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RESUMO

O objetivo desta tese foi caracterizar farmacologicamente a ativagao
plaquetaria induzida pela polilisina (poliaminoacido basico} em plasma rico em
plaguetas ou plaquetas lavadas humanas e verificar a influéncia dos sitios
aniénicos na ativacdo plaquetéria induzida por este polication.

A agregag&o plaquetaria foi monitorada utilizando-se um agregometro
Payton ou Chrono-Log e a liberacéo de TXAp foi medida através de seu produto
de degradagdo TXBj por radioimunoensaio. O perfil do suliato de condroitina
em plaquetas foi analisado através de eletroforese em gel de agarose.

Em PRP polilisina induziu agregacdo dependente da concentragdo e do
peso molecular do polication. Esta agregagéo foi acompanhada pela liberagdo
de TXAs e inibida por nitroprussiato de sédio e Hoprost. Antagonistas de
receptores de plaguetas para ADP, adrenalina, PAF e coldgeno ndo
modificaram a agregagao induzida por polilisina em PRP.

Em PL o efeito de polilisina também foi dependente do peso molecutar do
polication. Este efeito n&o foi inibido por EDTA, iloprost e apenas parcialmente
por SNP e ndo foi acompanhado por liberagdo de TXAo. Polidnions como o
acido poliglutdmico inibiram o efeito de polilisina quando adicionado antes ou
depois deste evento.

A agregagao de polilisina em PRP ou o efeito deste polication em PL nio
foram modificados por heparinase, heparitinase | ou heparitinase I,
contrariamente, a condroitinase inibiu de maneira dose-dependente a
agregagao em PRP, mas ndo medificou o efeito deste poliaminoacido basico em
PL.

Nossos resultados demonstraram que a polilisina induz agregagac em
PRP, mas ndo em plaquetas lavadas. A agregagaoc induzida pela polilisina em
PRP deve-se a carga catiénica do polication e depende parcialmente da
presenca de sulfato de condroitina na membrana plaquetaria. Em plaquetas
lavadas, a aglutinagéo induzida pela polilisina ndo se deve a interagio com
sulfato de condroitina. Estes resultados levam a hipdtese que o sulfato de
condroitina apresenta caracteristicas de receptor plaquetario, visto que a
interacdo eletrostatica com um policétion, como a polilisina, leva a um fenémeno
de ativagfio metabdlica. A expressio de sitios aniénicos das plaguetas pode
desta maneira modular sua reatividade aos diversos agonistas.
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1-INTRODUGAO

1.1 Morfologia

Plaguetas s&o pequenos fragmentos de forma discéide oriundas do
citoplasma de megacariocitos {Wright, 19086). Estes elementos estao presentes
NQ sangue em uma concentracdo de 180 - 350 x 1031';11 e possuem meia-vida na
circulagéo de 8 a 10 dias, quando entdo sio retiradas principalmente pelo bago
e figado (Harker, 1978).

Plaguetas sdo anucleadas, mas contém as organelas e complexos
moleculares comuns a outros tipos celulares tais como mitocdndrias, sistemas
de Golgi, ribossomos, microtibulos e granulos. Os microtibulos estio a
margem da membrana plaguetaria e, acredita-se serem os responsaveis pela
manutencéo da forma discdide da plaqueta (Zucker-Franktin, 1969).

As membranas plaquetdrias s30 constituidas principalmente  por
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilserina, fosfatidilinositol,
esfingomielina (Marcus et al, 1969), glicoproteinas (Okumura & Jamieson, 1976:
Berndt & Phillips, 1981; Nurden & Caen, 1975), acido sidlico (Bosmann, 1972) e
proteoglicanos (Nader, 1991).

Os granulos s3o classificados em granulos densos, granulos alfa e
granulos lisossomais (Holmsen & Weiss, 1979).

As plaquetas possuem ainda um sistema canalicular gue parece estar em
continuidade com o meio externo e os granulos alfa (Zucker- Franklin, 1969).

Os granulos densos contém serotonina, ATP, ADP, célcio e pirofosfato
(Holmsen & Weiss, 19879). Os granulos alfa possuem o fator 4 plaquetario, §3-
tromboglobulina, fator de crescimento derivado de plaqueta, proteinas
catidnicas, fator quimiotatico (responsavel pela ativagéo do quinto componente

do sistema complemento), fator bactericida e fatores que participam da cascata
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da coagulacdo (fibrinogénio, fator V e o fator Villfvon Willebrand; Holmsen &
Weiss, 1979). Nos granulos lisossomais encontram-se algumas hidrolases
acidas como a f3-giucuronidase e B-galactosidase (Holmsen & Weiss, 1979).

A funcdo primordial das plaquetas é manter a hemostasia formando
tampdes hemostaticos que ocluem sitios danificados do sistema vascular. Apods
transecgéo de vasos sanguineos, as plaquetas aderem ao tecido conectivo as
margens da les&o. Apds alguns minutos forma-se um tampdo hemostatico

plaquetario que oclue a lesdo e detém a perda de sangue (Roskam et al, 1959).

1.2. Agonistas plaquetérios

A ativagfo plaquetaria pode gerar quatro diferentes fendmenos: mudanca
de forma da plaqueta, adesso, agregacéo e secrecdo. O primeiro evento
envolve a mudanca da forma discéide plaquetaria para a forma esférica
acompanhada de emisséo de "pseudépodes”, Secregdo compreende a extrusdo
do contetdo granular que ocorre durante a agregacao, adesio ou mesmo na
auséncia de ambas. Adesdo é o processo na qual plaguetas se juntam &
superficies que ndo a de outras plaquetas e, finalmente, agregacdo & o
processo em que plaquetas se juntam somente a superficies de outras
plaguetas.

A agregagio plaquetaria requer atividade do metabolismo plaquetario.
Diversos agonistas (ADP, trombina, colageno, PAF, acido araquiddnico,
adrenalina e outros) sao capazes de se ligar as plaguetas e iniciar uma série de
reagbes bioguimicas que levam a formaggo de agregados plaguetarios e
secrecdo granular (Born, 1962; Tollefsen et al, 1974; Wilner et al, 1968;
Chesney et al, 1982; Armstrong et al, 1983: Q'Brien, 1963).

Estes agonistas sédo classificados em fortes e fracos dependendo da

capacidade destes em estimular a secrecdo de granulos plaquetérios na
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auséncia (forte) ou somente na presenca (fraco) de agregacao plaquetaria
(Holmsen, 1972; Charo et al, 1977). Imediatamente apds a adicdao de um
determinado agonista (exceto adrenalina), ocorre uma diminui¢do temporaria na
transmissao de luz seguida por um aumento da transmitancia de luz. O primeiro
evento corresponde ao "shape change" e 0 segundo corresponde & agregacéo.
S&o descritas duas ondas da agregagdo. A primeira onda (ou agregacao
priméria) € uma consequéncia direta do estimulo do agonista; é reversivel e nio
& associada a secregdo plaquetdria. A segunda onda (ou agregacdo
secundaria) corresponde a formagio de grandes e irreversiveis agregados
acompanhados de secre¢éo plaguetéria.

A trombina € considerada um agonista plaguetario forte (Berndt et al, 19886).
Esta substéncia estimula o “shape change" seguida de agregacdo primaria e
secundaria (Holmsen, 1972). Como um agonista forte, a trombina estimuia a
secrecé@o plaquetaria em condigdes nas quais ndo ha agregacdo (Holmsen,
1972; Charo et al, 1977). Outro exemplo de agonista plaquetario forte é o
colageno (Wilner et al, 1968). Quando o colageno se liga & plaqueta, ocorre
estimulagéo da sintese de tromboxano Ay e secregdo de ADP, que também sao
agonistas plaquetarios (Charo et al, 1977). Concentracdes elevadas de
colageno podem induzir agregacao plaquetéria independente da liberacdo de
tromboxano A (Charo et al, 1977).

O ADP é considerado um agonista plaquetario fraco. Esta substancia foi o
primeiro agonista plaguetario especifico a ser identificado (Gaarden et al, 1961)
e € secretado pelos granulos densos guando plaquetas sdo estimuladas; pode
também ser liberado por tecidos danificados e céiulas vermelhas do sangue
(Gaarden et al, 1961, Holmsen & Weiss, 1979). Assim como o ADP, a
adrenatina € considerada um agonista fraco. A indugdo de agregacdo

plaguetaria por adrenalina € dependente da sintese de tromboxano Ao (Charo
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et al, 1977). Adrenalina é capaz de potenciar a resposta de outros agonistas

plaquetérios (Grant & Scrutton, 1980; Huang & Detwiler, 1981 ).

1.3. Mecanismos de ativagdo e inibigdo plaquetérias

A estimulacio plaquetdria inicia-se pela interacdo de um determinado
agonista a um receptor especifico presente na membrana da plaqueta.
Geralmente, estes receptores interagem com proteinas de membrana que
requerem GTP, as proteinas G (Cassey & Gilman, 1988). Estas enzimas atuam
como transdutores entre certos receptores e enzimas efetoras ou canais idnicos
(Gilman, 1984).

O primeiro evento ligado a agéo do agonista estimulatério é a ativacéo da
fosfolipase C (PLC) que esté ligada a uma proteina G. A proteina G possui trés
sub-unidades - &, § e Y. Quando a proteina G & ativada o GTP liga-se a sub-
unidade Q. e dissocia-se de §y. O complexo GTP-(( ativa determinadas enzimas
como a fosfolipase C, enquanto o complexo By esta, provavelmente, implicado
na ativagdo do canal de potassio. A sub-unidade o possui atividade GTPase
infrinseca que hidroliza GTP a GDP fazendo com que as sub-unidades By
religuem-se a (. A remogdo da sub-unidade O livre desliga o sistema de
transducao do sinal de ativagdo para o interior da plagueta (Ashby et al, 1990).
A fosfolipase C, quando ativada, cliva o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato liberando
o diacilglicerol (DG) e o inositol 1,4 5-trifosfato (IP3) (Bell & Majerus, 1980;
Billah & Lapetina, 1982; Berridge & Irvin, 1984). O diacilglicerol ativa a proteina
quinase C, que por sua vez regula a formacdo do citoesqueleto da plaqueta
(Hashimoto et al, 1987) e a hidrélise do inositol 1,4,5-trifosfato para inositol 1,4-
bifosfato, através da fosforilagdo da 5-fosfomonoesterase (Connolly et al, 1986),

além de levar a uma modificagéo, independente de calcio, do complexo Gplib-
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llla existente na membrana da plaqueta, permitindo a ligag&o do fibrinogénio
(Shattil & Brass, 1987).

O IP3 libera céicio do sistema tubular denso da plaqueta (Brass & Joseph,
1985; O'Rourke et al, 1985). O sistema tubular denso plaquetario é analogo ao
reticulo sarcoplasmatico presente no mulsculo e representa um sitio de
sequestro de calcio na plaqueta (Brass, 1984).0 aumento dos niveis citosdlicos
de caicio promove processos dependentes de calmodulina, tais como a
fosforilagZo da miosina de cadeia leve, e facilita a ativagdo de enzimas calcio-
dependente como a proteina quinase C e a fosfolipase Ao (Nishikawa et al,
1980; Loeb & Gross, 1986; Brass et al, 1987). A quinase da miosina de cadeia
leve ativada fosforila a miosina plaquetéria. Esta fosforilagéo é necessaria para
a interagéo ATP dependente entre miosina e actina que resulta em hidrélise de
ATP e geracdo de forga contrétil que esta relacionado ao "shape change" e
centralizagéo dos granulos da plagueta (Adelstein et al, 1975: Daniel et al,
1984; Lebowitz & Cooke, 1978).

Quando a fosfolipase A5 é ativada ocorre liberagdo do acido araquidanico a
partir de fosfolipides de membrana, principalmente da fosfotidilcolina e da
fosfotidiletanolamina (Bills et al, 1977). Na plagueta o acido araquidénico
liberado & convertido pela cicloxigenase aos endoperoxidos intermediarios
PGGy e PGH> ¢, subsequentemente, a tromboxano A pela enzima tromboxano
sintetase (Hammarstrom & Falaradeau, 1977). As plaguetas podem ainda liberar
0 acido araguidénico a partir do diacilglicerol através das enzimas diacilglicerol
lipase e a monoacilglicerol lipase (Bills et al, 1977; Purdon & Smith, 1985). Em
plaguetas de cavalo o diacilglicerol também pode ser fosforilado pela
diacilglicerol quinase levando a formagdo do Acido fosfatidico. O acido
fosfatidico pode sofrer agdo direta da fosfolipase Ao liberando o &cido

araquidonico ou pode sofrer agdo de acetiltransferases, formando
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fosfatidiletanclamina ou fosfatidilcolina, que podem ser utilizadas como
substrato pela fosfolipase A, liberando o acido araquidénico (Billah et al, 1980).
O é&cido fosfatidico também pode ser reciclado para nova sintese de
fosfotidilinositois (Bishop & Bell, 1986). O tromboxano Ao e os endoperdxidos
s&o potentes agonistas plaquetdrios e vasoconstritores (Hamberg et al, 1974;
Samuelsson et al, 1978).

A ativacdo plaquetaria pode ser inibida em varios niveis, como na ligacdo
do agonista a membrana plaquetaria, na liberagdo de tromboxano ou na
translocagéo de calcio. Entretanto, de modo geral, as respostas plaguetarias
s&o inibidas pela elevagdo dos niveis intracelulares de AMPc (Mills & Smith,
1972).

O AMPc & formado a partir do ATP pela agédo da enzima adeniiato ciclase e,
posteriormente, quebrado pela AMPc fosfodiesterase em AMP. A adenilato
ciclase € encontrada na membrana de plaguetas e varias formas de
fosfodiesterases podem estar presentes no citoplasma e membrana (Grant &
Colman, 1984).

A formagdo de AMPc em plaquetas intactas & estimulada através de
receptores da superficie pela PGl PGDp, PGE{ e adenosina. PGly ¢
produzido no endotélio (Moncada et al, 1976) e representa o mais potente
estimulador conhecido da formag&o de AMPc. PGl é um horménio circulante
que regula a responsividade das plaquetas circulantes (Moncada & Korbet,
1978). Atualmente, aceita-se que os efeitos de AMPc devem-se, principalmente,
a fosforilagdo de proteinas (Kroll & Schafer, 1989). A proteina quinase
dependente de AMPc, quando ativada por este segundo menssageiro, estimula
0 sistema de captagdo de calcio removendo-o do citoplasma (Ashby et al, 1990).
A diminuicdo dos niveis citoplasmaticos de caicio parece ser o principal

mecanismo pelo qual a elevagdo dos niveis de AMPc inibe a resposta
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plaquetdria. Qutros mecanismos pelo qual 0 AMP¢ induz inibicdo incluem
inibicZo da fosfolipase C (Shukla, 1983, Imai et al, 1983}, inibicdo da quinase da
miosina de cadeia leve que é responsavel pela ativagio da miosina de cadeia
leve (Feinstein et al, 1983, Hathaway et al, 1981), alteragso da exposicao dos
receptores de von Willebrand e fibrinogénio (Fujimoto et al, 1982, Graber &
Hawiger, 1882) e diminuicdo da afinidade da trombina pelo seu sitio de ligacao
a plagueta (Lerea et al, 1987).

O GMPc é um outro segundo mensageiro capaz de inibir a agregacdo
plaguetéria. Nitrovasodilatadores como o nitroprussiato de sédio, nitroglicerina,
azida sédica e outras substancias que liberam 6xido nitrico (NO) séo potentes
inibidores da agregagdo plaquetaria por ativarem a guanilato ciclase
aumentando, consequentemente, os niveis de GMPec intraplaquetérios
(Loscalzo, 1985; Erne et al, 1986, Waldmann et al 1987). O vasodilatador
endégeno EDRF (fator relaxante derivado de endotelio), considerado hoje como
sendo o NO (Palmer et al, 1987), inibe a agregacao plaquetaria, tendo assim um
papel, juntamente com a prostaciclina, na regulacdo homeostética da interagado
entre plaquetas e as paredes dos vasos sanguineos (Radomski et al, 1987). As
plaquetas também s&o capazes de sintetizar NO (Radomski et al, 1990). A
resposta plaquetaria pode também ser inibida por substancias que inibem a
GMPc¢ fosfodiesterase (Hagiwara et al, 1984). O mecanismo da inibicdo da
agregacao plaquetaria pela elevagéo dos niveis de GMPc ainda nao esta bem
esclarecido, mas tem sido sugerido que pode ser causado pefa inibicdo da
fosfolipase C (Takai et al, 1981; Nakashima et al, 1986) e mobilizacdo de calcio

{Nakashima et al, 1986; Nawahara et al, 1984).
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1.4. Proteoglicanos plaquetarios

Proteoglicanos s&o definidos, de modo geral, como compostos de alto peso
molecular, constituidos de um esqueleto proteico a0 qual estio ligados
covalentemente uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos. Qs
glicosaminoglicanos, por sua vez, sdo heteropolissacarideos lineares
constituidos por unidades dissacaridicas repetitivas  compostas  por
hexosaminas e aglcares nio nitrogenados, unidas por ligagtes glicosidicas.
Este conceito foi introduzide por Meyer em 1938 para definir estes compostos,
anteriormente conhecidos como mucopoiissacarideos (Meyer, 1938). Os
glicosaminoglicanos, devido a presenca de carboxilas dos agucares acidos e as
substituicbes com ésteres de sulfato, possuem uma alta densidade de cargas
negativas.

Durante a uitima década tem sido demonstrade a presenga de
proteoglicanos na superficie de vérios tipos celulares. Estas substancias estdo
implicadas nas interagbes intercelulares, na organizacio estrutural da matriz
extracelular, controle da hemostase e na ligagéo especifica de certas proteinas
plasmaticas & parede dos vasos sanguineos (Hook,1884; Lindahl & Hook,
1978). Atualmente s&o conhecidos sete tipos de proteoglicanos naturalmente
encontrados no organismo, representados pelo o hialuronato, 4-sulfato de
condroitina, 6-sulfato de condroitina, sulfato de dermatan, sulfato de heparan,
sulfato de keratan e heparina. Estas substancias estdo presentes na membrana
celular como parte integral das mesmas ou como componentes periféricos e
estdo distribuidas diferentemente entre os varios sistemas celulares. Assim,
vasos de calibre pequeno, por exemplo, séo pobres em suifato de dermatan,
pois sofrem grandes variagGes de tamanho: vasos de grande calibre, como a
acrta, sao ricos em sulfato de dermatan visto que este da uma maior rigidez ao

vaso (Hook, 1984; Ausprunk et al, 1981).



21

Por outro lado, céiulas endoteliais possuem um tipo diferente de sulfato de
heparan que acredita-se ser o responsavel pela manutengdo da fluidez
sanguinea, por inibir a conversdo de pro-trombina em trombina (Buonassisi &
Colbum, 1982).

Alem disso, as glicoproteinas fibronectina e laminina da matriz extracelular
ocorrem em intima associagéo com o sulfato de heparan, sugerindo que este
proteoglicano tenha grande papel na formac&o da matrix extracelular e adesio
celular (Hedman et al, 1982).

Antitrombina é uma glicoproteina que se liga a trombina, inativando-a. A
presenca de heparina faz com que esta ligagdo ocorra com muito mais
facilidade, provavelmente por aumentar a afinidade da antitrombina a trombina,
atuando assim como substéncia anticoagulante (Rosemberg & Damus, 1973; Li
et al, 1976).

LDL (low density lipoprotein) é uma lipoproteina e grande carreadora de
colesterol. Sulfato de dermatan, principalmente, tem sido postulado ter um
importante papel no desenvoivimento da lesdo de arterioesclerose, pois este
seria o receptor desta lipoproteina. Apoiando esta hipotese, sabe-se que o
principal glicosaminogiicano sintetizado pelas células do musculo liso arterial &
o sulfato de dermatan que estd mais proliferado em sitios de lesdes
arterosclerdticas (Wight & Ross, 1975).

Membranas plaquetarias contém heparina, sulfato de heparan e sulfato de
condroitina. Durante a agregag&o induzida por ADP, adrenalina, noradrenalina,
serotonina, colageno e trombina ha liberacdo de 4- sulfato de condroitina para o
meio exterior. H& ainda evidéncias que sulfato de heparan e condroitina,
responsaveis por parte dos sitios aniénicos da membrana plaquetéria, estejam

implicados na interag&o entre as mesmas (Hagen, 1972; Nader, 1991 ).
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Desde a descoberta de glicosaminoglicanos associados a superficies de
células tem-se hipotetizade que estes poderiam atuar como '"receptores” de
moléculas circulantes, ou seja, como tais substancias s&o fortes polianions, toda
molécula que em pH fisiologico fosse caregada positivamente se ligaria a estes
glicosaminoglicanos. O fator 4 plaquetario, por exemplo, se liga as células
endoteliais em cultura via sulfato de heparan (Hook, 1984).

Existem enzimas especificas que atuam sobre estes proteoglicanos
depolimerizando certos polissacarides acidicos, como a heparinase, a

heparitinase e a condroitinase (Linhardt et al, 1990).

1.5. Proteinas catibnicas

Proteinas catidnicas sdo produzidas no organismo principalmente por
leucéeitos ou plaquetas ativadas (Camussi et al, 1986), entretanto a fungéo
destas proteinas ainda nao esta bem definida.

Superficies carregadas negativamente de células circulantes como
plaquetas, neutrdfilos, eritrdcitos (Bangham et al, 1958), assim como de células
da parede de vasos sanguineos (Simionescu et al, 1981; Skutelsky et al, 1975)
podem interagir com substancias policatidnicas.

Eritrécitos podem ser agiutinados por substancias policatiénicas, mas no
por polimeros carregados negativamente ou neutros (Katchalsk et al 1959).
Estes autores demonstraram que a aglutinagado ndo ocorria somenie devido ao
carater basico destas substancias, mas também por causa de sua natureza
polimérica ja que seus respectivos mondmeros ndo eram capazes de aglutinar
eritrécitos.

Proteinas catidnicas liberadas de plaguetas aumentam a permeabilidade
glomerular e este efeito se deve a uma interagdo idnica entre sitios anidnicos do

glomeérulo e as proteinas, pois polidnions, como heparina, sdo capazes de inibir
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este aumente de permeabilidade tanto in vivo quanto in vitro (Camussi et al,
13886, Tetta et al, 1985).

Sulfato de protamina € capaz de induzir secrecdo enzimatica de neutréfilos
e este efeito também parece se dever ao contelddo catidnico desta substancia
(Efferink & Deierkauf, 1986). Polications sintéticos também s&o capazes de
fiberar histamina de mastocitos (Suzuki-Nishimura et al 1889; Ennis et al, 1980).

Poli-L-lisina e poli-L-arginina (poliaminoacidos basicos) sdo capazes de
causar aumento de permeabilidade vascular, dependente da concentragao e
peso molecular do poiication utilizado. Este efeito parece ocorrer basicamente
devido a uma interag@o eletrostatica entre determinadas proteinas anidnicas do
endotélio e o policétion, visto que o aumento de permeabilidade vascular era
marcadamente diminuido quando o polication era pré-incubade com um
polidnion como a heparina (Antunes et al, 1990).

Poli-L-arginina, quando injetada dentro da cavidade pleural ou dentro da
traquéia, induz pleurisia, caracterizada por grande e rapida formagio de
exudado juntamente com migracdo leucocitaria. A formagido de exudado foi
dependente do peso molecular do polication e inibida pelos pelidnions heparina
e sulfato de dermatan, demonstrando que este efeito foi dependente de
interacdes eletrostaticas (Santana et al, 1993).

Jenkins e colaboradores (1971) demonstraram que polilisina
(poliaminoacido basico) induz agregagado de plaguetas humanas em plasma ou
suspensas em tampao.

O mecanismo pelo qual polications induzem agregagéo e/ou aglutinagéo em
plaquetas ndo & bem conhecido, assim como seus possiveis receptores a nivel

da membrana plaquetaria. O objetivo desta tese € investigar estas interagdes.
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2. OBJETIVOS

1- Caracterizar farmacologicamente a ativagéo plaquetéria induzida pela
polilisina em plasma rico em plaquetas ou plaquetas lavadas humanas.
2- Verificar a influéncia dos sitios anidnicos na ativacdo plaquetaria

induzida pela polilisina.
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3. METODOS

3.1- Obtengdo do plasma rico em plaquetas

Sangue humano de voluntarios sadios que nédo receberam qualquer
medicagéo durante 10 dias anteriores ao experimento foi coletado em citrato tri-
sodico 3.8% (91 viv). O plasma rico em plaqguetas (PRP) foi obtido por
centrifugacéo do sangue total a 200 g em temperatura ambiente por 15 min. O
sangue remanescente foi novamente centrifugado a 2000 g a temperatura
ambiente por 15 min para obtencdo do plasma pobre em plaguetas (PPP). o
sangue do mesmo individuo nunca foi repetido para o mesmo protocolo

experimental.

3.2- Obtengéo de plaquetas lavadas

Ao PRP foi adicionado iloprost (0.8 uM) e o mesmo foi centrigugado a
800 g por 10 min. O sobrenadante foi desprezado e ao residuo plaquetario foi
adicionado soilugdo de Krebs-Ringer desprovida de calcio. O residuc
plaquetario foi cuidadosamente resuspenso na solugdo de Krebs-Ringer,
adicionando-se novamente iloprost (0.8 uM). Repetiu-se o mesmo processo
acima, adicionando-se ao final 1 mM de cloreto de calcio (Radomski &
Moncada, 1983). O nimero de plaquetas foi ajustado para 1.5 x 108 plaquetas

Im| através de contagem manual, utilizando-se camara de Neubauer.

3.3- Radioimunoensaio para TXA»

Os agentes agregantes usados (polilisina, ADP ou trombina) foram
adicionados ao PRP ou PL e, apds obtencdo de agregagdo maxima, a amostra
foi transferida imediatamente para Eppendorfs e centrifugadas (Centrifuge 5412,
Eppendorf Geratebau, Germany) por 3 min & temperatura ambiente. O

sobrenadante foi retirado e mantido em freezer (-202 C) até o momento da
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dosagem. Como controle da produgdo de TXAo, algumas amostras foram pré-
incubadas com indometacina (10 uM) por 20 min.

A concentragéo de TXAo foi analisada por radioimunoensaio (RIA)
através de seu produto de degradagéo, TXBo (Salmon, 1978).

Anti-soros provenientes de coelho foram diluidos (1:1000 - 1:2000) em
tampé&o Tris (50 mM, pH 7.4) contendo gelatina (0.1%) e azida sddica (NaNg;
0.1%). Aliquotas de 0.1 ml dos antisoros foram misturados com os padrées ou
amostras em tubos de ensaio (10 x 75 mm). O TXB5 marcado (3H) diluido em
tampao Tris-gelatina (0.1 ml contendo aproximadamente 10.000 dpm) foi
imediatamente adicionado e o velume total da reago completado para 0.4 mi
com tampao TRIS. O periodo de incubagdo foi de 18 - 48 h a 4% C. Para
remover o material n&o ligado da mistura, foi adicionado uma mistura de carvao
e dextran (0.2 ml de tamp&o contendo 4 mg de carvéo e 0.8 mg de dextran) a
cada tubo, sendo em seguida agitados por 10 segundos. Os tubos
permaneceram imersos em camada de gelo durante 10 min apds o qual foram
centrifugados a 2000 g durante 15 min em centrifuga refrigerada (Beckman). O
sobrenadante contendo o complexo antigeno-anticorpo foi coletado e a este foi
adicionado 4.5 ml do liquido de centilagéo (PPO 0.4 g + POPOP 4.0 g + Triton X
333 ml + tolueno qsp 1000 ml). A radicatividade foi determinada em um
espectofotometro de cintilagdo liquida (Beckman LS-150). A eficiéncia de

contagem foi confirmada usando-se um padréo externo.
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3.4- Purificacdo das enzimas provenientes da Flavobacterium
heparinum

As enzimas condroitinase AC, heparinase, heparitinase | e heparitinase |l
foram extraidas da bactéria Flavobacterium heparinum (ATCC 13125). Esta
bactéria foi cultivada em meio agar mais tripticase e depois foi transferida para
50 mi de um meio liquido, contendo glicose e bactopeptona por
aproximadamente 15 horas. Em seguida foi transferida para um fiquido de
inducdo contendo 150 mg/ml de heparina por 16 horas. O liquido foi
centrifugado a 4000 g por 20 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o
residuo foi ressuspenso em 10 mi de tampéo EDA, pH 7.0 2 0.1 M. Em seguida,
esta solugéo foi sonicada por 5 min. em puisos de 30 s/min. Durante todo o
processo a solugdo foi mantida em gelo. Apos sonicacdo a mistura foi
centrifugada a 100000 g por 60 min. No sobrenadante obtivemos o extrato
bruto das enzimas, o qual foi aplicado a uma coluna de DEAE-celulose (2 x 20
cm), previamente equilibrada com acetato de elileno diamida 0.1 M, pH 7.0.
Fragbes de 10 mi foram coletas com um fluxo de 20 mi/h. Estas fracGes foram
ensaidas com diferentes substratos (ver abaixo). As frages contendo atividade
enzimatica foram concentradas sob pressdo de dialise e nitrogénio e em
seguida foram aplicadas em coluna de Bio-Gel A-0.5m (4 x 135 cm),
previamente equilibrada com o mesmo tampdo. FragSes de 10 m! foram
coletadas e aliquotas destas fragdes foram ensaidas com diferentes substratos.
As fragbes contendo heparinase, heparitinase |, hepari.inase {| e condroitinase
AC foram concentradas sob presséo de dialise e nitrogénio e adicionadas em 2
ml de acetato de etileno diamida, pH 7.0 e aplicadas em coluna de carboximetil
celulose (1 x 10 cm). As enzimas foram eluidas da coluna com diferentes
molaridades (0.01-0.1 M) de acetato de etileno diamida, pH 7.0. O ensaio das

enzimas foi realizado conforme descrito a seguir. Aliquotas de 10 ul de enzima
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foram incubadas 24 h com 100 g de substrato em tampao de acetato de etileno
diamida, pH 7.0 com volume final de 20 ul. A mistura foi aplicada em papel
Whatman n® 1 e submetida a corrida cromatografica por 48 h, utilizando como
solvente o acido isobutirico, 1M NH3 (5/3, viv). Os produtos formados foram
detectados em lampada de UV e revelados com nitrato de prata ou azul de
toluidina. Alternativamente, os produtos insaturados foram quantificados por

espectofotometria a 230 nm em um tamp&o KCI-HCI 0.1 M, pH 2.0.

3.5- Preparo das amostras que foram submetidas a cromatografia

O material, contendo piasma rico em plaquetas ou plaquetas lavadas, foi
inicialmente centrifugado a 6000 g por 10 min e o sobrenadante foi submetido a
protedlise adicionando-se 1 mg/ml de maxatase, uma protease inespecifica, e
NaCl visando uma concentragéo final de 0.3 M. Esta mistura ficou sob agitacao
por 24 h a uma temperatura de 55 - 60° C. A seguir, foi adicionado 1 mi para
cada 5 ml de plasma de resina amberlite Ira 800 e, novamente, deixado sob
agitagao por 24 h a 55 - 609 C. A resina foi entdo colocada em uma pequena
coluna e lavada com agua quente para retirar qualquer substancia que tenha
feito uma ligagcdo inespecifica com a mesma. Esta coluna foi eluida com 3
volumes de NaCl 2 M e o eluato foi filtrado em milipore LGC. Os
glicosaminoglicanos retidos sobre a malha foram ressuspensos em 200 ul de
agua e depois secados a vacuo. O residuo foi novamente ressuspenso em 30 ui

de agua e submetidos a eletroforese em gel de agarose.
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3.6- Eletroforese em gel de agarose

Os compostos foram aplicados em ldminas de gel de agarose de 7.5 x
5.0 x 0.2 cm (agarose 0.55%), em tamp&o PDA, 0.05M, pH 9.0 e, submetidos a
corrida eletroforética a 5 vicm durante 1 h sob refrigeragdo a 40 C. Nestas
condigbes os glicosamincglicancs migram em direcdo ao polo positivo e séo
discriminados por ordem decrescente de mabilidade eletroforética o sulfato de
condroitina, o sulfato de dermatan e o sulfato de heparan.

Apds a migragdo eletroforética em cada sistema, os compostos foram
precipitados com CETAVLON 0.1% por um intervalo de tempo minimo de 2 h. A
seguir, o gel foi seco sob uma corrente de ar quente e corado com azul de
toluidina 0.1%, preparado com acido aceético 1% e etanol 50%. A seguir, os géis
foram mantidos a temperatura ambiente e depois de secos foi feita
densitometria a 525 nm para a quantificagao dos compaostos. Para o calculo das
concentragbes dos polissacarideos foram usados padrées de cada classe de

glicosaminoglicanos. O erro do método € de ordem de 5%.

3.7- Agregagéo plaguetaria

A agregacao foi monitorada utilizando-se um agregdbmetro de canal
simples (Chrono-Log Corporation, Haverton, PA) ou um agregdmetro de dois
canais (Payton Scientific Instruments, Inc., Buffalo, NY). Os aparelhos foram
calibrados para 0% (usando PRP ou PL) e 100% (usando PP ou solugdo de
Krebs).

Em todos os experimentos foram adicionados 10 ul de solugdo de
polication, ADP ou trombina a 500 pl de PRP ou plaquetas lavadas e a
agregacdo monitorada por pelo menos 5 min. ADP (10 uM) e trombina (200

mU/ml) foram usados como controles em PRP e PL, respectivamente.
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Os inibidores utilizados foram adicionados de 3 - 20 min antes da adigdo
do agente agregante e, em alguns experimentos, apés a obtencdo da
agregagao maxima.,

Para a verificagdo de sinergismo entre poiilisina e outros agonistas (ADP,
colageno e adrenalina) foram inicialmente construidas curvas dose-resposta
com poli-D-lisina (105.8 kD) para se obter a dose sub-agregante do polication.
Apos administracdo da dose sub-agregante do polication foram adicionadas
doses crescentes de ADP, coldgeno ou adrenalina. Esta curva foi comparada
em um mesmo experimento com curvas dose-resposta de ADP, colageno e
adrenalina na auséncia de polilisina.

Nos experimentos para determinar o efeito do tempo de estocagem das
plaquetas em resposta & agregagéo induzida pela polilisina, ADP, adrenalina,
PAF e coldgeno, o PRP foi estocado em tubos de plastico a temperatura

ambiente e testado durante 24 h.

3.8. Analise estatistica dos dados
Os dados foram analisados pelo teste t de Student pareado. p<0.05 foi

considerado estatisticamente significante.
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4. RESULTADOS

4.1- Plasma rico em plaquetas (PRP)

4.1.1. Efeito de poliaminodcidos catidnicos e aniénicos

O poliamincacido catiénico poli-L-lisina com pesos moleculares que
variaram de 2 a 289 kD induziu agregacao plaquetéria em PRP dependente da
concentragdo e peso molecular (fig 1). lgualmente, o enantidbmero dextrogero,
poli-D-lisina (26.5 - 105 kD) induziu agregacao plaquetaria de magnitude similar
a forma L (fig. 2), caracterizando-se também por apresentar agregacéo
dependente da dose e do peso molecular (fig. 3). O perfil de agregacdo de
ambos poli-L-lisina e poli-D-lisina, no que diz respeito a presenga de “"shape
change", tempo de laténcia para desencadeamento da agregacao e agregacéo
maxima foi semelhante aquele apresentado pelo ADP (fig 4).

0O acido poli-L-glutdmico (10.6, 46.2 e 74 kD) e o acido poli-L-aspartico
(28.8 kD), em concentragcdes de 10.8 - 75.5 1M, n=3, ndo foram capazes de

induzir agregacao em PRP.

4.1.2. Participagdo do TXA» na agregagéo induzida por polilisina

A contribuicdo do TXA, sobre a agregacao plaquetaria induzida pela
polilisina foi investigada medindo-se o0s niveis de TXAo e tratando-se o PRP
com indometacina (inibidor de cicloxigenase). Conforme mostrado na tabela 1,
verificamos que a agregacdo maxima induzida por poli-D-lisina (105 kD, 1.9
1M), poli-L-lisina (26.5 kD, 7.6 uM) e ADP (10 uM) foi acompanhada por uma
substancial producdo de TXA2 quando comparado aos niveis basais na
auséncia de estimuio agregante.

A pre-incubagdo (20 min) do PRP com indometacina (10 uM) reduziu
marcadamente os niveis de TXAp, mas nio alterou de forma significativa a

resposta agregante dos trés agentes estudados (fig, 5, tabela 1).
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4.1.3. Envolvimento de receptores de ADP, adrenalina, PAF e coldgeno

O ATP e adenosina foram utilizados neste trabalho como arntagonistas de
receptores de ADP do tipo P e Py, respectivamente. Ambos ATP (1 - 30 uM) e
adenosina (0.1 puM - 3 mM) inibiram a agregac&o induzida pelo ADP de forma
dose-dependente (fig 6 e 7). Entretanto, adenosina e ATP, mesmo em
concentragbes maximas 3 e 0.3 mM, respectivamente, ndo interferiram com a
agregacgéo induzida pela poli-L-lisina.

A figura 8 mostra que a yohimbina (antagenista de receptores alfa 2), na
concentragdo de 1 UM inibiu sinificantemente a agregacéo plaquetaria induzida
por adrenalina {10 uM), entretanto concentragbes 300 vezes maiores nao
afetaram a agregagéo induzida por poli-L-lisina 122 kD (0.8 uM).

A pré-incubagdo do PRP com WEB 2086 {antagonista de PAF), na
concentragao de 1 UM aboliu a agregag&o induzida por PAF (1 uM). WEB 2086
(100 uM) néo afetou a agregagio induzida por paii-L-lisina 122 kD (0.8 uM, fig.
9).

O anticorpo 6F+ (especifico para GplA), quando pré-incubado por 3 min
ao PRP a uma concentragdo de 10 pg/ml aboliu a agregacao induzida por
colageno (20 pg/ml). O mesmo anticorpo (30 pug /ml) ndo modificou a resposta

agregante de poli-L-lisina 84 kD (2.4 uM, resultado nao mostrado).
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4.1.4. Elevagdo dos niveis intraplaquetérios de AMPc e GMP¢

O efeito dos niveis elevados de GMPc e AMPc scobre a agregacao
plaquetaria induzida por polilisina foi rotineiramente investigado utilizando
substancias que sabidamente estimulam a guanilato ciclase (nitroprussiato de
sodio) e a adenilato ciclase (prostaciciina).

A incubacdo do PRP por 3 min. com nitroprussiato de sédio {30-3000
KM) inibiu de forma dependente a agregacéo induzida por poli-L-lisina (98 kD
0,2 uM) e ADP (10 uM), conforme ilustrado na figura 10. Entretanto, em termos
de EDsg (dose necesséria do SNP para inibir 50% da agregagdo maxima),
verificamos que o SNP foi mais efetivo em inibir a resposta agregante do ADP
(EDsp= 4.97 uM) do que a polilisina (EDgp = 489 uM). O efeito inibitdrio do
SNP foi dependente do tempo de pré-incubacio, sendo necessarios 3 min para
se obter a inibig&o maxima (n&o mostrado).

Resultados semelhantes foram obtidos com o iloprost (analogo estavel da
prostaciclina). Em concentragées de 0.6 nM - 30 nM e periodos de incubacéo de
3 min., o iloprost inibiu a agregag&o produzida peta poli-L-lisina (9B KD, 2 pM) e
ADP (10 uM). Verificamos também que o iloprost foi mais eficaz em inibir
agregacédo induzida pelo ADP (ED5g= 0.72 nM) do que pela poli-L-lisina (EDgg=
6.89 nM) (fig. 11).

4.1.5. Efeito do tempo de estocagem na agregagéo induzida por paolilisina
A figura 12 mostra o efeito agregante do ADP e pulilisina usando-se PRP
mantide a temperatura ambiente por periodos de 2 a 24 h. Podemos observar
que apos 24 h a agregagdo induzida pelo ADP {10 uM) foi significantemente
reduzida (21 + 7%, n=11). Entretanto, as respostas agregantes induzidas por
poli-D-lisina 105.8 kD (1.9 uM, n=3)}, poli-L-lisina 122 kD (1.6 uM, n=3) e poli-L-

lisina 289 kD (0.7 uM,n=3) nao foram significativamente alteradas. Adrenalina
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(10 pM, n=3}, PAF (1 uM, n=3) e coldgeno (10 pg/ml, n=3) nao induziram

agregacao apos 24 h de estocagem do plasma (fig. 13).

4.1.6. Sinergismo entre polilisina e outros agentes agregantes

Com o objetivo de verificar a existéncia de sinergismo entre polilisina e
outros agentes agregantes (ADP, adrenalina e colageno), incubou-se o PRP
com doses crescentes de ADP (0.1 - 10 uM), adrenalina (0.1 - 30 uM) e
colageno (0.1 -30 ug/ml), na auséncia ou na presenga de doses sub agregantes
do polication (60 - 500 nM). Verificou-se que as DEsp do ADP, adrenalina e
colageno foram diminuidas quando em presenca da poli-D-lisina, sendo que

esta diminuicao foi mais evidente com colageno (tabela 2).

4.1.7. Envolvimento de proteoglicanos na interaragdo entre polilisina e
plaguetas

A agregagéo induzida por poli-L-lisina 87.4 kD (0.2 - 0.8 M) foi inibida
de forma dose-dependente pela condroitinase AC {4 pU/ml - 400 pU/ml; enzima
responsavel pela degradagéo do sulfato de condroitina). Condroitinase AC, nas
mesmas concentragbes produziu pequena inibicdo da agregacgao plaquetdria
induzida pelo ADP (figura 14). A pré-incubacao por 3 min do PRP com 400
pU/ml de condroitinase AC aumentou significativamente o tempo de laténcia
para o desencadeamento da agregagdo méxima induzida por poli-L-lisina (175 +
35 e 300 + 33s, na auséncia e na presenga de condroitinase AC,
respectivamente, n=5, p<0.05). A agregacdo induzida pelo ADP nao foi
significativamente alterada (225 + 10s e 276 + 32s, na auséncia e na presenca
de condroitinase AC, respectivamente, n=4).

Heparitinase | e Il (enzimas responsaveis pela degradacgao do sulfato de

heparan e heparina) e heparinase (enzima responsavel pela degradacgao de
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heparina), em concentragdes similares as da condroitinase AC, quando pré-
incubadas ac PRP por um periodo de 3 ou 30 min, ndo afetaram a agregacéo
plaquetaria induzida por poli-L-lisina (122 kD). As enzimas acima, nas mesmas
concentragbes e tempos de incubacio, também nado afetaram a agregacao
induzida por ADP.

A figura 15 mostra uma cromatografia que traz o perfil do 4-sulfato de
condroitina em PRP quando as plaquetas foram estimuladas com poli-D-lisina
{(75.7 kD), na presenga ou na auséncia de condroitinase AC (26 pU/mi).
Inicialmente notou-se que o sulfato de condroitina estava presente em ambos
PPP (linha 1) e PRP (linha 2), sendo que neste dltimo encontrou-se em
concentragao muitc mais elevada (0.3 mg/ml e 3.48 mg/ml, respectivamente). A
incubagdo de PRP com condroitinase AC por 3 min causou uma reducdo da
quantidade de sulfato de condroitina (linha 3, 2.4 mg/ml). A incubagao do PRP
com palilisina provocou o desaparecimento do sulfato de condroitina (linha 4,
0.3 mg/ml), provavelmente devido a formagdo de um complexo polilisina/sulfato
de condroitina e consequente precipitacdo durante a centrifugagéo. A incubacéo
da condroitinase AC previamente a adigdo de polilisina causou resultado
semelhante (linha 5, 0.24 mg/ml). A linha 6 mostra uma mistura de sulfato de

condroitina, heparan e dermatan.

4.2. Plaquetas Lavadas (PL)

4.2.1. Efeito de poliaminodcidos catiénicos e anibnicos

Em plaquetas lavadas a polilisina também induziu um efeito dependente
da dose e do peso molecular deste poliaminoacido (fig. 16). Entretanto, a
polisina foi significantemente mais potente em PL do que em PRP (fig. 17). O
perfil do efeito da polilisina foi diferente do perfil de agregacio induzida por

trombina. Com a polilisina ndo verificamos a presenca de "shape change”, o



16

efeito observado foi imediato apds a adigdo do poliaminoacido e a resposta
maxima foi menor que aquela apresentada por trombina (fig. 18). O Acido poli-L-
glutamico (10.6, 46.2 e 74 kD) e o &cido poli-L-aspértico (28.8 kD) em
concentragdes que variaram de 10.8 - 75.5 uM (n=3) ndo foram capazes de

induzir agregacdo em PL.

4.2.2. TXA2 ndo participa do efeito induzido por polilisina

Em condigbes onde a poli-D-lisina (105.8 kD, 1.9 uM) e poli-L-lisina (26.5
kD, 7.6 uM) produziram efeito maximo de 66.1 + 1.5% (n=3) e 61.2 + 2.7%
{n=3), respectivamente, verificamos a auséncia de produgdo de TXAr. A
incubag@o prévia (20 min) das PL com indometacina (10 uM) também ndo
modificou as respostas induzidas pelos policétions acima (tabela 3). Utilizando a
trombina (200 mU/ml} como agente agregante controle em PL, verificamos que o
tratamento com indometacina inibiu marcadamente a produgdo de tromboxano

Ao e inibiu apenas 22.6 + 11% o efeito plaquetario (tabela 3).

4.2.3. Q efeito de polilisina independe de célcio

A pre-incubag&o de PL em meio desprovido de calcio na auséncia ou na
presenca de EDTA (3 mM) nae alterou o efeito induzido por poli-L-lisina 289 kD
(1.4 uM), mas aboliu a agregagdo induzida por trombina 200 mU/ml (fig. 19).

4.2.4. Polianions inibem o efeito de polilisina

O efeito induzido por poli-L-lisina 26.5 kD (7.6 uM) em PL foi inibido de
maneira dose-dependente pela pré-incubagdo por 3 min com o acido poli-L-
glutéamico (fig. 20). Adicionando-se acido poli-L-giutdmico (46.2 kD) apods
obtengao do efeito maximo por poli-L-lisina (26.5 kD, 7.6 uM), observamos uma

inibicdo também de maneira dose-dependente (fig. 21).
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4.2.5. Elevagdo dos niveis intraplaquetérios de AMPc e GMPc

A pré-incubagdo das PL com iloprost (200 ng/ml) por 3 min aboliu a
agregagao induzida por trombina 200 mU/ml enquanto 5.3 uM de iloprost nao
afetou o efeito induzido por poli-D-lisina 105.8 kD (1.9 uM, n=3) (n3o mostrado).
Igualmente, SNP (6 mM) inibiu completamente o efeito induzido por trombina
200 mU/ml, enquanto 30 mM de SNP inibiram apenas 26,7 + 1.7% o efeito
induzido por poli-D-lisina 105.8 kD (1.9 uM, n=3) {fig. 22).

4.2.6. O papel de proteoglicanos no efeito de polilisina

Condroitinase AC (400 pU/ml, n=3), heparinase (100 pulimt, n=3),
heparitinase | (100 nU/ml, n=3) e heparitinase Il (100 uU/ml, n=3) quando pre-
incubadas a PL por 3 min néo afetaram o efeito de polilisina. As enzimas acima,
nas mesmas concentracées e tempo de incubacdo, também ndo afetaram a

agregacgéo induzida por trombina (100 mU/ml).



38

100 1

80 4

% AGREGAGCAO

60 A

40 -

20 1

0.001 0.01 0.1 1 10 [[*]9] 1000

Fig. 1 - Agregacao plaquetaria induzida pela poii-L-lisina em PRP & dependente
da concentrago e diretamente proporcional ao peso molecutar deste polication.
Os circulos abertos representam a poli-L-lisina 289 kD, os trianguios fechados
representam a poli-L-lisina 98 kD, os triangulos fechados representam a poli-L-
iisina 26.5 kD e os circulos fechados representam a poli-L-lisina 2 kD. Cada
ponic da curva representa a média de 3-5 experimentos. As barras verticais

representam o erro padrdo das médias.
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Fig 2 - A agregacéo plagustaria preduzida por poliiisina (2, 26.5, 52.5, 64, §8,
105.8 e 289 kD) em PRP ¢ dependente de seu peso moiecular e suas formas
enantiomeras s&o equipotentes. Os circutos fechados correspondem a forma L,

circulos abertos correspondem a forma D e o quadrado aberto corresponde a

forma DL.
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Fig. 3 - Agregacéo plaquetaria induzida por poli-D-lisina e poli-DL-lisina em PRP
€ dependente da concentracdo e diretamente proporcional ac pesoc moiecular
do polication. Os circulos abertos representam a poli-D-lisina 105 kD, os
triangulos fechados representam a poli-DL-lisina lisina 64 kD, os trigngulos
abertos representam a poli-D-lisina 52 kD e os circlos fechados representam a
poli-D-lisina 26.5 kD. Cada ponto da curva representa a media de 4-7

experimentos. As barras verticais representam o erro padrao das médias.

100
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Fig. 4 - Comparacgéo do perfil de agregacao de ADP e polilisina.
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POLI-D-LIS 105.8 kD
{19 uM)

+ INDO (10 uM)

CONTROLE

Fig 5 - A pré-incubagao do PRP com 10 uM de Indo por 20 min ndo afetou a
agregacao induzida por poli-D-lisina 105,8 kD (1.9 uM, n=3).
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Fig 6 - ATP n&o inibe a agregacao induzida por poli-L-lisina 87.4 kD {2.3 uM)
em PRP. O tempo de pré-incubagao do ATP ac PRP foi de 3 min. Os circulos
abertos e fechados representam, respectivamente, as respostas ac ADP e

polilisina. As barras verticais representam o erro padrio das médias (n=4).
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Fig 7 - Adenosina ndc inibe a agregagéo induzida por poti-L-lisina 122 kD (0.8
uM) em PRP. O tempo de pré-incubagio da adenosina foi de 3 min. Os circulos
abertos e fechados representam, respectivamente, as respostas aoc ADP e

polilisina. As barras verticais representam o erro padrao das médias (n=3).

N
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ADRENALINA POLI-L-LIS 122 kD
{10 uM ) {08 uM)

+ YOHIMBINA (1 pM)

*+ YOHIMBINA (300 M)

CONTROLE CONTROLE

Fig 8 - Auséncia de efeito de yohimbina na agregacéo plaquetaria induzida pela
polilisina. Os tragados mostram que a yohimbina (incubadalbor 3 min no PRP na
concentracéo de 1 M) aboliu a agregacgao induzida pela adrenatina (painel A).
Quando incubada (3 min) em uma concentracdo de 300 pM, a yohimbina nao
alterou a resposta agregante induzida pela polilisina (painel B). Os tragados

mostrados acima sdo representativos de 3 experimentos realizados.
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+ WEB {1 pM)

+ WEB ( 100 um)
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Fig 9 - Auséncia de efeito do WEB 2086 na agregacao piaguetaria induzida peia
polisina. Os tragados mostram que ¢ WEB 2086 (incubado por 3 min nc PRP
em uma concentragdo de 1 uM) aboliu a agregacao induzida peio PAF (painel
A}. Quando incubada (3 min) em uma concentragado de 100 uM, o WEB 2086
nao alterou a resposta agregante induzida pela polilisina (pinel B). Os tragados

mostrados acima s&o representativos de 3 experimentos realizados.
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Fig. 10 - SNP inibe de maneira dose-dependente a agregacdo plaquetdria
induzida pela poii-L-lisina (98 kD, 2 LM) e pelo ADP (10 uM) em PRP. O tempo
de pré-incubagdo do SNP foi de 3 min. Os circulos abertos e fechados
representam, respectivamente, as respostas ac ADP e polilisina. As barras

verticais representam o erro padréo das médias {n= 5-6).
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Fig. 11 - lloprost inibe de forma dose-dependente a agregacao plaquetéria
induzida pela poli-L-lisina (98 kD, 2 utM) e ADP (10 1M) em PRP. O tempo de
pré-incubag&o do iloprost foi de 3 min. Os circulos abertos e fechados
representam, respectivamente, as respostas ao ADP e polilisina. As barras

verticais representam o erro padrdo das médias (n=5-6).
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Fig 12 - A agregag¢&o induzida por ADP (10 uM) em PRP 24 h apds a coleta do
sangue € bastante diminuida, enquanto a agregagao induzida por poli-D-lisina
105.8 kD (1.9 uM), poli-L-lisina 122 kD (1.6 uM) e poli-L-lisina 289 kD (0.7 uM)
& mantida. Circulos fechados representam o ADP, circulos abertos representam
poli-D-lisina 105.8 kD, quadrados abertos representam a poli-L-lisina 122 kD e
os quadrados fechados representam a poli-L-lisina 289 kD. As barras verticais

representam o erro padréo das médias (n=3-11).
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Fig 13 - Plaquetas 24 h ap6s a coleta do sangue néo sdo agregadas por ADP
(10 uM), colageno (10 pg/ml), adrenalina (10 LM) e PAF (1 uM). Em A temos
plaguetas 2 h apds coleta do sangue, em B temos plaquetas 4 h apos coleta,
em C temos plaguetas 8 h apds coleta e em D temos plaquetas 24 h apos
coleta. Os tragados mostrados acima s&o representativos de 3-11 experimentos

realizados.
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Fig 14 - Condroitinase AC inibe a agregagéo induzida por poli-L-lisina 87.4 kD
(0.2 - 0.8 uM) em PRP. O tempo de pré-incubagéo da condroitinase AC ao PRP
foi de 3 min. Os circulos abertos e fechados representam, respectivamente, as
respostas do ADP e polilisina. As barras verticais representam o erro padrao

das meédias (n=4).
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Fig. 15 - Perfil da eletroforese do 4-sulfato de condroitina em PRP quando as

plaguetas foram estimuladas com poli-D-lisina (75.7 kD), na presenca ou na
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Fig. 16 - O efeito induzido por polilisina em PL & dependente da concentracao e
diretamente proparcional ao peso molecular do pelication. Os circulos abertos
representam a poli-L-lisina 289 kD, os circulos fechados representam a poli-D-
lisina 105.8 kD e os quadrados abertos representam a poli-L-lisina 26.5 kD.
Cada ponto da curva representa a meédia de 4-7 experimentos. As barras

verticais representam o erro padréo das médias.
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Fig. 17 - As plaquetas lavadas sao mais sensiveis a polilisina do que o plasma
rico em plaquetas. Os tridnguios fechados representam a poli-L-lisina 289 kD
em PRP engquanto os trianguios abertos representam o poilication de mesmo
peso molecular em PL. Os circulos fechados representam a poli-L-lisina 26. 5
kD em PRP enquanto os circulos abertos representam o polication de mesmo

peso molecular em PL. As barras verticais representam o erro padrdo das

médias (n=3-4).



TROMBINA (200 mU/ml) POLI-L-LIS 122 kD
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Fig 18 - Perfit do efeito de polilisina e trombina em PL
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TROMBINA (200 mU/ml) POLI-L-LISINA 289 kD

4 (14 um)

-Ca", +EDTA (3uM)

~Cd*!, +EDTA (3uM)
+Ca*?
+Ca++
o -Ca* -EDTA
-Ca"’, -EDTA

Fig. 19 - A importancia do calcio no efeito plaquetario induzido pela poli-L-lisina
289 kD (1.4 uM) e trombina (200 mU/ml) em plaguetas lavadas humanas. As
plaquetas foram suspensas em solugdo de Krebs desprovida de célcio (-Ca*2, -
EDTA), ou solugdo de Krebs desprovida de calcio na presenca de EDTA (Cat2,
EDTA 3 mM). O tempo de incubacao foi de 3 min. Os tragados mostrados acima

séo representativos de 3 experimentos realizados.
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Fig. 20 - A pré-incubacéo do Acido poli-L-giutamico (46.2 kD) a PL inibe de
forma dose-dependente o efsito induzido pela poli-L-lisina 26.5 kD (7.6 m).

Cada ponto da curva representa a média de 3 experimentos.



58

POLI-L-LISINA 26.5 kD
- (7.6 uM)

S 3
ACIDO POLI-L-GLUTAMICO 46.2 kD

( 8.6 UM)

Fig. 21 - Com a adigéo do &cido poli-L-glutdmico 46.2 kD (8.6 uM) as plaquetas
lavadas apos obtencdo de efeito maximo induzido por poli-L-lisina 26.5 kD (7.6
LM) observamos uma inibigdo total deste efeitc. O tragado mostrado acima &

representativo de 3 experimentos realizados.



TABELA 1. PRODUGAO DE TROMBOXANO A DURANTE AGREGAGCAOQ
PLAQUETARIA INDUZIDA POR POLI-L-LISINA (26.5 kD) E POLI-D-LISINA
(105.8 kD) EM PRP

Condigdes Tromboxano Ap n
{(ng/ml)
Basal 1.6+07 6
ADP (10 uM) 81.4+226 6
Poli-L-lisina 26.5 kD (7.6 1iM) 123.0+15.8 3
Poli-D-lisina 105.8 kD (1.9 LM) 505.0+1468 3
ADP +Indometacina (10 [{M) 0.5+02 6
Poli-L-lisina 26.5 kD + Indometacina 0.4+0.04 3
Poli-D-lisina 105.8 kD + Indometacina 09+02 3
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TABELA 2. EFEITO SINERGICO DA POLI-D-LISINA (105 kD) NA
AGREGAGCAO PLAQUETARIA INDUZIDA POR COLAGENO, ADRENALINA E

ADP
Agonista EDsgg n
ADP 1.8+ 1.0 uM 4
ADP + poli-D-lisina 1.1+0.4 pM 4
Adrenalina 25+1.0 uM 4
Adrenalina + poli-D-lisina 1.1+ 0.2 puM 4
Colageno 3.8+ 1.3 ug/mi 6
Colageno + poli-D-lisina 1.7 + 0.5* ug/mi 6

*, p<0.05 quando comparado com o valor correspondente



TABELA 3. POLI-L-LISINA (26.5 kD) E POLI-D-LISINA (105.8 kD} NAO

PRODUZEM TROMBOXANO A EM PL

Condigdes

Basal
Trombina (200 mU/mi)

Poli-L-lisina 26.5 kD (7.6 M)
Poli-D-lisina 105.8 kD (1.9 LLM)

Trombina + Indometacina (10 [1M)
Poli-L-lisina 26.5kD + Indometacina
Poli-D-lisina 105.8 kD +Indometacina

Tromboxano A
(ng/ml)

1.7 +0.3
87.8 +24.5
12.1 + 3.0

3.0+0.7
35+20

1.3+0.2
0.6 +0.2

=

WW g W WO

61
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5. DISCUSSAQ

5. 1. Plasma rico em plaquetas

Polications sdo capazes de desencadear agregacdo plaquetaria em
plasma (Jenkins et al, 1971; Massini & Luscher, 1972: Massini et al, 1974,
Guccicne et al, 1976). Nossos resultados demonstraram claramente que a
agregagéo induzida por polilisina em plasma rico em plaguetas foi dependente
do peso molecular do policdtion, mas ndo de sua forma enatidmera. Estes
resultados s&o contrastantes com os resultados obtidos por Massini e
colaboradores (1974), provavelmente por estes autores ndo terem levado em
considerag@o a massa do policétion testado. Poliaminoacidos acidicos (4cido
poliglutamico e acido poliaspartico) ndo induziram agregacdo em PRP. Estas
evidéncias indicam a importancia do contetido catiénico para que ocorra tai
fendmeno.

A semelhanca da prostaglandina PGE4 (Guccione et al, 1978), o lloprost
e SNP também foram capazes de inibir a agregagéo induzida por polilisina em
PRP, evidenciando que o efeito deste policdtion em PRP & uma agregacao, ja
gue € uma resposta modulada pelos segundos mensageiros AMPc e GMPe.

Para reforgar esta hipdtese, verificamos que palilisina também induziu a
liberagéo de TXAs, mostrando que a interagdo deste poliaminoacido com a
plaqueta leva a uma ativagdo metabdlica. Apesar de polilisina ser capaz de
liberar TXAo, assim como trombina (Smith & Willis, 1971) e PAF {Chignard et al,
1980), este metabdlito da cicloxigenase ndo foi essencial para induzir
agregacao, ja que a indometacina nao interferiu com a agregag&o induzida pela
polilisina. Estes resultados sdo contrarios agueles demonstrados por Guccione
e colaboradores (1976) onde o acido acetilsalicilico, outro inibidor da
cicloxigenase, foi capaz de inibir a agregagéo induzida por polilisina. Apesar da

agregacao de polilisina ser independente de TXAp, esta habilidade de libera-lo
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pode amplificar a resposta de outros agentes agregantes, o que pode explicar o
sinergismo verificado entre ADP, adrenalina e, principalmente, colageno e
concentragdes subagregantes de polilisina. E interessante notar que a
agregagda plaquetaria induzida pelo colageno é grandemente dependente de
TXA2 (Charo et al, 1977).

As substancias capazes de induzir agregacdo plaquetaria ligam-se
primeiramente a um sitioc especifico da membrana, causando ativacéo
metabdlica da plaqueta. Assim, é pertinente acreditarmos que a polilisina atue
em um sitio especifico capaz de desencadear a agregacio plagquetaria.

Os resultados mostrando que polilisina foi capaz de agregar plaguetas
em plasma apds 24 h de estocagem, contrariamente a outros agonistas como
ADP, PAF, adrenalina e colageno, demonstram que dificimente a palilisina
agrega plaquetas em piasma por interagdo com os mesmos sitios da membrana
plaquetaria de ligag&o dos agonistas acima. Confirmando esta hipdtese, temos
que a adenosina, antagonista de receptores purinérgicos do tipo P¢ para ADP,
assim como o ATP, antagonista de receptores purinérgicos do tipo Po para ADP
(Gordon, 1986), néo inibiram a agregagdo induzida por polilisina. Da mesma
forma receptores de PAF e adrenalina também n3o estdo envolvidos na
agregacao induzida por polilisina, pois WEB 2086 e yohimbina, antagonistas de
PAF e adrenalina, respectivamente, nio inibiram a agregacéo induzida por este
polication. Com relagéo ao colageno, sabe-se que esta substancia atua em
sitios ndo-especificos capazes de mediar a sua atividaca agregante (Santoro &
Cunningham, 1977). Estes sitios sdo representados principalmente pelas
glicoproteinas Gp la (Santoro, 1986) e Gp IV (Tandon et al, 1989). Nossos
resultados mostram, através do uso do anticorpo 6F1, que a glicoproteina Gp la

também nao € um sitio importante para a ligagao de polilisina a plaqueta.
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O efeito induzido per polilisina em PRP apos 24 h de estocagem trata-se
realmente de agregacéo pois esta foi acompanhada de liberagéo de TXA5 e foi
inibida por SNP e ILO. Este fato demonstra que, contrariamente aos receptores
dos outros agonistas, este receptor para polilisina em plaquetas é muito estavel.

Heparinase (degrada heparina), heparitinase | (degrada o sulfato de
heparan) e heparitinase |l (degrada o sulfato de heparan e a heparina) nao
modificaram a agregagado induzida por polilisina em PRP, mostrando que estes
proteoglicanos provavelmente ndo atuam como um "receptor” para a polilisina
em plaquetas. Por outro lado, a condroitinase AC (degrada sulfato de
condroitina) foi capaz de inibir significantemente a agregacao induzida por
polilisina em PRP. Este resultado mostra que o sulfato de condroitina & um sito
importante na interagdo polilisina-piaqueta. E interessante notar que este
proteoglicano € responsdvel por 90% da quantidade de proteoglicanos
presentes na membrana plaquetaria (Nader, 1991). Entretanto, a agregacio
induzida pela polilisina n4o foi abolida mesmo com concentragGes elevadas de
condroitinase AC, indicando que, a exemplo do colageno (Santoro &
Cunningham, 1977), este polication deve interagir com outros sitos na
membrana plaquetaria, além do sulfato de condroitina.

A demonstracao através da eletroforese da degracdo do sulfato de
condroitina em PRP da atividade da condroitinase AC reforca a hipdtese que a
inibicdo da agregagado induzida pela polilisina deveu-se & remocéo de sulfato de
condroitina presente na membrana plaquetaria. O fato de concentragfes muito
baixas de condroitinase AC inibirem a agregacdo induzida por polilisina nos
leva a crer que o sulfato de condroitina tenha grande importéncia bioldgica na
modulagdo da resposta plaquetaria a este polication. O achado que a

condroitinase AC inibe cerca de 20% da agregacéo induzida pelo ADP indica
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que o sulfato de condroitina possa apresentar papel importante na modulacéo

da atividade plaquetaria por outros agonistas.

5.2. Plaquetas lavadas

Foi demonstrado que polilisina agrega plaguetas suspensas em Tyrode
contendo gefatina ou albumina por formar pontes entre as pltaquetas devido as
suas cargas positivas (Guccione et al, 1976).

Nossos resultados demonstraram que o efeito induzido por polilisina em
plaquetas lavadas também foi dependente do pesc molecular do
poliaminodcido, porém as concentragdes utilizadas neste meio foram de 10 a
100 vezes menores que as utilizadas em PRP, provavelmente porque neste
meio a polilisina pode interagir com proteinas aniénicas do plasma, diminuindo
assim a concentragao ativa de polilisina para desencadear a agregacao.

O efeito de polilisina em PL néo foi acompanhado de liberagdo de TXAp
e também néo foi afetade por EDTA. Estas evidéncias demonstram claramente
que 0 efeito apresentado por polilisina em PL ndo é uma agregacao, mas sim
uma aglutinag@o, que é definida como um fenédmeno onde nio ha participacdo
ativa do metabolismo plaquetério e nem é dependente de calcio (Marco et al,
1977).

Guccione e colaboradores (1976) observaram que a heparina é capaz de
inibir o efeito induzido pela polilisina em PL. Isto nao & surpreendente, ja que a
interacdo polication-plagueta parece ser mediada por forca eletrostatica.
Nossos resultados mostraram que tanto a heparina (poli&nion contendo grupos
S04~ e COO") como o &cido poliglutdmico (polidnion desprovido dos grupos
SQy4) inibiram o efeito induzido pela polilisina. Isto indica que grupamentos
negativos na molécula do polidnion, independente de sua natureza, sio

capazes de interagir com polications. Assim, grupos aniénicos estariam
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neutralizando os polications e, portanto, diminuindo a capacidade destes em
causar seu efeito. Este resultado mais uma vez confirma que o efeito de
polilisina em PL trata-se apenas de uma interagéo entre o polication e a
plaqueta e ndo de uma ativagdo, pois o polidnion consegue inibir este efsito
tanto quando adicionado antes do polication ou apds o polication ter induzido
seu efeito em PL,

Em plaguetas lavadas o efeito de polilisina ndo foi afetado por llo. O
SNP, em concentragdes 30 vezes maiores que aguelas utilizadas para inibir a
agregacao induzida pela polilisina em PRP, foi capaz de inibir parcialmente o
efeito de potilisina em PL. Considerando-se o fato do GMPc ter papel
fundamental na ades&o plaquetaria (Radomski et al, 1987; Sneddon & Vane,
1988), e possivel que estes resultados indiquem uma participagdo do GMPc na
modulagao de sitios anidnicos responsaveis peia aglutinagdo causada pela
polisina. Heparinase, heparitinase |, heparitinase |l e condroitinase AC n&o
modificaram o efeito induzido por polilisina em PL, mostrande que estes
proteoglicanos ndo s&o sitios anidnicos importantes para este poliaminoacido se
ligar as plaquetas. Visto que a membrana plaquetaria possuem outros sitios
anidnicos, tais como o acido sidlico (Bosmann, 1972), é possivel que em
plaguetas lavadas a polilisina interaja principaimente com este sitio.
Alternativamente, glicoproteinas tais como Gplb, Gp lIb/illa, GpV (Hagen et al,
1976, Lawer et al, 1978), s&o responsaveis pelos outros sitios anidnicos da
membrana plaquetaria.

E importante notar que enzimas que degradam o sulfato de heparan
podem ser liberadas no organismo por mastdcitos (Bashkin et al, 1990),
neutrfilos (Key et al, 1992), células mononucleares (Sewell et al, 1989) e
plaquetas (Haimovitz-Friedman et al, 1991) quando ativados. Estes fatos

levantam a interessante possibilidade destas células modutarem a presenca de
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sitios anidénicos durante seu processo de ativac@o, assim como de interferirem
na expressao dos mesmaos por outras células. No caso da plaqueta, a alteracéo
da carga anidnica do endotélio por ativagéo da mesma pode constituir-se em um

mecanismo ampiificador importante no processo da ades&o plaquetaria.
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SUMMARY

The aim of this thesis was to pharmacologically characterize the platelet
aggregation induced by polylysine, a polyamino acid, in human platelet-rich
plasma (PRP) and in washed platelets (WP) and to examine the importance of
cell membrane anionic sites in mediating the responses to this polycation.

Piatelet aggregation was monitored using a two-channel Payton or a one-
channel Chrono-Log aggregometer. The release of TXA9 by stimulated platelets
was quantified by measuring the levels of its degradation product TXB2 using an
appropriate radioimmuncassay. The platelet membrane chondroitin sulfate
profile was determined by agarose gei electrophoresis.

In PRP, polylysine induced a concentration- and molecular weight-
dependent aggregation which was accompanied by the release of TXAs and
was inhibited by sodium nitroprusside (SNP) and iloprost. Antagonists to platelet
receptors for ADP, adrenaline, collagen and platelet activating factor (PAF) had
no influence on the aggregation induced by polylysine.

In WP, the aggregation induced by polylysine was also dependent on the
polycation molecular weight. This response was not inhibited by EDTA or
iloprost but was partially inhibited by SNP. There was no accompanying
formation of TXA2. Polyanions such as polyglutamic acid inhibited or reversed
the action of polylysine when added before or after the polycation, respectively.

Neither the aggregation induced by polylysine in PRP nor the response
induced in WP was modified by preincubation of the piatelets with heparinase,
heparitinase | or heparitinase il. in contrast, chondroitinase dose-dependently
inhibited the aggregation in PRP but had no effect on the response in WP,

These results suggest that polylysine induces aggregation in PRP but not

in WP. The aggregation in PRP is due to the cationic charge of the polycation
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and depends, at least in part, on the presence of chondroitin suifate in the
platelet membrane. In WP, the agglutination induced by polylysine does not
involve an interaction with chondroitin sulfate. These observations indicate that
chondroitin sulfate may function as a type of platelet membrane receptor since
the electrostatic interaction of a polycation such as polylysine can lead to
metabolic activation of these cells. The expression of anionic sites on the
surface of the platelet membrane could therefore be a means by which the

platelet regulates its responsiveness to a variety of agonists.



