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Resumo

A sepse leva a uma alta taxa de mortalidade em hospitais de todo o mundo e por se tratar de um
quadro clinico muito complexo ainda ndo ha tratamento eficaz para o mesmo. Nas ultimas
décadas tem-se dado destaque para o papel das plaquetas na sepse, ja que a gravidade do quadro
correlaciona-se com o nimero de plaquetas circulantes e seu estado de ativacdo. Uma vez que as
estatinas tém sido usadas clinicamente com muito sucesso no tratamento de doencas
inflamatédrias, decidimos investigar o efeito da pravastatina em plaquetas de ratos sadios e em
modelo experimental de sepse induzida por lipopolissacarideo (LPS). Para tanto, ratos foram
tratados com solugdo salina ou pravastatina 20 mg/kg (gavagem, uma vez ao dia durante 7 dias).
No sexto dia, os ratos de ambos os grupos receberam uma udnica inje¢ao de salina ou de LPS (1
mg/kg, i.p.) e ap6s 48h o sangue arterial foi coletado. A determinacdo plasmatica de TNF-a e
trombopoietina foi feita por ELISA. O nimero de megaridcitos foi determinado pela histologia
da medula 6ssea. A agregacdo plaquetdria foi induzida por ADP (1-10 uM). A formagao de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e GMPc foi analizada em plaquetas por citometria de fluxo utilizando a
sonda fluorescente DCFH-DA e por kit comercial, respectvamente. Também foi avaliada a atividade
enzimatica da SOD e glutationa peroxidase (GPx) em plaquetas através de kits comerciais. Nos ratos
injetados com salina, a pravastatina aumentou 3,7 vezes os niveis plasmaticos de TNF-a.. Além
disso, a pravastaina reduziu 36% o niimero de plaquetas circulantes. A agregacdo plaquetdria
induzida por ADP foi significativamente reduzida por esta estatina, a qual foi acompanhada de
uma reducdo dos niveis intraplaquetarios de GMPc. Apesar do aumento marcante da atividade
enzimatica da SOD e da GPx, a pravastatina aumentou 2,4 vezes a quantidade de EROs em

plaquetas de ratos injetados com salina. A pravastatina reduziu o nimero aumentado de leucdcitos
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totais observado em ratos injetados com LPS para os mesmos valores encontrados em ratos injetados
com salina. A concentragdo plasmdtica aumentada de TNF-o também foi reduzida pelo pré-
tratamento com pravastatina, mas ainda permaneceu significativamente maior do que a observada em
ratos injetados com salina. O LPS reduziu 6.8 vezes o nimero de plaquetas circulantes, o qual foi
acompanhado por aumento do nimero de megacaridcitos e reducdo de trombopoetina. O pré-
tratamento com pravastatina restaurou os valores de trombopoetina e megacaridcitos, mas ndo
preveniu a queda do nimero de plaquetas circulantes. A agregacdo plaquetaria induzida por ADP foi
inibida por LPS e restaurada pela pravastatina. A quantidade de EROs em plaquetas de ratos
injetados com LPS foi 2,2 vezes maior do que a observada em ratos injetados com salina, o qual foi
acompanhado por um aumento significativo da atividade enzimatica da SOD e da GPx. O pré-
tratamento com pravastatina dos ratos injetados com LPS ndo modificou da quantidade de EROs
intraplaquetdria, mas reduziu de forma marcante a atividade enzimética da SOD e da GPx. Portanto,
nossos resultados mostram que a administragdo de pravastatina em animais sadios, além de levar a
trombocitopenia e estresse oxidativo plaquetdrio, promove um aumento dos niveis plasmdticos de
TNF-a, o que poderia incorrer em danos teciduais a longo prazo. A pravastatina restaura a agregacao
plaquetédria e melhora o quadro inflamatério dos ratos injetados com LPS. Entretanto, esta estatina
ndo previne a queda acentuada do niimero de plaquetas circulantes, marcador importante para
avaliacdo da gravidade da sepse, e nem reduz o estresse oxidativo plaquetirio, o que poderia
contribuir para a disfuncdo de diferentes tecidos. Sendo assim, a pravastatina ndo parece ser uma boa

opcao no tratamento da sepse.
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Abstract

Sepsis is still a cause of high mortality in hospitals all over the world. It is a very
complex clinical condition and up to now there is no effective treatment. In the last decades
works have been plublished describing the important role of platelets in sepsis, since the
severity of the condition is correlated to the number of circulating platelets and their
activation state. Statins, besides their action on lowering the cholesterol levels, have been
successfully used in the treatment of inflammatory diseases. Therefore, in the present study
we decided to investigate the effect of pravastatin in platelets of healthy rats and in model
of experimental sepsis induced by lipopolysaccharide (LPS). Rats were treated with saline
or pravastatin (20 mg/kg, gavage once daily for 7 days). On the sixth day, the rats in both
groups received a single injection of saline or LPS ( 1 mg / kg, i.p.) and after 48h the
arterial blood was collected. Plasmatic TNF-o and thrombopoietin concentrations were
measured by ELISA. The number of megakaryocytes was determined by histology of the
bone marrow. Platelet aggregation was induced by ADP (1-10 mM ). The formation of
reactive oxygen species (ROS) and cGMP in platelets was analyzed by flow cytometry
using DCFH-DA and by commercial kits, respectively. We also analyzed the enzymatic
activity of SOD and glutathione peroxidase ( GPx ) in platelets using commercial kits. In
rats injected with saline, pravastatin increased 3.7 fold the plasma levels of TNF-a
Furthermore, pravastaina reduced 36% the number of circulating platelets. Platelet
aggregation induced by ADP was significantly reduced by this statin, which was
accompanied by a reduction in the intraplatelet cGMP levels. Despite the marked increase
in enzymatic activity of SOD and GPx, pravastatin increased 2.4 fold the amount of ROS in
platelets of saline-injected rats. Pravastatin reduced the increased number of total
leukocytes in LPS-injected to the same values found in rats injected with saline. Increased
TNF-a plasma concentration was also reduced by pre-treatment with pravastatin, but it still
remained significantly higher than that observed in saline-injected rats. LPS reduced 6.8
fold the number of circulating platelets, which was accompanied by increased numbers of
megakaryocytes and reduced thrombopoietin concentration. Pre-treatment with pravastatin
restored the values of thrombopoietin and megakaryocytes, but did not prevent the drop in
circulating platelets. ADP-induced platelet aggregation was inhibited by LPS and restored
by pravastatin. The amount of ROS in platelets of LPS-injected rats was 2.2 fold higher
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than that observed in rats injected with saline, which was accompanied by significant
increase in SOD and GPx activity. The pretreatment with pravastatin of LPS-injected rats
did not change the amount of intraplatelet ROS but markedly reduced SOD and GPx
activity. Therefore, our results show that administration of pravastatin in healthy animals,
in addition to lead thrombocytopenia and platelet oxidative stress, it promotes an increase
in TNF-a levels, which could result in tissue injury in long-term. Pravastatin restores
platelet aggregation and improves the inflammatory condition of LPS-injected rats.
However, this statin does not prevent sharp drop in the number of circulating platelets, an
important marker for evaluating the severity of sepsis, and neither reduces platelet
oxidative stress, which could contribute to the dysfunction of different tissues. Thus,

pravastatin does not seem to be a good option in the treatment of sepsis.
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1- Introducao
1.1 Septicemia e lipopolissacarideo (LPS)

A sepse bacteriana € uma das principais causas de mortalidade em todo o mundo. A
sepse envolve uma resposta inflamatdria sistémica controlada pelas células hospedeiras que
podem resultar em faléncia miltipla de 6rgaos e a morte (Ramachandran, 2013), sendo um
dos problemas mais frequentes e mais sérios com que os clinicos se deparam (Aratjo et al.,
2005). Em 2011, segundo dados do DATASUS, ocorreram 80.758 internacdes para
tratamento da sepse no SUS, sendo que 41,58% destes pacientes vieram a Obito

(DATASUS, 2011).

Normalmente a sepse € causada por uma infeccdo bacteriana, mas também pode ser
causada por outros microorganismos como virus e fungos (Bochud and Calantra, 2003). De
modo geral, a sepse caracteriza-se por uma diminuicdo da atividade cardiocirculatdria
resultante da liberacdo descontrolada de cininas, prostaglandinas, citocinas e 6xido nitrico
(NO) e, além disso, ocorre também a reducdo simultanea do débito cardiaco. Dessa forma,
hia o colapso do sistema vascular, quadro denominado de choque séptico, que ¢é
caracterizado ainda por sinais bioquimicos de déficit de oxigénio, danos vasculares e
coagulacdo intravascular disseminada. A diminuicdo da pressdo arterial e da perfusdo
tecidual, juntamente com a reacdo inflamatoria, acaba gerando danos funcionais nos
sistemas renal, hepatico e pulmonar, que podem culminar na disfuncdo multipla de 6rgdos
(Brandtzaeg, 1996).

As bactérias gram-negativas mais comuns presentes na sepse severa € no choque
séptico sdo a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e espécies de Klebsiella que

desencadeiam a maior parte de seus efeitos através do lipopolissacarideo (LPS) presente na

20



parede desses organismos (Bochud and Calantra, 2003). O lipopolissacarideo, componente
estrutural exclusivo da membrana externa das bactérias gram-negativas, ¢ um glicolipideo
complexo constituido de uma porg¢ao lipidica denominada lipideo A, uma regido central que
possui, em geral, estrutura similar dentro de um género ou espécie de bactéria, e cadeias
laterais O-especificas que conferem uma identidade sorolégica dnica as espécies de gram-
negativas. O lipideo A parece ser o principal componente responsdvel pelas manifestacdes
da atividade da endotoxina em pacientes com septicemia por bactérias gram-negativas
(Alexander and Riestschel, 2001; Golenbock et al., 1991). Vérios estudos mostram que a
administracdo de LPS em animais e humanos leva a vérios sinais observados na sepse como
trombocitopenia, leucopenia, febre, aumento de concentracido de interleucinas circulantes,
aumento da producdo de NO e espécies reativas de oxigénio (EROs) (Stohlawtz et al.,
1999, Brandtzaeg, 1996, Harker, 1978).

O LPS pode ativar muitos tipos de células, incluindo leucdcitos polimorfonucleares,
mondcitos, macréfagos, células endoteliais e plaquetas, através da ativacdo de receptores
TLR (toll-like receptor) (Andonegui et al., 2005; Sabroe et al., 2002; Amura et al., 1998). O
TLR4 € responsavel pelo reconhecimento da maioria das bactérias gram-negativas. O
complexo CD14/TLR leva a ativacdo do fator nuclear kB (NF-xB) através de uma cascata
de fosforilacdes desencadeada por uma familia de quinases denominada proteina quinase
ativada por mitégeno (MAPK) (Jean-Batiste, 2007). A ativacdo do NF-«kB esta envolvida
na ativagdo de inumeros genes inflamatorios que codificam proteinas como citocinas,
quimiocinas, proteinas de adesdo, proteinas do sistema complemento e enzimas incluindo a
cicloxigenase 2 (COX2) e a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) (Abraham, 2003;

Heuman and Roger, 2002).
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Virios trabalhos revelaram que o TNF-a ¢ um dos primeiros mediadores liberados
por macréfagos na presenca de endotoxina (Flohé et al., 1991; Rietschel & Brade, 1992;
Ferreira et al., 1993; Ebisui et al., 1994). Foi verificado que o TNF-a mimetiza vérias das
respostas atribuidas as endotoxinas, incluindo febre e, em altas doses, choque irreversivel e
morte. O TNF-a também pode atrair vérias células de defesa para os sitios de infeccdo e
destruir células tumorais. Substancias que inibem a produgdo de TNF-a, ou que suprimem
sua acdo, podem prevenir a febre causada pelo LPS em voluntdrios humanos e a morte de
animais (Rietschel & Brade, 1992). E sabido também, que os corticoides sdo inibidores da
producao de TNF-a e protegem contra o choque endotéxico em modelos animais. Tem se
tornado evidente porém, que o TNF-o ¢ um efetor necessario, mas nao suficiente para

desencadear a letalidade em animais de experimentacdo (Flohé et al., 1991).

1.2 Lipopolissacarideo e Espécies Reativas de Oxigénio e Nitrogénio

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas nas células por diversos
estimulos fisiol6gicos e ambientais, tais como infec¢des, radiagdo UV e poluentes. Entre as
EROs mais comuns podemos citar o radical anion superéxido (O2), o perdéxido de
hidrogénio (H202) e o radical hidroxila (OH). H4 vérias fontes que podem gerar as EROs
como a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, a ativacdo das enzimas xantina
oxidase e NADPH oxidase, e a partir do metabolismo do 4cido araquidonico (DeLeo et al.,
1998). Alguns trabalhos sugerem que a NADPH oxidase seja uma das principais fontes
geradoras de O™ no organismo (Krause, 2007; Somers et al., 2000). A familia das NADPH
oxidases compreende 7 membros — NOX 1 a 5 e DUOX/THOX 1 e 2 (Brandes and

Schroder, 2008). A NOX 2 é o protétipo das NADPH oxidases, sendo originalmente
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identificada em fagdcitos e, mais tarde sua presenca também foi descrita em mondcitos,
plaquetas, células endoteliais, tecido adiposo e cardiomidcitos (Brandes and Schroder,
2008). A NADPH oxidase 2 € um complexo enzimdtico formado pela flavocitocromo bsss,
um heterodimero presente na membrana plasmética composto pelas subunidades gp917"°* e
p22P1o% e 4 subunidades citosélicas, a p477"%%, p67°'°*, p40P"* ¢ uma GTPase de pequeno
peso molecular, a RAC1 ou RAC2. A ativacdo da enzima envolve a fosforilacdo e a
translocacdo dos componentes citosélicos para a flavocitocromo bssg. (Bokoch et al., 2009;
Bokoch, 1994).

Sob condigdes fisioldgicas, ocorre um equilibrio entre a formacdo de espécies
reativas e a remocdo destas substancias por compostos antioxidantes e enzimas (Schafer
and Buettner, 2001). Em alguns processos patoldgicos, como na sepse, hd uma quebra neste
equilibrio podendo haver aumento excessivo da geracdo de espécies reativas e/ou reducao
dos mecanismos antioxidantes como a superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase
(GPx), catalase, vitaminas C e E e glutationa reduzida (GSH) (Bhattacharyya, 2004). Este
estado é chamado de estresse oxidativo e pode resultar em danos celulares e teciduais
dependendo da intensidade e se ocorrer por tempo prolongado (Freedman, 2008). O reparo
da lesdo ocorrida € feita através do &4cido ascorbico, glutationa-redutase (GR) e GPx
(Ferreira e Matsubara, 1997)

H4 varias evidéncias indicando a participacdo de EROs na patogénese da sepse
levando a disfungdao multipla de 6rgdos (Bhattacharyya et al., 2004). Pacientes com sepse
apresentam aumento da atividade da enzima xantina oxidase, bem como dos niveis
plasmdticos de malondialdeido (marcador do stress oxidativo), quando comparado a

individuos normais (Huet et al., 2007, Galley et al., 1996). Em 1999, Salvemini e
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colaboradores demonstraram que o O2™ e o peroxinitrito t€m um papel importante na injtria
intestinal observada durante a endotoxemia.

Uma importante espécie reativa de nitrogénio (ERN) é o 6xido nitrico (NO). A
sintese do NO se d4 a partir da oxidacdo do nitrogénio do grupo guanidino da L-arginina
pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS). Esta reacdo € dependente da NADPH e O, além
de viérios cofatores que incluem a flavina adenina dinucleotideo (FAD), a flavina
mononucleotideo (FMN) e a tetraidrobiopterina (BH4) (Andrew and Mayer, 1999). As
isoformas de NOS sdo agrupadas em duas categorias, a NOS constitutiva (c-NOS) e a NOS
induzivel (i-NOS). A c¢-NOS € dependente de ions cdlcio e de calmodulina, produz
pequenas quantidades de NO e estd envolvida na sinalizagdao celular (Marletta, 1993). A
isoforma constitutiva compreende a NOS neuronal (n-NOS, tipo I), presente normalmente
nos neurdnios, e a NOS endotelial (e-NOS, tipo III), primeiramente descrita em células
endoteliais vasculares (Moncada et al., 1991). Por outro lado, a i-NOS independente dos
fons cdlcio e nao € expressa sob condigdes normais, mas € induzida por citocinas e/ou
endotoxinas em uma variedade de células, como macréfagos, linfécitos T, células
endoteliais, midcitos, hepatdcitos, condrdcitos e neutréfilos (Marletta, 1993, Moncada et
al., 1991, Chen and Mehta, 1996). O NO € um radical reativo abundante que age como um
importante sinalizador molecular oxidativo em uma diversidade de processos fisiologicos,
incluindo neurotransmissdo, regulacdo da pressdo sanguinea, mecanismos de defesa,
relaxamento do musculo liso, inibi¢do da atividade plaquetdria e regulacdo imunolégica
(Vincent, 2010, Napoli and Ignarro, 2009, Moncada and Higgs, 2006, Bredt and Snyder,
1994). Seus efeitos bioldgicos sdo iniciados através da ativacdo da enzima heterodimérica

guanilil ciclase solivel (GCs) e/ou através de outras reagdes quimicas que independem
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dessa enzima (Bian and Murad, 2003). A ativacdo de GCs resulta na producio de guanosina
monofosfato ciclico (GMPc), um segundo mensageiro que inicia vdrias cascatas
bioquimicas de sinalizag¢do (Liaudet et al., 2000, McDonald and Murad , 1996).

O NO ¢ responsdvel por vdrias caracteristicas da sepse como hipotensdao
(Hallemeesch et al., 2003) e diminui¢do da respiracdo celular (Stuehr and Nathan, 1989).
Adicionalmente, o NO se liga ao O>" formando outra ERN - o peroxinitrito (ONOO),
potente agente oxidante, que pode levar diretamente a morte celular, bem como estimular a
producdo de H>O> pela mitocondria (Radi et al., 1994). Recentemente foi demonstrado que
o aumento da formacdo de ONOQO™ estd relacionado a danos pulmonares e cardiacos

observados na sepse (Celes et. al., 2010; Chen et al., 2010).

1.3 Lipopolissacarideo (LPS) e plaquetas

As plaquetas s@o células que tem origem a partir de megacaridcitos, células
sanguineas formadas na medula dssea, sdo anucleadas com 2-3um de didmetro e estdo
numa concentracdo de 150.00 — 350.000 células/ul de sangue. Estes elementos
permanecem na circulagdo por volta de dez dias sendo retiradas pelas células
reticuloendoteliais do bago e do figado (Andrews and Bernt, 2004). A formacgdo de
plaquetas representa o estagio final de desenvolvimento do megacariécito. Uma vez que a
célula polipldide atinge a maturacio, ela forma extensdes pro-plaquetdrias a partir das quais
as plaquetas sdo liberadas (Italiano e Shivdasani, 2003). A polimeriza¢do dos microtibulos
e actina sao passos importantes na formacao das plaquetas (Tablin et al., 1990; Rojnuckarin

e Kaushansky, 2001).
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O hormdnio Trombopoetina (TPO), produzido nos hepatdcitos e sinusdides
hepédticos, e em células do tibulo proximal do rim possui a funcdo de maturagdo dos
megacaridcitos, levando a formagdo das plaquetas. Embora a TPO seja a maior reguladora
da maturacdo de megacaridcitos, ela ndo € suficiente para levar ao desenvolvimento dos
megacariocitos. Outras substancias como fator de crescimento e desenvolvimento de
megacariécito (MGDF) e IL-3 também sdo importantes para este processo (Choi et al.,
1996; Lourenco, 2004; Panerganti et al., 2013).

A funcdo bdsica das plaquetas € prevenir a hemorragia causada por lesdo nas
paredes dos vasos sanguineos, formando um tampao hemostatico no local ferido. (Roskan
et al.,, 1959). Além disso, estes elementos estdo envolvidos diretamente em processos
patolégicos como na trombose arterial, infarto do miocardio e acidente vascular cerebral.
(Gawaz et al., 1999).

As plaquetas podem ser estimuladas por diferentes agonistas fisiolégicos como o
difosfato de adenosina (ADP), trombina, tromboxano A: e coldgeno. A ativacdo plaquetdria
induzida por ADP é mediada por dois receptores acoplados a proteina G; P2Y1 e P2Y12
(Jin e col,, 1998; Hollopeter e col., 2001; Zhang e col.,, 2001). O receptor P2Y1 estd
acoplado a proteina Gq, ao passo que o receptor P2Y 12 estd acoplado a proteina Gi (Savi e
col., 1998; Hechler e col., 1998; Ohlmann e col., 1995; Jantzem e col., 2001). A ativacado de
ambos os receptores € necessdria para se induzir a secre¢do plaquetdria e agregacdo
irreversivel em resposta ao ADP (Jin e Kunapuli, 1998; Jantzen e col., 1999).

A sequéncia de sinalizacdo desencadeada durante a ativagcdo plaquetéria induzida
pela trombina e outros agonistas € conhecida como sinalizagdo inside-out (Shatill e col.,

1998). Esta sinaliza¢do promove a mudanca de estado de baixa afinidade para o estado de
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alta afinidade do receptor allbB3 pelo seu ligante, o fibrinogénio. A ligagdo do fibrinogénio
ao seu receptor plaquetdrio resulta em uma segunda cascata de sinalizacio denominada
outside-in (Shatill e col., 1994).

A reatividade plaquetdria é fortemente modulada por substancias bastante
conhecidas como a prostaciclina (PGIz2) e o NO que inibem a ativagdo plaquetdria através
do aumento de AMPc e GMPc, respectivamente (Geiger, 2001). O NO ativa a GCs
aumentando os niveis de GMPc em plaquetas, inibindo a adesdo destas ao subendotélio e
prevenindo a formacdo de trombos plaquetarios (Danielewski e col., 2005; Priora e col.,

2011).

Nos ultimos anos vém aumentando as evidéncias que sugerem um papel importante
das plaquetas em reagdes inflamatdrias, incluindo a sepse. O evento que ocorre mais
precocemente na fase inicial da endotoxemia € a diminuic@o significativa do nimero de
leucéceitos e plaquetas no sangue periférico. Um estudo clinico demonstrou que hid uma
queda de 15% do nimero de plaquetas circulantes ja na primeira hora apds a administracdo
endovenosa de LPS em voluntdrios sadios (Stohlawetz et al., 1999). A injecdo de LPS em
camundongos causa, a0 mesmo tempo, diminui¢do do nimero de plaquetas circulantes e
acimulo desses elementos no figado e pulmlo, sendo que neste ultimo encontram-se
retidos cerca de 80% das plaquetas perdidas da circulacdo (Shibazaki et al., 1996). Em
humanos, o nimero de plaquetas acumuladas em 6rgdos periféricos e o grau de ativacao
destas plaquetas, determinado através da expressdo de proteinas na membrana plaquetaria
como a CD62P e o receptor de fibrinogénio (integrina allbB3), apresentam correlagdo
positiva com gravidade da sepse e, por conseguinte, com o desenvolvimento da disfuncdo

multipla de 6rgaos (Russwurm et al., 2002, Gawaz et al., 1997).
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Virios efeitos do LPS, apesar de bastante controversos, t€ém sido observados em
plaquetas, no entanto, somente em 2005 foi descrito pela primeira vez a presenca do
receptor funcional de LPS — “toll-like receptor-4” — nestes elementos (Andonegui et al.,
2005). O LPS derivado da bactéria Proteus mirabilis, de modo geral, leva a ativacdo
plaquetdria. A incubac@o de LPS com plaquetas de porco por 2 min ja é capaz de induzir a
liberacdo do conteddo dos granulos densos e alfa, bem como de levar a sintese de TXA>
(Saluk-Juszczak et al., 2004, Saluk-Juszczak et al., 1999 Wachowicz et al., 1998). O
aumento da sintese de TXA, também foi observado quando plaquetas humanas foram
incubadas com LPS proveniente de P. mirabilis; entretanto, este aumento foi detectado
somente apés 3 h de incubacdo (Young et al.,1996). Também ji foi demonstrado que a
incubacao de plaquetas humanas com LPS de P. mirabilis aumenta significativamente os
niveis de nitrato e nitrito, metabdlitos estaveis do NO, o qual € acompanhado de aumento
discreto, mas significativo, da nitracdo de proteinas (Saluk-Juszczak et al., 2007). Zhang e
colaboradores mostraram que o LPS de E.coli estimula a secrecdo dos granulos densos e
alfa de plaquetas humanas, bem como potencializa a agregacdo induzida por trombina e

coldgeno em baixas concentracdes (Zhang et al., 2009).

Em estudos de adesdo plaquetdria in vitro, o LPS de P. mirabilis aumenta a adesao
espontanea de plaquetas ao coldgeno, mas curiosamente, inibe a adesdo de plaquetas
estimuladas por trombina (Zielinski et al., 2002, Saluk-Juszczak et al., 2001).

Experimentos in vivo de microscopia intravital mostraram que o LPS de E. coli
aumenta a adesdo de plaquetas a v€nulas de intestino de camundongo (Cerwinka et al.,
2002), entretanto este efeito parece ser mediado por neutrdfilos através da liberacdo de

anion superdxido (Cerwinka et al., 2003). Outro grupo de pesquisadores também
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demonstrou que o LPS de E. coli é capaz de aumentar a adesdo plaquetdria em vénulas de
mesentério de ratos através do efeito direto da endotoxina aumentando a expressao da P-

selectina do endotélio e da GP Iba da membrana plaquetaria (Katayama et al., 2002).

Por outro lado, a agregacdo de plaquetas humanas e de coelho induzida por
coldgeno € inibida, de forma dependente da concentracdo, por LPS de E. coli, sendo este
efeito acompanhado de aumento de GMPc, inibicdo da mobilizacdo de Ca*? intracelular e
inibicdo da ativagc@o da proteina quinase C (Sheu et al., 1998; 1999). E ainda, a agregacao
plaquetéria induzida por ADP, coldgeno, tromboxano e 4cido araquidonico estd diminuida
em pacientes com sepse (Yaguchi et al., 2004).

Recentemente, o nosso grupo demonstrou que a incubacdo de plaquetas humanas
com LPS de E. coli inibe a adesdo plaquetdria ao fibrinogénio envolvendo a inibicao do
influxo de Ca™, mas de forma independente da geracdo de GMPc ou da redugdo da
ativacdo do receptor de fibrinogénio GPIIb/Illa (Morganti et al., 2010). Ainda,
demonstramos que o tratamento de ratos com LPS inibe a adesdo de plaquetas ativadas com
trombina ao fibrinogénio (Casarin et al. 2011). O tratamento de ratos com LPS também
inibe a agregacdo de plaquetas ativadas por ADP (Lopes - Pires et al, 2011). Neste trabalho,
mostramos que hd um aumento da producdo de EROs nas plaquetas, principalmente via
ativacdo de NADPH oxidase, entretanto, este aumento ndo estd envolvido no efeito

inibitorio do LPS na agregacdo plaquetaria (Lopes — Pires, 2011).

1.4 Estatinas e sepse

As estatinas foram isoladas a partir de uma cultura da colonia Penicillium citrinium.

A primeira estatina estudada foi a mevastatina, que demonstrou o potencial terapéutico
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dessa classe de farmacos (Goodman e Gilman, 2003). Algumas estatinas sdo produtos
naturais, isoladas a partir do metabolismo de fungos, como a mevastatina, a lovastatina, a
pravastatina e a sinvastatina (firmaco semi-sintético), outras sao sintéticas como a
atorvastatina, a cerivastatina e a fluvastatina (Bastarda et al., 2005).

As estatinas podem ser hidrofilicas (pravastatina e rosuvastatina) ou lipofilica
(atorvastatina, sinvastatina e fluvastatina), e hd evidéncias de que os diferentes tipos podem
ter diferentes acdes (Merx et al.,, 2005). A estatina utilizada no presente estudo foi a

pravastatina, cuja estrutura quimica estd apresentada na figura 1.

Figura 1. Estrutura quimica da pravastatina.

As estatinas sdo farmacos hipolipemiantes, pois s@o inibidores competitivos de 3-hidroxi-3-
metilglutaril coenzima A (HMG — CoA) redutase, enzima responsavel por catalisar a etapa inicial e

limitante da velocidade na biossintese do colesterol (Figura 2).
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(Singla and Jacobson, 2012)

Figura 2: Mecanismo de acdo das estatinas. As estatinas agem inibindo a HMG-CoA
redutase, enzima que converte o composto HMG-CoA & mevalonato. O mevalonato € convertido
em colesterol e nos intermedidrios isoprendides farnesil pirofosfato (PP) e geranilgeranil

pirofosfato, responsdveis por modificacdes pds-translacionais em proteinas.

Virios estudos relatam beneficios clinicos associados a terapia com as estatinas que
sdo independentes da reducdo de colesterol, sao os chamados efeitos pleiotropicos. Estes
podem ser descritos como anti-inflamatério, antioxidante, imunomodulador, anti-
apoptético, antiproliferativo, antitrombdético, antimicrobiano e protetor do endotélio
(Blanco-Colio et al., 2003; Almuti et al., 2006). Em virtude dos seus efeitos pleiotrépicos,
alguns autores sugerem que as estatinas podem ser Uteis como agentes auxiliares no
tratamento da septicemia (Liappis et al., 2001 ; Kruger et al., 2006 ; Hackan et al., 2006)

Estudos experimentais demonstraram que a cerivastatina atenua a produgdo de
citocinas inflamatorias como o TNF-alfa e a interleucina -1 beta em camundongos injetados
com LPS (Ando et al., 2000;). Da mesma forma, a lovastatina inibe a producdo de TNF-
alfa, IL-1 beta, IL-6, bem como a expressdo da iNOS e a producdo de NO (Pahan et al.,

1997)
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Em uma das primeiras evidéncias do beneficio do uso de estatinas em pacientes com
sepse, Liappis e col (2001) avaliaram, retrospectivamente, 388 internagdes por bacteremia
(S aureus e Gram-) em hospital de Washington, entre 1995 e 2000. A mortalidade
hospitalar foi de 6% no grupo que utilizou a sinvastatina e de 28% no grupo sem estatina.
Estudos posteriores confirmaram os resultados obtidos por Liappis e col (2001), mostrando
que pacientes que faziam uso de estatinas antes da internacdo tiveram uma menor
prevaléncia de sepse ou uma menor mortalidade em decorréncia deste quadro (Kruger et
al., 2006 ; Hackan et al., 2006 ; Thomsen et al., 2006).

Em um hospital de ensino universitdrio (Princess Alexandra Hospital, em Brisbane,
Austrélia), um estudo utilizando 438 pacientes internados por bacteremia mostrou que
pacientes que usavam estatinas previamente, mesmo sendo mais idosos e com maior
nimero de comorbidades, apresentavam um indice de mortalidade de 10,6 % versus 23,1 %
no grupo sem estatinas (Kruger et al., 2006). Resultados semelhantes foram obtidos na
Dinamarca por Thomsen e colaboradores (2006), que mostraram que a mortalidade de
pacientes com sepse, € que nao faziam uso de estatinas, foi cerca de duas vezes maior do
que a de pacientes que faziam uso deste firmaco previamente a sua internagao.

J4 Hackan e colaboradores (2006) analisando os dados de pacientes internados em
seis hospitais do Canadd entre os anos de 1997 e 2002. Observaram que a prevaléncia de
sepse no grupo que usava estatina foi de 71,2 eventos/10000 pacientes/ano versus 80
eventos/10000 pacientes/ano no grupo controle.

Portanto, considerando os estudos acima e, que as estatinas apresentam um

potencial anti-inflamatdrio significativo, é de grande relevancia estudos sobre os efeitos
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destes farmacos em diferentes células na sepse com o objetivo de melhorar o tratamento

deste quadro clinico.

2 — Objetivos
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2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito do tratamento com pravastatina
na reatividade plaquetdria, enfatizando o nimero de plaquetas circulantes, a agregacdo e o

estado redox intraplaquetério de ratos saudéveis e tratados com LPS.

2.2. Objetivos Especificos

Para tanto, os seguintes aspectos foram avaliados em ratos sauddveis e injetados

com LPS:
e Numero de leucdcitos e plaquetas circulantes;

e Determinacdo da concentracdo plasmdtica de Trombopoetina € o nimero de

megacaridcitos na medula 6ssea;
e Agregacdo plaquetdria induzida por ADP;
e Determinagdo dos niveis intraplaquetarios de GMPc;
e Determinacdo de formacdo de EROs em plaquetas, bem como a atividade

enzimdtica da SOD, glutationa redutase e glutationa oxidase.
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3 Materiais e métodos

3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, pesando 250-340g, provenientes do Centro

Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB — Unicamp,

protocolo nimero 2097-1). Os animais foram transferidos para o Biotério do Departamento de

Farmacologia (Faculdade de Ciéncias Médicas), onde foram mantidos a 24°C, com ilumina¢do didria

de 12 h e com 4gua e alimentacdo ad libitum.

3.2 Grupos experimentais

Os ratos foram divididos em 4 grupos como descrito abaixo e como ilustrado na figura 3

para melhor compreensao:

- Grupo I: Os animais foram tratados por 7 dias com solucdo fisioldgica (300uL, gavagem, 1 vez por

dia). No sexto dia os ratos foram injetados com salina (i.p., 300uL) e apds 48h o sangue foi coletado.

- Grupo II: Os animais foram tratados por 7 dias com pravastatina (20mg/Kg, gavagem, 1 vez por

dia). No sexto dia os ratos foram injetados com salina (i.p., 300uL) e apds 48h o sangue foi coletado.
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- Grupo III: Os animais foram tratados por 7 dias com solug¢do fisioldgica (300uL, gavagem, 1 vez por

dia). No sexto dia os ratos foram injetados com LPS (Escherichia coli 0111B4 1mg/Kg, i.p.) e apds

48h o sangue foi coletado.

- Grupo IV: Os animais foram tratados por 7 dias com pravastatina (20mg/Kg, gavagem, 1 vez por

dia). No sexto dia os ratos foram injetados com LPS (Escherichia coli 0111B4 1mg/Kg, i.p.) e apds

48h o sangue foi coletado.

Salina, ip
_ 6° dia 8° dia
B 0 pn o0 &t o0 © %
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(Gavagem por 7 dias) 6° dia 8° dia

P8 1 @8 1 1 1 +
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[ i i i i i i -|-

Pravastatina _ LPS 1mg/Kg, ip
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Figura 3: Grupos experimentais
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Os animais foram anestesiados com isoflurano e uma incisao longitudinal no abdomen foi feita
para a coleta de sangue arterial obtido do ramo descendente da artéria aorta. Os ratos foram

eutanasiados com uma overdose de anestésico.

3.3 Obtencao de plaquetas lavadas

O sangue dos ratos controle ou tratados com LPS foi coletado em ACD-C (citrato de sédio 12.4
mM, 4cido citrico 13 mM e glicose 11 mM) (9:1 v/v). Primeiramente o PRP foi obtido por
centrifugacdo do sangue total a 200 g em temperatura ambiente por 15 min. Em seguida, o tampao de
lavagem (NaCl 140 mM, KC1 0.5 mM, citrato trisédico 12 mM, glicose 10 mM e sacarose 12.5 mM,
pH 6) na propor¢ao 7:5 (tampao/plasma) foi adicionado ao PRP e centrifugados por 13 min a 800 g.
O precipitado plaquetdrio foi ressuspenso em tampao de lavagem e novamente centrifugado a 800 g
por 13 min. Finalmente, as plaquetas foram ressuspensas em solu¢ao de Krebs-Ringer desprovida de
Ca’* e o nimero de plaquetas foi ajustado para 1,2 x 10® plaquetas/ml através de contagem manual
utilizando-se camara de Neubauer. Ao final, foi adicionado cloreto de cdlcio a suspensao plaquetéria

para uma concentracao final de 1mM.

3.4 Contagem total e diferencial de leucécitos

Imediatamente apos a coleta do sangue arterial, um volume minimo de sangue (10 pl) foi
destinado a contagem total de células em Camara de Newbauer (diluidos em 190 pl de solugdo de
Turk) e a confeccdo da lamina (esfregaco) para posterior contagem diferencial dos leucdcitos

(Pandtipo Répido).

3.5 Contagem de plaquetas do sangue total
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Imediatamente apds a coleta do sangue arterial, 10 pl de sangue foram adicionados a 190 pl
de oxalato de amonio 1%. Apds 10 min, foi realizada a contagem das plaquetas em Camara de

Newbauer.

3.6 Contagem de Megacariocitos

O fémur direito e esquerdo de cada animal foi retirado e armazenado em formalina
tamponada a 10%, para fixacdo. Estas pecas foram descalcificadas em dcido nitrico a 5% e
posteriormente cortadas em micrétomo, de 5 a 10 mm de espessura na drea de interesse para
facilitar sua inclusdo em parafina. Através de critérios morfolgicos e da coloragdao da linhagem
megacariocitica com hematoxilina/eosina (HE) as laminas foram analisadas ao microscépio

optico com amplificacdo da imagem de 40x. Foram analisados 10 campos/lamina.

3.7 Determinacido de Trombopoetina
A concentracdo plasmadtica de trombopoetina foi determinada utilizando o método ELISA kit

USCN Life Science Inc (Houston, EUA).

3.8 Determinacao de TNF — a
A concentra¢do plasmdtica de TNF-o foi determinada utilizando o método ELISA kit de

BioLegend (San Diego, EUA).

3.9 Agregacao plaquetaria
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A suspensdo plaquetdria (400ul) foi transferida para a cubeta de agregacdo e levada ao
agregdmetro de 2 canais (Chrono-log Lumi-Aggregometer model 560-Ca, Havertown, PA, EUA). O
aparelho foi calibrado para 0% (suspensdo de plaquetas lavadas) e 100% (solu¢do de Krebs-Ringer).

A agregacdo foi monitorada por 10 min apds adi¢do de ADP (1-10uM).

3.10 Determinaciao de GMPc intraplaquetario

As plaquetas (1,2 x 10® plaquetas/ml) foram incubadas com inibidor de fosfodiesterases - 3 -
isobutil-1-metil-xantina (IBMX, 2mM) por 15 min a temperatura ambiente. Em seguida, as plaquetas
foram ativadas com ADP (10uM). A reacao foi interrompida 30 min ap6s a adicdo de ADP por etanol
absoluto acidificado gelado em uma concentracdo final de 67% (v/v) e as amostras foram
rigorosamente agitadas por 30s.

As amostras foram incubadas no gelo por 30 min e centrifugadas a 4000 g por 30 min a 4°C.
Os sobrenadantes foram coletados e separados e os precipitados foram lavados com 0.5 ml de etanol
acidificado 67% (v/v) antes da centrifugacdo de 14000 g por 5 min a temperatura ambiente. Os
sobrenadantes desta ultima centrifugacdo foram coletados e adicionados aos sobrenadantes coletados
da centrifugaco anterior e foram secos a 55-60°C em banho-maria sob uma corrente de nitrogénio.
As amostras foram armazenadas a -20°C até que a determinacdo do GMPc fosse realizada. O GMPc
foi medido utilizando-se o kit da Cayman (Ann Arbor, MI, EUA) seguindo as instru¢des do fabricante
e as concentragOes foram determinadas por ELISA. Cada amostra foi quantificada em duplicata e os

resultados expressos em pmol/ml.
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3.11 Determinacao de EROS por citometria de fluxo

A determinacdo dos niveis de EROs em plaquetas foi realizada como descrito por Swith e
Weidemann, 1993. Brevemente, & suspensio de plaquetas lavadas (1,2x10%plaquetas/ml) foi
adicionado 5uM de 2’°,7’-diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA). A suspensdo plaquetaria (500ul)
foi transferida para os tubos de citometria e incubada com ADP (10 uM) por 20 min.

Em seguida, a suspensdo plaquetdria foi centrifugada a 800g em temperatura ambiente por 10
min. O sobrenadante foi desprezado e o pellet plaquetdrio ressuspenso em 500 pl de solucdo de
Krebs-Ringer. Uma amostra contendo somente a suspensio plaquetdria, na auséncia de DCFH-DA,
foi utilizada como controle negativo, enquanto que o controle positivo foi realizado adicinando-se
H>O, (8mM) a suspensdo. A liberagao de EROS foi quantificada usando um citdmetro de fluxo
(FACSCalibur Becton Dickinson, NJ, EUA) equipado com 488nm wavelength argon laser, 525 e

575nm band pass filters. As plaquetas foram identificadas pelos sinais forward and side scatter. Dez

mil eventos especificos plaquetarios foram analisados pelo citdmetro.

3.12 Determinacao da atividade da superéxido dismutase (SOD)

As plaquetas foram isoladas como descrito anteriormente (item 3.3) e ressuspensas em solugao
de Krebs-Ringer para uma concentragio final de 1,2 x 10® plaquetas/mL. As plaquetas foram ativadas
com ADP (10uM) por 5 minutos. Em seguida, 2 mL da suspensdo de plaquetas ativadas foi
centrifugada a 2000 g por 10 minutos a 4°C. O pellet plaquetario foi ressuspenso em tampao gelado
(HEPES 20 mM, EGTA 1 mM, manitol 210 mM, sacarose 70 mM, pH 7,2) e sonicado por 10
segundos em gelo. A suspensdo do lisado plaquetdrio foi centrifugada a 1500 g por 5 minutos a 4°C e

o sobrenadante foi estocado a -80°C até a dosagem. A determinacdo da atividade da SOD foi feita em
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duplicata para cada amostra utilizando-se Kit comercial da Cayman (MI, EUA), seguindo-se as

instrugdes do fabricante.

3.13 Determinacao da atividade da Glutationa Peroxidase (GPx)

As plaquetas foram isoladas como descrito anteriormente (item 3.3) e ressuspensas em solucio
de Krebs-Ringer para uma concentracdo final de 1,2 x 10% plaquetas/mL. As plaquetas foram ativadas
com ADP (10uM) por 5 minutos. Em seguida, 2 mL da suspensdo de plaquetas ativadas foi
centrifugada a 2000 g por 10 minutos a 4°C. O pellet plaquetério foi ressuspenso em tampao gelado
(Tris-HCI 50 mM, EDTA 5 mM, DTT 1 mM, pH 7,5) e sonicado por 10 segundos em gelo. A
suspensdo do lisado plaquetdrio foi centrifugada a 1000 g por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
estocado a -80°C até a dosagem. A determinacao da atividade da GPx foi feita em duplicata para cada

amostra utilizando-se Kit comercial da Cayman (MI, EUA), seguindo-se as instru¢des do fabricante.

3.14 Determinacio da atividade da Glutationa Redutase (GR)

As plaquetas foram isoladas como descrito anteriormente (item 3.3) e ressuspensas em solug¢ao
de Krebs-Ringer para uma concentragio final de 1,2 x 10® plaquetas/mL. As plaquetas foram ativadas
com ADP (10uM) por 5 minutos. Em seguida, 2 mL da suspensdo de plaquetas ativadas foi
centrifugada a 2000 g por 10 minutos a 4°C. O pellet plaquetario foi ressuspenso em tampao gelado
(KH2PO4 50 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5) e sonicado por 10 segundos em gelo. A suspensdo do lisado
plaquetario foi centrifugada a 10000 g por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante foi estocado a -80°C até
a dosagem. A determinagdo da atividade da GR foi feita em duplicata para cada amostra utilizando-se

Kit comercial da Cayman (MI, EUA), seguindo-se as instru¢des do fabricante.
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3.15 Analise estatistica
Os resultados foram expressos como médias + erro padrdo das médias (EPM) de n
experimentos. Diferengas estatisticas significativas foram determinadas por andlise de varidncia

(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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4 Resultados

4.1Efeito do tratamento da pravastatina no nimero de leucécitos totais e na porcentagem de

neutrofilos e linfécitos em ratos injetados com LPS

A figura 3 mostra que o nimero total de leucécitos do sangue periférico de ratos tratados com
pravastatina (20mg/Kg) esta significativamente reduzido em relagdo ao grupo salina (32% de reduc¢ao).
Por outro lado, o tratamento de ratos com LPS (1mg/kg) causou um aumento significativo do niimero
de leucdcitos totais (75% de aumento). A pravastatina reduziu o nimero de leucécitos de ratos tratados
com LPS (36% de reducdo), para niveis semelhantes aos observados nos ratos injetados com salina.

O tratamento de ratos com pravastatina ndo alterou a porcentagem de neutréfilos, assim como a
de linfécitos, de ratos tratados com salina (figura 4A e 4B). O tratamento de ratos com LPS aumentou
significativamente a porcentagem de neutr6filos comparada ao grupo de ratos tratado com salina
(13.6% e 29% de neutréfilos para os grupos tratados com salina e com LPS, respectivamente) (figura
4A). Por ouro lado, ratos injetados com LPS apresentaram diminui¢do na porcentagem de linfécitos
comparada aos ratos injetados com salina (87% e 73% de linfécitos para ratos injetados com salina ou
com LPS, respectivamente). O tratamento com pravastatina diminuiu a porcentagem o ndmero de
neutréfilos (50% de reducdo) e aumentou a de linfocitos (16% de aumento) em ratos injetados com

LPS, para valores semelhantes aos observados no grupo controle (figura 4A e 4B).
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Figura 3: Efeito da pravastatina no niimero de leucdcitos em sangue periférico de ratos tratados com salina
ou LPS. Os ratos foram tratados com solucdo salina ou com pravastatina 20 mg/kg (gavagem, uma vez ao dia por 7 dias).
No sexto dia, os ratos de ambos os grupos receberam uma Unica inje¢do de salina ou de LPS (1 mg/kg, i.p.) e apds 48h o
sangue arterial foi coletado. A contagem de leucdcitos totais foi realizada no sangue periférico * P <0,05 comparado ao

grupo salina sem pravastatina, # p <0,05 comparado ao grupo somente injetado com LPS. n = 6-8.
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Figura 4 - Efeito da pravastatina na porcentagem de neutrdfilos e linfocitos em sangue periférico de ratos
tratados com salina ou LPS. Ratos Wistar machos foram tratados com solugdo salina ou com pravastatina 20 mg/kg
(gavagem, uma vez ao dia por 7 dias). No sexto dia, os ratos de ambos os grupos receberam uma unica inje¢ao de salina ou
de LPS (1 mg/kg, i.p.) e ap6s 48h o sangue arterial foi coletado. O painel A mostra a porcentagem de neutrdfilos e o painel

B a porcentagem de linfécitos. * P <0,05 comparado ao grupo salina sem pravastatina, # p <0,05 comparado ao grupo

somente injetado com LPS. n = 6-8.
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4.2 Efeito do tratamento da pravastatina no nimero de plaquetas circulantes, no nimero de
megacariocitos e na concentracio plasmatica de trombopoetina de ratos injetados com LPS

A figura 3A mostra que o tratamento de ratos com pravastatina (20mg/Kg, gavagem, por 7
dias) reduziu significativamente o nimero de plaquetas no sangue periférico de ratos injetados com
salina (reducdo de 38%). A injecdo de LPS em ratos (1mg/Kg; i.p.) reduziu 6,8 vezes o nimero de
plaquetas circulantes quando comparado aos ratos injetados com salina. Entretanto, o pré-tratamento
de ratos com pravastatina aumentou significativamente o nimero de plaquetas no sangue periférico nos
ratos injetados com LPS (aumento de 198%), mas ainda assim o niimero de plaquetas circulantes foi
2,4 vezes menor do que o observado nos ratos pré-tratados e injetados com salina.

A andlise histologica da medula 6ssea dos fémures dos ratos mostrou que a pravastatina
aumentou em 40% o numero de megacaridcitos com relagdo aos ratos somente injetados com salina
(figura 3B). O LPS aumentou com magnitude similar ao observado nos ratos tratados com pravastatina
e injetados com salina, o nimero de megacaridcitos na medula dssea.

Entretanto, € interessante notar que o pré-tratamento dos animais com pravastatina reduziu o
nimero de megacaridcitos no grupo injetado com LPS para os mesmos observados no grupo pré-
tratado e injetado com salina (figura 4B). A figura 4 € representativa da andlise histoldgica da medula
Ossea do fémur de 1 animal de cada grupo experimental — pré-tratado e injetado com salina (6A), pré
tratado com pravastatina e injetado com salina (6B), pré-tratado com salina e injetado com LPS (6C) e
pré tratado com pravastatina e injetado com LPS (6D).

A figura 5C mostra que a concentragdo de trombopoetina de ratos tratados com salina foi

reduzida em 40% apés o tratamento com pravastatina. O tratamento com LPS diminuiu em 42% os
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niveis do hormonio e a pravastatina aumentou de forma significativa a concentragcdo de trombopoetina

de ratos injetados com LPS.
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Figura 5 — Efeito da pravastatina nos niveis plasmaticos de trombopoetina e no nimero de plaquetas
e megacariocitos em ratos injetados com salina ou LPS. Os ratos foram tratados com solu¢@o salina ou com
pravastatina 20 mg/kg (gavagem, uma vez ao dia - 7 dias). No sexto dia, os ratos de ambos os grupos receberam uma
unica injecdo de salina ou de LPS (1 mg/kg, i.p.) e apds 48h o sangue arterial foi coletado e os fémures direito e
esquerdo foram extraidos. (A) Contagem de plaquetas no sangue periférico, n= 6-8. (B) Os megacaridcitos foram
quantificados em 10 campos/ldmina com auxilio de microscopia éptica com aumento de 40 vezes, n= 6-8. (C)

Determinagdo plasmadtica de trombopoetina realizada por ELISA com o kit USCN Life Science Inc (Houston, EUA),
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n=6-8. * P <0,05 comparado ao grupo salina sem pravastatina, # p <0,05 comparado ao respectivo grupo controle

injetado com LPS.

Figura 6 - Efeito da pravastatina no nimero de megacariécitos na medula éssea de fémures de animais
infectados com salina ou LPS. As laminas foram confeccionadas como descrito na metodologia (item 3.6) e coradas com
hematoxilina/eosina. Foram analisados 10 campos por lamina. (A) Animais pré-tratados e injetados com salina; (B)
Animais pré-tratados com pravastatina e injetado com salina; (C) Animais pré-tratados com salina e injetado com LPS e (D)
Animais pré-tratados com pravastatina e injetado com LPS. As imagens foram obtidas de microscépio dptico, com um

aumento de 40 vezes. As setas pretas indicam os megacaridcitos.

4.3 Efeito da pravastatina sobre os niveis plasmaticos de TNF-a,
Os niveis plasmdticos de TNF-o de ratos injetados com salina foram significativamente
aumentados pela pravastatina (aumento de 4,3 vezes) em comparacdo com ratos pré-tratados e

injetados com salina). A injecdo com LPS aumentou em 64 vezes os niveis de TNF-a, comparado aos
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ratos injetados a injecdo com salina. J4 o tratamento com pravastatina reduziu drasticamente os niveis
de TNF-a de plaquetas de ratos injetados com LPS (reducdo de 14 vezes), mas os mesmos ainda

continuaram significativamente maiores do que os observados nos ratos pré-tratados e injetados com

salina (figura 7).
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Figura 7 - Efeito da pravastatina nos niveis plasmaticos de TNF-a. Os ratos foram tratados com solugéo salina
ou com pravastatina 20 mg/kg (gavagem, uma vez ao dia - 7 dias). No sexto dia, os ratos de ambos os grupos receberam
uma Unica injecdo de salina ou de LPS (1 mg/kg, i.p.) e ap6s 48h o sangue arterial foi coletado. A determinacdo da
concentracdo de TNF-a foi realizada no plasma dos animais pelo método ELISA * P <0,05 comparado ao grupo salina sem

pravastatina, # p <0,05 comparado ao grupo injetado com LPS. n = 4-8.
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4.4 Efeito da pravastatina na agregacao plaquetaria e nos niveis intraplaquetarios de GMPc

A adi¢ao de ADP a suspensdo de plaquetas lavadas levou a uma significativa agregacdo de
forma dependente da concentracdo do agonista (10.4+3%; 36+6%; 49.7+6%; 65+2% de agregacdo
para ADP 1, 3, 5 e 10uM respectivamente).

A pravastatina diminuiu significativamente a agregacao plaquetdria dos animais injetados com
salina (69%, 39%, 36% e 40.9% de reducdo de agregacdo induzida por ADP 1, 3, 5 e 10uM,
respectivamente) (figura 8A).

De forma semelhante, a inje¢do de ratos com LPS diminuiu de forma marcante a agregacao
plaquetéaria comparada ao grupo de ratos injetados com salina (83%, 64%, 66% e 63% de redugao de
agregacdo induzida por ADP 1, 3, 5 e 10uM, respectivamente) (figura 8A).

A figura 8B mostra que os niveis de GMPc intraplaquetdrio de ratos injetados com LPS
foi 45% maior do que em plaquetas de ratos injetados com salina. A pravastatina diminuiu em 63% a
quantidade de GMPc em plaquetas de ratos tratados com salina. Além disso, a pravastatina também
reduziu os niveis de GMPc em plaquetas de ratos injetados com LPS para niveis semelhantes aos

observados em ratos pré-tratados e injetados com salina.
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Figura 8 - Efeito da pravastatina na agregacao plaquetaria e nos niveis de GMPc de plaquetas lavadas. Os
ratos foram tratados com solucdo salina ou com pravastatina 20 mg/kg (gavagem, uma vez ao dia - 7 dias). No sexto dia, os
ratos de ambos os grupos receberam uma tnica injecao de salina ou de LPS (1 mg/kg, i.p.) e apds 48h o sangue arterial foi
coletado. (A) Agregacdo plaquetéria induzida por ADP (1-10 pM. (B) Os niveis de GMPc foram determinados apés as
plaquetas (1,2 x 108 plaquetas/mL) serem ativadas por ADP (10 uM) por 15 min. * P <0,05 comparado aos respectivos
controles de ratos injetados com salina, sem pravastatina, # p <0,05 comparado a plaquetas de ratos injetados com LPS,

sem pravastatina.
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4.5 Efeito da pravastatina na formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e em sistemas
antioxidantes de plaquetas lavadas

A figura 9 mostra que o LPS aumentou em 2.4 vezes a producdo de EROs em plaquetas quando
comparado aos ratos injetados com salina. A pravastatina também aumentou a formacdo de EROs em
plaquetas de ratos injetados com salina (aumento de 2.2 vezes). O pré-tratamento com pravastatina nao
modificou a formagdo de EROs em plaquetas de ratos injetados com LPS.

A atividade enzimética da SOD em plaquetas foi significativamente aumentada tanto pelo pré-
tratamento com pravastatina dos ratos injetados com salina (aumento de 36%) quanto pela injecdo de
LPS (aumento de 71%). No entanto, a pravastatina reduziu significativamente a atividade da SOD em
plaquetas de ratos injetados com LPS (a atividade da SOD foi 4,6 vezes menor do que a observada em
plaquetas de ratos pré-tratados e injetados com salina) (figura 8A).

Semelhante ao observado com a SOD, o LPS aumentou em 3 vezes a atividade enzimatica da
GPx em plaquetas ativadas quando comparada ao grupo injetado com salina (figura 8B) .

O pré-tratamento dos ratos com pravastatina também levou a um aumento da atividade da GPx
em plaquetas de ratos injetados com salina (aumento de 89%), mas reduziu a atividade enzimdtica em
plaquetas de ratos injetados com LPS para o mesmo nivel encontrado em plaquetas de ratos pré-
tratados e injetados com salina (figura 8B).

Em plaquetas de ratos injetados com LPS, a atividade da GR foi marcadamente reduzida (4,6
vezes menor do que em plaquetas de ratos injetados com salina) (figura 10C). A pravastatina também
reduziu significativamente a atividade da GR em plaquetas de ratos injetados com salina, enquanto que

em ratos injetados com LPS esta foi aumentada em 85%. (figura C).
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Figura 9 - Efeito da pravastatina na liberacio de EROs em plaquetas lavadas. Os ratos foram tratados com
solucdo salina ou com pravastatina 20 mg/kg (gavagem, uma vez ao dia - 7 dias). No sexto dia, os ratos de ambos os grupos
receberam uma unica inje¢do de salina ou de LPS (1 mg/kg, i.p.) e ap6s 48h o sangue arterial foi coletado. A geracdo de
EROs foi quantificada por citometria de fluxo utilizando-se o DCFH-DA (5uM) em plaquetas lavadas (1,2 x 10%
plaquetas/mL) ativadas com ADP (10uM). * P <0,05 comparado ao grupo salina sem pravastatina. IFM = indice de

fluorescéncia média. n = 5-6.
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Figura 10 - Efeito da pravastatina na atividade enzimatica de superéxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) de plaquetas lavadas. Os ratos foram tratados com solu¢@o salina ou com
pravastatina 20 mg/kg (gavagem, uma vez ao dia - 7 dias). No sexto dia, os ratos de ambos os grupos receberam uma tinica
injecdo de salina ou de LPS (1 mg/kg, i.p.) e apds 48h o sangue arterial foi coletado. A atividade enzimatica da SOD, GPx e
GR foi determinada em plaquetas lavadas (1,2 x 10® plaquetas/mL) ativadas com ADP (10uM) utilizando kit enzimatico
(Cayman) * P <0,05 comparado ao grupo salina sem pravastatina, # p <0,05 comparado ao grupo injetado com LPS. n = 4-
9.
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S Discussao

A sepse € uma resposta inflamatdria sistémica a uma infeccdo que leva a disfuncdo
endotelial e disfungdo miltipla dos 6rgdos. Ainda ndo ha um tratamento efetivo para o controle
da sepse, sendo esta, uma das condi¢des que mais contribuem para a mortalidade nas unidades de
tratamento intensivo (Marshall et al, 2005).

As estatinas, inibidores da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase
(HMGCoA), foram introduzidas na pratica clinica em 1980, tornando-se os medicamentos mais
utilizados na diminui¢do do colesterol plasmatico (Liao et al., 2005). Varios estudos relatam
beneficios clinicos associados a terapia com as estatinas de forma independente da reducdo de
colesterol (efeito pleiotropicos), como acdo anti-inflamatéria, antioxidante, imunomoduladora,
anti-apoptética, antiproliferativa, antitrombdtica, antimicrobiana e protetora do endotélio
(Blanco-Colio et al., 2003; Almuti et al., 2006). Sendo assim, esta classe de medicamento poderia
contribuir de maneira significativa para o tratamento da sepse.

Virios estudos mostram que a administracdo de LPS em animais leva a vérios sinais
observados na sepse como trombocitopenia, leucopenia na fase precoce e leucocitose na fase
mais tardia, febre, aumento de concentracio de interleucinas circulantes, aumento da producgdo de
NO e EROS (Brandtzaeg, 1996; Stohlawtz, 1999). Além disso, alguns trabalhos mostram que em
paciente com sepse, ou em animais administrados com LPS, ocorre uma diminuicdo da
agregacdo plaquetaria (Saba et al, 1984; Sheu et al, 1999; Lopes-Pires et al, 2012).

Virios trabalhos revelaram que o TNF-o ¢ um dos primeiros mediadores liberados por

macréfagos na presenca de endotoxina (Flohé et al., 1991; Rietschel & Brade, 1992; Ferreira et
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al., 1993; Ebisui et al., 1994). No presente trabalho, nds verificamos um aumento significativo de
TNF-alfa no plasma de animais injetados com LPS, o qual foi marcadamente reduzido pelo pré-
tratamento com a pravastatina. Nossos resultados estdo de acordo com outros trabalhos
publicados recentemente que mostram que tanto a sinvastatina quanto a atorvastatina reduziram
os niveis de TNF-alfa em ratos com sepse, seja induzida por LPS como pela perfuracdo cecal
(Calisto et al., 2010, Slottaet al., 2010). Ainda, nossos resultados mostraram que a pravastatina
reduziu o nimero de leucdcitos totais e de neutréfilos em ratos injetados com LPS. Resultados
semelhantes foram observados por Tani e colaboradores, que mostraram que a pravastatina reduz
significativamente o nimero dessas células em humanos com doenca arterial coronariana (Tani
et al., 2009). Portanto, de forma geral, nossos resultados indicam que a pravastatina previne a
inflamagdo nestes animais, o que, provavelmente contribui para um melhor tratamento deste
quadro clinico. De fato, Calisto e colaboradores mostraram que a atorvastatina, além de reduzir
os niveis de IL-6 e TNF-alfa nos ratos com sepse, aumenta a sobrevida dos mesmos (Calisto et
al., 2010).

Como mencionado na “Introducao” o nimero de plaquetas circulantes, bem como sua
reatividade, tem sido utilizados para se avaliar a gravidade da sepse (Russwurm et al, 2002). O
LPS reduziu, acentuadamente, o niimero de plaquetas circulantes e a pravastatina, apesar de ter
aumentado significativamente este nimero, ndo conseguiu restaurar o mesmo para valores
semelhantes aos encontrados nos ratos pré-tratados e injetados com salina. Este resultado,
provavelmente, deve-se em parte pela trombocitopenia causada pela propria pravastatina. Nos
ultimos anos tém-se reportado que estatinas como a sinvastatina, a atorvastatina e a rosuvastatina
podem levar a trombocitopenia em pacientes (Ames, 2008, Narayanan and Kilpatrick, 2010,

Vrettos et al., 2010, Cvetkovi¢ et al., 2013).
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A despeito dos vdrios trabalhos realizados, a causa da trombocitopenia observada na
sepse ainda ndo estd bem elucidada. Sendo assim, decidimos investigar se em nosso modelo de
sepse havia alguma alteracdo no nimero de megacaridcitos ou na concentragdo plasmadtica de
trombopoietina, uma vez que 0s mesmos sdo importantes para a determina¢do do ndimero de
plaquetas circulantes. Alguns trabalhos mostram que durante a sepse ha um aumento dos niveis
plasmédticos de trombopoietina. Pacientes com sepse apresentaram niveis elevados de
trombopoietina, os quais foram maiores em pacientes mais graves (Zakynthinos et al., 2004). Em
neonatos com sepse causada por bactéria gram-negativa também foi observado um aumento nos
niveis de trombopoietina (Eissa e El-Farrash, 2013). Além disso, a infusdo de LPS em
voluntdrios sadios também levou a um aumento de trombopoietina plasmética (Jilma-Stohlawetz
et al., 2001). Os nossos resultados foram opostos aos obtidos nos trabalhos citados, ou seja, o
LPS causou uma diminuicdo de trombopoietina nos animais. Esta discrepancia pode ser devido a
diferencas na condicdo experimental: utilizacdo de diferentes espécies animais (homem versus
ratos) e/ou pelo diferente intervalo de tempo no qual a concentragdao do horménio foi analisada
apods o tratamento com LPS (no trabalho de Jilma-Stohlawetz e colaboradores a determinagdo da
trombopoietina foi avaliada 1h apds a infusdo de LPS, enquanto no nosso estudo a determinagao
foi realizada 48h ap6s uma unica injecdo de LPS). Nenhum trabalho até o momento mostra
resultados sobre o efeito de estatinas na concentracdo de trombopoietina. A pravastatina, apesar
de diminuir a concentra¢do de trombopoietina em ratos injetados com salina, preveniu a redugdo
de trombopoietina em ratos injetados com LPS.

Por outro lado, o LPS causou um aumento na quantidade de megacaridcitos na medula
Ossea. Trabalhos reportando o efeito da sepse ou do LPS sobre o nimero de megacaridcitos sao

praticamente inexistentes. Recentemente, Thiolliere e colaboradores (2013) analisaram a medula
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Ossea de 238 pacientes com trombocitopenia, causada principalmente por sepse, € observaram
que ndo havia alteracdo no niimero de megacaridcitos nestes individuos. A pravastatina também
aumentou o nimero de megacaridcitos em ratos injetados com salina, mas reduziu nos injetados
com LPS para um nimero semelhante ao do grupo controle.

Portanto, embora a pravastatina restaure a concentracdo de trombopoietina € o nimero de
megacaridcitos nos ratos injetados com LPS, o ndmero de plaquetas circulantes ainda é
significativamente menor do que aquele encontrado nos ratos pré-tratados e injetados com salina,
indicando que hd outros fatores que contribuem para a trombocitopenia observada nestes animais
e que a pravastatina ndo € capaz de recuperar. Uma das hipdteses que explicam a
trombocitopenia na sepse ou em animais injetados com LPS € o aprisionamento de plaquetas em
6rgdos como figado e pulmdo (Stohlawetz et al., 1999), portanto, a pravastatina poderia nio
conseguir frear este processo. Um fato interessante é que a pravastatina também nao € capaz de
normalizar a concentragcdo plasmatica de TNF-a nos ratos injetados com LPS. Portanto, podemos
hipotetizar que o TNF-a poderia estar contribuindo para a trombocitopenia nestes animais
levando a apoptose das plaquetas, ja que as mesmas possuem receptores TNF-a-R1, responsavel
pelo efeito apoptético desta interleucina.

A injecd@o de ratos com LPS diminuiu de forma marcante a agregacdo plaquetdria,
comparada ao grupo de ratos injetados com salina. Trabalhos publicados por nosso grupo
mostram que a agregacdo e a adesdo plaquetdria de ratos foram significativamente diminuidas
apos tratamento com LPS (Casarin et al., 2011, Lopes-Pires et al., 2012). Os mecanismos
envolvidos no efeito inibitério do LPS na agregacdo e adesdo plaquetdria ainda ndo foram

totalmente elucidado. Em experimentos de adesdo de plaquetas ao fibrinogénio foi verificado que
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o LPS inibe a adesdo por mecanismos independentes da geracdo de GMPc e ativacdo do receptor
de fibrinogénio (Morganti et al, 2010).

No presente trabalho nés mostramos que o efeito inibitério do LPS na agregacdo
plaquetdria € acompanhado de aumento nos niveis de GMPc. O aumento de GMPc em plaquetas
causa inibicdo da ativacdo plaquetdria através de diferentes mecanismos, tais como a fosforilagao
do receptor de IP3 no sistema tubular denso, levando a diminui¢cdo da libera¢do de Ca*™™, inibi¢ao
da entrada de Ca™ extracelular, reducdo da ativacdo do receptor de fibrinogénio e da
polimerizacdo da actina (Horstrup et al., 1994, Cavallini et al., 1996). Entretanto, resultados do
nosso laboratério ainda ndo publicados indicam que a inibicao da agregacdo plaquetaria 48h ap6s
a injecdo de LPS ¢ independente de GMPc. Por outro lado, o aumento dos niveis de GMPc
implica que houve aumento na producdo de NO. O NO pode reagir com o O2- levando a
producdo de peroxinitrito (ONOO") que pode levar a inibi¢do da agregacdo, principalmente
através na nitracao de proteinas (Marcondes et al., 2006).

A pravastatina também levou a inibi¢do da agregacdo plaquetdria, por mecanismos
independentes de GMPc, uma vez que esta estatina reduziu os niveis de GMPc intraplaquetarios.
Virios trabalhos mostram que as estatinas sdo capazes de inibir a agregacdo plaquetdria
especialmente através da reducdo da formagdo de TXA,, inibi¢do da mobilizacdo de Ca™ e da
ativacdo do receptor de fibrinogénio, a integrina o(IIb)p(3) (Violi et al., 2013, Osamah et al.,
1997, Chou et al., 2008, Pignatelli et al., 2012). O pré-tratamento dos animais com pravastatina
preveniu o efeito inibitério do LPS na agregacdo plaquetdria por mecanismos ainda nao
investigados, mas também pode estar relacionado a inibicdo da formacdo de ONOO", ja que a

reducdo de GMPc indica uma reducdo da formacdo de NO, como suposto anteriormente. Além
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disso, a pravastatina também reduziu a formacdo de EROs em plaquetas de ratos injetados com
LPS.

A sepse € uma condicdo onde ocorre estresse oxidativo em diversos sistemas (Huet et al.,
2008; Huet et al.,, 2011). O tratamento de ratos com LPS causou um aumento significativo na
formacdo de EROs em plaquetas. Estes resultados estdo de acordo com um recente trabalho publicado
pelo nosso grupo, mostrando que este aumento de EROs em plaquetas € decorrente, principalmente,
da ativacdo da NADPH oxidase (Lopes-Pires et al., 2012). De fato, ha estudos mostrando que o LPS
ativa a NADPH oxidase e, portanto, leva a um aumento da formagao de O  (Whitworth et al, 1989;
Nystrom et al, 1994). Li e Frei (2009) demonstraram que a incubagdo de células endoteliais de aorta
humana com LPS por 24h aumenta a atividade da NADPH oxidase e também a expressdo da
subunidade p22phox.

Muitos trabalhos tém mostrado que as estatinas diminuem o estresse oxidativo em diferentes
tecidos (Kwok et al., 2013). A atorvastatina levou a uma reducdo de Nox2, Nox4, P47phox, bem
como da producdo de Oz no ventriculo esquerdo de ratos hipertensos (Li et al., 2013). A produgao de
0> em plaquetas de pacientes hipercolesterolémicos foi significativamente reduzida pelo tratamento
dos pacientes com atorvastatina por 3 e 30 dias (Pignatelli et al., 2007). Entretanto, nossos resultados
mostram que a pravastatina causa um aumento da forma¢dao de EROs em plaquetas de ratos injetados
com salina e também ndo reverte o aumento da formagdo destas espécies em ratos tratados com LPS.
Ha4 relatos que a interrup¢do abrupta do tratamento de pacientes com estatinas estd associada com um
efeito rebote prejudicial ao individuo (Pineda e Cubeddu, 2011). A protecdo de camundongos
submetidos a oclusdo da artéria cerebral média foi perdida apds a interrup¢do do tratamento com
atorvastatina por 14 dias (Gertz et al., 2003). A descontinuidade do tratamento de camundongos por

14 dias com atorvastatina causou uma redugdo de 90% da producdo de NO (Laufs et al., 2000). Mais
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recentemente, Oliveira e colaboradores (2013) mostraram uma reducdo da formag¢do de NO e um
aumento da atividade da NADPH oxidase no cortex cerebral de ratos apds 24h de interrup¢do do
tratamento por 7 dias com atorvastatina. No presente trabalho também houve uma interrupcio de 24h
do tratamento de 7 dias com pravastatina, o que pode justificar nossos resultados, ou seja, aumento de
TNF-a, redu¢do de GMPc e aumento da formag¢dao de EROs em ratos pré-tratados com a estatina e
injetados com salina.

O aumento de EROs no grupo injetado com salina ou pré-tratado com pravastatina e injetado
com salina, foi acompanhado de uma aumento significativo da atividade enzimdtica da SOD e da
GPx, indicando que o aumento de EROs nestes grupos foi principalmente decorrente de um aumento
na formagao dos mesmos. Entretanto, a reducdo da atividade destes sistemas, provavelmente, estd
envolvida da falta de eficdcia da pravastatina em reduzir a quantidade de EROs no grupo pré-tratado
com esta estatina e injetado com LPS. Recentemente, Melo e colaboradores (2013) observaram uma
reducdo da atividade enzimatica da SOD em pulmdes de camundongos injetados com LPS e pré-
tratados por 3 dias com atorvastatina.

Por outro lado, a atividade da GR, enzima responsdvel por levar a glutationa ao estado
reduzido novamente, estd diminuida em todos os grupos, indicando uma possivel deplecao dos niveis

de glutationa, favorecendo assim o estresse oxidativo nas plaquetas.
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Conclusoes:

Efeitos da pravastatina em animais saudaveis:

- reduz o ndmero de plaquetas circulantes, mas ndao afeta o numero de
megacaridcitos na medula dssea;

- reduz a agregacdo plaquetdria por mecanismos independentes de GMPc;

- aumenta a as espécies reativas de oxigénio em plaquetas, o qual é acompanhado
pelo aumento da atividade da SOD, indicando que este efeito deve-se, principalmente, por
um aumento da producgdo dessas espécies;

- aumenta a concentracdo plasmatica de TNF-a.

Efeitos da pravastatina em animais injetados com LPS:

- restaura, parcialmente, o nimero de plaquetas circulante, provavelmente, por
aumentar os niveis de trombopoetina circulante;

- restaura a agregacdo plaquetdria e reduz os niveis de GMPc intraplaquetdrio;

- ndo reduz os niveis de espécies reativas de oxigénio em plaquetas e causa
significativa redu¢do na atividade da SOD;

- reduz, significativamente, a concentragdo plasmatica de TNF-a.

Desta forma, podemos concluir que a pravastatina poderia ser uma boa op¢ao para o
tratamento da sepse, ja que restaura indicadores importantes, como o numero de plaquetas

circulantes e agregacdo plaquetdria, utilizados na avaliacdo da gravidade da sepse. Além
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disso, a pravastatina reduz a concentrac¢io plasmatica de TNF-a, indicando uma melhora do

quadro inflamatério do animal.
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