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Resumo 

 

A sepse leva a uma alta taxa de mortalidade em hospitais de todo o mundo e por se tratar de um 

quadro clínico muito complexo ainda não há tratamento eficaz para o mesmo. Nas últimas 

décadas tem-se dado destaque para o papel das plaquetas na sepse, já que a gravidade do quadro 

correlaciona-se com o número de plaquetas circulantes e seu estado de ativação. Uma vez que as 

estatinas têm sido usadas clinicamente com muito sucesso no tratamento de doenças 

inflamatórias, decidimos investigar o efeito da pravastatina em plaquetas de ratos sadios e em 

modelo experimental de sepse induzida por lipopolissacarídeo (LPS). Para tanto, ratos foram 

tratados com solução salina ou pravastatina 20 mg/kg (gavagem, uma vez ao dia durante 7 dias). 

No sexto dia, os ratos de ambos os grupos receberam uma única injeção de salina ou de LPS (1 

mg/kg, i.p.) e após 48h o sangue arterial foi coletado. A determinação plasmática de TNF-α e 

trombopoietina foi feita por ELISA. O número de megariócitos foi determinado pela histologia 

da medula óssea. A agregação plaquetária foi induzida por ADP (1-10 μM). A formação de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) e GMPc foi analizada em plaquetas por citometria de fluxo utilizando a 

sonda fluorescente DCFH-DA e por kit comercial, respectvamente. Também foi avaliada a atividade 

enzimática da SOD e glutationa peroxidase (GPx) em plaquetas através de kits comerciais. Nos ratos 

injetados com salina, a pravastatina aumentou 3,7 vezes os níveis plasmáticos de TNF-. Além 

disso, a pravastaina reduziu 36% o número de plaquetas circulantes. A agregação plaquetária 

induzida por ADP foi significativamente reduzida por esta estatina, a qual foi acompanhada de 

uma redução dos níveis intraplaquetários de GMPc. Apesar do aumento marcante da atividade 

enzimática da SOD e da GPx, a pravastatina aumentou 2,4 vezes a quantidade de EROs em 

plaquetas de ratos injetados com salina. A pravastatina reduziu o número aumentado de leucócitos 
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totais observado em ratos injetados com LPS para os mesmos valores encontrados em ratos injetados 

com salina. A concentração plasmática aumentada de TNF- também foi reduzida pelo pré-

tratamento com pravastatina, mas ainda permaneceu significativamente maior do que a observada em 

ratos injetados com salina. O LPS reduziu 6.8 vezes o número de plaquetas circulantes, o qual foi 

acompanhado por aumento do número de megacariócitos e redução de trombopoetina. O pré-

tratamento com pravastatina restaurou os valores de trombopoetina e megacariócitos, mas não 

preveniu a queda do número de plaquetas circulantes. A agregação plaquetária induzida por ADP foi 

inibida por LPS e restaurada pela pravastatina. A quantidade de EROs em plaquetas de ratos 

injetados com LPS foi 2,2 vezes maior do que a observada em ratos injetados com salina, o qual foi 

acompanhado por um aumento significativo da atividade enzimática da SOD e da GPx. O pré-

tratamento com pravastatina dos ratos injetados com LPS não modificou da quantidade de EROs 

intraplaquetária, mas reduziu de forma marcante a atividade enzimática da SOD e da GPx. Portanto, 

nossos resultados mostram que a administração de pravastatina em animais sadios, além de levar a 

trombocitopenia e estresse oxidativo plaquetário, promove um aumento dos níveis plasmáticos de 

TNF-, o que poderia incorrer em danos teciduais a longo prazo. A pravastatina restaura a agregação 

plaquetária e melhora o quadro inflamatório dos ratos injetados com LPS. Entretanto, esta estatina 

não previne a queda acentuada do número de plaquetas circulantes, marcador importante para 

avaliação da gravidade da sepse, e nem reduz o estresse oxidativo plaquetário, o que poderia 

contribuir para a disfunção de diferentes tecidos. Sendo assim, a pravastatina não parece ser uma boa 

opção no tratamento da sepse. 
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Abstract 

Sepsis is still a cause of high mortality in hospitals all over the world. It is a very 

complex clinical condition and up to now there is no effective treatment. In the last decades 

works have been plublished describing the important role of platelets in sepsis, since the 

severity of the condition is correlated to the number of circulating platelets and their 

activation state. Statins, besides their action on lowering the cholesterol levels, have been 

successfully used in the treatment of inflammatory diseases. Therefore, in the present study 

we decided to investigate the effect of pravastatin in platelets of healthy rats and in model 

of experimental sepsis induced by lipopolysaccharide (LPS). Rats were treated with saline 

or pravastatin (20 mg/kg, gavage once daily for 7 days). On the sixth day, the rats in both 

groups received a single injection of saline or LPS ( 1 mg / kg, i.p.) and after 48h the 

arterial blood was collected. Plasmatic TNF-α and thrombopoietin concentrations were 

measured by ELISA. The number of megakaryocytes was determined by histology of the 

bone marrow. Platelet aggregation was induced by ADP (1-10 mM ). The formation of 

reactive oxygen species (ROS) and cGMP in platelets was analyzed by flow cytometry 

using DCFH-DA and by commercial kits, respectively. We also analyzed the enzymatic 

activity of SOD and glutathione peroxidase ( GPx ) in platelets using commercial  kits. In 

rats injected with saline, pravastatin increased 3.7 fold the plasma levels of TNF-α 

Furthermore, pravastaina reduced 36% the number of circulating platelets. Platelet 

aggregation induced by ADP was significantly reduced by this statin, which was 

accompanied by a reduction in the intraplatelet cGMP levels. Despite the marked increase 

in enzymatic activity of SOD and GPx, pravastatin increased 2.4 fold the amount of ROS in 

platelets of saline-injected rats. Pravastatin reduced the increased number of total 

leukocytes in LPS-injected to the same values found in rats injected with saline. Increased 

TNF-α plasma concentration was also reduced by pre-treatment with pravastatin, but it still 

remained significantly higher than that observed in saline-injected rats. LPS reduced 6.8 

fold the number of circulating platelets, which was accompanied by increased numbers of 

megakaryocytes and reduced thrombopoietin concentration. Pre-treatment with pravastatin 

restored the values of thrombopoietin and megakaryocytes, but did not prevent the drop in 

circulating platelets. ADP-induced platelet aggregation was inhibited by LPS and restored 

by pravastatin. The amount of ROS in platelets of LPS-injected rats was 2.2 fold higher 
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than that observed in rats injected with saline, which was accompanied by significant 

increase in SOD and GPx activity. The pretreatment with pravastatin of LPS-injected rats 

did not change the amount of intraplatelet ROS but markedly reduced SOD and GPx 

activity. Therefore, our results show that administration of pravastatin in healthy animals, 

in addition to lead thrombocytopenia and platelet oxidative stress, it promotes an increase 

in TNF- levels, which could result in tissue injury in long-term. Pravastatin restores 

platelet aggregation and improves the inflammatory condition of LPS-injected rats. 

However, this statin does not prevent sharp drop in the number of circulating platelets, an 

important marker for evaluating the severity of sepsis, and neither reduces platelet 

oxidative stress, which could contribute to the dysfunction of different tissues. Thus, 

pravastatin does not seem to be a good option in the treatment of sepsis. 
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1- Introdução 

1.1 Septicemia e lipopolissacarídeo (LPS) 

A sepse bacteriana é uma das principais causas de mortalidade em todo o mundo. A 

sepse envolve uma resposta inflamatória sistêmica controlada pelas células hospedeiras que 

podem resultar em falência múltipla de órgãos e à morte (Ramachandran, 2013), sendo um 

dos problemas mais frequentes e mais sérios com que os clínicos se deparam (Araújo et al., 

2005). Em 2011, segundo dados do DATASUS, ocorreram 80.758 internações para 

tratamento da sepse no SUS, sendo que 41,58% destes pacientes vieram a óbito 

(DATASUS, 2011).  

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

causada por outros microorganismos como vírus e fungos (Bochud and Calantra, 2003). De 

modo geral, a sepse caracteriza-se por uma diminuição da atividade cardiocirculatória 

resultante da liberação descontrolada de cininas, prostaglandinas, citocinas e óxido nítrico 

(NO) e, além disso, ocorre também a redução simultânea do débito cardíaco. Dessa forma, 

há o colapso do sistema vascular, quadro denominado de choque séptico, que é 

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

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

tecidual, juntamente com a reação inflamatória, acaba gerando danos funcionais nos 

sistemas renal, hepático e pulmonar, que podem culminar na disfunção múltipla de órgãos 

(Brandtzaeg, 1996). 

As bactérias gram-negativas mais comuns presentes na sepse severa e no choque 

séptico são a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e espécies de Klebsiella que 

desencadeiam a maior parte de seus efeitos através do lipopolissacarídeo (LPS) presente na 
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parede desses organismos (Bochud and Calantra, 2003).  O lipopolissacarídeo, componente 

estrutural exclusivo da membrana externa das bactérias gram-negativas, é um glicolipídeo 

complexo constituído de uma porção lipídica denominada lipídeo A, uma região central que 

possui, em geral, estrutura similar dentro de um gênero ou espécie de bactéria, e cadeias 

laterais O-específicas que conferem uma identidade sorológica única às espécies de gram-

negativas. O lipídeo A parece ser o principal componente responsável pelas manifestações 

da atividade da endotoxina em pacientes com septicemia por bactérias gram-negativas 

(Alexander and Riestschel, 2001; Golenbock et al., 1991). Vários estudos mostram que a 

administração de LPS em animais e humanos leva a vários sinais observados na sepse como 

trombocitopenia, leucopenia, febre, aumento de concentração de interleucinas circulantes, 

aumento da produção de NO e espécies reativas de oxigênio (EROs) (Stohlawtz et al., 

1999, Brandtzaeg, 1996, Harker, 1978). 

O LPS pode ativar muitos tipos de células, incluindo leucócitos polimorfonucleares, 

monócitos, macrófagos, células endoteliais e plaquetas, através da ativação de receptores 

TLR (toll-like receptor) (Andonegui et al., 2005; Sabroe et al., 2002; Amura et al., 1998). O 

TLR4 é responsável pelo reconhecimento da maioria das bactérias gram-negativas. O 

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

de fosforilações desencadeada por uma família de quinases denominada proteína quinase 

ativada por mitógeno (MAPK) (Jean-Batiste, 2007). A ativação do NF-κB está envolvida 

na ativação de inúmeros genes inflamatórios que codificam proteínas como citocinas, 

quimiocinas, proteínas de adesão, proteínas do sistema complemento e enzimas incluindo a 

cicloxigenase 2 (COX2)  e a óxido nítrico sintase induzível (iNOS) (Abraham, 2003; 

Heuman and Roger, 2002). 
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Vários trabalhos revelaram que o TNF-α é um dos primeiros mediadores liberados 

por macrófagos na presença de endotoxina (Flohé et al., 1991; Rietschel & Brade, 1992; 

Ferreira et al., 1993; Ebisui et al., 1994). Foi verificado que o TNF- mimetiza várias das 

respostas atribuídas às endotoxinas, incluindo febre e, em altas doses, choque irreversível e 

morte. O TNF- também pode atrair várias células de defesa para os sítios de infecção e 

destruir células tumorais. Substâncias que inibem a produção de TNF-, ou que suprimem 

sua ação, podem prevenir a febre causada pelo LPS em voluntários humanos e a morte de 

animais (Rietschel & Brade, 1992). É sabido também, que os corticóides são inibidores da 

produção de TNF-α e protegem contra o choque endotóxico em modelos animais. Tem se 

tornado evidente porém, que o TNF-α é um efetor necessário, mas não suficiente para 

desencadear a letalidade em animais de experimentação (Flohé et al., 1991). 

 

1.2 Lipopolissacarídeo e Espécies Reativas de Oxigênio e Nitrogênio  

As espécies reativas de oxigênio (EROs) são produzidas nas células por diversos 

estímulos fisiológicos e ambientais, tais como infecções, radiação UV e poluentes. Entre as 

EROs mais comuns podemos citar o radical ânion superóxido (O2
-), o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (·OH). Há várias fontes que podem gerar as EROs 

como a cadeia de transporte de elétrons mitocondrial, a ativação das enzimas xantina 

oxidase e NADPH oxidase, e a partir do metabolismo do ácido araquidônico (DeLeo et al., 

1998). Alguns trabalhos sugerem que a NADPH oxidase seja uma das principais fontes 

geradoras de O2
- no organismo (Krause, 2007; Somers et al., 2000). A família das NADPH 

oxidases compreende 7 membros – NOX 1 a 5 e DUOX/THOX 1 e 2 (Brandes and 

Schröder, 2008). A NOX 2 é o protótipo das NADPH oxidases, sendo originalmente 
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identificada em fagócitos e, mais tarde sua presença também foi descrita em monócitos, 

plaquetas, células endoteliais, tecido adiposo e cardiomiócitos (Brandes and Schröder, 

2008).  A NADPH oxidase 2 é um complexo enzimático formado pela flavocitocromo b558, 

um heterodímero presente na membrana plasmática composto pelas subunidades gp91phox e 

p22phox, e 4 subunidades citosólicas, a  p47phox, p67phox, p40phox e uma GTPase de pequeno 

peso molecular, a RAC1 ou RAC2.  A ativação da enzima envolve a fosforilação e a 

translocação dos componentes citosólicos para a flavocitocromo b558. (Bokoch et al., 2009; 

Bokoch,  1994). 

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

reativas e a remoção destas substâncias por compostos antioxidantes e enzimas (Schafer 

and Buettner, 2001). Em alguns processos patológicos, como na sepse, há uma quebra neste 

equilíbrio podendo haver aumento excessivo da geração de espécies reativas e/ou redução 

dos mecanismos antioxidantes como a superóxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase 

(GPx), catalase, vitaminas C e E e glutationa reduzida (GSH) (Bhattacharyya, 2004). Este 

estado é chamado de estresse oxidativo e pode resultar em danos celulares e teciduais 

dependendo da intensidade e se ocorrer por tempo prolongado (Freedman, 2008). O reparo 

da lesão ocorrida é feita através do ácido ascórbico, glutationa-redutase (GR) e GPx 

(Ferreira e Matsubara, 1997) 

Há várias evidências indicando a participação de EROs na patogênese da sepse 

levando a disfunção múltipla de órgãos (Bhattacharyya et al., 2004). Pacientes com sepse 

apresentam aumento da atividade da enzima xantina oxidase, bem como dos níveis 

plasmáticos de malondialdeído (marcador do stress oxidativo), quando comparado a 

indivíduos normais (Huet et al., 2007, Galley et al., 1996). Em 1999, Salvemini e 
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colaboradores demonstraram que o O2
- e o peroxinitrito têm um papel importante na injúria 

intestinal observada durante a endotoxemia.  

Uma importante espécie reativa de nitrogênio (ERN) é o óxido nítrico (NO). A 

síntese do NO se dá a partir da oxidação do nitrogênio do grupo guanidino da L-arginina 

pela enzima óxido nítrico sintase (NOS). Esta reação é dependente da NADPH e O2, além 

de vários cofatores que incluem a flavina adenina dinucleotídeo (FAD), a flavina 

mononucleotídeo (FMN) e a tetraidrobiopterina (BH4) (Andrew and Mayer, 1999). As 

isoformas de NOS são agrupadas em duas categorias, a NOS constitutiva (c-NOS) e a NOS 

induzível (i-NOS). A c-NOS é dependente de íons cálcio e de calmodulina, produz 

pequenas quantidades de NO e está envolvida na sinalização celular (Marletta, 1993). A 

isoforma constitutiva compreende a NOS neuronal (n-NOS, tipo I), presente normalmente 

nos neurônios, e a NOS endotelial (e-NOS, tipo III), primeiramente descrita em células 

endoteliais vasculares (Moncada et al., 1991). Por outro lado, a i-NOS independente dos 

íons cálcio e não é expressa sob condições normais, mas é induzida por citocinas e/ou 

endotoxinas em uma variedade de células, como macrófagos, linfócitos T, células 

endoteliais, miócitos, hepatócitos, condrócitos e neutrófilos (Marletta, 1993, Moncada et 

al., 1991, Chen and Mehta, 1996). O NO é um radical reativo abundante que age como um 

importante sinalizador molecular oxidativo em uma diversidade de processos fisiológicos, 

incluindo neurotransmissão, regulação da pressão sanguínea, mecanismos de defesa, 

relaxamento do músculo liso, inibição da atividade plaquetária e regulação imunológica 

(Vincent, 2010, Napoli and Ignarro, 2009, Moncada and Higgs, 2006, Bredt and Snyder, 

1994). Seus efeitos biológicos são iniciados através da ativação da enzima heterodimérica 

guanilil ciclase solúvel (GCs) e/ou através de outras reações químicas que independem 
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dessa enzima (Bian and Murad, 2003). A ativação de GCs resulta na produção de guanosina 

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

bioquímicas de sinalização (Liaudet et al., 2000, McDonald and Murad , 1996).  

O NO é responsável por várias características da sepse como hipotensão 

(Hallemeesch et al., 2003) e diminuição da respiração celular (Stuehr and Nathan, 1989). 

Adicionalmente, o NO se liga ao O2
- formando outra ERN - o peroxinitrito (ONOO-), 

potente agente oxidante, que pode levar diretamente a morte celular, bem como estimular a 

produção de H2O2 pela mitocôndria (Radi et al., 1994). Recentemente foi demonstrado que 

o aumento da formação de ONOO- está relacionado a danos pulmonares e cardíacos 

observados na sepse (Celes et. al., 2010; Chen et al., 2010).  

 

1.3 Lipopolissacarídeo (LPS) e plaquetas  

As plaquetas são células que tem origem a partir de megacariócitos, células 

sanguíneas formadas na medula óssea, são anucleadas com 2-3µm de diâmetro e estão 

numa concentração de 150.00 – 350.000 células/µl de sangue. Estes elementos 

permanecem na circulação por volta de dez dias sendo retiradas pelas células 

reticuloendoteliais do baço e do fígado (Andrews and Bernt, 2004). A formação de 

plaquetas representa o estágio final de desenvolvimento do megacariócito. Uma vez que a 

célula poliplóide atinge a maturação, ela forma extensões pró-plaquetárias a partir das quais 

as plaquetas são liberadas (Italiano e Shivdasani, 2003). A polimerização dos microtúbulos 

e actina são passos importantes na formação das plaquetas (Tablin et al., 1990; Rojnuckarin 

e Kaushansky, 2001).  
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O hormônio Trombopoetina (TPO), produzido nos hepatócitos e sinusóides 

hepáticos, e em células do túbulo proximal do rim possui a função de maturação dos 

megacariócitos, levando a formação das plaquetas. Embora a TPO seja a maior reguladora 

da maturação de megacariócitos, ela não é suficiente para levar ao desenvolvimento dos 

megacariócitos. Outras substâncias como fator de crescimento e desenvolvimento de 

megacariócito (MGDF) e IL-3 também são importantes para este processo (Choi et al., 

1996; Lourenço, 2004; Panerganti et al., 2013).   

A função básica das plaquetas é prevenir a hemorragia causada por lesão nas 

paredes dos vasos sanguíneos, formando um tampão hemostático no local ferido. (Roskan 

et al., 1959). Além disso, estes elementos estão envolvidos diretamente em processos 

patológicos como na trombose arterial, infarto do miocárdio e acidente vascular cerebral. 

(Gawaz  et al., 1999).  

As plaquetas podem ser estimuladas por diferentes agonistas fisiológicos como o 

difosfato de adenosina (ADP), trombina, tromboxano A2 e colágeno. A ativação plaquetária 

induzida por ADP é mediada por dois receptores acoplados à proteína G; P2Y1 e P2Y12 

(Jin e col., 1998; Hollopeter e col., 2001; Zhang e col., 2001). O receptor P2Y1 está 

acoplado à proteína Gq, ao passo que o receptor P2Y12 está acoplado a proteína Gi (Savi e 

col., 1998; Hechler e col., 1998; Ohlmann e col., 1995; Jantzem e col., 2001). A ativação de 

ambos os receptores é necessária para se induzir a secreção plaquetária e agregação 

irreversível em resposta ao ADP (Jin e Kunapuli, 1998; Jantzen e col., 1999).  

A sequência de sinalização desencadeada durante a ativação plaquetária induzida 

pela trombina e outros agonistas é conhecida como sinalização inside-out (Shatill e col., 

1998). Esta sinalização promove a mudança de estado de baixa afinidade para o estado de 
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alta afinidade do receptor αIIbβ3 pelo seu ligante, o fibrinogênio. A ligação do fibrinogênio 

ao seu receptor plaquetário resulta em uma segunda cascata de sinalização denominada 

outside-in (Shatill e col., 1994). 

A reatividade plaquetária é fortemente modulada por substâncias bastante 

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

do aumento de AMPc e GMPc, respectivamente (Geiger, 2001). O NO ativa a GCs 

aumentando os níveis de GMPc em plaquetas, inibindo a adesão destas ao subendotélio e 

prevenindo a formação de trombos plaquetários (Danielewski e col., 2005; Priora e col., 

2011). 

Nos últimos anos vêm aumentando as evidências que sugerem um papel importante 

das plaquetas em reações inflamatórias, incluindo a sepse. O evento que ocorre mais 

precocemente na fase inicial da endotoxemia é a diminuição significativa do número de 

leucócitos e plaquetas no sangue periférico. Um estudo clínico demonstrou que há uma 

queda de 15% do número de plaquetas circulantes já na primeira hora após a administração 

endovenosa de LPS em voluntários sadios (Stohlawetz et al., 1999). A injeção de LPS em 

camundongos causa, ao mesmo tempo, diminuição do número de plaquetas circulantes e 

acúmulo desses elementos no fígado e pulmão, sendo que neste último encontram-se 

retidos cerca de 80% das plaquetas perdidas da circulação (Shibazaki et al., 1996). Em 

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

destas plaquetas, determinado através da expressão de proteínas na membrana plaquetária 

como a CD62P e o receptor de fibrinogênio (integrina αIIbβ3), apresentam correlação 

positiva com gravidade da sepse e, por conseguinte, com o desenvolvimento da disfunção 

múltipla de órgãos (Russwurm  et al., 2002, Gawaz et al., 1997). 
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Vários efeitos do LPS, apesar de bastante controversos, têm sido observados em 

plaquetas, no entanto, somente em 2005 foi descrito pela primeira vez a presença do 

receptor funcional de LPS – “toll-like receptor-4” – nestes elementos (Andonegui et al., 

2005). O LPS derivado da bactéria Proteus mirabilis, de modo geral, leva à ativação 

plaquetária. A incubação de LPS com plaquetas de porco por 2 min já é capaz de induzir a 

liberação do conteúdo dos grânulos densos e alfa, bem como de levar à síntese de TXA2 

(Saluk-Juszczak et al., 2004, Saluk-Juszczak et al., 1999 Wachowicz et al., 1998). O 

aumento da síntese de TXA2 também foi observado quando plaquetas humanas foram 

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

somente após 3 h de incubação (Young et al.,1996). Também já foi demonstrado que a 

incubação de plaquetas humanas com LPS de P. mirabilis aumenta significativamente os 

níveis de nitrato e nitrito, metabólitos estáveis do NO, o qual é acompanhado de aumento 

discreto, mas significativo, da nitração de proteínas (Saluk-Juszczak et al., 2007). Zhang e 

colaboradores mostraram que o LPS de E.coli estimula a secreção dos grânulos densos e 

alfa de plaquetas humanas, bem como potencializa a agregação induzida por trombina e 

colágeno em baixas concentrações (Zhang et al., 2009). 

Em estudos de adesão plaquetária in vitro, o LPS de P. mirabilis aumenta a adesão 

espontânea de plaquetas ao colágeno, mas curiosamente, inibe a adesão de plaquetas 

estimuladas por trombina (Zielinski et al., 2002, Saluk-Juszczak  et al., 2001).  

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

aumenta a adesão de plaquetas a vênulas de intestino de camundongo (Cerwinka et al., 

2002), entretanto este efeito parece ser mediado por neutrófilos através da liberação de 

ânion superóxido (Cerwinka et al., 2003). Outro grupo de pesquisadores também 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Wachowicz%20B%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
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demonstrou que o LPS de E. coli é capaz de aumentar a adesão plaquetária em vênulas de 

mesentério de ratos através do efeito direto da endotoxina aumentando a expressão da P-

selectina do endotélio e da GP Ibα da membrana plaquetária (Katayama et al., 2002).  

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

colágeno é inibida, de forma dependente da concentração, por LPS de E. coli, sendo este 

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

inibição da ativação da proteína quinase C (Sheu et al., 1998; 1999). E ainda, a agregação 

plaquetária induzida por ADP, colágeno, tromboxano e ácido araquidônico está diminuída 

em pacientes com sepse (Yaguchi  et al., 2004).  

Recentemente, o nosso grupo demonstrou que a incubação de plaquetas humanas 

com LPS de E. coli inibe a adesão plaquetária ao fibrinogênio envolvendo a inibição do 

influxo de Ca++, mas de forma independente da geração de GMPc ou da redução da 

ativação do receptor de fibrinogênio GPIIb/IIIa (Morganti et al., 2010). Ainda, 

demonstramos que o tratamento de ratos com LPS inibe a adesão de plaquetas ativadas com 

trombina ao fibrinogênio (Casarin et al. 2011). O tratamento de ratos com LPS também 

inibe a agregação de plaquetas ativadas por ADP (Lopes - Pires et al, 2011). Neste trabalho, 

mostramos que há um aumento da produção de EROs nas plaquetas, principalmente via 

ativação de NADPH oxidase, entretanto, este aumento não está envolvido no efeito 

inibitório do LPS na agregação plaquetária (Lopes – Pires, 2011). 

 

1.4 Estatinas e sepse 

As estatinas foram isoladas a partir de uma cultura da colônia Penicillium citrinium. 

A primeira estatina estudada foi a mevastatina, que demonstrou o potencial terapêutico 
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(Singla and Jacobson, 2012) 
 

 

Figura 2: Mecanismo de ação das estatinas. As estatinas agem inibindo a HMG-CoA 

redutase, enzima que converte o composto HMG-CoA à mevalonato. O mevalonato é convertido 

em colesterol e nos intermediários isoprenóides farnesil pirofosfato (PP) e geranilgeranil 

pirofosfato, responsáveis por modificações pós-translacionais em proteínas. 

 

Vários estudos relatam benefícios clínicos associados à terapia com as estatinas que 

são independentes da redução de colesterol, são os chamados efeitos pleiotrópicos. Estes 

podem ser descritos como anti-inflamatório, antioxidante, imunomodulador, anti-

apoptótico, antiproliferativo, antitrombótico, antimicrobiano e protetor do endotélio 

(Blanco-Colio et al., 2003; Almuti et al., 2006). Em virtude dos seus efeitos pleiotrópicos, 

alguns autores sugerem que as estatinas podem ser úteis como agentes auxiliares no 

tratamento da septicemia (Liappis et al., 2001 ; Kruger et al., 2006 ; Hackan et al., 2006) 

Estudos experimentais demonstraram que a cerivastatina atenua a produção de 

citocinas inflamatórias como o TNF-alfa e a interleucina -1 beta em camundongos injetados 

com LPS (Ando et al., 2000;). Da mesma forma, a lovastatina inibe a produção de TNF-

alfa, IL-1 beta, IL-6, bem como a expressão da iNOS e a produção de NO (Pahan et al., 

1997) 
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Em uma das primeiras evidências do benefício do uso de estatinas em pacientes com 

sepse, Liappis e col (2001) avaliaram, retrospectivamente, 388 internações por bacteremia 

(S aureus e Gram-) em hospital de Washington, entre 1995 e 2000. A mortalidade 

hospitalar foi de 6% no grupo que utilizou a sinvastatina e de 28% no grupo sem estatina. 

Estudos posteriores confirmaram os resultados obtidos por Liappis e col (2001), mostrando 

que pacientes que faziam uso de estatinas antes da internação tiveram uma menor 

prevalência de sepse ou uma menor mortalidade em decorrência deste quadro (Kruger et 

al., 2006 ; Hackan et al., 2006 ; Thomsen et al., 2006). 

Em um hospital de ensino universitário (Princess Alexandra Hospital, em Brisbane, 

Austrália), um estudo utilizando 438 pacientes internados por bacteremia mostrou que 

pacientes que usavam estatinas previamente, mesmo sendo mais idosos e com maior 

número de comorbidades, apresentavam um índice de mortalidade de 10,6 % versus 23,1 % 

no grupo sem estatinas (Kruger et al., 2006). Resultados semelhantes foram obtidos na 

Dinamarca por Thomsen e colaboradores (2006), que mostraram que a mortalidade de 

pacientes com sepse, e que não faziam uso de estatinas, foi cerca de duas vezes maior do 

que a de pacientes que faziam uso deste fármaco previamente a sua internação. 

Já Hackan e colaboradores (2006) analisando os dados de pacientes internados em 

seis hospitais do Canadá entre os anos de 1997 e 2002. Observaram que a prevalência de 

sepse no grupo que usava estatina foi de 71,2 eventos/10000 pacientes/ano versus 80 

eventos/10000 pacientes/ano no grupo controle. 

Portanto, considerando os estudos acima e, que as estatinas apresentam um 

potencial anti-inflamatório significativo, é de grande relevância estudos sobre os efeitos 
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destes fármacos em diferentes células na sepse com o objetivo de melhorar o tratamento 

deste quadro clínico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 – Objetivos  
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2.1. Objetivo Geral 

 

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito do tratamento com pravastatina 

na reatividade plaquetária, enfatizando o número de plaquetas circulantes, a agregação e o 

estado redox intraplaquetário de ratos saudáveis e tratados com LPS. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

  

Para tanto, os seguintes aspectos foram avaliados em ratos saudáveis e injetados 

com LPS: 

 Número de leucócitos e plaquetas circulantes; 

 Determinação da concentração plasmática de Trombopoetina e o número de 

megacariócitos na medula óssea; 

 Agregação plaquetária induzida por ADP; 

 Determinação dos níveis intraplaquetários de GMPc; 

 Determinação de formação de EROs em plaquetas, bem como a atividade 

enzimática da SOD, glutationa redutase e glutationa oxidase. 
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3 Materiais e métodos  

 

3.1 Animais 

 

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, pesando 250-340g, provenientes do Centro 

Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB – Unicamp, 

protocolo número 2097-1). Os animais foram transferidos para o Biotério do Departamento de 

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

de 12 h e com água e alimentação ad libitum.  

 

3.2 Grupos experimentais 

   

Os ratos foram divididos em 4 grupos como descrito abaixo e como ilustrado na figura 3 

para melhor compreensão: 

 

- Grupo I: Os animais foram tratados por 7 dias com solução fisiológica (300µL, gavagem, 1 vez por 

dia). No sexto dia os ratos foram injetados com salina (i.p., 300µL) e após 48h o sangue foi coletado. 

 

- Grupo II: Os animais foram tratados por 7 dias com pravastatina (20mg/Kg, gavagem, 1 vez por 

dia). No sexto dia os ratos foram injetados com salina (i.p., 300µL) e após 48h o sangue foi coletado. 
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  Os animais foram anestesiados com isoflurano e uma incisão longitudinal no abdômen foi feita 

para a coleta de sangue arterial obtido do ramo descendente da artéria aorta. Os ratos foram 

eutanasiados com uma overdose de anestésico.  

  

3.3 Obtenção de plaquetas lavadas  

O sangue dos ratos controle ou tratados com LPS foi coletado em ACD-C (citrato de sódio 12.4 

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

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

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

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

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

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

Ca2+ e o número de plaquetas foi ajustado para 1,2 x 108 plaquetas/ml através de contagem manual 

utilizando-se câmara de Neubauer. Ao final, foi adicionado cloreto de cálcio à suspensão plaquetária 

para uma concentração final de 1mM. 

 

3.4 Contagem total e diferencial de leucócitos 

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

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

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

(Panótipo Rápido). 

 

3.5 Contagem de plaquetas do sangue total 
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Imediatamente após a coleta do sangue arterial, 10 μl de sangue foram adicionados a 190 μl 

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

Newbauer. 

 

 

 

3.6 Contagem de Megacariócitos 

O fêmur direito e esquerdo de cada animal foi retirado e armazenado em formalina 

tamponada a 10%, para fixação. Estas peças foram descalcificadas em ácido nítrico a 5% e 

posteriormente cortadas em micrótomo, de 5 a 10 mm de espessura na área de interesse para 

facilitar sua inclusão em parafina. Através de critérios morfológicos e da coloração da linhagem 

megacariocítica com hematoxilina/eosina (HE) as lâminas foram analisadas ao microscópio 

óptico com amplificação da imagem de 40x. Foram analisados 10 campos/lâmina. 

 

3.7 Determinação de Trombopoetina 

A concentração plasmática de trombopoetina foi determinada utilizando o método ELISA kit 

USCN Life Science Inc (Houston, EUA). 

 

3.8 Determinação de TNF – α 

A concentração plasmática de TNF-α foi determinada utilizando o método ELISA kit de 

BioLegend (San Diego, EUA). 

 

3.9 Agregação plaquetária 
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A suspensão plaquetária (400µl) foi transferida para a cubeta de agregação e levada ao 

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

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

A agregação foi monitorada por 10 min após adição de ADP (1-10µM). 

 

 

 

3.10 Determinação de GMPc intraplaquetário 

As plaquetas (1,2 x 108 plaquetas/ml) foram incubadas com inibidor de fosfodiesterases - 3 - 

isobutil-1-metil-xantina (IBMX, 2mM) por 15 min a temperatura ambiente. Em seguida, as plaquetas 

foram ativadas com ADP (10µM). A reação foi interrompida 30 min após a adição de ADP por etanol 

absoluto acidificado gelado em uma concentração final de 67% (v/v) e as amostras foram 

rigorosamente agitadas por 30s. 

As amostras foram incubadas no gelo por 30 min e centrifugadas a 4000 g por 30 min a 40C. 

Os sobrenadantes foram coletados e separados e os precipitados foram lavados com 0.5 ml de etanol 

acidificado 67% (v/v) antes da centrifugação de 14000 g por 5 min a temperatura ambiente. Os 

sobrenadantes desta última centrifugação foram coletados e adicionados aos sobrenadantes coletados 

da centrifugação anterior e foram secos a 55-600C em banho-maria sob uma corrente de nitrogênio. 

As amostras foram armazenadas a -200C até que a determinação do GMPc fosse realizada. O GMPc 

foi medido utilizando-se o kit da Cayman (Ann Arbor, MI, EUA) seguindo as instruções do fabricante 

e as concentrações foram determinadas por ELISA. Cada amostra foi quantificada em duplicata e os 

resultados expressos em pmol/ml. 
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3.11 Determinação de EROS por citometria de fluxo 

A determinação dos níveis de EROs em plaquetas foi realizada como descrito por Swith e 

Weidemann, 1993. Brevemente, à suspensão de plaquetas lavadas (1,2x108plaquetas/ml) foi 

adicionado 5µM de 2’,7’-diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA). A suspensão plaquetária (500µl) 

foi transferida para os tubos de citometria e incubada com ADP (10 µM) por 20 min. 

Em seguida, a suspensão plaquetária foi centrifugada a 800g em temperatura ambiente por 10 

min. O sobrenadante foi desprezado e o pellet plaquetário ressuspenso em 500 µl de solução de 

Krebs-Ringer. Uma amostra contendo somente a suspensão plaquetária, na ausência de DCFH-DA, 

foi utilizada como controle negativo, enquanto que o controle positivo foi realizado adicinando-se 

H2O2 (8mM) à suspensão. A liberação de EROS foi quantificada usando um citômetro de fluxo 

(FACSCalibur Becton Dickinson, NJ, EUA) equipado com 488nm wavelength argon laser, 525 e 

575nm band pass filters. As plaquetas foram identificadas pelos sinais forward and side scatter. Dez 

mil eventos específicos plaquetários foram analisados pelo citômetro. 

 

3.12 Determinação da atividade da superóxido dismutase (SOD) 

  As plaquetas foram isoladas como descrito anteriormente (item 3.3) e ressuspensas em solução 

de Krebs-Ringer para uma concentração final de 1,2 x 108 plaquetas/mL. As plaquetas foram ativadas 

com ADP (10µM) por 5 minutos. Em seguida, 2 mL da suspensão de plaquetas ativadas foi 

centrifugada a 2000 g por 10 minutos à 4°C. O pellet plaquetário foi ressuspenso em tampão gelado 

(HEPES 20 mM, EGTA 1 mM, manitol 210 mM, sacarose 70 mM, pH 7,2) e sonicado por 10 

segundos em gelo. A suspensão do lisado plaquetário foi centrifugada a 1500 g por 5 minutos à 4°C e 

o sobrenadante foi estocado à -80°C até a dosagem. A determinação da atividade da SOD foi feita em 
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duplicata para cada amostra utilizando-se Kit comercial da Cayman (MI, EUA), seguindo-se as 

instruções do fabricante. 

 

3.13 Determinação da atividade da Glutationa Peroxidase (GPx) 

  As plaquetas foram isoladas como descrito anteriormente (item 3.3) e ressuspensas em solução 

de Krebs-Ringer para uma concentração final de 1,2 x 108 plaquetas/mL. As plaquetas foram ativadas 

com ADP (10µM) por 5 minutos. Em seguida, 2 mL da suspensão de plaquetas ativadas foi 

centrifugada a 2000 g por 10 minutos à 4°C. O pellet plaquetário foi ressuspenso em tampão gelado 

(Tris-HCl 50 mM, EDTA 5 mM, DTT 1 mM, pH 7,5) e sonicado por 10 segundos em gelo. A 

suspensão do lisado plaquetário foi centrifugada a 1000 g por 15 minutos à 4°C e o sobrenadante foi 

estocado à -80°C até a dosagem. A determinação da atividade da GPx foi feita em duplicata para cada 

amostra utilizando-se Kit comercial da Cayman (MI, EUA), seguindo-se as instruções do fabricante. 

 

3.14 Determinação da atividade da Glutationa Redutase (GR) 

  As plaquetas foram isoladas como descrito anteriormente (item 3.3) e ressuspensas em solução 

de Krebs-Ringer para uma concentração final de 1,2 x 108 plaquetas/mL. As plaquetas foram ativadas 

com ADP (10µM) por 5 minutos. Em seguida, 2 mL da suspensão de plaquetas ativadas foi 

centrifugada a 2000 g por 10 minutos à 4°C. O pellet plaquetário foi ressuspenso em tampão gelado 

(KH2PO4 50 mM, EDTA 1 mM, pH 7,5) e sonicado por 10 segundos em gelo. A suspensão do lisado 

plaquetário foi centrifugada a 10000 g por 15 minutos à 4°C e o sobrenadante foi estocado à -80°C até 

a dosagem. A determinação da atividade da GR foi feita em duplicata para cada amostra utilizando-se 

Kit comercial da Cayman (MI, EUA), seguindo-se as instruções do fabricante. 
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3.15 Análise estatística 

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

experimentos. Diferenças estatísticas significativas foram determinadas por análise de variância 

(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.  
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4 Resultados 

 

4.1Efeito do tratamento da pravastatina no número de leucócitos totais e na porcentagem de 

neutrófilos e linfócitos em ratos injetados com LPS 

 

A figura 3 mostra que o número total de leucócitos do sangue periférico de ratos tratados com 

pravastatina (20mg/Kg) está significativamente reduzido em relação ao grupo salina (32% de redução). 

Por outro lado, o tratamento de ratos com LPS (1mg/kg) causou um aumento significativo do número 

de leucócitos totais (75% de aumento). A pravastatina reduziu o número de leucócitos de ratos tratados 

com LPS (36% de redução), para níveis semelhantes aos observados nos ratos injetados com salina.  

O tratamento de ratos com pravastatina não alterou a porcentagem de neutrófilos, assim como a 

de linfócitos, de ratos tratados com salina (figura 4A e 4B). O tratamento de ratos com LPS aumentou 

significativamente a porcentagem de neutrófilos comparada ao grupo de ratos tratado com salina 

(13.6% e 29% de neutrófilos para os grupos tratados com salina e com LPS, respectivamente) (figura 

4A). Por ouro lado, ratos injetados com LPS apresentaram diminuição na porcentagem de linfócitos 

comparada aos ratos injetados com salina (87% e 73% de linfócitos para ratos injetados com salina ou 

com LPS, respectivamente). O tratamento com pravastatina diminuiu a porcentagem o número de 

neutrófilos (50% de redução) e aumentou a de linfócitos (16% de aumento) em ratos injetados com 

LPS, para valores semelhantes aos observados no grupo controle (figura 4A e 4B). 
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Figura 3: Efeito da pravastatina no número de leucócitos em sangue periférico de ratos tratados com salina 

ou LPS. Os ratos foram tratados com solução salina ou com pravastatina 20 mg/kg (gavagem, uma vez ao dia por 7 dias). 

No sexto dia, os ratos de ambos os grupos receberam uma única injeção de salina ou de LPS (1 mg/kg, i.p.) e após 48h o 

sangue arterial foi coletado. A contagem de leucócitos totais foi realizada no sangue periférico * P <0,05 comparado ao 

grupo salina sem pravastatina, # p <0,05 comparado ao grupo somente injetado com LPS. n = 6-8. 
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Figura 4 - Efeito da pravastatina na porcentagem de neutrófilos e linfócitos em sangue periférico de ratos 

tratados com salina ou LPS. Ratos Wistar machos foram tratados com solução salina ou com pravastatina 20 mg/kg 

(gavagem, uma vez ao dia por 7 dias). No sexto dia, os ratos de ambos os grupos receberam uma única injeção de salina ou 

de LPS (1 mg/kg, i.p.) e após 48h o sangue arterial foi coletado. O painel A mostra a porcentagem de neutrófilos e o painel 

B a porcentagem de linfócitos. * P <0,05 comparado ao grupo salina sem pravastatina, # p <0,05 comparado ao grupo 

somente injetado com LPS. n = 6-8. 
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4.2 Efeito do tratamento da pravastatina no número de plaquetas circulantes, no número de 

megacariócitos e na concentração plasmática de trombopoetina de ratos injetados com LPS 

A figura 3A mostra que o tratamento de ratos com pravastatina (20mg/Kg, gavagem, por 7 

dias) reduziu significativamente o número de plaquetas no sangue periférico de ratos injetados com 

salina (redução de 38%). A injeção de LPS em ratos (1mg/Kg; i.p.) reduziu 6,8 vezes o número de 

plaquetas circulantes quando comparado aos ratos injetados com salina. Entretanto, o pré-tratamento 

de ratos com pravastatina aumentou significativamente o número de plaquetas no sangue periférico nos 

ratos injetados com LPS (aumento de 198%), mas ainda assim o número de plaquetas circulantes foi 

2,4 vezes menor do que o observado nos ratos pré-tratados e injetados com salina. 

A análise histológica da medula óssea dos fêmures dos ratos mostrou que a pravastatina 

aumentou em 40% o número de megacariócitos com relação aos ratos somente injetados com salina 

(figura 3B). O LPS aumentou com magnitude similar ao observado nos ratos tratados com pravastatina 

e injetados com salina, o número de megacariócitos na medula óssea. 

Entretanto, é interessante notar que o pré-tratamento dos animais com pravastatina reduziu o 

número de megacariócitos no grupo injetado com LPS para os mesmos observados no grupo pré-

tratado e injetado com salina (figura 4B). A figura 4 é representativa da análise histológica da medula 

óssea do fêmur de 1 animal de cada grupo experimental – pré-tratado e injetado com salina (6A), pré 

tratado com pravastatina e injetado com salina (6B), pré-tratado com salina e injetado com LPS (6C) e 

pré tratado com pravastatina e injetado com LPS (6D). 

A figura 5C mostra que a concentração de trombopoetina de ratos tratados com salina foi 

reduzida em 40% após o tratamento com pravastatina. O tratamento com LPS diminuiu em 42% os 
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níveis do hormônio e a pravastatina aumentou de forma significativa a concentração de trombopoetina 

de ratos injetados com LPS. 
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Figura 5 – Efeito da pravastatina nos níveis plasmáticos de trombopoetina e no número de plaquetas 

e megacariócitos em ratos injetados com salina ou LPS. Os ratos foram tratados com solução salina ou com 

pravastatina 20 mg/kg (gavagem, uma vez ao dia - 7 dias). No sexto dia, os ratos de ambos os grupos receberam uma 

única injeção de salina ou de LPS (1 mg/kg, i.p.) e após 48h o sangue arterial foi coletado e os fêmures direito e 

esquerdo foram extraídos. (A) Contagem de plaquetas no sangue periférico, n= 6-8. (B) Os megacariócitos foram 

quantificados em 10 campos/lâmina com auxílio de microscopia óptica com aumento de 40 vezes, n= 6-8. (C) 

Determinação plasmática de trombopoetina realizada por ELISA com o kit USCN Life Science Inc (Houston, EUA), 
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n=6-8. * P <0,05 comparado ao grupo salina sem pravastatina, # p <0,05 comparado ao respectivo grupo controle 

injetado com LPS.  

 

 

Figura 6 - Efeito da pravastatina no número de megacariócitos na medula óssea de fêmures de animais 

infectados com salina ou LPS. As lâminas foram confeccionadas como descrito na metodologia (item 3.6) e coradas com 

hematoxilina/eosina. Foram analisados 10 campos por lâmina. (A) Animais pré-tratados e injetados com salina; (B) 

Animais pré-tratados com pravastatina e injetado com salina; (C) Animais pré-tratados com salina e injetado com LPS e (D) 

Animais pré-tratados com pravastatina e injetado com LPS. As imagens foram obtidas de microscópio óptico, com um 

aumento de 40 vezes. As setas pretas indicam os megacariócitos. 

 

4.3 Efeito da pravastatina sobre os níveis plasmáticos de TNF-α 

Os níveis plasmáticos de TNF-α de ratos injetados com salina foram significativamente 

aumentados pela pravastatina (aumento de 4,3 vezes) em comparação com ratos pré-tratados e 

injetados com salina). A injeção com LPS aumentou em 64 vezes os níveis de TNF-α, comparado aos 

A B 

C D 
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ratos injetados  à injeção com salina. Já o tratamento com pravastatina reduziu drasticamente os níveis 

de TNF-α de plaquetas de ratos injetados com LPS (redução de 14 vezes), mas os mesmos ainda 

continuaram significativamente maiores do que os observados nos ratos pré-tratados e injetados com 

salina (figura 7). 

 

 

0

10

20

150

200

250

 *

*

 #

+ pravastatina
- pravastatina

Saline LPS

*

T
N

F
 -


 (
p

g
/m

L
)

 

 

Figura 7 - Efeito da pravastatina nos níveis plasmáticos de TNF-α. Os ratos foram tratados com solução salina 

ou com pravastatina 20 mg/kg (gavagem, uma vez ao dia - 7 dias). No sexto dia, os ratos de ambos os grupos receberam 

uma única injeção de salina ou de LPS (1 mg/kg, i.p.) e após 48h o sangue arterial foi coletado. A determinação da 

concentração de TNF-α foi realizada no plasma dos animais pelo método ELISA * P <0,05 comparado ao grupo salina sem 

pravastatina, # p <0,05 comparado ao grupo injetado com LPS. n = 4-8. 
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4.4 Efeito da pravastatina na agregação plaquetária e nos níveis intraplaquetários de GMPc 

A adição de ADP à suspensão de plaquetas lavadas levou a uma significativa agregação de 

forma dependente da concentração do agonista (10.4±3%; 36±6%; 49.7±6%; 65±2% de agregação 

para ADP 1, 3, 5 e 10µM respectivamente). 

A pravastatina diminuiu significativamente a agregação plaquetária dos animais injetados com 

salina (69%, 39%, 36% e 40.9% de redução de agregação induzida por ADP 1, 3, 5 e 10µM, 

respectivamente) (figura 8A).  

De forma semelhante, a injeção de ratos com LPS diminuiu de forma marcante a agregação 

plaquetária comparada ao grupo de ratos injetados com salina (83%, 64%, 66% e 63% de redução de 

agregação induzida por ADP 1, 3, 5 e 10µM, respectivamente) (figura 8A). 

 A figura 8B mostra que os níveis de GMPc intraplaquetário de ratos injetados com LPS 

foi 45% maior do que em plaquetas de ratos injetados com salina. A pravastatina diminuiu em 63% a 

quantidade de GMPc em plaquetas de ratos tratados com salina. Além disso, a pravastatina também 

reduziu os níveis de GMPc em plaquetas de ratos injetados com LPS para níveis semelhantes aos 

observados em ratos pré-tratados e injetados com salina. 
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Figura 8 - Efeito da pravastatina na agregação plaquetária e nos níveis de GMPc de plaquetas lavadas. Os 

ratos foram tratados com solução salina ou com pravastatina 20 mg/kg (gavagem, uma vez ao dia - 7 dias). No sexto dia, os 

ratos de ambos os grupos receberam uma única injeção de salina ou de LPS (1 mg/kg, i.p.) e após 48h o sangue arterial foi 

coletado. (A) Agregação plaquetária induzida por ADP (1-10 μM. (B) Os níveis de GMPc foram determinados após as 

plaquetas (1,2 x 108 plaquetas/mL) serem ativadas por ADP (10 µM) por 15 min. * P <0,05 comparado aos respectivos 

controles de ratos injetados com salina, sem pravastatina, # p <0,05 comparado à plaquetas de ratos injetados com LPS, 

sem pravastatina. 
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4.5 Efeito da pravastatina na formação de espécies reativas de oxigênio (EROs) e em sistemas 

antioxidantes de plaquetas lavadas  

A figura 9 mostra que o LPS aumentou em 2.4 vezes a produção de EROs em plaquetas quando 

comparado aos ratos injetados com salina. A pravastatina também aumentou a formação de EROs em 

plaquetas de ratos injetados com salina (aumento de 2.2 vezes). O pré-tratamento com pravastatina não 

modificou a formação de EROs em plaquetas de ratos injetados com LPS. 

A atividade enzimática da SOD em plaquetas foi significativamente aumentada tanto pelo pré-

tratamento com pravastatina dos ratos injetados com salina (aumento de 36%) quanto pela injeção de 

LPS (aumento de 71%). No entanto, a pravastatina reduziu significativamente a atividade da SOD em 

plaquetas de ratos injetados com LPS (a atividade da SOD foi 4,6 vezes menor do que a observada em 

plaquetas de ratos pré-tratados e injetados com salina) (figura 8A). 

Semelhante ao observado com a SOD, o LPS aumentou em 3 vezes a atividade enzimática da 

GPx em plaquetas ativadas quando comparada ao grupo injetado com salina (figura 8B) . 

O pré-tratamento dos ratos com pravastatina também levou a um aumento da atividade da GPx 

em plaquetas de ratos injetados com salina (aumento de 89%), mas reduziu a atividade enzimática em 

plaquetas de ratos injetados com LPS para o mesmo nível encontrado em plaquetas de ratos pré-

tratados e injetados com salina (figura 8B). 

Em plaquetas de ratos injetados com LPS, a atividade da GR foi marcadamente reduzida (4,6 

vezes menor do que em plaquetas de ratos injetados com salina) (figura 10C). A pravastatina também 

reduziu significativamente a atividade da GR em plaquetas de ratos injetados com salina, enquanto que 

em ratos injetados com LPS esta foi aumentada em 85%. (figura C). 
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Figura 9 - Efeito da pravastatina na liberação de EROs em plaquetas lavadas. Os ratos foram tratados com 

solução salina ou com pravastatina 20 mg/kg (gavagem, uma vez ao dia - 7 dias). No sexto dia, os ratos de ambos os grupos 

receberam uma única injeção de salina ou de LPS (1 mg/kg, i.p.) e após 48h o sangue arterial foi coletado. A geração de 

EROs foi quantificada por citometria de fluxo utilizando-se o DCFH-DA (5µM) em plaquetas lavadas (1,2 x 108 

plaquetas/mL) ativadas com ADP (10μM). * P <0,05 comparado ao grupo salina sem pravastatina. IFM = índice de 

fluorescência média. n = 5-6. 
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Figura 10 - Efeito da pravastatina na atividade enzimática de superóxido dismutase (SOD), glutationa 

peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) de plaquetas lavadas. Os ratos foram tratados com solução salina ou com 

pravastatina 20 mg/kg (gavagem, uma vez ao dia - 7 dias). No sexto dia, os ratos de ambos os grupos receberam uma única 

injeção de salina ou de LPS (1 mg/kg, i.p.) e após 48h o sangue arterial foi coletado. A atividade enzimática da SOD, GPx e 

GR foi determinada em plaquetas lavadas (1,2 x 108 plaquetas/mL) ativadas com ADP (10µM) utilizando kit enzimático 

(Cayman) * P <0,05 comparado ao grupo salina sem pravastatina, # p <0,05 comparado ao grupo injetado com LPS. n = 4-

9. 
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5 Discussão 

A sepse é uma resposta inflamatória sistêmica a uma infecção que leva à disfunção 

endotelial e disfunção múltipla dos órgãos. Ainda não há um tratamento efetivo para o controle 

da sepse, sendo esta, uma das condições que mais contribuem para a mortalidade nas unidades de 

tratamento intensivo (Marshall et al, 2005).  

As estatinas, inibidores da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A redutase 

(HMGCoA), foram introduzidas na prática clínica em 1980, tornando-se os medicamentos mais 

utilizados na diminuição do colesterol plasmático (Liao et al., 2005). Vários estudos relatam 

benefícios clínicos associados à terapia com as estatinas de forma independente da redução de 

colesterol (efeito pleiotrópicos), como ação anti-inflamatória, antioxidante, imunomoduladora, 

anti-apoptótica, antiproliferativa, antitrombótica, antimicrobiana e protetora do endotélio 

(Blanco-Colio et al., 2003; Almuti et al., 2006). Sendo assim, esta classe de medicamento poderia 

contribuir de maneira significativa para o tratamento da sepse. 

 Vários estudos mostram que a administração de LPS em animais leva à vários sinais 

observados na sepse como trombocitopenia, leucopenia na fase precoce e leucocitose na fase 

mais tardia, febre, aumento de concentração de interleucinas circulantes, aumento da produção de 

NO e EROS (Brandtzaeg, 1996; Stohlawtz, 1999). Além disso, alguns trabalhos mostram que em 

paciente com sepse, ou em animais administrados com LPS, ocorre uma diminuição da 

agregação plaquetária (Saba et al, 1984; Sheu et al, 1999; Lopes-Pires et al, 2012).  

 Vários trabalhos revelaram que o TNF-α é um dos primeiros mediadores liberados por 

macrófagos na presença de endotoxina (Flohé et al., 1991; Rietschel & Brade, 1992; Ferreira et 



56 

 

al., 1993; Ebisui et al., 1994). No presente trabalho, nós verificamos um aumento significativo de 

TNF-alfa no plasma de animais injetados com LPS, o qual foi marcadamente reduzido pelo pré-

tratamento com a pravastatina. Nossos resultados estão de acordo com outros trabalhos 

publicados recentemente que mostram que tanto a sinvastatina quanto a atorvastatina reduziram 

os níveis de TNF-alfa em ratos com sepse, seja induzida por LPS como pela perfuração cecal 

(Calisto et al., 2010, Slottaet al., 2010). Ainda, nossos resultados mostraram que a pravastatina 

reduziu o número de leucócitos totais e de neutrófilos em ratos injetados com LPS. Resultados 

semelhantes foram observados por Tani e colaboradores, que mostraram que a pravastatina reduz 

significativamente o número dessas células em humanos com doença arterial coronariana (Tani 

et al., 2009). Portanto, de forma geral, nossos resultados indicam que a pravastatina previne a 

inflamação nestes animais, o que, provavelmente contribui para um melhor tratamento deste 

quadro clínico. De fato, Calisto e colaboradores mostraram que a atorvastatina, além de reduzir 

os níveis de IL-6 e TNF-alfa nos ratos com sepse, aumenta a sobrevida dos mesmos (Calisto et 

al., 2010). 

 Como mencionado na “Introdução” o número de plaquetas circulantes, bem como sua 

reatividade, tem sido utilizados para se avaliar a gravidade da sepse (Russwurm et al, 2002). O 

LPS reduziu, acentuadamente, o número de plaquetas circulantes e a pravastatina, apesar de ter 

aumentado significativamente este número, não conseguiu restaurar o mesmo para valores 

semelhantes aos encontrados nos ratos pré-tratados e injetados com salina. Este resultado, 

provavelmente, deve-se em parte pela trombocitopenia causada pela própria pravastatina. Nos 

últimos anos têm-se reportado que estatinas como a sinvastatina, a atorvastatina e a rosuvastatina 

podem levar à trombocitopenia em pacientes (Ames, 2008, Narayanan and Kilpatrick, 2010, 

Vrettos et al., 2010, Cvetković et al., 2013).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Narayanan%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22750917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kilpatrick%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22750917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kilpatrick%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22750917
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cvetkovi%C4%87%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23442182
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 A despeito dos vários trabalhos realizados, a causa da trombocitopenia observada na 

sepse ainda não está bem elucidada. Sendo assim, decidimos investigar se em nosso modelo de 

sepse havia alguma alteração no número de megacariócitos ou na concentração plasmática de 

trombopoietina, uma vez que os mesmos são importantes para a determinação do número de 

plaquetas circulantes. Alguns trabalhos mostram que durante a sepse há um aumento dos níveis 

plasmáticos de trombopoietina. Pacientes com sepse apresentaram níveis elevados de 

trombopoietina, os quais foram maiores em pacientes mais graves (Zakynthinos et al., 2004). Em 

neonatos com sepse causada por bactéria gram-negativa também foi observado um aumento nos 

níveis de trombopoietina (Eissa e El-Farrash, 2013). Além disso, a infusão de LPS em 

voluntários sadios também levou a um aumento de trombopoietina plasmática (Jilma-Stohlawetz 

et al., 2001). Os nossos resultados foram opostos aos obtidos nos trabalhos citados, ou seja, o 

LPS causou uma diminuição de trombopoietina nos animais. Esta discrepância pode ser devido à 

diferenças na condição experimental: utilização de diferentes espécies animais (homem versus 

ratos) e/ou pelo diferente intervalo de tempo no qual a concentração do hormônio foi analisada 

após o tratamento com LPS (no trabalho de Jilma-Stohlawetz e colaboradores a determinação da 

trombopoietina foi avaliada 1h após a infusão de LPS, enquanto no nosso estudo a determinação 

foi realizada 48h após uma única injeção de LPS). Nenhum trabalho até o momento mostra 

resultados sobre o efeito de estatinas na concentração de trombopoietina. A pravastatina, apesar 

de diminuir a concentração de trombopoietina em ratos injetados com salina, preveniu a redução 

de trombopoietina em ratos injetados com LPS.  

 Por outro lado, o LPS causou um aumento na quantidade de megacariócitos na medula 

óssea. Trabalhos reportando o efeito da sepse ou do LPS sobre o número de megacariócitos são 

praticamente inexistentes. Recentemente, Thiolliere e colaboradores (2013) analisaram a medula 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zakynthinos%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15071393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jilma-Stohlawetz%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11150025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jilma-Stohlawetz%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11150025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Thiolliere%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23740274
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óssea de 238 pacientes com trombocitopenia, causada principalmente por sepse, e observaram 

que não havia alteração no número de megacariócitos nestes indivíduos. A pravastatina também 

aumentou o número de megacariócitos em ratos injetados com salina, mas reduziu nos injetados 

com LPS para um número semelhante ao do grupo controle. 

 Portanto, embora a pravastatina restaure a concentração de trombopoietina e o número de 

megacariócitos nos ratos injetados com LPS, o número de plaquetas circulantes ainda é 

significativamente menor do que aquele encontrado nos ratos pré-tratados e injetados com salina, 

indicando que há outros fatores que contribuem para a trombocitopenia observada nestes animais 

e que a pravastatina não é capaz de recuperar. Uma das hipóteses que explicam a 

trombocitopenia na sepse ou em animais injetados com LPS é o aprisionamento de plaquetas em 

órgãos como fígado e pulmão (Stohlawetz et al., 1999), portanto, a pravastatina poderia não 

conseguir frear este processo. Um fato interessante é que a pravastatina também não é capaz de 

normalizar a concentração plasmática de TNF-α nos ratos injetados com LPS. Portanto, podemos 

hipotetizar que o TNF-α poderia estar contribuindo para a trombocitopenia nestes animais 

levando a apoptose das plaquetas, já que as mesmas possuem receptores TNF-α-R1, responsável 

pelo efeito apoptótico desta interleucina.  

 A injeção de ratos com LPS diminuiu de forma marcante a agregação plaquetária, 

comparada ao grupo de ratos injetados com salina. Trabalhos publicados por nosso grupo 

mostram que a agregação e a adesão plaquetária de ratos foram significativamente diminuídas 

após tratamento com LPS (Casarin et al., 2011, Lopes-Pires et al., 2012). Os mecanismos 

envolvidos no efeito inibitório do LPS na agregação e adesão plaquetária ainda não foram 

totalmente elucidado. Em experimentos de adesão de plaquetas ao fibrinogênio foi verificado que 
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o LPS inibe a adesão por mecanismos independentes da geração de GMPc e ativação do receptor 

de fibrinogênio (Morganti et al, 2010).  

No presente trabalho nós mostramos que o efeito inibitório do LPS na agregação 

plaquetária é acompanhado de aumento nos níveis de GMPc. O aumento de GMPc em plaquetas 

causa inibição da ativação plaquetária através de diferentes mecanismos, tais como a fosforilação 

do receptor de IP3 no sistema tubular denso, levando à diminuição da liberação de Ca++, inibição 

da entrada de Ca++ extracelular, redução da ativação do receptor de fibrinogênio e da 

polimerização da actina (Horstrup et al., 1994, Cavallini et al., 1996). Entretanto, resultados do 

nosso laboratório ainda não publicados indicam que a inibição da agregação plaquetária 48h após 

a injeção de LPS é independente de GMPc. Por outro lado, o aumento dos níveis de GMPc 

implica que houve aumento na produção de NO. O NO pode reagir com o O2- levando a 

produção de peroxinitrito (ONOO-) que pode levar a inibição da agregação, principalmente 

através na nitração de proteínas (Marcondes et al., 2006).  

A pravastatina também levou a inibição da agregação plaquetária, por mecanismos 

independentes de GMPc, uma vez que esta estatina reduziu os níveis de GMPc intraplaquetários. 

Vários trabalhos mostram que as estatinas são capazes de inibir a agregação plaquetária 

especialmente através da redução da formação de TXA2, inibição da mobilização de Ca++ e da 

ativação do receptor de fibrinogênio, a integrina α(IIb)β(3) (Violi et al., 2013, Osamah et al., 

1997, Chou et al., 2008, Pignatelli et al., 2012). O pré-tratamento dos animais com pravastatina 

preveniu o efeito inibitório do LPS na agregação plaquetária por mecanismos ainda não 

investigados, mas também pode estar relacionado à inibição da formação de ONOO-, já que a 

redução de GMPc indica uma redução da formação de NO, como suposto anteriormente. Além 
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disso, a pravastatina também reduziu a formação de EROs em plaquetas de ratos injetados com 

LPS. 

A sepse é uma condição onde ocorre estresse oxidativo em diversos sistemas (Huet et al., 

2008; Huet et al., 2011). O tratamento de ratos com LPS causou um aumento significativo na 

formação de EROs em plaquetas. Estes resultados estão de acordo com um recente trabalho publicado 

pelo nosso grupo, mostrando que este aumento de EROs em plaquetas é decorrente, principalmente, 

da ativação da NADPH oxidase (Lopes-Pires et al., 2012). De fato, há estudos mostrando que o LPS 

ativa a NADPH oxidase e, portanto, leva a um aumento da formação de O2
- (Whitworth et al, 1989; 

Nystrom et al, 1994). Li e Frei (2009) demonstraram que a incubação de células endoteliais de aorta 

humana com LPS por 24h aumenta a atividade da NADPH oxidase e também a expressão da 

subunidade p22phox.  

Muitos trabalhos têm mostrado que as estatinas diminuem o estresse oxidativo em diferentes 

tecidos (Kwok et al., 2013). A atorvastatina levou a uma redução de Nox2, Nox4, P47phox, bem 

como da produção de O2
- no ventrículo esquerdo de ratos hipertensos (Li et al., 2013). A produção de 

O2
- em plaquetas de pacientes hipercolesterolêmicos foi significativamente reduzida pelo tratamento 

dos pacientes com atorvastatina por 3 e 30 dias (Pignatelli et al., 2007). Entretanto, nossos resultados 

mostram que a pravastatina causa um aumento da formação de EROs em plaquetas de ratos injetados 

com salina e também não reverte o aumento da formação destas espécies em ratos tratados com LPS. 

Há relatos que a interrupção abrupta do tratamento de pacientes com estatinas está associada com um 

efeito rebote prejudicial ao indivíduo (Pineda e Cubeddu, 2011). A proteção de camundongos 

submetidos a oclusão da artéria cerebral média foi perdida após a interrupção do tratamento com 

atorvastatina por 14 dias (Gertz et al., 2003).  A descontinuidade do tratamento de camundongos por 

14 dias com atorvastatina causou uma redução de 90% da produção de NO (Laufs et al., 2000). Mais 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kwok%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23085091
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pignatelli%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17388962
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gertz%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12574574
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Laufs%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11120702
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recentemente, Oliveira e colaboradores (2013) mostraram uma redução da formação de NO e um 

aumento da atividade da NADPH oxidase no córtex cerebral de ratos após 24h de interrupção do 

tratamento por 7 dias com atorvastatina. No presente trabalho também houve uma interrupção de 24h 

do tratamento de 7 dias com pravastatina, o que pode justificar nossos resultados, ou seja, aumento de 

TNF-, redução de GMPc e aumento da formação de EROs em ratos pré-tratados com a estatina e 

injetados com salina. 

O aumento de EROs no grupo injetado com salina ou pré-tratado com pravastatina e injetado 

com salina, foi acompanhado de uma aumento significativo da atividade enzimática da SOD e da 

GPx, indicando que o aumento de EROs nestes grupos foi principalmente decorrente de um aumento 

na formação dos mesmos. Entretanto, a redução da atividade destes sistemas, provavelmente, está 

envolvida da falta de eficácia da pravastatina em reduzir a quantidade de EROs no grupo pré-tratado 

com esta estatina e injetado com LPS. Recentemente, Melo e colaboradores (2013) observaram uma 

redução da atividade enzimática da SOD em pulmões de camundongos injetados com LPS e pré-

tratados por 3 dias com atorvastatina. 

Por outro lado, a atividade da GR, enzima responsável por levar a glutationa ao estado 

reduzido novamente, está diminuída em todos os grupos, indicando uma possível depleção dos níveis 

de glutationa, favorecendo assim o estresse oxidativo nas plaquetas. 
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Conclusões: 

 

 Efeitos da pravastatina em animais saudáveis: 

- reduz o número de plaquetas circulantes, mas não afeta o número de 

megacariócitos  na medula óssea; 

- reduz a agregação plaquetária por mecanismos independentes de GMPc; 

- aumenta a as espécies reativas de oxigênio em plaquetas, o qual é acompanhado 

pelo aumento da atividade da SOD, indicando que este efeito deve-se, principalmente, por 

um aumento da produção dessas espécies; 

- aumenta a concentração plasmática de TNF-α. 

 

 Efeitos da pravastatina em animais injetados com LPS: 

- restaura, parcialmente, o número de plaquetas circulante, provavelmente, por 

aumentar os níveis de trombopoetina circulante; 

- restaura a agregação plaquetária e reduz os níveis de GMPc intraplaquetário;  

- não reduz os níveis de espécies reativas de oxigênio em plaquetas e causa 

significativa redução na atividade da SOD; 

- reduz, significativamente, a concentração plasmática de TNF-α. 

  

Desta forma, podemos concluir que a pravastatina poderia ser uma boa opção para o 

tratamento da sepse, já que restaura indicadores importantes, como o número de plaquetas 

circulantes e agregação plaquetária, utilizados na avaliação da gravidade da sepse. Além 
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disso, a pravastatina reduz a concentração plasmática de TNF-α, indicando uma melhora do 

quadro inflamatório do animal. 
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