Maria Elisa Lopes Pires

MODULACAO DA AGREGACAO DE PLAQUETAS DE RATOS TRATADOS COM
LPS POR ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Campinas
2009



Maria Elisa Lopes Pires

MODULACAO DA AGREGACAO DE PLAQUETAS DE RATOS TRATADOS COM
LPS POR ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Dissertacdo de Mestrado apresentada a POs-
Graduacdo da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas para a obtencao

do titulo de Mestre em Farmacologia.

Orientadora: Profa. Dra. Sist Marcondes Paschoal

Campinas

2009

il



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA
UNICAMP
Bibliotecdrio: Sandra Lucia Pereira — CRB-8" / 6044

Pires, Maria Elisa Lopes

P665m Modulagdo da agregagdo de plaquetas de ratos tratados com LPS
por espécies reativas de oxigénio /Maria Elisa Lopes Pires.
Campinas, SP : [s.n.], 2009.

Orientador : Sisi Marcondes Paschoal
Dissertacdo ( Mestrado ) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Plaquetas ( Sangue ). 2. Lipopolissacarideo. 3. Espécies
reativas de oxigénio. I. Paschoal, Sisi Marcondes. II.
Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de Ciéncias Médicas.
III. Titulo.

Titulo em inglés : Modulation of platelet aggregation of rats treated with
LPS by reactive oxygen species

Keywords: ¢ Blood Platelets
¢ Lipopolyssacaride
¢ Reactive oxygen species

Titulagao: Mestrado em Farmacologia
Banca examinadora:
Prof2. Dr2. Sisi Marcondes Paschoal

Prof?. Dr2. Lacia Rosseti Lopes

(=]

Profe. Dr2. Marcelo de Carvalho Ramos

Data da defesa: 27-08-2009
1ii



Banca examinadora de Dissertacio de Mestrade

Maria Elisa Lopes Pires

Orientador(a): Prof(a). Dr(a). Sisi Marcondes Paschoal

Membros:

Professor (a) Doutor (a) Lucia Rossetti Lopes

S~ [T

[

i

Professor (a) Doutor (a) Marcelo de Carvalho Ramos

",Y?(:»f‘, 120 A, C b_,_:_*?j# [E70 i(";z_“x.-’j

1

Professor (a) Doutor (a) Sisi Marcondes Paschoal

Y
T

W gt @rcich B804 chren L

Curso de pés-graduagio em Farmacologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade

Estadual de Campinas.

Data: 27/08/2009

~Z
+QOH



Dedicatoria
Aos meus pais, Sr. José Pires e Sra. Inés Vieira, que serdo eternamente meu espelho de
dedicacdo e inteligéncia, para quem devo todas as conquistas de minha vida... Ao amor, conforto e

compreensdo infinitos que sempre me proporcionaram.

Aos meus irmdos, Silvia Helena e Luis Henrique, minhas companhias eternas das quais me

sinto completa... Pelo carinho, alegria e pelas palavras verdadeiras que me fazem seguir em frente.

Aos amigos que acreditam no meu potencial e fortalecem-me dia apds dia.

A dancga, que faz de mim uma pessoa alegre, realizada e motivada... Que finaliza meus dias

dando-me forca e energia para iniciar novas jornadas.

Y



Agradecimentos

A Profa. Dra. Sisi Marcondes, minha querida orientadora, pelos ensinamentos técnico-

cientificos, pela compreensdo, amizade e sabedoria;

Ao Prof. Dr. Edson Antunes, pelo apoio, pelo laboratério, amizade e por fazer-me acreditar

na ciéncia;

A amiga Dra. Julia Franceschi, por guiar-me ao caminho certo;

Ao Dr. Matheus Marin, pelo exemplo de inteligéncia e por socorrer-me nos momentos de

desespero;

Ao Prof. Dr.Stephen Hyslop, pelo laboratério e ensinamentos;

Aos meus colegas André, Camila e Nadia, que me ajudaram nos experimentos e com 0s quais

eu desenvolvi uma grande amizade;

Aos funciondrios do Departamento de Farmacologia da Unicamp, Sr. Miguel, Marcos e José

Ilton pela atenc¢do, ajuda e paciéncia;
Aos colegas da “Bioquimica”, “Célula”, “Cascata” e “Edema” pelos ensinamentos e amizade;
A Carla, Fernanda, Rosangela e Profa. Dra. Irene Lorand-Metze do Hemocentro e
Laboratorio de Marcadores Celulares, pela preciosa ajuda nos experimentos de determinacdo de

ROS;

Ao Prof. Dr. Roger Frigério, do Laboratério de Patologia Clinica, pelos ensinamentos sobre

peroxidacdo lipidica.



“A poténcia intelectual de um homem se mede pela dose de humor

que ele é capaz de usar”

Friedrich Nitzsche

Vi



Sumario

LISTA DE MATERIALIS.......ooiiiiiee e vii
LISTA DE ABREVIATURAS. . .....citee ettt viii
LISTA DE FIGURAS ...ttt sttt xi
RESUMO ... ettt sttt Xii
ABSTRACT ...t sttt ettt st st Xxiii
T-INTRODUGCAO. ...t 14
1.1-Septicemia € Lipopolissacarido...........ccevcueeriieeriieniiienieeie e 14
1.2-Espécies reativas de 0Xig€nio € Nitrogeénio NA SEPSE ..ccveerrveerrureeruveerveerinveennnens 16
L.3-PlaqUeELAS. ..cuvieiiieeiiteeit ettt ettt ettt et sttt ettt en 19
1. 4-PlaqUeLas € SEPSEC...ccuueeerurrerieieneeerieesteeesteeesiteesteesseessseesssseessseesseesnseessssesssseenns 20
1.5-Plaquetas e espécies reativas de OXIZENI0......c.ueereeerieerieeeriieriieeniieeneeeseeeseeens 22
LO-OBIETIVOS. ...ttt st 24
1.6.1-Objetivos ESPECTIICOS. ..evuvtiriitiiiiiriierieeeite ettt ettt e st 24
2-MATERIAIS E METODOS........cotvimriieeiisiereesisnesssneessesssssessssssssssssessssneseens 25
2T ATIINIALS .ttt ettt ettt et e b e st e st e ettt e e st e e e beenabaeeas 25
2.2-Tratamento com LPS e N-acetilcisteina.........cocceevvieenieinieeniiiinneeeieeiceeeeeeen 25
2.3-Obtengdo de plaquetas [avadas.........cooeeereeeriiiinieiniieecee e 25
2.4-Contagem de plaquetas do sangue total............eevvueiinieiniiiinieeniieiieeseeree e 26
2.5-Contagem total e diferencial de [eUCOCILOS. .......ueeruvieriieriieeiieeieeie e 26
2.6-Agregacao PlAQUELATIA.......cccoeeuiiiiiiiiiiiiiiec s 26
2.7-Determinacao de ROS por citometria de fluXo.......cccccuevveeieniieeniieiiiieiieeieeieee 26
2.8-ANAlISE ESTALISTICA. ..eeuveeurieuiiiieetteite ettt ettt ettt ettt 27
3-RESULTADOS ...ttt s ettt 28

3.3-Efeito do tratamento de ratos com LPS sobre a liberacdo de ROS
PLAQUETATIAL ......eeiiiiiiiiiieeiceee et sttt 36



A4-DISCUSSAO. ...
5- CONCLUSOES......coo oot

6-REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

viil



Lista materiais

Substancia Procedéncia

ADP Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EUA)
Catalase polietileno glicol Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EUA)
DCFH-DA Sigma- Aldrich (St. Luis, MO, EUA)
DPI Sigma- Aldrich (St. Luis, MO, EUA)
LPS Sigma-Aldrich (St. Luis, MO, EUA)
N-acetilcisteina Sigma- Aldrich (St. Luis, MO, EUA)
Superéxido desmutase polietileno glicol Sigma- Aldrich (St. Luis, MO, EUA)

X



Lista de abreviaturas

ADP

Akt

AMPc

ATP

CAT

COX-1

COX-2

CYP2C9

DCFH-DA

DPI

E.coli

GC

GMPc

GPIIb/111a

HzOz

LBP

LPS

Adenosina di-fosfato

Treonina proteina quinase

Adenosina monofosfato ciclica

Adenosina trifosfato

Catalase

Cicloxigenase-1

Cicloxigenase-2

Isoforma do citrocromo P450

2,7-Diclorodihidrofluoresceina-diacetato

Difeniliodénio

Escherichia coli

Guanilil cilase

Guanosina monofosfato ciclica

Glicoproteina IIb/IIla

Per6xido de Hidrogénio

Proteina ligante de LPS

Lipopolissacarideo

X



MAPK

NAD(P)H oxidase

NF-xB

NO

c-NOS

e-NOS

i-NOS

n-NOS

0,

OH

ONOO

PAF

PI3K

PKA

PKC

PKG

PLC

P. mirabilis

Proteina quinase ativadora de mitégeno
Nicotinamida adenosina dinucleotideo
(fosfato) oxidase
Fator nuclear kB
Oxido Nitrico
Oxido nitrico sintase constitutiva
Oxido nitrico sintase endotelial
Oxido nitrico sintase induzivel
Oxido nitrico sintase neuronal
Anion superéxido
Radical hidroxila
Peroxinitrito
Fator de ativacdo plaquetdria
Fosfatidilinositol 3- quinase
Proteina quinase dependente de AMPc
Proteina quinase C
Proteina quinase dependente de GMPc
Fosfolipase C

Proteus mirabilis

X1



RNS Espécies reativas de nitrogénio

ROS Espécies reativas de oxigénio
SOD Superéxido desmutase
TLR4 Toll-like receptor 4

TNF-a Fator de necrose tumoral a
TXA, Tromboxano A,

vWf Fator de von Willebrand

XD Xantina desidrogenase

X0 Xantina oxidase

XOR Xantina 0xido redutase

Xii



Lista de figuras

Figura 1: Efeito do LPS sobre o nimero de leucécitos em sangue periférico de ratos
Figura 2: Efeito do LPS sobre a porcentagem de neutréfilos e linfécitos em sangue
periférico de ratos.

Figura 3: Efeito do LPS sobre o niimero de plaquetas em sangue periférico de ratos.
Figura 4: O tratamento de ratos com LPS inibiu, de maneira dependente do tempo, a
agregacdo plaquetdria induzida por ADP

Figura 5: Efeito da PEG-catalase, PEG-SOD e NAC na agregacdo plaquetdria de ratos
tratados com LPS.

Figura 6: Efeito do tratamento de ratos com NAC na agrega¢do plaquetdria de ratos
injetados com LPS.

Figura 7: Efeito do tratamento de ratos com LPS na produ¢do de ROS em plaquetas
Figura 8: Efeito da inibicao da NAD(P)H oxidase na geracao de ROS em plaquetas de
ratos tratados com LPS

Figura 9: Efeito do tratamento de ratos com N-acetilcisteina (NAC) na geracdo de ROS em

plaquetas de ratos injetados com LPS

Xiii



Resumo

O LPS € capaz de ativar diferentes células, incluindo plaquetas, causando a liberagdo de
mediadores inflamatdrios como o o6xido nitrico, interleucinas e espécies reativas de
oxigénio (ROS). Virios trabalhos t€ém sido publicados sobre os efeitos do LPS sobre a
reatividade plaquetdria, mas os resultados ainda sdo conflitantes e o0s mecanismos
envolvidos nas cascatas de sinalizagdo desencadeada pelo LPS permanecem indefinidos.
Portanto, utilizamos plaquetas isoladas de ratos tratados com LPS para investigar o papel
das ROS na modulacio da agregacdo plaquetdria. Os ratos foram injetados com LPS (1 mg
/ kg, i.p.) e apds, 2 a 72 h depois, a agregacdo plaquetdria foi avaliada. As espécies reativas
de oxigénio foram determinadas através da sonda 2', 7'-dichlorofluorescein diacetato
(DCFH-DA). A agregacdo plaquetéria induzida por ADP foi, tempo-dependente, reduzida 4
a 72 h ap6s a injecdo LPS, e este efeito inibitério foi aumentado quando plaquetas foram
incubadas com PEG-SOD, PEG-catalase ou N-acetilcisteina (NAC). O tratamento de ratos
com NAC (150 mg / kg i.p., 30 minutos apds a injecdo LPS) impediu a inibicdo da
agregacao plaquetdria. A incubagdo de plaquetas de animais controle com LPS (100 e 300
ug/ml, 2 h) in vitro ndo afetou a producdo de ROS. Nas plaquetas de ratos tratados com
LPS, ativadas com ADP, a produ¢do de ROS foi significativamente maior comparado com
os ratos controle. Este aumento da producdo de ROS foi significativamente reduzido
quando as plaquetas foram incubadas in vitro com o inibidor da NADPH-oxidase (DPI). O
tratamento de ratos com NAC impediu o aumento da producdo de ROS pelo LPS. Como
conclusdo, a produgdo sistémica de ROS em resposta ao tratamento in vivo de LPS

desempenha um importante papel modulatério na agregacdo plaquetaria.
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Abstract

LPS activates different cells, including platelets, causing the release of
inflammatory mediators like nitric oxide, interleukins and reactive oxygen species (ROS).
It has been published several reports about the effects of LPS on platelet reactivity but the
results are still conflicting and the mechanisms underlying the LPS signaling pathway
remains unclear. Therefore, we have used platelets isolated from LPS-treated rats to
investigate the role of ROS in modulating the platelet aggregation. Rats were injected with
LPS (I mg/kg, i.p.), and at 2 to 72 h thereafter, platelet aggregation was evaluated.
Reactive-oxygen species was determined 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-DA).
ADP-induced platelet aggregation was time-dependently reduced at 4 to 72 h after LPS
injection, and this inhibitory effect was augmented when platelets were incubated with
PEG-SOD, PEG-catalase or N-acetylcysteine (NAC). Treatment of rats with NAC (150
mg/kg i.p., 30 min after LPS injection) prevented the inhibition of platelet aggregation.
Incubation of control platelets with LPS (100 and 300 pg/ml, 2 h) in vitro did not affect the
ROS production. In ADP-activated platelets of LPS-treated rats, ROS production was
significantly higher compared with control rats. This increased ROS production was
significantly reduced when platelets were incubated in vitro with the NADPH-oxidase
inhibitor (DPI). Treatment of rats with NAC prevented the increased ROS production by
LPS. In conclusion, systemic or in situ ROS production in response to in vivo LPS

treatment plays an important modulatory role on platelet aggregation.
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1. Introducao

1.1 Septicemia e Lipopolissacarideo

Um dos problemas mais freqiientes e mais sérios com que os clinicos se deparam € o controle
das infec¢des que provocam uma resposta inflamatoria sistémica denominada septicemia (1).

Pesquisas recentes realizadas nos Estados Unidos mostram que 2 a 11% do total dos casos
admitidos em hospitais sdo devido a sepse severa e que 30 a 60% desses casos evoluem a 6bito (2).
No Brasil, estudo publicado em 2004 mostrou que 61,4% dos pacientes internados em unidades de
tratamento intensivo desenvolveram sepse, e 35,6% desenvolveram sepse grave (3). Em 2005,
segundo dados do DATASUS (4)', ocorreram 54.365 internagdes para tratamento de sepse no SUS,
representando aproximadamente 0,5% do total de internacdes, sendo que 38,02% destes pacientes
vieram a 6bito .

Normalmente a sepse € causada por uma infec¢c@o bacteriana, mas também pode ser causada
por outros microorganismos como virus e fungos (2). De modo geral, a sepse caracteriza-se por uma
diminuicdo da atividade cardiocirculatéria resultante da liberacdo descontrolada de cininas,
prostaglandinas, citocinas e 6xido nitrico (NO) e, além disso, ocorre também a redu¢do simultanea
do débito cardiaco. Dessa forma, hda o colapso do sistema vascular, quadro denominado de choque
séptico, que € caracterizado ainda por sinais bioquimicos de déficit de oxigénio, danos vasculares e
coagulacdo intravascular disseminada. A diminui¢do da pressdo arterial e da perfusdao tecidual
juntamente com a reagdo inflamatdria acaba gerando danos funcionais nos sistemas renal, hepético e

pulmonar, que podem culminar na disfun¢do multipla de 6rgaos (5).

! http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?sih/cnv/miuf.def.
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As bactérias gram-negativas mais comuns presentes na sepse severa e no choque séptico sdo a
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e espécies de Klebsiella que desencadeiam a maior parte
de seus efeitos através do lipopolissacdride (LPS) presente na parede desses organismos (2). Os
lipopolissacarideos, componentes estruturais exclusivos da membrana externa das bactérias gram-
negativas, sdo glicolipideos complexos constituidos de uma porcao lipidica denominada lipideo A,
uma regido do centro polissacarideo que possui, em geral, estrutura similar dentro de um género ou
espécie de bactéria, e cadeias laterais O-especificas que sdo regides de estrutura bioquimica varidvel
que conferem uma identidade soroldgica tnica as espécies de gram-negativas. O lipideo A parece ser
o principal componente responsadvel pelas manifestacdes da atividade de endotoxina em pacientes
com septicemia por bactérias gram-negativas (7, 8). O LPS pode ativar muitos tipos de células,
incluindo leucdcitos polimorfonucleares, mondcitos, macréfagos, células endoteliais e plaquetas (9,
10,11, 12). O mecanismo molecular de ativacio se da pela ligagdo do LPS a molécula CD14 presente
em macréfagos, mondcitos e neutréfilos a qual pode ser facilitada pela proteina ligante de LPS
(LBP) (13, 14). Uma vez que a molécula CD14 ndo possui dominio transmembrana a sinalizag¢do
intracelular se da através do receptor TLR (toll-like receptor), uma glicoproteina transmembrana
expressa em leucdcitos, linfocitos, endotélio vascular e plaquetas (12,15). Até agora, 11 membros da

familia TLR foram identificados em mamiferos e 13 em ratos(1 6)2.

? http://www.imgenex.com/Toll-likeReceptors.php
Introdugao
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O TLR4 ¢ responsdvel pelo reconhecimento da maioria das bactérias gram-negativas. O
complexo CD14/TLR leva a ativagdo do fator nuclear kB (NF-kB) através de uma cascata de
fosforilacdes desencadeada por uma familia de quinases denominada proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK) (17). A ativacdo do NF-kB estd envolvida na ativacdo de inimeros genes
inflamatérios que codificam proteinas como citocinas, quimiocinas, proteinas de adesdo e proteinas

do sistema complemento (18).

1.2 Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio na Sepse

O LPS causa vdrias respostas bioldgicas através da ativacdo de células especificas incluindo
mondcitos, macrofagos e leucdcitos polimorfonucleares que sdo capazes de liberar quantidades
excessivas de diferentes mediadores. Além da liberacdo de mediadores inflamatorios cldssicos como
citocinas, metabdlitos do dcido araquidonico e o fator de ativacdo plaquetdria (PAF), ocorre grande
geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS) (19).

Entre as espécies reativas de oxigénio podemos citar o radical anion superéxido (O;), o
peréxido de hidrogénio (H,O,) e o radical hidroxila (OH). O O, e OH sao classificados como
radicais livres devido a presenca de um elétron desemparelhado em sua estrutura atdmica, enquanto
as demais espécies coletivamente sdo classificadas como ROS (20).

A producdo do O, ocorre mais comumente na mitocondria. A cadeia de transporte de
elétrons na mitocondria € a principal fonte de ATP nas células sendo, portanto, fundamental para a
vida e € nesta etapa que ocorre o “escape” de elétrons com concomitante formagao de O,". (21). Na
realidade 1-3% de todos os elétrons da cadeia de transporte de elétrons “escapam” para gerar o anion
superoxido ao invés de contribuir para a reducao do oxigénio para a formacgdo de dgua (22).

O H,0; pode ser formado pela superéxido desmutase (SOD) e rapidamente degradado pela
catalase e glutationa peroxidase (23). Ele € mais estdvel que os outros ROS e é permedvel as
membranas celulares (24, 25). Os peroxissomos produzem grande quantidade de H,O, pela acdo de
oxidases envolvidas no catabolismo de aminodcidos e na oxidacdo de 4cidos graxos (26). Essa
organela também contém catalase, que decompde H,O,, prevenindo o actimulo deste composto
toxico. Quando ha danos nos peroxissomos, o consumo de H,O, se torna prejudicado e sua liberagao

no citosol contribui  significativamente @ para o  estresse oxidativo (23, 27).

Introducdo
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O radical hidroxila (OH) € altamente reativo e com meia-vida em solucao aquosa de 1ns. O
‘OH pode ser gerado pela mieloperoxidase ou reagdes catalisadas pelo ferro. A reacdo de Fenton é
uma das principais vias de geracdo de OH in vivo através da oxidacdo de Fe** a Fe* e decomposicio
do H,0, (Fe** + H,0, — Fe*® + ‘OH + OH ). Além disso, em situagdes onde ha grande produgio de
O, a via envolvendo a reacdo de Haber-Weiss pode contribuir significativamente para produgdo de
‘OH (O; + H,0, — O, + 'OH + OH) (28).

Ja dentre as RNS podemos citar o 6xido nitrico (NO). Este gds bastante lipossolivel (29),
apesar de menos reativo que o radical ‘OH, pode reagir com o O, formando outra espécie reativa de
nitrogénio - o peroxinitrito (ONOQO’). O ONOO'" pode se decompor produzindo potentes oxidantes
em tampao fisiolégico (20). O NO € gerado biologicamente nos tecidos, juntamente com a L-
citrulina, pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS). A NOS oxida o nitrogénio do grupo guanidino do
aminodcido L-arginina, com a formacdo de NO (30). As isoformas de NOS sdo agrupadas em duas
categorias, a NOS constitutiva (c-NOS) e a NOS induzivel (i-NOS). A ¢c-NOS ¢é dependente de ions
célcio e de calmodulina, produz pequenas quantidades de NO e estd envolvida na sinalizacdo celular
(31, 32). A isoforma constitutiva compreende a NOS neuronal (n-NOS, tipo 1), presente
normalmente nos neurdnios (33, 34), e a NOS endotelial (e-NOS, tipo III), primeiramente descrita
em células endoteliais vasculares (35). Por outro lado a i-NOS independente dos fons célcio ndo é
expressa sob condi¢des normais, mas € induzida por citocinas e/ou endotoxinas em uma variedade de
células, como macroéfagos, linfécitos T, células endoteliais, midcitos, hepatdcitos, condrdcitos,
neutrofilos e plaquetas (32). Na realidade, a presencga de i-NOS em plaquetas é bastante questiondvel
e recentemente Gambaryan et al mostraram que as plaquetas humanas e de camundongos nao contém
i-NOS e nem mesmo e-NOS (36). A i-NOS requer algumas horas para ser expressa, mas, uma vez
sintetizada, libera maiores quantidades de NO que a c-NOS e a producdo deste continua
indefinidamente até que a L-arginina ou os cofatores necessdrios para sua sintese sejam depletados
ou ocorra a morte celular (37).

O NO € um radical reativo abundante que age como um importante sinalizador molecular
oxidativo em uma diversidade de processos fisioldgicos, incluindo neurotransmissdo, regulacdo da
pressdo sanguinea, mecanismos de defesa, relaxamento do musculo liso, inibicdo da atividade
plaquetdria e regulacdo imunoldgica (38, 39). Seus efeitos bioldgicos sdo iniciados através da

ativacdo da enzima heterodimérica guanilil ciclase solivel (GCs) e /ou através de
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outras rea¢des quimicas que independem dessa enzima (40). A ativacdo de GCs resulta na producdo
de guanosina monofosfato ciclico (GMPc), um segundo mensageiro que inicia vdrias cascatas
bioquimicas de sinalizacdo (41, 42).

A superproducgdo de espécies reativas de nitrogénio é chamada de estresse nitrosativo (43, 44)
e pode ocorrer quando o sistema excede sua capacidade de neutralizar e eliminar a concentracio de
RNS produzida. O estresse nitrosativo € capaz de levar as reagdes de nitrosilacdo e nitracdo que
podem alterar a estrutura das proteinas e inibir sua fun¢io normal (27,45).

Uma variedade de enzimas nas células do sistema vascular é capaz de produzir ROS como a
nicotinamida adenosina dinucleotideo (fosfato) oxidase (NA(P)H-oxidase), mitocondria, isoformas 1
e 2 da cicloxigenase (COX), isoforma 2C9 do citocromo P450 (CYP2C9), xantinas oxidase (XO),
xantina 6xido redutase (XOR) e xantina desidrogenase (XD) (23). Evidéncias sugerem que a
NAD(P)H oxidase € a principal fonte de geracdo de O, (46, 47), sendo ela um complexo enzimatico
formado por proteinas que ficam entre a membrana e o citosol celular. Dentre as subunidades
citosélicas, tem-se a p47°™*, p67°"* e p40P"* que interagem com a Rac, uma pequena proteina G. J4
os componentes associados 2 membrana sdo gp91P"* e p22P"* que juntos formam o flavocitocromo
bsss. A ativacdo da enzima envolve a fosforilacdo e a translocacdo dos componentes citosdlicos para
o flavocitocromo bssg. (48).

A exposi¢do a radicais livres tem levado os organismos a desenvolverem uma série de
mecanismos de defesa (49) como substincias € enzimas antioxidantes. As enzimas de defesas
antioxidantes incluem a superéxido desmutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx) e a catalase
(CAT). Os antioxidantes nao enzimaticos sdo representados pelo dcido ascérbico (Vitamina C), o a-
tocoferol (Vitamina E), a glutationa (GSH), carotendides, flavonéides entre outros. Em condi¢des
normais, hd um balanco entre os niveis intracelulares dos antioxidantes e esse balanco € essencial
para a sobrevivéncia dos organismos e para a sua saude (50).

Sob condig¢des fisiologicas, ocorre um equilibrio entre a formacdo de espécies reativas € a
remocdo destas substdncias por compostos antioxidantes e enzimas (51). Em alguns processos
patolégicos, como na sepse, hd uma quebra neste equilibrio podendo haver aumento excessivo da
geracdo de espécies reativas e/ou reducdo dos mecanismos antioxidantes como a superdxido
dismutase (SOD), catalase, vitaminas C e E e glutationa reduzida (GSH) (52). Este estado é chamado
de estresse oxidativo e pode resultar em danos celulares e teciduais dependendo da intensidade e se

ocorrer por tempo prolongado (53). A  propor¢io entre glutationa reduzida
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e oxidada (GSH/GSSG) ¢é importante para a medida do estresse oxidativo no organismo. (50, 54). A
reducdo de GSH indica uma diminui¢do na capacidade antioxidante da célula e € associada ao
envelhecimento, diabetes melitus, inflamacgdo e doengas neurodegenerativas (55, 56, 57).

Ha varias evidéncias indicando a participacdo de ROS na patogénese da sepse levando a
disfun¢c@o multipla de 6rgdos (58, 52). Pacientes com sepse apresentam aumento da atividade da
enzima xantina oxidase, bem como dos niveis plasmaticos de malondialdeido (marcador do stress
oxidativo), quando comparado a individuos normais (59, 60). Em 1999, Salvemini et al (61)
demonstraram que o O, e o peroxinitrito ttm um papel importante na injuria intestinal observada
durante a endotoxemia. Recentemente, foi demonstrado que a N-acetilcisteina, uma substancia
seqiiestradora de ROS, inibe o aumento da expressdo de TNF-alfa em cardiomidcitos, a qual estd
intimamente relacionada a faléncia cardiaca observada na sepse (62).

Em resposta ao LPS a enzima NAD(P)H oxidase € ativada e produz alta quantidade de ROS
que altera as funcgdes celulares, podendo levar a morte celular (63). A producdo de ROS pela
NAD(P)H oxidase tem demonstrado contribuir para vdérias doengas cardiovasculares como
hipertrofia cardiaca, hipertensdo e aterosclerose (64, 65, 66, 67). Na sepse, a NAD(P)H oxidase
ativada em neutrdéfilos induz os danos pulmonares (68, 69). No coracdo, a atividade da NAD(P)H
oxidase e a liberagdo de ROS sdo aumentados em resposta ao LPS (70, 71). Wu et al (63) verificaram

phox

que LPS e INFy induzem a atividade da enzima e a expressdo da p47°"" em células endoteliais

microvasculares.

1.3 Plaquetas

Plaquetas sdo pequenos fragmentos de megacaridcitos anucleados de 2-3um de diametro e
estdio numa concentracdo de 150.000-350.000 células/ul de sangue. Estes elementos sdo
indispensdveis para a hemostase fisiologica e para a trombose patoldgica, além de participar em
processos inflamatérios (72, 73). As plaquetas, além de possuirem organelas comuns as outras
células, também apresentam trés tipos de granulos: densos, alfa e lisossomais. Os granulos densos
armazenam fons Ca®’ e Mg+2, ATP, ADP e 5-hidroxitriptamina (serotonina) enquanto que oOs
granulos o contém indmeras substancias como o fator 4 plaquetdrio (PF4), a B-tromboglobulina, o
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), proteinas cationicas, fator bactericida e fatores

que participam da cascata de coagulacdo tais como o fibrinogénio, o fator V e o fator VIII/von
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Willebrand. Nos granulos lisossomais encontram-se algumas hidrolases dcidas como a f-
glucoronidase e a -galactosidase (74).

Quando ativadas, as plaquetas, além de liberarem o conteido granular para o meio externo,
elas sintetizam e liberam o tromboxano A; (TXA,) (75) e o fator de ativacdo plaquetéria (PAF) (76),
dois mediadores conhecidos pela capacidade de amplificar a ativagao plaquetdria.

De modo geral, a ativacdo plaquetdria se da através de uma seqiiéncia de sinalizacdo
denominada inside-out e outside-in. A primeira compreende a ligacdo de um agonista ao seu receptor
especifico, que por sua vez, estd ligado a proteina G, levando a ativacdo da fosfolipase C (PLC) e,
conseqiientemente, ao aumento de Ca*? intracelular e ativacio de uma série de enzimas dependentes
deste fon (77, 78). Esta cascata de sinais intracelulares € a responsdvel pela conversio do receptor de
fibrinogénio, integrina ollbB3, do estado de baixa afinidade para o de alta afinidade, permitindo
assim a ligacdo do seu ligante. A integrina oIlbB3 ¢é responsavel pela ligacdo das plaquetas ao
fibrinogénio, fator de von Willebrand (vWf), vitronectina e fibronectina. Apds a ligacdo da integrina
olIbB3 ao seu ligante, inicia-se a segunda etapa de sinalizacdo denominada outside-in, responsavel
pela segunda onda de agregacao e reorganizacdo do citoesqueleto, sendo esta importante para a firme
adesdo bem como para a estabiliza¢do dos grandes agregados de plaquetas (79).

A agregacdo plaquetdria pode ser induzida por vérios agonistas fisioldgicos como a adenosina
difosfato (ADP), trombina, TXA; e coldgeno (79, 80, 81) e é fortemente modulada por substancias
bastante conhecidas como a prostaciclina (PGI,) e o0 NO que inibem a ativacdo plaquetdria através do
aumento de AMPc e GMPc, respectivamente (82, 83)

O ADP € um agonista bastante estudado e leva a ativacdo plaquetdria através da interacdo
com dois subtipos de receptores — o P2Y; e P2Y, (84). O receptor P2Y}, classificado como receptor
acoplado a proyeina G (GPCRs), estd acoplado a proteina Gy e € essencial para a indugdo da
mudanca de forma plaquetdria e agregacdo (85). A estimulacdo de receptores P2Y leva a ativagdo da
fosfolipase CP, (PLCP,), responsdvel por regular a producdo de trifosfato de inositol (IP3) e
diacilglicerol (DAG) levando a liberag@o de cdlcio do sistema tubular denso e a ativacdo da proteina
quinase C (PKC) (86). J4 o receptor P2Y, acoplado a proteina Gj,, levando a inibi¢do da adenilil
ciclase e consequentemente, reducdo da concentracdo de AMP, citosélico. Além disso, o receptor
P2Y, leva a ativacdo da fosfoinositideo-3-quinase (PI3-K), Akt/proteina quinase B, Raplb e Src
tirosina quinase (87, 88). Além disso, a cascata de sinalizacdo desencadeada pela ligagdo do ADP aos

receptores P2Y; e P2Y;, leva a ativagdo do receptor de fibrinogénio e geracdo de TXA, (84).
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1.4 Plaquetas e sepse

O evento que ocorre mais precocemente na fase inicial da endotoxemia € a diminui¢do
significativa do ndmero de leucdcitos e plaquetas no sangue periférico. Um estudo clinico
demonstrou que ja na primeira hora apds a administragdo endovenosa de LPS em voluntarios sadios
hd uma queda de 15% do nimero de plaquetas circulantes (89). Alguns trabalhos especulam que a
queda de plaquetas no sangue periférico se deve ao acimulo destes elementos em certos 6rgaos
como pulmao e figado. A injecdo de LPS em camundongos causa, a0 mesmo tempo, diminui¢cao do
numero de plaquetas circulantes e acimulo desses elementos no figado e pulmdo, sendo que neste
ultimo encontram-se retidos cerca de 80% das plaquetas perdidas da circulag¢do (90). Em humanos, o
nuimero de plaquetas acumuladas em Orgdos periféricos e o grau de ativacdo destas plaquetas,
determinado através da expressdo de proteinas presentes na membrana plaquetaria como a CD62P e
o receptor de fibrinogénio GP (IIb-IIIa), apresentam correlagdo positiva com a severidade da sepse e,
por conseguinte, com o desenvolvimento da disfun¢do multipla de érgdos (91, 92).

Virios efeitos do LPS, apesar de bastante controversos, t€ém sido observados em plaquetas, no
entanto, somente em 2005 foi descrito pela primeira vez a presenga do receptor funcional de LPS —
“toll-like receptor-4” — nestes elementos (12).

O LPS derivado da bactéria Proteus mirabilis, de modo geral, leva a ativacdo plaquetdria. A
incubacdo de LPS com plaquetas de porco por 2 min ja é capaz de induzir a liberacdo do contetido
dos granulos densos e alfa, bem como de levar a geracdo de anion superdxido e sintese de TXA; (93,
94, 95). O aumento da sintese de TXA, também foi observado quando plaquetas humanas foram
incubadas com LPS proveniente de P. mirabilis; entretanto, este aumento foi detectado somente apds
3 h de incubacdo (96). Um trabalho recente mostrou que a incubacio de plaquetas humanas com LPS
de P. mirabilis causou aumento significativo dos niveis de nitrato e nitrito, metabodlitos estdveis do
NO, acompanhado de aumento discreto, mas significativo, da nitragdao de proteinas (97). Em estudos
de adesdo plaquetéria in vitro, o LPS de P. mirabilis induziu aumento da adesdo espontinea de
plaquetas ao coldgeno, mas curiosamente, inibiu a adesdo de plaquetas estimuladas por trombina (98,
99).

Experimentos in vivo de microscopia intravital mostraram que o LPS de E. coli aumenta a

adesdo de plaquetas a vénulas de intestino de camundongo (100), entretanto este efeito parece ser
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mediado por neutréfilos através da liberacdo de anion superdxido (101). Outro grupo de
pesquisadores também demonstrou que o LPS de E. coli é capaz de aumentar a adesdo plaquetdria
em vénulas de mesentério de ratos através do efeito direto da endotoxina aumentando a expressao da
P-selectina do endotélio e da GP Iba da membrana plaquetaria (102).

Por outro lado, a agregacdo de plaquetas humanas e de coelho induzida por coldgeno €
inibida, de forma dependente da concentracdo, por LPS de Escherichia coli, sendo este efeito
acompanhado de aumento de GMPc, inibicdo da mobilizacdo de Ca™ intracelular e inibi¢do da
ativacdo da proteina C quinase (103, 104). A incubagdo de plaquetas com endotoxinas de vdrias
origens também inibe a agregacdo plaquetdria induzida pelo ionéforo de Ca™, A23187, mas ndo
apresenta nenhum efeito na aglutinacdo plaquetdria induzida pela ristocetina (105). E ainda,
pacientes com sepse apresentaram diminui¢do da agregacdo plaquetdria induzida por ADP, coldgeno,
tromboxano e 4cido araquidonico (106). Por outro lado, Zhang et al (107) mostraram que o LPS de
E.coli estimula a secrecdo dos granulos densos e alfa de plaquetas humanas, bem como potencializa

a agregacdo induzida por trombina e coldgeno em baixas concentragdes.

1.5 Plaquetas e espécies reativas de oxigénio

O primeiro estudo mostrando que as plaquetas liberam ROS foi feito por Marcus et al (108)
em 1977. Alguns autores sugerem que, assim como os neutréfilos, o ROS derivado de plaquetas esta
envolvido no mecanismo de defesa e contribuem para a morte de parasitas e bactérias (109).

Semelhante a outras células do organismo, as plaquetas possuem diversas fontes enzimaticas
de producdo de ROS como cicloxigenase (COX), xantina oxidase (XO), CYP2C9, cadeia de
transportes de elétrons e a NAD(P)H oxidase, sendo que esta tltima tem ganhado maior aten¢io por
ser ativada por agonistas que também induzem a ativacdo plaquetdria como o coldgeno e 4cido
araquidonico (23,110). As primeiras evidéncias de expressdo de NA(P)H-oxidase em plaquetas
surgiram em 2001 por Seno et al (111), que detectaram as subunidades p22"™* e p67°"™ em
plaquetas lisadas humanas. Mais tarde, foram encontradas as isoformas gp91P™* e p47P™* (112).
Sabe-se que a ativa¢do plaquetdria esta associada a ativa¢do da subunidade gp91° "% 4a enzima (113).
O coldgeno também induz a liberacdo de anion superéxido pela NA(P)H-oxidase de plaquetas que
por sua vez aumenta a liberagdo de ADP, resultando no aumento de recrutamento de plaquetas. (23).

Mais recentemente, vdrios trabalhos tém sugerido que as ROS podem ter um papel

modulatério na atividade plaquetéria (114). O O, pode aumentar a agregagdo induzida por trombina,
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coldgeno, ADP ou 4cido araquiddnico (115). J4 foi demonstrado também que a producdo de ROS
aumenta a ativacao do receptor de fibrinogénio em plaquetas (112). O inibidor da NA(P)H-oxidase e
o seqiiestrador de anion super6xido também reduzem a agregacdo plaquetdria e a deposi¢do de
coldgeno no trombo (116).

Além disso, a SOD, ao diminuir a disponibilidade de super6xido, promove o aumento de NO
plaquetdrio e assim a inibi¢do da agregacdo, indicando que o superdxido pode modular a acdo

inibitéria do NO na agregagdo plaquetdria (117).
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1.6 Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi investigar o envolvimento das espécies reativas de

oxigénio na modulagdo da agregacdo de plaquetas de ratos tratados com LPS.
1.6.1 Objetivos Especificos
* Determinar os efeitos do tratamento de ratos com LPS em diferentes intervalos de
tempo (2-72h) na agregacio plaquetdria induzida por ADP;
* Determinar os efeitos da incubacio de plaquetas de ratos tratados com LPS com os
seqiiestradores de O, (SOD) e H,0; (catalase) e também com o antioxidantes N-

acetilcisteina (NAC) na agregacdo plaquetdria;

=  Determinar os efeitos do tratamento de ratos com LPS na liberacdo de ROS em

plaquetas na presenca e na auséncia do inibidor da NAD(P)H oxidase — DPI;

= Determinar os efeitos do tratamento de ratos com a NAC na agregacio e na producio

de ROS em plaquetas de ratos injetados com LPS;

» Verificar a acdo do LPS in vitro sobre a liberacio de ROS em plaquetas;
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2. Materiais e Métodos

2.1 Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, pesando 250-340g, provenientes do
Centro Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB -
Unicamp). Esse projeto foi aprovado pela Comissao de Etica na Experimentacdo Animal CEEA-IB-
UNICAMP, protocolo n® 1056-1. Os animais foram transferidos para o Biotério do Departamento de
Farmacologia (Faculdade de Ciéncias Médicas), onde foram mantidos a 24°C, com iluminag¢do didria

de 12 h e com dgua e alimentagdo ad libitum.

2.2 Tratamento de ratos com LPS e N-acetilcisteina

Ratos Wistar machos (270-340g) receberam uma unica injecdo de solu¢do de LPS de
Escherichia coli (1mg/Kg, i.p.). Apés 2, 4, 6, 8, 24, 48, 72h do tratamento com LPS os animais
foram anestesiados com isoflurano e uma incisao longitudinal no abdémen foi feita para a coleta de
sangue arterial obtido do ramo descendente da artéria aorta. Ratos controles receberam uma inje¢ao
i.p. de solucdo fisioldgica de mesmo volume que aqueles tratados com LPS. Em um terceiro grupo
experimental, o antioxidante N-acetilcisteina (150 mg/kg i.p.) foi injetado em ratos 30 min apds a

injecdo de LPS ou salina.

2.3 Obtencao de plaquetas lavadas

O sangue dos ratos controles ou tratados com LPS foi coletado em ACD-C (citrato de sédio
12.4 mM, 4cido citrico 13 mM e glicose 11 mM) (9:1 v/v). Primeiramente o PRP foi obtido por
centrifugacdo do sangue total a 200 g em temperatura ambiente por 15 min. Em seguida, o tampao de
lavagem (NaCl 140 mM, KCI 0.5 mM, citrato trisédico 12 mM, glicose 10 mM e sacarose 12.5 mM,
pH 6) na propor¢do 7:5 (tampao/plasma) foi adicionado ao PRP e centrifugados por 13 min a 800 g.
O precipitado plaquetdrio foi ressuspenso em tampao de lavagem e novamente centrifugado a 800 g
por 13 min. Finalmente, as plaquetas foram ressuspensas em solu¢do de Krebs-Ringer desprovida de

Ca™ e o niimero de plaquetas foi ajustado para 1,2 x 108 plaquetas/ml através de contagem manual
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utilizando-se camara de Neubauer. Ao final, foi adicionado cloreto de célcio a suspensao plaquetaria

para uma concentra¢ao final de 1mM.

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

Newbauer.

2.5 Contagem total e diferencial de leucécitos

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

(Panétipo Rapido).

2.6 Agregacio plaquetaria

400ul de suspensdo plaquetdria foi transferida para a cubeta de agregacdo e levada ao
agregdmetro de 2 canais (Chrono-log Lumi-Aggregometer model 560-Ca, Havertown, PA, EUA). O
aparelho foi calibrado para 0% (suspensdo de plaquetas lavadas) e 100% (solu¢do de Krebs-Ringer).
Em seguida a agregacdo foi induzida por ADP (3-10 uM) e monitorada por 10 min. Em alguns
experimentos as plaquetas foram incubadas com PEG-SOD (30U/ml), PEG-Catalase (1000U/ml) ou
NAC (100uM) por 5 min antes da adi¢io de ADP SuM.

2.7 Determinacao de ROS por citometria de fluxo

A determinagdo dos niveis de ROS em plaquetas foi realizada como descrito por Swith e
Weidemann, 1993 (118).

Foram realizados dois tipos de experimentos: com LPS in vitro e in vivo.

In vitro: a suspensdo de plaquetas lavadas (1,2X108plaq/ml) foi incubada com LPS (100 ou
300ug/ml) por 2h e apds foi adicionado SuM de 2’°,7’-diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA). A
suspensao plaquetdria (500ul) foi transferida para os tubos de citometria.

In vivo: & suspensdo de plaquetas lavadas (1,2x10%plag/ml) foi adicionado 5uM de 2°,7’-
diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA). A suspensdo plaquetaria (500ul) foi transferida para os
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tubos de citometria e incubada ou ndo com ADP (20 uM) por 20 min. Em algumas amostras, as
plaquetas foram pré-incubadas com DPI (10 uM) por 15 min antes da adicdo do DCFH-DA.

Em seguida, tanto nos experimento in vifro quanto in vivo, as suspensdes plaquetdria foram
cetrifugadas a 800g em temperatura ambiente por 10 min. Os sobrenadantes foram desprezados e o
pellet plaquetario ressuspenso em 500 pl de solucdo de Krebs-Ringer. Uma amostra contendo
somente a suspensdo plaquetdria, na auséncia de DCFH-DA, foi utilizada como controle negativo,
enquanto que o controle positivo foi realizado adicinando-se H,O, (8mM) a suspensdo. A liberacdo
de ROS foi quantificada usando um citometro de fluxo (FACSCalibur Becton Dickinson, NJ, EUA)
equipado com 488nm wavelength argon laser, 525 e 575nm band pass filters. As plaquetas foram
identificadas pelos sinais forward and side scatter. Dez mil eventos especificos plaquetarios foram
analisados pelo citometro. Plaquetas ativadas (ou ndo) foram selecionadas para ndo analisar

agregados plaquetdrios ou microparticulas

2.8 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como médias + erro padrio das médias (EPM) de n
experimentos. Diferengas estatisticas significativas foram determinadas por andlise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni. O teste ¢ de Student ndo-pareado foi usado para
comparar grupos especificos quando apropriado. Valores de p<0,05 foram considerados

significativos.
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3. Resultados

3.1 Efeito do LPS sobre o nimero de leucdcitos e plaquetas em sangue periférico de
ratos

A figura 1 mostra que o nimero total de leucécitos do sangue periférico de ratos 2, 4 e 6h
apos o tratamento com LPS (Img/Kg, i.p.) estd significativamente reduzido em relagdo ao controle,
sendo a maior reducdo observada apds 6h (60%). Por outro lado, o LPS causou um aumento
significativo do nimero de leucdcitos totais nos tempos de 12, 24, 48 e 72h (10, 66, 70 e 39% de
aumento em relacdo ao controle, respectivamente). A contagem diferencial de leuc6citos mostrou
que a porcentagem de neutréfilos 2-48h apds o tratamento dos ratos com LPS aumentou
significativamente em relagdo ao controle, enquanto que a porcentagem de linfécitos foi
significativamente reduzida (fig. 2A e 2B). Ja a porcentagem de neutrdfilos e linfécitos nao foi
modificada 72h apds a infeccdo de LPS (fig. 2A e 2B). Na contagem diferencial dos leucdcitos ndo
foi observado a presenca de mondcitos ou eosindfilos no sangue de ratos controles ou tratados com
LPS.

Conforme mostra a figura 3, hd uma reducdo significativa no nimero de plaquetas em ratos
tratados com LPS nos tempos de 4-72h sendo esta reducdo mais pronunciada nos tempos de 6, 8, 12
e 24h (57, 67.5, 69 e 85% de reducdo com relagdo ao controle, respectivamente). Cabe ressaltar que

o numero de plaquetas 2h apds a inje¢do com LPS ndo estd alterado com relag@o ao controle.
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Figura 1: Efeito do LPS sobre o nimero de leucécitos em sangue periférico de ratos. A
contagem de leucdcitos totais foi realizada no sangue periférico de ratos 2-72h apds a injecdo de LPS
(Img/Kg, i.p.). Os resultados estdo apresentados como média = E.P.M. provenientes de 3-5 animais

por grupo. - P < 0,05 comparado ao grupo controle (CT)
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Figura 2: Efeito do LPS sobre a porcentagem de neutrdfilos e linfocitos em sangue periférico
de ratos. A contagem diferencial de leucdcitos foi realizada no sangue periférico de ratos 2-72h apds
a injecdo de LPS (1mg/Kg, i.p.). O painel A mostra a porcentagem de neutréfilos e o painel B a
porcentagem de linfocitos. Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M. provenientes de

3-5 animais por grupo. P < 0,05 comparado ao grupo controle (CT).
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Figura 3: Efeito do LPS sobre o nimero de plaquetas em sangue periférico de ratos. A
contagem de plaquetas foi realizada no sangue periférico de ratos 2-72h apds a injecdo de LPS
(Img/Kg, i.p.). Os resultados estdo apresentados como média = E.P.M. provenientes de 3-5 animais

por grupo. "P<0,05 comparado ao grupo controle (CT)
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3.2 Efeito do tratamento de ratos com LPS na agregacao plaquetaria induzida por ADP

A agregacdo de plaquetas de ratos 4-72h ap6s a inje¢do com LPS induzida por ADP (3-
10uM) foi signigficativamente reduzida com relagdo ao controle (figura 4), enquanto que em 2h
somente a agregacdo induzida por baixa concentracdo de ADP (3 uM) apresentou-se reduzida
(18% de redug¢do comparada ao controle). A agregacdo plaquetdria de ratos 24h apds a
exposi¢do ao LPS nio foi realizada, pois nio foi obtido nimero de plaquetas suficiente para a
realizacdo do experimento.

A incubacgdo de plaquetas controles com PEG-catalase (1000u/ml) por 5 min reduziu
significativamente a agregacdo induzida por ADP 5 uM (figura 5). Da mesma forma, a PEG-
SOD (30u/ml) reduziu de forma marcante (58%) a agregacdo de plaquetas dos ratos controles
(figura 5). O efeito inibitério do LPS em 6, 8 e 48h foi aumentado quando as plaquetas foram
incubadas in vitro com PEG-SOD ou PEG-catalase (agregacdo 6h apds o tratamento com LPS:
25+12%, 2+2% e 4+3%, para os grupos controle, na presenca de PEG-SOD ou na presenca de
PEG-catalase, respectivamente; figura 5). A agregagdo de plaquetas de ratos controles incubadas
in vitro com NAC (100uM) foi similar a agregacdo na auséncia do antioxidante. Assim como
observado no grupo controle, NAC nao afetou a agregacdo plaquetdria de ratos 6h apds o
tratamento com LPS. Entretanto, a incubagdo in vitro de NAC em plaquetas de ratos 6 e 48h
ap0s a injecao com LPS aumentou significativamente o efeito inibitério do LPS (figura 5).

Por outro lado, a inje¢do de ratos com NAC (150mg/Kg, i.p.) 30 min apds o tratamento
com LPS (4-72h), reverteu a inibi¢do da agregacdo plaquetdria causada pelo LPS (figura 6 A e
B). A agregacdo plaquetdria foi da mesma magnitude em ratos controles tratados e ndo tratados

com NAC (figura 6 B)
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Figura 4: Agregacao de plaquetas de ratos tratados com LPS induzida por ADP. Ratos foram
injetados com LPS (1mg/Kg,i.p.) e apSs 2-72h o sangue foi coletado. As plaquetas lavadas (1,2x10°
plaquetas/ml) foram estimuladas com ADP (3-10uM). Os resultados estdo apresentados como média

+ E.P.M. provenientes de 3-5 animais por grupo. =P < 0,05 comparado ao grupo controle em suas

respectivas concentracdes.
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Fig. 5: Efeito da PEG-catalase, PEG-SOD e NAC na agregacao plaquetaria de ratos tratados
com LPS. Os ratos foram injetados com LPS (1mg/Kg, i.p.) e apds 6, 8, e 48h o sangue foi coletado.
As plaquetas (1,2x10° plaquetas/ml) foram incubadas com PEG-catalase (1000u/ml), PEG-SOD
(30u/ml) ou NAC (1000uM) por 5 min antes da adicio de ADP (S5uM). Os resultados estdo
apresentados como média + E.P.M. provenientes de 3-5 animais por grupo. P < 0,05 comparado

com o respectivo conrole.
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Figura 6: Efeito do tratamento de ratos com NAC na agregacao plaquetaria de ratos
injetados com LPS. Os ratos foram tratados com NAC (150mg/Kg, i.p.) 30 min apés a inje¢ao
com LPS (1mg/Kg, i.p.). O sangue foi coletado 4-72h apds a injecdo de LPS e a agregacdo
plaquetéria foi induzida por ADP (3-10uM). (A) Agregacdo plaquetdria de ratos tratados com
NAC na presenca ou na auséncia de LPS. (B) Comparacdo da agregacdo de plaquetas de ratos
controles, bem como de ratos injetados com LPS, na presenca ou na auséncia de NAC. Os
resultados estdo apresentados como média = E.P.M. provenientes de 3-5 animais por grupo. = P
< 0,05 comparado ao grupo controle.
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3.3 Efeito do tratamento de ratos com LPS sobre a liberacao de ROS plaquetaria

A incubacio in vitro de plaquetas com LPS (100 e 300ug/ml) por 2 h ndo aumentou a geracao
de ROS em plaquetas ndo ativadas ou em plaquetas estimuladas com ADP 20uM (figura 7 A).
Entretanto, o tratamento de ratos com LPS em 6, 8 e 48h aumentou significativamente a liberagao de
ROS em plaquetas estimuladas por ADP (aumento de 2.3, 2.5 e 3.6 vezes a quantidade liberada de
ROS em 6, 8 e 48h comparado ao controle, respectivamente) (figura 7B). Entretanto, o tratamento de
ratos com LPS ndo aumentou a liberacdo de ROS de plaquetas ndo ativadas. A fim de verificarmos a
origem da liberacdo de ROS em plaquetas de ratos tratados com LPS, incubamos as plaquetas com
DPI, um inibidor da NAD(P)H oxidase. A figura 8 mostra que a incubagdo de plaquetas de ratos 8 e
48h apos a injecdo com LPS com DPI (10uM) por 15min reduziu significativamente a producdo de
ROS em plaquetas ativadas com ADP 20uM (reducgdo de 28 e 60% em ratos tratados com LPS 8 e
48h, respectivamente). Entretanto, a geragdo de ROS em plaquetas de ratos tratados 6h apds a
injecdo com LPS ndo foi reduzida pela incubagdo com DPI. O tratamento de ratos com NAC
(15mg/Kg, i.p.) reduziu significativamente a producdo de ROS em plaquetas ativadas de ratos 8 e
48h apds a injecdo com LPS enquanto que em 6h a mesma ndo foi modificada (figura 9). O
tratamento de ratos controles com NAC ndo interferiu na geracdo de ROS em plaquetas ativadas com

ADP 20 pM.

Resultados

38



MFI

Bw_
—1- ADP
Hl -ADP
Gw_
C1
400 g ANIMAL 2 6H BOS .02
2
200 n B
H EBm 35
c [l
100 300 ¥
_— L]
controle LPS (ug/mi)
B
800- »
C2
600- ot
wit g, ANIMAL BH ROS 002

4001 =L

L
200- 28

controle 6 8 48 B I - i
ROS

tratamento LPS (h)

Figura 7: Efeito do tratamento de ratos com LPS na producao de ROS em plaquetas

(A) As plaquetas (1,2x10° plaquetas/ml) foram isoladas de ratos controles e incubadas com LPS
(100 e 300ug/ml) por 2h. A producdo de ROS foi quantificada por citometria de fluxo
utilizando-se DCFH-DA em plaquetas ndo estimuladas e estimuladas com ADP 20um. (B) Os
ratos foram injetados com LPS (Img/Kg, i.p.) e apds 6, 8 e 48h o sangue foi coletado. A
producdo de ROS foi quantificada em plaquetas ndo ativadas e ativadas com ADP 20um. (C1)
Tracado representativo da producao de ROS por citometria de fluxo em plaquetas ndo ativadas e

(C2) ativadas com ADP 20um de ratos tratados com LPS. Os resultados sdo apresentados como

média = E.P.M. provenientes de 3-4 animais por grupo. #p< 0,05 comparando com o
respectivo controle de ratos ndo tratados com LPS. " P < 0,05 comparado com o respectivo

controle de ratos injetados com LPS. MFI=Indice de Influorescéncia Média
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Fig. 8: Efeito da inibicao da NAD(P)H oxidase na geracio de ROS em plaquetas de ratos
tratados com LPS. Os ratos foram injetados com LPS (1mg/Kg, i.p.) e apds 6, 8 e 48h o sangue foi
coletado. Plaquetas lavadas (1,2X10® plaquetas/ml) foram incubadas com DPI 10uM por 15 min e a
geracdo de ROS foi quantificada apds a adicdo de ADP 20uM. Os resultados estdo apresentados

como média £ E.P.M. provenientes de 3-5 animais por grupo. #p< 0,05 comparado com ratos
controles. ~ P < 0,05 comparado com o respectivo controle de ratos injetados com LPS. MFI=Indice

de Influorescéncia Média.
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Fig. 9: Efeito do tratamento de ratos com N-acetilcisteina (NAC) na geracao de ROS em
plaquetas de ratos injetados com LPS. Os ratos foram tratados com NAC (150mg/Kg, i.p.) 30 min
ap0s a injecao com LPS (1mg/Kg, i.p.) e apos 6, 8, 48h o sangue foi coletado. A geracdo de ROS na
plaquetas (1,2X10® plaquetas/ml) foi quantificada apés a adi¢io de ADP 20uM. Os resultados estdo

apresentados como média = E.P.M. provenientes de 3-5 animais por grupo. #p< 0,05 comparado
com ratos controles. = P < 0,05 comparado com o respectivo controle na auséncia de NAC.

MFI=Indice de Influorescéncia Média
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4. Discussao
A importancia das plaquetas na hemostasia ja é bastante reconhecida, mas nos ultimos anos
vém aumentando as evidéncias que sugerem um papel importante desses elementos em reacdes
inflamatdrias, incluindo a sepse. Vérios estudos mostraram que a administracdo de LPS em animais
e humanos leva a vdrios sinais observados na sepse como trombocitopenia, leucopenia, febre,
aumento de concentragdo de interleucinas circulantes e aumento da producio de NO (5, 119, 120).

Apesar de numerosos estudos investigando a acdo do LPS em plaquetas, os dados continuam
controversos, variando de acordo com o protocolo experimental empregado e a fonte de LPS.
Estudos prévios mostraram que em alguns casos, o LPS promove a inibi¢do plaquetdria (103, 105,
106, 119, 121) outros grupos nenhum efeito (122, 123, 124) e ainda grupos que observaram a
ativacdo da adesdo ou da agregacdo plaquetdria (94, 95, 100, 102, 107, 125).

Em nosso trabalho, observamos que os nimeros de leucdcitos e de plaquetas do sangue
periférico de ratos tratados com LPS apresentaram-se diminuidos, sendo que as quedas mais
acentuadas foram observadas apds 6h e 24h de tratamento com LPS, respectivamente. Alguns
trabalhos mostram que o evento que ocorre mais precocemente na fase inicial da endotoxemia € a
diminuicdo significativa do nimero de leucdcitos e plaquetas no sangue periférico (89) e que a
queda de plaquetas no sangue periférico se deve ao acimulo destes elementos em certos 6rgaos
como pulmao e figado. A injecdo de LPS em camundongos causa, a0 mesmo tempo, diminuicao do
nimero de plaquetas circulantes e acimulo desses elementos no figado e pulmao, sendo que neste
ultimo encontram-se retidos cerca de 80% das plaquetas perdidas da circula¢do (90). Em humanos,
o numero de plaquetas acumuladas em 6rgdos periféricos e o grau de ativacdo destas plaquetas,
determinado através da expressdo de proteinas presentes na membrana plaquetdria como a CD62P e
o receptor de fibrinogénio GP (IIb-I1la), apresentam correlagdo positiva com a severidade da sepse
e, por conseguinte, com o desenvolvimento da disfungdo multipla de 6rgdos (91, 92). Sendo assim,
nossos resultados indicam que a concentracdo de LPS utilizada neste trabalho foi suficiente para
levar a sepse nos animais.

O LPS € capaz de ativar diversos tipos de células e desencadear a producio de diferentes
substancias incluindo ROS. No presente trabalho nés mostramos que o tratamento de ratos com LPS
6-48h causa um significante aumento da producao de ROS em plaquetas ativadas com ADP. Ha

poucos estudos mostrando que o LPS causa aumento de ROS em plaquetas, sendo que nestes
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trabalhos foi utilizado LPS de Proteus mirabilis (126,127). Em plaquetas, diferentes fontes
contribuem para a producdo de ROS, como a COX, XO, mitocondria e NAD(P)H oxidase (114).
Todas estas fontes, provavelmente, geram maiores quantidades de ROS quando as plaquetas sdao
ativadas. Isto explicaria a observacdo que as plaquetas ndo ativadas de ratos controles ou tratados
com LPS geram quantidades similares de ROS.

A primeira evidéncia da expressdo de NAD(P)H oxidase em plaquetas foi mostrada por

Seno et al (111), que detectaram as subunidades p2222 e p67phox

em plaquetas lisadas. Mais tarde,
foram encontradas as subunidades gp91°™* e p47°™* (23,112). A reducio da formagio de Oy
plaquetdrio pelo inibidor da NAD(P)H oxidase DPI vem sendo mostrado por diferentes grupos (128,
129) mas a contribuicdo desta enzima para a geragdo de O, em plaquetas de ratos tratados com LPS
ainda € pouco estudada. Nossos resultados mostraram que o aumento da produg¢do de ROS em
plaquetas de ratos tratados com LPS em 8 e 48h € parcialmente dependente da ativacdo da
NAD(P)H oxidase. De fato, ha estudos mostrando que o LPS ativa a NAD(P)H oxidase e, portanto,
leva a um aumento da formacdo de O, (130, 131, 132). Recentemente, Li e Frei (133)
demonstraram que a incubac¢do de células endoteliais de aorta humana com LPS por 24h aumenta a
atividade da NAD(P)H oxidase e também a expressao da subunidade p22ph°". E interessante notar
que em ratos 6h apds a injecdo de LPS, o DPI ndo diminuiu a liberacdo de ROS, indicando que
neste caso a geracdo de O, se dd por outras fontes. Em 2001, Zielinski et al (126) verificaram que a
incubacdo de plaquetas com o inibidor de COX, indometacina, ndo afetou a producdo de ROS
causada por LPS de Proteus mirabilis. Estes resultados sugerem que a COX, provavelmente, ndao
contribui para a geracdo de ROS induzida por LPS em 6h. No presente trabalho, a incubagdo de
plaquetas com LPS in vitro, mesmo em concentracdes tao altas com 300ug/ml, ndo causou aumento
na producdo de ROS. Esta aparente discrepancia entre os resultados poderia ser explicada pela acao
de substancias geradas sistemicamente pelo LPS, quando este € injetado em ratos, que poderiam
modular positivamente a produ¢do de ROS, como TNF-a (134, 135, 136), o interfern-y (135) e o
NO (137).

A injecdo de ratos com LPS causou uma redugdo significativa da agregacdo plaquetaria
induzida por ADP, sendo esta mais marcante 48h apds o tratamento com LPS. Estes resultados
estdo de acordo com um recente trabalho que também mostra que a agregacdo de plaquetas de ratos

estd reduzida 48h ap6s a inje¢do com LPS (138).
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Um ndmero crescente de trabalhos mostram que ROS modulam a reatividade plaquetdria,
entretanto, seus efeitos nas plaquetas sdo ainda bastante controversos. Alguns trabalhos mostram
que ROS diminuem a atividade plaquetéria (139, 140), enquanto outros mostram um aumento na
atividade plaquetdria (23, 141). Em nosso estudo, o sequestrador de O, , PEG-SOD, bem como o
sequestrador de H,O, PEG-catalase, praticamente aboliram a agregacdo de plaquetas de ratos
tratados com LPS. Este aumento do efeito inibitério do LPS pela PEG-SOD e PEG-catalase pode
ser decorrente do efeito direto de ROS nas plaquetas. Alguns trabalhos mostram que o O, ativa
plaquetas por aumentar a liberacio de ADP pelos granulos densos e por ativar o receptor de
fibrinogénio, a integrina ollbB3 (114, 141). Embora os reais efeitos gerados pelo H,O, em plaquetas
ainda ndo sejam claros, alguns trabalhos mostram que o H,O, tem atividade pré-agregante e € capaz
de aumentar a concentracdo de cdlcio intracelular em plaquetas (142, 143, 144). Em contraste com
os nossos resultados, Dong et al (145) mostraram que a catalase atenua o efeito inibitério do
tratamento de ratos com LPS em plaquetas. Esta discrepancia nos resultados pode ser causada pelas
diferencas nas condi¢des experimentais. No presente estudo, foram utilizados ratos Wistar e a
agregacao de plaquetas lavadas foi analisada 6-48h apds a injecdo de LPS 1mg/Kg (i.p.), enquanto
que no trabalho citado os autores utilizaram ratos Sprague-Dawley e a agregacdo foi realizada em
plasma rico m plaquetas 90 min apds a injecdo de LPS (2mg/Kg, i.v.). O aumento da
bidisponibilidade do NO, um potente inibidor da funcdo plaquetdria, também poderia contribuir
para o efeito da PEG-SOD, ji que o O, pode reagir com o NO gerando o peroxinitrito. E
interessante notar que a PEG-SOD e a PEG-catalase, em menor extensdo, também inibem
significatvamente a agregacio plaquetdria de ratos controles. Portanto, nds concluimos que o O, e
H,0; sao importantes moduladores da reatividade plaquetéria tanto em ratos tratados com LPS
como em ratos controles.

A NAC ¢é um antioxidante largamente utilizado em estudos de estresse oxidativo (146, 147,
148). No Nosso trabalho, a incubacio de plaquetas com NAC in vitro, ndo modificou a agregacao
de plaquetas de ratos controles ou de ratos 6h apds a injecdo de LPS, enquanto que a agregacdo em
8 e 48h apds a administracao de LPS foi significativamente reduzida. Estes resultados indicam que a
inibicdo da agregacdo plaquetdria causada por NAC in vitro nao foi devido ao seqiiestro de ROS, ja

que em 6h apods a injecdo de LPS a producao de ROS € tdo grande quanto em 8 e 48h. Além disso,

Discussao

44



diferente da NAC, a PEG-SOD e PEG-catalase, conhecidos como seqiiestradores de ROS,
aumentaram o efeito inibitorio do LPS em 6, 8 e 48h.
A ativagdo da NAD(P)H oxidase envolve a fosforilacdo e a transloca¢do das subunidades

1 phox

citosélicas (p47°", p67*"* e p40P™) para o flavocitocromo bssg (gp9 e p22P) situado na

7Pho% & da

membrana citoplasmatica (48). Trabalhos mostram que a NAC inibe a translocacdo da p4
p67° "X em neutréfilos humanos (149) e em eosinofilos (146) quando estas células sdo ativadas.

De fato a NAC, além de ser um seqiiestrador de ROS, aumenta o contetdo celular de
glutationa, inibe a ativac¢ao do fator NF-«B, inibe a produ¢do de TNF-a e inibe a enzima NAD(P)H
oxidase (49, 146, 147, 148, 150, 151, 152).

Diferente dos resultaos obtidos com NAC in vitro, o tratamento de ratos com este
antioxidante, apos a exposicao ao LPS, preveniu o efeito inibitério do LPS na agregacdo plaquetaria
induzida por ADP. Como mencionado acima, a NAC pode aumentar o conteiudo de um importante
antioxidante celular, a glutationa (146, 149, 150). O aumento dos niveis da glutationa pode
recuperar o balango redox apropriado no animal (149, 153) e assim, restaurar a resposta plaquetaria
normal nos ratos com LPS.

Portanto, os resultados neste trabalho mostram claramente que ROS, geradas me plaquetas

ou sistemicamente, t€m um papel importante na modulacdo da agregacdo de plaquetas de ratos

tratados com LPS.
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5. Conclusao

Os resultados apresentados neste estado nos permitem concluir:

e O tratamento de ratos com LPS causa inibicdo da agregacdo plaquetdrias induzida por

ADP

e A incubacio de plaquetas com PEG-SOD, PEG-catalase ¢ NAC aumenta o efeito
inibitério do LPS sobre a agregacdo plaquetdria indicando o papel modulatério de ROS

nesta resposta

e A NAD(P)H oxidase participa da geracdo de ROS em plaquetas de ratos expostos a LPS
por tempo mais prolongado (8-48h)

e O tratamento de ratos com NAC previne o aumento da geracdo de ROS em plaquetas de
ratos tratados com LPS e também a inibi¢do da agregacgao plaquetdria induzida por ADP,

indicando que a geragdao de ROS sistemicamente também modula a fun¢¢do plaquetaria
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