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“A ciéncia nunca resolve um problema sem criar pelo menos outros dez”.

(George Bernard Shaw)



RESUMO

O lipopolissacarideo (LPS) interage com diferentes células levando ao aumento da
sintese e liberacdo de varios mediadores inflamatérios como interleucinas e 6xido
nitrico (NO). Além disso, o LPS leva ao aumento da geracao de espécies reativas de
oxigénio (EROs). O LPS também interage com plaquetas, consideradas hoje
importantes células na inflamacéao, entretanto, seus efeitos nas plaquetas sdo muito
controversos e pouco se sabe sobre as vias de sinalizacdo envolvidas nos mesmos.
A PKC, que possui varias isoformas em sua familia, € uma importante enzima para a
modulacao da reatividade plaquetaria, bem como esta envolvida em varios efeitos
desencadeados pelo LPS. Portanto, no presente trabalho decidimos investigar o papel
da PKCd e PKCe na modulagédo da reatividade plaquetaria de ratos injetados com
LPS. Para tanto, ratos foram injetados com salina ou LPS e apds 6h ou 48h foi
determinada a agregacao induzida por ADP, bem como a ativacado de AKT, os niveis
de GMPc e a fosforilacdo do residuo Thr308 da VASP em plaquetas. Em alguns
experimentos, as plaguetas foram pré-incubadas com os inibidores da PKCJ, rottlerin,
ou da PKCg, SC-3095. A inibicao da PKCe reduz a agregacgao de plaquetas de ratos
injetados com salina e aumenta, discretamente, os niveis de GMPc intraplaquetario,
entretanto, ndo altera a ativagao de AKT ou a fosforilagdo de VASP. Por outro lado, a
inibicdo da PKC® nao altera nenhum dos efeitos avaliados no grupo salina. No grupo
LPS 6h é possivel observar uma redugao da agregacao, acompanhada do aumento
da atividade da AKT, aumento dos niveis de GMP e fosforilacdo da VASP, sendo todos
estes efeitos revertidos pela pré-incubacao das plaquetas com rottlerin. J& no grupo
LPS 48h observa-se uma redugao da agregacao plaquetaria acompanhada somente
do aumento da fosforilagdo de VASP. Neste grupo, a inibicdo da PKCe reverte a
fosforilacdo de VASP, mas nao modifica o efeito inibitério do LPS na agregacao
plaquetaria. Portanto, concluimos que em ratos 6h apds inje¢cao de LPS a via PKC6-
AKT-GMPc-PKG esta envolvida na inibicdo da agregacao plaquetaria. Enquanto que,
em 48h apos a injecdo de LPS a inibicdo da agregacao ocorre independentemente da
PKCd ou PKCg, bem como da ativacao de PKG.

Palavras chaves: Plaquetas, lipopolissacarideo, PKC, AKT, PKG



ABSTRACT

Lipopolysaccharide (LPS) interacts with different cells leading to an increase of
synthesis and release of many inflammatory mediators as interleukins and nitric oxide
(NO). Moreover, LPS increases reactive oxygen species (ROS). LPS also may interact
with platelets, today considered important cells in inflammation, however, its effects on
these cells are very controversial and the signaling pathways have not been elucidate
yet. PKC, that comprises several isoforms, is an important enzyme in platelet reactivity
modulation, and is involved in several effects triggered by LPS. Therefore, in the
present work we decided to investigate the role of PKC® and PKCe in the modulation
of platelet reactivity in rats injected with LPS. Rats were injected with saline or LPS
and after 6h or 48h the ADP-induced aggregation was determined as well as the
activation of AKT, cGMP levels and the VASP phosphorylation on the residue Thr308
in platelets. In some experiments, platelets were pre-incubated with the inhibitors of
PKC® or PKCe, rottlerin or sc-3095, respectively. Inhibition of PKCe reduces platelet
aggregation of rats injected with saline and, quietly, increases intraplatelet cGMP
levels, however, it does not modify the AKT activation or VASP phosphorylation. On
the other side, PKC®d inhibition does not change any effect evaluated in saline group.
In the group LPS 6h is possible to observe a reduction on aggregation that is
accompanied by increasing of AKT activity, an increase of cGMP levels and VASP
phosphorylation, which are reversed by preincubation of the platelets with rottlerin. In
the group LPS 48h observes a reduction of platelet aggregation followed only by
increasing of VASP phosphorylation. In this group, the inhibition of PKCe reverses the
phosphorylation of VASP, but does not modify the inhibitory effect of LPS on platelet
aggregation. Therefore, we conclude that in the group LPS 6h, the inhibition of platelet
aggregation occurs via PKCo-AKT-GMPc-PKG activation. While in 48h after LPS
injection the inhibition of aggregation is independent of both PKC® and PKCeg, as well
as PKG activation.

Key words: Platelets, lipopolysaccharide, PKC, AKT, PKG
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1 INTRODUCAO

1.1 Plaquetas

Plaguetas sao células produzidas a partir de megacariocitos na medula éssea,
com 2-3um de didmetro, anucleadas, de formato discéide quando inativas, mas
quando estimuladas apresentam forma esférica. As plaguetas possuem papel
fundamental na hemostasia primaria, processo desencadeado pela lesao vascular
(Mazzarello & Calligaro, 2001; Gilligan et al, 2002; Yaguchi et al, 2004; Brewer, 2006;
Semple et al, 2011). Ademais, as plaguetas sdo essenciais na trombose, no combate
a agentes infecciosos e participa da etapa inicial do reparo tecidual (Castro et al, 2006;
Falcao et al, 2013). Sugere-se que a capacidade de atuar em respostas imunes deve-
se as suas caracteristicas estruturais e a produgdo de proteinas e enzimas que
garantem as plaquetas funcdes protetoras (Semple et al, 2011). Além de liberarem
varias substancias de seus granulos, alguns estudos mostram que as plagquetas
possuem magquinaria suficiente para gerar suas préprias proteinas durante a
hemostasia ou processo inflamatério (Semple et al, 2011).

Estruturalmente, as plaquetas podem ser divididas em quatro zonas: (1) citosol:
apresenta algumas organelas como mitocéndria e granulos alfa e densos, que
armazenam inumeras substancias como fator de von Willebrand (VWF), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator 4 plaquetario, fatores de coagulacéo
e inibidor do ativador plasminogénio alfa, trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de
adenosina (ADP) e serotonina (Castro et al, 2006). (2) citoesqueleto: composto
principalmente por actina; (3) sistema tubular denso: local onde o calcio € sequestrado
e onde enzimas envolvidas na sintese de prostaglandina se localizam (Blockmans et
al, 1995); (4) membrana plasmatica: onde estdo expressos diferentes receptores
incluindo integrinas (allbB3), glicoproteinas (GPIb/IX) e imunoglobulinas (O’Toole et
al, 1994). Quando as plaquetas sao ativadas, filamentos de actina se associam com

0s de miosina, gerando a tenséo requerida para a centralizagcao dos granulos.
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Figura 1 - Receptores e agonistas plaquetarios
Fonte: Adaptado de Castro et al, 2006.

Para ativacdo plaquetaria, agonistas ligam-se a seus receptores e
desencadeamuma série de reagdes intraplaquetarias. Dentre os agonistas podemos
citar a trombina, colageno, epinefrina, serotonina (5-HT), tromboxano A> (TxA2),
vasopressina, ADP, fator de ativacao plaquetario (PAF) e colageno (Blockmans et al,
1995; Jung & Moroi, 2008) (Figura 1).

A adesao plaquetéaria é considerada o passo inicial na formacao do tampao
hemostatico. As plaquetas se aderem ao fator de von Willebrand via receptores
GPIb/IX/V e ao colageno via GPVI, o que resulta na ativacao plaquetaria (Gawaz et
al, 2005).

Durante o processo de ades&o ocorre a liberagdo do conteudo granular e
sintese de TxA2, 0 que acarreta a ativagao de plaquetas circulantes, recrutamento das
mesmas para regiao lesada e agregacéao plaquetaria (Kamath et al, 2001).

Diferentes substancias incluindo TxA2, trombina e ADP, se ligam a receptores
especificos, na sua maioria acoplados a proteina G, e iniciam a ativagcao plaquetéria
culminando com a ativagao da integrina allbfs, receptor de fibrinogénio (Shatil et al,
1994).

O processo de ativacao plaquetéaria é dividido em duas etapas: Inside-out e
Outside-in. A sinalizacao inside-out incia-se com a ligacao de agonistas aos seus
respectivos receptores, o que leva ao aumento de Ca?* intracelular e ativacdo de
enzimas, incluindo quinases, que fosforilam a regido citoplasmatica da integrina s,

acarretando a mudangas de conformacgao da allbfs e aumentando sua afinidade pelo
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seu principal ligando, o fibrinogénio. Nesta etapa ocorre a fosforilagcdo de residuos de
tirosina, treonina e/ou serina de diferentes quinases, incluindo enzimas da familia Src,
isoformas da Proteina Quinase C (PKC) e Proteina Quinase B (AKT) (Arderiu et al,
2002; Guidetti et al, 2015; Zaid et al, 2015). A sinalizacdo Outside-in inicia-se com a
ligacao do fibrinogénio ao seu receptor, ativando diferentes enzimas que levarao a
ativacdo maxima das plaquetas e estabilizacdo da agregacao plaquetéaria (Shattil et
al, 1998; Parise, 1999; Shattil & Newman, 2004), como observado na figura 2.

Fibrinogen
b B3 OF\Q

(9@ C2

1. Inside-out

~~~~~-.___> Post-ligand
2. Outside-in binding events

Figura 2 - Sinalizacao Inside-out/Outside-in
Fonte: Shattil et al, 1998

O ADP é considerado um agonista fraco quando comparado com trombina ou
colageno, entretanto modula positivamente a agregacdo induzida por outros
agonistas. A estimulacgao plaquetaria pelo ADP leva a mobilizacdo de Ca?* intracelular
e inibicdo da adenilil ciclase via ativacdo dos receptores P2Yi e P2Y12 que séo
acoplados as proteinas Gq e Gi, respectivamente (Léon et al, 1999; Gachet, 2001).

O receptor P2Y: ativa a enzima fosfolipase C (PLC B). A PLCB cliva o
fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) em diacilglicerol (DAG) e trifosfato de inositol (IP3).
O IP3liga-se a receptores presentes no sistema tubular denso e permite a liberagcao
de Ca?*. O aumento de Ca?* intracelular promove o rearranjo do citoesqueleto e a
formacao de pseuddépodes. O DAG ira ativar a PKC, que ativara a integrina allb3 e

promovera agregacao com auxilio do fibrinogénio (Vanni et al, 2007). A ativacao
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apenas do receptor P2Y12 ndo leva a formacao do agregado plaquetario, mas através
da reducao dos niveis intracelulares de AMPc, potencializa a resposta proveniente de
ativacao do receptor P2Y1 (Gachet, 2001; Hechler & Gachet, 2011).

De acordo com Hechler e Gachet (2011), o receptor P2Y12 também ativa a
cascata de sinalizag&o da fosfoinositol 3-kinase (PI3K). A PI3K, via ativacao da AKT,
ativa a integrina allpBs. Os niveis diminuidos de AMPc reduz a ativagdo da PKA e,
assim, observamos menos fosforilacao da Fosfoproteina Estimulada por
Vasodilatador (VASP, do inglés Vasodilatador Stimulated Phosphoprotein). A VASP
nao fosforilada corrobora para a ativacao plaquetaria (Figura 3).

PGE, o Transient Platelet
PKA Activation

P13K “ /
* VASP-P == | VASP!
- = h in Platelet
| Sustained Platelet Activation |¥ : angghlgpe i

Figura 3 - Sinalizacao Plaquetaria do ADP
Fonte: adaptado de Badimon & Vilahur, 2008

1.2 Septicemia e o Lipopolissacarideo

A sepse é um grande problema de saude publica no mundo todo (Ibeagha-
Awemu et al, 2008) e esta entre uma das mais importantes causas de morte nas
unidades de terapia intensivas (UTI) (Bochud e Calandra, 2003). Isto se deve
provavelmente, devido a hospitalizacdes de pacientes portando graves doencas e a
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alta incidéncia de infeccbes hospitalares (Alberti et al, 2002). De acordo com as
estatisticas do ILAS (Instituto Latino Americano da Sepse, 2014) a porcentagem de
letalidade em pacientes com sepse é assustadora e preocupante. De acordo com o
estudo PROGRESS (2015) a mortalidade devido a septicemia alcanca
aproximadamente 45% da populacdo mundial acometida por sepse, sendo que 0
Brasil possui letalidade em 67,4% e esta distante de outros paises como a Alemanha,
Argentina, Canad4, Estados Unidos e Australia que nao ultrapassam os 50%.

A sepse pode ser causada nao s6 por bactérias gram-negativas, mas também
por toxinas e/ou particulas de proteinas de bactérias gram-positivas, virus ou fungos
ou por mediadores pré-inflamatérios liberados pelas células imunes (Jean-Baptiste,
2014). As bactérias gram-negativas mais comuns na sepse severa € no choque
séptico sao a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e espécies de Klebsiella que
desencadeiam a maior parte de seus efeitos através do lipopolissacarideo (LPS)
encontrado na parede de tais organismos (Bochud e Calandra, 2003).

Os sintomas apresentados por um paciente com sepse podem ser diferentes e
dependem de inumeras respostas do hospedeiro, abrangendo alteracoes
hemodinamicas, hematolégicas e faléncia de O6rgaos associadas a inflamacao
sistémica. Os sintomas frequentemente observados na sepse sao: febre, leucocitose
ou leucopenia, taquicardia e taquipenia (Annane et al, 2003). A diminuicdo da
atividade cardiocirculatéria é resultado da liberacdo descontrolada de cininas,
prostaglandinas, citocinas e éxido nitrico (NO). Com o acréscimo da redugao do débito
cardiaco, ocorre colapso no sistema vascular (choque séptico). A diminuicdo da
pressao arterial e da perfusdo tecidual juntamente com a reacgéao inflamatoéria gera
danos funcionais nos sistemas renal, hepatico e pulmonar, que podem culminar na
disfuncédo multipla de érgéos (Brandtzaeg et al, 1996; Ribeiro e Moreira, 1999).

O LPS é o componente principal da membrana externa de bactérias gram-
negativas e induz respostas como febre, aumento da coagulacao, choque séptico,
disfuncéo de érgéos e até mesmo a morte (Karima et al, 1999; Alexander e Rietschel,
2001; Bochud e Calandra, 2003).

O LPS é um glicolipideo complexo constituido de uma porcao lipidica
denominada lipideo A, uma regido do centro polissacarideo que geralmente possui
estrutura similar dentro de um género ou espécie de bactéria, e cadeias laterais O-
especificas que conferem uma identidade soroldgica Unica as espécies de gram-
negativas. O lipideo A é o principal componente responsavel pelas manifestagdes da
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atividade de endotoxina em pacientes com septicemia por bactérias gram-negativas
(Golenbock et al, 1991; Amura et al, 1998; Alexander e Rietschel, 2001; Ibeagha-
Awemu et al, 2008). O LPS é capaz de ativar diferentes tipos de células como
leucécitos polimorfonucleares, mondcitos, macréfagos, células endoteliais e
plaquetas. O LPS induz a ativacdo e interacdo de varios efetores, como sistema
complemento, coagulacdo, bradicinina e sistema hematopoiético, acompanhado pela
liberacao de inumeros mediadores inflamatérios, incluindo eicosandides, citocinas,
quimicionas, proteinas de adesao, radicais livres, fator de ativacao plaquetario e NO
(Mccuskey et al, 1996; Perera et al, 2001). A liberacdo destes agentes contribui para
a liberacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) que também causam danos no
organismo (Victor et al, 2004).

A ativacao do LPS pode ocorrer devido a ligacdo do LPS na molécula CD14. O
LPS, ligado ou nao a proteina ligante de LPS (LBP), se liga a molécula CD14, que por
sua vez ativa os receptores transmembrana TLR4 (toll-like receptor 4). A presenca do
TLR-4 ja foi descrita em diversas células como leucécitos, endotélio vascular e
plaguetas (Amura et al, 1998; Ibeagha-Awemu et al, 2008). Os mecanismos pelos
quais o LPS leva a ativacao celular ainda nao foram bem elucidados, mas sabe-se
que enzimas como tirosinas-quinases e a PKC apresentam um papel importante neste
evento (Andonegui et al, 2005; Jayachandran et al, 2007; loeagha-Awemu et al, 2008).
Estudos tém mostrado que a PKC é ativada em macréfagos 15 a 30 minutos depois
da exposicdo ao LPS e que esta envolvida na secrecdo de mediadores pro-
inflamatorios como TNF-a e IL-1f3 (Shapira et al, 1997; Dauphinee e Karsan, 2006).

Ha uma grande controvérsia a respeito dos reais efeitos do LPS em plaquetas.
Zhang e colaboradores (2009) mostraram que o LPS proveniente de E.coli é capaz
desestimular a secrecdo dos granulos plaguetarios de humanos e potencializar a
agregacao induzida por baixas concentragées de trombina e colageno. Enquanto
Sheu e colaboradores (1998 e 1999) observaram que a agregacédo de plaquetas
humanas e de coelho induzida por colageno € inibida, de forma dependente da
concentracédo de LPS de E. coli. Este efeito foi acompanhado do aumento de GMPc,
inibicdo da mobilizagdo de Ca*? intracelular e inibicdo da ativagdo da PKC (Sheu et al,
1998 e 1999). Corroborando com estes resultados, nosso grupo verificou que o
tratamento de ratos com LPS por 6h, 8h e 48h causa reducgéo significativa da adeséo
de plaguetas ao fibrinogénio e da agregacao induzida por ADP (Casarin et al, 2011;
Lopes-Pires et al, 2012). Além disso, também mostramos que o tratamento de ratos
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com LPS leva a um aumento significativo da producao de espécies reativas de O2
(EROs) em plaquetas (Casarin et al, 2011; Lopes-Pires et al, 2012).

Em resultados obtidos em estudos clinicos também ha controvérsias com
relacdo a reatividade plaquetaria na sepse. Alguns grupos mostram que pacientes
com sepse apresentam diminuicdo da agregacao plaquetaria frente a diferentes
agonistas, tais como ADP, colageno, TxA2 e acido araquidénico (Cowan et al, 1976;
Boldt et al, 1997, Yaguchi et al, 2004). Por outro lado, Gawaz et al (1997) reportaram

um aumento na agregagao em pacientes com sepse.

1.3 Proteina Quinase C (PKC)

A PKC, uma serina/treonina quinase, representa uma familia composta de mais
de 11 isoformas e € alvo constante de estudos, uma vez que tem papel fundamental
na fungao celular e proliferacdo (Gopalakrishna e Jaken, 2000). Estas isoformas
podem ser divididas em trés grupos: (l) convencionais (PKCa, 31, B2, e y), que sao
dependente de calcio e de DAG ou esteres de forbol como forbol 12-miristato 13-
acetato (PMA); (ll) ndo-convencionais (PKC59, €, 6, e n) que sao independentes de
célcio, entretanto, necessitam do DAG para sua estimulacéo; (1) atipicas (PKC¢ e A)
gue nao requerem Ca?* ou DAG para sua ativagao (Takai et al, 1979; Blumberg, 1991;
Stabel e Parker, 1991; Gopalakrishna e Jaken, 2000; Chen et al, 2014). A atividade
enzimatica da PKC foi inicialmente identificada em cérebros de ratos por Nishizuka e
colaboradores (1984) como um modelo de serina e treonina quinase citoplasmatica,
que aparentava ser ativa proteoliticamente por uma pré-enzima, mas logo depois foi
descoberto que a ativacao era realizada por diacilglicerol.

Trabalhos mostram que a expressao e a ativagao de diferentes isoformas de
PKC podem ser determinadas por condicbes do ambiente como o estresse oxidativo.
A inducao de estresse oxidativo em células endoteliais coronarianas, por privacao de
soro, leva ao aumento de ativagao da PKC®d e redugao da atividade da PKCe (Monti
et al, 2010).

Também tem sido demonstrado que a isoforma & € uma importante mediadora
dos efeitos do LPS. O aumento da expresséo da iNOS e diminui¢cdo da fosforilagao
de lkappaB-alfa em micrdglia murina exposta ao LPS sao mediados pela PKCS e
(Wen et al, 2011; Kim et al, 2013). Ainda, o LPS é capaz de aumentar a sintese de
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NO em macro6fagos, na presenca de altas concentracdes de glicose, via ativacao da
PKCb e a (Hua et al, 2012).

Em plaquetas s&o descritas oito isoformas, incluindo PKCs convencionais (a e
B), ndo-convencionais (g, n, 6, ©) e atipicas (C, A), e estdo envolvidas na regulagao de
diversos processos, seja de maneira positiva ou negativa, incluindo a ativacao de
integrinas, sinalizacdo Outside-in, formacéao de filopodia e lamelopodia, secrecédo dos
granulos plaquetarios, mobilizacdo de Ca®*, atividade procoagulante, agregagéo
plaquetaria, formacao de trombo, e adesao de plaquetas (Watson e Hambleton, 1989;
Haimovich et al, 1996; Rosado e Sage, 2000; Gresele e Agnelli, 2002; Buensuceso et
al, 2005; Bhavanasi et al, 2015; Heemskerk et al, 2011; Mayanglambam et al, 2011).

Ha relatos de que a PKC é o maior mediador na ativacdo da NADPH oxidase.
O forbol éster, um potente indutor da producdo de Oz ativa diretamente a PKC e,
consequentemente a NADPH oxidase (Segal e Jones, 1979; Suzuki e Lehrer, 1980).
Além disso, a PKC também modula a atividade catalitica da 6xido nitrico sintase
ndotelial (eNOS). A estimulacdo da isoforma & da PKC provoca fosforilagdo da eNOS
em sitios inibitérios Thr497 e Ser116, evitando a ativagao descontrolada desta enzima
(Monti et al, 2010).

1.4 Espécies Reativas ao Oxigénio e Nitrogénio

Além de liberar os mediadores inflamatorios classicos, o LPS induz a geragéo
de grande quantidade de EROs e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) em
diferentes tipos celulares (McCuskey et al, 1996). Dentre as ERNs podemos citar o
oxido nitrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO") formado pela reagéo entre o NO e o0 anion
superoéxido (O2).

Dentre as EROs podemos citar o anion superdxido (Oz2), o peroxido de
hidrogénio (H202) e o radical hidroxila ((OH). H&a varias fontes de producao destas
espécies, incluindo a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, xantina oxidase,
ciclo-oxigenases, lipo-oxigenases, mieloperoxidases, citocromo-P450,
monooxigenases, oOxido nitrico sintases (NOS) desacoplada, heme oxigenases,
peroxidases e NADPH oxidases produzem EROs. De acordo com sua localizagdo na

célula, essas espécies podem ser geradas no citosol, extracelularmente ou em
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compartimento intracelular especifico (Krotz et al, 2002; Griendlling e FitzGerald,
2003).

Evidéncias sugerem que a NADPH oxidase seja a principal fonte de geracao
de Oz (Somers et al, 2000; Krause, 2007). A NADPH oxidase possui duas
subunidades na membrana citoplasmatica, a gp91phox e a p22phox, que juntas
formam o flavocitocromo b558 e outras trés subunidades citosélicas: a p47phox,
p67phox e a p40phox (Gianni et al, 2008; Baumer et al, 2008). Para que a enzima seja
ativada, é preciso fosforilacdo e translocacao dos componentes citosélicos para o
flavocitocromo b558. (Bokoch, 1994). Sabe-se até hoje da existéncia de sete enzimas
pertencentes a familia das NADPH oxidases —as NOX 1 a 5, e as Duox 1 e 2 (Gianni
et al, 2008).

A cadeia de transporte de elétrons na mitocdndria € a principal fonte de ATP
nas células sendo fundamental para a vida, e é nesta etapa que ocorre o “escape” de
elétrons que resulta na formacao de O2". (Kovacic et al, 2005).

Outra espécie que pode ser formada € o H202, que tem sua formagao por meio
da superoxido desmutase (SOD) e é rapidamente degradado pelas enzimas catalase
e glutationa peroxidase (Krétz et al, 2002). Ele é mais estavel que os outros EROs e
permeavel as membranas celulares (Ferreira e Matsubara, 1997). O -OH é altamente
reativo e com meia-vida em solu¢do aquosa de 1 nanosegundo, podendo ser gerado
pela mieloperoxidase ou reacdes catalisadas pelo ferro (reacdo de Fenton).

O estresse oxidativo esta associado com diversos eventos patolégicos, como
hipertensdo, aterosclerose e sepse (Griendlling e FitzGerald, 2003). As espécies
reativas, no estresse oxidativo, levam a danos protéicos, lipidicos e de material
genético (Jacob, 1995). Os organismos possuem uma série de mecanismos de defesa
para diminuir a superproducdo de EROs, como substancias e enzimas antioxidantes
(Cadenas et al, 1997). As enzimas de defesas antioxidantes incluem a superoxido
desmutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx) e a catalase (CAT). Os antioxidantes
nao enzimaticos sao representados pelo acido ascorbico (Vitamina C), o a-tocoferol
(Vitamina E), a glutationa (GSH), carotendides, flavonoides entre outros (Masella et
al, 2005).

Na sepse estas espécies estdo diretamente ligadas a disfuncdo mdaltipla de
orgaos (Keen et al, 1991; Galley et al, 1996).
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1.5 Oxido Nitrico

O NO, uma espécie reativa de nitrogénio (ERN) com meia vida de 4 a 8
segundos, capaz de livre difusdo nas membranas celulares € atuante em diversos
processos biolégicos, uma vez que é sintetizado por varios tipos celulares (Dias et al,
2011). O NO é um vasodilatador endbgeno, inibidor plaquetario, sendo assim
considerado como um agente antitrombatico.

A sintese do NO se da por um grupo de enzimas denominadas éxido nitrico
sintase (NOS). Foram descritas trés familias de NOS: as constitutivas — endotelial
(eNOS) e neuronal (NNOS) e a nao constitutiva — induzivel (iNOS) (Nassem, 2005). O
NO é formado a partir da L-arginina e, de acordo com Michael e Vanhoute (2010),
além do Ca?*, a atividade enzimatica da eNOS requer calmodulina, NADPH, flavina
adenina dinucleotideo (FAD), flavinamononucleotideo (FMN) e 5, 6, 7, 8-tetra-
hydrobiopterine (BH4).

A atividade enzimdtica da NOS pode ser modulada por fosforilagbes em
residuos especificos de aminoacidos. Por exemplo, as fosforilagdes nos residuos
Thr497 e Ser116 inibem a atividade da enzima (Dudzinski e Michel, 2007; Mount et al,
2007), enquanto a fosforilagdo da Ser1179 em ratos e Ser1177 em humanos leva a
sua ativacao (Monti et al, 2010). Ja foram identificadas algumas enzimas que sao
capazes de levar a estas fosforilacées incluindo a PKC e a AKT (Cathcart, 2004;
Michael e Vanhoutte, 2010; Loegering e Lennartz, 2011), sendo que a AKT é capaz
de ativar a eNOS diretamente em células endoteliais (Michell et al, 1999; Montagnani
et al, 2001). A PKC® também pode ativar diretamente a NOS através da sua
fosforilagao no residuo Ser1179 (Monti et al, 2010). Por outro lado, a NOS pode ser
inativada pela fosforilagdo dos residuos Thr497 e Ser116 pela PKCg, quando a PKCd
esta inativa (Monti et al, 2010).

Uma vez sintetizado, o0 NO pode interagir com a guanilil ciclase soluvel ativando
esta enzima, que é responsavel pela conversdo do GTP a GMPc (Zhao et al, 2015;
Elhwuegi, 2016). Quando em grandes quantidades, o NO pode interagir com o &nion
superoxido (O27) levando a producao de peroxinitrito (ONOO-, Bian e Murad, 2003). O
ONOO também é uma espécie reativa de nitrogénio, muito reativo e envolvido em
varios efeitos do NO como a nitrac&do de fibronectina, levando ao comprometimento
da fungao endotelial e também da interagédo célula-célula do tecido matricial vascular
(Degendorfer et al, 2016). Em plaquetas, o efeito do ONOQO"™ ainda € controversio.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Degendorfer%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27396946
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Alguns trabalhos mostram que o ONOO- pode ativar as plaquetas o qual é
acompanhado de aumento da expresséo da P-selectina e da concentragao intracelular
de Ca?* (Redondo et al, 2005; Brown et al, 1998; Moro et al, 1994; Schildknecht et al,
2008). Outros trabalhos mostram que o ONOQO- inibe a ativacado plaquetaria através
da inibicdo da atividade mitocondrial (Misztal et al, 2013; 2014) ou da nitracao da
ciclooxigenase (COX) e a-actinina (Boulos et al, 2000; Marcondes et al, 2006).

O GMPc leva a ativagdo de uma enzima denominada PKG. A PKG é a enzima
efetora de muitos efeitos do NO (Francis et al, 2010). A ativacao da PKG pode inibir a
ativagao plaquetéaria por diferentes mecanismos como a fosforilagdo do receptor de
IP3 no sistema tubular denso, levando a diminui¢éo da liberagao de Ca?*, inibigdo da
entrada de Ca?* extracelular, redugao da ativagio do receptor de fibrinogénio e da
polimerizacao da actina (Geiser et al, 1994; Horstrup et al, 1994; Cavallini et al, 1996;
Butt et al, 2001; Smolenski, 2012).

Um dos principais alvos da PKG é a fosfoproteina estimulada por vasodilatador
(VASP). A VASP é expressa em altas concentracées em plaquetas, cerca de 25uM
(Eigenthaler et al, 1992) e seus principais sitios fosforilados sdo a Ser157 e Ser239,
pela PKA e PKG, respectivamente (Butt et al, 1994; Smolenski et al, 1998). Portanto,
como a fosforilagao no residuo Ser239 indica a atividade da PKG, a fosforilagdo na
Ser239 da VASP pode ser utilizada como marcador para monitorar a ativacao e
sinalizagdo da via NO/GMPc/PKG (Smolenski et al, 1998; Harbeck et al, 2000;
Lawrence e Pryzwansky, 2001).

1.6 N-acetilcisteina (NAC)

Estruturalmente, a NAC é um composto tidlico, com um enxofre ligado a um
alcool, e vem sendo utilizada ha mais de 40 anos na clinica, sendo que seu primeiro
uso terapéutico foi no tratamento de doencas pulmonares congestivas e obstrutivas,
como bronquite crénica e fibrose cistica (Pastor et al, 1997). A NAC pode se acumular
no interior das células ja que tem a capacidade de difundir-se pelas membranas
celulares, uma vez que o grupo acetil da amina da NAC n&o € polarizado. No interior
da célula, a NAC é desacetilada, ficando aprisionada no interior da mesma (Raftos et
al, 2007). Sua meia-vida é de aproximadamente 5h (Sansone e Sansone, 2011).
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A NAC é um sequestrador de radicais livres, e serve como precursora do
principal antioxidante celular, a glutationa (Balci et al, 2016). Ela reduz eficientemente
as EROs, e tem grande capacidade de sequestrar diretamente agentes oxidantes.
Seus efeitos antioxidantes sdo exercidos indiretamente, e por ser precursor da
glutationa, que é um antioxidante natural, protege de danos causados pelo oxigénio
In vitro ou In vivo (Aruoma et al, 1989; Pastor et al, 1997; Cuzzocrea et al, 2000).

Este antioxidante € comumente utilizado em casos de intoxicacdo com
paracetamol, que é causada devido a deplecdo grave de glutationa hepatica (GSH)
(Papazoglu et a, 2015; Yon et al, 2016) e na prevencado de nefropatia por
radiocontraste (Lavoie et al, 2008). Além disso, estudos exploram seu uso em
distarbios do sistema nervoso central decorrente do estresse oxidativo (Lavoie et al,
2008).
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2 OBJETIVOS

Estudar o papel da PKCb e PKCe na modulacéo do efeito inibitério do LPS na

agregacao plaquetaria.

2.1 Objetivos Especificos

v Investigar o papel das isoformas PKCd e PKCe na agregagéo plaquetaria de

ratos tratados com LPS;

v Investigar o efeito das PKC® e PKCe no aumento da ativagdo da AKT em

plaguetas de ratos tratados com LPS;

v Investigar o papel das PKCd e PKCe na modulagdo dos niveis de GMPc

intraplaquetario;

v Determinar o papel das PKCd e PKCe na ativacao da PKG;

v" Investigar o efeito do tratamento com NAC em ratos previamente tratados com
LPS na modulagao da agregacao plaquetéria, na ativagao da AKT e na ativagao
da PKG.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, pesando 250-340gq,
provenientes do Centro Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade Estadual de
Campinas (CEMIB — Unicamp). Esse projeto foi aprovado pela Comissao de Etica no
Uso de Animais CEUA-IB-Unicamp, protocolo n° 3316-1. Os animais foram
transferidos para o Biotério do Departamento de Farmacologia (Faculdade de
Ciéncias Médicas, Unicamp), onde foram mantidos a 24°C, com iluminagao diaria de
12h e com agua e alimentagao ad libitum.

3.2 Desenho experimental

Foram realizados 4 principais grupos experimentais:
= Ratos receberam uma inje¢ao de salina (300 pL, i.p.);
» Ratos receberam uma unica injecao de LPS de E.coli (0111:B4, 1mg/Kg, i.p.);
= Ratos receberam uma injecdo de salina e apés 30 minutos foi administrado
NAC (150 mg/kg, i.p.);
= Ratos receberam uma inje¢éo de LPS e apds 30 minutos foi administrado NAC
(150 mg/kg, i.p.).

Ap6s 6h ou 48h do tratamento com LPS ou salina, os animais foram
anestesiados com isoflurano e uma incis&o longitudinal no abdémen foi feita para a
coleta de sangue arterial obtido do ramo descendente da aorta.

Em alguns experimentos, apds a obtencao das plaquetas, as mesmas foram
pré-incubadas por 3 min com o inibidor de PKCe (sc-3095, 1 uM) ou de PKC5d (rottlerin,

5 uM) antes dos ensaios de agregacéao, determinacao de GMPc e western blotting.
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3.3 Obtencao de plaquetas lavadas

O sangue dos ratos, controles ou tratados com LPS, foi coletado em ACD-C
(citrato de sédio 12.4 mM, &cido 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,
KCI 0.5 mM, citrato trisédico 12 mM, glicose 10 mM e sacarose 12.5 mM, pH 6) na
proporcao 7:5 (tampao/plasma) foi adicionado ao PRP e centrifugados por 10 min a
800 g. O precipitado plaquetario foi ressuspenso em tampao de lavagem e novamente
centrifugado a 800 g por 10 min. Finalmente, as plaquetas foram ressuspensas em
solugdo de Krebs-Ringer desprovida de Ca?* e seu nimero ajustado para 1,2x108
plaquetas/ml através de contagem manual utilizando-se camara de Neubauer. Ao
final, foi adicionado cloreto de calcio a suspensao plaquetaria para uma concentracao
final de TmM.

3.3.1 Taxa de contaminacao da suspensao de plaquetas lavadas

Para controle de pureza, o numero de células foi determinado na suspensao de
plaquetas lavadas obtidas de 4 diferentes animais dos grupos experimentais. Foram
contados os numeros de plaquetas, de leucécitos (WBC) e hemacias (RBC). O
numero de plaquetas nos grupos tratados com LPS foi significativamente menor
quando comparado aos grupos controle (reducao de 7,8 e 3,4 vezes nos grupos LPS
6h e 48h, respectivamente — tabela 1).

O numero de células vermelhas e brancas na suspensao plaquetaria dos ratos
6h apoés a injecdo de LPS foi o mesmo daquele observado no grupo controle.
Entretanto, no grupo LPS 48h a contaminagdo da suspensdo plaquetéria por
hemacias e leucdcitos foi maior do que a do grupo controle. A porcentagem de
leucécitos e hemacias foi 3,9 e 8,5 vezes maior que o grupo controle, respectivamente
(tabela 1).
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Tabela 1 — Contaminagdo de leucécitos e hemacias na purificagdo de plaquetas

lavadas.

TRATAMENTO TOT. CEL/pL PLAQUETAS/pL.  WBC (%) RBC (%)

SALINA
12,7.10%#3.106°  12,5.10°+3,1.10° 0,013 +#0,003 1,85 #0,27
LPS 6 HORAS
2,0.10+0,5.10° 1,94.10°#0,5.10° 0,023 #0,002 1,72 +0,86
LPS 48 HORAS

3,0.10+0,3.10° 2,73.10°#0,2.120° 0,110 #0,03 8,44 +1,99

Os valores séo representativos da média + EPMde 4 experimentos

3.4 Contagem de plaquetas do sangue total

Imediatamente apds a coleta do sangue arterial, 10 yl de sangue foram
adicionados a 190 pl de oxalato de ambnio 1%. Apds 10 min, foi realizada a contagem

das plaguetas em Camara de Newbauer.

3.5 Agregacao plaquetaria

A suspensédo de plaquetas lavadas (400ul) foi transferida para a cuveta de
agregacao e levada ao agregbmetro de 2 canais (Chrono-log Lumi-Aggregometer
model 560-Ca, Havertown, PA, EUA). O aparelho foi calibrado para 0% (suspenséo
de plaquetas lavadas) e 100% (solucé&o de Krebs-Ringer). Em seguida a agregacgao
foi induzida por ADP (5 uyM) e monitorada por 10 min. Em alguns experimentos as
plaguetas foram incubadas com inibidor especifico da PKCd, Rottlerin (Sigma-
Aldrich), ou com inibidor especifico da PKCeg, sc-3095 (Santa Cruz Biotech) por 3 min
antes da adi¢éo de ADP 5 uM.

3.6 Western Blotting

As amostras provenientes de plaquetas de ratos do grupo controleou tratados
com LPS (4x108 plaquetas/ml) foram incubadas com inibidores da PKC® ouPKCe
(Rottlerin ou SC-3095, respectivamente) por 3 min antes da adigdo de ADP (5 uM). A
reacao foi parada com solucdo de Laemmli (3:1) e as amostras foram armazenadas
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para eletroforese. A separacao das proteinas contidas nas amostras de plaquetas
(25uL) foi realizada em gel de poliacrilamida-SDS (10%) e em seguida as mesmas
foram transferidas para membranas de PVDF por 90 min a 100 mA. As membranas
foram bloqueadas por 60 min, temperatura ambiente, com BSA 1% em TBS-T (Tris
200 mM, NaCl 1.5 M, pH 7.6 e Tween 0.1%), a fim de remover sitios inespecificos, e
em seguida incubadas por 16h (4°C) com os anticorpos primario: anti-P(Ser234)-
VASP, anti-AKT, anti-P(Thr308)-AKT, anti-B-actina. Apds incubacdo com o anticorpo
primario as membranas foram lavadas com solugdo de TBS-T e incubadas com o
anticorpo secundario conjugado com a peroxidase por 1h a temperatura ambiente.
Novamente as membranas foram lavadas com solucao de TBS-T e entdo as bandas

imunorreativas foram detectadas por quimioluminescéncia.

3.7 Determinacao de GMPc intraplaquetario

As plaquetas (1,2x108 plaquetas/ml) foram incubadas com inibidor de
fosfodiesterase-3-isobutil-1-metil-xantina (IBMX, 2mM) por 15 min a temperatura
ambiente. Em seguida, as plaquetas pré-incubadas ou nédo com os inibidores da PKCd
ou PKCzg, (Rottlerin ou sc-3095, respectivamente) foram ativadas com ADP (5uM). A
reacao foi interrompida 30 min apdés a adicdo de ADP ou salina a suspensao
plaguetaria com etanol absoluto acidificado gelado em uma concentragéo final de 67%
(v/v). Logo apo6s as amostras foram rigorosamente agitadas por 30s.

As amostras foram incubadas no gelo por 30 min e centrifugadas a 4000g 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 centrifugacao de 14000g
por 5 min a temperatura ambiente.

Os sobrenadantes desta ultima centrifugacédo foram coletados e adicionados
aos sobrenadantes coletados da centrifugacao anterior e foram secos a 55-60°C em
banho-maria sob 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¢cdes do fabricante e as
concentragbes foram determinadas por Elisa. Cada amostra foi quantificada em
duplicata e os resultados expressos em pmol/ml.
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3.8 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como médias + erro padrdo das médias (EPM)
de n experimentos. Diferencas estatisticas significativas foram determinadas por
analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. Valores de p<0,05 foram

considerados significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito da inibicao da PKC® e PKCe na agregacao plaquetaria induzida por
ADP

Como é possivel verificar na figura 4A, o inibidor da PKCg, sc-3095 (1uM), inibiu
significativamente a agregacgéao induzida por ADP (5uM) no grupo onde os ratos foram
injetados com salina (inibicdo de 33%, p<0,05). Apesar de nao ser significativo, o
inibidor da PKCd, Rottlerin (5uM) também reduziu a agregacao por ADP neste grupo
(inibicao de 19%).

A agregacao de plaquetas de ratos injetados com LPS foi significativamente
menor do que a agregacao observada no grupo controle (inibicado de 62% e 53% na
agregacao de plaquetas 6h e 48h apéds a injecao de LPS, respectivamente) (figura 4
B e C). Diferente do observado com o grupo injetado com salina, a incubagédo de
plaquetas de ratos 6h apds a injecdao de LPS por 3 min com Rottlerin aumentou
significativamente a agregacao induzida por ADP (aumento de 20%). Entretanto, a
agregacao na presenca do Rottlerin ainda é 30% menor comparado ao grupo salina
(Figura 4A e 4B).

A incubacédo de plaquetas com sc-3095 ndo modificou a agregacao de ratos
injetados com LPS em 6h (figura 4B). A agregacao de plaquetas de ratos injetados
com LPS em 48h foi discretamente aumentada na presenca de Rottlerin (aumento de

12%), mas né&o foi modificada na presenca de sc-3095 (figura 4C).
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Figura 4 — A inibicao da PKCd previne parcialmente o efeito inibitério do LPS em 6h na
agregacao plaquetaria induzida por ADP. Ratos foram injetados com LPS (1 mg/kg) e depois de
6h (painel B) e 48h (painel C), o sangue foi coletado. O painel A mostra a agregacao de plaquetas
lavadas de ratos injetados com salina. Plaquetas lavadas (1,2x108 plaquetas/ml) foram incubadas com
o inibidor da PKCd, Rottlerin (5uM) ou com o inibidor da PKC ¢, sc-3095 (1uM), e apds 3min foi
adicionado o ADP (5uM). A curva de agregacao foi monitorada por 10 min e os resultados mostrados
sao referentes a media £ EPM (n=4 diferentes animais). * P<0.05 comparado com o controle do grupo
salina. #P<0.05 comparado com o controle do grupo injetado com LPS.
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4.2 Efeito da inibicao da PKCé ou PKCs¢ na fosforilacao de AKT em plaquetas de

ratos injetados com salina ou LPS

A ativacao de plaquetas por ADP (5uM) de ratos injetados com salina causou
um aumento de 45% da fosforilagdo da AKT no residuo Thr308 (figura 5). A pré-
incubacéao das plaquetas com rottlerin (5uM) ou sc-3095 (1uM) por 3 minutos alterou
a fosforilacao da AKT em plaquetas ativadas.

A ativacao das plaquetas de ratos, 6h apds a injecao de LPS, por ADP (5uM)
causou um aumento significativo (2,4 vezes) da fosforilacao da AKT no residuo Thr308
(figura 5). O aumento da fosforilacao da AKT em plaquetas ativadas de ratos injetados
com LPS 6h foi prevenido pela pré-incubagéo com rottlerin, mas néo foi modificado
pelo sc-3095.

A ativacao de plaquetas com ADP (5uM), nao causou aumento da fosforilacéo
da AKT em ratos 48h apés a injecao de LPS. A razao entre as bandas imunorreativas
para Thr308-AKT e AKT néo fosforilada nao foi modificada por rottlerin ou sc-3095
(figura 5).
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Figura 5 — Efeito da inibicao da PKC3 ou PKCe na fosforilacdao de AKT em plaquetas de

ratos injetados com salina ou LPS. Ratos foram injetados com LPS (1 mg/kg) ou salina (painel A) e
depois de 6h (painel B) ou 48h (painel C) o sangue foi coletado. As amostras ativadas com ADP (5 pM) tiveram a
reacao interrompida pelo acréscimo de tampao Laemmle (3:1). As amostras (25uL/well) foram corridas em gel
SDS-PAGE 10% e analisadas por Western bloting usando os anticorpos anti-AKT e anti-fosfo-(Thr308)-AKT. Em
alguns experimentos as plaquetas foram pré-incubadas 3 min com rottlerin ou sc-3095 antes da ativagdo com ADP.
Os resultados séo representativos pela razédo das densitometrias da banda imunorreativa para p-(Thr308)-AKT e
AKT. Bandas imunorreativas para AKT e p-AKT representativas estdo apresentadas sobre as barras. n=5
diferentes animais. #P<0.05 comparado com plaquetas nao estimuladasdo grupo LPS 6h. &P<0.05 comparado
com plaquetas estimuladas do gurpo LPS 6h.



38

4.3 Efeito da inibicao da PKC & ou PKCe¢ na formagao da GMPc em plaquetas de

ratos tratados com salina ou LPS

A ativacdo de plaquetas por ADP nao alterou os niveis de GMPc
intraplaquetarios quando comparado com as plaquetas ativadas do grupo salina
(Figura 6). A pré-incubacdo das plaquetas com sc-3095 (1uM) por 3 minutos
aumentou 2.1 vezes os niveis de GMPc em plaquetas ativadas dos ratos injetados
com salina. O Rottlerin (5 yM) ndo modificou os niveis intraplaquetarios de GMPc no
grupo salina (Figura 6).

Os niveis de GMPc em plaquetas nao ativadas dos ratos 6h apds injecao de
LPS sao significativamente maiores do que no grupo onde os ratos foram injetados
com salina (aumento de 5.2 vezes). A ativacdo das plaquetas do grupo LPS 6h
aumentou 73% os niveis de GMPc quando comparado a plaguetas nao ativadas, as
quais nao foram modificadas pela pré-incubacdo com sc-3095. Por outro lado, o
Rottlerin preveniu o aumento dos niveis de GMPc em plaquetas ativadas do grupo
LPS 6h (Figura 6).
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Figura 6 — Efeito da inibicdo da PKC3 ou PKCe nos niveis de GMPc em plaquetas de

ratos tratados com LPS. 1) O sangue dos ratos injetados com salina ou apés 6h da injecdo com LPS (1mg
/kg) foi coletado. Em alguns experimentos as plaquetas lavadas (1,2x108 plaquetas/ml) foram pré-incubadas por 3
min com o inibidor da PKC9, Rottlerin (5uM) ou com o inibidor da PKCe, sc-3095 (1uM). 2) Os niveis de GMPc
foram determinados apds 2 min de ativagéo plaquetaria com ADP 5uM. * P <0,05 comparado com as plaquetas
nao ativadas do grupo salina. #P <0,05 comparado com as plaquetas nao ativadas do grupo LPS 6h.+ P<0,05
comparado com as plaquetas ativadas com ADP do grupo LPS 6h. N=4.
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4.4 Efeito da inibicao da PKCb ou PKCe na fosforilacao da VASP em plaquetas
de ratos injetados com salina ou LPS

A VASP pode ser utilizada como um marcador da ativagdo de PKG (quando
fosforilada no residuo Ser239). Na figura 7A podemos observar que a ativacao de
plaquetas com ADP (5uM) do grupo salina leva a um discreto aumento da fosforilagédo
da VASP no residuo Ser239, o qual ndao é modificado pela pré-incubacao das
plaquetas por 3min com Rottlerin (5uM) ou sc-3095 (1uM). Entretanto, nas amostras
de plaguetas de ratos tratados com LPS em 6h, é possivel observar um aumento
significante na fosforilacdo da VASP no residuo Ser239 quando estas células séao
estimuladas com ADP (5uM). Este efeito é revertido pelo inibidor da PKC®, Rottlerin
(5uM), enquanto o inibidor de PKCe sc-3095, ndo modifica este efeito (Figura 7B).

Em ratos 48h ap6s a injecdo de LPS, a ativacdao das plaquetas com ADP
também aumentou a fosforilacdo da VASP no residuo Ser239 (aumento de 2 vezes),
apesar do mesmo nao ser estatisticamente significativo (Figura 7C). A pré-incubacao
das plaquetas com sc-3095 reduziu significativamente o aumento da fosforilacao da
VASP (reducéo de 3 vezes). Diferente do observado em plaquetas ativadas de ratos
injetados com LPS em 6h, a inibigdo da PKC® nao alterou a magnitude da fosforilacao
da VASP no grupo LPS 48h (Figura 7C).
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Figura 7 — Efeito da inibicao da PKCd ou PKCe na fosforilagdao da VASP em plaquetas

de ratos injetados com salina ou LPS. Ratos foram injetados com LPS (1 mg/kg) ou salina (Painel A)
e depois de 6h (Painel B) ou 48h (Painel C) horas o sangue foi coletado. As amostras de plaquetas ativadas ou
nao com ADP (5 uM) tiveram a reagao interrompida pelo acréscimo de tamp&o Laemmle (3:1). As amostras
(25ul/well) foram corridas em gel SDS-PAGE 10% e analisadas por Western bloting usando os anticorpos anti-§3-
actina e anti-fosfo-(Ser239)-VASP. Em alguns experimentos as plaquetas foram pré-incubadas por 3 min com
rottlerin ou sc-3095 antes da ativagdo com ADP. Os resultados sao representativos pela razdo das densitometrias
da banda imunorreativa para p-(Ser239)-VASP e -actina. Bandas imunorreativas para B-actina e p-VASP
representativas estdo apresentadas sobre as barras. n=6 diferentes animais.” P<0.05 comparado com plaquetas
nao ativadas do grupo salina. # P<0,05 comparado com plaquetas ativadas com ADP do grupo LPS 6h. + P<0,05
comparado com as plaquetas ativadas com ADP do grupo LPS 48h.
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4.5 Efeito da inibicao da PKC & ou PKCe na agregacao plaquetaria de ratos
tratados com LPS e NAC.

O tratamento dos ratos com NAC (150mg/kg, i.p.) 30 minutos apés a injecéao de
salina ndo modificou a agregagéao induzida por ADP (5uM), na auséncia ou presenca
de Rottlerin 5uM (Figura 8). Entretanto, a NAC preveniu a reducdo da agregacao
causada pela pré-incubacao de plaquetas com sc-3095 (1uM, 3 min) do grupo salina
(Figura 8). O efeito inibitério do LPS em 6h de agregacao induzida por ADP foi abolido
por NAC. A pré-incubagéo de plaquetas com Rottlerin (5uM) aumentou 23% a
agregacao de ratos tratados com LPS e NAC. A agregacéao do grupo LPS e NAC nao

foi modificada pela pré-incubacéo das plaguetas com sc-3095 (1uM).
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Figura 8 — Efeito da inibicao da PKC® ou PKCe na agregacao plaquetaria de ratos

tratados com LPS e NAC. Ratos foram injetados com salina (Painel A) ou LPS (1 mg/kg) (Painel B) e apds
30min receberam uma Unica injegéo i.p. de NAC (150mg/kg). Apos 6h o sangue foi coletado e as plaquetas
estimuladas com ADP (5uM). Em alguns experimentos as plaquetas foram pré-incubadas por 3min com rottlerin
(5pM) ou sc-3095 (1 M) antes da adi¢gao de ADP. A curva foi monitorada por 10 minutos e os resultados mostrados
sao referentes a media £+ EPM (n=4). +P<0,05 comparado ao grupo salina na auséncia dos inibidores de PKC.
#P<0,05 comparado com os valores controle dos ratos injetados com LPS.
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4.6 Fosforilacao da AKT em plaquetas de ratos tratados com LPS e NAC

Os ensaios de Western blot mostraram que a fosforilacdo de AKT no residuo
Thr308 no grupo onde os ratos foram injetados com LPS e NAC foi semelhante em
plaquetas nao ativadas e ativadas com ADP (5uM) (Figura 9). Quando comparamos
estes resultados com os da figura 5D, observamos que na verdade a NAC preveniu o
aumento da fosforilacdo de AKT em plaquetas ativadas de ratos tratados somente
com LPS.

A NAC nao modificou a fosforilacdo de AKT em plaquetas ativadas quando
comparada a plaquetas nao ativadas do grupo salina. A fosforilacdo da AKT também
foi semelhante em plaquetas nao ativadas e ativadas de ratos que foram injetados

somente com salina (Figura 5A).
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Figura 9 — Fosforilacao da AKT no residuo Thr308 em plaquetas de ratos tratados com

LPS e NAC. Ratos foram injetados com salina ou LPS (1 mg/kg) e apés 30 minutos receberam uma unica
injecao de NAC (150mg/kg, i.p.). Apds 6 horas o sangue foi coletado. Foi adicionado tampéao Laemmle (3:1) &
suspensio plaquetéria (4x108) ativada ou ndo com ADP (5uM). As amostras (25uL/pogo) foram submetidas a
eletroforese (SDS-PAGE 10%) e analisadas por Western Blotting usando os anticorpos anti-AKT e anti-P(Thr308)-
AKT. Os resultados sédo apresentados como a razdo das densitometrias das bandas imunorreativas para
P(Thr308)-AKT e AKT néo fosforilada. Os resultados mostrados sao referentes a media £+ EPM (n=5 diferentes

animais).
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4.7 Fosforilacao da VASP no residuo Ser239 em plaquetas de ratos tratados com
LPS e NAC

A fosforilagdo da VASP no residuo Ser239 foi 30% maior em plaquetas ativadas
(ADP 5uM) do que em plaquetas n&do ativadas, tanto no grupo onde os ratos foram
injetados com salina e NAC, como naquele injetado com LPS e NAC (Figura 10). Com
efeito, quando comparamos os resultados da Figura 10 com os apresentados na
Figura 7B, podemos observar que a NAC previne o aumento da fosforilacao da VASP

em plaquetas ativadas do grupo onde os ratos foram injetados somente com o LPS.
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Figura 10 — Fosforilacao da VASP no residuo Ser239 em plaquetas de ratos tratados

com LPS e NAC. Ratos foram injetados com salina ou LPS (1 mg/kg) e apds 30 minutos receberam uma tnica
injecao de NAC (150mg/kg, i.p.). Apds 6 horas o sangue foi coletado. Foi adicionado tampao Laemmle (3:1) a
suspensio plaquetaria (4x108) ativada ou ndo com ADP (5uM). As amostras (25 pL/pogo) foram submetidas a
eletroforese (SDS-PAGE 10%) e analisadas por Western Blotting usando os anticorpos anti-AKT e anti-fosfo-
(Thr308)-AKT. Os resultados s@o apresentados como a razdo das densitometrias das bandas imunorreativas para
P-(Thr308)-AKT e AKT néo fosforilada. Os resultados mostrados séo referentes a media + EPM (n=5 diferentes

animais).
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5 DISCUSSAO

O LPS pode interagir com varias células e levar a diferentes efeitos. Em 2005
foi descrito pela primeira vez a presenca do receptor funcional de LPS, “toll-like
receptor-4” (TLR-4), em plaquetas (Andonegui et al, 2005). Os efeitos do LPS em
plaquetas ainda sdao extremamente controversios e, portanto, sdo necessarios ainda
muitos estudos na tentativa de melhor elucidar os mecanismos envolvidos na
interacao desses elementos e LPS.

Alguns grupos mostraram que o LPS leva a ativacdo plaquetaria, enquanto
outros mostraram um efeito inibitério. Ja foi descrito que a incubacao de plaquetas
com LPS é capaz de induzir a liberagao do conteudo dos granulos densos e alfa, bem
como de levar a sintese de TxAz (Young et al,1996; Wachowicz et al, 1998; Saluk-
Juszczak et al, 1999; Saluk-Juszczak et al, 2005). Além disso, foi mostrado que o LPS
potencializa a agregacao induzida por trombina e colageno em baixas concentracoes
(Zhang et al, 2009). O tratamento de animais com LPS também leva a um aumento
da adeséo de plaquetas a vénulas do intestino de camundongo (Cerwinka et al, 2002;
Katayama et al, 2002).

Por outro lado, ja foi mostrado que a agregacao de plaguetas humanas e de
coelho induzida por colageno é inibida por LPS de E. coli, sendo este efeito é
acompanhado de aumento de GMPc e inibicdo da mobilizacdo de Ca?* intracelular
(Sheu et al, 1998 e 1999). E ainda, a agregacao plaquetaria induzida por ADP,
colageno, tromboxano e acido araquidonico esta diminuida em pacientes com sepse
(Yaguchi et al, 2004).

O nosso grupo demonstrou que a incubagéo de plaquetas humanas com LPS
de E. coliinibe a ades&o plaquetaria ao fibrinogénio envolvendo a inibicdo do influxo
de Ca?*, mas de forma independente da geracdo de GMPc ou da reducéo da ativacéo
do receptor de fibrinogénio GPllb/llla (Morganti et al, 2010). Além disso,
demonstramos que o tratamento de ratos com LPS inibe a adesédo de plaquetas
ativadas com trombina ao fibrinogénio (Casarin et al. 2011). Ainda, o tratamento de
ratos com LPS inibe a agregacéo de plaquetas ativadas por ADP (Lopes-Pires et al,
2012). Neste mesmo trabalho, mostramos também que ha um aumento da producgéo
de EROs nas plaquetas, principalmente via ativagdo de NADPH (Lopes-Pires, 2012).



45

Uma vez que varios estudos tém apontado as plaguetas como importantes
células na sepse, utilizamos um modelo classico de sepse experimental, onde ratos
sao tratados com uma dose sub-letal de LPS, na tentativa de melhor elucidar as vias
de sinalizacéao envolvidas na modulacao da atividade plaquetaria neste quadro clinico.
A dose de LPS (1 mg/kg) padronizada pelo nosso grupo é capaz de induzir quadro
inflamatério no animal, comprovado pelo aumento de TNF-a plasmatico, além de
causar significativa trombocitopenia (Lopes-Pires et al, 2012). Os resultados obtidos
pelo nosso grupo mostram que no tempo de 6 horas apds a injecao do LPS inicia-se
a reducao no numero de plaquetas circulantes, assim como da agregacao, entretanto,
em 48 horas tais parametros passam a ser reestabelecidos (Lopes-Pires et al, 2012).

No presente trabalho mostramos que a agregacao plaquetaria induzida por
ADP de ratos 6h apés a injecao de LPS estd inibida, sendo este efeito modulado pela
PKC&. Também mostramos que o efeito inibitério do LPS na agregacgéao plaquetaria é
acompanhado do aumento da fosforilagdo de AKT, aumento dos niveis de GMPc e
aumento da ativacdo da PKG. Todos estes efeitos sdo modulados pela PKCd, mas
nao pela PKCe. Por outro lado, o efeito inibitério do LPS em 48h na agregacéao
plaquetaria ndo é dependente da PKCd ou PKCe. Ainda, em 48h também mostramos
que estas duas isoformas de PKC nao modulam a fosforilacdo da AKT, entretanto, a
PKCe aumenta a fosforilagdo da VASP. No grupo controle, ou seja, naquele onde os
ratos foram injetados com salina, a PKC® nao parece modular a agregacao
plaquetaria, enquanto a PKCe aumenta a agregacgao plaquetaria e reduz os niveis de
GMPc em plaquetas.

Sabe-se que a PKC possui em sua familia onze diferentes isoformas, das quais
oito ja foram descritas em plaquetas (Heemskerk et al, 2011). Dentre as que ja foram
relatadas em plaquetas temos a PKCa e PKCf (convencionais), PKCd, PKCeg, PKCn,
PKCB (ndo-convencionais) e PKC(, PKCi (atipicas), embora apenas a presencga € nao
a funcédo das PKCs atipicas tenha sido descrita (Baldassare et al, 1992; Wang et al,
1995; Yacoub et al, 2006; Pears et al, 2008; Bynagari et al, 2009; Gilio et al, 2010;
Harper and Poole, 2010).

Trabalhos mostram que a PKC® regula a agregacao plaquetaria In vitro
induzida por coladgeno em plaquetas humanas (Pula et al, 2006; Gilio et al 2010), além
de ser uma quinase sensivel ao estresse oxidativo (Zhang et al, 2007).

Ja foi reportado que a PKC possui um papel importante nos efeitos
desencadeados pelo LPS (Lynn et al, 1992). A PKC esta envolvida na producao de
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IL-18 e TNF-a por mondcitos e macréfagos na presenga e LPS (Chung et al, 1992;
Shapira et al, 1994). Em 1997, Shapira e colaboradores mostraram que a PKCe era a
principal isoforma desta quinase envolvida na secrecdo de macréfagos na presenca
de LPS.

Desta forma, decidimos estudar o papel das PKC® e PKCe na agregacéo
plaquetaria de ratos injetados com salina ou LPS.

Os nossos resultados mostram que a PKCe modula positivamente a agregagao
induzida por ADP de ratos injetados com salina. Alguns trabalhos mostram que a
PKCe reduz a secregdo granular, a fosforilagdo de ERK, a concentragdo de Ca?
intracelular, a sintese de TxA2e a agregacao de plaquetas de camundongos ativadas
por ADP (Unsworth et al, 2011; Bynagari-Settipalli et al, 2012). Entretanto, ja foi
demonstrado também que a PKCe aumenta a agregacéao e a secregao de granulos de
plaguetas de camundongos ativadas com coldgeno (Pears et al, 2008). Ainda,
Unsworth e colaboradores (2012) mostraram que em camundongos deficientes em
PKCe ou PKC® a agregacéo ou ligagao das plaquetas ao fibrinogénio tem o mesmo
perfil gue em animais selvagens, entretanto, quando ha uma redugao tanto da PKCe
quanto da PKC® ocorre redugdo da agregacgao induzida por colageno. Portanto,
podemos concluir que ha ainda muita controvérsia sobre o papel da isoformas PKCd
e PKCe na agregaco. E interessante notar que os nossos resultados mostram que a
inibicdo da PKCe ndo somente reduz a agregagédo, como também aumenta os niveis
intraplaquetarios de GMPc. Entretanto, com base no nosso desenho experimental,
nao € possivel assegurar que a redugao da agregacao pela inibicdo da PKCe é
decorrente somente do aumento dos niveis desse nucleotideo ciclico.

Apos 6 horas da injegao de LPS a agregacao plaquetaria, que se apresenta
diminuida quando estimulada com ADP, é revertida na presencga do Rottlerin, o que
indica que a PKC® tem um papel importante na modulagdo negativa da agregacgéao
plaquetaria. A modulagao negativa da agregacgao pela PKC® ja havia sido descrita em
condicoes fisioldgicas (Chari et al, 2009; Gilio et al, 2010), mas ndo em estado de alto
estresse oxidativo e sepse experimental.

Recentemente, resultados publicados pelo nosso grupo mostraram que a
inibicdo da agregacao 6h apdés a injecao de LPS é reduzida pela inibigdo ndo seletiva
da PKC, da guanilil ciclase soluvel, PKG, AKT, mas nao pela PI3K (Lopes-Pires et al,
2015). Desta forma, para compreender quais 0s possiveis mecanismos “downstream”
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da PKC®d foram realizados experimentos para determinar os niveis de fosforilagdo da
AKT, VASP e niveis de GMPc em plaquetas na presenca do inibidor de PKC9, rottlerin.

Ja esta bem estabelecido que a AKT é ativada pela PIBK (Woulfe et al, 2010;
Risso et al, 2015), entretanto, trabalhos mostram que AKT também pode ser ativada
pela PKC (Kawakami et al, 2004, Kumar et al, 2009, Choi et al, 2013). A PKCp ativa
a AKT em mastocitos (Kawakami et al, 2004) enquanto a PKC® estimula a AKT de
células pulmonares (Kumar et al, 2009, Choi et al, 2013).

Para haver completa ativacdo da AKT, é necessaria fosforilacdo no residuo
Ser473 e Thr308, sendo que o residuo Thr308 pertence ao dominio catalitico da AKT
e 0 residuo Ser473 pertence ao dominio regulatério (Risso et al, 2015). O residuo
Ser473 tem sido mais comumente estudado e usado como parametro para determinar
a ativacao da AKT, entretanto grupos vém mostrando que o residuo Thr308 também
pode predizer a atividade da AKT (Vanhaesebroeck et al, 2000; Vincent et al, 2011).

Como resultados prévios mostraram que o efeito inibitério do LPS em 6h era
revertido pela inibicdo de AKT, mas nao da PI3K (Lopes-Pires et al, 2015), no presente
trabalho inferimos que a AKT poderia ser ativada pela PKC. Na verdade, em ratos 6h
apos a injecao de LPS observamos um aumento grande da fosforilacdo da AKT em
plaquetas apds ativagcao com ADP, a qual é prevenida pela incubacao das plaguetas
com rottlerin. Portanto, a fosforilacdo da AKT no residuo Thr308 é aumentada pela
PKCd nestas condicdes.

A sintese de NO, no modelo experimental de sepse onde os ratos sao injetados
com LPS, é drasticamente aumentada (Baker e Sutton, 1993; Hollenberg et al, 1993).
O NO ¢ sintetizado a partir da ativagao da enzima 6xido sintase (NOS) cuja atividade
enzimatica pode ser modulada pela fosforilagdo de diferentes residuos de
aminodacidos (Dudzinski e Michel, 2007). A fosforilagdo nos residuos Ser1177, Ser635
e Ser617 estimula a atividade enzimatica da eNOS, enquanto a fosforilagdo nos
residuos Thr495 e Ser116 € inibitoria (Bauer et al, 2003).

Embora muitos autores ja tenham comprovado, por diferentes técnicas, desde
1990 até os dias de hoje a presenca da eNOS em plaquetas (Radomski et al, 1990;
Fleming et al, 2003; Signorello et al 2011; Cozzi et al, 2015), existem sérias
controvérsias a este respeito. Em 2008, Gambaryan e colaboradores, utilizando
amostras de plaquetas muito purificadas, relataram que estas células ndo possuem a
NOS. Entretanto, estes resultados sdo ainda muito discutidos e, recentemente alguns
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grupos, utilizando diferentes técnicas, mostraram a presenca de eNOS em plaquetas
(Apostoli et al, 2014; Cozzi et al, 2015).

Como alguns trabalhos mostraram que a atividade da eNOS pode ser
modulada pela AKT ou PKC através de sua fosforilacao (Signorello et al, 2011; Ishida
et al, 2014; Zheng et al, 2016), decidimos investigar a ativacdo da eNOS no grupo
salina ou injetado com LPS. Entretanto, ndo conseguimos detectar, através de ensaios
de Western Blot, a presenca da eNOS, fosforilada ou ndo, nas nossas amostras. Mas
ainda acreditamos na presenca da mesma em plaquetas, uma vez que conseguimos
detectar alteracbes nos niveis de GMPc nestas células dependendo do desenho
experimental utilizado. Por esta razédo, decidimos determinar a ativagdo da eNOS em
plaquetas, indiretamente através da determinacao dos niveis de GMPc.

Nossos resultados mostram claramente que plaquetas de ratos 6h apo6s a
injecdo de LPS apresentam um aumento significativo dos niveis de GMPc quando
comparado ao grupo salina, os quais sao significativamente reduzidos pela incubacao
de plaquetas com rottlerin. Estes resultados indicam que a PKC& diretamente, ou
através da AKT, leva ao aumento de GMPc que, por sua vez, contribui para a inibicao
da agregacao plaquetaria. Ja foi mostrado que a AKT em plaquetas, estimuladas com
insulina, fosforila a eNOS no residuo Ser1177 aumentando assim sua atividade
(Fleming et al, 2003).

Para estudar o envolvimento da PKG no efeito inibitério do LPS 6h na
agregacao plaquetaria determinamos a fosforilacao da VASP no residuo Ser239 que
€ um sitio especifico para PKG (Tao et al, 2012; Adderley et al, 2012). As amostras
controle, provenientes do grupo salina, nao apresentaram diferengas significantes na
fosforilagdo da VASP, ja as amostras LPS 6h apresentaram fosforilacdo elevada da
VASP, mesmo nas plaguetas nao estimuladas, possivelmente pela producao
excessiva de NO que ocorre na presenca de LPS (Sheu et al, 1998 e 1999; Casarin
et al, 2011). Quando as plaquetas do grupo LPS 6h sao estimuladas, a fosforilagdo da
VASP é maior do que quando néo estimuladas e, na presencga do rottlerin € possivel
notar significante reducdo da fosforilagcdo desta proteina. Alguns trabalhos ja
mostraram que a PKCd em plaquetas leva a ativacdo de eNOS e aumento da
fosforilagdo da VASP (Munoz et al, 2012; Pula et al, 2006). Portantanto, nossos
resultados corroboram para a hipétese que a via NO-GMPc-PKG sdo mecanismos
downstream a ativagcdo da PKCd e, participam do efeito inibitério do LPS 6h na
agregacao induzida por ADP. Por outro lado, a PKCe ndao exerceu nenhum efeito
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modulatério na fosforilagdo da VASP nas amostras do grupo LPS 6 horas,
descartando assim a participacdo desta isoforma na inibicdo da agregacao
plaquetaria.

O indice de contaminacédo das amostras (Tabela 1) coletadas foi calculado, e
quantidade de outros tipos celulares nas amostras controle e 6 horas foi inferior a 2%,
e descartamos que ocorra interferéncia significativa de outro tipo celular além de
plaquetas.

Como ja relatado, a PKC® € uma isoforma de PKC sensivel ao estresse
oxidativo (Greene et al, 2014; Quiao et al, 2016). Em trabalho prévio, foi mostrado que
plaquetas de ratos 6h apds a injecao de LPS ha um aumento significativo de EROs
(Lopes-Pires et al, 2012), o que poderia levar a maior ativagdo da PKCd. Corroborando
com esta hipétese mostramos que a NAC previne o aumento da fosforilagdo de AKT
e VASP, bem como reduz o efeito inibitério do LPS em 6h na agregacao plaquetaria.
Além disso, o rottlerin nao altera nenhum efeito do LPS 6h em plaquetas de ratos
também tratados com NAC. A NAC é um antioxidante, capaz de se difundir pelas
membranas celulares, que interage diretamente com EROs e é precursora da sintese
de glutationa, um antioxidante natural do organismo (Aruoma et al, 1989; Pastor et al,
1997). Em 2012, Lopes-Pires e colaboradores mostraram que o tratamento de ratos
com NAC era capaz de prevenir o aumento de EROs observado em plaquetas de
animais previamente injetados com LPS.

Também mostramos que a contaminagdo da suspensdo plaquetaria com
leucécitos € muito pequena, portanto, concluimos que todos os resultados descritos
no presente trabalho se referem exclusivamente as plaquetas.

E interessante observar que a inibicdo da agregacdo de ratos 48h apés a
injecdo de LPS ndo é mediada pelas mesmas vias envolvidas no efeito inibitério do
LPS em 6h. Ou seja, ndo observamos aumento da fosforilagdo de AKT no
residuoThr308 e o rottlerin ndo modifica a agregacao ou a fosforilagdo de VASP de
plaquetas de ratos injetados com LPS 48h.
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6 CONCLUSAO

A PKCe modula positivamente a agregacéao induzida por ADP e negativamente

os niveis de GMPc em plaquetas de ratos injetados com salina;

A PKC® aumenta a ativacao da AKT, os niveis de GMPc e a ativacédo da PKG,

contribuindo para inibicao da agregacgao plaquetaria 6h apés a injecao de LPS;

O efeito inibitério da agregacéao induzida por ADP 48h apés a injecao de LPS
independe da PKC®, PKCg, ou ativagédo da PKG.
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