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Resumo 

O LPS é capaz de ativar diferentes células, incluindo plaquetas, causando a liberação de 

mediadores inflamatórios como o óxido nítrico, interleucinas e espécies reativas de 

oxigênio (ROS). Vários trabalhos têm sido publicados sobre os efeitos do LPS sobre a 

reatividade plaquetária, mas os resultados ainda são conflitantes e os mecanismos 

envolvidos nas cascatas de sinalização desencadeada pelo LPS permanecem indefinidos. 

Portanto, utilizamos plaquetas isoladas de ratos tratados com LPS para investigar o papel 

das ROS na modulação da agregação plaquetária. Os ratos foram injetados com LPS (1 mg 

/ kg, i.p.) e após, 2 a 72 h depois, a agregação plaquetária foi avaliada. As espécies reativas 

de oxigênio foram determinadas através da sonda 2', 7'-dichlorofluorescein diacetato 

(DCFH-DA). A agregação plaquetária induzida por ADP foi, tempo-dependente, reduzida 4 

a 72 h após a injeção LPS, e este efeito inibitório foi aumentado quando plaquetas foram 

incubadas com PEG-SOD, PEG-catalase ou N-acetilcisteína (NAC). O tratamento de ratos 

com NAC (150 mg / kg i.p., 30 minutos após a injeção LPS) impediu a inibição da 

agregação plaquetária. A incubação de plaquetas de animais controle com LPS (100 e 300 

µg/ml, 2 h) in vitro não afetou a produção de ROS. Nas plaquetas de ratos tratados com 

LPS, ativadas com ADP, a produção de ROS foi significativamente maior comparado com 

os ratos controle. Este aumento da produção 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 produção de ROS pelo LPS. Como 

conclusão, a produção sistêmica de ROS em resposta ao tratamento in vivo de LPS 

desempenha um importante papel modulatório na agregação plaquetária.  
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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 (1 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 µg/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. Introdução 

1.1 Septicemia e Lipopolissacarídeo 

Um dos problemas mais freqüentes e mais sérios com que os clínicos se deparam é o controle 

das infecções que provocam uma resposta inflamatória sistêmica denominada septicemia (1).     

 Pesquisas recentes realizadas nos Estados Unidos mostram que 2 a 11% do total dos casos 

admitidos em hospitais são devido à sepse severa e que 30 a 60% desses casos evoluem a óbito (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)1, ocorreram 54.365 internações para tratamento de sepse no SUS, 

representando aproximadamente 0,5% do total de internações, sendo que 38,02% destes pacientes 

vieram a óbito . 

Normalmente a sepse é causada por uma infecção bacteriana, mas também pode ser causada 

por outros microorganismos como vírus e fungos (2). De modo geral, a sepse caracteriza-se por uma 

diminuição da atividade cardiocirculatória resultante da liberação descontrolada de cininas, 

prostaglandinas, citocinas e óxido nítrico (NO) e, além disso, ocorre também a redução simultânea 

do débito cardíaco. Dessa forma, há o colapso do sistema vascular, quadro denominado de choque 

séptico, que é caracterizado ainda por sinais bioquímicos de déficit de oxigênio, danos vasculares e 

coagulação intravascular disseminada. A diminuição da pressão arterial e da perfusão tecidual 

juntamente com a reação inflamatória acaba gerando danos funcionais nos sistemas renal, hepático e 

pulmonar, que podem culminar na disfunção múltipla de órgãos (5). 

 

 

 

 

 

 

 

                                                           
1 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 são a 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e espécies de Klebsiella que desencadeiam a maior parte 

de seus efeitos através do lipopolissacáride (LPS) presente na parede desses organismos (2). Os 

lipopolissacarídeos, componentes estruturais exclusivos da membrana externa das bactérias gram-

negativas, são glicolipídeos complexos constituídos de uma porção lipídica denominada lipídeo A, 

uma região do centro polissacarídeo que possui, em geral, estrutura similar dentro de um gênero ou 

espécie de bactéria, e cadeias laterais O-específicas que são regiões de estrutura bioquímica variável 

que conferem uma identidade sorológica única às espécies de gram-negativas. O lipídeo A parece ser 

o principal componente responsável pelas manifestações da atividade de endotoxina em pacientes 

com septicemia por bactérias gram-negativas (7, 8). O LPS pode ativar muitos tipos de células, 

incluindo leucócitos polimorfonucleares, monócitos, macrófagos, células endoteliais e plaquetas (9, 

10,11, 12). O mecanismo molecular de ativação se dá pela ligação do LPS a molécula CD14 presente 

em macrófagos, monócitos e neutrófilos a qual pode ser facilitada pela proteína ligante de LPS 

(LBP) (13, 14). Uma vez que a molécula CD14 não possui domínio transmembrana a sinalização 

intracelular se dá através do receptor TLR (toll-like receptor), uma glicoproteína transmembrana 

expressa em leucócitos, linfócitos, endotélio vascular e plaquetas (12,15). Até agora, 11 membros da 

família TLR foram identificados em mamíferos e 13 em ratos(16)2. 

                                                           
2 http://www.imgenex.com/Toll-likeReceptors.php 
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O TLR4 é responsável pelo reconhecimento da maioria das bactérias gram-negativas. O 

complexo CD14/TLR leva a ativação do fator nuclear B (NF- B) através de uma cascata de 

fosforilações desencadeada por uma família de quinases denominada proteína quinase ativada por 

mitógeno (MAPK) (17). A ativação do NF- B está envolvida na ativação de inúmeros genes 

inflamatórios que codificam proteínas como citocinas, quimiocinas, proteínas de adesão e proteínas 

do sistema complemento (18). 

 

1.2 Espécies reativas de oxigênio e nitrogênio na Sepse 

O LPS causa várias respostas biológicas através da ativação de células específicas incluindo 

monócitos, macrófagos e leucócitos polimorfonucleares que são capazes de liberar quantidades 

excessivas de diferentes mediadores.  Além da liberação de mediadores inflamatórios clássicos como 

citocinas, metabólitos do ácido araquidônico e o fator de ativação plaquetária (PAF), ocorre grande 

geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS) (19).  

Entre as espécies reativas de oxigênio podemos citar o radical ânion superóxido (O2
-), o 

peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (·OH). O O2
- e ·OH são classificados como 

radicais livres devido à presença de um elétron desemparelhado em sua estrutura atômica, enquanto 

as demais espécies coletivamente são classificadas como ROS (20). 

A produção do O2
- ocorre mais comumente na mitocôndria. A cadeia de transporte de 

elétrons na mitocôndria é a principal fonte de ATP nas células sendo, portanto, fundamental para a 

vida e é nesta etapa que ocorre o “escape” de elétrons com concomitante formação de O2
-. (21). Na 

realidade 1-3% de todos os elétrons da cadeia de transporte de elétrons “escapam” para gerar o ânion 

superóxido ao invés de contribuir para a redução do oxigênio para a formação de água (22). 

O H2O2 pode ser formado pela superóxido desmutase (SOD) e rapidamente degradado pela 

catalase e glutationa peroxidase (23). Ele é mais estável que os outros ROS e é permeável às 

membranas celulares (24, 25). Os peroxissomos produzem grande quantidade de H2O2 pela ação de 

oxidases envolvidas no catabolismo de aminoácidos e na oxidação de ácidos graxos (26). Essa 

organela também contém catalase, que decompõe H2O2, prevenindo o acúmulo deste composto 

tóxico. Quando há danos nos peroxissomos, o consumo de H2O2 se torna prejudicado e sua liberação 

no citosol contribui significativamente para o estresse oxidativo (23, 27).
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O radical hidroxila (·OH) é altamente reativo e com meia-vida em solução aquosa de 1ns. O 
·OH pode ser gerado pela mieloperoxidase ou reações catalisadas pelo ferro. A reação de Fenton é 

uma das principais vias de geração de ·OH in vivo através da oxidação de Fe+2 a Fe+3 e decomposição 

do H2O2 (Fe+2 + H2O2  Fe+3  + .OH + OH- ). Além disso, em situações onde há grande produção de 

O2
-, a via envolvendo a reação de Haber-Weiss pode contribuir significativamente para produção de 

.OH (O2
- + H2O2  O2 + .OH + OH) (28). 

Já dentre as RNS podemos citar o óxido nítrico (NO). Este gás bastante lipossolúvel (29), 

apesar de menos reativo que o radical .OH,  pode reagir com o O2
- formando outra espécie reativa de 

nitrogênio - o peroxinitrito (ONOO-). O ONOO- pode se decompor produzindo potentes oxidantes 

em tampão fisiológico (20). O NO é gerado biologicamente nos tecidos, juntamente com a L-

citrulina, pela enzima óxido nítrico sintase (NOS). A NOS oxida o nitrogênio do grupo guanidino do 

aminoácido L-arginina, com a formação de NO (30). As isoformas de NOS são agrupadas em duas 

categorias, a NOS constitutiva (c-NOS) e a NOS induzível (i-NOS). A c-NOS é dependente de íons 

cálcio e de calmodulina, produz pequenas quantidades de NO e está envolvida na sinalização celular 

(31, 32). A isoforma constitutiva compreende a NOS neuronal (n-NOS, tipo I), presente 

normalmente nos neurônios (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 íons cálcio não é 

expressa sob condições normais, mas é induzida por citocinas e/ou endotoxinas em uma variedade de 

células, como macrófagos, linfócitos T, células endoteliais, miócitos, hepatócitos, condrócitos, 

neutrófilos e plaquetas (32). Na realidade, a presença de i-NOS em plaquetas é bastante questionável 

e recentemente Gambaryan et al mostraram que as plaquetas humanas e de camundongos não contêm 

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 produção deste continua 

indefinidamente até que a L-arginina ou os cofatores necessários para sua síntese sejam depletados 

ou ocorra a morte celular (37). 

O NO é um radical reativo abundante que age como um importante sinalizador molecular 

oxidativo em uma diversidade de processos fisiológicos, incluindo neurotransmissão, regulação da 

pressão sanguínea, mecanismos de defesa, relaxamento do músculo liso, inibição da atividade 

plaquetária e regulação imunológica (38, 39). Seus efeitos biológicos são iniciados através da 

ativação da enzima heterodimérica guanilil ciclase solúvel (GCs) e /ou através de 
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outras reações químicas que independem dessa enzima (40). A ativação de GCs resulta na produção 

de guanosina monofosfato cíclico (GMPc), um segundo mensageiro que inicia várias cascatas 

bioquímicas de sinalização (41,  42).  

A superprodução de espécies reativas de nitrogênio é chamada de estresse nitrosativo (43, 44) 

e pode ocorrer quando o sistema excede sua capacidade de neutralizar e eliminar a concentração de 

RNS produzida. O estresse nitrosativo é capaz de levar às reações de nitrosilação e nitração que 

podem alterar a estrutura das proteínas e inibir sua função normal (27,45). 

Uma variedade de enzimas nas células do sistema vascular é capaz de produzir ROS como a 

nicotinamida adenosina dinucleotídeo (fosfato) oxidase (NA(P)H-oxidase), mitocôndria, isoformas 1 

e 2 da cicloxigenase (COX), isoforma 2C9 do citocromo P450 (CYP2C9), xantinas oxidase (XO), 

xantina óxido redutase (XOR) e xantina desidrogenase (XD) (23). Evidências sugerem que a 

NAD(P)H oxidase é a principal fonte de geração de O2
- (46, 47), sendo ela um complexo enzimático 

formado por proteínas que ficam entre a membrana e o citosol celular. Dentre as subunidades 

citosólicas, tem-se a p47phox, p67phox e p40phox que interagem com a Rac, uma pequena proteína G. Já 

os componentes associados à membrana são gp91phox e p22phox que juntos formam o flavocitocromo 

b558. A ativação da enzima envolve a fosforilação e a translocação dos componentes citosólicos para 

o flavocitocromo b558. (48). 

A exposição a radicais livres tem levado os organismos a desenvolverem uma série de 

mecanismos de defesa (49) como substâncias e enzimas antioxidantes. As enzimas de defesas 

antioxidantes incluem a superóxido desmutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx) e a catalase 

(CAT). Os antioxidantes não enzimáticos são representados pelo ácido ascórbico (Vitamina C), o -

tocoferol (Vitamina E), a glutationa (GSH), carotenóides, flavonóides entre outros. Em condições 

normais, há um balanço entre os níveis intracelulares dos antioxidantes e esse balanço é essencial 

para a sobrevivência dos organismos e para a sua saúde (50). 

Sob condições fisiológicas, ocorre um equilíbrio entre a formação de espécies reativas e a 

remoção destas substâncias por compostos antioxidantes e enzimas (51). Em alguns processos 

patológicos, como na sepse, há uma quebra neste equilíbrio podendo haver aumento excessivo da 

geração de espécies reativas e/ou redução dos mecanismos antioxidantes como a superóxido 

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 proporção entre glutationa reduzida
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e oxidada (GSH/GSSG) é importante para a medida do estresse oxidativo no organismo. (50, 54). A 

redução de GSH indica uma diminuição na capacidade antioxidante da célula e é associada ao 

envelhecimento, diabetes melitus, inflamação e doenças neurodegenerativas (55, 56, 57).  

Há várias evidências indicando a participação de ROS na patogênese da sepse levando a 

disfunção múltipla de órgãos (58, 52). Pacientes com sepse apresentam aumento da atividade da 

enzima xantina oxidase, bem como dos níveis plasmáticos de malondialdeído (marcador do stress 

oxidativo), quando comparado a indivíduos normais (59, 60). Em 1999, Salvemini et al (61) 

demonstraram que o O2
- e o peroxinitrito têm um papel importante na injúria intestinal observada 

durante a endotoxemia. Recentemente, foi demonstrado que a N-acetilcisteína, uma substância 

seqüestradora de ROS, inibe o aumento da expressão de TNF-alfa em cardiomiócitos, a qual está 

intimamente relacionada à falência cardíaca observada na sepse (62). 

Em resposta ao LPS a enzima NAD(P)H oxidase é ativada e produz alta quantidade de ROS 

que altera as funções celulares, podendo levar a morte celular (63). A produção de ROS pela 

NAD(P)H oxidase tem demonstrado contribuir para várias doenças cardiovasculares como 

hipertrofia cardíaca, hipertensão e aterosclerose (64, 65, 66, 67).  Na sepse, a NAD(P)H oxidase 

ativada em neutrófilos induz os danos pulmonares (68, 69). No coração, a atividade da NAD(P)H 

oxidase e a liberação de ROS são aumentados em resposta ao LPS (70, 71). Wu et al (63) verificaram 

que LPS e INF  induzem a atividade da enzima e a expressão da p47phox em células endoteliais 

microvasculares.  

 

 

1.3 Plaquetas  

Plaquetas são pequenos fragmentos de megacariócitos anucleados de 2-3µm de diâmetro e 

estão numa concentração de 150.000-350.000 células/µl de sangue. Estes elementos são 

indispensáveis para a hemóstase fisiológica e para a trombose patológica, além de participar em 

processos inflamatórios (72, 73). As plaquetas, além de possuírem organelas comuns às outras 

células, também apresentam três tipos de grânulos: densos, alfa e lisossomais. Os grânulos densos 

armazenam íons Ca+2 e Mg+2, ATP, ADP e 5-hidroxitriptamina (serotonina) enquanto que os 

grânulos α contêm inúmeras substâncias como o fator 4 plaquetário (PF4), a -tromboglobulina, o 

fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), proteínas catiônicas, fator bactericida e fatores 

que participam da cascata de coagulação tais como o fibrinogênio, o fator V e o fator VIII/von 
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Willebrand. Nos grânulos lisossomais encontram-se algumas hidrolases ácidas como a -

glucoronidase e a -galactosidase (74).  

Quando ativadas, as plaquetas, além de liberarem o conteúdo granular para o meio externo, 

elas sintetizam e liberam o tromboxano A2 (TXA2) (75) e o fator de ativação plaquetária (PAF) (76), 

dois mediadores conhecidos pela capacidade de amplificar a ativação plaquetária.  

De modo geral, a ativação plaquetária se dá através de uma seqüência de sinalização 

denominada inside-out e outside-in. A primeira compreende a ligação de um agonista ao seu receptor 

específico, que por sua vez, está ligado à proteína G, levando a ativação da fosfolipase C (PLC) e, 

conseqüentemente, ao aumento de Ca+2 intracelular e ativação de uma série de enzimas dependentes 

deste íon (77, 78). Esta cascata de sinais intracelulares é a responsável pela conversão do receptor de 

fibrinogênio, integrina αIIbβ3, do estado de baixa afinidade para o de alta afinidade, permitindo 

assim a ligação do seu ligante. A integrina αIIbβ3 é responsável pela ligação das plaquetas ao 

fibrinogênio, fator de von Willebrand (vWf), vitronectina e fibronectina. Após a ligação da integrina 

αIIbβ3 ao seu ligante, inicia-se a segunda etapa de sinalização denominada outside-in, responsável 

pela segunda onda de agregação e reorganização do citoesqueleto, sendo esta importante para a firme 

adesão bem como para a estabilização dos grandes agregados de plaquetas (79).  

A agregação plaquetária pode ser induzida por vários agonistas fisiológicos como a adenosina 

difosfato (ADP), trombina, TXA2 e colágeno (79, 80, 81) e é fortemente modulada por substâncias 

bastante conhecidas como a prostaciclina (PGI2) e o NO que inibem a ativação plaquetária através do 

aumento de AMPc e GMPc, respectivamente (82, 83)  

O ADP é um agonista bastante estudado e leva à ativação plaquetária através da interação 

com dois subtipos de receptores – o P2Y1 e P2Y2 (84). O receptor P2Y1, classificado como receptor 

acoplado a proyeína G (GPCRs), está acoplado a proteína Gq e é essencial para a indução da 

mudança de forma plaquetária e agregação (85). A estimulação de receptores P2Y1 leva a ativação da 

fosfolipase C 2 (PLC 2), responsável por regular a produção de trifosfato de inositol (IP3) e 

diacilglicerol (DAG) levando a liberação de cálcio do sistema tubular denso e a ativação da proteína 

quinase C (PKC) (86). Já o receptor P2Y12 acoplado à proteína Gi2, levando à inibição da adenilil 

ciclase e consequentemente, redução da concentração de AMPc citosólico. Além disso, o receptor 

P2Y12 leva a ativação da fosfoinositídeo-3-quinase (PI3-K), Akt/proteína quinase B, Rap1b e Src 

tirosina quinase (87, 88). Além disso, a cascata de sinalização desencadeada pela ligação do ADP aos 

receptores P2Y1 e P2Y12 leva à ativação do receptor de fibrinogênio e geração de TXA2 (84).
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1.4 Plaquetas e sepse 

O evento que ocorre mais precocemente na fase inicial da endotoxemia é a diminuição 

significativa do número de leucócitos e plaquetas no sangue periférico. Um estudo clínico 

demonstrou que já na primeira hora após a administração endovenosa de LPS em voluntários sadios 

há uma queda de 15% do número de plaquetas circulantes (89). Alguns trabalhos especulam que a 

queda de plaquetas no sangue periférico se deve ao acúmulo destes elementos em certos órgãos 

como pulmão e fígado. A injeção de LPS em camundongos causa, ao mesmo tempo, diminuição do 

número de plaquetas circulantes e acúmulo desses elementos no fígado e pulmão, sendo que neste 

último encontram-se retidos cerca de 80% das plaquetas perdidas da circulação (90). Em humanos, o 

número de plaquetas acumuladas em órgãos periféricos e o grau de ativação destas plaquetas, 

determinado através da expressão de proteínas presentes na membrana plaquetária como a CD62P e 

o receptor de fibrinogênio GP (IIb-IIIa), apresentam correlação positiva com a severidade da sepse e, 

por conseguinte, com o desenvolvimento da disfunção múltipla de órgãos (91, 92). 

Vários efeitos do LPS, apesar de bastante controversos, têm sido observados em plaquetas, no 

entanto, somente em 2005 foi descrito pela primeira vez a presença do receptor funcional de LPS – 

“toll-like receptor-4” – nestes elementos (12). 

O LPS derivado da bactéria Proteus mirabilis, de modo geral, leva à ativação plaquetária. A 

incubação de LPS com plaquetas de porco por 2 min já é capaz de induzir a liberação do conteúdo 

dos grânulos densos e alfa, bem como de levar à geração de ânion superóxido e síntese de TXA2 (93, 

94, 95). O aumento da síntese de TXA2 também foi observado quando plaquetas humanas foram 

incubadas com LPS proveniente de P. mirabilis; entretanto, este aumento foi detectado somente após 

3 h de incubação (96). Um trabalho recente mostrou que a incubação de plaquetas humanas com LPS 

de P. mirabilis causou aumento significativo dos níveis de nitrato e nitrito, metabólitos estáveis do 

NO, acompanhado de aumento discreto, mas significativo, da nitração de proteínas (97). Em estudos 

de adesão plaquetária in vitro, o LPS de P. mirabilis induziu aumento da adesão espontânea de 

plaquetas ao colágeno, mas curiosamente, inibiu a adesão de plaquetas estimuladas por trombina (98, 

99).  

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

adesão de plaquetas a vênulas de intestino de camundongo (100), entretanto este efeito parece ser 
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mediado por neutrófilos através da liberação de ânion superóxido (101). Outro grupo de 

pesquisadores também demonstrou que o LPS de E. coli é capaz de aumentar a adesão plaquetária 

em vênulas de mesentério de ratos através do efeito direto da endotoxina aumentando a expressão da 

P-selectina do endotélio e da GP Ib  da membrana plaquetária (102). 

Por outro lado, a agregação de plaquetas humanas e de coelho induzida por colágeno é 

inibida, de forma dependente da concentração, por LPS de Escherichia coli, sendo este efeito 

acompanhado de aumento de GMPc, inibição da mobilização de Ca+2 intracelular e inibição da 

ativação da proteína C quinase (103, 104). A incubação de plaquetas com endotoxinas de várias 

origens também inibe a agregação plaquetária induzida pelo ionóforo de Ca++, A23187, mas não 

apresenta nenhum efeito na aglutinação plaquetária induzida pela ristocetina (105). E ainda, 

pacientes com sepse apresentaram diminuição da agregação plaquetária induzida por ADP, colágeno, 

tromboxano e ácido araquidônico (106). Por outro lado, Zhang et al (107) mostraram que o LPS de 

E.coli estimula a secreção dos grânulos densos e alfa de plaquetas humanas, bem como potencializa 

a agregação induzida por trombina e colágeno em baixas concentrações. 

 

1.5 Plaquetas e espécies reativas de oxigênio  

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 neutrófilos, o ROS derivado de plaquetas está 

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 enzimáticas 

de produção de ROS como cicloxigenase (COX), xantina oxidase (XO), CYP2C9, cadeia de 

transportes de elétrons e a NAD(P)H oxidase, sendo que esta última tem ganhado maior atenção por 

ser ativada por agonistas que também induzem a ativação plaquetária como o colágeno e ácido 

araquidônico (23,110). As primeiras evidências de expressão de NA(P)H-oxidase em plaquetas 

surgiram em 2001 por Seno et al (111), que detectaram as subunidades p22phox  e p67phox em 

plaquetas lisadas humanas. Mais tarde, foram encontradas as isoformas gp91phox e p47phox (112). 

Sabe-se que a ativação plaquetária esta associada à ativação da subunidade gp91phox da enzima (113). 

O colágeno também induz a liberação de ânion superóxido pela NA(P)H-oxidase de plaquetas que 

por sua vez aumenta a liberação de ADP, resultando no aumento de recrutamento de plaquetas. (23). 

Mais recentemente, vários trabalhos têm sugerido que as ROS podem ter um papel 

modulatório na atividade plaquetária (114). O O2
- pode aumentar a agregação induzida por trombina, 
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colágeno, ADP ou ácido araquidônico (115). Já foi demonstrado também que a produção de ROS 

aumenta a ativação do receptor de fibrinogênio em plaquetas (112). O inibidor da NA(P)H-oxidase e 

o seqüestrador de ânion superóxido também reduzem a agregação plaquetária e a deposição de 

colágeno no trombo (116).  

Além disso, a SOD, ao diminuir a disponibilidade de superóxido, promove o aumento de NO 

plaquetário e assim a inibição da agregação, indicando que o superóxido pode modular a ação 

inibitória do NO na agregação plaquetária (117). 
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1.6 Objetivos  

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

oxigênio na modulação da agregação de plaquetas de ratos tratados com LPS.  

 

1.6.1 Objetivos Específicos 

  

 

 Determinar os efeitos do tratamento de ratos com LPS em diferentes intervalos de 

tempo (2-72h) na agregação plaquetária induzida por ADP; 

 

 Determinar os efeitos da incubação de plaquetas de ratos tratados com LPS com os 

seqüestradores de O2
- (SOD) e H2O2 (catalase) e também com o antioxidantes N-

acetilcisteína (NAC) na agregação plaquetária; 

 

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

plaquetas na presença e na ausência do inibidor da NAD(P)H oxidase – DPI; 

 

 Determinar os efeitos do tratamento de ratos com a NAC na agregação e na produção 

de ROS em plaquetas de ratos injetados com LPS; 

 

 Verificar a ação do LPS in vitro sobre a liberação 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 Comissão de Ética na Experimentação Animal CEEA-IB-

UNICAMP, protocolo no 1056-1. Os animais foram transferidos para o Biotério do Departamento de 

Farmacologia (Faculdade de Ciências Médicas), onde foram mantidos a 24ºC, com iluminação diária 

de 12 h e com água e alimentação ad libitum. 

 

2.2 Tratamento de ratos com LPS e N-acetilcisteína 

Ratos Wistar machos (270-340g) receberam uma única injeção de solução de LPS de 

Escherichia coli (1mg/Kg, i.p.). Após 2, 4, 6, 8, 24, 48, 72h do tratamento com LPS os animais 

foram anestesiados com isoflurano e uma incisão longitudinal no abdômen foi feita para a coleta de 

sangue arterial obtido do ramo descendente da artéria aorta. Ratos controles receberam uma injeção 

i.p. de solução fisiológica de mesmo volume que aqueles tratados com LPS. Em um terceiro grupo 

experimental, o antioxidante N-acetilcisteína (150 mg/kg i.p.) foi injetado em ratos 30 min após a 

injeção de LPS ou salina. 

 

 

2.3 Obtenção de plaquetas lavadas  

O sangue dos ratos controles ou tratados com LPS foi coletado em ACD-C (citrato de sódio 

12.4 mM, ácido cítrico 13 mM e glicose 11 mM) (9:1 v/v). Primeiramente o PRP foi obtido por 

centrifugação do sangue total a 200 g em temperatura ambiente por 15 min. Em seguida, o tampão de 

lavagem (NaCl 140 mM, KCl 0.5 mM, citrato trisódico 12 mM, glicose 10 mM e sacarose 12.5 mM, 

pH 6) na proporção 7:5 (tampão/plasma) foi adicionado ao PRP e centrifugados por 13 min a 800 g. 

O precipitado plaquetário foi ressuspenso em tampão de lavagem e novamente centrifugado a 800 g 

por 13 min. Finalmente, as plaquetas foram ressuspensas em solução de Krebs-Ringer desprovida de 

Ca++ e o número de plaquetas foi ajustado para 1,2 x 108 plaquetas/ml através de contagem manual 
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utilizando-se câmara de Neubauer. Ao final, foi adicionado cloreto de cálcio à suspensão plaquetária 

para uma concentração final de 1mM. 

 

2.4 Contagem de plaquetas do sangue total 

Imediatamente após a coleta do sangue arterial, 10 µl de sangue foram adicionados a 190 µl 

de oxalato de amônio 1%. Após 10 min, foi realizada a contagem das plaquetas em Câmara de 

Newbauer. 

 

2.5 Contagem total e diferencial de leucócitos 

Imediatamente após a coleta do sangue arterial, um volume mínimo de sangue (10 µl) foi 

destinado à contagem total de células em Câmara de Newbauer (diluídos em 190 µl de solução de 

Turk) e a confecção da lâmina (esfregaço) para posterior contagem diferencial dos leucócitos 

(Panótipo Rápido). 

 

2.6 Agregação plaquetária 

400µl de suspensão plaquetária foi transferida para a cubeta de agregação e levada ao 

agregômetro de 2 canais (Chrono-log Lumi-Aggregometer model 560-Ca, Havertown, PA, EUA). O 

aparelho foi calibrado para 0% (suspensão de plaquetas lavadas) e 100% (solução de Krebs-Ringer). 

Em seguida a agregação foi induzida por ADP (3-10 µM) e monitorada por 10 min. Em alguns 

experimentos as plaquetas foram incubadas com PEG-SOD (30U/ml), PEG-Catalase (1000U/ml) ou 

NAC (100µM) por 5 min antes da adição de ADP 5µM. 

 

2.7 Determinação de ROS por citometria de fluxo 

 A determinação dos níveis 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 suspensão de plaquetas lavadas (1,2x108plaq/ml) foi incubada com LPS (100 ou 

300µg/ml) por 2h e após foi adicionado 5µM de 2’,7’-diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA). A 

suspensão plaquetária (500µl) foi transferida para os tubos de citometria. 

In vivo: à suspensão de plaquetas lavadas (1,2x108plaq/ml) foi adicionado 5µM de 2’,7’-

diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA). A suspensão plaquetária (500µl) foi transferida para os 
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tubos de citometria e incubada ou não com ADP (20 µM) por 20 min. Em algumas amostras, as 

plaquetas foram pré-incubadas com DPI (10 µM) por 15 min antes da adição do DCFH-DA. 

Em seguida, tanto nos experimento in vitro quanto in vivo, as suspensões plaquetária foram 

cetrifugadas a 800g em temperatura ambiente por 10 min. Os sobrenadantes foram desprezados e o 

pellet plaquetário ressuspenso em 500 µl de solução de Krebs-Ringer. Uma amostra contendo 

somente a suspensão plaquetária, na ausência de DCFH-DA, foi utilizada como controle negativo, 

enquanto que o controle positivo foi realizado adicinando-se H2O2 (8mM) à suspensão. A liberação 

de ROS foi quantificada usando um citômetro 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 específicos plaquetários foram 

analisados pelo citômetro. Plaquetas ativadas (ou não) foram selecionadas para não analisar 

agregados plaquetários ou micropartículas 

 

2.8 Análise estatística 

Os resultados foram expressos como médias ± erro padrão das médias (EPM) de n 

experimentos. Diferenças estatísticas significativas foram determinadas por análise de variância 

(ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni. O teste t de Student não-pareado foi usado para 

comparar grupos específicos quando apropriado. Valores de p<0,05 foram considerados 

significativos.  
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3. Resultados  

3.1 Efeito do LPS sobre o número de leucócitos e plaquetas em sangue periférico de 

ratos  

A figura 1 mostra que o número total de leucócitos do sangue periférico de ratos 2, 4 e 6h 

após o tratamento com LPS (1mg/Kg, i.p.) está significativamente reduzido em relação ao controle, 

sendo a maior redução observada após 6h (60%). Por outro lado, o LPS causou um aumento 

significativo do número de leucócitos totais nos tempos de 12, 24, 48 e 72h (10, 66, 70 e 39% de 

aumento em relação ao controle, respectivamente). A contagem diferencial de leucócitos mostrou 

que a porcentagem de neutrófilos 2-48h após o tratamento dos ratos com LPS aumentou 

significativamente em relação ao controle, enquanto que a porcentagem de linfócitos foi 

significativamente reduzida (fig. 2A e 2B). Já a porcentagem de neutrófilos e linfócitos não foi 

modificada 72h após a infecção de LPS (fig. 2A e 2B). Na contagem diferencial dos leucócitos não 

foi observado a presença de monócitos ou eosinófilos no sangue de ratos controles ou tratados com 

LPS. 

Conforme mostra a figura 3, há uma redução significativa no número de plaquetas em ratos 

tratados com LPS nos tempos de 4-72h sendo esta redução mais pronunciada nos tempos de 6, 8, 12 

e 24h (57, 67.5, 69 e 85% de redução com relação ao controle, respectivamente). Cabe ressaltar que 

o número de plaquetas 2h após a injeção com LPS não está alterado com relação ao controle. 
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Figura 1: Efeito do LPS sobre o número de leucócitos em sangue periférico de ratos.  A 

contagem de leucócitos totais foi realizada no sangue periférico de ratos 2-72h após a injeção de LPS 

(1mg/Kg, i.p.). Os resultados estão 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 neutrófilos e linfócitos em sangue periférico 

de ratos. A contagem diferencial de leucócitos foi realizada no sangue periférico de ratos 2-72h após 

a injeção de LPS (1mg/Kg, i.p.). O painel A mostra a porcentagem de neutrófilos e o painel B a 

porcentagem de linfócitos. Os resultados estão 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 número de plaquetas em sangue periférico de ratos. A 

contagem de plaquetas foi realizada no sangue periférico de ratos 2-72h após a injeção de LPS 

(1mg/Kg, i.p.). Os resultados estão 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 agregação plaquetária induzida por ADP 

 

 A agregação de plaquetas de ratos 4-72h após a injeção com LPS induzida por ADP (3-

10µM) foi signigficativamente reduzida com relação ao controle (figura 4), enquanto que em 2h 

somente a agregação induzida por baixa concentração de ADP (3 µM) apresentou-se reduzida 

(18% de redução comparada ao controle). A agregação plaquetária de ratos 24h após a 

exposição ao LPS não foi realizada, pois não foi obtido número de plaquetas suficiente para a 

realização do experimento. 

 A incubação de plaquetas controles com PEG-catalase (1000u/ml) por 5 min reduziu 

significativamente a agregação induzida por ADP 5 µM (figura 5). Da mesma forma, a PEG-

SOD (30u/ml) reduziu de forma marcante (58%) a agregação de plaquetas dos ratos controles 

(figura 5). O efeito inibitório do LPS em 6, 8 e 48h foi aumentado quando as plaquetas foram 

incubadas in vitro com PEG-SOD ou PEG-catalase (agregação 6h após o tratamento com LPS: 

25±12%, 2±2% e 4±3%, para os grupos controle, na presença de PEG-SOD ou na presença de 

PEG-catalase, respectivamente; figura 5). A agregação de plaquetas de ratos controles incubadas 

in vitro com NAC (100µM) foi similar a agregação na ausência do antioxidante. Assim como 

observado no grupo controle, NAC não afetou a agregação plaquetária de ratos 6h após o 

tratamento com LPS. Entretanto, a incubação in vitro de NAC em plaquetas de ratos 6 e 48h 

após a injeção com LPS aumentou significativamente o efeito inibitório do LPS (figura 5).  

 Por outro lado, a injeção de ratos com NAC (150mg/Kg, i.p.) 30 min após o tratamento 

com LPS (4-72h), reverteu a inibição da agregação plaquetária causada pelo LPS (figura 6 A e 

B). A agregação plaquetária foi da mesma magnitude em ratos controles tratados e não tratados 

com NAC (figura 6 B) 
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Figura 4: Agregação de plaquetas de ratos tratados com LPS induzida por ADP. Ratos foram 

injetados com LPS (1mg/Kg,i.p.) e após 2-72h o sangue foi coletado. As plaquetas lavadas (1,2x108 

plaquetas/ml) foram estimuladas com ADP (3-10µM). Os resultados estão apresentados como média 

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

respectivas concentrações. 
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Fig. 5: Efeito da PEG-catalase, PEG-SOD e NAC na agregação plaquetária de ratos tratados 

com LPS. Os ratos foram injetados com LPS (1mg/Kg, i.p.) e após 6, 8, e 48h o sangue foi coletado. 

As plaquetas (1,2x108 plaquetas/ml) foram incubadas com PEG-catalase (1000u/ml), PEG-SOD 

(30u/ml) ou NAC (1000µM) por 5 min antes da adição de ADP (5µM). Os resultados estão 

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 agregação plaquetária de ratos 

injetados com LPS. Os ratos foram tratados com NAC (150mg/Kg, i.p.) 30 min após a injeção 

com LPS (1mg/Kg, i.p.). O sangue foi coletado 4-72h após a injeção de LPS e a agregação 

plaquetária foi induzida por ADP (3-10µM). (A) Agregação plaquetária de ratos tratados com 

NAC na presença ou na ausência de LPS. (B) Comparação da agregação de plaquetas de ratos 

controles, bem como de ratos injetados com LPS, na presença ou na ausência de NAC. Os 

resultados estão 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 liberação de ROS plaquetária 

A incubação in vitro de plaquetas com LPS (100 e 300µg/ml) por 2 h não aumentou a geração 

de ROS em plaquetas não ativadas ou em plaquetas estimuladas com ADP 20µM (figura 7 A). 

Entretanto, o tratamento de ratos com LPS em 6, 8 e 48h aumentou significativamente a liberação 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 não aumentou a liberação de ROS de plaquetas não ativadas. A fim de verificarmos a 

origem da liberação 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 incubação de plaquetas de ratos 8 e 

48h após a injeção com LPS com DPI (10µM) por 15min reduziu significativamente a produção de 

ROS em plaquetas ativadas com ADP 20µM (redução de 28 e 60% em ratos tratados com LPS 8 e 

48h, respectivamente). Entretanto, a geração de ROS em plaquetas de ratos tratados 6h após a 

injeção com LPS não foi reduzida pela incubação com DPI. O tratamento de ratos com NAC 

(15mg/Kg, i.p.) reduziu significativamente a produção de ROS em plaquetas ativadas de ratos 8 e 

48h após a injeção com LPS enquanto que em 6h a mesma não foi modificada (figura 9). O 

tratamento de ratos controles com NAC não interferiu na geração de ROS em plaquetas ativadas com 

ADP 20 µM. 
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Figura 7: Efeito do tratamento de ratos com LPS na produção de ROS em plaquetas 

 (A) As plaquetas (1,2x108 plaquetas/ml) foram isoladas de ratos controles e incubadas com LPS 

(100 e 300µg/ml) por 2h. A produção de ROS foi quantificada por citometria de fluxo 

utilizando-se DCFH-DA em plaquetas não estimuladas e estimuladas com ADP 20µm. (B) Os 

ratos foram injetados com LPS (1mg/Kg, i.p.) e após 6, 8 e 48h o sangue foi coletado. A 

produção de ROS foi quantificada em plaquetas não ativadas e ativadas com ADP 20µm. (C1) 

Traçado representativo da produção de ROS por citometria de fluxo em plaquetas não ativadas e 

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

média ± E.P.M. provenientes de 3-4 animais por grupo.  P < 0,05 comparando com o 

respectivo controle de ratos não tratados com LPS. * P < 0,05 comparado com o respectivo 

controle de ratos injetados com LPS. MFI=Índice de Influorescência Média 
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Fig. 8: Efeito da inibição da NAD(P)H oxidase na geração de ROS em plaquetas de ratos 

tratados com LPS. Os ratos foram injetados com LPS (1mg/Kg, i.p.) e após 6, 8 e 48h o sangue foi 

coletado. Plaquetas lavadas (1,2X108 plaquetas/ml) foram incubadas com DPI 10µM por 15 min e a 

geração de ROS foi quantificada após a adição de ADP 20µM. Os resultados estão 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=Índice 

de Influorescência Média. 
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Fig. 9: Efeito do tratamento de ratos com N-acetilcisteína (NAC) na geração de ROS em 

plaquetas de ratos injetados com LPS. Os ratos foram tratados com NAC (150mg/Kg, i.p.) 30 min 

após a injeção com LPS (1mg/Kg, i.p.) e após 6, 8, 48h o sangue foi coletado. A geração de ROS na 

plaquetas (1,2X108 plaquetas/ml) foi quantificada após a adição de ADP 20µM. Os resultados estão 

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 ausência de NAC. 
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4. Discussão 

    A importância das plaquetas na hemostasia já é bastante reconhecida, mas nos últimos anos 

vêm aumentando as evidências que sugerem um papel importante desses elementos em reações 

inflamatórias, incluindo a sepse. Vários estudos mostraram que a administração de LPS em animais 

e humanos leva a vários sinais observados na sepse como trombocitopenia, leucopenia, febre, 

aumento de concentração de interleucinas circulantes e aumento da produção de NO (5, 119, 120). 

Apesar de numerosos estudos investigando a ação 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 inibição plaquetária (103, 105, 

106, 119, 121) outros grupos nenhum efeito (122, 123, 124) e ainda grupos que observaram a 

ativação da adesão ou da agregação plaquetária (94, 95, 100, 102, 107, 125). 

Em nosso trabalho, observamos que os números de leucócitos e de plaquetas do sangue 

periférico de ratos tratados com LPS apresentaram-se diminuídos, sendo que as quedas mais 

acentuadas foram observadas após 6h e 24h de tratamento com LPS, respectivamente. Alguns 

trabalhos mostram que o evento que ocorre mais precocemente na fase inicial da endotoxemia é a 

diminuição significativa do número de leucócitos e plaquetas no sangue periférico (89) e que a 

queda de plaquetas no sangue periférico se deve ao acúmulo destes elementos em certos órgãos 

como pulmão e fígado. A injeção de LPS em camundongos causa, ao mesmo tempo, diminuição do 

número de plaquetas circulantes e acúmulo desses elementos no fígado e pulmão, sendo que neste 

último encontram-se retidos cerca de 80% das plaquetas perdidas da circulação (90). Em humanos, 

o número de plaquetas acumuladas em órgãos periféricos e o grau de ativação destas plaquetas, 

determinado através da expressão de proteínas presentes na membrana plaquetária como a CD62P e 

o receptor de fibrinogênio GP (IIb-IIIa), apresentam correlação positiva com a severidade da sepse 

e, por conseguinte, com o desenvolvimento da disfunção múltipla de órgãos (91, 92). Sendo assim, 

nossos resultados indicam que a concentração de LPS utilizada neste trabalho foi suficiente para 

levar a sepse nos animais. 

O LPS é capaz de ativar diversos tipos de células e desencadear a produção de diferentes 

substâncias incluindo ROS. No presente trabalho nós mostramos que o tratamento de ratos com LPS 

6-48h causa um significante aumento da produção de ROS em plaquetas ativadas com ADP. Há 

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 produção de ROS, como a COX, XO, mitocôndria e NAD(P)H oxidase (114). 

Todas estas fontes, provavelmente, geram maiores quantidades de ROS quando as plaquetas são 

ativadas. Isto explicaria a observação que as plaquetas não ativadas de ratos controles ou tratados 

com LPS geram quantidades similares de ROS. 

A primeira evidência da expressão 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 gp91phox e p47phox (23,112). A redução da formação de O2
- 

plaquetário pelo inibidor da NAD(P)H oxidase DPI vem sendo mostrado por diferentes grupos (128, 

129) mas a contribuição desta enzima para a geração de O2
- em plaquetas de ratos tratados com LPS 

ainda é pouco estudada. Nossos resultados mostraram que o aumento da produção de ROS em 

plaquetas de ratos tratados com LPS em 8 e 48h é parcialmente dependente da ativação da 

NAD(P)H oxidase. De fato, há estudos mostrando que o LPS ativa a NAD(P)H oxidase e, portanto, 

leva a um aumento da formação de O2
- (130, 131, 132). Recentemente, Li e Frei (133) 

demonstraram que a incubação de células endoteliais de aorta humana com LPS por 24h aumenta a 

atividade da NAD(P)H oxidase e também a expressão da subunidade p22phox. É interessante notar 

que em ratos 6h após a injeção de LPS, o DPI não diminuiu a liberação de ROS, indicando que 

neste caso a geração de O2
- se dá por outras fontes. Em 2001, Zielinski et al (126) verificaram que a 

incubação de plaquetas com o inibidor de COX, indometacina, não afetou a produção de ROS 

causada por LPS de Proteus mirabilis. Estes resultados sugerem que a COX, provavelmente, não 

contribui para a geração de ROS induzida por LPS em 6h. No presente trabalho, a incubação de 

plaquetas com LPS in vitro, mesmo em concentrações tão altas com 300µg/ml, não causou aumento 

na produção de ROS. Esta aparente discrepância entre os resultados poderia ser explicada pela ação 

de substâncias geradas sistemicamente pelo LPS, quando este é injetado em ratos, que poderiam 

modular positivamente a produção de ROS, como TNF-  (134, 135, 136), o interfern-  (135) e o 

NO (137). 

A injeção de ratos com LPS causou uma redução significativa da agregação plaquetária 

induzida por ADP, sendo esta mais marcante 48h após o tratamento com LPS. Estes resultados 

estão de acordo com um recente trabalho que também mostra que a agregação de plaquetas de ratos 

está reduzida 48h após a injeção com LPS (138). 
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Um número crescente de trabalhos mostram que ROS modulam a reatividade plaquetária, 

entretanto, seus efeitos nas plaquetas são ainda bastante controversos. Alguns trabalhos mostram 

que ROS diminuem a atividade plaquetária (139, 140), enquanto outros mostram um aumento na 

atividade plaquetária (23, 141). Em nosso estudo, o sequestrador de O2
-, PEG-SOD, bem como o 

sequestrador de H2O2 PEG-catalase, praticamente aboliram a agregação de plaquetas de ratos 

tratados com LPS. Este aumento do efeito inibitório do LPS pela PEG-SOD e PEG-catalase pode 

ser decorrente do efeito direto de ROS nas plaquetas. Alguns trabalhos mostram que o O2
- ativa 

plaquetas por aumentar a liberação de ADP pelos grânulos densos e por ativar o receptor de 

fibrinogênio, a integrina IIb 3 (114, 141). Embora os reais efeitos gerados pelo H2O2 em plaquetas 

ainda não sejam claros, alguns trabalhos mostram que o H2O2 tem atividade pró-agregante e é capaz 

de aumentar a concentração de cálcio intracelular em plaquetas (142, 143, 144). Em contraste com 

os nossos resultados, Dong et al (145) mostraram que a catalase atenua o efeito inibitório do 

tratamento de ratos com LPS em plaquetas. Esta discrepância nos resultados pode ser causada pelas 

diferenças nas condições experimentais. No presente estudo, foram utilizados ratos Wistar e a 

agregação de plaquetas lavadas foi analisada 6-48h após a injeção de LPS 1mg/Kg (i.p.), enquanto 

que no trabalho citado os autores utilizaram ratos Sprague-Dawley e a agregação foi realizada em 

plasma rico m plaquetas 90 min após a injeção de LPS (2mg/Kg, i.v.). O aumento da 

bidisponibilidade do NO, um potente inibidor da função plaquetária, também poderia contribuir 

para o efeito da PEG-SOD, já que o O2
- pode reagir com o NO gerando o peroxinitrito. É 

interessante notar que a PEG-SOD e a PEG-catalase, em menor extensão, também inibem 

significatvamente a agregação plaquetária de ratos controles. Portanto, nós concluímos que o O2
- e 

H2O2 são importantes moduladores da reatividade plaquetária 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 incubação de plaquetas com NAC in vitro, não modificou a agregação 

de plaquetas de ratos controles ou de ratos 6h após a injeção de LPS, enquanto que a agregação em 

8 e 48h após a administração de LPS foi significativamente reduzida. Estes resultados indicam que a 

inibição da agregação plaquetária causada por NAC in vitro não foi devido ao seqüestro de ROS, já 

que em 6h após a injeção de LPS a produção de ROS é tão grande quanto em 8 e 48h. Além disso, 
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diferente da NAC, a PEG-SOD e PEG-catalase, conhecidos como seqüestradores de ROS, 

aumentaram o efeito inibitório do LPS em 6, 8 e 48h.  

A ativação da NAD(P)H oxidase envolve a fosforilação e a translocação das subunidades 

citosólicas (p47phox, p67phox e p40phox) para o flavocitocromo b558 (gp91phox e p22phox) situado na 

membrana citoplasmática (48). Trabalhos mostram que a NAC inibe a translocação da p47phox e da 

p67phox em neutrófilos humanos (149) e em eosinófilos (146) quando estas células são ativadas. 

De fato a NAC, além de ser um seqüestrador de ROS, aumenta o conteúdo celular de 

glutationa, inibe a ativação do fator NF- B, inibe a produção de TNF-  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, após a exposição ao LPS, preveniu o efeito inibitório do LPS na agregação plaquetária 

induzida por ADP. Como mencionado acima, a NAC pode aumentar o conteúdo de um importante 

antioxidante celular, a glutationa (146, 149, 150). O aumento dos níveis da glutationa pode 

recuperar o balanço redox apropriado no animal (149, 153) e assim, restaurar a resposta plaquetária 

normal nos ratos com LPS. 

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

ou sistemicamente, têm um papel importante na modulação da agregação de plaquetas de ratos 

tratados com LPS. 
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5. Conclusão 

Os resultados apresentados neste estado nos permitem concluir: 

 

• O tratamento de ratos com LPS causa inibição da agregação plaquetárias induzida por 

ADP 

 

• A incubação de plaquetas com PEG-SOD, PEG-catalase e NAC aumenta o efeito 

inibitório do LPS sobre a agregação plaquetária indicando o papel modulatório de ROS 

nesta resposta 

 

• A NAD(P)H oxidase participa da geração de ROS em plaquetas de ratos expostos a LPS 

por tempo mais prolongado (8-48h) 

 

• O tratamento de ratos com NAC previne o aumento da geração de ROS em plaquetas de 

ratos tratados com LPS e também a inibição da agregação plaquetária induzida por ADP, 

indicando que a geração de ROS sistemicamente também modula a funçção plaquetária 
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