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RESUMO



A inibicdo da adesao de plaquetas ao subendotélio € fundamental na prevencao
de agregacao excessiva e de formagao de trombos, sendo o Oxido nitrico (NO) o
principal mediador envolvido neste fendmeno. O objetivo deste estudo foi
investigar o mecanismo de acdo do NO na inibigdo da adesdo de plaquetas
humanas, procurando identificar os mecanismos dependentes e independentes de
GMP ciclico (GMPc). Os ensaios de adesao foram realizados em placas de 96
pocos recobertos com  fibrinogénio, usando-se plaquetas lavadas
(1,2 x 10°® plaquetas/mL) obtidas de individuos sadios. Dependendo do protocolo
experimental, as plaquetas ndo ativadas e ativadas com trombina (50 mU/mL)
foram incubadas com SNP (0,1-1,0 mM) ou SIN-1 (0,1-1,0 mM), na auséncia ou
na presenga de ODQ (inibidor da guanilato ciclase soluvel)) SOD
(sequestrador do anion superoxido) ou galato (antioxidante sequestrador de
peroxinitrito). A adesao foi avaliada aos 15 e 60 min de incubac¢do, medindo-se a
atividade da fostase acida. Nossos resultados mostraram que as plaquetas se
aderem significativamente ao fibrinogénio in vitro, sendo a resposta em 60 min
maior do que em 15 min. O tratamento das plaquetas com SNP (0,1 e 1,0 mM)
elevou significativamente os niveis de GMPc e reduziu a adesao plaquetaria aos
15 e 60 min. A pré-incubacao das plaquetas com ODQ impediu a elevacao dos
niveis de GMPc induzida pelo SNP (ambas as concentragcbes e tempos), e
reverteu a inibicao da adesao plaquetaria observada com 0,1 mM de SNP.
Entretanto, o ODQ nao modificou a inibicdo da adesdo quando se usou 1,0 mM de
SNP. Por outro lado, a pré-incubacao das plaquetas com SOD ou galato reverteu
significamente o efeito inibitério de 1 mM de SNP. Resultados semelhantes foram
obtidos com o SIN-1 em todas as condi¢ées experimentais. No sentido de
descartar que a inibicao da adesao plaquetaria proporcionada pelos doadores de
NO n&o € decorrente de efeito citotoxico, realizamos ensaios de citotoxicidade
(MTT). Nossos dados revelaram que o SNP nao € téxico a plagueta em nenhuma
das concentragdes e condi¢ées usadas. Por outro lado, o SIN-1 mostrou-se téxico
na concentraggo de 1 mM, sendo este efeito citotoxico revertido pela
pre-incubagao das palquetas com SOD. Numa segunda etapa deste trabalho,

passamos a investigacdo do componente independente de GMPc responsavel

Resumo
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pela inibicdo da adeséo plaquetéria em resposta ao SNP e SIN-1, dando énfase a
nitrotirosina. A incubacdo de plaquetas com SNP (0,1 mM) por 15 min n&o revelou
nenhuma proteina nitrada, mas quando as plaquetas foram tratadas com
concentracdo maior de SNP (1 mM) ou SIN-1, houve o aparecimento de uma
nitracdo de proteina nos residuos de tirosina com uma massa molecular aparente
de 110 kDa, identificada como alfa-actinina-1. A nitragdo foi aumentada em
plaquetas ativadas com trombina. Por outro lado, amostras de plaquetas tratadas
com SNP ou SIN-1 (0,1 e 1 mM) por 60 min ndo mostraram nitrag&o de proteina
nos residuos de tirosina. No conjunto, estes dados sugerem que o NO inibe a
adesdo de plaquetas nao ativadas e ativadas, por mecanismos dependentes e
independentes de GMPc sendo que a nitragéo da a-actinina 1 plaquetaria, parece
ser o principal mecanismo responsavel pelo componente independente de GMPc.
Paralelamente, observamos que em concentragdes elevadas, o SIN-1 diminui a
viabilidade e a atividade da fosfatase acida das plaquetas devido & formagéo de

anion superoxido.

Resumo
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ABSTRACT



The inhibition of platelet adhesion to the subendothelium by nitric oxide (NO) is
essential in preventing excessive aggregation and thrombus formation. The
objective of this work was to investigate the mechanisms of the NO on inhibition of
human platelet adhesion looking for identify of the cGMP-dependent
and -independent mechanisms. Adhesion assay was carried out in the 96-well
microtiter ~ plates coated by fibrinogen, using washed platelet
(1,2 x 10° plaquetas/mL) from healthy volunteers. Depending on the experimental
protocols, non activated or thrombin (50 muU/mL)-activated platelets were
incubated with NO donors (SNP or SIN-1), guanylyl cyclase inhibitor (ODQ), Oy
scavenger (SOD) and -(-) epigallocatechin gallate, and allowed to adhere to the
wells for either 15 or 60 min at 37°C. Cell toxicity was estimated using the MTT
assay by platelets after exposure to NO donors. Nitrated proteins were detected by
immunobloting. Purification and identification of them were done by Western
blotting analysis and mass spectrometry respectively. Significant platelet adhesion
was achieved when non-activated and activated platelets were kept on plates for
15 min or 60. The adhesion was significantly increased when platelets were
activated with of thrombin. SNP (0,001 — 1000 uM) inhibited significantly both
non-activated and thrombin-stimulated platelet adhesion. The MTT reduction assay
showed that the exposure of platelets to SNP (0.1 and 1 mM) caused any toxic
effect. Pretreatment of platelets with ODQ nearly abolished SNP
(0.1 mM)-mediated cGMP elevation and the inhibition of platelet adhesion, but
failed to affect the inhibitory effect of SNP (1 mM) on cell adhesion. Pre-incubation
of platelets with SOD, reversed the effect of SNP 1mM. Epigalocatechin gallate did
not affect the effect of SNP at 0.1mM; on the other hand, reduced this effect at
1mM SNP. SIN-1 (0,001 — 100 uM) concentration-dependently inhibited both
non-activated and thrombin-stimulated platelet adhesion. In the higher
concentration (1 mM), the SIN-1 inhibited almost all platelet adhesion.
Pretreatment of platelets with ODQ markedly reverted the increased the levels of
cGMP as well as decreased the inhibition of platelet adhesion by SIN-1 at 0,1 mM.
SOD did not change the SIN-1 (0,1 mM)- mediated platelet inhibition, but reverted
the platelet inhibition in all another conditions. MTT assay showed that the SIN-1 at

Abstract
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1 mM caused toxic effect in the platelets, and this effect was restored by SOD.
ECG did not affect the effect of SIN-1, excepted in the small concentration, when
the inhibitory effect of thrombin-activated platelets was decreased. Immunobloting
indicated the presence of nitrated protein that was recdgnized as alpha-actinin 1. In
conclusion, cGMP-dependent and -independent mechanisms contribute to
inhibition of platelet adhesion by NO, and that the a-actinic nitration can be the
most important ¢ GMP-independent mechanism. Parallel of this, we observed that
the high concentration of SIN-1 decreased the viability and acid phosphatase

activity by formation of superoxide anion.

Abstract
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1-INTRODUCAO



1.1 - Plaquetas

As plaquetas sdo fragmentos de células gigantes, os megacaridcitos,
formados na medula éssea. As plaguetas tém a forma de discos diminutos, sendo
consideradas, na verdade, corpusculos celulares e ndo células propriamente ditas.
Esses elementos estdo presentes no sangue em numero aproximado de 180-350

x 10%uL, e possuem meia-vida na circulacdo de 8 a 10 dias, quando entdo sao

retirados da mesma, principalmente pelo bago, e figado (HARKER, 1978).

A func&o primordial das plaquetas € manter a hemostasia, formando
tampdes hemostaticos que ocluem sitios danificados do sistema vascular. Apés a
transeccdo de vasos sanguineos, as plaquetas aderem ao tecido conectivo as
margens da les&o, e, depois de alguns minutos, forma-se um tamp&o hemostatico

plaguetario que oclui a lesédo e detém a perda de sangue.

As plaquetas sdo anucleadas e o citoplasma contém numerosas
organelas como mitocdndrias, sistema de Golgi, ribossomos e microtubulos.
Contém ainda trés tipos de granulos, classificados como densos, alfa e
lisossomais. Os granulos densos contém a serotonina, ATP, ADP, calcio e
pirofosfato (HOLMSEN e WEISS, 1979). Os granulos alfa contém o fator 4
plaquetario, a B-tromboglobulina, o fator de crescimento derivado de plaqueta,
proteinas catidnicas, fator bactericida e fatores que participam da cascata da
coagulacao, como o fibrinogénio, o fator V e o fator Vll/von Willebrand. Nos
granulos lisossomais encontram-se algumas hidrolases acidas, como a

B-glucosidase e a B-galactosidase (HOLMSEN e WEISS, 1979), assim como a
fosfatase acida (BENTFELD e BAINTON, 1975).

Na membrana plasmatica das plaquetas estdo expressos receptores
que medeiam as interacGes adesivas (SHATTIL, 1994). Estes receptores de
adesao sao estruturalmente diversos, compreendem a familia das integrinas

(ounPacPBaczProsPs asPiasPi), @ leucina (GPIb/IX), as imunoglobulinas (PECAM-1)

e P-selectina.

Introducéo
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As integrinas formam a maior familia de receptores heterodiméricos
op-transmembranicos que regulam a adesao plagquetaria
(CLARK e BRUGGE, 1995). A integrina cunBs (GPlIb/llla) € a mais detalhadamente
estudada, representando cerca de 17% do total de proteinas da membrana
plaquetaria (CALVETE, 1995; HERRICK et al., 1999, BELISARO et al., 2000).
Este receptor GPIIb/llla é o principal receptor plaquetario para fibrinogénio; € um
heterodimero dependente de célcio, e medeia a agregagéo, adesao firme e o
espalhamento plaquetario (CALVETE, 1999).

Quando ativadas, as plaquetas secretam vérias proteinas que facilitam
sua interacdo com outras plaquetas, células endoteliais e leucécitos, através de
proteinas como as P-selectinas, trombospondina, fibrinogénio, fibronectina e
vibronectina (OFOSU, 2002). As plaquetas também sintetizam e liberam o TXA;
(HAMBERG et al., 1975) e o PAF (CHIGNARD et al., 1979; 1980), dois
mediadores conhecidos pela capacidade de liberar o conteudo granular para o

meio externo, e amplificar a ativagéo plaquetaria.

1.1.1 - Ativacdo e adesao plaquetaria

A ativagdo plaquetaria, observada apés danos da parede vascular,
resulta no aparecimento de quatro fenémenos distintos (ROSS, 1999): (1) “shape
change” (que envolve a mudanga da forma discoide da plaqueta para a forma
esférica acompanhada de pseudopodes), (2) adesdo (processo no qual as
plaquetas se ligam a superficies que ndo a de outras plaquetas); (3) agregagao
(processo onde as plaquetas se ligam apenas a superficie de outras plaquetas); e

(4) secregdo (extrusdo dos conteudos dos granulos o € densos das plaquetas

durante a agregacdo, a adesdo ou mesmo na auséncia de ambas).

A ativagdo das plaquetas pode ocorrer na presenga ou na auséncia de
ativadores exogenos, dependendo das condigbes hemodinamicas locais e da

natureza da lesdo vascular.
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Quando as plaguetas estdo em repouso,0GPIIb/llla (integrina oypPs)

esta em estado de baixa ativagao e ndo se liga ao fibrinogénio soltvel. Entretanto,
na vigéncia de lesdo vascular, o fibrinogénio intacto é encontrado no local
danificado. Este fibrinogénio insoluvel interage com a glicoproteina GPIIb/llla
expressa nas plaquetas nao ativadas, promovendo a adesao das mesmas ao local
danificado (SIXMA e WESTER, 1977, SAVAGE e RUGGERI, 1991:
SHATTIL, 1999).

A adesao observada em plaquetas ndo ativadas é menor do que aquela
vista em plaquetas ativadas; apesar disso, € um fenémeno de grande relevancia,
tanto na hemostasia fisiol6gica, quanto em oclusdes vasculares patolégicas, uma
vez que o fibrinogénio imobilizado esta exposto no local do dano vascular, sendo
este 0 primeiro evento para cessar 0 sangramento
(SAVAGE et al., 1992; BELIZARIO et al, 1997).

Quando as plaguetas sdo expostas a seus agonistas
(ADP, colageno, trombina), a afinidade/atividade do o3 aumenta rapidamente. A

ativacao plaquetaria pode aumentar o nimero ou a afinidade do ligante aos

receptores especificos da adesao (BELLAVITE, 1994).

1.1.2 - Agonistas plaguetarios

Uma série de substancias sdo capazes de se ligar as plaquetas e iniciar
reacOes bioquimicas que levam a formacao de agregados plaquetarios e secregio
granular (TOLLEFSEN et al., 1974; FITZGERALD, 2001). Estes agonistas
plaquetarios sdo classificados em fortes e fracos, dependendo da capacidade
destes em estimular a secre¢&o de granulos plaquetérios na auséncia (forte) ou na
presenca (fraco) de agregagédo plaquetaria. O ADP, por exemplo, é considerado
um agonista fraco, e tem um importante papel na potencializagdo da ativacdo
mediada por outros estimulos. O TXA; também parece ter um papel secundario na
funcao hemostatica da plaqueta (FITZGERALD, 2001).
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A trombina é um dos mais potentes ativadores plaquetarios, sendo
capaz de estimular a secregéo plaquetéria em condigbes nas quais nao ha
agregacdo (HOLMSEN e WEISS, 1979; CHARO et al., 1977). COUGHLIN (2000)
relatou que a sinalizacdo mediada pela trombina €, pelo menos em parte, devido a
receptores pertencentes a familia dos receptores contendo 7 dominios
trans-membranicos acoplados & proteina G, denominados PARs
(protease-activated receptors). S&o conhecidos quatro PARs em ratos e humanos:
PAR-1 (VU et al, 1991), PAR-2 (NYSTEDT et al, 1994), PAR-3
(RASMUSSEN et al, 1991) e PAR4 (XU et al, 1998; KAHN et al., 1998). O PAR-1,
PAR-3 e PAR-4 podem ser ativados pela trombina, ao passo que o PAR-2 é
ativado pela tripsina e triptase, mas nao pela trombina
(MOLINO et al., 1997; KAWABATA et al., 1999). A plaqueta humana expressa
PAR-1 e PAR-4, sendo a ativacdo destes receptores suficiente para desencadear

a agregacéo e a secrecao (COUGHLIN, 2000).

A trombina interage com seu principal receptor na membrana
plaguetdria, o PAR-1, promovendo a clivagem de seu dominio N-terminal
extracelular em um sitio especifico Arg 41- Ser 42
(COUGHLIN et al., 1991: GRAND et al., 1996). Esta clivagem & irreversivel e
expde uma nova por¢do N-terminal, que se liga intramolecularmente ao corpo do
proprio receptor, resultando em sua ativacéo. A ativagdo do PAR-1 promove a
ativacdo da fosfolipase C através da proteina Gq, desencadeando a cascata de
sinalizacdo que resulta na ativagéo plaquetaria (KAWABATA e KURODA, 1999;
OFOSU, 2002).

1.1.3 - Vias de sinalizacéo da adesao plaguetaria

A ades3o plaquetaria é um evento complexo, envolvendo uma série de
componentes subendoteliais e plasmaticos que se ligam especificamente a
diferentes glicoproteinas de membrana, e, & semelhanca da agregacao, € um
passo crucial na hemostasia e trombose (BELLAVITE et al, 1994;
BELISARIO et al., 2000).
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Depois do dano vascular o contato do GPIb plaquetario com o fator de
von Willebrand subendotelial inicia a adesdo da plaqueta ao subendotélio vascular
danificado. Esta ades&o inicial é fortalecida pela interagdo do receptor GPlIb/llla
plaquetario com o fibrinogénio (BELISARIO et al, 1997; OFOSU, 2002). Através
desta ligacdo, o fibrinogénio medeia tanto a adesdo quanto a agregacdo
plaquetaria (NIIYA et al., 1987).

A sequéncia de sinalizacdo desencadeada durante a ativagéo
plaguetaria € conhecida como sinalizagdo ‘“inside-out” ou “outside-in”. A
sinalizacao “inside-out” representa as reagdes iniciadas pela ligagdo de um ou
mais agonistas a seus receptores de membrana, levando & conversdo de um
receptor de baixa afinidade para um de alta afinidade. A via “outside in” representa
reagbes iniciadas pela ligacdo do GPIlIb/llla com seus ligantes, transmitindo
informag&o dentro da célula (SHATTIL et al., 1998).

Na via de sinalizac&o “inside out’, a forma ativada da integrina esta apta
para se ligar tanto ao fibrinogénio, quanto a outras proteinas circulantes
(BELISARIO et al., 2000). Os agonistas se ligam a seus receptores acoplados a
proteina G; em seguida, ocorre ativacdo de determinadas enzimas, como a
fosfolipase C. Esta, quando ativada, cliva o fosfatidil inositol 4,5-bifosfato (PIP),
liberando diacilglicerol (DG) = trifosfato de inositol (IP3)
(BELL e MAYERUS, 1980; SHATTIL et al., 1998). O IP; libera calcio do sistema
tubular denso da plaqueta, e o aumento do célcio intracelular leva a fosforilacdo da
miosina de cadeia leve, facilitando a ativacao de enzimas dependentes de calcio,
como a proteina quinase C e a fosfolipase A, ((BRASS e JOSEPH, 1985; BRASS
et al., 1987). O diacilglicerol (DC) ativa a proteina quinase C (PKC) que, por sua
vez, regula a formacao do citoesqueleto da plaqueta e ativa o complexo oy,fs
(GPIlIb/llla), provocando mudangas conformacionais (HASHIMOTO et al., 1987).

Assim, o auPa expde seu sitio de ligacdo, passando de um estado de baixa

afinidade (plaqueta em repouso), para um de alta afinidade (plaqueta ativada)
(LEVY-TOLEDANO, 1999).
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A ligacdo do fibrinogénio ao oysfs transduz um sinal dentro da célula

que influencia a fungdo plaquetdria, iniciando a segunda etapa da sinalizagao
denominada ‘“outside-in” (SHATTIL et al., 1994). Esta via de sinalizag:é& e
responsavel pela segunda onda de agregagdo e reorganizacéo do citoesqueleto,
sendo importante para a firme adesdo, assim como para a estabilizagao dos
grandes agregados de plaquetas (PEERSCHKE, 1995). Apds a ligacdo dos
ligantes com o oubfs, @ sinalizagdo é propagada pela interagéo entre a cadeia

citoplasmatica da integrina, moléculas sinalizantes e proteinas do citoesqueleto,

incluindo a vinculina, a talina e a a-actinina. Algumas enzimas podem ser ativadas

simplesmente pela ligagdo do fibrinogénio ao seu receptor, como a Syk
(OBERGFELL et al., 2002), ou pela ativagdo da proteina G, como a Pls-Ky
(LEVY-TOLEDANO, 1999), mas outras s&o ativadas somente quando ha ativacao
total das plaquetas, isto &, ativagdo da PLC e ligagéo do fibrinogénio, como € o
caso da FAK (SHATTIL et al., 1994).

1.1.4 - Mecanismos de inibicdo da adesao plaquetaria

A ativacdo plaquetaria pode ser inibida em varios niveis, como na
ligacao do agonista @ membrana plaquetaria, na liberagédo de tromboxano ou na
translocacéo de célcio. Entretanto, de um modo geral, as respostas plaquetarias
sdo inibidas pela elevacdo dos niveis intracelulares de nucleotideos ciclicos
(GMPc e AMPc). Inibidores plaquetarios como prostaciclina e o oxido nitrico (NO)
sdo capazes de elevar os niveis plaquetarios de AMPc e GMPc, respectivamente,
ativando proteinas quinases dependentes de AMPc (PKA) ou GMPc (PKG),

levando a redugdo na concentragéo do calcio intracelular (NOLTE et al., 1994).

A proteina de adesdo focal VASP (vasodilator-stimulated
phosphoprotein) é um substrato comum tanto para PKA quanto para PKG
(HALBRUGGE et al., 1992). MASSBERG e colaboradores (2004) demostraram
que ha um aumento da adesdo plaquetéria em ratos deficientes de VASP,
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comprovando que a mesma esta envolvida na regulagdo negativa da adesao
plaquetaria & parede vascular sob condicGes fisiologicas. Nas plaquetas, a VASP
esta estrategicamente localizada na intersecdo das duas maiores vias inibitdrias.
Em resposta & ativacdo das PKA ou PKG, a VASP é fosforilada nos residuos de
serina 157, serina 239 e treonina 278, sendo esta fosforilacdo intimamente
relacionada a regulacéo negativa da adesao plaquetaria (MASSBERG et al.,2004).
A fosforilagdo da VASP nos residuos de serina 157, mediada por PKA e/ou PKG,

também leva a inibicdo da ligacao do fibrinogénio com o receptor oy,fs plaquetario

(HORSTRUP et al., 1994; HAUSER et al, 1999).

1.2 - Oxido Nitrico

O NO é um mediador fisiolégico gasoso primeiramente identificado
como “Fator de Relaxamento Derivado do Endotélio” (EDRF: FURCHGOTT e
ZAWADZKI, 1980). Em mamiferos, o NO participa de numerosas funcbes na
sinalizagéo inter e intracelular, incluindo dilatagdo dos vasos sanglineos,
transmisséo neuronal, citotoxicidade, coordenagédo do ritmo cardiaco e regulagéo
da atividade respiratoria celular, dentre outros (MONCADA et al., 1988, 1991:
GROVES e WANG, 2000).

A sintese do NO ocorre a partir de um dos atomos de nitrogénio do
grupo guanidino terminal da L-arginina (PALMER et al., 1988), por meio da acéo
de uma familia de enzimas conhecidas como NO sintases (NOS). Existem trés
isoformas da NOS: iINOS (ou NOS II), eNOS (NOS Ill) e nNOS (ou NOS ). A
forma induzivel (iNOS ou NOS Il) é independente de cdlcio, e sua sintese é
induzida em diversos tipos celulares por estimulos como citocinas
pré-inflamatérias e endotoxinas. As formas constitutivas estdo presentes em
condigbes fisiologicas no endotélio (eNOS ou NOS Ill) e nos neurdnios
(NNOS ou NOS 1) (WANG e MARSDEN, 1995; DUDZINSKI et al., 2005)
Diferentemente da INOS, tanto a eNOS quanto a nNOS sao ativadas pela entrada
de calcio na célula (IGNARRO et al, 1987; PALMER et al., 1988).
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Apds a formacéo de NO, este ativa a guanilato ciclase soluvel (GCs),
aumentando os niveis de GMPc nas células alvo (ARNOLD et al., 1977). O GMPc
é, portanto, responsavel por muitas agdes bioldgicas do NO, incluindo inibicao da
adesao e da agregacao das plaquetas (SZABO e THIEMERMANN, 1995). Além
disso, o NO também pode promover agdes independentes de GMPc, como o
efeito citotdxico sobre células tumorais (STUEHR e NATHAN, 1989,
NATHAN, 1992) e a ativagdo direta de canais de K' ativados por Ca™
(BOLOTINA et al., 1994).

Nitrovasodilatadores como o nitroprussiato de soédio (SNP) e
3-morfolinosidnonimina (SIN-1) sdo doadores de NO bastante utilizados como

ferramenta para se entender o papel fisiologico e patologico da via NO-GMPc.

O nitroprussiato de sodio (SNP) foi usado por décadas para o
tratamento da hipertensdo arterial, e permanece como droga rotineiramente
utilizada para emergéncia hipertensiva, doengas cardiacas cronicas e agudas,
hipotensdo intraoperativa e cirurgias cardiacas (ROBIN 1992; FRIEDERICH e
BUTTERWORTH, 1995; NAPOLI e IGNARRO, 2003). O SNP tem a propriedade
de liberar NO, levando ao efeito dilatador, tanto dos vasos coronarianos quanto de
outros vasos periféricos, independentemente da sintese endégena de NO
(IGNARRO et al., 1985; FEELISCH et al., 1987). Diferentemente de outros
nitrovasodilatadores que requerem a presenca de compostos altamente
especificos contendo tiol, 0 SNP libera espontaneamente o NO em pH fisioldgico,

funcionando portanto como uma proé-droga (MONCADA et al., 1991).

O molsidomine, um vasodilatador administrado oralmente para
pacientes com doengas cardiacas congestivas e patologias isquémicas, €
convertido em 3-morfolinosidnonimina (SIN-1) por acdo de esterases hepaticas
(TANAYAMA et al., 1974; RUDOLPH e DIRSCHINGER, 1985). Este, por sua vez,
libera o NO através de sua decomposicéo por meio de uma reagéo n&o enzimatica
que ocorre em trés passos. O primeiro passo compreende a abertura do anel
sidnonimima, catalisado por uma base, para formar o SIN-1 A. O segundo passo

requer o oxigénio, que doa um elétron ao SIN-1 A, liberando anion superoxido e
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SIN-1", um radical catiénico. Finalmente, no terceiro passo, o SIN-1" é
decomposto para formar ‘0 SIN-1 C e liberar o NO. Portanto, o SIN-1 libera
simultaneamente  anion superoxido e NO na proporggdo de 11
(FEELISCH et al., 1989; SINGH et al., 1999).

Outra droga utilizada como ferramenta no estudo do NO e suas agoes &
o ODQ (1-H-[1,2,4] oxidiazolo quinoxalin-1-one), reconhecido como inibidor
potente e seletivo da GCs (GARTHWAITE et al., 1995). O mecanismo de acéo do
0ODQ na GCs purificada de pulm&o bovino foi investigado por SCHRAMMEL et al.
(1996), os quais demonstraram que a incubag&o desta enzima com doadores de
NO, na presenca de ODQ, resulta em diminui¢cdo dos niveis de GMPc. Os autores
observaram que a atividade desta enzima, medida na auséncia de NO
(ou de doadores de NO), também foi inibida pelo ODQ. Portanto, sugeriu-se que a
inibicao da GCs se faz de modo competitivo com o NO, resultando na oxidac&o do
grupo heme ferroso a forma férrica, que apresenta baixa afinidade pelo NO,
contribuindo deste modo para a inativagdo da enzima. O ODQ previne o aumento

dos niveis de GMPc em plaquetas e em tecido vascular (MORO et al.,1996).

1.2.1 - Oxido nitrico e plaqueta

Estudos anteriores demonstraram a presenca de eNOS em plaquetas
humanas (MEHTA et al., 1995, CHEN e MEHTA, 1996). Estes autores notaram
um aumento da conversao de L-arginina para L-citrulina em plaquetas incubadas
com L-arginina, ADP ou adrenalina, sendo esta conversdo inibida em meio
desprovido de célcio (ou magnésio) ou na presenca de EGTA. RADOMSKI e
colaboradores (1990a) também demostraram que as plaguetas sdo capazes de
gerar NO através da eNOS. Além disso, o RNAm de eNOS e a propria enzima
foram identificados por reverse-transcription polymerase reaction (RT-PCR) e
Western Blotting, respectivamente, em plaquetas (MEHTA et al., 1995; CHEN e
MEHTA, 1996).
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Enguanto a presenga da eNOS em plaquetas ja € bem aceita, ainda é
bastante controverso se plaquetas expressam a iINOS (BERKELS et al.,, 1997).
WALLERATH et al. (1997) demostraram a presenca da iINOS em plaquetas, mas
nédo conseguiram amplificar fragmentos de DNA desta enzima. Estes autores
levantam duvidas sobre a possibilidade das plaquetas expressarem a iNOS ja que
sdo elementos anucleados, e sugerem que a INOS, em plaquetas, €
provavelmente originada dos megacariécitos. De fato, trabalho prévio ja
demonstrou a presenca da iINOS em megacariocitos (LELCHUK et al., 1992).

O NO derivado de plaquetas tem um papel crucial na fungéo
plaquetaria, regulando a atividade excessiva das plaquetas. Ou seja, o NO inibe a
adesao destas ao subendotélio, prevenindo a formagéo de trombos plaquetarios
(RADOMSKI et al, 1987; LOW et al, 2002).

Trabalhos anteriores mostraram que o SNP produz uma inibigao
concentracdo-dependente da agregagao plaquetaria in vitro
(GLUSA e MARKWARDT, 1974), sendo esta inibicdo também observada em
pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva tratados com SNP
(HINES e BARASH, 1989). Em estudos in vivo, METHA et al. (1979) mostraram
gue o SNP, em baixas doses, inibe de 20 a 40% a agregacao plaquetaria induzida

pela adrenalina e pelo ADP.

Ja esta bem determinado que o NO se liga ao grupo prostético heme
ferroso da GCs promovendo sua ativagao devido a subsequentes mudancas na
conformacao desta proteina (IGNARRO, 1989). Uma vez ativada, a GCs catalisa a
conversdo da guanosina trifosfato (GTP) ao GMPc. Este segundo mensageiro
promove reducao da concentragdo de calcio intracelular atraves da ativagdo da
PKG (NOLTE et al., 1994).

Até recentemente acreditava-se que a inibigcao plaquetaria pelo NO era
exclusivamente mediada pela via GCs/GMPc/PKG. Entretanto, tém sido proposto
que a atividade anti-plaquetaria do NO pode ocorrer também por mecanismos
independentes de GMPc (GORDGE et al., 1998; TSIKAS et al., 1999).
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Embora os mecanismos independentes de GMPc ainda ndo sejam
claros, evidéncias sugerem que a nitragéo de residuos de tirosina podem explicar
a inibicao da fungao plaquetaria pelo NO. NASEEN et al. (2000) mostraram qtie a
nitragdo de proteinas plaquetarias humanas ocorre durante a agregacdo de
plaquetas induzida por colageno, e sugerem que o processo de nitracdo pode ser

parte do mecanismo inibitério do NO na ativagdo plaquetaria.

Apesar de existirem numerosos estudos sobre os efeitos do NO na
agregacao plaquetaria, poucos tém avaliado o papel do NO na adesdo
plaquetaria. Estes sdo limitados, até o momento, aos trabalhos in vitro de
WU et al. (1997) e MILLER et al. (2003).

1.3 - Peroxinitrito e a funcao plaquetaria

O peroxinitrito (ONOO’) é um agente oxidante formado a partir da
reacdo do NO e anion superoxido (O2). A formagdo do peroxinitrito in vivo
transforma estes dois radicais livres relativamente ndo reativos em uma espécie
muito mais reativa (BECKMAN et al.,, 1990, PRYOR e SQUADRITO, 1995). A
quantidade de ONOO™ formada depende da competicao entre o NO e a superdxido
dismutase (SOD) pelo Oz (BOULOS et al., 2000). Entretanto, a reacéo de O, e
NO para formar o ONOO" ocorre trés vezes mais rapidamente do que a taxa
constante de reagdo de O, e SOD (HUIE e PADMAJA, 1993).

Pesquisas recentes tém indicado o ONOO™ como um agente danoso em
uma série de condi¢bes patolégicas (CLEMENTS et al., 2003). A acgéo citotdxica
do ONOO" pode estar relacionada com a sua habilidade em iniciar a peroxidacéo
lipidica (RUBBO et al., 1994), oxidar radicais sulfidrilas (RADI et al., 1991) ou nitrar
residuos de tirosina em uma variedade de proteinas
(BECKMAN et al., 1992; ISCHIROPQULOS, 1992).

LUFRANO e BALAZY (2003) mostraram que o ONOO", através de um
mecanismo de transporte complexo, penetra na membrana plaquetaria. Também é

possivel que o ONOO" seja formado na plagueta devido & disponibilidade tanto do
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NO quanto do O.. Isto porque, quando ativadas, as plaquetas, além de
sintetizarem NO por agao da eNOS, também produzem espécies oxigénio reativas
(ROS), como o O7 e o peroxido de hidrogénio (H202) (SABETKAR et al., 2002).

O ONOO", em concentragbes elevadas (> 150 pM), estimula a

agregacao de plaquetas humana (MORO et al, 1994). Entretanto, o tratamento de
plaquetas humanas com concentragdes de 4 a 50 uM de ONOO™ promove inibigao
da agregacdo plaquetaria, através da nitracdo de residuos de tirosina da COX
(BOULOS et al, 2000). Resultados inibitérios semelhantes foram relatados
anteriormente (YIN et al., 1995, MONDORO et al., 1997, BROWN et al., 1998).

O ONOO leva & nitracdo de proteinas plaquetarias
(MONDORO et al., 1997), sendo gue em varios tipos celulares a presenca de
proteinas nitradas tem sido usada como marcador para a formagéo de ONOQO™ nos
tecidos (LOW et al., 2002).

1.4 - Nitragao de proteinas

A nitracdo € uma modificagdo pos-translacional de proteinas, derivada
da reacdo com agentes nitrantes. De acordo com RADI (2004), um numero
relativamente limitado de proteinas sdo preferencialmente marcadas para a
nitracdo, e, dentro destas, apenas um ou poucos residuos de tirosina especificos
podem ser nitrados (SOUZA et al., 1999). A nitracdo dos residuos de tirosina €
uma modificacdo covalente da proteina, resultante da adicdo de um grupo nitro
(-NO,) em um dos dois carbonos ortho equivalentes, no anel aromatico dos
residuos de tirosina (ISCHIROPOQULOS, 2003 ).

Varios mecanismos foram propostos para detectar a formacdo de
nitrotirosina: (1) nitracao dependente de heme-peroxidases
(EISERICH et al, 1998), (2) nitracdo dependente da atividade de
pseudoperoxidades, como Cu/Zn-SOD (YIM et al, 1993), catalase
(OGINO et al., 2001), hemoglobina (GRZELAK et al, 2001) e mioglobina
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(KILINC et al., 2001), e (3) nitragéo de tirosina dependente de ONOO". Este Ultimo
mecanismo foi considerado de grande interesse bioldgico, pois esta reacao
funciona como um indicador de reacdes inflamatorias oxidativas mediadas pelo
NO (BECKMAN et al, 1990; ISCHIROPQULOS et al., 1992; SCHOPFER et al..
20083).

A maioria dos estudos sobre nitragdo relata a detecgdo de
3-nitrotirosina  em células, tecidos ou fluidos animais ou humanos
(ISCHIROPOULOS, 1998). Através de imunoprecipitagdo, alguns estudos
descreveram varias proteinas que sdo modificadas por nitracdo in vivo: SOD-Mn,
em rejeicao crénica renal (CROW et al., 1996), lipoproteina de baixa densidade
em lesGes aterosclerdticas (BRUCKDORFER, 2001), prostaciclina sintetase em
lesGes ateroscleréticas bovina (ZOU et at., 1997), succinil coA:3 transferase em
proteinas dos rins de ratos diabéticos (MARCONDES et al., 2001) e proteinas em
doenga de Parkinson (BRUCKDORFER, 2001). Entretanto, trabalhos recentes
sugerem que a nitracdo seletiva de proteinas especificas pode ocorrer também
durante processos fisiologicos (NASEEN et al., 2000; ISCHIROPOULOS, 2003).

Existem evidéncias de que proteinas plaquetarias podem ser
espontaneamente nitradas sem a adigcdo de ONOO™ exdgeno, e que esta seria
estimulada por um processo fisiolégico, como por exemplo a ativacdo de
plaquetas por agonistas enddgenos (SABETKAR et al., 2002). Este fendomeno
sugere que, pelo menos em algumas situagdes, a nitracdo de proteinas é
reversivel 2] pode contribuir para processos regulatorios

(KAMISAKI et al, 1998; IRIE et al., 2003).

1.5 - Objetivos

O objetivo deste projeto foi investigar o papel do NO na inibigao da
ades&o de plaquetas humanas ao fibrinogénio, in vitro, procurando identificar os

mecanismos dependentes e independentes de GMPc.
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Os objetivos especificos foram:

1. Investigar o efeito de doadores de NO (SNP e SIN-1) sobre a

adesao plaquetéria e as concentracoes de GMPc;

2. Investigar o efeito do inibidor seletivo da gualinalo ciclase soluvel,
ODQ, sobre inibicdo da adesdo plaguetéria e as concentragbes de
GMPc;

3. Investigar o efeito da superéxido dismutase (SOD) e do sequestrador
de ONOO, Epigallocatechin gallate (ECG), sobre a inibigdo da

adeséo plaquetaria;

4. ldentificar as proteinas nitradas em plaquetas tratadas com SNP e
SIN-1.
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2 - MATERIAIS E
METODOS



O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas da
Faculdade de Ciéncias Médicas - UNICAMP (Parecer n.° 259/2002).

2.1 - Obtengao de plaquetas lavadas

Sangue humano, obtido de voluntarios sadios, que ndo receberam
qualquer medicagao durante pelo menos 10 dias anteriores ao experimento, foi
coletado na presenca de ACDC (9:1 v/v). O plasma rico em plaquetas (PRP) foi
obtido por centrifugagéo do sangue total a 200 x g em temperatura ambiente por
15 min. Ao PRP, adicionou-se solugédo de tampdo de lavagem pH 6,0
(NaCl 140 mM, KCI 5 mM, citrato de sddio 12 mM, glicose 10 mM e sacarose 12
mM), 5.7 vlv, e entdo centrifugado a 800 x g por 12 min. O sobrenadante foi
desprezado. O residuo plaquetario foi cuidadosamente ressuspenso em tampao
de lavagem e novamente centrifugado a 800 x g por 12 min. Em seguida, o
sobrenadante foi desprezado e as plaquetas foram ressuspensas em solugao de
Krebs-Ringer desprovida de calcio (NaCl 118 mM, NaHCO3; 35 mM, KCI 4,7 mM,
KH2PO4 1,2 mM, MgS04.7H20 1,17 mM, Glicose 56 mM). As plaquetas foram
contadas em camara de Neubauer, ajustando-se o numero final para 2x10°
plaquetas/mL. A partir desta solucao, foram obtidas outras diluicdes de plaquetas.

Finalmente, adicionou-se 1 mM de cloreto de calcio a suspensao plaquetaria.

2.2 - Ensaio de adesao

Os ensaios de adesao foram realizados como descrito previamente por
BELLAVITE et al. (1994), com algumas modificacdes. Foram utilizadas placas de

96 pocos, sendo as mesmas previamente tratadas com 50 pL de fibrinogénio
(50 pg/mL em Krebs-Ringer).

As placas foram deixadas overnight a 4°C. Apos 12 h, os pogos foram

lavados com 200 uL de Krebs-Ringer por 2 vezes, e as ligacdes ndo especificas
foram bloqueadas pela adigdo de 100 ul/pogo de BSA 0,1% (p/v). Apds 1 h de
incubacdo a 37°C, as placas foram lavadas mais duas vezes com 200 pL de

Krebs-Ringer e secas a 37°C.
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Em seguida, adicionou-se aos pogos 50 uL da suspensao plaquetaria
(1,2x10° plaqueta/mL), ativadas ou ndo com 50 uL de trombina (50 mU!_mL).
Foram acrescentados (isoladamente ou em associacao). SNP (0,001-1 r;iM).,
SIN-1 (0,001-1 mM), ODQ (10 uM), SOD (100 U/mL) e galato (5 uM). As placas
foram incubadas por 15 ou 60 min a 37°C e posteriormente lavadas por 2 vezes
com 200 pL de Krebs-Ringer para que as plaquetas nao aderidas fossem
removidas. Os pocos ensaiados receberam 50 pL de Krebs-Ringer e os pogos
reservados ao controle receberam 50 pL da curva padrdo plaquetaria
(concentragbes variadas da suspensado plaquetaria original), em triplicata. Em
seguida, adicionou-se a todos os pogos, 150 uL de um substrato para fosfatase
acida (tampao citrato 0,1M pH 5,4 contendo fosfato de p-nitrofenil 5mM e Triton
X-100 0,1%). As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 1h, e apos
esse periodo, 100 uL de NaOH 2N foram adicionados a cada pogo para
interromper a reacdo. A absorbancia foi determinada no leitor de ELISA a 405nm.

A adesédo plaquetaria foi calculada pela medida da atividade da fosfatase acida

das plaquetas aderidas ao fibrinogénio, comparando-as com a curva padrao.

2.3 - Dosagem do GMPc

2.3.1 - Extracdo do GMPc

As plaquetas foram isoladas como descrito anteriormente e
ressuspensas em Krebs-Ringer numa concentragcao final de 1,2 x 10°
plaquetas/mL. Os ensaios foram feitos com plaquetas nao ativadas e ativadas com
trombina (50 mU/mL). Em seguida, as plaquetas foram incubadas com 2 mM de
IBMX (inibidor inespecifico de fosfodiesterase) por 15 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, as plaguetas foram incubadas na auséncia ou na presenca de

ODQ (10 uM), SNP ou SIN-1 , nas concentracbes de 0,1 e 1 mM, por 15 ou 60 min
a 37°C.
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A incubag&o foi interrompida adicionando-se etanol absoluto acidificado
(99%) gelado, e as amostras agitadas manualmente com vigor por
aproximadamente 30 segundos. Em seguida, as amostras foram incubadas em

gelo por 30 min e centrifugadas a 3000 x g, 4°C, por 30 min.

Os sobrenadantes das amostras foram recolhidos e guardados, sendo
Os precipitados lavados com 0,5 mL de etanol acidificado (67%) gelado,
centrifugado novamente & 14000 x g & temperatura ambiente por 5 min. Estes

sobrenadantes foram adicionados aos primeiros.

As amostras foram secas a 55-60°C em banho-maria, sob fluxo de

nitrogénio, e estocada a - 20°C até a dosagem.

2.3.2 - Dosagem do GMPc

A dosagem foi realizada utilizando-se o kit da Cayman, seguindo-se as
instrucdes do fabricante. O método imunoenzimatico é baseado na
competitividade do GMPc livre com o GMPc tracer (GMPc ligado a uma molécula
de acetilcolinesterase). A intensidade da cor determinada pelo espectrofotémetro é
proporcional ao GMPc livre durante a incubagdo. Cada pogo recebeu material
proveniente de 1,2x10° plaquetas/mL (50 uL), sendo que cada amostra foi
realizada em ftriplicata. A leitura foi realizada a 412 nm
(PRADELLES e GRASSI, 1989; MAXEY et al., 1992).

2.4 - Ensaio da atividade plaquetaria pelo MTT

Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade dos doadores de NO sobre as
plaquetas, utilizamos o método originalmente descrito por MOSMANN (1983) e
modificado por XIA et al. (2000). E um ensaio colorimétrico baseado na reducao

do MTT pelas desidrogenases mitocondriais de plaquetas metabolicamente ativas.
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A reacdo produz o sal formazan que € insoluvel em agua, mas soluvel em
solventes orgéanicos. Para tanto, foram adicionados 50 ul/pogo de suspensao
plaquetaria contendo 1,2 x 10° plaqueta/mL a uma placa de 96 pogos. Os ensaios
foram feitos com plaquetas nao ativadas e ativadas com trombina (50 mU/mL). Em
seguida, acrescentamos os doadores de NO (SNP ou SIN-1), nas concentragoes
de 0,1 e 1 mM, na presenca ou auséncia de SOD (100 U/mL). Apds incubagao por
15 ou B0 min & 37°C, foi adicionado a cada pogo solucao de Krebs-Ringer para um
volume final de 100 pL e, em seguida, 10 uL de MTT (5 mg/mL em &gua).
Finalmente, apoés incubagdo por 3 horas a 37°C, a reagado foi interrompida com
100 pL de SDS 10% em HCI (0,01 M). Realizou-se mais uma incubagéo adicional
de 1h a 37°C, no final da qual seguiu-se a leitura da placa em leitor de microplacas
(Spectra Max 340, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, E.U.A.), no comprimento de
onda de 540 nm.

2.5 - Ensaio da atividade da fosfatase acida plaquetaria

Os ensaios da atividade da fostatase acida foram realizados conforme
descrito anteriormente (sec&o 2.2), com algumas modificagdes. Os ensaios foram
realizados usando-se placas de 96 pogos nao previamente tratadas com

fibrinogénio.

2.6 - Eletroforese e Western blotting

Plaquetas humanas lavadas (6 x 10° plaquetas/mL) foram incubadas
(37°C) com SNP (0,1 ou 1,0mM) ou SIN-1 (0,1 ou 1,0 mM) por 15 ou 60 min, na
auséncia ou na presenca de trombina (50 mU/mL). Ap6s a incubagao, a
suspensdo plaquetaria (1 mL) foi centrifugada & 10000 g por 10 min & 4°C. O

sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspenso em 40 ul de tamp&o

dissociante (Tris-HCI 50 mM, pH 6,8, SDS 2%, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 2%
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e azul de bromofenol 0,1%). Foi utilizado como controle positivo para estes
ensaios a albumina bovina nitrada com peroxinitrito (1 ng/pogo), como descrito por
BECKMAN et al. (1994). A eletroforese de proteinas foi feita em gel de
poliacrilamida-SDS (6%) e transferida para membranas de PVDF. As membranas
foram bloqueadas por 30 mim a temperatura ambiente, com 5% de leite em TBS
(Tris 200 mM, NaCl 1,5 M, pH 7,6) contendo 0,1% de Tween (TBS-T) e em
seguida incubadas overnight com anticorpo de camundongo anti-3-nitrotirosina
(1:2000) a 4°C. Apos incubagdo com o anticorpo primario, as membranas foram
lavadas 6 vezes durante 1 h com soluc&o de TBS-T e incubadas com o anticorpo
secundario conjugado com a peroxidase (1:8000) por 1 h a temperatura ambiente.
Novamente, as membranas foram lavadas 6 vezes durante 1 h com solucédo de
TBS-T e entdo as bandas imunorreativas foram detectadas através do aumento de

quimioluminescéncia.

2.7 - Purificagao e ldentificagao da proteina nitrada

Amostras de plaquetas (1 x 10° platelets/mL), n&o ativadas ou ativadas
com trombina (50 mU/mL), foram reunida na presenga de inibidores de protease
(10 ug/mL inibidor de tripsina soybean, 64 uM benzamidina, 0,005 U/mL
aprotinina, 25 uM leupeptina, 15 uM pepstatina A, 8 uM antipain e 200 uM PMSF)
e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. As amostras foram sonicadas
por 10 min & 4°C e centrifugadas & 10,000 g por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi
coletado e centrifugado novamente a 100,000 g por 1 h a 4°C. As amostras foram

armazenadas a -80°C para futuros procedimentos.

As proteinas do sobrenadante plaquetario foram precipitadas com 60%
de sulfato de amonia por 18 h a 4°C sob agitagdo. A suspensao foi centrifugada a
12,000 g (4°C) por 10 min e o pellet foi ressuspendido em 15 mL de tampao
fosfato de sddio (pH 7,2) 10 mM. A coluna Sephacryl S-200 HR (1 X 100 cm) foi
equilibrada com o tampé&o fosfato de soédio (pH 7,2) 10 mM contendo NaCl (0,3 M)

e entdo adicionou-se 1 mL do sobrenadante plaquetario. A cromatografia foi
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realizada no mesmo tampao, no fluxo de 10 mL/n. As fragbes coletadas foram
analisadas por Western blotting usando-se anticorpo monoclonal anti-nitrotirosina.
As fragdes contendo proteina nitrada foram reunidas e carregadas em uma coluna
de hidroxiapatita (1 X 2 cm) equilibrada com o tampdo fosfato de sddio
(pH 7,2, 10 mM). As proteinas ligadas foram eluidas através de um gradiente
crescente de concentragao de fosfato de sodio (50, 100, 150 e 200 mM) no fluxo
de 6 mL/h, e as fragdes foram analisadas por Western blotting. A banda no gel
SDS contendo a proteina nitrada purificada foi corada com Coomassie blue e
cortada usando uma lamina. A banda do gel cortada foi descorada e a proteina foi
reduzida, alquilada com iodoacetamida, e digerida com tripsina de acordo com o
procedimento de HELLMAN et al. (1995). Os peptideos alquilados foram
extraidos, secos e analisados por cromatografia capilar em fase reversa acoplada

a espectrometria de massa por “electrospray” (LC/ESI-MS/MS).

2.8 - Identificagao de peptideos tripticos por “nanospray” LC-MS/MS

Cromatografia capilar em fase reversa acoplada a espectrometria de
massa por “electrospray” foi realizada usando-se um sistema com bomba ternaria
CapLC Waters conectada, através de um modulo com valvula de selegao de fluxo,
a uma fonte de nano Z spray de um espectrometro de massa hibrido - de
aceleracdo ortogonal - quadruplo e tempo de véo (Q-TOF Ultima, Micromass,
Manchester, Reino Unido) operando em modo ion positivo. As condigbes de
ionizacdo usadas foram: Voltagem do capilar 2.3 kV, voltagem do cone de 100V, e
a temperatura da fonte 80°C. O Argonio foi usado para a fragmentagao dos ions

na célula de coliséo.

O digesto protéico em gel foi injetado no sistema através de um
“autosampler” CapLC. O solvente A consistiu de 5% acetonitrila com 0,1% de
acido trifluoroacético (TFA); o solvente B consistiu de 95% de acetonitrila com
0,1% TFA; e o solvente C consistiu de H:O em 0,1% TFA. A amostra foi

concentrada e dessalificada numa pré-coluna a 30 pl/min durante 3 min usando a
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bomba C. Apds alteracdo das bombas A e B, um gradiente foi aplicado na
pré-coluna e depois usado para eluir a amostra da coluna analitica. A coluna
analitica foi equilibrada com 5% do solvente B, e um gradiente linear de 10% até
70% deste solvente foi aplicado durante 60 min em uma velocidade de fluxo de

aproximadamente 200 nL/min, usando-se um “split” pré-coluna com deliberacao

de bomba em 1 ul/min.

A aquisicdo dos dados foi realizada on-line com separacdo em
cromatografia capilar. Um exame inicial minucioso foi realizado por TOF-MS, a
aquisicao foi feita na abrangéncia de m/z de 400-2000 cada segundo, com critério
de alteracao de MS para MS/MS incluindo intensidade do ion e estado de carga. A
aquisicao dos dados MS/MS foi realizada sobre uma abrangéncia m/z de 50-2000
m/z cada segundo para mais de 3 picos co-eluidos, mas apenas para ions
carregados dupla ou triplamente. A energia de colisao variou automaticamente
segundo a massa e o estado de carga dos peptideos eluentes. Os dados de
espectrometria de massas em tandem foram processados usando o software
Proteinlynx (Micromass, Manchester, UK) e Mascot MS/MS Ilon Search tool

(http://www.matrixscience.com).

2.9 - Analise estatistica

Os resultados dos testes de adesao e de viabilidade plaquetaria foram
expressos como média + erro padrao das médias (EMP) de n experimentos.
Diferengas estatisticas significativas foram determinadas por analise de variancia
(ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni. Quando apropriado, teste t de Student
n&o-pareado foi usado para comparar grupos especificos. Valores de P< 0,05

foram considerados significativos.
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3 - RESULTADOS



3.1 - Adesédo de plaquetas ao fibrinogénio

A figura 1 mostra que a incubagdo das plaquetas ndo ativadas

(1,2 x 10° plaqueta/mL) em placas recobertas com fibrinogénio induz adesao

—

significativa aos 15 min (10 £ 0,5%) e 60 min (30 + 1%), sendo a adesdo em 60

min significativamente maior do gue em 15 min.

Quando as plaquetas foram ativadas com trombina (50 mU/mL), a
adesao foi significativamente maior em ambos os tempos de incubag&o; porém,
nao notamos diferencas significativas entre os mesmos tempos de incubacédo
(50 + 5% e 55 + 4% de adesdo em 15 min e 60 min respectivamente; p< 0,01).

Plaguetas n&o ativadas e ativadas com trombina ndo foram capazes de
se aderir a placa quando lavadas 24 h antes do teste de adeso e mantidos em

temperatura ambiente.

60+
1 (-) trombina
(+) trombina
— 45-
=
o) %*
©

g
|
g ]
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Figura 1 - Adesdo de plaquetas humanas ao fibrinogénio. Plaquetas
(1,2 x 10° plaquetas/mL) foram incubadas por 15 min ou 60 min,
na auséncia ou na presenga de trombina (50 muU/mL). Os
resultados representam a média + EP.M. de seis a nove
experimentos separados, cada um em ftriplicata. *p<0,05
comparado a adesdo em 15 min na auséncia de trombina;
***p<0,01 comparado a adesdo na auséncia de trombina.
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3.2 - Efeito inibitorio do SNP sobre a adesao de plaquetas ao fibrinogénio

A adicdo de SNP (0,001 - 1000 pM) inibiu de maneira
concentracdo-dependente a ades&o de plaquetas n&o ativadas ao fibrinogénio em
15 min (figura 2A). A adesdo das plaquetas ativadas com trombina também foi
significativamente inibida pelo SNP. Entretanto, nas concentractes de 0,1 e 1 uM,
o efeito inibitdério do SNP foi significativamente menor em plaquetas ativadas em

relacé@o as plaquetas nao ativadas (figura 2 A).

O SNP também inibiu de modo significativo e concentracéo-dependente
a ades3o de plaquetas nao ativadas e ativadas com trombina, em 60 min, sendo
esta inibicdo de mesma magnitude em ambos os estados plaquetarios (figura 2B).
O efeito inibitorio do SNP, em 0,1 a 10 uM em plaquetas nao ativadas, foi
significativamente reduzido aos 60 min, quando comparado ao de 15 min de

incubacao.
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Figura 2 - Efeito inibitorio do nitroprussiato de sédio (SNP) na adesao de
plaquetas humanas ao fibrinogénio. Plaquetas (1,2 x 10°
plaquetas/mL), ndo ativadas e ativadas com trombina (50 mU/mL)
foram incubadas com SNP (0,001 - 1000 uM) por 15 min (painel A)
ou 60 min (painel B) antes da medida da adesdo plaquetaria. Os
resultados representam a média (porcentagem de inibigéo) + E.P.M.
de trés experimentos separados, cada um em friplicata. *p<0,05 e
**p<0,01 comparado a respectiva adesao na ausencia de trombina.
*p<0,05 e ﬁ'@“*p-<0,01 comparado & respectiva inibicdo da adesao em

15 min.
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3.2.1 - Atividade da fosfatase acida

Avaliamos o efeito do SNP sobre a atividade da fosfatase acida, uma
vez que a adesdo € quantificada através da determinacdo da atividade desta

enzima.

Plaquetas (1,2 x 10° plaqueta/mL; 50uL/poco), ndo ativadas ou ativadas

com trombina (50 mU/mL) foram adicionadas a placas (n@o recobertas com
fibrinogénio), e incubadas com SNP (0,1 e 1,0 mM), por 15 ou 60 min. Em
seguida, determinou-se a atividade da fosfatase acida, conforme descrito em
“‘Materiais e Métodos”. Nossos resultados mostraram que o SNP (0,1 e 1,0 mM),
nao interfere na atividade da fosfatase &acida em nenhum das condicoes

estudadas.

3.2.2 - Viabilidade plaquetaria

Os ensaios de redugdo do MTT mostraram que o SNP (0,1 e 1,0 mM)
néo causou efeito toxico, nem nas plaquetas ndo ativadas nem nas plaquetas
ativadas com trombina, em nenhum dos tempos de incubagao estudados
(15 e 60 min) (figura 3).
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Figura 3 - Efeito do nitroprussiato de sddio (SNP) sobre a viabilidade plaquetaria.
Plaguetas (1,2 x 10® plaquetas/mL), ndoativadas ou ativadas com
trombina (50 mU/mL) foram incubadas com SNP (0,1 e 1 mM) por 15
min (painel A) ou 60 min (painel B). Os resultados representam a
média da porcentagem de viabilidade plaquetaria + E.P.M. de trés

experimentos separados, cada um em triplicata.
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3.2.3 - Niveis de GMPc em plaquetas incubadas com SNP: Efeito do ODQ

A figura 4 A mostra que, em 15 min, a inibigdo da adesdo plaquetaria
pelo SNP (0,1 mM) foi acompanhada por um marcanate aumento nos niveis de
GMPc nas plaguetas nao ativadas e ativadas pela trombina. O pré-tratamento das
plaquetas com ODQ (10 uM) praticamente aboliu a elevacdo dos niveis de GMPc
em resposta ao SNP (0,1 mM). A inibicdo da adesdo plaquetaria, nesta

concentracao de SNP, foi também revertida pelo tratamento com ODQ (figura 4B).

De maneira semelhante, a inibicdo da adesio plaquetaria pelo SNP, na
concentragao de 1 mM, foi acompanhada por um marcante aumento nos niveis de
GMPc, sendo este aumento prevenido pelo ODQ (figura 4A). Entretanto, o ODQ
nao modificou significativamente o efeito inibitério do SNP (1 mM) na adeséo

plaguetaria (figura 4B).

No tempo de incubagdo de 60 min (figura 5), o SNP (0,1 e 1,0 mM)
aumentou os niveis de GMPc, tanto nas plaquetas ndo ativadas quanto nas
plaquetas ativadas com trombina (figura 5A), & semelhanca do tempo de 15 min.
O pré-tratamento das plaquetas com ODQ (10 pM) restabeleceu os niveis de
GMPc aos valores basais, e reduziu marcantemente o efeito inibitdrio do SNP
(0,1 e 1 mM) na adesédo das plaquetas ndo ativadas e ativadas pela trombina
(figura 5B).
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Figura 4 - Efeito do inibidor da guanilato ciclase solavel, ODQ, nos niveis de
GMPc (painel A) e na inibicao da adeséo plaquetaria (painel B) pelo
nitroprussiato de sodio (SNP) em 15 min. A linha tracejada representa
os niveis basais de GMPc. Plaquetas (1,2 x 10° plaquetas/mL) n&o
ativadas ou ativadas com trombina (50 mU/mL) foram incubadas com
SNP (0,1 e 1 mM) por 15 min, na presenca ou na auséncia de ODQ

(10 uM). Os resultados representam a media + E.P.M. de trés

experimentos separados. *p<0,05 comparado com experimentos na

auséncia de ODQ.

—-0DQ
2+ 0DQ

Resultados
81



.

309 - i i
trombina + trombina —-0DQ

2+ 0DQ

N
4]
1

GMPc (pmol/mL)
= N
o (4,1 o
1 1 1
T
H

(3,
1

o

%k
Hedkk
Je %k %k k%
— s
0 0

0,1 1, 1 1,0

SNP (mM)

D
o

- trombina + trombina

g 3

T 1

N W
-

dede

1

1,0 0,1 1,0

Inibicdo da adesdo(%)
S

o

0,

SNP (mM)

Figura 5 - Efeito do inibidor da guanilato ciclase solivel, ODQ, nos niveis de
GMPc (painel A) e na inibicdo da adesdo plaquetéaria (painel B) pelo
nitroprussiato de sédio (SNP) em 60 min. A linha tracejada representa
os niveis de GMPc das plaquetas em repouso. Plaquetas (1,2 x 10°
plaguetas/mL) n&o ativadas ou ativadas com trombina (50 mU/mL)
foram incubadas com SNP (0,1 e 1 mM) por 60 min na presenca ou
na auséncia de ODQ (10 uM). Os resultados representam a média +
E.P.M. de trés experimentos separados. *p<0,05, **p<0,01,

**p<0,001 comparado com experimentos na auséncia de ODQ.
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3.2.4 - Efeito da Superdxido dismutase (SOD)

O pre-tratamento das plaquetas apenas com SOD (100 U/mL) inibiu
significativamente a adeséo das plaquetas em 15 minutos (17 + 6% e 28 + 4%,
para plaqueta nao ativada e ativada com trombina, respectivamente) e 60 min

(10 £ 4% e 16 = 5%) para plaqueta nao ativada e ativada com trombina,

(respectivamente).

Em 15 min, a SOD (100 U/mL) nao modificou a resposta inibitéria do
SNP (0,1 mM) na adesao de plaquetas nao ativadas e ativadas com trombina, ao
passo que na concentragdo maior de SNP (1 mM), o efeito inibitério do mesmo

sobre a adesao foi significativamente reduzido pela SOD (figura 6A).

Em 60 min, a SOD nao afetou significativamente a inibicado da adesao

plaguetaria pelo SNP em nenhuma das condi¢gbes usadas (figura 6B).
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Figura 6 - Efeito da superoxido dismutase (SOD) na inibicdo da adeséo
plaquetaria pelo nitroprussiato de sédio (SNP) em 15 min (painel A)
e 60 min (painel B). Plaquetas (1,2 x 10® plaquetas/mL néo ativadas
ou ativadas com trombina (50 mU/mL) foram incubadas com SNP
(0,1 e 1 mM) por 15 min ou 60 min na presenca ou na auséncia de
SOD (100 U/mL). Os resultados representam a meédia £+ E.P.M. de
trés experimentos separados. *p<0,05 e **p<0,01 comparado a

adesdo na auséncia de SOD).
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3.2.5 - Efeito do galato

O pré-tratamento das plaquetas com galato (5 uM) causou apenas uma

discreta inibicao da adesao, tanto em plagueta ndo ativada quanto em ativada com
trombina, em ambos os tempos (7 £+ 6% e 10 £ 3% em 15 min e 60 min,

respectivamente).

Em 15 min, o galato (5 uM) ndo modificou a resposta inibitoria do SNP
(0,1 mM) nas plaquetas n&o ativadas e ativadas com trombina, ao passo que na
concentracdo maior de SNP (1 mM), o efeito inibitorio deste foi significativamente

reduzido pelo galato (figura 7A).

Em 60 min, o galato nao reduziu a inibicao da adesao plaquetaria pelo
SNP em nenhuma das condi¢des usadas; ao contrario, na concentragdo maior de
SNP (1 mM), o galato promoveu um aumento significativo da inibicao da adesao

em plaquetas n&o ativadas (figura 7B).
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Figura 7 - Efeito do galato na inibicdo da adesao plaquetaria pelo nitroprussiato de
sédio (SNP) em 15 min (painel A) e 60 min (painel B). Plaguetas
(1,2 x 10° plaquetas/mL ndo ativadas ou ativadas com trombina
(50 mU/mL) foram incubadas com SNP (0,1 e 1 mM) por 15 min ou 60
min na presenga ou na auséncia de galato (5 uM). Os resultados
representam a média + E.P.M. de trés experimentos separados.
*p<0,05, **p<0,01 e *p<0,001 comparado a adesdo na auséncia de

galato.
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3.2.6 - Western blotting para 3-nitrotirosina

Em plaquetas ndo ativadas (6x10° plaquetas/mL) ndo detectamos
banda imunorreativa para nitrotirosina (figura 8). Além disso, a incubacédo de
plaquetas nao ativadas com SNP (0,1 mM), por 15 min, n&o revelou nenhuma
proteina nitrada. Entretanto, quando as plaquetas foram tratadas com a
concentragdo maior de SNP (1 mM), houve o aparecimento de nitragdo de
proteina nos residuos de tirosina com uma massa molecular aparente de 105 kDa,

identificada como alfa-actinina-1.

Observamos também que a ativagdo das plaquetas com trombina
determinou o aparecimento de uma banda nitrada semelhante a do SNP (1 mM)
nas plaguetas nao ativadas (figura 8). A exposicao das plaquetas ativadas com
trombina ao SNP (0,1 mM) nao afetou a intensidade da banda imunorreativa.
Entretanto, o tratamento com SNP (1 mM), por 15 min, aumentou a
imunorreatividade da banda em 30%, como demonstrado pela analise
densitométrica (figura 8). Amostras de plaquetas (nao ativadas e ativadas)
tratadas com SNP (0,1 e 1 mM) por 60 min n&o mostraram nenhuma nitragéo de

proteina nos residuos de tirosina.
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Figura 8 - Deteccdo de proteinas nitradas em plaguetas humanas. As plaquetas
(6 X 10° plaqueta/mL) foram incubadas com nitroprussiato de sédio
(SNP) (0,1 e 1 mM), na auséncia ou na presenca de trombina
(50 mU/mL). Depois de 15 min de incubagdo, a suspensao de
plaquetas foi centrifugada (10,000 g, 10 min) e o pellet ressuspenso em
40 pL de tamp&o de dissociagdo. As amostras (40 pl/pogo) foram
colocadas em SDS-PAGE 7,0%, e analisadas por Western blot
usando-se anticorpo monoclonal anti-nitrotisosina. As linhas 1, 2 e 3
representam as plaquetas nao tratadas, e plaquetas incubadas com
SNP nas concentragdes de 0,1 e 1 mM, respectivamente. A posicao do
marcador molecular (em kDa) esta indicada a esquerda. O grafico
mostra a analise densitométrica de bandas de proteinas nitradas em
plaquetas de trés voluntarios. *p<0,05 e **p<0,01 comparado ao

respectivo controle. ”#p<0,01 comparado a plaquetas nao ativadas.
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3.2.7 - Purificacéo e identificacéo de proteina nitrada

A figura 9A mostra o perfil da proteina da fragdo obtida através da
diluigdo em coluna Sephacryl S-200 HR. A analise por Western blotting, usando-se
anticorpo anti-nitrotirosina, indicou a presenca de proteina nitrada nas fragbes 22 e
23; portanto, essas fragbes foram reunidas e carregadas numa coluna de
hidroxiapatita. A eluicdo da coluna de hidroxiapatita com 100 e 200 mM de
Na;HPO, resultou em uma purificagdo substancial da proteina nitrada no residuo

de tirosina (Figura 9B).

A proteina nitrada contida na banda do gel SDS foi identificada como
alfa-actinina 1 humana, uma isoforma do citoesqueleto (P12814), com base no
peso molecular e na sequéncia de dados dos dezoito peptideos alquilados

tripticos, resultantes da digestao do gel (Tabela 1).
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Figura 9 - Purificacdo da proteina nitrada em plaquetas lavadas. Gel de
poliacrilamida-SDS corado com Coomassie de proteinas contidas
nas fracdes de eluigdo das colunas Sephacryl S-200 HR (A) e
hiydroxiapatita (B). Western blotting usando-se anticorpo monoclonal
anti-nitritirosina indicou a presenga de uma banda nitrada nas
fracbes 22 e 23, as quais foram reunidas e colocadas na coluna de
hidroxiapatita. Numero 1 e 2 representam as proteinas ligadas
eluidas com 100 e 200 mM de fosfato de sodio A flecha indica a
banda de proteina cortada e analisada por LC/ESI-MS/MS. A linha H
representa a proteina contida no material total antes da
cromatografia (30 mg de proteinaflinha). A posigdo do marcador
(em kDa) esta indicada a esquerda.

Resultados
g0



Tabela 1 - Massa e sequéncia dos peptideos tripticos obtidos da digestao do gel
da banda eletroforética mostrada na figura 9, comparado com a massa
tedrica de peptideos ftripticos da alfa actinina-1. Todas as massas

moleculares estao relatadas como monoisotopicas.

Posicao Massa Medida da Delta Sequéncia

teorica(Da) massa(Da) massa(Da)

107 - 121 1541.86 1541.83 0.03 LVSIGAEEIVDGNVK

134 - 147 1536.75 153677 0.02 FAIQDISVEETSAK

186 - 195 1226.66 1226.64 0.02 HRPELIDYGK

221 - 236 1758.91 1758.85 0.07 MLDAEDIVGTARPDEK

237 - 254 2007.00 2006.96 0.04 AIMTYVSSFYHAFSGAQK

293 - 312 2422.23 2422.19 0.04 TIPWLENRVPENT

347 - 358 1460.76 1460.72 0.05 LSNRPAFMPSEGR

403 - 413 1213.60 1213.57 0.02 ASTHEAWTDGK

503 - 516 1710.95 1710.81 0.04 LLETIDQLYLEYAK

503 - 517 1867.05 1867.01 0.05 LLETIDQLYLEYAKR

556 - 5865 1114.55 1114.5¢6 0.02 ATLPDADKER

614 - 624 1324.68 1324.62 0.03 RDQALTEEHAR

656 - &72 1978.04 1977.99 0.05 ISIEMHGTLEDQLSHLR

677 - ©84 947.58 947.54 0.03 SIVNYKPK

685 - 704 2338.22 2338.18 0.04 IDQLEGDHQLIQEALIFDNK

685 - 714 3620.83 3620.717 0.06 IDQLEGDHQLIQEALIFDNKHTNYTMEHIR

753 - 772 2290.16 2290.04 0.12 ASFNHFDRDHSGTLGPEEFK

819 - 834 1728.78 1728.75 0.03 ETADTDTADQVMASFK
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3.3 - Efeito inibitério do SIN-1 sobre a adesao de plaquetas ao fibrinogénio

Na figura 10A podemos observar que o SIN-1 (0,001 — 100 puM) inipiu
de maneira concentragdo-dependente a adesdo de plaquetas ao fibrinogénio por
15 min. Na concentragdo de 1000 uM, o SIN-1 promoveu uma inibico total da
adesao plaquetaria. Resultados semelhantes foram obtidos com as plaquetas

estimuladas com trombina.

Em 60 min de incubacdo com SIN-1 (0,001 — 100 uM), a inibicdo da
ades&o de plaquetas ndo estimuladas foi da mesma magnitude (10 - 20%); porém,

na concentragdo de 1000 uM, o SIN-1 praticamente aboliu a adesdo plaquetaria.
Resultado semelhante foi obtido com as plaquetas estimuladas com trombina,
diferindo apenas na concentragéo de 100 uM, onde o SIN-1 apresentou um efeito
inibitério significativamente maior nesta condicdo, comparado a respectiva inibicdo

da adesao em plaquetas nao ativadas (figura 10B).

Além disso, a inibicdo da adesdo plaquetaria causada pelo SIN-1 nas
concentracdes de 0,001 a 100 uM foi significativamente menor em 60 min

comparada a 15 min (figura 10).
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Figura 10 - Efeito inibitério do 3-morpholinosyndnomine (SIN-1) na adesao de
plaquetas humanas ao fibrinogénio. Plaquetas (1,2 x 10®
plaquetas/pogo), ndo ativadas e ativadas com trombina (50 mU/mL)
foram incubadas com SIN-1 (0,001 — 1000 uM) por 15 min (painel A)
ou 60 min (painel B) antes da medida da adesao plaquetaria. Os
resultados representam a média + E.P.M. de trés a cinco
experimentos separados, cada um em ftriplicata. **p<0,01 e
***n<(0,001 comparado a respectiva inibicdo da adesdo em 15 min.

*n<0, 01 comparado a respectiva adesao na auséncia de trombina.
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3.3.1 - Atividade da fosfatase acida

Plaquetas humanas (1,2x10° plaqueta/mL) ndo ativadas ou ativadas
com trombina, incubadas previamente com SIN-1 (0,1 mM), por 15 ou 60 min, ndo
sofreram alterag&o na atividade da fosfatase acida. Entretanto, a incubagéo com a
concentragdo maior de SIN-1 (1 mM), em ambos os tempos, mostrou uma
diminuic&do significativa da atividade da fosfatase acida, tanto em plaquetas néao

ativadas quanto em ativadas com trombina (figura 11).

3.3.2 - Viabilidade plaquetaria

Como mostra a figura 12, o SIN-1 (0,1 mM) ndo causou nenhum efeito
toxico em plaguetas ndo ativadas ou ativadas com trombina, em nenhum dos
tempos de incubag&o estudados (15 e 60 min). Na concentragdo maior (1 mM), o
SIN-1 reduziu significativamente a viabilidade das plaquetas ndo ativadas ou

ativadas, tanto em 15 min quanto em 60 min.
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Figura 11 - Efeito do 3-morpholinosyndnomine (SIN-1) sobre a atividade da

fosfatase acida plaquetaria. Plaquetas (1,2 x 10° plaquetas/mL), ndo
ativadas com ativadas com trombina (50 mU/mL) foram incubadas
com SIN-1 (0,1 e 1 mM) por 15 min (painel A) ou 60 min (painel B).

Os resultados representam a média + E.P.M. de trés experimentos

separados, cada um em ftriplicata.
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Figura 12 - Efeito do 3-morpholinosyndnomine (SIN-1) sobre a viabilidade
plaquetaria. Plaguetas (1,2 x 10® plaquetas/mL) ndo ativadas ou
ativadas com trombina (50 mU/mL) foram incubadas com SIN-1
(0,1 e 1 mM) por 15 min (painel A) ou 60 min (painel B). Os
resultados representam a média + E.P.M. de trés experimentos

separados, cada um em triplicata.
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3.3.3 - Niveis de GMPc em plaquetas incubadas com SIN-1: efeito do ODQ

Na figura 13 observamos que, em 15 min, a inibicdo da adesao
plaquetaria pelo SIN-1 (0,17 mM) foi acompanhada por um marcante aumento nos
niveis de GMPc, tanto em plaguetas ndo ativadas quanto em ativadas pela
trombina. O pre-tratamento das plaquetas (ndo ativadas) com ODQ (10 uM)
praticamente aboliu a elevacao dos niveis de GMPc induzido pelo SIN-1 (0,1 mM)
(figura 13A) e reverteu a inibi¢do da adesdo plaquetaria (figura 13B).

Quando as plaquetas foram ativadas com trombina, o 0ODQ
praticamente aboliu a elevacdo dos niveis de GMPc induzido pelo SIN-1 (0,1 mM);
porém, nesta condicdo, o ODQ n&o afetou significativamente a inibicado da adesao

das plaquetas (figura 13B).

O aumento nos niveis de GMPc causado pela concentragao maior de
SIN-1 (1 mM) foi significativamente diminuido pelo ODQ (figura 13A); porém, o
ODQ nao modificou significativamente no efeito inibitério do SIN-1 (1 mM) na
adesao plaquetaria, nem em plaquetas nao ativadas nem em ativadas pela

trombina (figura 13B).

No tempo de incubagéo de 60 min, o SIN-1 (0,1 e 1,0 mM) aumentou
significativamente os niveis de GMPc, tanto em plaquetas n&o ativadas quanto em
plaquetas ativadas pela trombina (figura 14). O pré-tratamento das plaguetas com
0ODAQ (10 uM) reduziu significativamente o aumento nos niveis de GMPc mediado
pelo SIN-1 (0,1 e 1,0 mM), tanto em plaquetas nao ativadas quanto em ativadas
pela trombina. A inibicdo da adesao de plaquetas nao ativadas causada pelo
SIN-1 (0,1 mM), também foi significativamente diminuida pelo ODQ (figura 14B);
porém o ODQ nao afetou a inibicdo da adesdo causada pelo SIN-1 na
concentragdo de 1 mM. Do mesmo modo, o ODQ nao alterou o efeito inibitério do

SIN-1 (0,1 e 1 mM) na adesao das plaquetas ativadas pela trombina (figura 14B).
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Efeito do inibidor da guanilato ciclase soluvel, ODQ, nos niveis de
GMPc (painel A) e na inibigdo da adesao plaquetaria (painel B) pelo
3-morpholinosyndnomine (SIN-1) em 15 min. A linha tracejada
representa os niveis de GMPc das plaquetas em repouso. Plaquetas
[1.2 x 108 plaquetas/mL) nao ativadas ou ativadas com trombina
(50 mU/mL) foram incubadas com SIN-1 (0.1 e 1mM) por 15 min na
presenga ou na auséncia de ODQ (10 uM). Os resultados
representam a média + E.P.M. de trés experimentos separados.
**p<0,01 e ***p<0,001 comparado aos experimentos na auséncia de

oDQ.
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Figura 14 - Efeito do inibidor da guanilato ciclase soluvel, ODQ, nos niveis de
GMPc (painel A) e na inibicdo da adesao plaquetaria (painel B) pelo
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3-morpholinosyndnomine (SIN-1) em 60 min. Plaquetas (1,2 x 10°
plaquetas/mL) nao ativadas ou ativadas com trombina (50 mU/mL)
foram incubadas com SIN-1 (0,1 e TmM) por 60 min na presenga ou
na auséncia de ODQ (10 uM). Os resultados representam a média *
E.P.M. de trés experimentos separados. *p< 0,05 e**p<0,001

comparado aos experimentos na auséncia de ODQ.
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3.3.4 - Efeito da Superoxido dismutase (SOD)

Observamos na figura 15 que, em 15 min de incubacdo, a SOD
(100 U/mL) n&o modificou a resposta inibitéria do SIN-1 (0,1 mM) nas plaquetas
nao ativadas com trombina. Resultado contrério foi encontrado com o SIN-1 na
concentragdo maior (1 mM), onde a inibigdo da adesdo promovida pelo SIN-1 foi
significativamente revertida pela SOD. Ja nas plaquetas ativadas pela trombina, o
efeito inibitério do SIN-1 (0,1 e 1 mM) foi significativamente reduzido pela SOD
(figura 15A).

No tempo de 60 min, a SOD reverteu de modo significativo a inibicdo da

adesao plaquetaria pelo SIN-1 em todas as condigbes usadas (figura 15B).
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Figura 15 - Efeito da superoxido dismutase (SOD) na inibicdo da ades&o
plaguetaria pelo SIN-1 em 15 min (painel A) e 60 min (painel B).
Plaquetas (1,2 x 10° plaquetas/mL) ndo ativadas ou ativadas com
trombina (50 mU/mL) foram incubadas com
3-morpholinosyndnomine (SIN-1) (0,1 e 1 mM) por 15 min ou 60
min na presenc¢a ou na auséncia de SOD (100 U/mL). Os resultados
representam a média + E.P.M. de trés experimentos separados.
**p<0,01 e **p<0,001 comparado a adesao na auséncia de SOD.
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3.3.5 - Efeito da SOD sobre a viabilidade e a atividade da fosfatase acida

Os dados ilustrados nas figuras 16 e 17 mostram, respectivamente, o
efeito da SOD (100 U/mL) na redugao da viabilidade e da atividade da fosfatase
acida plaquetaria causada pelo SIN-1 (1 mM), nos dois tempos de incubacdo
(15 e 60 min).

Nossos resultados mostram que a SOD promoveu reversao
praticamente total da inibicdo da viabilidade causada pelo SIN-1, tanto em
plaquetas nao ativadas quanto em ativadas pela trombina, em ambos os tempos

de incubacgao (figura 16).

De maneira semelhante, a SOD reverteu significantemente a diminuigao
da atividade da fosfatase acida causada pelo SIN-1 (1 mM) em todas as condicoes

usadas (figura 17).
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Figura 16 - Efeito da superoxido dismutase (SOD) na inibicdo da viabilidade
plaguetaria pelo 3-morpholinosyndnomine (SIN-1) em 15 min
(painel A) e 60 min (painel B). Plaquetas (1,2 x 10° plaquetas/mL)
nao ativadas ou ativadas com trombina (50 mU/mL) foram
incubadas com SIN-1 (0,1 e 1 mM) por 15 min ou 60 min na
presenga ou na auséncia de SOD (100 U/mL). Os resultados
representam a média da + E.P.M. de trés experimentos separados.

***p<0,01 comparado a adesao na auséncia de SOD.
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Figura 17 - Efeito da superdxido dismutase (SOD) na inibicdo da atividade da
fosfatase acida plaquetaria pelo 3-morpholinosyndnomine (SIN-1) em
15 min (painel A) e 60 min (painel B). Plaquetas (1,2 x 10°
plaquetas/mL) n&o ativadas ou ativadas com trombina (50 mU/mL)

foram incubadas com SIN-1 (0,1 e 1 mM) por 15 min ou 60 min na
resultados

presenca ou auséncia de SOD (100 U/mL). Os

representam a média + E.P.M. de trés experimentos separados.

***n<0,01 comparado & ades&o na auséncia de SOD.
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3.3.6 - Efeito do galato

A figura 18A mostra que o galato (5 uM) n&o modificou a resposta
inibitéria do SIN-1 (0,1 e 1 mM) em nenhuma das condi¢gdes apresentadas no
tempo de 15 min, a excecdo da concentragcdo menor de SIN-1 (0,1 mM), onde
efeito inibitério foi significativamente reduzido pelo galato em plaquetas ativadas

com trombina.

Resultado semelhante foi encontrado no tempo de 60 min, onde o
galato ndo reduziu a inibicdo da adesdo plaquetaria pelo SIN-1 em nenhuma
condicao usada, exceto na concentracéo SIN-1 (0,1 mM), onde o galato promoveu

diminuicdo significativa da inibicado da ades@o das plaquetas ativadas com

trombina (figura 18B).

Resultados
105



Figura 18
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Efeito do galato na inibicdo da adesdo plaquetaria pelo
3-morpholinosyndnomine (SIN-1) em 15 min (painel A) e 60 min
(painel B). Plaguetas (1,2 x 10° plaquetas/mL) n&o ativadas ou
ativadas com trombina (50 mU/mL) foram incubadas com SIN-1
(0,1 e 1 mM) por 15 min ou 60 min na presenga ou na auséncia de
galato (5 uM). Os resultados representam a meédia + E.P.M. de trés
experimentos separados. *p< 0,05, **p<0,01 comparado a adesao

na auséncia de galato.
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3.3.7 - Nitrac&o de proteinas pelo SIN-1

A figura 19 mostra que quando plaquetas nao ativadas foram incubadas
com SIN-1 (0,1 e 1 mM), por 15 min, houve o aparecimento de nitracdo de
proteina nos residuos de tirosina com massa molecular aparente de 105 kDa,
identificada como alfa-actinina-1. A intensidade da banda foi maior com 1 mM de

SIN-1.

A ativacao das plaquetas com trombina levou ao aparecimento de uma
banda nitrada semelhante a produzida pelo SIN-1 (0,1 e 1 mM) nas plaquetas néo
ativadas. A exposicdo dessas plaquetas ao SIN-1 (0,1 mM) determinou o
aparecimento de uma banda semelhante a produzida nas plaquetas estimuladas,
com um pequeno aumento na intensidade da banda imunorreativa. O tratamento

com SIN-1 (1 mM), por 15 min, aumentou a imunorreatividade da banda em 55%

(figura 19).

Por outro lado, amostras de plaquetas tratadas com SIN-1 (0,1 e 1 mM),
por 60 min, ndo mostraram nitracao de proteina nos residuos de tirosina em

nenhuma condi¢cdo experimental.
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Figura 19 - Detecgdo de proteinas nitradas em plaquetas humanas. As plaquetas
(6 X 10° plaqueta/mL) foram incubadas com 3-morpholinosyndnomine
(SIN-1) (0,1 e 1 mM), na auséncia ou na presengca de trombina
(50 mU/mL). Depois de 15 min de incubagdo, a suspens@o de
plaguetas foi centrifugada (10,000 g, 10 min) e o pellet foi
ressuspenso em 40 uL de tampdo de dissociagdo. As amostras
(40 ul/pogo) foram colocadas em SDS-PAGE 7.0% e analisadas por
Western blot usando anticorpo monoclonal anti-nitrotisosina. As linhas
1, 2 e 3 representam as plaquetas ndo tratadas, e plaquetas
incubadas com SIN-1 nas concentragbes de 0,1 e 1 mM,
respectivamente. A posicdo do marcador molecular (em kDa) esta
indicada a esquerda. O grafico mostra a analise densitométrica de
bandas de proteinas nitradas nas plaquetas de trés voluntarios
diferentes. *p<0,05 e ***p<0,001 comparado ao respectivo controle.

*#p<0,01 comparado a plaquetas nao ativadas.
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4 - DISCUSSAO



Diversos estudos tém sido publicados acerca da capacidade de
doadores de NO de modularem a agregacao plaquetaria. Entretanto, existem
poucas publicagdes sobre o papel modulador do NO na adesdo plaquetaria. A
adesado plaquetaria € considerada o passo mais importante para o processo
hemostatico. Defeitos genéticos (ou adquiridos) da adesdo plaquetaria podem
comprometer seriamente o processo hemostatico, levando a aumento no risco de
desordens vasculares. Desta forma, o estudo da ades&o plaquetaria é de grande

importancia no diagnéstico diferencial de sindromes tromboticas.

Neste trabalho, nos preocupamos em aprofundar os conhecimentos
sobre os mecanismos que medeiam o efeito inibitério do NO no processo de
adeséo plaquetéria, utilizando-se, para tanto, doadores de NO (SNP e SIN-1) em
experimentos in vitro de ades&o. Este modelo de medida de adesao de plaquetas
humanas em microplacas recobertas com fibrinogénio & baseado na determinagao
da atividade da fosfatase 4acida, enzima presente nas plaquetas
(BELLAVITE, 1994). Utilizamos o fibrinogénio como proteina de revestimento das
microplacas para mimetizar o processo de ades&o a matriz vascular, uma vez que,
sabidamente, o fibrinogénio, in vivo, esta imobilizado na superficie da plaqueta
ativada e depositado na parede vascular no local do dano
(SIXMA e WESTER, 1977; JEN e HU, 1987; BELISARIO, 2000).

A glicoproteina GPIIb/llla é o receptor que medeia a adesao plaquetaria
seletiva e irreversivel ao fibrinogénio imobilizado, sendo que esta ligacédo néo
requer ativagdo da plaqueta. Normalmente, o complexo GPllIb/llla esta no estado
de baixa afinidade, incapaz de se ligar a ligantes soluveis, mas pode se ligar ao
fibrinogénio e ao fator de von Willebrand imobilizados (SAVAGE et al., 1992). De
fato, trabalho prévio mostrou que, em plaquetas ativadas e nao ativadas, a
glicoproteina GPIIb/llla apresenta afinidades especificas para diferentes porgoes
do fibrinogénio, mas em ambos os estados de ativacdo, a interagéo do fibrinogénio
com seu receptor leva a adesao plaguetaria irreversivel
(SAVAGE e RUGGERI, 1991).
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Primeiramente, no sentido de validar o método de adesao aqui
empregado, trabalhamos com plaquetas inativas, ou seja, lavadas 24 h antes do
inicio do protocolo experimental. Como esperado, verificamos que nesta condicao
ndo ha adesdo das plaquetas as placas revestidas com fibrinogénio, nem na

auséncia e nem na presenca de trombina.

Em seguida, investigamos a capacidade de ades&o das plaquetas
frescas em placas recobertas com fibrinogénio. Nossos dados mostraram que as
plaquetas (ndo ativadas ou ativadas com trombina) foram capazes de aderir ao
fibrinogénio, sendo que nas plaquetas nao estimuladas, este aumento se mostrou
dependente do tempo. As plaquetas ativadas com trombina apresentaram uma
adesao significativamente maior do que as néo ativadas, sendo este aumento de

mesma magnitude, independentemente do tempo de incubagéo.

Doadores de NO como o SNP e o SIN-1 tém sido largamente
empregados em algumas desordens clinicas, como hipertenséo arterial
(ROBIN, 1992; FRIEDERICH, 1995; NAPOLI e IGNARRO, 2003) e insuficiéncia
cardiaca congestiva (HINES e BARASH, 1989), além de serem ferramentas
importantes para se investigar processos fisiolégicos mediados pelo NO. Estudos
anteriores in vivo mostraram que estes doadores de NO inibem a adesao
plaquetéria em modelos animais (GROVES et al., 1993; CHINTALA et al.,1994;
PROVOST et al., 1997). Da mesma maneira, estudos in vitro demonstraram que a
reducdo da adesdo pelo SNP é acompanhada por aumento nos niveis de GMPc
(POLANOWSKA-GRABOWSKA e GEAR, 1994), sendo potencializada pelo
inibidor de fosfodiesterase, dipiridamol (WU et al.,, 1997). Entretanto, os

mecanismos que medeiam este efeito ainda n&o estao bem esclarecidos.

Utilizando o SNP como doador de NO, mostramos que a incubacao das
plaquetas com este agente promove inibicdo significativa da adesao ao
fibrinogénio. O SNP inibiu a adesdo plaquetaria de maneira dependente da
concentracdo, mas independente do estado de ativacdo das plaquetas
(repouso ou ativadas com trombina) e do tempo de incubac&o (15 ou 60 min).
Estes resultados estdo de acordo com estudos prévios que sugerem que o SNP
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libera NO continuadamente, durante periodos prolongados de tempo (até 90 min),
sem necessidade de ativagdo enzimatica (NOACK e FEELISCH, 1991;
ANFOSSI et al., 2001).

Demonstramos também que o SNP inibe a adesdo plaquetaria ao
fibrinogénio por mecanismos dependentes e independentes de GMPc, sendo os
mecanismos independentes de GMPc vigentes em condigbes de tempo curto de

incubacgao (15 min), como discutido em seguida. em GMPc

O NO se liga ao sitio heme da GCs, ativando a enzima e catalisando a
conversdo do GTP em GMPc (FEELISCH, 1998; LUCAS et al., 2000). O ODQ
inibe a atividade GCs estimulada pelo NO, resultando em diminuig&o dos niveis de
GMPc (GARTHWAITE et al., 1995). A inibicdo da GCs se faz devido a mudancgas
no estado de oxidacdo do grupo heme ferroso para a forma férrica, levando a
inativacdo da enzima (ZHAO et al., 2000). O ODQ tem sido extensamente utilizado
para se estudar a funcdo da via NO-GMPc. Portanto, usamos o ODQ para
explorar os mecanismos dependentes de GMPc que medeiam o efeito inibitorio
dos doadores de NO na adesdo de plaguetas as placas recobertas com
fibrinogénio. Na concentragdo usada em nosso estudo, o ODQ reduziu
significativamente o aumento nos niveis de GMPc induzido pelo SNP,
independentemente da concentragdo usada deste composto (0,1 e 1 mM) e do
estado funcional da plaqueta (ndo ativada ou ativada com trombina). Além disso, o
ODQ reverteu marcantemente a inibicdo da adeséo plaquetaria causada pelo SNP
na maioria das condigbes experimentais empregadas, reforgando que os achados
que o GMPc tem papel importante como inibidor da fungéo plaquetaria. Entretanto,
quando o SNP foi usado na concentracédo de 1 mM, o ODQ n&o modificou a
inibicdo da adesao plaquetaria em 15 min em plaquetas néo ativadas e ativadas.
Portanto, nossos achados indicam que o efeito inibitorio do SNP
(em concentragoes elevadas, 15 min) € mediado por mecanismos independentes
de GMPc. Em outros tipos celulares, como leucdcitos polimorfonucleares,
sugere-se também que a resposta funcional aos doadores de NO € mediada por
mecanismos dependentes e independentes de GMPc (WANIKIAT et al., 1997,
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SETHI et al., 1999). Recentemente, mostrou-se que a incubacdo das plaquetas
com SIN-1 leva a inibicdo da agregacéo plaquetaria por mecanismo independente
de GMPc, sugerindo que estes efeitos antiplaquetarios estao relacionados com

geracéo de NO no compartimento extracelular (CRANE et al., 2005).

Em nossos estudos, nos preocupamos particularmente em elucidar os
mecanismos independentes de GMPc vigentes nas plaquetas tratadas com os
doadores de NO, averiguando primeiramente um possivel papel para o O, como
responsavel por este mecanismo. Para tanto, utilizamos a SOD, enzima contida

em células aerdbias, que catalisa a reacdo O, + Oy + 2 H* — 0, + H0,

funcionande como um sequestrador do Oz (MARCUS et al, 1977;
AMBROSIO et al., 1994; PIGNATELLI et al., 1998).

Trabalhos anteriores mostraram que o O2 induz ativacao plaquetaria
(HANDIN et al., 1977; SALVEMINI et al., 1989). O O, também inibe a atividade da
guanilato ciclase soluvel isolada de plaquetas humanas (BRUNE et al., 1990).
Adicionalmente, KROTZ et al (2002) verificaram que o O aumenta a liberacao de
ADP de plaquetas ativadas com colageno, resultando em aumento do
recrutamento de plaquetas. Concordando com estes estudos, nossos resultados
mostraram que, na auséncia de doadores de NO, a SOD preveniu
significativamente a adesdo das plaquetas (néao ativadas ou ativadas com
trombina) ao fibrinogénio, confirmando um importante papel para o O, como
ativador plaquetario. Contrariamente, na presenca de SNP, a SOD atenuou
marcantemente o efeito inibitério destes doadores em 15 min. Estes resultados
sugerem que as plaquetas tratadas com altas concentragées de SNP (15 min),
independentemente da concentragdo e do tempo de incubacéo, geram Oz, que,

por sua vez, passa a prevenir a adesao plaquetaria ao fibrinogénio.

Como ja citamos anteriormente, na presengca da SOD, o O é
convertido a H,O, cujo papel na fungao plaquetaria € bastante controverso
(AMBROSIO et al., 1994; PIGNATELLI et al., 1998). Um estudo prévio mostrou

que o H»0; por si (0,01-1 mM) ndo modifica a adeséo de plaquetas ao fibrinogénio
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imobilizado, apoés 30 ou 60 min de incubagdo (BELISARIO et al., 2000).
Assumindo este resultado para o nosso estudo, podemos sugerir que o H202 n&o
medeia a inibicdo da adesao independente de GMPc. Por outro lado, é sabido fue
o H,0; pode interagir com o Oz, formando o radical hidroxila (OH’), que é
altamente reativo com uma variedade de componentes celulares, podendo ser
téxico para a célula. Para verificar a presenca de efeito citotoxico dos doadores de
NO, utilizamos o método do MTT. Para o SNP, ndo se revelou nenhum efeito
téxico, independentemente da concentragdo, do tempo de incubagéo e do estado
de ativacdo das plaquetas. Desta forma, excluimos a possibilidade que a inibicao

da adeséo por este doador reflete morte celular.

O 07 é relativamente ndo reativo em comparagdo a muitos outros
radicais, mas o sistema biolégico pode converté-lo em outras espécies mais
reativas, como o ONOO", derivado de uma reacao extremamente rapida com o NO
(WINTERBOURN e KETTLE, 2003).

O ONOO™ é um agente oxidante forte capaz de modificar a maioria das
moléculas e compostos, incluindo aminoacidos como a tirosina, triptofano, cisteina
e metionina (RADI et al., 1991, ALVARES et al., 1996,1999). O ONOO" ¢
considerado danoso em uma série de condigcbes patolégicas, sendo sua acao
citotoxica relacionada a certas reagbes como peroxidagéo lipidica, oxidagao de
radical sulfidrila e dano no DNA (BECKMAN e KOPPENOL, 1996). O ONOO
também & um potente agente nitrante, sendo a nitragdo um processo que afeta a
funcdo de proteinas (GOW et al., 2004). Existem poucos trabalhos mostrando a
existéncia de proteinas nitradas em plaquetas (JIANG e BALAZY, 1998, NASEEM
et al., 2000). Nestes estudos, residuos de 3-nitrotirosina foram detectados em
plaquetas néo estimuladas, através de cromatografia gasosa/espectofotometria de
massa (JIANG e BALAZY, 1998). Adicionalmente, NASEEM et al. (2000)
demostraram que as formas “fosfo” (peso molecular 50 kDa) e “de-fosfo” (peso
molecular 46 kDa) da VASP (vasodiatador-stimulated phosphoprotein)
apresentam discreta nitragdo em plaquetas ndo estimuladas, que foi

significativamente potencializada ap6s a ativagdo das mesmas com colageno.

Discusséo
115



Em nosso trabalho, ndo detectamos proteina nitrada nas plaquetas n&o
ativadas, mas a ativagdo das mesmas com trombina levou ao aparecimento de
proteina nitrada. Isto pode ser explicado pelo aumento do calcio intracelular e
consequente sintese de NO, e também pelo aumento da produgéo do O através
de oxidagdo mitocondrial ou NADPH oxidase, que ocorre apés a ativagéo
plaquetaria (RADOMSKI et al., 1990; LEONCINI et al.,1991, WACHOWICZ et al.,
2002). Além disso, significativa nitragdo de proteinas, com peso molecular
aparente em torno de 105 kDa, foi revelada nas plaquetas nao estimuladas,
depois de serem incubadas com alta concentracdo de SNP (1 mM) em 15 min.
Quando as plaquetas foram ativadas com trombina, o SNP (1 mM) promoveu o

aparecimento de uma banda semelhante, porém de maior intensidade.

Realizamos entdo experimentos de adesdo, utilizando o
epigallocatechin gallate (ECG), para verificar a hipotese de que estaria sendo
formado ONOO" durante a incubagdo das plaquetas com os doadores de NO. O
ECG é um composto polifendlico antioxidante e potente sequestrador de ONOO',
sendo capaz de prevenir a nitragdo dos residuos de tirosina (FIALA et al., 1996).
Estudos recentes em ratos mostraram que o ECG tem acdo protetora contra
danos neuronais produzidos pelo aumento do NO em isquemia cerebral, devido a
sua propriedade anti-oxidante (NAGAI et al, 2002). YOKOZAWA et al. (2003)
mostraram que o ECG atenua o dano renal induzido pelo ONOO", observado em
experimentos com células e em modelo animal /n vivo, sugerindo que este
composto age como um inibidor de ONOO". Estes mesmos autores (2004)
demonstraram também que o ECG é um sequestrador direto de ONOO", mas nao

sequestra seus precursores NO e O3

Nossos resultados mostraram que, em 15 min de incubagédo, o ECG
reverteu significativamente o efeito inibitério da adeséo plaquetaria promovido pelo
SNP (1 mM). Isto sugere que a formagdo de ONOOQO" e subsequente nitragdo de
tirosina tem um papel importante reduzindo a ativagéo plaquetaria.

Além do SNP, utilizamos o SIN-1 como doador de NO. Nossos
resultados mostraram que, em 15 min de incubag&o, o SIN-1 apresentou uma

curva concentragdo-resposta semelhante a do SNP, com excegcao da
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concentracdo maior (1 mM), onde houve inibicao total da adesao plaquetaria. Em
60 min, o SIN-1 promoveu uma inibicdo de mesma magnitude em todas as
concentragbes usadas, independentemente do estado de ativagdo plaquetaria
com excegao da concentragdo maior (1 mM), onde houve inibi¢cao total da adeséo
plaquetaria. Além disso nossos experimentos mostraram que o ODQ reduziu
significativamente o aumento nos niveis de GMPc induzido pelo SIN-1,
independentemente da concentragao usada destes compostos (0,1 e 1 mM) e do
estado da funcional da plaqueta (n&o ativada ou ativada com trombina). O ODQ
também reverteu a inibicdo da ades&o de plaquetas ndo ativadas pelo SIN-1, na
menor concentracao, independentemente do tempo de incubagdo. Entretanto, o
ODQ nao reverteu a inibicdo da adesdo pelo SIN-1 nas outras condigoes

experimentadas.

Observamos também que a SOD atenuou marcantemente o efeito
inibitério do SIN-1 (1 mM) em 15 min, assim como reverteu o efeito do SIN-1 em
60 min, independentemente do estado da plaqueta. Estes resultados sugerem
que, de modo semelhante ao SNP em concentragéo elevada (15 min), o SIN-1,
independentemente da concentragdo e do tempo de incubacédo, gera Oy, que, por
sua vez, previne a adesado plaquetaria ao fibrinogénio. Este resultado nao foi
observado quando as plaquetas nado ativadas foram tratadas com SIN-1 na menor

concentragdo (15 min).

Utilizamos, em seguida, o método do MTT para averiguar a hipétese de
efeito citotoxico do SIN-1 sobre as plaquetas, e verificamos que, na concentracao
menor (0,1 mM), nao se detectou efeito toxico. Entretanto, na concentragao maior
de SIN-1 (1mM), houve agdo citotoxica. Paralelamente, o SIN-1 (1 mM) promoveu
redugdo significativa na atividade da fosfatase acida das plaguetas

(ndo ativada ou ativadas com trombina), independentemente do tempo de

incubacao.

Para tentarmos elucidar o efeito toxico da concentragdo elevada do
SIN-1 sobre as plaguetas, repetimos os ensaios de viabilidade pelo MTT e da
atividade da fosfatase acida, na presenca da SOD. Os resultados mostraram que
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a SOD reverteu, quase totalmente, a diminuicao da viabilidade e da atividade da
fosfatase acida. Embora o efeito protetor da SOD contra danos celulares induzidos
pela geracao de NO e O esteja bem documentado
(LIPTON et al., 1993; BONFOCO et al., 1995), existem trabalhos mostrando que a
SOD pode potencializar a toxicidade do SIN-1 (GERGEL et al., 1995, VOLK et al.,
1995; MORO et al., 1998). MORO et al. (1998) sugeriram que o efeito da SOD
depende da identidade do agente responsavel; ou seja, se o ONOO™ e/ou O2 s&o
a causa da toxicidade, a SOD pode reverté-la; se o NO ou H,0O, sdo os agentes
toxicos, a SOD pode potencializa-la.

Ja esta bem definido que o SIN-1 libera O2 juntamente com o NO
(FEELISCH et al., 1989; FEELISCH, 1991; SINGH et al., 1999). Estudos prévios
revelaram que a decomposicao ndo enzimatica de 0,1 mM de SIN-1 produz 1,24
uM/min e 1,12 uM/min de NO e Oy, respectivamente (KELM et al., 1997).
Entretanto, outros pesquisadores demonstraram que o SIN-1 pode levar a um
balanco desigual entre o NO e O,. Por exemplo, na concentracao de 1 mM, o
SIN-1 produziu 3,68 uM/min e 7,02 uM/min de NO e Oz, respectivamente
(FEELISCH et al., 1989, HOGG et al., 1992). Além disso, o uso de doadores de
NO como geradores e sequestradores do O,, mostrou que a liberagdo de O
ocorre apenas em altas concentragées de SIN-1, na faixa de 0,3 a 5 mM
(ROBAK e GRYGLEWSKI, 1993). Portanto, € provavel que a quantidade de O
gerada pelo SIN-1 (1 mM) € maior do que a de NO, diferentemente da
concentragdo menor de SIN-1 (0,1 mM), que produz NO e O; na proporgao de
1:1. Em nossos experimentos podemos sugerir entdo que, o SIN-1, na
concentracdo de 1 mM, diminui a viabilidade e a atividade da fosfatase é&cida

devido ao acumulo de O;".

De maneira semelhante ao SNP, revelou-se a existéncia de nitracao de
proteinas, com peso molecular aparente em torno de 105 kDa, tanto nas plaguetas
ndo ativadas quanto nas ativadas com trombina, depois de serem incubadas com
SIN-1 (0,1 e 1 mM) em 15 min. Nas plaquetas ativadas e tratadas com SIN-1
(1 mM) houve uma maior intensidade da banda, quando comparada as plaquetas

nao estimuladas.
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Realizamos os experimentos com ECG, e nossos resultados mostraram
que, em 15 min de incubacao, o ECG reverteu significativamente o efeito inibitorio
da ades&o de plaquetas ativadas com trombina promovido pelo SIN-1 (0,1 mM),
resultado este semelhante aquele obtido com o SNP (1 mM). Isto confirma que a
formacao de ONOO™ e subsequente nitragdo de tirosina tem um papel importante

na reducgao da ativacdo plaquetaria.

Em conclusdo, nossos resultados mostraram que o SIN-1, em baixa
concentracdo, inibe a adesdo plaquetaria por mecanismo independente de GMPc,

envolvendo geragao de O e nitracao de proteina.

Em uma outra etapa deste trabalho, resolvemos purificar e identificar a
proteina nitrada nas plaguetas, com o propésito de complementar os resultados

obtidos com os doadores de NO.

Nossos ensaios analiticos revelaram que a proteina nitrada é a
a-actinina 1. Esta proteina € uma isoforma da familia de proteinas do

citoesqueleto, que se liga a actina, e membro do citoesqueleto plaquetario. E um
homodimero que contém em suas por¢gdes terminais amino e carboxila, dominios
ligantes de actina e dois ligantes de calcio, respectivamente
(MATSUDAIRA, 1991; IMAMURA et al., 1994, TANAKA e ITOH, 1998,
TANG et al., 2001). A alfa-actinina esta associada a uma trama de actina que se
reorganiza nas plaquetas durante sua ativacao (TANAKA e [TOH, 1998).
Adicionalmente, a alfa-actinina forma uma ponte entre a actina e o dominio
citoplasmatico da integrina (proteina que age como receptor para a matriz
extracelular) no contato focal (OTEY et al., 1990).

Em nossos estudos, em 60 minutos, nenhuma banda nitrada foi
detectada nas plaquetas, em nenhuma das condicbes experimentais usadas.
Portanto, nossos dados mostraram que a nitragdo das plaquetas pelos SNP e
SIN-1 é detectada apenas em condi¢des onde a inibigdo da ades&o plaquetaria
revertida pela SOD ou ECG, e nao afetada pelo ODQ.
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O mecanismo determinante da auséncia de nitragdo em 60 min de
incubac&o nao é claro, mas estudo prévio relatou que a nitracdo de proteinas em
plaquetas ndo estimuladas pode diminuir com o tempo (SABETKAR et al., 2002).
Outros estudos mostraram que processo de desnitragdo pode ocorrer em varios
tecidos, por reagdes enzimaticas ou quimicas (KAMISAKI et al., 1998; KUO et al.,
1999; IRIE et al., 2003; KOECK et al, 2004). KAMISAKI et al. (1998)
demostraram, através de Western blotting de extratos de varios tecidos de ratos,
um decréscimo da nitracdo de albumina de soro bovino, dependente do tempo.
Recentemente, IRIE et al. (2003) sugeriram que enzimas denominadas
desnitrases reduzem a nitracdo da proteina histona. Estudo recente demostrou
também um declinio dos residuos de nitrotirosina em mitocondrias, em 20 min de
auséncia de O, (KOECK et al., 2004).

Em conclusdo, nossos resultados demonstraram que o SNP, em alta
concentracdo e curto periodo de incubacdo, assim como o SIN-1, em baixa
concentracdo, inibem a adesdo plaquetaria por mecanismo independente de
GMPc, envolvendo geracéo de O, e nitragdo da a-actinina. A nitracdo € descrita
como uma modificagdo pds-translacional de uma proteina, um processo seletivo,
onde nem todas as proteinas s&o marcadas para a nitragdo e nem todos os
residuos de tirosina sdo nitrados. A nitragdo dos residuos de tirosina pode afetar a
estrutura e a funcdo das proteinas e, geralmente, a inibicdo da fungdo é sua
consequéncia mais comum (ISCHIROPOULOS, 1998; SOUZA et al., 1999
GREENACRE e ISCHIROPOQULOS, 2001) Alguns autores discutiram a relevancia
e funcdo regulatéria de nitragdo de tirosina em processos fisiologicos e
patoldgicos, e evidéncias indicam que a nitragdo previne a fosforilagéo de residuos
especificos de tirosina (GOW et al., 1996; KONG et al., 1996; NEWMAN et al,
2002: MONTEIRO, 2002; SABETKAR e al., 2002; CASONI et al., 2005).

A alfa-actinina esta intimamente associada tanto com os receptores de
adesdo transmembrana quanto com as proteinas do citoesqueleto, e isto pode ser
um marcador regulatério, uma vez que esta proteina é importante para a ativagao

plaquetaria. A alfa-actinina é fosforilada na posicéo 12 pela quinase de adesao
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focal (FAK) e estd @estritamente ligada a ©plagueta espalhada
(IZAGUIRRE et al., 1999, 2001). Podemos especular que a nitragdo desta proteina
pode interferir com sua fosforilagdo e consequentemente contribuir para o papel
inibitério do NO na adesao plaquetaria.
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Em concentracdes baixas (0,1 mM, 15 min), o SNP inibe a adeséo

plaguetaria por mecanismo dependente de GMPc, mas nao

relacionado ao estado da ativacéo plaquetaria;

Em concentragdes elevadas (1,0 mM, 15 min), o SNP inibe a adesao
plaquetaria por mecanismo independente de GMPc e do estado de
ativacdo  plaquetario. Nessa condigdo, identificamos a

o-actinina-1como proteina nitrada pelo SNP;

Em 60 min, o SNP inibe a adesdo plaquetaria por mecanismo
dependente de GMPc, mas nao relacionado a concentragao e ao

estado de ativagao das plaguetas;

Em concentragbes baixas (15 min) o SIN-1 inibe a adesao de
plaquetas ndo ativadas por mecanismo parcialmente dependente de
GMPc, ao passo que em plaquetas ativadas, a inibicdo se da por

mecanismo independente de GMPc;

Em 60 min, concentragbes baixas de SIN-1 inibem a adesao de
plaguetas ativadas por mecanismo independente de GMPc,

envolvendo provavelmente formagao de anion superoxido;

Em concentracdes elevadas, o SIN-1 diminui a viabilidade e a

atividade da fosfatase acida devido a formacéo de anion superéxido.
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