apresentam-se muito ramificados, sendo que a
microscopiael etroni catem-se evidenciado sualocalizagéo
nos pontos de ramificagdo. A ligagdo com os filamentos
faz-se muito rapidamente durante a ativacdo plaquetaria.
Apresenta-se universalmente distribuida na plagueta
discéide, porém aparece particularmente concentradanos
filopddios das plagquetas ativadas. Tem-se sugerido que a
ABP ligada aosfilamentos sofreriauma hidrélise durante
a ativacéo plaquetéria, por acdo de uma protease
célcio-dependente (a qual atuaria em concentacfes da
ordemde 10°M). Tal hidrdlisefavoreceriaareorganizacio
subsequiente dos filamentos de actina 4.

Algumas proteinas, além da vinculina e da
afa-actinina, tém sido cogitadas como sitios de ligagéo
de filamentos de actina com a membrana plaguetéria.
A espectrina, a ankyrina e a “banda-3” (uma
glicoproteina integral da membrana) das hemécias
ligam-se a actina de tal maneira que o sistema
actina-espectrina-ankyrina“banda-3" é importante na
manutengdo da estrutura hemética. A demonstragdo
imunoldgica de ankyrina em plaquetas levantou a
hip6tese de que o sistema de ligagdo com a espectrina
também esteja presente 2.

INTERACAOACTINA-MIOSINA

A miosina plaquetéria é constituida de 3 pares de
polipeptidios, sendo 1 par de cadeia pesada (200 kd) e
doisde cadeiasleves (20 e 16 kd respectivamente). Tem-se
sugerido que, durante a ativagdo plaquetaria, o par de
polipeptidio de cadeia leve com 20 kd e rapidamente
fosforilado por ag&o de umaquinase de miosinade cadeia
leve (MLCK), que contém calmodulina (CaM) como parte
integrante de sua estrutura 1°. Essa enzima é ativada na
presenca de concentragdes micromolares de célcio e
promove a fosforilacdo com o mesmo curso temporal
(emboracom intensidades diferentes) paraaativacdo com
trombina, colageno, ADP eionéforo A23187. Isso sugere
gue ainteragdo miosina-actina é regulada pelo nivel de
fosforilagdo das cadeias|eves de miosina. Realmente, em
plaguetas ativadas pela trombina, demonstrou-se que os
niveis de miosinafosforiladaaumentam com o tempo de
exposi¢do a este agonista "8, Além disso, verificou-se
que somente as formas fosforiladas de miosina se
associam com os filamentos de actina. Por outro lado, a
fosforilagdo da miosinaaumentasuaatividade ATPasica,
ativavel pela actina '’ , além de aumentar a tenséo
isométrica em feixes isolados de actina-mio-
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sina. Portanto, pode-se dizer que afosforilagdo induzida
pel 0 agoni stamodifica o estado contrétil daplagueta®. A
distribuicdo dos microfilamentos de miosina e actinaem
torno dos granulos parece ser adequada para explicar a
secrecdo de seus contelidos através do sistemacanalicul ar
que se abre nasuperficie daplaqueta. 1sso também parece
estar de acordo com o fato de que em plaguetas estimul adas
por Phorbol12-myristato-13-acetato e por ADP (dois
agentescapazesde produzir agregacdo e mudancadeforma
com, respectivamente, pouca ou nenhuma secrecdo), a
miosina ndo se associaa actina 8 2,

ENERGETICA DASRESPOSTASFUNCIONAIS

O metabolismo das plaguetas, semelhante ao dos
musculos, é adaptado a liberago rapidade quantidades
de energia, convertida principal mente nos processos de
manutencéo da integridade, transporte através de
membranas, sinteses, agregacdo, secre¢do e retracdo do
coagulo, sendo que a glicose oriunda do plasma é a
principal fonte energética. O armazenamento ealiberacdo
da energia utilizavel faz-se através de dois “pools’ de
nucleotidios da adenina: o “pool” metabdlico e o “pool”
dearmazenamento. O primeiro, congtituido principalmente
de ATP de rdpida renovagdo (contendo também ADP e
AMP) é governado principalmente pela atividade da
adenilato-quinase. O segundo, contendo cerca de
2/3 do total de nucleotidios, principalmente
nas formas de ATP e ADP, é metabolicamente
inativo, equilibrando-se lentamente com o
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“pool” metabdlico. Os nucleotidios do “pool” de
armazenamento séo liberados durante a “release
reaction” sem afetar a viabilidade metabdlica da
plaqueta 2.

Muitos esforgos tém sido encetados no sentido de
detectar os gastos energéticos dispendiosos em cada
resposta plaquetéria especifica. A comparacdo do
consumo energético em cada resposta funcional
(principalmente a agegacdo e a secrecdo dos granulos
alfa e densos), induzida por agonistas que atuam por
diferentes mecanismos, tem sido a base de onde advém
as estimativas da energia dispendida nessas respostas.
Assim, 0 uso de doses equipotentes, padronizadas, de
diversos agonistas mostrou que, para a agregacéo, o
€coONsSuUMO energeético, expresso como micromoles de
equivalentes de ATP por 10 * plaquetas, ocorre na
seguinteordem: A23187 (4,9), trombina(2,8) = ADP(2,8),
colégeno (2,0). Isso significa que, para essa resposta
especifica (agregagdes) agonistas “mais fisioldgicos’,
como o col &geno, exigem um custo energético inferior ao
de agonistas “menos fisioldgicos’, como o ionéforo
A23187. Entretanto, a relevancia desta diferenca ainda
néo foi estabelecida. Por outro lado, para a secre¢éo dos
grénul os densos, o custo energético é de apenas 25% da
agregacdo, com pouca diferenca entre os agonistas. Ao
gue parece, a secre¢do dos granulos afafaz-se a custas
de um consumo energético bem superior ao da secrecéo
dos granulos densos. E interessante ressaltar que a
elevacdo dos niveis plasméticos do AMP ciclico, que
inibe tanto a agregacdo como a secre¢éo, acompanha-se
dergpidareducéo do incremento do consumo de energia
induzido pelos agonistas %

TABELA |1 - Compar agdo do consumo ener gético basal de plaquetas ndo-estimuladas com o consumo ener gético, agr egagao e secregao em

plaguetas estimuladas pela tr obina, na presenga de diver sos inibidor es (22).

Inibidor Principal mecanismo de agéo Consumo Plaquetas estimuladas p/trombina (5 U/ml)
Basa CONsUMO energético agregacao secrecdo (g. denso)
Auséncia - - - -
Indometacina  Inibicéo da ciclooxigenase N ! N N
PEP/Pkase Deplecao da ADP N ) 1 N
D-AMPc Elevac&o dos niveisde AMPc 1 INENN] RN NN RN NN LILLBLBLLLL
Ttep+ POE;  Inibicdo da Fosfodiesterase + elevagdo dos " uunuu TLLLLbILLLL LLUBBLLLLLL
niveisde AMPc
CitocalasnaB Inibigdo de“treadmilling” de actina + IR K ! N
Inibicéo polimerizag8o da actina
Colchicina Inibic&o da polimerizag8o de actina 1l N IR NN
Quabaina Inibicdo daNa*, K *-ATPase N N N N
Quercetina Inibicio daNa" K *-ATPase 1 N Ll N

PEP/PKase - Sistema fonfoeno/piruvato/piruvato quinase; Teo + PGE; - mistura de Teofilina e prostaglandina E;; D-AMPc - Dibutiril. 3,5 - AMP ciclico.

A comparagao do consumo energético em plaquetas
ndo-estimuladas (consumo energético basal estimado
em cercade 6,5 L moles equivalentesa ATP/min por 10
11 plaguetas) com o0 consumo energético, a agregacao
e a secrecdo de granulos densos e plaquetas
estimulados por doses relativamente altas (5 U/ml) de
trombina, na presenca de diversos inibidores, encon-

tra-se sumariadanatabelall. Pode-se observar que, para
a maioria dos inibidores, verifica-se um acoplamento
consumo energético-funcdo das plagquetas ativadas.
Entretanto, a colchicina promove um desacoplamento
entre consumo energético/agregacéo e secrecdo. O
mesmo ocorre com a quercetina, porém apenas em
relagdo a secrecdo. Por outro lado, a colchicina
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e a citocalasina B promovem uma reducdo do
consumo basal, o que leva a suposi¢éo de que o
processo de “treadmill” se faca as custas de um
consumo energeético importante nas plaguetas néo-
estimuladas. Alguns achados (como a reducéo do
consumo basal pela mistura teofilina +
prostaglandina E1 (Teo + PGE ) e a inibicdo da
agregacéo pela quercentina) carecem de explicagéo.

A utilizacdo de baixas doses de trombina (0,1 U/ ml) no
mesmo estudo comparativo permitiu conclusdes adicionais
em rel acdo ao acoplamento energético-fungdo. Postulou-se
gue a agregacdo e a secrecdo de granulos densos se
relacionam com 0 consumo energético segundo padrfes
curvilineo e linear, respectivamente. Para a secregdo, 0o
padréo de acoplamento € mantido mesmo durante forte
inibicdo por agentes como o dibutiril-AMPC e a mistura
Teo + PGE . Entretanto, o consumo energético e a
agregacéo variaram independentemente na presenca de
diversos inibidores. Esse desacoplamento pode ser
explicado pelas mdltiplas etapas energéticas e
fisiologicamente distintas do processo de agregacao %.
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