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RESUMO

Plaquetas representam um importante elemento celular, regulando a reatividade células-
vasos, baseando-se na interacdo com glicoproteinas de membrana. Lectinas reconhecem
seletivamente e reversivelmente carboidratos e glicoconjugados, constituindo instrumentos
apropriados para estudar a composicao e distribuicdo de glicoproteinas celulares, bem
como, para avaliar e quantificar a fun¢ao dessas glicoproteinas de plaquetas. O objetivo
deste trabalho foi o de avaliar o efeito das isolectinas ¢ isoformas (Iso) das lectinas de
sementes de Cratylia mollis (Cra) sobre indugdo e inibi¢do da agregagdo plaquetaria. A
acdo de Cra Isso 1,4 (preparagao lectinica contendo Cra Iso 1 e Cra Iso 4), Cra Iso 1 e Cra
Iso 3 foram analisadas e comparadas com aglutinina de germe de trigo (WGA) e
concanavalina A (Con A), duas lectinas que induzem agregacdo plaquetaria. As lectinas
foram testads em trés concentracdes (25, 50 e 100 pg/ml). O melhor resultado foi obtido
com 100 pg/ml para todas as lectinas de C. mollis; Cra Iso 1 apresentou a maior agregagio
(16,65 + 2,02 %) similar a Con A (20,02 + 1,42 %). Inibicdo da agregacdo com epinefrina
como agonista e as lectinas de C. mollis na concentragdo que nao induziu agregacao
(percentual de agregacdo menor do que 10 %) foi negativa. Quando os especificos
carboidratos inibidores das lectinas, manose e metil-a-D-manosideo (Cra Iso 1,4 e Cra Iso
1) e galactose (Cra Iso 3) foram usados nas concentragdes de 50 ¢ 100 mM nenhuma
inducdo foi observada. Os resultados mostraram que Cra Iso 1,4, Cra Iso 1 e Cra Iso 3
induzem agregacao plaquetaria através de seus respectivos sitios de ligacao a carboidratos.

Palavras Chaves: Lectinas Cratylia mollis, plaquetas, agregagdo.

10



Rezende-Neto, J.M. Avaliacdo da atividade agregante...

ABSTRACT

Platelets represent an important cellular element in the circulation, controlling cell-blood
vessel reactivity, based on interactions with membrane glycoproteins. Lectins recognize
selectively and reversibly carbohydrates and glyconjugates; they constitute appropriate
instruments to study cell glycoprotein composition and distribution, as well as, to evaluate
and quantify platelet glycoprotein functions. The aim of this work was the evaluation of
isolectins or isoforms (Iso) from Cratylia mollis seed lectin (Cra) effects on platelet
aggregation induction and inhibition. The action of Cra Isol,4 (lectin preparation
containing Cra Iso 1 and Cra Iso 4), Cra Iso 1 and Cra Iso 3 were analysed and compared
with wheat germ agglutinin (WGA) and concanavalin A (Con A), two lectins that induce
platelet aggregation. The lectins were assayed with three diferent concentrations (25, 50
and 100 pg/ml). The best results were obtained with 100 pg/ml to all lectins; Cra Iso 1
showed the highest aggregation (16.05 + 1,09 %) similar to Con A (20.34 + 4.05 %).
Inhibition of aggregation using epinephrine as agonist and the lectin concentration that did
not induce aggregation (aggregation percentual smaller than 10 %) were negative. When
the specific lectin carbohydrate inhibitors mannose and methyl-o-D-mannoside (Cra Isol,4
and Cra Iso 1) or galactose (Cra Iso 3) were used at 50 and 100 mM concentration, none
aggregation induction was observed. The results showed that Cra Isol,4, Cra Iso 1 and Cra
Iso 3 induced platelet aggregation through respective carbohydrate binding sites.

Key-words: Cratylia mollis lectin, platelets, aggregation.
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1. INTRODUCAO

Plaquetas, fragmentos plasmaticos de megacaridcitos, possuem uma membrana
celular lipoprotéica contendo glicoproteinas que funcionam como receptores importantes

para a ativacao plaquetaria (Figura 1).

Figura 1 — Membrana plaquetaria — Esquema da anatomia. ZP = zona periférica; CF = camada dupla de
fosoflipidios; P = proteina; GP = glicoproteinas; R = receptor; ENZ = enzima; SM = submembrana; MT =
microtibulos (Lorenzi, 1999).

As duas principais reagdes de plaquetas sdo adesdo e agregacao, sendo mediadas por
proteinas de membrana, a maioria das quais funciona na superficie plaquetaria como
receptor para compostos biologicamente ativos de alto e baixo peso moleculares (Cawthern,
2001; Davie, 1983). Todos os receptores podem ser considerados como glicoproteinas (GP)
desde que todos eles s@o mais ou menos glicosilados e pelo fato de lectinas poderem
interagir especificamente com diferentes carboidratos em glicoproteinas, sao usadas para o
isolamento bem como o estudo de proteinas estruturais na membrana das plaquetas (Diaz,
1999; Franceschini, 1996). Varias caracteristicas importantes da cadeia de carboidratos
dessas glicoproteinas foram reveladas usando diferentes lectinas, incluindo aglutinina de
germe de trigo (WGA), concanavalina A (Con A) dentre outras. Lectinas demonstraram
que uma das maiores proteinas da membrana plaquetaria — GP Ib, receptor do fator de von
Willebrand (vVWF), € a proteina mais glicosilada da superficie plaquetaria. A concentragdo
de carboidrato desta proteina representa mais de 50% do seu peso molecular. Suas cadeias

a-hélice contém principalmente O-glicanos ricos em acido N-acetilneuraminico, galactose,

N-acetil-D-glicosamina e N-acetil-D-galactosamina e as cadeias § contém N-glicanos ricos
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em manose e fucose. Outra importante glicoproteina da membrana plaquetaria, complexo
GPIIb-IlIa (allb-B3-integrina), que atua como receptor para o fibrinogénio, ¢ menos
glicosilada e contem principalmente ramificagdes N-glicanos. Cadeias de carboidrato de
GPIIb sdo ricas em fucose enquanto que GPIIla em residuos de manose. Lectinas sao
também empregadas no estudo da glicosilagdo de outras proteinas plaquetarias, incluindo
GP 1V, V, IX e varias GP menores (Cawthern, 2001; Ganguly, 1981). Lectinas sao
amplamente usadas ndo somente para o estudo estrutural, mas também para o isolamento de
GP da membrana plaquetaria.

A interacdo de lectinas com a superficie celular pode induzir a aglutinacdo e
proliferagdo celular, ancoragem de proteinas da superficie celular, e algumas outras reagdes
(Franceschini, 1996; Ganguly, 1979; Grubhoffer, 1997). Estudos do efeito de lectinas na
fungdo plaquetéria tém mostrado que algumas delas sdo habeis para estimular a agregacdo
plaquetaria e secre¢cdo de granulos intraplaquetarios (George, 1986; Ghosh, 1999).
Interagdo de lectinas com a superficie plaquetaria poderia também indicar a ativacdo de um
segundo sistema mensageiro, incluindo diferentes proteinas tirosinoquinases, € subseqiiente
fosforilacdo de algumas proteinas plaquetarias intracelulares (Greenberg, 1984). Tais
propriedades de lectinas sdo entdo uteis ndo somente para analises da estrutura de
carboidratos em GP plaquetarias, mas também no estudo do envolvimento dessas moléculas
nos processos de ativagao plaquetaria (Patscheke, 1977).

Evidéncias tém sugerido que a adesdo de plaquetas ao colageno pode ser mediada
por residuos de galactose presentes no colageno e uma especifica glicosiltransferase
presente na superficie plaquetéria (Jamielson, 1997). Entretanto tem também sido sugerido
que uma das razdes as diferentes respostas celulares para lectinas ¢ a localizagdo de
receptores especificos para agucares da cadeia lateral de carboidrato de glicoproteinas de

membrana (Goldman, 1996).

1.1 PLAQUETAS

1.1.1 ASPECTOS GERAIS

Plaquetas humanas em circulagdo tém morfologia discoide, medindo de 2 a 4 p,

superficie relativamente lisa e ndo contém nucleo. A ultraestrutura de plaquetas normais
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\

(Figura 2) revela um sistema canalicular conectado a superficie (SCCS) o qual ¢ um
sistema de membrana continuo extendendo-se a membrana plasmatica (MP). A MP contém
muitas proteinas que servem como receptores para agonistas que iniciam a resposta a
ativacdo plaquetdria ou para moléculas de adesdo que mediam a adesdo e/ou agregacao
plaquetaria (Bachelot et al., 1995, Fijnheer et al., 1997).

O SCCS propicia a passagem para o plasma de componentes bem como de
substancias vasoativas que sao liberadas ap6s a ativacdo das plaquetas. Plaquetas possuem
varios tipos de granulos, cujos contetidos sdo liberados apos ativagdo plaquetaria. O sitio
tubular denso (DTS) tem sido mostrado como local onde o calcio ¢ liberado iniciando a
ativagdo de muitas enzimas calcio-dependentes e eventos contrateis como resposta a

ativacao da plaqueta (Kulikov & Muzya, 1998).

Figura 2 - Microfotografia de plaqueta ndo ativada. pm: membrana plasmatica; dts: sistema tubular denso; d:
granulos denso; a: granulos alfa; sccs: sistema canalicular conectado a superficie. (Platelets Protocols,
Academic Press, 1999)

Dano ao endotélio vascular usualmente indica a exposi¢do da camada sub-
endotelial, que estimula a aderéncia de plaquetas através de ligacdo a varios receptores, mas

primariamente a glicoproteina Ib-IX-V. Plaquetas aderidas tornam-se ativadas e liberam o
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conteido dos granulos, recrutando plaquetas proximas em circulagdo, formando um
agregado (Figura 3).

A formagdo do agregado de plaquetas ou trombo ocorre via ativagdo da
glicoproteina GPIIb-IIla e ligacdo a ligantes multiadesivos, fibrinogénio, ou vVWF, o qual se
liga a plaquetas ativadas adjacentes (Figura 4A). Um agregado ¢ uma massa amorfa de
muitas plaquetas (Figura 4B). Quanto maior a for¢ca do agonista maior o tamanho do
agregado. Quando plaquetas estdo inativadas, a GPIIb-IIla estd em um estado de baixa
afinidade e ndo pode se ligar ao fibrinogénio soliivel. Apos a ativacdo das plaquetas a
GPIIb-IIIa sofre uma mudanca conformacional que permite a ligagdo ao fibrinogénio. O

fibrinogénio contém no minimo trés sitios de reconhecimento de plaquetas: Arg-Gly-Asp-

vesme] lumen = o= = P = = platelets
? 'l" RH'ul-::-[lpP] Ky
subendothelium il

= = wound and expesure of subesdothelium
¥

Oy i T G < T T 5 |

— — — — — E—

— = o platelet adliesion =

= = E;E é .- a=platelet plug

Figura 3 - Formagdo do tampdo plaquetario em resposta a injuria vascular. Apds injaria do vaso, plaquetas
aderem ao sub-endotélio exposto. Ativacdo plaquetdria e agregacdo ocorrem levando a formagdo do trombo.
(Platelets Protocols, Academic Press, 1999).
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Figura 4 - Microfotografia de plaquetas inativas discoides (A) e plaquetas agregadas (B). Notar a presenca de
numerosos granulos densos na plaqueta inativa discoide. (Platelets Protocols, Academic Press, 1999).

Phe (RGDF), Arg-Gly-Asp-Ser (RGDS) e a seqiiéncia dodecapeptideo His-His-Leu-Gly-
Gly-Ala-Lys-Gln-Ala-Gly-Asp-Val (RGDX). A molécula do fibrinogénio possui duas
seqiiencias de RGDX, a ligacdo do fibrinogénio a plaqueta parece ser primariamente
mediado pela seqiiéncia dodecapeptideo. Devido ao seu pequeno tamanho, peptideos
sintetizados dessas trés seqiiéncias ligados a GPIIb-IIIA regulam o estado de ativacdo da
GPIIb-IIIa. Resultados experimentais usando essas seqiiéncias de peptideos mostram a
importancia dos multiplos dominios do fibrinogénio em mediar adesdo e agregacdo de
plaquetas (Heath-Mondoro et al, 1996; Bachelot et al, 1995).

As plaquetas apresentam vdrias glicoproteinas de superficie, que desempenham

importante funcdo nas suas respostas a estimulos, tais como:

GPIb-IX-V

O receptor primario em plaquetas humanas, responsavel pela adesdo plaquetaria ¢ o
GPIb-IX. GPIb-IX, ¢ a maior proteina da superficie plaquetaria, outra proteina de superficie
GPV, ¢ unida no complexo com GPIb-IX em uma propor¢ao molar de 1:2 (GPV - GPIb-
IX). O complexo formado representa a maior sialoglicoproteina da superficie plaquetaria
sendo também responsavel pela carga negativa da superficie da plaqueta. GPIb-IX-V ¢
necessario para adesdo de plaquetas normais ao sub-endotélio pela ativagdo do vWF,

exposto no sub-endotélio. Adicionalmente, GPIb-IX-V contém um sitio para trombina e
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tem sido implicado na ampliacdo da resposta plaquetdria a baixas concentragdes de
trombina. Pacientes com plaquetas que perderam GPIb-IX-V tém baixa expressdo do
complexo e apresentam desordens hemorragicas chamadas sindrome de Bernard-Soulier
(BSS). Essas plaquetas sdo incomumente grandes e ndo se ligam ao vWF, falhando na

formagdo de um tampao hemostatico efetivo (D’Souza et al, 1997, Gachet et al, 1997).

GPIIb-IIIa

GPIIb-IIIa ¢ a chave para interacdo plaqueta-plaqueta ou agregacdo plaquetaria,
receptor primdrio para fibrinogénio na plaqueta. Embora GPIIb-Illa tenha funcdo
predominante na agregacao plaquetaria, tem sido sugerido que sob condigdes de grande
perda sanguinea, ambas, GPIb e GPIIb-IIla estdo envolvidas na adesdo plaquetdria. A
importancia da GPIIb-IIla na agregacao foi primeiro documentada em estudo de pacientes
com tromboastenia de Glanzmann’s, cujas plaquetas perderam ou tém receptores GPIIb-
ITa disfuncionais. Estas plaquetas apresentam auséncia de agregagdo para todos os
agonistas testados. Uma GPIIb-IIla funcional ¢ a via final comum de agregacao plaquetaria.
Pacientes diagnosticados com tromboastenia de Glanzmann’s apresentam plaquetas com
tamanho e contagem normais (D’Souza et al, 1997).

GPIIb-IIIa ¢ um heterodimero calcio dependente com aproximadamente 40.000 a
80.000 copias por plaquetas. Embora a maioria da GPIIb-IIla esteja localizada na superficie
externa da membrana, estudos t€ém demonstrado que elas estdo localizadas internamente
nos granulos-a e na rede de membranas que cobre o sistema canalicular o qual torna-se
expresso apoés ativagdo das plaquetas. A extensdo da expressao dessas moléculas de GPIIb-
ITa ¢ dependente da for¢a do agonista. Em adicdo a mediagdo da resposta agregante e
talvez a extensdo da adesdo, GPIIb-Illa ¢ também critica na retracdo do codgulo, um
processo que consolida o tampao formado no local da lesdo, através da interacdo entre

GPIIb-IlIa e proteinas do citoesqueleto plaquetario (D’Souza et al, 1997).

GPIV
GPIV (CD36 ou GPIIIb) ¢ uma glicoproteina de membrana largamente distribuida
em células humanas. Em plaquetas humanas, GPIV tem sido proposto como mediador de

eventos iniciais de adesdo plaquetaria com o colageno e servindo como um dos receptores
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para trombospondina (TS-1). GPIV tem sido implicado em desordens clinicas, por
exemplo: expressdo de GPIV ¢é aumentada em desordens mieloproliferativas, ¢ também
sitio de ligacdo endotelial para eritrocitos infectados com Plasmodium falciparum —
Malaria; também tem sido reportado que anticorpos anti-CD36 induzem ativagdo

plaquetaria (Gauchet et al, 1997).

CD9

CD9, uma proteina de membrana de superficie, expressa em plaquetas bem como
muitos outros tipos celulares, pertence a uma nova familia de proteinas, as tetraspaninas.
Resultados de estudos usando plaquetas tém sugerido funcdes para CD9 em agregagdo e
adesdo. Associagao molecular de CD9 com GPIIb-IIla ¢ com GPIb tem sido demonstrada
(Bachelot et al, 1995).

As principais proteinas de superficie plaquetaria e seus ligantes especificos sdo

mostrados na tabela 1.

Tabela 1 - Proteinas Plaquetarias de Superficie e Seus Ligantes

Proteina de membrana Receptor

GPla-Ila (VLA-3, a2p31) Colageno

GPIb-1X-V VWF e Trombina

GPIc-Ila (VLA-5, a5B1) Fibronectina

GPIIb-11Ia Fibrinogénio, vWF, Fibronectina, Vitronectina
VnR (avp3) Fibrinogénio, vWF, Fibronectina, Vitronectina
GPIV Trombospondina, Colageno

GPVI Colageno

CD9 Fibronectina

1.1.2 EVENTOS ASSOCIADOS COM AGREGACAO PLAQUETARIA

SINALIZACAO GPIIb-Illa
GPIIb-Illa esta envolvido na sinalizacdo bidirecional através da membrana

plaquetaria (Figura 5). A interacdo do agonista com seu receptor inicia a ativacdo da via
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intracelular, importante para ativagao do receptor de GPIIb-IIla o qual permite a ligagdo do
fibrinogénio e VWF. A ligacdo desses ligantes, forma pontes entre plaquetas ativadas
adjacentes, permitindo a formagao do agregado plaquetario (Gulino et al, 1992).

Ativagao de GPIIb-IIla ocorre através da geracao ou liberagdo de agonistas soluveis
assim como trombina, tromboxano A;, ADP ou serotonina. Estes agentes ndo atuam
diretamente na GPIIb-IIIa, mas ligado ao receptor da plaqueta, o qual orienta para uma via
classica de transducdo de sinal. Proteina G e tirosinaquinase usualmente traduzem este
sinal, o qual resulta em ativagdo da fosfolipase C (PLC), trocas no calcio citosélico e
ativagdo das proteinas quinases celulares (Heath-Mondoro et al, 1996, Jennings et al,

1995).

agonist ) unactived GPIIb-I1Ia

\

actived GPIIb-II1a Bt'

3 actived platelet with
actived platelet bound fibrinogen

Figura 5 - Sinalizagdo bidirecional de GPIIb-IIIa. GPIIb-IIIa expressada em plaqueta intacta ndo pode ligar-
se ao fibrinogénio plasmatico. Apds ativacdo da plaqueta, moléculas de sinaliza¢do participam na indugdo de
ativacdo do receptor de GPIIb-IIIa . O receptor de alta afinidade ativado liga-se ao fibrinogénio (ou fator de
von Willebrand), e sinalizadores mecanico-quimicos sdo transmitidos através da membrana para mediar
eventos pos-ocupagdo do receptor, tal como retragdo do coagulo. (Platelets Protocols, Academic Press, 1999).

Tem sido proposto que a sinalizagdo para fora (“inside-out”) ¢ mediada pelo

dominio citoplasmatico da GPIIb-IIla em resposta a eventos intracelulares iniciados por
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agonistas plaquetarios. Trabalhos recentes t€ém implicado proteinas celulares tais como
calreticulina e serina/treonina quinase, ¢ membros da pequena familia GTPase, tais como
R-Ras e RhoA. GPIIb-Illa esta constitutivamente em estado de baixa afinidade e ndo pode
ligar-se a fibrinogénio soltivel ou VWF até ser ativado o mecanismo de ativacdo da via e
passar-se para uma conformacdo de alta afinidade. Inibidores desta via de transdugdo de
sinal podem afetar a afinidade de ligacdo induzida pelo agonista. Em resposta a vVWF ou
fibrinogénio ocorre uma mudanga adicional de conformagdo na integrina ativada que pode
ser medida por uma classe especializada de anticorpos monoclonais (mAbs) chamada anti-
LIBS (sitio de ligagdo ligante induzido). Certamente anti-LIBS inibem a retra¢do do
coagulo, agregacao plaquetaria completa, ou reverte a agregacdo presumivelmente pela
interrupcao da sinalizagdo “inside-out” apds ocupacdo do receptor. A funcdo exata que a
LIBS tém sobre o estado de alta afinidade da integrina esta ainda sob investigacdo. Tem
sido reportado que a cauda citoplasmatica da GPIIla esta predominantemente fosforilada
por residuos de serina e treonina apds ativacao plaquetaria e que a fosforilagao desses sitios
poderia regular a exposi¢do da LIBS. Alem do mais, tem sido demonstrado que a sub-
unidade GPI-Ila esta fosforilada em resposta a agregacdo plaquetaria mediada por trombina
(Jennings et al, 1995).

Deslocamento de cations divalentes durante a ligacdo com o ligante, poderia causar
mudangas conformacionais através da membrana. E aparente que a GPIIb-IIla é uma
proteina regulada dinamicamente pelo estado de ativacdo da plaqueta e responde a ligagao
por moléculas de adesdo. Entendimento do mecanismo de ativagdo desses receptores
poderia fornecer um meio para regular a atividade de plaquetas em hemostasia e trombose.
A molécula de GPIIb-Illa esta numa conforma¢do de repouso que ndo pode se ligar a
ligantes soltveis tais como: fibrinogénio ou vVWF. Apds ativacdo plaquetéria, ocorre uma
mudanga conformacional. A presenca do ligante gera uma atividade de receptor para
ligante ocupado, a qual ¢ reconhecida pelo anticorpo anti-LIBS. A adi¢cdo de um
antagonista em plaquetas inativas pode causar uma transformagao direta das conformagdes
R1 para R3, desde que esse antagonista possa ligar-se a GPIIb-IIla devido a seu pequeno
tamanho, sem requerimento da conformagdo R2. Bloqueio pelos antagonistas da ligacao
com fibrinogénio ¢ vWF (Figura 6), gera bloqueio da agregagdo ( Topol et al, 1994, The
Pursuit Trial Investigators, 1998 ).
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1.1.3 CITOESQUELETO PLAQUETARIO

Uma das maiores proteinas plaquetarias ¢ a actina. Muitas respostas plaquetérias
requerem a forga gerada por proteinas contrateis. Estas respostas incluem secrecao,
mudanca de forma, agregagdo e retragao do coagulo. Plaquetas inativas contém uma rede
de microfilamentos (MF) e uma membrana em rede de filamentos curtos de actina (ou
filamentos sub-membrana - SMF) que sdo importantes na manuten¢do da integridade

estrutural discoide da plaqueta inativa. O componente primario da superficie da membrana

inactive, un{_}ccupied active, unuucupied
agonist

(ADP, TRAP)

antagonist D lmige ligand

é (fg, vWF)
@ /du;l\ nLLup\
blockade -;,‘71 IBS aggregation

Figura 6 - O estado conformacional de GPIIb-Illa quando ele esta num estado inativo (desocupado) versus
um estado ativo (ocupado). O receptor inativo R1, representa o receptor GPIIb-IIla na plaqueta inativa. Apds
a plaqueta ser ativada por uma agonista, R1 assume a conformacdo de R2. Se muito ligante estd presente,
resulta em uma mudanga conformacional adicional para R3. Ligacdo de fibrinogénio ou vWF e a ligacdo
cruzada de plaquetas adjacentes resulta em agregacdo. Por outro lado, se plaquetas sdo tratadas com
antagonistas de receptor GPIIb-IIla, R1 converte-se diretamente em R3. Pequenas quantidades de
antagonistas funcionam como inibidores competitivos de grandes quantidades de ligantes ligados, bloqueando
a ocorréncia de agregacdo. (Platelets Protocols, Academic Press, 1999).

\

¢ o complexo GPIb-IX. Actina ligada a proteina promove a ligagdo de filamentos
plaquetarios para GPIb-IX. Apds ativagdo plaquetdria e como resultado do aumento dos

niveis de calcio citosolico, uma enzima chamada calpaina torna-se ativada e corta a ligacao
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da actina com proteina, liberando estes pontos de ligacdo, permitindo um aumento da
mobilidade dos componentes plaquetarios. Durante ativacdo plaquetaria, as plaquetas
sofrem mudangas dramaticas de forma, passando da forma discéide para forma arredondada
com extensos pseudopodes. Esta mudanga morfologica esta associada com rearranjo do
citoesqueleto plaquetario incluindo os microtiibulos (MT). A percentagem de filamentos de
actina aumenta de aproximadamente 15% na plaqueta inativa para aproximadamente 70%
na plaqueta ativa. Miosina plaquetaria também esta fosforilada e associada com filamentos
de actina. Adicionalmente, novas ligagdes entre componentes do citoesqueleto plaquetario
com GPIIb-ITla ocorre durante localizagdo de moléculas de sinalizacdo que facilitam a
agregacdo plaquetaria e a retracdo do coagulo (Harrison & kramer 1993, Gachet et al,
1997).

Plaquetas contém um grande nimero de moléculas ativas com seus granulos (Figura
7). Os granulos alfa (o) contém coagulantes e proteinas adesivas como vWF, fibrinogénio,
fibronectina, fator V, bem como fator de crescimento ¢ inibidores. A liberacdo das
proteinas PF4 ¢ BTG de granulos o tém sido usadas como um indicador de liberacao
(secre¢ao) plaquetaria. P-selectina, um componente de granulos o (também conhecido
como CD62P, GMP-140 ¢ PADGEM), ¢ translocada da superficie plaquetaria para a
superficie endotelial apds ativagdo. Este antigeno tem sido implicado como promotor da
interagdo plaqueta-leucocito. A expressao de P-selectina na superficie plaquetaria tem sido
usada como marcador para ativacao plaquetaria. Tem sido postulado que o aumento dos
niveis de P-selectina soltivel pode ser um marcador para doenga trombotica.(The PURSUIT
Trial Investigators, 1998). O contetido dos granulos plaquetérios esta apresentado na tabela
2. Os corpos densos armazenam serotonina, calcio, nucleotideos adenina e guanina, cations
divalentes e fosforo. Lisossomos contem enzimas hidroliticas como hidrolases acidas,
catepsina e heparitinase. Adicionalmente, peroxissomas tém sido identificadas contendo
catalases. Geralmente, a liberagdo do contetido dessas organelas reflete a intensidade do

estimulo a qual as plaquetas sdo expostas.(Gachet et al, 1997; Slupski et al, 1997).
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GPIIDb-I11a GPIb-IX-V

ALPHA GRANULES DENSE bR:kNLILES
= B ATP ADP GTF GDP
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Figura 7 - Representacdo esquematica do conteudo dos granulos e principais proteinas da superficie
plaquetéaria. (Platelets Protocols, Academic Press, 1999).

Tabela 2 — Granulos Plaquetarios e Seus Componentes

a-granulos Granulos densos Lisossomos
PDGF ATP Hidrolase acida
TGF-B ADP

CTAP III GTP

Fator plaquetario 4 GDP

TSP Serotonina

Fibronectina Calcio

Fibrinogénio Magnésio

Vitronectina

Fator Von Willebrand

Albumina

Fatores V e VII

Proteina S

PAI-1

HMWK

C1 INH

PDGF = fator de crescimento derivado de plaqueta; TGF-J3 = fator de crescimento diferencial-beta; CTAP 11
= peptideo ativador de tecido conjutivo; PAI-1 = inibidor do plasminogénio ativador-1; HMWK =
kininogénio de alto peso molecular; C1 INH = C1 inibidor; TSP = trombospodina
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1.1.4 AGONISTAS PLAQUETARIOS

1.1.4.1 ADENOSINA DIFOSFATO (ADP)

Adicao de ADP as plaquetas causa mudangas na forma e exposicdo de sitios de
ligacdo a fibrinogénio ao GPIIb-Illa, ligacdo de fibrinogénio, e agregag¢do plaquetaria
(Figura 8A), como também aumento nos niveis citoplasmaticos de calcio livre pela
liberagdo de reservas internas, bem como pelo influxo de Ca”". ADP inibe estimulacdo da
adenilato ciclase e também causa reorganiza¢do do citoesqueleto plaquetario. ADP é um
ativador fraco da fosfolipase C. Evidéncias sugerem que podem existir dois receptores
plaquetérios para ADP: um responsavel pela mediagdo da agregacdo que esta acoplada a
proteina G e o outro que ¢ responsavel pelo influxo de célcio e mudanca na forma

(Ohlmann et al, 1995).

1.1.4.2 EPINEFRINA

Epinefrina ¢ unico entre os agonistas plaquetarios porque ele causa agregacdo
plaquetaria e liberagdo, mas ndo mudancga de forma (Figura 8B). Ativacdo da fosfolipase C
pela epinefrina ¢ dependente da formacdo de tromboxano A, e ¢ inibida pelo tratamento
com aspirina. Entretanto parece que a formac¢ao de tromboxano A; nao € requisito absoluto
para agregacdo induzida por epinefrina. A ativacdo de GPIIb-IIIa e ligagdo ao fibrinogénio
podem ainda ocorrer em plaquetas inibidas por aspirina quando expostas a epinefrina.
Outro mecanismo de ativagao inclue a possibilidade da influéncia da epinefrina na medida
da saida de Na'/H" através da membrana plaquetaria, adesdo, liberagdo de granulos e
agregacdo de plaquetas, o qual pode afetar ativagdo da fosfolipase A, - PLA,. (Slupsky et
al, 1997, Warkentin et al, 1998).

1.1.4.3 COLAGENO

Colageno ¢ uma proteina insoluvel que induz ativacdo, adesdo, liberacdo de
granulos e agregagdo de plaquetas. Agregagao plaquetéria induzida por baixa concentracao
de colageno ¢ altamente dependente da reacdo de liberacdo e ¢ muito sensivel a inibicao
pela aspirina. Varios candidatos tém sido selecionados como receptores de colageno. Os

dois mais provaveis sdo GPla/lla (integrina af;) ¢ GPVI. GPIV tem também sido
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agregado com epinefrina em oposi¢do a massa amorfa com pseudopodes no agregado com ADP. (Platelets

Protocols, Academic Press, 1999)

implicada como tendo atividade de ligagdo a colageno. Como outros agonistas, ADP e
trombina, a ativagdo de plaquetas por colageno resulta em um aumento da concentracdo de

calcio citosolico e mudangas em fosfoinositideos. Experiéncias em camaras de perfusdo que
simulam as condigdes dos vasos sanguineos mostram que a adesdo de plaquetas ao
colageno ¢ dependente da interagdo do vVWF com GPIb plaquetirio. vWF ligado ao
colageno exposto e plaquetas, aderem ao vVWF imobilizado via GPIb. Plaquetas aderem
também com colageno imobilizado, provavelmente através de GPla/lla e GPVI, resultando
em ativagdo plaquetaria e recrutamento de plaquetas proximas para formar o agregado

(Law et al, 1996; Umemura et al, 1997; Slupsky et al, 1997).

1.1.4.4 TROMBINA

Trombina ¢ o mais potente agonista plaquetario. O receptor de trombina ¢ uma
proteina integral com 425 aminoacidos que aparece na membrana varias vezes. Quebra
dessa regido aminoterminal cria um novo terminal amino que se liga a qualquer regido do
receptor. Ativacao de plaquetas pela trombina ¢ mediada pela ativagdo da PLA,. A PLC
catalisa a quebra do fosfolipideo inositol da membrana plasmatica, resultado na geracao de
1,2-diacilglicerol (DAG) e 1,4,5-inositol trifosfato (IPs;). DAG ativa proteina quinase C e
IP3 induzindo a mobilizacdo de calcio para reservas intracelulares. PLA, media a geragdo
de acido araquidonico que pode ser convertido internamente no potente agonista

tromboxano A; (TXA,). TXA; pode difundir através da membrana e ligar-se a receptores
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de TXA,, potencializando assim a resposta ativa das plaquetas. Outros eventos incluem a
ativacdo da proteina quinase C, ativagdo da fosfatidilinositol 3-quinase, polimerizagdo da
actina, fosforilagdo de cadeias leves de miosina, ativagdo de tirosina quinase e ativacao de

GPIIb-IIIa (Slupsky et al, 1997; Phillips et al, 1997).

1.1.5 IMPORTANCIA CLINICA DO ESTUDO DA FUNCAO PLAQUETARIA

Desordens de Armazenamento de Granulos (SPD) e Defeitos de Liberagdao, bem
como, abordagem terapéutica para inibi¢do da funcdo plaquetaria, sdo aspectos importantes
no estudo da fungdo plaquetaria.

Fenomeno componente da hemostasia junto a coagulagdo, a agregacao plaquetaria e
sua avaliagdo, tém suas aplicagcdes dentro da situacdo de um quadro hemostatico de um
paciente que ira, por exemplo, sofrer uma intervencao cirtrgica, fazer uso de antiagregantes
como terapia preventiva nas cardiopatias, infartos do miocardio e principalmente, na
monitoragdo da acdo dessas drogas antiagregante (Wu et al, 1996, Finkle et al, 1998, Gresel
etal, 1997).

A atividade plaquetdria, durante o fendmeno da agregacdo, pode ser medida
opticamente como um decréscimo na densidade 6ptica do plasma rico em plaquetas (PRP),
causado pela agregagdo das plaquetas presentes na amostra (Colman et al, 1994).

O mecanismo de disparo da agregacdo tem inicio com a sinalizagdo por metabolitos
fosfolipidicos (da via da ciclooxigenase) na presenga do agonista no meio plasmatico, e as
plaquetas reagem, sofrendo uma extraordinaria série de mudangas como resposta a esta
mensagem (Casonato et al, 1998).

A primeira mudanga observada ¢ a morfologica, e pode ser observada
microscopicamente, quando a plaqueta passa de uma forma discoide para uma globular
(esférica). Esta fase € reconhecida opticamente como a “lag phase” no agregdémetro, quando
o PRP se torna momentaneamente mais turvo, e ¢ notada de modo particularmente intenso
quando se usa coldgeno como agonista. A partir desta alteragdo, caso as plaquetas
apresentem perfil funcional integro, surgem finos pseuddpodes partindo da superficie

plaquetaria, que com isso toma aspecto irregular, os pseudépodes vao formando um
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entrelacado entre as plaquetas vizinhas, aproximando-as e formando o inicio do tampao
plaquetario (Chamonde et al, 1984).

Durante esta formagao, os pseudopodes vao liberando pelas extremidades, pequenas
“bolhas” lipidicas (chamada poeira plaquetaria), que apresentam sitios de receptores para
varios dos fatores de coagulagcdo (Fatores V, X e protrombina). Muitas destas particulas
aderem a superficie plaquetaria tornando-as pro-coagulantes. Aparentemente, a adesdao das
particulas lipidicas coincide com a liberagdo dos mensageiros hormonais como ADP e
serotonina, que estdo envolvidos com o recrutamento de novas plaquetas para o tampao
plaquetario em formagdo na regido da injuria ao vaso sanguineo. Com os agonistas ADP e
serotonina as plaquetas apresentam uma primeira onda de agregagdo, imediatamente
seguida de uma segunda onda quando liberam suas proprias reservas endogenas de ADP e
tromboxane A, no plasma circundante. Este fenomeno ¢ referido como reacao bifasica da
agregacao (Colman, 1994).

Estudos tém esclarecido a inter-relagdo entre as plaquetas e o fibrinogénio
plasmatico. O complexo da glicoproteina IIb-Illa ¢ um receptor especifico para o
fibrinogénio, e o acoplamento do fibrinogénio a estes sitios, s6 disponiveis apds a ativagao
plaquetaria, esta relacionado a ligacdo entre as plaquetas ativadas, e pode ser reconhecido
na agregagdo (Colman, 1994).

Um grande ntimero de farmacos pode induzir alteragdes na funcdo plaquetaria,
produzindo interferéncias em varios dos passos que resultam na agregacao irreversivel das
plaquetas, com variadas manifestacdes clinicas. Basicamente, os agentes antiplaquetarios
sdo usados como preventivos em pacientes em risco de formagao de tampdes plaquetarios,
origem provavel dos trombos arteriais (Lancet , 1996; Fitzgerald, 1996).

A agregacao plaquetaria ¢ regulada pela producdo de prostaciclina pelo endotélio, e
tromboxane A; pelas plaquetas (Lancet , 1996).

O equilibrio dinamico entre a sintese da prostaciclina e do tromboxane A, pode ser
alterado basicamente por trés caminhos: inibi¢ao da via do acido araquidonico, alteragdo da
acdo da fosfodiesterase ou interferéncia nos sitios receptores das membranas das plaquetas.
As principais drogas com agdo antiplaquetdria agem pelos dois caminhos iniciais (Mueller

et al, 1997).
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O controle da atividade plaquetaria pode ser feito usando-se os recursos de um

agregdmetro, em amostras colhidas sob condi¢des especificas, que sdo descritas abaixo

(Melanie & Jennings, 1999):

1.

10.

A coleta deve ser conduzida com materiais plasticos ou siliconizados, ja que as
plaquetas reagem ao contato com o vidro ou outras superficies molhaveis. E
essencial que a amostra ndo esteja hemolizada, os eritrocitos contém o agonista
adenosina em seu interior.

Deve ser preferida a coleta em pacientes em jejum, a lipemia pode atrapalhar a
leitura optica do aparelho, comprometendo a precisao do resultado.

O anticoagulante de escolha ¢ o citrato de sodio, a disponibilidade de calcio i6nico €
imprescindivel para que o fenomeno de agregacao se processe normalmente.

A presenga de fibrinogénio plasmatico também ¢ requerida para a agregacao.

Os estudos de agregagdao devem ser conduzidos em simulagdo do ambiente
fisiologico, com um pH de 7,4 aproximadamente (as cubetas de ensaio devem ser
tampadas para prevenir a perda de CO;) e com controle de temperatura no decorrer
do ensaio.

As amostras devem ser mantidas em temperatura ambiente durante o
processamento, e aquecidas no momento do inicio do teste. O resfriamento da
amostra compromete a acao plaquetaria como um todo.

Nao devem ser empregadas amostras com mais de trés horas de coleta. A funcdo
plaquetéria pode ja estar alterada depois desse periodo.

A presenga de trombocitopenia dificulta a realizacdo dos ensaios de agregagdo
plaquetaria.

Os agentes agonistas empregados nos ensaios devem ser preparados e conservados
com todo o rigor possivel.

Testes de amostras com valor conhecido ou “pool” de pacientes normais devem ser

empregados como controle.
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1.2 LECTINAS

O estudo das lectinas foi iniciado por Stillmark em 1888 ao descrever o fenomeno
de hemaglutina¢ao com extrato de sementes de mamona (Ricinus communis). A proteina
responsavel pela aglutinacdo dos eritrocitos foi denominada Ricina. Mais tarde Hellin
descobriu que o extrato toxico de sementes de Abrus precatorius também produzia
aglutinacdo de eritrécitos, a proteina responsavel foi chamada Abrina (Diaz & Gonzalez,
1999).

A primeira lectina que se obteve na forma cristalina foi a Con A extraida do feijao
Canavalia ensiformis em 1919 por James B. Summer. No final da década de 40 William C.
Boyd ¢ Rose M. Reguera reportaram que certas sementes continham aglutininas especificas
para antigenos dos grupos sanguineos humanos (Sharon & Lis, 1972). Boyd e Shapleigh
(1954) introduziram o termo lectina para definir estas proteinas.

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas que possuem pelos menos um sitio de
ligacdo a carboidratos ou derivados (aminoagticares, alquilagucares, desoxiacucares, etc.),
sem apresentar fungdo catalitica nem caracteristicas estruturais imunoldgicas e que se ligam
reversivelmente a mono ou oligossacarideos especificos (Peumans & Van Damme, 1995;
Ghosh et al., 1999). Nesta definigdo, as lectinas podem ser classificadas quanto a natureza e
atividade dos seus sitios ligantes em trés subgrupos: merolectinas apresentam apenas um
grupo ligante para carboidrato, hololectinas apresentam dois ou mais grupos ligantes
homologos para carboidratos ou derivados, quimerolectinas possuem grupos ligantes
distintos com especificidade para diferentes moléculas de carboidrato (Peel & Bulmer,
1996; Grubhoffer et al., 1997).

A especificidade sacaridea de uma lectina pode ser definida através de ensaio de
inibicdo da atividade hemaglutinante, fazendo uso de monossacarideos simples ou
carboidratos complexos, determinando-se aquele que mais efetivamente inibe sua
aglutinagdo por eritrocitos (Kennedy et al., 1995).

As lectinas de diferentes fontes, para serem purificadas, em geral requerem,
inicialmente, a preparacdo de extratos em solucdes aquosas salinas. Alguns extratos com
atividade lectinica sdo submetidos a purificacdo parcial por diversos métodos, tais como:

dialise exaustiva e/ou fracionamento salino, em especial, com sulfato de amoénio (Sage &
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Green, 1972; Strosberg et al., 1986; Coelho & Silva, 2000) ou utilizando o sistema de
micelas invertidas (Nascimento et al., 2002). As lectinas em sua maioria s3o purificadas
por cromatografia de afinidade, técnica que se baseia na atividade das mesmas em se
ligarem especifica e reversivelmente a carboidratos (Lis & Sharon, 1972; Kennedy et al.,
1995; Naeem et al., 2001; Gelach et al., 2002).

Mesmo apds um século de pesquisas bioquimicas, fisiolégicas e moleculares com
lectinas, proteinas amplamente distribuidas na natureza, as fungdes deste grupo particular
de moléculas sdao ainda pouco conhecidas. Atuam como fator antinutricional, de protecao
contra pragas, fixador de bactérias, como fator envolvido na diferenciagdo de parasitas em
células de hospedeiros (Strosberg et al., 1986). A propriedade das lectinas de se ligarem a
carboidratos especificos pode ser considerada como fator determinante das diferentes
funcdes propostas (Peumans & Van Damme, 1995).

Devido a sua inerente especificidade biologica para carboidratos lectinas tém uma
grande aplicacdo na pesquisa médica e bioquimica. Dentro dos estudos de membranas, se
tem reportado na literatura o uso de lectinas para avaliar mudangas estruturais nos
glicoconjugados presentes nas superficies celulares e desta forma, detectar mudangas
morfologicas ocorridas, para analisar a distribui¢do sub-celular de epitopos e terminagdes
glicoproteicas, bem como alteragdes na expressao de moléculas presentes na superficie
celular (Peel & Bulmer, 1996; Franceschini et al., 1996; Kulikov & Muzya, 1998, Aguilera
et al., 2001; Chaco & Appukuttan, 2001; Chava et al., 2002; Wei et al., 2002; Yamagata et
al., 2003).

Outra area importante na qual se empregam as lectinas ¢ a detecgdo de
transformacdes malignas em células, através da aglutinagdo preferencial que mostram as
lectinas com células transformadas. Além do mais se tem realizado investigacdes para
utilizar lectinas e polimeros sintéticos unidos como agentes anticancerigenos in Vvivo e in
Vitro, pois tem sido observado que diminuem o crescimento das células tumorais. Utiliza-se
também para imunizagdo contra virus produtores de imunodeficiéncia e alguns tumores,
assim como medicamento para prevenir metdstases (Hansen, 1993; Diaz & Gonzalez,
2002). As propriedades citotoxicas de algumas lectinas como a Ricina e a Abrina despertam
interesses como potenciais armas terapéuticas no tratamento do cancer (Tanda et al., 1996;

Kulikov & Muzya, 1998; Karasaki et al., 2001; Ohba et al., 2002).
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As lectinas se empregam igualmente na caracterizagdo de grupos sangiiineos
humanos, assim como na aglutinagdo e agregagdo plaquetdria. Algumas lectinas sdo
especificas em suas reagdes com os grupos sanguineos ABO, MN, A; e A, de humanos
(Sharon & Lis, 1972). A maioria das lectinas aglutina eritrécitos de todos os grupos
sangiiineos e atua em concentragdes similares, sendo consideradas lectinas nao especificas
(ndo significa que ndo tenham especificidade aos acucares); algumas lectinas especificas ja
foram identificadas (Diaz & Gonzalez, 1999).

As lectinas vegetais sdo um grupo muito heterogéneo de proteinas que se agrupam
em fungdo de sua capacidade para reconhecer especificamente e unir-se a carboidratos. As
lectinas de leguminosas se localizam principalmente nas sementes, ainda que se tenham
descrito nos diferentes tecidos vegetativos (Peumans & Van Dame, 1995).

Na semente, as lectinas tém funcdo como proteinas de reserva e de defesa. As
funcdes especificas das lectinas vegetais ndo estdo claras, poderiam estar envolvidas nas
interagdes simbiodticas entre plantas e microorganismos, ou estar relacionadas com o
metabolismo de carboidratos, empacotamento das proteinas de reserva, a defesa da planta
ou o “stress” fisiologico (Kocourek, 1986).

As lectinas, particularmente aquelas de sementes de leguminosas, constituem um
grupo de proteinas homologas (40-50 % de identidade na seqiiéncia primaria), que se ligam
seletivamente com residuos de carboidratos, em solucdo ou na superficie de células. Dessa
interagdo decorrem inumeros efeitos biologicos, tais como o conhecimento de certos tipos
celulares, resultando em aglutinagdo e/ou ativagdo-inativacdo das células e
macromoléculas, efeitos no sistema imune, na inflamac¢do e agdo toxica sobre diversos
organismos, inclusive insetos (Diaz & Gonzalez, 2002).

Importantes caracteristicas de diversas lectinas sdo apresentadas na tabela 3,

destacando sua origem vegetal, lectina caracteristica e especificidade a carboidrato.

1.3 LECTINAS versus PLAQUETAS

As duas principais reacdes plaquetarias, adesdo e agregagdao sao mediadas

principalmente por proteinas de membrana que funcionam na superficie plaquetiria como

receptores para compostos biologicamente ativos de alto e baixo peso molecular
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Tabela 3 - Importantes Propriedades de Lectinas

Origem . Numero
(espécie de Lecting Peso de Sub-
planta) (Nome)  Molecular .. . Glicoproteina  Especificidade

Arachis  Aglutinina de
hypogaea amendoin

(amendoin) (PNA) 110.000 4 - —D-galactose
Canavalia Concanavalina
ensiformis A a —D-glicose
(feijao) (Con A) 102.000 4 - o —D-manose
Dolichus
Dolichus biflorus-
biflorus aglutinina N-acetil-a-D-
(DBA) 111.000 212 - galactosamina
. Aglutinina de N-acetil-a-D-
Glyci ne soja galactosamina
max (soja) (SBA) 110.000 4 + B-D-galactose
Lens Lens
culinaris culinaris- a -D-glicose
(lentilha) aglutinina 48.000 2 + o -D-manose
Phaseol_us Phaseolus —
vulgaris aglutinina [ .
(feijao (PHA-)  118.000 4 n N-acetil-a-D-
comum) galactosamina
Pisum Lectina de
sativum ervilha — I a -D-glicose
(ervilha) (PSA) 49.000 242 + o -D-manose
- Aglutinina de
Ricinus
COMMUNis arroz B-D-gal'actose, N-
(arroz) (RCA-120) 120.000 2+2 ++ acetil-a-D-
(RCA-60) 60.000 1+1 galactosamina
Triticum  Aglutinina fie (N-acetil--(1.4)-
Vulgare germe de trigo D-glicosamina)-»
(trigo)  (WGA) 34.000 2 Quitina,Quitotriose

(Segundo J.C. BROWN e R.C. HUNT, 1978)

(Clemetson, 1985, Mazurov & Vasiliev, 1994). Todos esses receptores podem ser
considerados como glicoproteinas (GP) desde que todos eles sdo mais ou menos
glicosilados. Lectinas podem interagir especificamente com diferentes componentes
carboidratos de GP, sendo usadas para isolamento e analise estrutural das proteinas de

membrana.Vdrias caracteristicas importantes da cadeia de carboidrato dessas GP foram
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reveladas usando diferentes lectinas, incluindo WGA, Con A, entre outras. (Lakhtin, 1995,
Kocourec & Freed, 1990).

Uma das maiores proteinas da membrana plaquetdria, GPIb — o receptor do vWF e
um dos receptores de trombina - ¢ a proteina mais glicosilada da superficie plaquetaria. A
cadeia de carboidrato dessa proteina representa aproximadamente 50% do seu peso
molecular (Lakhtin, 1995, Kocourec & Freed, 1990).

Estudos dos efeitos de lectinas sobre fungdes plaquetarias tém mostrado que
algumas delas sdo habeis para estimular agregacdo e secre¢do de granulos internos de
plaquetas (Torti et al, 1995). Intera¢ao de lectinas com a superficie plaquetaria poderia
também induzir a ativagdo de um sistema de segundo mensageiro, incluindo diferentes
proteinas tirosinoquinases e subseqiliente fosforilagdo de algumas proteinas plaquetarias
intracelulares (Yatomi, 1995). Tais propriedades das lectinas podem também ser usadas nao
somente para a analise da estrutura de carboidrato das GP plaquetarias, mas também no
estudo do envolvimento dessas moléculas no processo de ativagdo plaquetaria (Smirnova &
Khaspekova, 1998).

Baseado em evidéncias indiretas tem sido sugerido que a adesdo de plaquetas ao
colageno pode ser mediada por residuos de galactose presentes no colageno e uma
glicosiltransferase especifica presente na superficie plaquetaria. Uma evidéncia adicional
bloqueando o sitio receptor no colageno (Patscheke et al., 1977; Samal et al.,1998;
Cawthern et al., 2001).

Varias lectinas tém sido examinadas quanto aos seus efeitos na indugdo de
agregacdo plaquetaria, reacdes de liberagdo (secrecdo) e aglutinagdo de membrana, e por
seu efeito inibitério na iniciagdo destes fenomenos pelo colageno, ADP e trombina (Ralph

& Lawrence, 1982; Sminorva & Khaspekova, 1998; Karpatkin & Karpatkin, 1974).
2. RELEVANCIA DO TRABALHO
Cratylia mollis Mart., Feijdo camaratuba ou camaratu ¢ uma leguminosa da Regido

Semi-Arida do Estado de Pernambuco . Lectinas de sementes de C. mollis (Cra) tém sido

investigada no Laboratorio de Glicoproteinas do Departamento de Bioquimica, do Centro
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de Ciéncias Biolodgicas (CCB) da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Quatro
formas moleculares, isolectinas e isoformas (Iso) ja foram detectadas em sementes de C.
mollis e apresentam diferentes atividades monossacaridicas; denominadas Cra Iso 1, Cra
Iso 2, Cralso 3 e Cralso 4. Cralso 1, 2 e 3 ja foram reconhecidas como isolectinas.

A func¢do das plaquetas nos processos de aterogénese e trombogénese ¢ do interesse
de todos os especialistas relacionados com o diagnostico, prevencdo e tratamento das
enfermidades aterotrombdticas. O conhecimento acerca das caracteristicas estruturais e
funcionais das plaquetas permitiria uma melhor compreensdo dos fendmenos de
trombogénese ¢ do mecanismo de acdo de um farmaco antiagregante plaquetario tdo antigo
quanto a aspirina, assim como o desenvolvimento de novos farmacos com atividade
antiagregante plaquetaria (Tisdale, 1998).

A partir da analise global da composi¢dao das plaquetas e os elementos que regem
seu funcionamento fica claro que se trata de uma célula complexa e sujeita a uma grande
diversidade de fatores. E evidente a importincia de inibir a ativagio plaquetaria para
prevenir a trombose arterial, assim como o significado pratico que poderiam ter os estudos
de funcdo plaquetaria para o diagnéstico de estados pré-tromboticos, o qual ¢é reforcado
pelo aumento da reatividade plaquetaria que ocorre nas horas do dia em que sdo mais
freqiientes o infarto do miocardio ¢ a morte subita cardiaca (Tofler GH et al,1987).

Lectinas ligam-se especificamente a carboidratos em superficies celulares e causam
aglutinacdo de eritrécitos e uma variedade de transformacdes celulares. Por causa dessas
propriedades as lectinas tém sido usadas para explorar a estrutura de membranas em
plaquetas e outras células (Greenberg & Jamieson, 1974; Davies & Palek, 1982; Ralph &
Lawrence, 1982).

As isolectinas de C. mollis tém sido estudadas para avaliar seus diversos potenciais
biotecnologicos, para andlise estrutural e para as mais diversas aplicagdes. Assim sendo, a
busca de inibidores de agregacgao plaquetaria é de grande interesse para uso biotecnolégico,

sendo as lectinas excelentes ferramentas no estudo deste processo.
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3. OBJETIVOS
2.1 GERAL
Avaliar o efeito das formas moleculares da lectina de Cratylia mollis no

processo de agregagao plaquetaria humana.

2.2 ESPECIFICOS
- Avaliar o efeito ativador das formas moleculares da lectina de C. mollis
no processo de agregagdo plaquetaria.
- Avaliar o efeito inibidor das formas moleculares da lectina de C. mollis
na agregac¢do plaquetaria por indugdo com epinefrina.
- Avaliar o efeito da adi¢do dos carboidratos especificos as lectinas sobre

o processo de agregacao plaquetaria.
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5. ARTIGO A SER SUBMETIDO AO PERIODICO PLANTA MEDICA
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ABSTRACT

Cratylia mollis seed lectin (Cra) contains molecular forms (Cra Iso) which have previously
been highly purified. The effects on platelet aggregation induction and inhibition of Cra
Isol,4 (preparation containing Cra Iso 1 and Cra Iso 4), Cra Iso 1 and Cra Iso 3 were
analysed and compared with wheat germ agglutinin (WGA) and concanavalin A (Con A),
two lectins that induce platelet aggregation. The lectins were assayed with three different
concentrations (25, 50 and 100 pg/ml). The best results were obtained with 100 pg/ml to all
lectins; Cra Iso 1 showed the highest aggregation (16.05 + 1,09) similar to Con A (20.34 +
4.05). Inhibition of aggregation using epinephrine as agonist and the lectin concentration
that did not induce aggregation (aggregation percentual smaller than 10 %) were negative.
When the specific lectin carbohydrate inhibitors mannose and methyl-a-D-mannoside (Cra
Iso1,4 and Cra Iso 1) or galactose (Cra Iso 3) were used none aggregation induction was
observed. The results showed that Cra Isol,4 and Cra Iso 1 induced platelet aggregation

through respective carbohydrate binding sites.

Key-words: Cratylia mollis lectin, platelets, platelet aggregation, inhibition of platelet

aggregation.
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INTRODUCTION

Lectins recognize specifically carbohydrates on cell surfaces, these proteins
or glycoproteins promote erythrocyte agglutination and a variety of cell transformations.
Due to these properties lectins have been studied in order to investigate membrane structure
of platelets within other cells [1]. Lectins have been purified, mainly, of mature legume
seeds, either as single or multiple molecular forms, known as isolectins or isoforms [2],
[3], [4]; isolectins and lectin isoforms may present distinct behavior when used in
biological experiments [5].

Evidences showed that cross binding and receptor redistribution are pre-
requisites for various lectin effects in cells. However, it has been suggested that one of the
reasons for the different lectin cell reactions is the localization of their receptors,
specifically carbohydrates, localized on glycoprotein membrane chains [6].

Studies of lectin effects on platelet functions have shown that some of them are able
to stimulate platelet aggregation an agglutination [7]or to evaluate serotonin secretion [8].
Such lectin propertie may be used not only to analyze the carbohydrate structures of
platelets glycoproteins, but also to study how these molecules are involved in the process of
activating the platelets [9]; Canavalia ensiformis lectin (Concanavalina A, Con A) showed
to be able in react with glycoproteins (GP) Ib and IIla [10] as well as to isolate GP III [11],
[12] while Lens culinaris lectin was able topurify GP IIb-1IIa [13].

Cratylia mollis Mart (camaratu bean) is a leguminous, native from the Semi-Arid
Region of Northeastern Brazil, used as forage. Isolectins and isoforms (Iso) of C. mollis
lectin (Cra) were obtained from a saline extract; Cra Iso 1 (quantitatively the main

isolectin), Cra Iso 2 and Cra Iso 3 isolectins as well as an isoform of Cra Iso 1, nominated
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Cra Iso 4 [3], [14]. Cra Iso 1, Cra Iso 2 and Cra Iso 4 are specific for glucose/mannose; Cra
Iso 3 is galactose specific. A preparation containing Cra Iso 1 and Cra Iso 4 (Cra Iso 1,4)
presents a high hemagglutinating activity when compared with the pure isolectins and can
be obtained in milligram quantities; 300 mg of Cra Iso 1,4 were obtained from 1 1 of 10 %
(w/v) C. mollis extract. Cra Iso 1 and Cra Iso 1,4 were used with success in different
biological assays as well as in structural and electrochemical studies [15], [16], [17], [18],

[19], [20], [21].

The aim of this work was to evaluate Cra Iso1,4, Cra Iso 1 and Cra Iso 3 activity
regarding the processes of platelet aggregation and antiaggregate action. The aggregant
and antiaggregant platelet activity of samples was compared with the activity of wheat

germ agglutinin (WGA) and Con A.

MATERIALS AND METHODS

The reagents were acquired from Sigma (USA), WGA and Con A from Pharmacia
Chemical (Swedish) and epinephrine from the Hypofarma (Brazil).

Cra Iso 1,4, Cra Iso 1 and Cra Iso 3 were obtained following the previously
established protocol [3], [14]; lectin concentrations were adjusted to 1 mg/ml.

Concentrated platelets were obtained from the Sergipe Hemocenter (HEMOSE),
State of Sergipe, Northeaster Brazil. Blood were collected from health human donor, with

previous agreement in plastic bags and using 0.1 M sodium citrate.
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PLATELET AGGREGATION

Platelet rich plasma (PRP) was obtained by centrifugation of a total blood sample at
150 x g for 15 min. Part of supernatant was extracted (PRP), then the rest of the sample
was centrifuged (1,500 x g) to obtain platelet poor plasma (PPP).

Platelet concentration in PRP was corrected using the formula: number of platelets
required / number of platelets obtained = volume (ml) of present PRP, to a final volume of
1 ml of PRP required. Volume was completed with PBS buffer, pH 7.4, to obtain between
250,000 and 300,000 platelets/'mm’. Aggregation was measured by the Born and Cross
turbidimetric method [22] using a single channel aggregometer (NetLab, Sdo Paulo —
Brazil). The instrument was adjusted for maximum transmittance with PPP. Cuvettes
containing PRP (450 ul) were placed in the equipment, which already contained a magnetic
bar, for pre-incubation (37 °C, 5 minutes) and posterior measurement of the changed light
transmission after adding the corresponding agonist. All samples were confirmed with a
previous test of platelet activity using epinephrine as the agonist.

Lectin solution was added to cuvette containing pre-incubated PRP; change light
transmission was registered by equipment on the connected printer, for a period of 5 min,
with a record of aggregation percentage obtained and represented on a graph (Figure 1). C.
mollis samples were assayed in concentrations of 25, 50 and 100 pg/ml; WGA, Con A and
epinephrine were used at concentrations of 20, 100 e 50 pg/ml, respectively. Each sample

was 10 times assayed and the aggregation was always checked by visual observation.
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PLATELET AGGREGATION IN CARBOHYDRATE PRESENCE
Specific carbohydrates were added to C. mollis lectins to a final carbohydrate concentration
of 50 and 100 mM, using galactose (Cra Iso 3) and mannose or methyl-a-D-mannoside

(Cralso 1 and Cra Iso 1,4) for final lectin concentration of 1.0 mg/ml.

PLATELET AGGREGATION INHIBITION USING AGONIST

C. mollis lectins assayed for their effect as aggregation inhibitors were incubated
with PRP for 5 min before adding the aggregant agent. Lectin concentration for the
inhibition study was the highest concentration that would not induce aggregation
(aggregation percentage less than 10 %). After the earlier incubation with lectin, 50 pg/ml
of epinephrine were used as an agonist to evaluate the possible effect of aggregation

inhibition.

STATISTICAL ANALYSIS

The results were subjected to a one-way analysis of variance and the significance

between means determined by Tuckey’s (p > 0.05).

RESULTS AND DISCUSSION

C. mollis lectin samples presented discrete platelet aggregation activity in the

different concentrations assayed with distinct percentages (Table 1). Cra Iso 1 showed the
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highest result when compared with other lectinss, with significant difference. None
significant difference was observed to Cra Iso 1,4 and Cra Iso 3. Curves (Figure 2) obtained
for the lectins did not present the lag phase (initial), that is produced by the change in the
platelet shape before their aggregation, and is observed by the initial variation of the optical
density (Figure 2A); also they did not present biphasic curves. These curves represent a
second wave of aggregation following initial aggregation, induced by secretion of ADP and
thromboxane A2 endogene reserve of the platelets.

Platelets respond to certain lectins with aggregation and/or discharge of secretion
organelles (reaction of secretion). There are some lectins that selectively induce
aggregation and others which cause a strong secretion reaction without accompanied
aggregation [23]. In this study, was demonstrated that the binding of C. mollis isolectins
stimulated fresh human platelets, yet without triggering a second phase (wave) during the
mechanism of aggregation (absence of biphasic curve).

The absence of a lag phase and of biphasic curve obtained from C. mollis lectin
samples suggest that they act on the platelets without inducing a secretion reaction [23].
Absence of a second wave of aggregation could coincide with a first phase reversal, when
the aggregates break up and PRP returns to its inactive optical condition [22].

The lectins assayed for ability to inhibit aggregation showed a discrete inhibition of
aggregation activity triggered by epinephrine. The small aggregation activity inhibition
triggered by epinephrine in the presence of C. mollis isolectins seem to indicate different
activation mechanisms, as the activity of epinephrine which is based on activation of
phospholipase C and depends on thromboxane A2 formation [22]. As such, it is clear that

the aggregation and secretion reaction are based on different induction mechanisms.
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Aggregation activity was blocked when specific carbohydrates were added to lectin
solutions: mannose and methyl-o-D-mannoside for Cra Iso 1,4 and Cra Iso 1 and galactose
for Cra Iso 3; carbohydrates failed to trigger platelet aggregation in the assay (Table 2). The
linear aspect of the aggregation curves obtained (figure 3) with only an initial dramatic
change (not subsequently of transmittance), seems a reflection of transmittance difference
in between PPP and PRP. The results not suggest, despite aggregation percentage values
given by the equipment, the triggering existence of a response to action of the agonist in
use (carbohydrates and a mixture of a specific carbohydrate with lectin). The statistical
analysis of aggregation results obtained by the equipment do not represent significant
differences.

The data of aggregation activity inhibition from lectin preparations coincide with
what has been seen by other researchers [8]; reducing aggregant activity, a result of
blocking lectin’s binding sites with specific carbohydrates. Assuming that the residues of
assayed carbohydrates are essential components to lectin’s binding sites, the differentiated
responses of the platelets suggest the additional importance of the lectins in indicating the
cellular response. Inhibiting analysis of lectin dependent reactions showed that: 1.
stimulation of platelet secretion and aggregation result from the interaction of lectins with
the carbohydrate components of platelet membranes; 2. platelet aggregation depends on the
activation of a second messenger system; and 3. platelet aggregation is mediated by the
interaction of GP IIb-IIla with fibrinogen.

The inhibition of Cra Iso 1,4, and Cra Iso 3 by their specific carbohydrates
suggested that these isolectins act in different platelet membrane glycoproteins and could

be used to analyze or purify them. Immobilized lectins in insoluble supports as affinity
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matrix have been used to analyze and purify platelet glycoproteins. Con-A sepharose 4B
column was efficient to isolate GP III, while GP Ila did not binding to the matrix [11],
[12]. Chromatography in Lens culinaris provide a preparation rich in GP IIb-Illa,
containing small quantities of GP I [13].

Knibbs et al. [24] refereed that the elevated lectin affinities for cells can be
due by factors just as: existence of non specific interactions with components of cellular
surface from no carbohydrate nature; the presence, in lectin structure, of a binding site with
oligosacharide specificity and a cooperative effect resultant of the multivalent lectin nature.

Cra Iso 1, and Cra Iso 1,4, extracted from C. mollis, plant native from poor Region
of Pernambuco State, are very stable (more than 10 years, 20 C) and can be used in clinical
practice as a platelet aggregation activator, in contrast to epinephrine which has its activity
reduced within a few minutes; the induction of aggregation takes place via its respective
sites of carbohydrate binding. The inhibition of aggregation activity with agonist

epinephrine was not effective, showing non-competitive modes of action.
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Table 1 — Effect of interaction between Cra Iso 1, Cra Iso 1,4, Cra Iso 3, Con A and WGA

and platelets.
Sample Aggregation (%)
Concentration (pg/ml)

20 25 50 100
Cralso 1 Nd 354+0.81° 7.77+0.74°  16.65 +2.02°
CraIso 1,4 Nd 5.02+0.76* 11.44+2.92° 13.89+1.61¢
CraIso 3 Nd 1.71+0.47* 7.10+1.11° 10.39+0.81¢
Con A Nd Nd Nd 20.02 + 1.42°
WGA 36.22 +3.07° Nd Nd Nd

Nd = not determined. Same letters represent values without significant statistic
difference (P < 0.05).
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Table 2 — Effect of specific carbohydrates in the interaction between Cra Iso 1, Cra Iso 1,4,

Cra Iso 3, and platelets.

Sample Aggregation (%)

Concentration (mM)

50 100
Cra Iso 1 + mannose 1.0£0.8 1.0£0.9
Cra Iso 1 + methyl-a-D-mannoside 4.0+0.7 50+0.5
Cra Iso 1,4 + mannose 6.0+0.5 8.0+0.7
Cra Iso 1,4 + methyl-a-D-mannoside 3.0+£0.7 3.0+ 0.8
Cra Iso 3 + galactose 50+£0.6 4.0+0.8
Mannose 5.0+0.1 50+0.3
Methyl-a-D-mannoside 1.0+ 0.9 50+04
Galactose 50+0.3 30+04
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Figure 1 — Formation of platelet aggregate with corresponding increase in the light

transmission

Figure 2 — Representation of aggregation curves
(A) Pattern of a curve with lag phase, (B) Cra Isol (C) Cra Iso 1,4, (D) Cra Iso 3, (E) Con

A, (F) WGA.

Figure 3 - Representation of aggregation curves in carbohydrate presence

(A) Cra Iso 1,4 + mannose, (B) Cra Iso 1,4 + methyl-a-D-mannoside, (C) Cra Iso 1 +

mannose, (D) Cra Iso 1 + methyl-a-D-mannoside, (E) Cra Iso 3 + galactose.
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6. CONCLUSOES

1. Lectinas extraidas de C. mollis apresentam atividade agregante plaquetaria.

2. Aparentemente as formas moleculares de C. mollis ndo desencadeiam reagdo de

secrecao quando ativam plaquetas.

3. A inibi¢do da atividade agregante frente ao agonista epinefrina, ndo foi efetiva,

demonstrando, modos de acdo ndo competitivos.

4. A atividade agregante plaquetaria das lectinas de C. mollis se da através do sitio de

ligacdo a carboidratos.
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Ata da defesa de dissertagcdo do Mestrando José Melquiades de Rezende
Neto, realizada em 26 de fevereiro de 2003, como requisito final para
obtengéo do titulo de Mestre em Bioquimica.

As 14:15 minutos do dia 26 de fevereiro de 2003, foi aberto, no Auditério Prof,
Marcionilo Lins, Depto. de Bioquimica/CCB, o ato da defesa de dissertagio do
mestrando José Melquiades de Rezende Neto, aluno do Curso de Mestrado
em Bioguimica. Iniciando os trabalhos, a Profa. Dra. Vera Licia de Menezes
Lima, (Coordenadora do curso supra citado), fez a apresentacio do aluno, de
sua orientadora, Profa. Dra. Maria Tereza dos Santos Correia, de sua Co-
orientadora, Profa. Dra. Luana Cassandra Breitenbach Barroso Coelho, e da
Banca Examinadora composta pelos Professores Doutores: Maria Tereza dos
Santos Correia, na qualidade de Presidente, Vera Licia de Menezes Lima,
Maria das Gragas Carneiro da Cunha, os trés do Depto. de Bioquimica, e a
Profa. Dra. Ana Maria dos Anjos Carneiro Ledo, do Depto. de Morfologia e
Fisiologia Animal/UFRPE. Apés as apresentacdes, a Sra. Presidente convidou
0 aluno para a apresentagéo de sua dissertagdo intitulada: “Avaliagio da
Atividade Agregante e Antiagregante Plaquetaria de Formas Moleculares
das Lectinas de Sementes de Cratylia mollis Mart.”, e informou, que de
acordo com o Regimento Interno do Curso, o candidato dispde de até 50
(cinglienta) minutos para apresentagéo do trabalho e o tempo de argiicdo
para cada examinador, juntamente com o tempo gasto pelo aluno para
responder as perguntas sera de 30 (trinta) minutos. O mestrando procedeu a
explanagéo e comentarios acerca do tema em 35 (trinta e cinco) minutos. Apos
a apresentagdo, a Sra. Presidente concedeu um intervalo de 10 minutos.
Reiniciando os trabalhos, a mesma convidou a Banca para ocupar seus lugares
e passou a palavra ao primeiro examinador, Profa. Ana Maria dos Anjos
Carneiro Ledo, que apés agradecer e fazer alguns comentarios, iniciou sua
argliigdo. Ao final, a referida professora deu-se por satisfeita, parabenizando o
candidato e suas orientadoras. Em seguida, a palavra foi passada para a
Profa. Maria das Gragas Carneiro da Cunha, que ap6s agradecer iniciou sua
argliigdo. Finda a mesma, parabenizou ¢ aluno e suas orientadoras.
Continuando, a palavra foi passada para a Profa, Vera Licia de Menezes Lima,
que fez alguns agradecimentos e comentarios, iniciando sua argiicao. Ao final,
deu-se por satisfeita, parabenizando o aluno e suas orientadoras.
Prosseguindo, a Sra. Presidente usou da palavra para fazer algumas
consideragdes e agradecimentos ac aluno e 2 Banca Examinadora, passando
depois a palavra a para a Profa. Luana Cassandra Breitenbach Barroso Coelho
que também fez alguns agradecimentos. Finalizando, a Sra. Presidente
convidou a Banca a se reunir na Secretaria do Curso, para proceder o
julgamento na presenga da Coordenadora. Apés alguns comentarios, a Banca
decidiu, por unanimidade, conceder a mengdo "Aprovado com Distingdo".
Nada mais havendo a tratar, lavrei a presente ata que vai assinada por mim,
Secretarip, e demais membros presentes. Recife, 26 de fevereiro de 2003.
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