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RESUMO

As plaquetas sdo importantes células na inflamacao, entretanto, os trabalhos que estudam as
citocinas na reatividade plaquetdria sdo raros. O objetivo do presente trabalho foi estudar os
efeitos do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) em plaquetas. Ensaios de agregacdo foram
realizados incubando-se plaquetas com crescentes concentracdes de TNF-a (1 — 3000 pg/ml)
por diferentes intervalos de tempo (5 — 60 min), na aus€ncia ou presenca do antagonista nao
seletivo dos receptores TNFR1 e TNFR2, o R7050. Também foi estudado o efeito do TNF-
a na viabilidade plaquetdria utilizando-se o MTT. O efeito do TNF-a na mobiliza¢do de Ca**
em plaquetas foi investigado através de ensaios de fluorescéncia utilizando-se o fluo-3-AM;
os ensaios de western blotting foram realizados para o estudo da ativacdo da enzima c-Src e
do receptor de fibrinogénio. Finalmente, foram determinados os niveis intraplaquetdrios de
AMPc e GMPc por ELISA. O TNF-a inibiu a agrega¢do plaquetaria induzida por ADP ou
trombina de forma dependente da concentragao da citocina e do tempo de incubagdo. O efeito
inibitério maximo do TNF-a na agregacdo induzida por ADP (5 uM) foi obtido com a
concentracdo de 300 pg/ml por um tempo de incubagdo de 30 min (90 + 7% de inibi¢do), o
qual foi significativamente prevenido pela pré-incubacio das plaquetas com o R7050. A
viabilidade plaquetdria nao foi modificada pela incubagao por 60 min com o TNF-a (30 e
3000 pg/ml). A incubacdo de plaquetas com TNF-a (300 pg/ml, 30 min) reduziu em 53% o
aumento da concentracio de Ca®* total causado pela adiciio de trombina (200 mU/ml). A
queda da concentracdo de Ca** citosdlica plaquetdria causada pelo TNF-o. foi em decorréncia
da diminuicdo em 1,8 e 3,4 vezes da mobilizacdo interna do ion e do influxo do mesmo,
respectivamente. O TNF-a reduziu em 60% os niveis de AMPc em plaquetas ativadas com
ADP. Por outro lado, o TNF-o aumentou significativamente os niveis de GMPc em plaquetas
ativadas por ADP (aumento de 51%). A pré-incubacdo de plaquetas com o inibidor da
guanilil ciclase ODQ nio reduziu o efeito inibitério do TNF-a na agregacdo induzida por
ADP. Os ensaios de western blotting mostraram que o TNF-a reduziu significativamente a
fosforilagdo do residuo de Tyr416 da c-Src em plaquetas ativadas. Da mesma forma, o TNF-
o reduziu em 37% a fosforilagao do residuo de Tyr773 da subunidade B3 da integrina allbB3

(receptor de fibrinogénio) em plaquetas ativadas por ADP. Portanto concluimos que o TNF-
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a inibe a agregacao plaquetdria via receptores TNFR1 e/ou TNFR2, sem reduzir a viabilidade
das plaquetas. O efeito inibitério do TNF-a na agregagdo ¢ acompanhado pela redugao de
Ca?* citosélico e inibi¢do de c-Src e do receptor de fibrinogénio em plaquetas, sendo estes

independentes de AMPc ou GMPc.

Palavras-chave: Fator de necrose tumoral alfa, Agregacdo plaquetdria, Complexo

glicoproteico GPIIb-IIla de plaquetas.
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ABSTRACT

Platelets have been described as important cells in inflammation; however, the effects of
cytokines on platelet reactivity are rarely studied. The objective of the present work was to
investigate the effects of the tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) in platelets. Aggregation
assays were carried out incubating platelets with increasing TNF-o concentrations (1 — 3000
pg/ml) for different intervals of times (5 — 60 min), in the absence or in presence of the non-
selective antagonist of TNFR1 and TNFR2, R7050. Effect of TNF-o. on platelet viability was
determined using MTT. The effect of TNF-o on the Ca** mobilization in platelets was
investigated through fluorescence assays using fluo-3AM and Western blotting assays were
carried out to determine the activation of c-Src and the fibrinogen receptor. Finally, the
cAMP and cGMP levels in platelets were determined by ELISA. TNF-o. dose- and time-
dependently inhibited ADP or thrombin-induced platelet aggregation. The inhibitory effect
of TNF-a on ADP(5 uM)-induced platelet aggregation was maximum in a concentration of
300 pg/ml incubated with platelets for 30 min (90 £ 7% of inhibition), which was significantly
prevented by the incubation of platelets with R7050. Platelet viability was not modified by
TNF-o. (30 and 3000 pg/ml) incubated for 5 to 60 min. Incubation of platelets with TNF-o.
(300 pg/ml, 30 min) reduced the increased total Ca’* concentration induced by thrombin
(200 mU/ml) by 53%. Decreasing Ca’* internal mobilization (1,8 fold) and decreasing in
external Ca®* influx (3,4 fold) led to a reduction of total cytosolic Ca** in TNF-a activated
platelets. TNF-o. reduced the cAMP levels in ADP-activated platelets by 60%. On the other
hand, TNF-a significantly increased cGMP levels in ADP-activated platelets (51 % increase).
Pre-incubation of platelets with the guanylyl cyclase inhibitor ODQ did not modify the
inhibitory effect of TNF-a on ADP-induced platelet aggregation. Western blotting analysis
showed that TNF-a. significantly reduced phosphorylation on Tyr416 of c-Src in activated
platelets. Similarly, TNF-o reduced by 37% the Tyr773 phosphorylation of 3 subunit of
allbp3 integrin (fibrinogen receptor) in ADP-activated platelets. Therefore, our results show
that TNF-a inhibits platelet aggregation via TNFRI and/or TNFR2 receptors, without
affecting platelet viability. The inhibitory effect of TNF-o. on aggregation is accompanied by
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a reduction in cytosolic Ca®* and the inhibition of c-Src and fibrinogen receptor activation,

which are cAMP and cGMP-independent effects.

Keywords: Tumor necrosis factor alpha, Platelet aggregation, Platelet glycoprotein GPIIb-

Illa complex.
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1. INTRODUCAO

1.1 Plaquetas

As plaquetas s@o corpusculos incolores, discoides, com diametro entre 0,9 e 3,6um.
A vida média das plaquetas humanas varia de 9 a 12 dias, e a contagem média em sangue
venoso ¢ de 250.000/ul. Cerca de 2/3 da massa plaquetaria total encontra-se na circulacdo e
1/3, no baco (Bithell, 1998).

A capacidade das plaquetas de aderir a outras superficies, e sua participacdo na
coagulagdo sanguinea e trombose, foi primeiramente descrita por Bizzozero em 1882. Mais
tarde Wright (1910) descreveu que as plaquetas eram derivadas de grandes células
encontradas na medula dssea denominadas megacaridcitos.

O estudo da ultraestrutura da plaqueta mostra um sistema tubular que se conecta a
superficie do qual sdo expelidas substancias contidas em grinulos durante a rea¢do de
liberacdo. No citoplasma, externamente aos tibulos, hd microfilamentos e granulos. As
plaquetas apresentam trés tipos de granulos: densos, alfa e lisossomais. Os granulos densos
armazenam fons Ca>* e Mg?*, ATP, ADP e 5-hidroxitriptamina (serotonina) enquanto que 0s
granulos o contém inumeras substincias como o fator 4 plaquetario (PF4), a f-
tromboglobulina, o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), proteinas cationicas,
fator bactericida e fatores que participam da cascata de coagulacao tais como o fibrinogénio,
o fator V e o fator VIII/von Willebrand. Nos granulos lisossomais encontram-se algumas
hidrolases acidas como a B-glucoronidase e a -galactosidase (Ferroni et al., 2012).

A atividade plaquetdria € modulada por substincias que exercem efeitos excitatorios
e inibitérios. O ADP, a trombina, o tromboxano A; (TXA»2) e o coldgeno sdo agonistas
fisioldgicos que ativam as plaquetas, enquanto a prostaciclina (PGI2) e o 6xido nitrico (NO)
inibem através do aumento da adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e da guanosina
monofosfato ciclico (GMPc), respectivamente (Ignarro, 1993; Cheng et al., 2002).

O ADP, embora seja um fraco agonista, exerce uma fung¢do chave na agregacdo
plaquetaria porque, uma vez secretado dos granulos densos, amplifica a ativag¢do induzida

por outros agonistas (Gachet, 2001). A ativagdo plaquetaria induzida por ADP é mediada por



dois receptores acoplados a proteina G, o P2Y1 e o P2Y12 (Jin e col., 1998; Hollopeter et
al., 2001; Zhang et al., 2001; Foster et al., 2001). O receptor P2Y1 esta acoplado a proteina
Gq, ao passo que o receptor P2Y 12 estd acoplado a proteina Gi (Savi et al., 1998; Hechler et
al.., 1998; Ohlmann et al., 1995; Jantzen et al., 2001). A ativagdo de ambos os receptores é
necessdria para se induzir a secrecao plaquetdria e agregacao irreversivel em resposta ao ADP
(Jin e Kunapuli, 1998; Jantzen et al., 1999).

A ligacdo do ADP ao receptor P2Y1 leva a ativacdo da enzima fosfolipase C (PLC),
que converte o fosfatidilinositol bifosfato (PIP2) da membrana plasmatica em trifosfato de
inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O 1P3 liga-se ao sistema tubular denso, promovendo a
liberacdo de calcio das reservas intracelulares o que leva, consequentemente, ao influxo de
calcio pela via “store operated calcium entry” (SOCE). O DAG, por sua vez, promove a
ativacdo da proteina quinase C (PKC). A PKC estd envolvida na secrecdo plaquetdria (Chung
et al., 2000, Polgéar et al., 2003) e na ativagcdo do receptor de fibrinogénio (integrina omb3)
que medeia a sinalizacdo outside-in, desencadeando uma série de eventos intracelulares que
culminam com a reorganizacao do citoesqueleto, propaga¢do e estabilizacdo do agregado
plaquetario (Li et al., 2010; Shattil et al., 1999). O aumento de Ca”* citosolico e a ativacdo
da PKC promovem a ativacdo da enzima fosfolipase A2 (PLA2), que cliva fosfolipides de
membrana e libera o 4cido araquidonico (AA). O AA é metabolizado pela cicloxigenase
(COX) em prostaglandina G2 (PGG:) e prostaglandina H2 (PGH3), a qual é metabolizada
pela tromboxano sintase em TXA», que também, ao lado do ADP, amplifica a ativacao
plaquetdria induzida por outros agonistas. (Simmons et al., 2004; Nakahata, 2008)

A ligagdao do ADP ao receptor P2Y12 leva a inibicdo da enzima adenililciclase (AC),
com consequente diminui¢do da sintese de AMPc, o que contribui positivamente para o
processo de ativagdo plaquetdria. Esta via de sinalizacdo também leva a ativacdo da
fosfatidilinositol 3-kinase (PI3K), com consequente ativagao da Akt e Rap1B (Moheimani e
Jackson, 2012) (figura 1).

A PI3K ¢ importante para a sustentagao da ativagdo da integrina amp3. A fosforilagdo
dos residuos tirosina 773 e 785 na regiao citoplasmatica da unidade 3 ¢ importante para a
modifica¢do de forma do receptor de fibrinogénio (integrina amP3) de baixa afinidade para
alta afinidade. A modificacdo de forma do receptor de fibrinogénio promove a ativagdo das

kinases pertencentes a familia Src (SFK), particularmente a C-Src ligada a unidade 3, que



por sua vez, também leva a ativacdo deste receptor (Brass LF et al., 2013; Harburger &

Calderwood, 2009; Li Z et al., 2010; Stalker TJ et al., 2012).
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W
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Figura 1: Agregacio plaquetaria induzida pelo ADP

A regulacdo negativa pode ser realizada pela prostaciclina (PGI2), principal
prostandide secretado pelas células endoteliais. Esse prostandide liga-se ao receptor IP
plaquetério, acoplado a proteina Gs, e promove o aumento da concentracdo intracelular de
cAMP, inibindo a ativagcdo plaquetdria, e assim a trombose (Garthwaite, 1991). O 6xido
nitrico (NO) é um potente inibidor plaquetario, também sintetizado pelas células endotéliais
através da enzima 6xido nitrico sintase (NOS) que catalisa a conversdo da L-arginina em L-
citrulina produzindo o NO como co-produto, em uma reacao dependente de NADPH e outros
cofatores (Garthwaite, 1991). O NO inibe a atividade plaquetdria por mecanismos
dependentes e/ou independentes de cGMP (Moro et al., 1996; Marcondes et al., 2006). O NO
ativa a enzima guanilato ciclase solivel (sGC) ao interagir com o dominio N-terminal das
subunidades a1 e B1 da enzima, promovendo a conversdo de guanosina trifosfato (GTP) em
GMPc no dominio catalitico C-terminal da enzima. O aumento dos niveis de GMPc leva a

ativacdo das quinases dependentes de GMPc: cGK Ia/cGK If (PKG).



A ativacdo de proteinas quinases dependentes de cAMP e cGMP € um mecanismo
bem estabelecido pelo qual o aumento de AMPc e GMPc, respectivamente, leva a inibicao
plaquetdria. As quinases dependentes destes nucleotideos ciclicos inibem o aumento de Ca**
intracelular através da inibicdo da PLC e da fosforilacdo de receptores de IP3 no sistema
tubular denso. Além disso, a PKA fosforila a glicoproteina Ibp (receptor do Fator de von
Willebrand, importante na adesdo plaquetaria) e as enzimas quinase da cadeia leve da
miosina (responsavel pela fosforilagio da miosina envolvida na mudanca de forma da
plaqueta e na secrecao granular) e RhoA (responsdvel pela inibi¢dao da fosfatase de miosina
de cadeia leve) (Geiger et al., 1999), levando assim, a inibi¢do da ativagcdo plaquetdria.

Os nucleotideos ciclicos cAMP e cGMP podem ser hidrolizados por um grupo de
enzimas denominadas fosfodiesterases (PDEs) em seus metabolitos inativos 5’-nucleotideos
(AMP ou GMP) (Teixeira et al., 1997; Thorphy, 1998). Em condi¢des fisioldgicas normais,
as plaquetas em repouso apresentam um balanco equilibrado da formacdo e hidrélise de

cAMP e cGMP de forma a alcancgar niveis intracelulares suficientes para impedir a ativacao

plaquetdria (Feije et al., 2004).

1.2 Plaquetas nos processos inflamatérios

E cada vez mais evidente que as plaquetas ndo exercem apenas fun¢des importantes
na hemostasia e trombose, mas também estdo envolvidas em doencas inflamatdrias, como a
aterosclerose e sepse.

A aterosclerose € um processo inflamatério envolvendo células vasculares,
mondcitos, linfécitos T, citocinas pré-inflamatdrias, quimiocinas e fatores de crescimento
(Lind, 2003). Dentre as citocinas, destacam-se a IL-1, IL-6, o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e o interferon-y.

O acumulo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) no subendotélio e sua oxidag¢ao
€ o evento inicial na aterogénese, seguido pela infiltracdo e ativacao de células inflamatdrias.
Na camada intima do vaso, os mondcitos se diferenciam em macrofagos, os quais
internalizam a LDL oxidada e se transformam em células espumosas (Montenegro and
Bogliolo, 1994). O TNF-a ¢ uma citocina importante na patogénese da aterosclerose, pois
além de ativar células inflamatérias e induzir a expressdo de moléculas de adesdo no

endotélio, também favorece a expressao do receptor para a LDL oxidada na superficie de



células musculares lisas (Qiu et al., 2011). O acamulo de células espumosas na intima leva
as lesdes primdrias da aterogénese caracterizadas por estrias gordurosas e espessamento da
parede do vaso. As plaquetas também aderem aos sitios onde ocorre disfun¢do endotelial
liberando diversas substancias mitogénicas e inflamatdrias no microambiente, dentre estas a
IL-1PB e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) (Weber, 2005; Gawaz, 2006,
Andrae et al., 2008).

A sepse € uma sindrome complexa causada por uma resposta inflamatdria sist€mica
nao controlada, de origem infecciosa, caracterizada por multiplas manifestacoes e que pode
resultar em disfuncéo ou faléncia de um ou mais 6rgaos e até mesmo na morte, sendo um dos
problemas mais frequentes e mais sérios com que os clinicos se deparam (Aratjo et al., 2005).
Na sepse ocorre uma diminui¢do da atividade cardiocirculatéria resultante da liberagdo
descontrolada de cininas, prostaglandinas, citocinas e NO. Além disso, hd a ativacdo de
células inflamatérias com consequente liberacdo de citocinas pré-inflamatérias incluindo o
TNF-a, interleucina-1p (IL-1p), e interleucina-6 (IL-6). A resposta inflamatéria tem como
objetivo combater o agente invasor, limitar e reparar lesdes teciduais. Hoje, as citocinas sdao
consideradas de valor progndstico, pois podem ser o prentincio da gravidade ou da resolugao
da sepse, uma vez que t€ém um papel chave na sua patogénese (Casey et al., 1993). O TNF-a
¢ um dos primeiros mediadores liberados por macréfagos na presenca de lipopolissacarideo
(LPS), um componente da parede de bactérias gram negativas capaz de mimetizar varios
aspectos da sepse (Flohé et al., 1991; Rietschel & Brade, 1992; Ferreira et al., 1993; Ebisui
et al., 1994). Foi verificado que o TNF-a € capaz de causar vdrias das respostas atribuidas ao
LPS, incluindo febre e, em altas doses, choque irreversivel e morte. Substancias que inibem
a producdo de TNF-a, ou que suprimem sua ac¢do, podem prevenir a febre causada pelo LPS
em voluntarios humanos e a morte de animais (Rietschel & Brade, 1992).

A trombocitopenia € outro marcador da gravidade da sepse e tem correlagdo positiva
com o desenvolvimento da disfungdo multipla de 6rgaos (Russwurm et al, 2002; Gawaz et
al, 1997). A trombocitopenia pode ocorrer at¢é mesmo na auséncia da coagulagdo
intravascular disseminada (CID), uma condic@o importante que corrobora para a faléncia
multipla de 6rgaos observada no choque séptico (Larosa & Opal, 2007).

A sepse também estd associada a efeitos significativos na coagulacdo, sistema

fibrinolitico e agregacdo plaquetaria (Leytin et al., 2002). Os resultados a respeito do estado



de ativacdo de plaquetas na sepse sdo controversos, mas muitos trabalhos mostram que ha
um decréscimo na agregacdo plaquetdria. O tratamento de ratos com LPS diminui
significativamente a agregacao induzida por ADP (Vuaden et al, 2009, Lopes-Pires et al.,
2012). Também foi observada uma reduc¢ao significativa da agregacdo plaquetdria induzida
por ADP, coldgeno e TRAP (peptideo ativador do receptor de trombina) em humanos com

sepse severa (Adamzik et al., 2012).

1.3 Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ¢ uma citocina pré-inflamatéria, produzida
por macrofagos, linfocitos, fibroblastos e queratindcitos (Tracey e Cerami, 1993; Kock et al.,
1990), que recebe essa denominagdo por causar trombose nos vasos sanguineos tumorais
causando a morte do tumor por isquemia. Esta citocina desempenha um papel importante em
vérias condi¢des inflamatdrias como na aterosclerose, no cincer e na sepse (Piguet et al.,
2002) uma vez que leva a varios efeitos tais como aumento da expressdo da 6xido nitrico
induzivel (1INOS), da cicloxigenase-2 (COX-2), do receptor B1 de bradicinina, das proteinas
de adesio ICAM-1 e VCAM-1, do fator tecidual e aumento da atividade da NADPH oxidase
(Campos et al., 1998; Mark et al., 2001; Sanders et al., 2001; Chandrasekharan et al., 2007;
Zelova e Hosek, 2013).

O TNF-a pertence a superfamilia do TNF e ¢ sintetizado toda vez que a célula ¢
estimulada, ndo sendo armazenado dentro das células (Zelova e Hosck; 2013). Esta citocina
existe tanto na sua forma conjugada 2 membrana quanto na forma solivel, sendo a primeira
a forma mais ativa (Zelova e Hosck, 2013).

O TNF-a tem um papel paradoxal quanto a sua concentragdo: em altas doses possui
papel anti-tumorogénico, enquanto em pequenas doses leva a um estado pré-tumorogénico
(Szlosarek P et al, 2006; Balkwill F et al, 2002; Aggarwal BB et al, 2006). Ainda, o TNF-a
nas doses de 0,1-1ng/ml possui efeitos anti-apoptéticos em neutréfilos humanos, mas a partir
de 10ng/ml esse efeito € perdido (Van Den Berg M et al., 2001).

O TNF-a possui dois receptores especificos: TNFR1 e TNFR2. O primeiro esta
presente em todos os tipos celulares, exceto eritrécitos, enquanto o TNFR2 é expresso
principalmente em células linf6ides. Véarios trabalhos mostram que o TNFR1 € o responsével

por mediar a maior parte dos efeitos induzidos pelo TNF-a..



O TNFRI1, pertencente ao grupo de receptores ligados ao dominio da morte, pode ser
ativado tanto pela forma conjugada quanto solivel do TNF-a (Vandenabeele et al., 1995;
Zelova H, Hosck J; 2013).

Quando o TNF-a se liga ao TNFR1 ocorre a liberagao da proteina inibidora do
dominio da morte (SODD) que esta ligada ao dominio intracelular do TNFR1, permitindo o
recrutamento da proteina associada ao dominio da morte do receptor de TNF (TRADD)
(Zelova H, Hosck J; 2013; Wang Y et al. 2000). A TRADD por sua vez recruta o fator 2
associado ao receptor de TNF (TRAF2), a proteina que interage com o receptor (RIP) e a Faz
associada ao dominio da morte (FADD) (Jiang et al., 1999). A RIP e a TRAF2 modulam a
via de sinalizacdo anti-apoptoética e pré-inflamatoria, enquanto FADD inicia a cascata de
ativacdo de caspases culminando com a apoptose (Zelovd H, Hosck J; 2013; Wang Y et al.
2000). O recrutamento da FADD leva a ativacdo da caspase 8, a qual ativa as caspases 3, 6 e
7 levando a apoptose celular (Baud e Karin, 2001) (figura 2).

A associacdo de TRADD ao receptor de TNF é modulada por diferentes enzimas
como a PI3K, PKC6 e a MAPK p42/Erk2. Em neutréfilos humanos a PI3K leva a ativagao
de PKCo que inibe a associacdo de TRADD ao TNFR1, mas aumenta a associagao de TRAF2
e RIP, indicando que estas quinases estdo envolvidas na sinalizac¢ao anti-apoptose (Kilpatrick

et al., 2000, Kilpatrick et al., 2004).
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Figura 2: Processo de Sinalizacio pelo TNFR1

1.4 Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e plaquetas

Ja foi reportado que o ligante de CD40 (CD40L), pertencente a superfamilia do TNF,
potencializa a ativacdo e agregacdo plaquetdria através da via TRAF2/Racl/p38MAPK
(Yacoub et al., 2010). O sCD40L leva a polimerizacdo da actina e mudancga de forma das
plaquetas (Yacoub et al., 2010). Além disso, o sSCD40L ativa a integrina a3 € aumenta a
expressdo da P-selectina em plaquetas ativadas por ADP, coldgeno ou trombina, mas ndo é
capaz de ativar plaquetas em repouso (André et al 2002; Otterdal, et al., 2004).

Da mesma forma, o TNF-a pode interagir com plaquetas, entretanto, ha poucos
trabalhos sobre esta interacdo. O aumento dos niveis plasmaticos de TNF-a tem sido usado
como um marcador para o progndstico de risco para pacientes com insuficiéncia cardiaca
(Levine et al., 1990). Em 2008, Pignatelli e colaboradores reportaram que plaquetas de
pacientes com insuficiéncia cardiaca apresentavam um aumento da expressao dos receptores
TNFR1 e TNFR2, bem como de CD40L, sendo este ultimo efeito mediado pela ativacdo de
plaquetas por TNF-a. Na realidade, Pignatelli e colaboradores (2005) ja haviam

demonstrado que a incubacdo de plaquetas humanas com o TNF-a aumenta a agregacao



induzida por coldgeno via aumento da producio de TXA2, sendo estes efeitos inibidos pelo
antagonista de receptor de TNF-a. Por outro lado, um trabalho anterior mostrou que a
incubagdo de TNF-a in vitro ndo modifica a atividade de plaquetas de camundongos, mas
quando injetado nestes animais inibe a agregacdo plaquetdria, o que é acompanhado pela
reducdo da ativacao do receptor de fibrinogénio e da expressao de p-selectina (Cambien et
al., 2003).

Portanto, uma vez que as plaquetas possuem um papel importante na inflamacao, é
de grande relevancia investigar o efeito de citocinas em plaquetas. No presente trabalho
estudamos os efeitos do TNF-a na agregagdo plaquetéria; esta citocina estd em elevadas
concentragdes em diferentes condi¢Oes inflamatdérias. Como mostrado acima, trabalhos
sobre os efeitos do TNF-a em plaquetas sdo extremamente raros € os poucos resultados sao

bastante controversos.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
O objetivo do presente trabalho € investigar os efeitos in vitro do TNF-o na agregacao

de plaquetas de ratos sadios.

2.2 Objetivos Especificos
- Determinar a viabilidade plaquetdria na presenca de TNF-a através de ensaios de redugdo
do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélico) por desidrogenases
mitocondriais (Morganti 2008);
- Quantificar a agregacdo de plaquetas lavadas estimuladas com ADP e trombina na
presenca de concentragdes crescentes de TNF-a e incubadas em diferentes intervalos de
tempo. Também estudaremos o papel dos receptores de TNF-a, TNFR1 e TNFR2, nestas
respostas;
- Determinar a mobilizacdo de Ca** em plaquetas lavadas;
- Determinar os niveis intraplaquetarios de AMPc e GMPc;
- Determinar a ativacdo do receptor de fibrinogénio (integrina amf3) e da enzima c-Src

através de ensaios de western blotting.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

O projeto foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Campinas — CEUA/UNICAMP (protocolo n°® 2947-1). Foram utilizados ratos
machos da linhagem Wistar, pesando 250-340g, provenientes do Centro Multiinstitucional
de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB - Unicamp). Os animais
foram transferidos para o Biotério do Departamento de Farmacologia (Faculdade de Ciéncias
Meédicas), onde foram mantidos a 24°C, com iluminacdo didria de 12 h e com 4gua e

alimentacao ad libitum.

3.2 Obtencao de plaquetas lavadas

Os ratos foram anestesiados por via inalatoria com isoflurano e o sangue, obtido do
ramo descendente da aorta, foi coletado em ACD-C (citrato de sédio 12,4mM, acido citrico
13mM, glicose 11mM, 9:1 v/v). O plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido por
centrifugacdo do sangue total a 200 g durante 15 min. As plaquetas foram lavadas com
tampao de lavagem (NaCl 140mM, KCI 0,5mM, citrato trissddico 12mM, glicose 10mM,
sacarose 12,5mM, pH 6; 5:7 v/v) e suspensas em solucdo de Krebs-Ringer desprovida de
calcio (NaCl 118mM, NaHCO; 25mM, KCl 4,7mM, KH>PO4 1,17mM, MgSO4.7H,0
1,66mM, glicose 5,6mM). A suspensio foi ajustada para 1,2x10% plaquetas/ml na qual foi

adicionada CaCl; para concentragdo final de 1 mM.

3.3 Determinacio da viabilidade plaquetaria pelo MTT

Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade do TNF-a sobre as plaquetas, utilizamos
o método originalmente descrito por Mosmann (1983). E um ensaio colorimétrico baseado
na reducdo do MTT pelas desidrogenases mitocondriais de plaquetas metabolicamente
ativas. A reacdo produz sal formazan que € insolivel em dgua, mas solivel em solventes
orginicos. A suspensdo plaquetaria (1,2x10% plaquetas/ml, 50 ul) foi incubada com TNF-a
(30 pg/ml e 3000 pg/ml) por 5 min, 15 min, 30 min ou 60 min. Em seguida, as plaquetas

foram estimuladas com ADP 5uM e entdo transferidas para uma placa de 96 pogos, na qual
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adicionou-se em cada poc¢o solu¢do de Krebs-Ringer para um volume final de 10 pl.
Finalmente, 10 ul de MTT (5mg/ml) foram adicionados em cada poco e apds incubagio por
3h a 37°C, a reacao foi interrompida com 100 ul de SDS 10% em HCI (0.01M). Apés 1h, a
placa foi lida em leitor de microplacas (Spectramax 340, Molecular Devices, Sunnyvale, CA,

EUA) no comprimento de onda de 540nm.

3.4 Agregacao plaquetaria

Os ensaios de agregacao foram realizados utilizando-se agregdmetro de dois canais
(Chrono-Log Lumi Aggregometer model 560-Ca, Havertown, PA, EUA). O aparelho foi
calibrado para 0% (suspensdo de plaquetas lavadas) e 100% (solugdo de Krebs-Ringer). As
plaquetas foram ativadas com ADP (5uM e 10uM) ou trombina (200mU/ml) na auséncia ou
na presencga de concentragdes crescentes de TNF-a (1 - 3000pg/ml). Também realizaram-se
ensaios de agregacdo onde a suspensdo plaquetdria foi pré-incubada com TNF-a (30 pg/ml
ou 300 pg/ml) por diferentes intervalos de tempo (5, 15, 30 ou 60 min).

Para investigar se o efeito do TNF-a em plaquetas ¢ mediado por receptores TNFR1
ou TNFR2, estas células foram incubadas por 10 min com o antagonista inespecifico dos

receptores de TNF, o R7050 (0,1nM — 10nM), antes da adi¢do do TNF-a.

3.5 Determinacio da mobilizacio de calcio em plaquetas

A determinacdo de Ca*" intracelular foi realizada segundo Lu e colaboradores (2012).
Apoés obtengdo, as plaquetas foram ressuspensas em tampao Tyrode (NaCl 137mM, KCI
2,68mM, NaHPO4H,O 041mM, MgCl.6H.O 1,04mM, CsHi20s 5,52mM, NaHCO;
11,6mM pH 7.,4) e a suspensio ajustada para 3,0 x 108 plaquetas/ml, sendo incubada com o
marcador fluorescente de cdlcio Fluo-3-AM (3uM) e pluronico 0,1% por 30min., a 37°C. A
suspensao plaquetdria foi centrifugada a 800 g por 10 min para a retirada do excesso do
marcador sendo cuidadosamente ressuspensa em solucdo tampdao Tyrode novamente.
Aliquotas da suspensdo plaquetaria de 300 ul, ativadas ou ndo com trombina (200 mU/ml),
foram analisadas em fluorimetro (SynergyTM H1 Hybrid Reader, BioTek, EUA) em um
comprimento de onda de excitacdo de 505 nm e emissao 535 nm. Em alguns experimentos a
suspensao plaquetdria foi pré-incubada com TNF-a por diferentes intervalos de tempo. A

determinacdo da quantidade citosélica total de Ca®* na plaqueta (é considerado o Ca?*
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proveniente do sistema tubular denso e do influxo do mesmo) foi determinada em presenca
de CaCl> (1 mM), uma vez que a ativacao plaquetéria é¢ dependente deste ion. A determinagao
do Ca** proveniente dos estoques intracelulares foi realizada na presenca do quelante de Ca**
EGTA (10 uM). Para determinacdo da Fluorescéncia Maxima foi adiciondado Triton-X
(0,1%) em cada amostra e em seguida, para determinacdo da Fluorescéncia Minima, foi
adicionado EGTA (10 mM).

Os niveis de [Ca**];

foram determinados a partir da seguinte equagao:
Ca®* = kd x [(F-Fmin)/(Fmax-F)]
Onde kd = 335, F € o valor de fluorescéncia da amostra, Fmin a fluorescéncia minima e

Fmax a florescéncia maxima.

3.6 Determinacao dos nucleotideos ciclicos AMPc e GMPc

A suspensio de plaquetas lavadas (1,2x108 plaquetas/ml) foi incubada com o inibidor
de fosfodiesterase 3-isobutil-1-metil-xantina (IBMX, 1 mM) por 15 min a temperatura
ambiente. Em seguida, foi adicionado a suspensdo de plaquetas, pré-incubadas ou ndo com
TNF-a 30 pg/ml por 5 min, 15 min, 30 min ou 60 min, solu¢do de salina ou ADP (5 uM).
Ap6s 5 min, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de etanol absoluto acidificado gelado em
uma concentrac¢ao final de 67% (v/v). As amostras foram rigorosamente agitadas por 30 seg,
mantidas no gelo por 30 min e centrifugadas a 4000 g por 30 min a 4°C. Os sobrenadantes
das amostras foram recolhidos e guardados, e os precipitados lavados com 0,5 ml de etanol
acidificado (67% V/V) gelado, e centrifugados novamente a 14.000 g, a temperatura
ambiente por 5 min. Os sobrenadantes desta ultima centrifugacdo foram coletados e
adicionados aos sobrenadantes coletados da centrifugacdo anterior. Finalmente, as amostras
foram secas a 55-60°C em banho-maria, sob fluxo de nitrogé€nio, e estocadas a —20°C até que
a determinacdo de GMPc e AMPc fosse realizada. Os niveis dos nucleotideos ciclicos foram
determinados utilizando-se kit da Cayman (Ann Arbor, MI, EUA) seguindo as instru¢des do

fabricante. Cada amostra foi quantificada em duplicata e os resultados expressos em pmol/ml.

13



3.7 Western blotting

A suspensio plaquetdria (1,2x108 plaquetas/ml, 500 ul) foi incubada com TNF-o. (30
pg/ml) por 30 min e, em seguida, as plaquetas foram ativadas por ADP (5 uM). Apds 5 min,
a suspensao plaquetaria foi congelada em nitrogénio liquido.

As amostras foram descongeladas, sonicadas por 30 seg e centrifugadas a 10.000 g
por 10 min a 4°C. A concentracdo proteica dos precipitados foi determinada pelo método de
Lowry e 60 ug de proteina em tampao de Laemmli foi adicionada em cada poco do gel de
poliacrilamida (10%). Apdés a separacdo das proteinas, estas foram transferidas para
membranas de PVDF que foram incubadas com os anticorpos primdrios anti-Src, anti-
fosfo(Tyr416)-Src, anti-integrina B3 e anti-fosfo(Tyr773)-f3. Em seguida, as membranas
foram lavadas e incubadas com o anticorpo secunddrio conjugado a peroxidase. As bandas
imunorreativas foram detectadas através do aumento de quimioluminescéncia em
fotodocumentador (ChemiDoc XRS+ System with Image Lab, Biorad, EUA). A
densitometria das bandas imunorreativas foi feita usando UN-SCAN-IT-gel 6.1 Software. Os
niveis de fosforilacdo da Src e da integrina B3 foram normalizados pelo total de Src e da

integrina 3, respectivamente.

3.8 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (E.P.M) para n
experimentos. A significancia estatistica entre os grupos foi determinada utilizando ANOV A
seguido pelo teste de Tukey. O teste ¢t de Student pareado foi usado para a andlise dos
resultados obtidos nos ensaios de western blotting. P<0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

14



4. RESULTADOS

4.1 Efeito do TNF-a na viabilidade plaquetaria

A figura 3 mostra que a incubacgao de plaquetas com TNF-a ndo reduziu a viabilidade
de plaquetas ndo ativadas ou ativadas com ADP (5 pM), em nenhum dos tempos estudados
(5 — 60 min). O TNF-a, mesmo em concentracdo alta (3000 pg/ml) e incubado por 60 min,

nao causou qualquer efeito toxico em plaquetas ndo ativadas ou ativadas por ADP.

120- @l + ADP
100 am s s s v araans T T T SO P P
80+
60

40-

Viabilidade (%)

20+

5 15 30 60 5 15 30 60
Tempo de incubac¢ao (min)

TNF-a TNF-a
(30pg/ml) (3000pg/ml)

Figura 3: Efeito do TNF-o sobre a viabilidade plaquetaria. A suspensdo plaquetaria
(1,2x108plaquetas/ml) foi incubada com TNF-a (30 e 3000 pg/ml) por diferentes intervalos de
tempo (5 - 60 min) e estimuladas ou ndo com ADP (5uM). Os resultados representam a média +
E.P.M. Todos os experimentos foram feitos em triplicata. N= 5-8 animais.
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4.2 O TNF-a inibe a agregacao plaquetaria de forma dose e tempo dependente

A adi¢dio de ADP a suspensdo de plaquetas lavadas (1,2x10® plaquetas/ml) levou a
uma significativa agregacao (50 £ 3% e 46 + 3% de agregacdo para ADP 5 uM e 10 uM,
respectivamente).

A figura 4 mostra que a incubagio de plaquetas (1,2x10® plaquetas/ml) por 30 min
com TNF-a levou a uma inibicdo da agregacao induzida por ADP (5 uM) dependente da
concentragdo da citocina (inibicdo de 26 + 7%, 62 + 13% e 77 + 9%, para as concentracoes
de 1 pg/ml, 10 pg/ml e 100 pg/ml de TNF-a, respectivamente). O efeito inibitério maximo
de TNF-a na agregacdo plaquetaria induzida por ADP foi observado nas concentragdes de
100 e 300 pg/ml (figura 4C). O efeito inibitério do TNF-a (1 — 3000 pg/ml) na agregacdo
induzida por ADP 10 uM foi de magnitude semelhante aquela observada quando a agregacdo
foi induzida por ADP 5 uM (figura 4C). Os tragcados tipicos de agregacdo mostram que o
TNF-a inibe a agregagdo maxima induzida por ADP, mas ndo modifica o tempo necessario
para que esta seja alcancada (figura 4A).

O efeito inibitério do TNF-a (30 pg/ml) na agregacdo plaquetéria induzida por ADP
(5 uM) é dependente do tempo de incubacio das plaquetas com a citocina, sendo que o efeito
maximo foi observado apés 30 min de incubagao (figura 5).

O TNF-a (300 pg/ml) também inibiu significativamente a agregac¢do induzida por
trombina (200 mU/ml), sendo este efeito dependente do tempo de incubagdo da citocina com

as plaquetas (figura 6).
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Figura 4: O TNF-a inibe a agregacio plaquetdria induzida por ADP. Plaquetas lavadas (1,2x108
plaquetas/ml) de ratos foram incubadas com TNF-a por 30 min antes da adicdo de ADP. (a) Curvas
tipicas de agregacdo induzida por ADP (5 pM) na auséncia ou presenca de TNF-a (1, 10 e 100
pg/ml). (b) Agregacdo plaquetaria induzida por ADP (5 puM) na presenca de crescentes
concentra¢des de TNF-a (1 — 3000 pg/ml). (¢) Inibicdo da agregacdo induzida por ADP (5 ou 10
uM) na presenca de TNF-a. *P<0,05 comparado a agregagdo induzida por ADP 5 uM na auséncia
de TNF-a. #P<0,05 comparado a inibi¢do da agregac¢do por TNF-a 1 pg/ml. ¥P<0,05 comparado a
inibi¢do da agregacdo por TNF-a em concentracdes menores que 300 pg/ml. N= 5-8 animais.
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Figura 5: A inibicdo da agregacdo induzida por ADP é dependente do tempo de incubacdo das
plaquetas com o TNF-o. Plaquetas lavadas (1,2x10% plaquetas/ml) foram incubadas com o TNF-a
(30pg/ml) por diferentes intervalos de tempo (5 min — 60 min) e em seguida foram ativadas pelo
ADP (5 uM). *P<0,05 comparado a inibicdo da agregacdo causada por TNF-a ap6s 5 min de
incubagfo com as plaquetas. N= 5-8 animais.
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Figura 6: A inibicdo da agregacdo induzida por trombina € dependente do tempo de incubagdo das
plaquetas com o TNF-a. Plaquetas lavadas (1,2x10® plaquetas/ml) foram incubadas com o TNF-a
(300 pg/ml) por diferentes intervalos de tempo (5 min — 60 min) e em seguida foram ativadas pela
trombina (200 mU/ml). *P<0,05 comparado a inibi¢do da agregacéo causada por TNF-a ap6s 5 min
de incubagdo com as plaquetas. N= 5-8 animais.
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4.3 Efeito do antagonista inespecifico dos receptores de TNF-a (R7050) no efeito

A pré-incubacio das plaquetas (1,2x10® plaquetas/ml) por 10 min com o antagonista
inespecifico dos receptores TNFR1 e TNFR2 de TNF-a, R7050 (1 e 10 nM), praticamente
aboliu o efeito inibitério do TNF-a (300 pg/ml, 30 min) na agrega¢do induzida por ADP 10
uM (reducdo de cerca de 77% do efeito inibitério do TNF-o na agregacdo) (figura 7).
Entretanto, o0 R7050 na concentracao de 0,1 nM nao alterou o efeito do TNF-a na agregacao

induzida por ADP (figura 7).
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Figura 7: O inibidor inespecifico dos receptores TNF-a reduz o efeito inibitorio desta citocina na
agregacdo plaquetdria. Plaquetas lavadas (1,2x10% plaquetas/ml) foram pré-incubadas com o
inibidor dos receptores TNFR1 e TNFR2 R7050 (0,1-10 nM) por 10 min. Em seguida, as plaquetas
foram incubadas com TNF-a (300 pg/ml, 30 min) e estimuladas com ADP (10uM). “P<0,05
comparados ao grupo TNF. #P<0,05 comparados ao grupo onde as plaquetas foram pré-incubadas
com R7050 0,1nM antes da adi¢do do TNF-a. N= 5-8 animais.
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4.4 O TNF-o diminui a mobilizacao de calcio em plaquetas ativadas por trombina

Durante o processo de ativacdo plaquetdria ocorre um aumento tanto do influxo de
célcio como da liberagdo do fon do sistema tubular denso. O aumento da mobilizacao de
célcio € importante para o desencadeamento de diferentes processos que sdo observados
durante a ativacdo plaquetaria como a mudanca de forma da plaqueta e a secrecdo granular.
Como o TNF-a leva a uma diminui¢do da agregacao plaquetéria, procuramos verificar se a
citocina afeta a mobilizacdo do cdlcio causada pela trombina.

A ativacdo de plaquetas (3,0x108 plaquetas/ml) por trombina (200 mU/ml) levou a
um aumento significativo de Ca* citosélico total quando comparado a plaquetas nio ativadas
(aumento de 3 vezes) (figura 8A). A incubacdo de plaquetas por 30 min com TNF-a (300
pg/ml) antes da adi¢do de trombina reduziu em 53% a concentragio de Ca®* citosélico total
em relacdo a ativacdo plaquetdria na auséncia da citocina (figura 8A). A figura 8B mostra
que a ativacdo de plaquetas com trombina também levou a um aumento significativo da
mobiliza¢do interna de Ca”*. Entretanto, a incubagdo de plaquetas com TNF-a aboliu o
aumento da mobilizacdo interna de Ca** frente a adicdo de trombina (figura 8B). Da mesma
forma, o TNF-o reduziu o influxo de Ca®>* causado pela trombina comparado aos ensaios

realizados na auséncia da citocina (tabela 1).

Tabela 1: Efeito do TNF-a na concentracao citosélica total, mobilizacdo intracelular e
influxo de célcio em plaquetas estimuladas pela trombina.

Mobilizacio Total Mobilizacio Influxo de Ca**
(nM) intracelular (nM) (nM)
Controle 1249 + 167 809 +49 440 £ 32
TNF-0 (300 pg/ml) 583 + 132* 455 £ 110* 128 £ 2%*

Plaquetas (3,0x10® plaquetas/ml), incubadas ou nio com TNF-q, foram estimuladas com
trombina (200 mU/ml). Os resultados estdo expressos como média dos valores absolutos da
concentragdo de cilcio em nM + EPM. *P<0,05 comparado ao respectivo controle.
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Figura 8: O TNF-o reduz a concentragdo citosolica de Ca?* total em plaquetas estimuladas por
trombina. As plaquetas (3x10® plaquetas/ml) foram incubadas com TNF-a (300 pg/ml) por 30 min.
A mobilizagio de Ca?* foi induzida pela adi¢do de trombina (200 mU/ml), na presenga de CaCl, (1
mM, painel A) ou EGTA (10 uM, painel B). Os resultados estdo expressos como média da
concentragio de cdlcio em nM + EPM. #P<0,05 comparado a plaquetas ndo ativadas na auséncia de
TNF-a. *P<0,05 comparado a plaquetas ativadas do grupo controle, isto ¢, ndo incubadas com o
TNF-a. N= 6 animais.
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4.5 Efeito do TNF-a nos niveis de AMPc em plaquetas

A incubagio de plaquetas (1,2 x 10® plaquetas/ml) com TNF-a (30pg/ml) reduziu
significativamente os niveis intraplaquetarios do nucleotideo AMPc apés a adi¢do de ADP
(5 uM) quando comparados ao grupo controle (plaquetas ativadas na auséncia da citocina)
(figura 9). A incubagdo de plaquetas com TNF-a por 5 min reduziu em 60% a concentragdo
de AMPc intraplaquetario, sendo que esta reducao nao se alterou quando as plaquetas foram
incubadas com a citocina por tempos maiores (15 min, 30 min ou 60 min) (figura 9). A
incubacao de plaquetas com 1 uM de iloprost (andlogo estavel da prostaciclina usado como
controle positivo do experimento) aumentou aproximadamente 8 vezes os niveis de AMPc

em plaquetas ativadas em relacio ao grupo controle.
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TNF (30 pg/ml) + ADP
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Figura 9: O TNF-a reduz os niveis intraplaquetirios de AMPc. Plaquetas lavadas (1,2x108
plaquetas/ml) foram incubadas com TNF-o (30pg/ml), por diferentes intervalos de tempo (5-
60min), e estimuladas com ADP (5 uM). Os niveis intraplaquetarios de AMPc foram determinados
por ELISA. "P<0,05 comparados a plaquetas ativadas com ADP na auséncia de TNF-q.
N=4animais.
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4.6 Efeito do TNF-a nos niveis citosdlicos de GMPc em plaquetas

Os niveis de GMPc foram aumentados quando as plaquetas foram estimuladas com
ADP (5 uM), os quais foram reduzidos em 26% na presenga do inibidor da guanilil ciclase
ODQ (25 uM) (figura 10 A). Como controle positivo do experimento, a incubag¢do de
plaquetas ativadas com ADP por 3 min com o doador de NO, nitropussiato de sédio (SNP,
100 uM), elevou em cerca de 12 vezes os niveis de GMPc.

Plaquetas (1,2 x 10® plaquetas/ml) incubadas com TNF-o (30pg/ml) apresentaram um
aumento significativo dos niveis intracelulares do nucleotideo GMPc quando comparadas ao
grupo controle, porém este aumento nao foi dependente do tempo de incubagdo das plaquetas
com a citocina (Figura 10 A).

Uma vez que o aumento dos niveis de GMPc leva a diminui¢do da ativacdo
plaquetdria, investigamos se o efeito inibitério do TNF-a na agrega¢do era dependente deste
nucleotideo. A incubacao de plaquetas ativadas com ODQ (25 uM) por 10 min ndo modificou
o efeito inibitério do TNF-a (30 pg/ml) na agregacdo induzida por ADP (5 uM) (figura 10
B). A inibicdo da guanilil ciclase praticamente aboliu a inibicdo da agregacdo plaquetaria

causada por SNP (controle positivo do experimento).
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Figura 10: O  efeito  inibitério do  TNF-o na  agregacdo  plaquetdria
ndo depende dos niveis intraplaquetdrios de GMPc. (painel A) Plaquetas lavadas (1,2x108
plaquetas/ml), ndo incubadas ou incubadas com TNF-a (30pg/ml) por diferentes intervalos de tempo
(5 — 60 min), foram estimuladas com ADP (SuM). Os niveis de GMPc foram determinados por
ELISA. (painel B) Plaquetas foram pré-incubadas com ODQ (25uM) por 10 min. Em seguida, as
amostras foram incubadas com TNF-a (30pg/ml) por diferentes intervalos de tempo (5 — 60 min) e
estimuladas com ADP (5uM). *P<0,05 comparado a plaquetas ndo ativadas do grupo controle.
#P<0,05 comparado a plaquetas ativadas do grupo controle. 4P<0,05 e *P<0,05 comparado a
plaquetas do grupo controle, na auséncia ou presenca de ODQ, respectivamente. N= 4 animais.
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4.7 Efeito do TNF-a na ativacdo da enzima c-Src e do receptor de fibrinogénio

A andlise do western blotting de plaquetas ndo ativadas e ativadas com ADP (5uM),
incubadas ou nao com TNF-a (30pg/ml) por 30 min, mostrou claramente uma banda
imunorreativa para c-Src de mesma intensidade (figura 11 A). A fosforilacdo de c-Src no
residuo de Tyr416, que indica ativacdo da enzima, foi significativamente menor em plaquetas
ativadas incubadas com TNF-a em comparagao com plaquetas ativadas na auséncia desta
citocina, como mostrado pela razao da densitometria das bandas correspondentes a c-Src
fosforilada e ndo fosforilada (figuras 11 B, 11 C).

A intensidade da banda imunorreativa para a subunidade B3 da integrina allbf3
(receptor de fibrinogénio) em plaquetas ndo ativadas é semelhante a de plaquetas ativadas
com ADP, na presenca ou auséncia de TNF-a (30pg/ml) (figura 12 A). A figura 12B mostra
que a fosforilagdao do residuo de Tyr773 da subunidade 3 da integrina allbB3, indicativo da
ativacdo do receptor de fibrinogénio, ¢ aumentada em cerca de 37% em plaquetas ativadas
com ADP (5uM) do que em plaquetas ndo ativadas. A incubag@o de plaquetas com TNF-a
por 30 min antes da adicdo de ADP reduziu significativamente a fosforilacdo do residuo
Tyr773 da subunidade B3 como mostrado pela razdo da densitometria das bandas

correspondentes a 33 fosforilada e nio fosforilada (figura 12 C).
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Figura 11: O TNF-o reduz a ativagio de Src. A suspensdo plaquetdria (1,2x10% plaquetas/ml, 500ul)
foi incubada com salina ou TNF-a (30pg/ml) por 30 min. Apos adicdo de ADP (5uM) ou salina, as
amostras foram congeladas até o momento de uso. A determinacdo da concentragdo protéica da
amostra foi feita pelo método de Lowry e 60 ug de proteina foi adicionada em cada poco do gel de
poliacrilamida 10%. A c-Src e a pTyr416-Src foram identificadas por western blotting utilizando os
anticorpos primdrios anti-cSrc e anti p(Tyr416)-Src. Os painéis A e B mostram, respectivamente, o
blotting representativo da deteccdo das bandas imunorreativas para c-Src e pTyr416-Src, bem como
a densitometria das bandas. O painel C mostra razdo das densitometrias das bandas correspondentes
a c-Src fosforilada e ndo fosforilada.*P<0,05 comparado as plaquetas ativadas na auséncia do TNF-
o. N=4 animais.
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Figura 12: O TNF-a reduz a fosforilacdo do residuo Tyr773 da subunidade B3 do receptor de
fibrinogénio. A suspensdo plaquetdria (1,2x10% plaquetas/ml, 500ul) foi incubada com salina ou
TNF-a (30pg/ml) por 30 min. Apds adi¢ao de ADP (5uM) ou salina, as amostras foram congeladas
até o momento de uso. A determinacio da concentracao protéica da amostra foi feita pelo método
de Lowry e 60 ug de proteina foi adicionada em cada poco do gel de poliacrilamida 10%. A
subunidade 3 e a pTyr773- B3 foram identificadas por western blotting utilizando os anticorpos
primarios anti-B3 e anti p(Tyr773)-B3. Os painéis A e B mostram, respectivamente, o blotting
representativo da deteccdo das bandas imunorreativas para B3 e pTyr773- B3, bem como a
densitometria das bandas. O painel C mostra razdo das densitometrias das bandas correspondentes
a B3 fosforilada e nao fosforilada.*P<0,05 comparado a plaquetas ativadas na auséncia do TNF-a.
N= 4 animais.
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5. DISCUSSAO

A resposta inflamatdria inclui alguns mecanismos fisiolégicos de defesa que envolve
diferentes tipos celulares e mediadores com o objetivo de limitar e reparar lesdes teciduais
(Perera et al., 2001; Sabroe et al., 2002; Zeuke et al., 2002; Andonegui et al., 2005). A
liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, incluindo o TNF-a (uma das primeiras citocinas
liberadas), IL-1p e a IL-6 por macréfagos e outras células, desempenha um papel central na
orquestragdo desses mecanismos.

Ja foi mostrado que o TNF-a pode levar a vdrios efeitos caracteristicos da inflamacao
como vasodilatagdo, através do aumento da expressdo da 6xido nitrico sintase do tipo
induzivel (iINOS) (Sanders et al., 2001), recrutamento de leucdcitos, por aumentar a
expressdao de moléculas de adesdo (Chandrasekharan et al., 2007), aumento da ativagdo da
cascata de coagulagdo, através da induc@o da expressdo do fator tecidual (Pawlinsk et al.,
2003) e aumento da produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), principalmente
através da ativagdo da NADPH oxidase (Yoshida e Tsunawaki, 2008).

Nos dltimos anos, varios trabalhos t€ém mostrado que as plaquetas tém um papel
importante na inflamagdo. As plaquetas liberam mediadores infamatdrios cldssicos como a
quimiocina CXCIL4, RANTES e a proteina inflamatéria a (MIP-1a) ou substancias que
aumentam a resposta inflamatéria como o ligante de CD40 (Gleissner et al, 2008; von
Hundelshausen e Schmitt, 2014).

Apesar do TNF-a ser uma citocina comum em varias condi¢des inflamatdrias e as
plaquetas serem consideradas importantes células nesses processos, ha poucos trabalhos que
descrevem o efeito desta citocina em plaquetas. Além de raros, os resultados sobre a acdo do
TNF-o em plaquetas sdo controversos. A administragio de TNF-a em camundongos
sauddveis aumenta o tempo necessdrio para formag¢do do trombo apds dano da artéria
mensentérica, o qual ¢ reduzido em camundongos “knocked out” para os receptores desta
citocina. As plaquetas isoladas de camundongos tratados com TNF-a apresentam expressao
reduzida de P-selectina, diminuicdo da agregacdo e reducdo da ligacdo de fibrinogénio
(Cambien et a., 2003). Por outro lado, plaquetas provenientes de pacientes com insuficiéncia
cardiaca apresentam maior expressao de receptores de TNF-a e agregam mais ao colageno,

sendo este efeito reduzido na presenga de antagonista da citocina (Pignatelli et al., 2005).
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Além disso, estes autores mostraram que a incubagdo in vitro de TNF-a com plaquetas de
individuos sauddveis aumenta a agregacdo ao coldgeno, a qual é reduzida pela inibicao de
receptores de TNF-a (Pignatelli et al., 2005).

Portanto a proposta do presente trabalho foi estudar os efeitos do TNF-a na agregacao
plaquetdria. Neste trabalho mostramos que a pré-incubacao de plaquetas com o TNF-a inibiu
a agregacdo induzida tanto por ADP, um agonista fraco, quanto pela trombina, um agonista
forte. A concentra¢do de TNF-a utilizada nos nossos experimentos foi de 1-3000 pg/ml, uma
vez que trabalhos anteriores do nosso grupo mostraram que os niveis da citocina se
encontram no intervalo de 200-750 pg/ml em ratos injetados com LPS apds 6 e 48h (intervalo
de tempo onde ocorre a intensificagdo do quadro inflamatério na sepse). Estes resultados
estdo de acordo com os obtidos por Bar e colaboradores (1997) que mostram que o TNF-a in
vitro inibe a agregacdo induzida por ADP em mulheres gravidas ou ndo gravidicas, sendo
este efeito mediado pelo receptor TNFR2 (CD120b, p75).

O efeito inibitério na agregacao foi dependente da concentra¢dao de TNF-a e do tempo
de incubacdo, sugerindo que esta inibi¢do esteja ocorrendo através da ativacdo de receptor
plaquetario especifico. A acdo do TNF-a em diferentes células se da através, principalmente,
da ativacdo do receptor TNFR1, mas o TNRF2 também pode mediar vérios efeitos
(Vandenabelee et al., 1995; Zelova e Hosck, 2013). Portanto, no presente trabalho nds
procuramos verificar se o efeito inibitériodo TNF-a sobre a agregagcdo foi dependente dos
receptores TNFR1 e/ou TNFR2, através da pré-incubagdo das plaquetas com antagonista
inespecifico R7050. Esta droga age impedindo a associacdo do TNFR com as moléculas
adaptadoras TRADD e RIP, limitando a internaliza¢do do receptor e prevenindo os eventos
celulares subsequentes a ligacdo da citocina (King et al., 2013). A R7050 reverteu
parcialmente os efeitos inibitérios do TNF-a indicando, portanto, que a citocina promoveu a
inibicdo da agregacao plaquetdria através dos receptores TNFR1 e/ou TNFR2.

Tendo em vista que um dos principais efeitos do TNF-a é o recrutamento e ativagio
da cascata das enzimas caspase, resultando na apoptose celular, investigamos se o efeito
inibitério desta citocina na agregagdo foi em virtude da morte célular. Para isso, realizamos
o teste com MTT para verificar a viabilidade plaquetdria, uma vez que neste teste 0o MTT &
reduzido por desidrogenases mitocondriais de plaquetas metabolicamente ativas. Neste

experimento, incubamos as plaquetas com uma concentracdo baixa de TNF-a (30 pg/ml),
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mas que leva a inibigdo maxima, bem como uma concentragao bastante alta (3000 pg/ml) por
tempos tdo longo quanto 60 min. Decidimos realizar este experimento utilizando diferentes
concentracdes de TNF-a e diferentes intervalos de tempo de incubacgdo, pois dependendo da
concentragdo esta citocina pode ter efeitos apoptdticos ou nao. Em experimentos realizados
in vitro o TNF-a nas doses de 0,1-1ng/ml possui efeitos anti-apoptoticos em neutrofilos
humanos, mas a partir de 10ng/ml esse efeito é perdido (van den Berg et al., 2001). Além
disso, Micheau e Tschopp (2003) mostraram que o TNF-a leva a apoptose de células de
fibrosarcoma somente apds 4h de incubacdo. Nossos resultados mostram que o efeito
inibitério do TNF-a na agrega¢do ndo ¢ decorrente da reducdo da viabilidade plaquetaria.

O aumento de Ca** citosélico é fundamental para a ativagdo plaquetdria, pois participa
da ativagdo de vdrias vias de sinalizacdo como a ativacdo do receptor de fibrinogénio
(integrina allbB3), ativagdo da quinase da miosima de cadeia leve, importante para a
mudanca de forma da plaqueta, de liberacdo do contetido granular e ativacao da fosfolipase
Az, 0 que culmina com a producdo de TXA: e amplificacdo da ativagdo plaquetaria. O
aumento de Ca®" intracelular é resultante da liberacdo deste fon do sistema tubular denso e
de seu influxo. O influxo se d4 através de canais de cdlcio ligados ao receptor como a
integrina alIbB3 ou por canais ativados por cisalhamento (Hjemdahl e Wallén, 1997). A
incubagio de plaquetas ativadas com o TNF-a levou a uma redugio da concentragio de Ca**
intracelular em 2 vezes, que foi resultado da reducdo da mobilizagdo interna deste ion, mas
principalmente em virtude da diminuicao do seu influxo o qual foi reduzido em quase 4
vezes. De forma semelhante, Church e colaboradores (2005) observaram que o tratamento
cronico in vitro de células T CD4+ com TNF-a (100-10000pg/ml) levou a diminui¢do
significativa do influxo de calcio através dos store-operated channel (SOC). Plaquetas
humanas e de camundongo possuem grande expressio de Orai 1 (CRACMI1), um dos
membros da familia dos canais SOC, e a reducao de sua expressao promove a deficiéncia no
influxo de cdlcio em plaquetas ativadas (Braun A et al., 2009). Portanto, poderiamos criar a
hipétese que o TNF-a reduz o aumento de Ca** citosélico plaquetdrio causado por trombina,
especialmente por inibir canais do tipo SOC.

Os segundos mensageiros GMPc e AMPc sdao nucleotideos ciclicos que participam
da modulacao negativa da ativacdo plaquetdria. O AMPc é proveniente da ativacdo da enzima

adenilil ciclase e leva a inibicdo plaquetdria principalmente por ativar uma enzima

31



dependente deste nucleotideo denominada PKA. A PKA age em diversos alvos, como em
receptores de IP3 presentes no sistema tubular denso, inibindo a libera¢ao de cdlcio desta
organela (Quinton et al., 1996). A prostaciclina, produto da metabolizacio do &4cido
araquidonico pela ciclooxigenase, é produzida especialmente no endotélio e inibe a ativacao
plaquetaria por ativar a adenilil ciclase e assim aumentar os niveis de AMPc intraplaquetario.
Portanto, decidimos investigar se 0 AMPc estaria envolvido na inibi¢do plaquetdria em
resposta ao TNF-a. Nossos resultados mostraram que, na verdade, a incubacao de plaquetas
com TNF-a antes da adi¢do de ADP levou a uma redugao significativa dos niveis de AMPc
intraplaquetdrio, indicando que o efeito inibitdrio desta citocina na agregacao € independente
deste nucleotideo. Alguns estudos também mostram que o AMPc contribui para a apoptose
de certos tipos celulares através da ativacao da PKA e da proteina pro-apoptética Bim (Insel
et al., 2014). A reducdo dos niveis de AMPc em nossos experimentos poderia ser um
mecanismo envolvido na manuten¢do da viabilidade plaquetdria apds a incubag¢do com o
TNF-a.

Até o momento, estd bem estabelecido que 0 GMPc é formado pela enzima guanilil
ciclase (GC). O NO ¢ o principal agente endégeno que leva a ativacdo da GC soluvel que,
ligando-se ao grupamento heme da enzima, aumenta a conversdao do GTP a GMPc. O NO ¢
proveniente da metabolizacdo da L-arginina pela 6xido nitrico sintase (NOS). Ha trés
isoformas de NOS - endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e induzivel (iNOS).

O NO, proveniente do endotélio ou de fiarmacos como o nitroprussiato de sodio
(SNP), é um importante inibidor da atividade plaquetdria. A inibicao da ativacdo plaquetdria
pelo NO se da por mecanismos dependentes e independentes de GMPc. Muitos dos efeitos
dependentes de GMPc sdo mediados pela ativagdo da PKG, incluindo fosforilagcdo do
receptor de IP3 do sistema tubular denso e redugdo da ativacdo do receptor de fibrinogénio
(Cavallini et al., 1996; Schwarz et al., 2001). Nossos resultados mostram que a incubagio de
plaquetas com TNF-q, antes da adi¢do de ADP, levou a um aumento significativo dos niveis
de GMPc. Entretanto, a pré-incubagdo das plaquetas com o inibidor da guanilil ciclase
solivel ODQ antes da adicao do TNF-a nao modificou o efeito inibitério do TNF-a na
agregacao plaquetdria induzida por ADP, indicando que o efeito desta citocina na agregacao
ndo é dependente do aumento de GMPc. E importante lembrar que, a inibicdo da agregacio

plaquetdria sempre é acompanhada de reducio de Ca* citosélico (Schwarz et al., 2001;
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Dangel et al., 2010). Trabalhos mostram que tanto a mobilizacdo interna de Ca** em
plaquetas, como seu influxo, podem ser modulados pela PKG (Geiger et al., 1994; Cavallini
et al., 1996; Smolenski, 2012). Portanto, nossos resultados também sugerem que a inibicao
da mobiliza¢do de Ca** em plaquetas ativadas causada pelo TNF-o se d4 por mecanismos
independentes de GMPc.

Atualmente, a presenca de NOS em plaquetas € bastante controversa (Naseem, 2008;
Smolenski, 2012). Muitos autores demonstraram que plaquetas expressam a eNOS utilizando
diferentes abordagens experimentais tais como a realizacdo de ensaios de agregacdo
plaquetdria na presencga de inibidores da eNOS (Radomski et al.,1990), western blotting para
eNOS (Bergandi et al., 2010; Ognibene et al., 2010) e ensaios utilizando [*H]L-citrulina
(Riba et al., 2006). Entretanto, Gambaryan e colaboradores (2008) mostraram, pela primeira
vez, que a iNOS ou eNOS nio estdo presentes em plaquetas humanas ou de camundongos.
No presente trabalho mostramos que a incubacdo de plaquetas com o TNF-a levou ao
aumento dos niveis de GMPc, indicando que neste modelo houve aumento da producio de
NO. Como ja mencionado, o NO pode modular a atividade plaquetaria por mecanismos
independentes de GMPc. O NO pode se ligar ao anion superéxido (O2) formando o
peroxinitrito. Resultados ainda nio publicados do nosso grupo mostram que a incubagao de
plaquetas com o TNF-o aumenta a formacao de Oz, portanto, é possivel que ocorra um
aumento da producdo de peroxinitrito em plaquetas incubadas com TNF-a.

O efeito do peroxinitrito em plaquetas é bastante controverso. Em plaquetas lavadas,
concentracdes elevadas do peroxinitrito induzem agregacdo acompanhada pela expressao de
P-selectina e desgranulacao (Moro et al., 1994; Brown et al., 1998). Por outro lado, em
plasma rico em plaquetas (PRP), o peroxinitrito inibe a agregacdo induzida por colageno
(Moro et al., 1994; Brown et al., 1998). Também foi mostrado que o peroxinitrito pode inibir
a ativacao plaquetdria por diminuir a producdo de energia mitocondrial (Rusak et al., 2006;
Misztal et al., 2014).

Ja estd bem estabelecido que o peroxinitrito € um dos agentes quimicos responsaveis
pela nitra¢do de residuos de tirosina levando, na maioria das vezes, a inibi¢do da atividade
de diferentes enzimas e inibi¢ao celular. Ja foi demonstrado que parte do efeito inibitério de
doadores de NO, como o SNP e SIN-1, na atividade plaquetéria € dependente da nitracdo de

residuos de tirosina da alfa-actinina (Marcondes et al., 2006; Cardoso et al., 2010).
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Desta forma, o efeito inibitério do TNF-a na agregacdo plaquetaria pode ser em
decorréncia do aumento da produgdo de NO e formagao de peroxinitrito.

Como ja mencionado anteriormente, a ativacao da c-Src e do receptor de fibrinogénio
sdo essenciais para ativacdo plaquetdria e estabilizacdo do agregado formado (Senis et al.,
2014). A c-Src faz parte da familia das Src quinases (SFKs). Em plaquetas ja foram descritas
a presenca de cinco enzimas da familia Src — a c-Src, Fyn, Lyn, Hck e Yes (Clark e Brugge,
1993; Ichinohe et al. 1995; Law et al., 1999; Senis et al., 2014).

A fosforilagdo do residuo de tirosina 530 da c-Src humana (em camundongos o
residuo 527) tem efeito regulatdrio, inibindo sua prépria atividade enzimética (Cooper et al.,
1986, Cooper and King, 1996). A maior parte das moléculas de c-Src quinase em plaquetas
em repouso, ou plaquetas ndo ativadas, estd fosforilada na tirosina 530, cuja fosforilagdo é
atribuida a acdo da enzima Csk (Okada and Nakagawa, 1989, Okada et al., 1991, Nada et al.,
1991). Quando as plaquetas sdo estimuladas, a c-Src tem seu residuo 530 desfosforilado por
fosfatases, levando a ativacdo da enzima (Falet et al., 1996, Somani et al., 1997). A
desfosforilacdo da Tyr530 permite que a c-Src se autofosforile no residuo de tirosina 418,
causando um aumento da atividade desta enzima (Falet et al., 1996, Somani et al., 1997). A
c-Src € uma das principais enzimas envolvidas na propagacdo de sinal apds a ativagdao da
subunidade B3 da integrina allbB3. O dominio SH3 da c-Src estd ligada a por¢ao citosélica
C-terminal da subunidade 3 da integrina. Quando a integrina allbB3 torna-se ativada pela
fosforilagao da subunidade B3 no residuo Tyr773, ocorre desfosforilagao do residuo Tyr530
da c-Src, possibilitando sua ativagdo através da autofosforilagdo. A c-Src ativada leva a
fosforilacdo de vérios substratos importantes para a ativagdo plaquetaria incluindo a 3, a
proteina adaptadora Shc, proteinas do citoesqueleto — paxilina, vinculina e actinina € a
fosfolipase Cy2 (Senis et al., 2014). Portanto, a ligacdo do fibrinogénio ao seu receptor
(integrina allbB3) leva a ativacdo da c-Src, que por sua vez leva a um aumento da ativacao
deste receptor.

Nossos resultados mostram que a incubagdo de plaquetas ativadas com o TNF-a levou
a uma redugdo tanto da fosforilagdo do residuo Tyr416 da c-Src quanto do residuo Tyr773
da subunidade B3, indicando que o efeito inibitorio do TNF-a na agregacdo envolve a

inibicdo da ativacdo da c-Src e do receptor de fibrinogénio.
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Além disso, a inibi¢do do receptor de fibrinogénio pode estar envolvida na redugdo
do influxo de Ca** em plaquetas expostas a0 TNF-a, ja que o influxo deste ion em plaquetas
envolve canais de cdlcio ligados a ativacdo deste receptor (Hjemdahl e Wallén, 1997).

Portanto, neste trabalho concluimos que o TNF-a modula a reatividade plaquetaria, o
que poderia ser importante em diversas condi¢des inflamatdérias, como na sepse, onde é

observada, por muitos autores, uma reducdo da adesao e agregacdo plaquetéria.
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6. CONCLUSOES

A incubacao, por 5 a 60 min, do TNF-a (30 e 3000 pg/ml) nao

reduz a viabilidade plaquetaria;

O TNF-a, via ativaciao de receptor TNFR1 e/ou TNFR2, inibe
a agregacido plaquetaria induzida por trombina e ADP, de
forma dependente do tempo de incubacao e da concentracao

utilizada;

acompanhado da reducao de calcio citosolico e diminuicao da

ativacao da c-Src e do receptor de fibrinogénio (integrina allbp3);

O TNF-o reduz a concentracdo de calcio citosolico plaquetario
através, tanto da reducao da mobilizacdo de calcio interno como

de seu influxo;

ooooo

independente dos niveis intraplaquetarios de AMPc e GMPec.
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8.1 Lista de Materiais

Substancia

ADP

OoDQ

Anti-C-Src quinase
Anti-fosfo (Tyr 416)-c-Src
Anti B3

Anti-fosfo (Tyr 773)-B3
R7050

TNFa

Fluo 3 AM

Trombina (humana)

Tloprost

Procedéncia

Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EUA)

Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EUA)

Merck Millipore

Merck Millipore

Cell Signalling Technology
Gene Tex

Calbiochem

Biolegend

Life technologies

Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EUA)

Schering (Alemanha)
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