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Resumo

A sepse caracteriza-se por uma reagao inflamatéria sistémica e um quadro de estresse
oxidativo em decorréncia da grande formagao de espécies reativas de oxigénio (EROs).
Ha trabalhos que mostram que as plaquetas sdo importantes neste quadro inflamatério,
mas seu verdadeiro papel na sepse ainda nao esta bem elucidado. Portanto, o objetivo
do presente trabalho foi avaliar o efeito temporal do uso do antioxidante N-acetilcisteina
(NAC) na resposta inflamatéria e na atividade plaquetaria em modelo de sepse induzido
por lipopolissacarideo (LPS). Para tanto, ratos controle foram injetados com salina (300
ul, i.p.) ou NAC (150 mg/kg, i.p.), enquanto os tratados foram injetados com LPS de E.
coli (1 mg/kg, i.p.) ou com NAC 30 min ou 6h apos a injecdo de LPS. Apds 48h da
injecdo de LPS o sangue foi coletado. O numero de leucécitos totais e plaquetas foi
determinado no sangue periférico. A concentracao plasmatica de TNF-a foi determinada
utilizando kit comercial de ELISA. A agregacao plaquetaria foi avaliada em agregdmetro
de dois canais. A determinacao de EROs em plaquetas foi feita por citometria de fluxo e
a de GMPc por imunoensaio. A determinacao da atividade da superéxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) foi feita através de kits
comerciais. O LPS aumentou o numero de leucécitos totais e reduziu o de plaquetas no
sangue periférico. A NAC, 30 min ou 6h apds a injecdo de LPS, levou a contagem
destas células para numeros semelhantes ao do grupo injetado com salina ou somente
com NAC. A concentragdo plasmatica aumentada de TNF-a nos ratos injetados com
LPS foi reduzida por NAC para valores proximos aos encontrados no grupo salina. A
agregacao plaquetaria induzida por ADP (10 p) néo foi afetada por NAC, mas foi 50%
menor em ratos tratados com LPS. A inibicdo da agregacao plaquetaria foi revertida
pela injecdo de NAC 30 min ou 6h apés a injecdo de LPS. O LPS aumentou 2,2 vezes
os niveis de GMPc em plaquetas estimuladas com ADP quando comparado com o
grupo injetado com salina, o qual foi prevenido por NAC, quer em 30 min ou 6h apéds a
injecao de LPS. Os niveis de GMPc em plaquetas de ratos injetados com NAC foram
45% menores do que os do grupo salina. A produgcdao aumentada de EROs em
plaguetas ativadas de ratos injetados com LPS foi reduzida por NAC para niveis
semelhantes aos dos controle. A NAC reduziu significativamente a formagédo de EROs
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em plaquetas em comparacdo com o grupo salina. A atividade enzimatica da SOD em
plaquetas ativadas foi reduzida em 35% por NAC em comparagdo com o grupo salina.
O LPS aumentou, discretamente, a atividade da SOD em plaquetas, sendo este
prevenido pelo tratamento com NAC. Diferente do observado com SOD, as atividades
enzimaticas da GPx e da GR em plaquetas ativadas foram significativamente
aumentadas pelo LPS. A NAC ndo modificou a atividade da GPx e da GR em
comparagao com o grupo salina, mas reduziu cerca de 41% e 61% a atividade da GPx
e GR, respectivamente, em plaquetas do grupo injetado com LPS. Nossos resultados
mostraram que a NAC previne e reverte os efeitos do tratamento de ratos com LPS na
atividade plaquetéaria. O restabelecimento da agregacao plaquetaria, dos niveis de
GMPc e EROs intraplaquetario podem ter sido resultado de uma acao direta de NAC

nas plaguetas e/ou em decorréncia da melhora do quadro inflamatério do animal.
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Abstract

Sepsis is an oxidative stress condition characterized by a systemic inflammatory
reaction. It has been demonstrated that platelets are important in this inflammatory
condition, but their real role in sepsis has not been well elucidated yet. Therefore, the
aim of this study was to evaluate the temporal effect of the use of the antioxidant N-
acetylcysteine (NAC) in the inflammatory response and platelet activity in a model of
sepsis induced by lipopolysaccharide (LPS). Control rats were injected with saline (300
ul, i.p.) or NAC (150 mg/kg, i.p.), while those treated were injected with LPS from E. coli
(1 mg/kg, i.p.) or with NAC 30 min or 6 h after LPS injection. Blood was collected 48 h
after LPS injection. Total leukocytes and platelets number was determined in peripheral
blood. The plasma concentration of TNF-a was determined using commercial ELISA kit.
Platelet aggregation was measured in two-channel aggregometer. Determination of
reactive oxygen species (ROS) in platelets was performed by flow cytometry and cGMP
by immunoassay. Enzymatic activity of superoxide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GPx) and glutathione reductase (GR) was determinated using commercial
kits. LPS increased the total leukocytes number and reduced platelets in peripheral
blood. NAC, 30 min or 6 h after LPS injection, brought the cell counts to the similar
values of rats injected with saline or with NAC. The increased plasma concentrations of
TNF-a in rats injected with LPS was reduced by NAC to values close to those found in
the saline group. ADP (10 uM)-induced platelet aggregation was unaffected by NAC but
was 50% lower in rats treated with LPS. Inhibition of platelet aggregation was reversed
by the injection of NAC 30 min or 6 h after LPS injection. LPS increased intraplatelet
cGMP levels by 2.2-fold compared to the group injected with saline, which was
prevented by NAC either 30 min or 6 hours after LPS injection. cGMP levels in activated
platelets of rat injected with NAC were 45% lower than those of the saline group. The
increased production of ROS in activated platelets from rat injected with LPS was
reduced by NAC to levels similar to the control. NAC significantly reduced the formation
of ROS in platelets compared to the saline group. SOD activity in stimulated platelets
was reduced 35% by NAC compared to the saline group. LPS slightly increased SOD

activity in platelets, which is prevented by treatment with NAC. Different from that
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observed with SOD, the enzyme activities of GPx and GR in activated platelets were
significantly increased by LPS. The NAC did not modify the activity of GPx and GR
compared with the saline group, but decreased by 41% and 61% the GPx and GR
activities, respectively, in platelets of LPS-injected group. Our results showed that NAC
prevents and reverses the effects of in vivo LPS on platelet activity. Restoration of
platelet aggregation and of intraplatelet cGMP and ROS levels of LPS-injected rats may
be caused by a direct action of NAC in platelets or by the improvement of inflammatory
condition in the animal.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sepse

A sepse é definida como uma resposta inflamatoria sistémica decorrente da
reacado do sistema imunolégico a infeccao, podendo ser causada por virus, fungos ou,
como mais comumente ocorre, por bactérias (Bochud et al, 2006; Vandijck et al,2003).
E um problema sério e frequente que ocorre em hospitais de todas regides do Brasil e é
de dificil controle, seja porque os agentes infecciosos estdo cada vez mais resistentes
aos antibiéticos ou pela escassez de alternativa medicamentosa para controlar as
complicacbes apresentadas na sepse (O’Brien, 2007).

A taxa de mortalidade pela sepse € alta, sendo a segunda maior causa de morte
nas unidades de tratamento intensivo (Marshall et al, 2005). Em 2011, segundo dados
do DATASUS, ocorreram 80.758 internacdes para tratamento da sepse no SUS, sendo
que 41,58% destes pacientes vieram a 6bito (DATASUS, 2011).

De modo geral, a sepse caracteriza-se por diminuicdo da atividade
cardiocirculatéria resultante da liberagdo de agentes vasodilatadores como o éxido
nitrico (NO), cininas, prostaglandinas e citocinas e também pela redugao simultanea do
débito cardiaco. Dessa forma, ha o colapso do sistema vascular, quadro tipico do
choque séptico, que é caracterizado ainda por sinais bioquimicos de déficit de oxigénio,
danos vasculares e coagulagao intravascular disseminada. A diminuicdo da pressao
arterial e da perfusao tecidual, somada a reacao inflamatéria, acaba gerando danos
funcionais nos sistemas renal, hepatico e pulmonar, que podem culminar na disfungéao
multipla de 6rgaos (Brandtzaeg, 1996; Karima et al, 1999).

Os sinais e sintomas que os clinicos utilizam para diagnosticar um paciente com
septicemia sdo pelo menos um destes: temperatura >38°C ou< 36°C, batimentos
cardiacos acima de 90 batimentos/min, taquipnéia (>20 respiragdes/min) ou
hiperventilagdo (PaCO2 < 32mmHg), alteracdo no numero de leucécitos circulantes
(>12.000 células/mm3 ou <4000 células/mm3) e trombocitopenia (Dellinger et al, 2013).
Este ultimo é um marcador importante, pois 0 nimero de plaquetas acumuladas em

orgaos periféricos, bem como seu grau de ativacao, apresenta correlagcao positiva com
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a severidade da sepse e, por conseguinte, com o desenvolvimento da disfungcao
multipla de 6rgaos (Russwurm et al, 2002).

1.2 Lipopolissacarideo (LPS)

O LPS séao glicolipideos complexos constituidos de uma porgcao lipidica
denominada lipideo A, uma regiao central que possui, em geral, estrutura similar dentro
de um género ou espécie de bactéria, e cadeias laterais O especificas que sdo regides
de estrutura bioquimica varidvel que conferem uma identidade soroldgica Unica as
espécies de gram negativas (Golenbock et al, 1991; Alexander et al, 2001; Bluthé et al,
1991).

O LPS livre na circulagdo sanguinea pode ativar muitos tipos de células,
incluindo leucdcitos polimorfonucleares, mondcitos, macréfagos, células endoteliais e
plaquetas, levando a alteracdes que sao encontradas nos pacientes com sepse
(PERERA, 2001; SABROE et al, 2002; ZEUKE et al, 2002; ANDONEGUI, 2005).

A ativacao ocorre através da ligacdo do LPS a molécula CD14 presente em
macroéfagos, mondcitos, neutréfilos e plaguetas a qual pode ser facilitada pela proteina
ligante de LPS (LBP). A glicopoteina CD14, entretanto, ndo pode iniciar a sinalizagao
intracelular uma vez que esta localizada na porcao extracelular da membrana e nao
possui um segmento transmembrana (Amura et al, 1998; Ibeagha-Awemu, 2008). A
sinalizagdo intracelular se da através do receptor toll-like 4 (TLR4) que resulta na
ativagcdo de inumeros genes inflamatérios que codificam proteinas como citocinas,
quimiocinas, proteinas de adesao e proteinas do sistema complemento (Heuman et al,
2002). O LPS, além de liberar mediadores inflamatorios classicos, induz a geragao de
grande quantidade de espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs), o que
€ comumente encontrado nos pacientes sépticos (McCuskey et al, 1996).

1.2.1 Lipopolissacarideo, Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e
Nitrogénio (ERN) e enzimas antioxidantes.

Entre as EROs podemos citar o radical anion superéxido (O2), o peréxido de
hidrogénio (H2O2) e o radical hidroxila (OH). O O, e 'OH sao classificados como

radicais livres devido a presenca de um elétron desemparelhado em sua estrutura
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atdbmica, enquanto as demais espécies coletivamente sdo classificadas como EROs
(Zhang et al, 2001).

A producdo do O, ocorre mais comumente na mitocdndria. A cadeia de
transporte de elétrons na mitocéndria é a principal fonte de ATP nas células, sendo,
portanto, fundamental para a vida. Além disso, € nesta etapa que ocorre o0 “escape” de
elétrons com concomitante formagcao de O,. (Kovacic et al, 2005). Na realidade 1-3%
de todos os elétrons da cadeia de transporte de elétrons “escapam” para gerar 0 anion
superéxido ao invés de contribuir para a redugao do oxigénio para a formacao de agua
(Miller et al, 2005).

O H20O; pode ser formado pela superdxido desmutase (SOD) e rapidamente
degradado pela catalase e glutationa peroxidase (Krétz et al, 2002). Ele é mais estavel
que os outros EROs e é permeavel as membranas celulares (Ferreira e Matsubara,
1997; Norberg e Arnér, 2001). Os peroxissomos produzem grande quantidade de H>O»
pela acdo de oxidases envolvidas no catabolismo de aminodcidos e na oxidagdo de
acidos graxos (Lehninger et al, 2000). Essa organela também contém catalase, que
decompde H,O,, prevenindo o acumulo deste composto toxico. Quando ha danos nos
peroxissomos, o consumo de H»O, se torna prejudicado e sua liberagdo no citosol
contribui significativamente para o estresse oxidativo (Krbétz et al, 2002; Valko et al,
2006).

O radical hidroxila (-OH) é altamente reativo e com meia-vida em solugédo aquosa
de 1ns. O -OH pode ser gerado pela mieloperoxidase ou reag¢des catalisadas pelo ferro
(Liochev, 2002)

Dentre as RNS podemos citar o 6xido nitrico (NO). Este gas bastante lipossoluvel
(Wolf, 1997), apesar de menos reativo que o radical ‘OH, pode reagir com o0 Oy
formando outra espécie reativa de nitrogénio - o peroxinitrito (ONOO’). O ONOO' pode
se decompor produzindo potentes oxidantes em tampao fisiol6gico (Zhang et al, 2001).

O NO é um radical reativo abundante que age como um importante sinalizador
molecular oxidativo em uma diversidade de processos fisioldgicos, incluindo
neurotransmissado, regulagdo da pressdo sanguinea, mecanismos de defesa,
relaxamento do musculo liso, inibicdo da atividade plaquetaria e regulacao imunoldgica
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(Bergenti et al, 1999; Marcondes et al, 2006). Seus efeitos biol6gicos sao iniciados
através da ativacao da enzima heterodimérica guanilil ciclase soltuvel (GCs) e/ou através
de outras reagbes quimicas que independem dessa enzima (Bian e Murad, 2003). A
superproducdo de espécies reativas de nitrogénio é chamada de estresse nitrosativo,
que pode ocorrer também quando o sistema ndao consegue neutralizar e eliminar a
concentracao de ERNs produzida (Klatt e Lamas, 2000; Ridnour et al, 2004). O estresse
nitrosativo € capaz de levar as reac¢des de nitrosilagcdo e nitracdo que podem alterar a
estrutura das proteinas e inibir sua fungdo normal (Valko et al, 2006; Marcondes et al,
2001).

A exposicao a radicais livres tem levado os organismos vivos a desenvolverem
uma série de mecanismos de defesa (Cadenas, 1997) como substancias e enzimas
antioxidantes. As enzimas de defesas antioxidantes incluem a superéxido desmutase
(SOD), a glutationa peroxidase (GPx), dentre outras. (Masella et al, 2005).

A enzima superdxido dismutase (SOD) é uma metaloenzima antioxidante que
tem capacidade de dismutar o anion superéxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio,
A SOD esta presente tanto em animais quanto em plantas; nos seres humanos existem
trés formas de SOD a citosélica que esta ligada ao Zinco e cobre (Cu/ Zn-SOD), a
mitocondrial que est ligada ao manganés (MnSOD) e a SOD? que é a extracelular
(Sandstrom et al, 1994). A presengca de SOD no organismo € importante para
prevencao de danos celulares cauados por aumento exagerado de formagédo de O
Atualmente, a SOD tem sido usada para estudos de prevencdo de desordens
degenerativas como Alzheimer e doenga de Parkson (Halliwell e Whiteman, 2004). As
enzimas glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) também importantes
para protegdo do organismo em condi¢des de estresse oxidativo. A GPx catalisa a
oxidacao da glutationa pelo H>0», enquanto a GR reduz a glutationa oxidada através da
oxidacao de NADPH (Berk et al, 2008).

1.3 Plaquetas
As plaquetas sao elementos sanguineo, cujo didametro varia de 2 a 3uM que sao

produzidas a partir dos megacariécitos na medula 6ssea (Castro et al., 2006). O
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megacariécito é uma célula grande e multinucleada e sua fragmentagao pode originar
até mil plaquetas (Pontual et al., 2004).

Embora a principal funcdo das plaquetas esteja relacionada a hemostasia. As
plaquetas parecem ter importante papel em respostas imunes inatas e adaptativas,
participando de processos iniciais e da perpetuagédo destas respostas e compartilhando
muitas propriedades funcionais com os neutrofilos, como a resposta quimiotatica e a
geracao de espécies reativas de oxigénios, podendo estar envolvidas na patofisiologia
da sepse e do choque séptico (Elzey e al., 2003; Castro et al., 2006; Albuquerque et al.,
2008).

A ativagao plaquetaria se da através da ligacdo de um agonista ao seu receptor
especifico que, por sua vez, esta ligado a proteina G, levando a ativacao da fosfolipase
C (PLC) e, consequentemente, ao aumento de Ca*?intracelular e ativacdo de uma série
de enzimas dependentes deste ion. Esta cascata de sinais intracelulares é responséavel
pela conversdao do receptor allof3 do estado de baixa afinidade para o de alta
afinidade, permitindo assim a ligacdo de seu ligante, que € o fibrinogénio, estabilizando
o agregado (Abrams et al., 1990, Levy-Toledano, 1999).

A adenosina difosfato (ADP), trombina, TXA2 e o colageno sao alguns dos
agonistas fisiol6gicos que controlam a ativacdo plaquetaria (Offermanns, 2006; Colman
et al, 1986)

1.3.1 Plaquetas e Sepse

Na fase inicial da sepse ocorre diminui¢éo significativa do numero de leucécitos e
plaquetas no sangue periférico. Alguns trabalhos indicam que a queda do numero de
plaquetas no sangue é decorrente do acumulo dessas céls em érgdos como pulméo e
figado, o que acaba contribuindo para faléncia do 6rgao (Stohlawtz, 1999; Sharron et al,
2012). Existe uma correlagao entre 0 nimero de plaquetas circulantes e a gravidade da
sepse do paciente, ou seja, quanto menor o numero de plaguetas circulantes, mais

grave é a sepse (Yaguchi et al, 2012).
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1.3.2 Plaquetas e Espécies reativas

O primeiro estudo mostrando que as plaquetas liberam EROs foi feito por Marcus
et al em 1977. Alguns autores sugerem que, assim como os neutréfilos, as EROs
derivadas de plaquetas estdo envolvido no mecanismo de defesa e contribuem para a
morte de parasitas e bactérias (Cesbron et al 1987). Trabalho recente mostrou que
plaquetas de animais injetados com LPS apresentam uma maior geracdo de EROs que
o grupo controle (Lopes-Pires et al, 2011).

1.4 Antioxidante N-acetilcisteina (NAC)

A NAC é um composto tidlico, isto &, possui um enxofre ligado a um alcool, que
vem sendo utilizado na clinica ha mais de quarenta anos. Teve seu primeiro uso
terapéutico no tratamento de doengas pulmonares congestivas e obstrutivas associadas
a hipersecregao de mucosa, como a bronquite crénica e a fibrose cistica (Pastor et al,
1997). E utilizada como principal tratamento em intoxicagdes com paracetamol (Harrison
et al, 1990), caracterizada pela deplecao grave de glutationa hepatica (GSH) (Hardman
et al, 2001). Além disso, é utilizada na presenca de radio contraste para prevenir a
nefropatia, e recentemente estudos tém explorado o uso dela em vérios distdrbios do
sistema nervoso central decorrente do estresse oxidativo (Lavoie et al, 2008). Outras
aplicacoes incluem o tratamento da sindrome da angustia respiratéria aguda (SARA) e
de casos de imunodeficiéncia causada pelo HIV-1 (Parcker et al, 1997).

A NAC encontra-se disponivel como solugdo oral, intravenosa e preparagao
inalatéria, sua meia vida é de aproximadamente 5,6 horas e 30% é excretado por via
renal. Embora os efeitos colaterais sejam geralmente leves, nao séo raros relatos de

célculo renal durante o tratamento (Sansone e Sansone, 2011).

A NAC funciona como um antioxidante que reduz eficientemente as EROs. Além
de sua capacidade de sequestrar diretamente agentes oxidantes, exerce seu efeito
antioxidante indiretamente, servindo como precursor para a sintese de glutationa, que é
um antioxidante natural do corpo, protegendo de danos causando pelo oxigénio in vitro
ou in vivo (Pastor et al, 1997; Aruoma et al., 1989). A glutationa, principal antioxidante
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do organismo, é sintetizada a partir do L-glutamato e L-cisteina que sofrem acdo da
enzima gama-glutamilcisteina sintetase levando a formacdo da L-y- glutamilcisteina
que, por sua vez, é convertida em glutationa na presenca de glicina e da glutationa
sintetase. A NAC quando desacetilada é convertida em cisteina, etapa limitante na
sintese da glutationa (BERK et al, 2008; Millea, 2009; Didoné et al 2002). A NAC pode
se acumular no interior das células ja que tem a capacidade de difundir-se pelas
membranas das células, uma vez que o grupo acetil da amina da NAC nédo é
polarizado. No interior da célula, a NAC é desacetilada, ficando aprisionada no interior
da mesma (Raftos et al, 2007).

A glutationa esta comercialmente, mas sua biodisponibilidade oral é controversa, sendo

entdo o uso da NAC mais promissor (Lamson e Brignall, 2000).

1.4.1 N-acetilcisteina e sepse

A NAC também ¢ utilizada como ferramenta em estudos de estresse oxidativo e
em processos inflamatérios como a sepse. O tratamento de camundongos com NAC
diminui a expressdao de moléculas de adesao em leucécitos (Birnbaum et al., 2008) e
reduz a mortalidade dos animais na sepse experimental (De Mello et al., 2010). Além
disso, tem sido demonstrado que a NAC é capaz de inibir diferentes efeitos causados
pelo LPS incluindo diminuicao da expressdo de TLR4 em célula da musculatura lisa
vascular (Lin et al, 2006), diminuicado de danos renais, cardiacos e hepaticos em ratos
(Hsu et al, 2006), diminuicdo da febre em coelhos (Huang et al, 2006), diminuicdo da
ativacao do fator NF-kB e da producao de TNF-a (Shang et al, 2006) através da reducao
da geracao de EROS e/ou aumento da producao de glutationa

A influéncia da NAC na fungao plaquetaria foi pesquisada pelo grupo de Anfossi
(2001), que mostra a capacidade dela em potencializar o efeito anti-agregante de
nitratos, como a nitroglicerina. Este efeito foi atribuido a melhor bioconverséo de nitratos
em oxido nitrico, que representa um potente inibidor da funcao plaquetaria através da
ativagao da guanilato ciclase e aumento dos niveis de 3,5 monofosfato de guanosina
ciclica (GMPc) (Anfossi et al., 2001).
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A sepse é um quadro bastante complexo caracterizado por uma resposta
inflamatéria sistémica que leva ao estresse oxidativo e, o seu tratamento, ainda, é
pouco efetivo, levando a um numero grande de ébitos em todo o mundo. Nos ultimos
anos, evidéncias mostram que as plaquetas tém um papel importante na sepse,
especialmente aumentando sua gravidade e assim, contribuindo para o incremento do
indice de mortalidade. Portanto, é importante que trabalhos sejam realizados para
melhor elucidacdo dos mecanismos que modulam esta resposta inflamatéria, bem como
para avaliar a contribuicdo de farmacos para um melhor tratamento dos pacientes com

sepse.
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3. OBJETIVO

Avaliar o efeito temporal do uso da N-acetilcisteina (NAC) na resposta
inflamatéria e na reatividade plaquetdaria em modelo animal de sepse, induzido por
lipopolissacarideo (LPS). Para tanto, os ratos foram tratados com NAC 30 min (inicio do

quadro séptico) ou 6h (sepse ja bem caracterizada) apds a injecéao de LPS.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar marcadores relacionados a inflamagao no animal, através da contagem
de leucdcitos totais, neutrdfilos, linfocitos e plaguetas no sangue periférico e

determinagéo da concentracao plasmatica de TNF-a;

e Avaliar a reatividade plaquetdria através de ensaios de agregacado e

determinacgao dos niveis intraplaquetarios de GMPc;

e Avaliar o estresse oxidativo em plaquetas através da determinagédo da formagao
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e da atividade de sistemas
antioxidantes (superéxido dismutase, glutationa peroxidase e glutationa oxidase)

em plaquetas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, pesando 250-340g,
provenientes do Centro Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade Estadual de
Campinas (CEMIB - Unicamp). O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentacdo Animal CEEA-IB-UNICAMP, protocolo n® 2338-1.

Os animais foram transferidos para o Biotério do Departamento de
Farmacologia (Faculdade de Ciéncias Médicas), onde foram mantidos a 24°C, com

iluminagéo diaria de 12 h e com 4gua e alimentagao ad libitum.

4.2 Grupos experimentais

Os animais foram divididos em 2 grupos controle e 3 grupos tratados. No primeiro
grupo controle os ratos foram injetados com solugéo fisioldégica (300 ul, i.p.) e no
segundo, os ratos foram injetados com N-acetilcisteina (150 mg/kg, i.p.) e, depois de
48h o sangue foi coletado. Nos grupos tratados, o primeiro recebeu uma Unica injecao
de solugdo de LPS de Escherichia coli 0111:B4 (1mg/Kg, i.p.), enquanto que no
segundo e terceiro grupos, os ratos foram injetados com N-acetilcisteina 30 min ou 6h
apds a injecdo de LPS. O sangue dos animais dos grupos tratados foi coletado 48h
apdés a injecao de LPS. Em todos os grupos, os animais foram anestesiados com
isoflurano e uma incisao longitudinal no abdémen foi feita para a coleta de sangue
arterial obtido do ramo descendente da artéria aorta.

4.3 Contagem total e diferencial de leucécitos

Imediatamente apds a coleta do sangue arterial, um volume minimo de sangue
(10 pl) foi destinado a contagem total de células em Camara de Newbauer (diluidos em
190 pl de solugdo de Turk) e a confeccdo da lamina (esfregago) para posterior

contagem diferencial dos leucocitos (Panétipo Rapido).
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4.4 Contagem de plaquetas do sangue total

Imediatamente apds a coleta do sangue arterial, 10 yl de sangue foram
adicionados a 190 ul de oxalato de amdnio 1%. Apds 10 min, foi realizada a contagem
das plaquetas em Camara de Newbauer.

4.5 Determinacao de TNF-a
A concentracao plasmatica de TNF-a foi determinada utilizando kit de ELISA da
BioLegend (San Diego, EUA).

4.6 Obtencao de plaquetas lavadas

O sangue dos ratos controle ou tratados com LPS foi coletado em ACD-C (citrato
de sodio 12.4 mM, acido citrico 13 mM e glicose 11 mM) (9:1 v/v). Primeiramente o PRP
foi obtido por centrifugacdo do sangue total a 200 g em temperatura ambiente por 15
min. Em seguida, o tampao de lavagem (NaCl 140 mM, KCI 0.5 mM, citrato trisédico 12
mM, glicose 10 mM e sacarose 12.5 mM, pH 6) na proporcao 7:5 (tampéao/plasma) foi
adicionado ao PRP e centrifugados por 10 min a 800 g. O precipitado plaquetario foi
ressuspenso em tampao de lavagem e novamente centrifugado a 800 g por 10 min.
Finalmente, as plaguetas foram ressuspensas em solugcdo de Krebs-Ringer desprovida
de Ca* e o nimero de plaquetas foi ajustado para 1,2 x 10® plaquetas/ml através de
contagem manual utilizando-se cdmara de Neubauer. Ao final, foi adicionado cloreto de
célcio a suspensao plaquetaria para uma concentragao final de 1TmM.

4.7 Agregacao plaquetaria

Em uma cubeta foi colocado 400ul de suspensdo plaquetaria e a agregacao,
induzida por ADP (3 uM — 10 uM), foi determinada em agregdbmetro de 2 canais
(Chrono-log Lumi-Aggregometer model 560-Ca, Havertown, PA, EUA). O aparelho foi
calibrado para 0% (suspensdao de plaquetas lavadas) e 100% (solugdo de Krebs-

Ringer).
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4.8 Determinacao de GMPc

As plaquetas (1,2 x 10® plaquetas/ml) foram incubadas com inibidor de
fosfodiesterase-3-isobutil-1-metil-xantina (IBMX, 2mM) por 15 min a temperatura
ambiente. Em seguida, as plaquetas foram ativadas com ADP (10uM). A reacéao foi
interrompida 30 min apds a adicdo de ADP por etanol absoluto acidificado gelado em
uma concentracdo 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 4°C. Os sobrenadantes foram coletados e separados e os precipitados foram
lavados com 0.5 ml de etanol acidificado 67% (v/v) antes da centrifugacao de 14000 g
por 5 min a temperatura ambiente. Os sobrenadantes desta ultima centrifugacao foram
coletados e adicionados aos sobrenadantes coletados da centrifugagéao anterior e foram
secos a 55-60°C em banho-maria sob uma corrente de nitrogénio. As amostras foram
armazenadas a -20°C até que a determinacdo do GMPc fosse realizada. O GMPc foi
medido utilizando-se o kit da Cayman (Ann Arbor, MIl, EUA) seguindo as instrucdes do
fabricante. Cada amostra foi quantificada em duplicata e os resultados expressos em

pmol/ml.

4.9 Determinacao de espécies reativas de oxigénio (EROs) por citometria
de fluxo.

A determinagao dos niveis de EROs em plaquetas foi realizada como descrito por
Swith e Weidemann, 1993. Brevemente, a suspensdo de plaquetas lavadas
(1,2x10%plaquetas/ml) foi adicionado 5uM de 2’,7’-diclorofluorescina diacetato (DCFH-
DA). Apés 10 min, a suspensao plaquetaria (500pl) foi transferida para os tubos de
citometria e incubada com ADP (10 pM) por 20 min. Em seguida, a suspensao
plaquetaria foi centrifugada a 800g em temperatura ambiente por 10 min. O
sobrenadante foi desprezado e o pellet plaquetario ressuspenso em 500 pl de solugéo
de Krebs-Ringer. Uma amostra contendo somente a suspensdo plaquetaria, na
auséncia de DCFH-DA, foi utilizada como controle negativo, enquanto que o controle
positivo foi realizado adicionando-se H>O, (8mM) a suspensao. A liberacdo de EROS
foi quantificada usando citdmetro de fluxo (FACSCalibur Becton Dickinson, NJ, EUA)
equipado com 488nm wavelength argon laser, 525 e 575nm band pass filters. As
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plaquetas foram identificadas pelos sinais forward and side scatter. Dez mil eventos

especificos plaquetarios foram analisados pelo citbmetro.

4.10 Determinacao da atividade da superoxido dismutase (SOD)

As plaguetas foram isoladas como descrito anteriormente e ressuspensas em
solucdo de Krebs-Ringer para uma concentragdo final de 1,2 x 10® plaquetas/ml. As
plaquetas foram ativadas com ADP (10uM) por 5 minutos. Em seguida, 2 ml da
suspensao de plaquetas ativadas foi centrifugada a 2000 g por 10 min a 4°C. O pellet
plaquetério foi ressuspenso em tampéao gelado (HEPES 20 mM, EGTA 1mM, manitol
210 mM, sacarose 70mM, pH 7,2) e sonicado por 10 seg em gelo. A suspensao do
lisado plaquetario foi centrifugada a 1500 g por 5 min a 4°C e o sobrenadante foi
estocado a -80°C até a dosagem. A determinacdo da atividade da SOD foi feita em
duplicata para cada amostra e foi realizada utilizando-se kit comerciais da Cayman (Ml,
EUA), seguindo-se as instru¢des do fabricante.

4.11 Determinacao da atividade da Glutationa Peroxidase (GPx)

As plaguetas foram isoladas como descrito anteriormente e ressuspensas em
solugdo de Krebs-Ringer para uma concentracao final de 1,2 x 10° plaquetas/ml. As
plaquetas foram ativadas com ADP (10uM) por 5 minutos. Em seguida, 2 ml da
suspensao de plaquetas ativadas foi centrifugada a 2000 g por 10 min a 4°C. O pellet
plaquetario foi ressuspenso em tampao gelado (Tris-HCI 50mM, EDTA 5mM, DTT 1mM,
pH 7,5) e sonicado por 10 seg em gelo. A suspensdo do lisado plaquetario foi
centrifugada a 10000 g por 15 min a 4°C e o sobrenadante foi estocado a -80°C até a
dosagem. A determinacao da atividade da GPx foi feita em duplicata para cada amostra
e foi realizada utilizando-se kit comerciais da Cayman (MI, EUA), conforme
especificacdes do fabricante.
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4.12 Determinacao da atividade da Glutationa Redutase (GR)

As plaquetas foram isoladas como descrito anteriormente e ressuspensas em
solugdo de Krebs-Ringer para uma concentracao final de 1,2 x 10® plaquetas/ml. As
plaquetas foram ativadas com ADP (10uM) por 5 minutos. Em seguida, 2 ml da
suspensao de plaquetas ativadas foi centrifugada a 2000 g por 10 min a 4°C. O pellet
plaquetério foi ressuspenso em tampéao gelado (KH2PO4 50mM, EDTA 1mM, pH 7.,5) e
sonicado por 10 seg em gelo. A suspensdo do lisado plaquetario foi centrifugada a
10000 g por 15 min a 4°C e o sobrenadante foi estocado a -80°C até a dosagem. A
determinagdo da atividade da GR foi feita em duplicata para cada amostra e foi
realizada utilizando-se kit comercial da Cayman (MI, EUA), conforme especificacdes do

fabricante.

4.13 Analise estatistica
Os resultados foram expressos como médias + erro padrdao das médias (EPM) de n

experimentos. Diferengas estatisticas significativas foram determinadas por andlise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. Valores de p<0,05 foram

considerados significativos.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito da N-acetilcisteina (NAC) sobre o numero de leucdcitos,
neutrofilos e linfécito de ratos tratados com LPS

A figura 1 mostra que o LPS (1 mg/kg, i.p.) aumentou significativamente o
nuamero de leucdcitos totais do sangue periférico de ratos em relagcao ao grupo salina. O
tratamento dos ratos com NAC (150 mg/kg, i.p.) 30 min ou 6h apés a injecéo de LPS
reduziu o numero de leucécitos para valores semelhantes aos observados em ratos
injetados com salina. O ndmero de leucécitos totais nos ratos injetados com NAC foi
semelhante ao grupo salina (fig. 1).

O LPS aumentou significativamente a porcentagem de neutréfilos no sangue
periférico e reduziu a de linfécitos quando comparado ao grupo salina (fig. 2). O
tratamento dos ratos com NAC, seja 30 min ou 6h apds a injecao de LPS, reverteu o
aumento de neutréfilos e a diminuicdo de linfécitos induzidos pelo LPS. Nos ratos
injetados somente com NAC, as porcentagens de neutréfilos e linfécitos permaneceram
semelhantes as observadas nos animais injetados com salina (fig. 2).
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Figura 1: Efeito de NAC sobre o numero de leucécitos totais no sangue periférico
de ratos injetados com LPS. Os ratos foram injetados com LPS (1 mg/kg, i.p.)
somente, ou com NAC (150mg/kg, i.p.) 30 min ou 6h apds a injecdo de LPS. Os ratos
controle receberam uma Unica injegdo de salina (300 pl, i.p.) ou NAC. O sangue foi
coletado 48 h apéds a injegdo de LPS. A contagem de leucdcitos totais foi realizada em
sangue periférico. *p <0,05 comparado com o grupo salina, # p<0,05 comparado com o
grupo LPS. n=4-9.
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Figura 2: Efeito de NAC sobre a porcentagem de neutréfilos e linfocitos em
sangue periférico de ratos injetados com LPS. Os ratos foram injetados com LPS (1
mg/kg, i.p.) somente, ou com NAC (150mg/kg, i.p.) 30 min ou 6h apds a injecao de LPS.
Os ratos controle receberam uma unica injecdo de salina (300 ul, i.p.) ou NAC. O
sangue foi coletado 48 h apds a injecao de LPS. A contagem diferencial de leucécitos
foi realizada no sangue periférico. As figuras A e B mostram as porcentagens de
neutrofilos e linfécitos, respectivamente. *p <0,05 comparado com o grupo salina, #
p<0,05 comparado com o grupo LPS. n=4-9.
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5.2 Efeito da N-acetilcisteina (NAC) sobre a concentracao de TNF-a no
plasma de ratos tratados com LPS

A concentracdo plasmatica de TNF-a em ratos tratados com LPS (1 mg/kg, i.p.)
foi, aproximadamente, 40 vezes maior do que a observada em ratos injetados com
salina. A injecdo de NAC (150 mg/kg, i.p.) 30 min ou 6h apéds a injecdo de LPS reduziu
significativamente os niveis plasmaticos de TNF-o, mas estes ainda foram
marcadamente maiores que os do grupo salina (5,5 e 4 vezes maior em ratos injetados

com NAC 30 min e 6h apds a administracao de LPS, respectivamente, comparado ao

grupo salina) (fig. 3).

250+

* 30 min
Hl6h

~ 2004 —|_ ®
£
o
£ 150+
3 1
I'EL 30" #

20+ #

104

0
CR & NAC
depois LPS

Figura 3: Efeito de NAC sobre a concentracao de TNF-a em plasma de ratos
injetados com LPS. Os ratos foram injetados com LPS (1 mg/kg, i.p.) somente, ou com
NAC (150mg/kg, i.p.) 30 min ou 6h apos a injegao de LPS. Os ratos controle receberam
uma unica injecao de salina (300 ul, i.p.). O sangue foi coletado 48 h apds a injecao de
LPS e a concentragédo plasmatica de TNF-a foi determinada por ensaio de ELISA. *p
<0,05 comparado com o grupo salina, # p<0,05 comparado com o grupo LPS. n=4-9.
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5.3 Efeito da N-acetilcisteina (NAC) no numero de plaquetas circulantes e
na agregacao plaquetaria

O numero de plaquetas circulantes foi significativamente reduzido pela inje¢éo de
LPS (1 mg/kg, i.p.) quando comparado ao controle (fig. 4). O tratamento dos ratos com
NAC (150 mg/kg, i.p.), 30 min ou 6h apds a injecdo de LPS, elevou o numero de
plaquetas para parédmetros normais. Como mostra a figura 4, a NAC sozinha nao
modificou o numero de plaquetas circulantes com relagdo ao grupo salina.

A estimulagéo de plaguetas com concentragcdes crescentes de ADP causou uma
significante agregacéao plaquetaria (42+3%, 51+£3%, 54+6% de agregacao induzida por
3 uM, 5 uM e 10 uM, respectivamente). A agregacao plaquetaria induzida por ADP de
animais tratados com LPS foi significativamente reduzida quando comparada a
agregacdo dos animais tratados com salina (reducdo de 57%, 58% e 50% da
agregacao induzida por ADP 3 uM, 5 uM e 10 uM, respectivamente). A agregacao
plaquetaria, induzida por ADP 3uM, de ratos injetados com LPS foi marcadamente
aumentada por NAC, quer em 30 min ou 6h, mas ainda foi em torno de 20% menor do
que a observada no grupo controle injetado somente com NAC. O tratamento dos
animais com NAC preveniu a inibicao da agregacao plaquetaria induzida por ADP 5 uM
ou 10 uM dos ratos injetados com LPS. A NAC ndo modificou a agregacao plaquetaria
induzida por ADP em qualquer uma das doses utilizadas com relagado ao grupo injetado

com salina.
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Figura 4: Efeito de NAC sobre o numero de plaquetas em sangue periférico de
ratos injetados com LPS. Os ratos foram injetados com LPS (1 mg/kg, i.p.) somente,
ou com NAC (150mg/kg, i.p.) 30 min ou 6h apds a injecao de LPS. Os ratos controle
receberam uma unica inje¢ao de salina (300 pl, i.p.) ou NAC. O sangue foi coletado 48
h apés a injecao de LPS. A contagem de plaquetas foi realizada no sangue periférico.
*p <0,05 comparado com o grupo salina, # p<0,05 comparado com o grupo LPS. n = 4-
13
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Figura 5: Efeito de NAC na agregacao plaquetaria de ratos injetados com LPS. Os
ratos foram injetados com LPS (1 mg/kg, i.p.) somente, ou com NAC (150mg/kg, i.p.) 30
min ou 6h apds a injecao de LPS. Os ratos controle receberam uma Unica injecao de
salina (300 ul, i.p.) ou NAC. O sangue foi coletado 48 h apéds a injegdo de LPS. A
agregacdo de plaquetas lavadas (1,2x10® plaquetas/ml) foi induzida por ADP 3 uM, 5

UM ou 10uM. *p <0,05 comparado com o grupo salina, # p<0,05 comparado com o
grupo LPS. n=11-18.
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5.4 Efeito da N-acetilcisteina (NAC) na formacao de GMPc em plaquetas de ratos

tratados com LPS

O tratamento de ratos com LPS aumentou 2,2 vezes os niveis de GMPc em
plaquetas estimuladas com ADP (10 uM) quando comparado com o grupo injetado com
salina (fig. 6). A NAC, quer em 30 min ou 6h apds a inje¢cdo de LPS, preveniu o
aumento dos niveis de GMPc em plaquetas estimuladas com ADP. Em ratos tratados
somente com NAC foi observado uma redug@o marcante, apesar de nao ser significante
(p = 0,14), dos niveis de GMPc em comparagao com plaquetas de ratos injetados com

salina (reducéo de 45%) (fig. 6).
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Figura 6: Efeito de NAC nos niveis intraplaquetarios de GMPc de ratos injetados
com LPS. O sangue dos ratos injetados com salina, LPS (1mg /kg), ou com NAC (150
mg/kg, i.p.), 30 min ou 6h apds a injecdo de LPS, foi coletado. Os niveis de GMPc
foram determinados apés 15min de ativacdo plaquetaria (1.2 x 108 plaquetas/ml) com
ADP 10uM. **p <0,01 comparado com o grupo salina, ## p<0,01 comparado com o
grupo LPS. n=4-6.
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5.5 Efeito da N-acetilcisteina (NAC) na formacao de espécies reativas de
oxigénio (EROs) em plaquetas de ratos tratados com LPS

O tratamento de ratos com LPS (1 mg/kg, i.p.) aumentou 2,6 vezes a produgao
de EROs em plaquetas quando comparado com o grupo salina (fig. 7). A NAC
(150mg/Kg, i.p.) reduziu significativamente a presenca intraplaquetdria de EROs
comparada ao grupo injetado com salina. A quantidade aumentada de EROs em
plaquetas de ratos tratados com LPS foi reduzida por NAC, 30 min ou 6h apés a injegao
de LPS, para niveis semelhantes aos observados nos grupos controle, ou seja, tanto no

grupo injetado com salina como no grupo injetado somente com NAC (fig. 7).
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Figura 7: Efeito de NAC na geracao de ROS em plaquetas lavadas de ratos
injetados com LPS. Os ratos foram injetados com LPS (1 mg/kg, i.p.) somente, ou com
NAC (150mg/kg, i.p.) 30 min ou 6h apds a injegao de LPS. Os ratos controle receberam
uma unica injecao de salina (300 pl, i.p.) ou NAC. O sangue foi coletado 48 h apés a
injecao de LPS. A producao de EROs foi quantificada por citometria de fluxo utilizando-
se DCFH-DA (5uM) em plaquetas lavadas (1,2x108 plaquetas/ml) estimuladas com ADP
(10uM) *p <0,05 comparado com o grupo salina, # p<0,05 comparado com 0 grupo
LPS. n=4-8. IFM = indice de fluorescéncia média.
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5.6 Efeito da N-acetilcisteina (NAC) na atividade enzimatica da superéxido
dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) em
plaquetas de ratos tratados com LPS

A injecdo de NAC reduziu 35% a atividade enzimatica da SOD em plaquetas
ativadas com ADP (10 uM) com relagédo ao grupo salina. O LPS aumentou, de maneira
nao significativa, a atividade da SOD quando comparada com a observada em
plaquetas ativadas de ratos injetados com salina (aumento de 31%) (fig. 8). O
tratamento dos ratos com NAC, especialmente no grupo 6h, reduziu o aumento da
atividade da SOD em plaquetas dos ratos injetados com LPS para niveis semelhantes
aos observados no grupo salina. Entretando, a atividade da SOD em plaquetas do
grupo injetado com NAC 30 min ou 6h apds a administracdo de LPS foi ainda 58% e
41%, respectivamente, maior do que a observada no grupo injetado somente com NAC
(fig. 8).

A atividade enzimatica da GPx e GR foi, significativamente, aumentada nas
plaquetas ativadas dos ratos injetados com LPS (a atividade da GPx e GR foi 3,2 e 4,4
vezes maior nas plaquetas dos ratos injetados com LPS comparado ao grupo salina)
(fig. 9). A NAC, 30 min ou 6h ap6s a inje¢do de LPS, preveniu o aumento da atividade
da GPx e GR em plaquetas ativadas. A atividade enzimatica da GPx e GR em plaquetas
do grupo injetado somente com NAC foi semelhante ao grupo salina (fig. 9).

40



20+
22 30 min
HEl6 h
154
=5 1
E
2 10{ —L
(a)
(o]
(7]
5-
0 ~ o
> )
% \g \3 NAC

depois do LPS

Figura 8: Efeito de NAC na atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD)
em plaquetas lavadas de ratos injetados com LPS. Os ratos foram injetados com
LPS (1 mg/kg, i.p.) somente, ou com NAC (150mg/kg, i.p.) 30 min ou 6h apéds a injecao
de LPS. Os ratos controle receberam uma unica inje¢éo de salina (300 pl, i.p.) ou NAC.
O sangue foi coletado 48 h apéds a injecao de LPS. A atividade enzimética da SOD foi
medida em plaquetas lavadas (1,2x10® plaquetas/ml) ativadas por ADP (10 uM)
utilizando kit enzimatico (Cayman). # p<0,05 comparado com o grupo LPS. n=6.
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Figura 9: Efeito de NAC na atividade enzimatica da glutationa peroxidase (GPx) e
da glutationa redutase (GR) em plaquetas lavadas de ratos injetados com LPS. Os
ratos foram injetados com LPS (1 mg/kg, i.p.) somente, ou com NAC (150mg/kg, i.p.) 30
min ou 6h apos a injegéo de LPS. Os ratos controle receberam uma unica injecéo de
salina (300 pl, i.p.) ou NAC. O sangue foi coletado 48 h apds a injegdo de LPS. A
atividade enzimatica da GPx (painel A) e GR (painel B) foi determinada em plaquetas
lavadas (1,2x108 plaquetas/ml) estimuladas com ADP (10 uM) através de kit enzimatico
(Cayman). *p <0,05 comparado com o grupo salina, # p<0,05 comparado com o grupo
LPS. n=5-9
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6. DISCUSSAO

A sepse € uma doencga grave e de dificil controle, resultado de uma resposta
inflamatoria sistémica onde as células do sistema imunoldgico participam ativamente
com intuito de eliminar o agente causador.

Varios estudos mostram que a administracdo de LPS em animais leva a varios
sinais observados na sepse como trombocitopenia, leucopenia na fase precoce e
leucocitose na fase mais tardia, febre, aumento de concentragcdo de interleucinas
circulantes, aumento da producao 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 diminuicdo da agregacao plaquetaria (Saba et al,
1984; Sheu et al, 1999; Lopes-Pires et al, 2011). Em trabalho recente publicado pelo
nosso grupo foi mostrado que em ratos, 6h ap6s a administracao de LPS, ocorre uma
diminuicdo de 70% do numero de leucécitos e de 56% do numero de plaquetas
circulantes, além de reducao da agregacao plaquetaria induzida por ADP (reducéo de
33% comparado com o grupo salina) (Lopes-Pires et al, 2012).

Dentre as células do sistema imunol6gico que participam da resposta inflamatéria
estdo os leucécitos que tem a fungdo de reconhecer e fagocitar agentes patégenos
(Abbas et al, 2005). Entretanto, a ativacao intensa e prolongada destas células causa
danos em diferentes tecidos. No presente trabalho, mostramos que a injegcdo de NAC,
30 min apdés a injecdo de LPS, reduz o numero de leucécitos para as mesmas
contagens observadas nos ratos injetados com salina, indicando que a NAC previne a
inflamacédo nestes animais, como mostrado por outros grupos (Voster et al, 2003).
Recentemente, foi demonstrado que o aumento da liberagdo de citocinas de mondcitos
humanos, como a IL-6, causado por LPS é revertido por NAC (Ngkelo et al., 2012).
Neste trabalho os autores concluiram que o LPS aumenta a liberagcdo de EROs via
NOX 4, que por sua vez ativam a PI3-K, levando a liberagdo de IL-6, interleucina
envolvida na mobilizacdo de leucécitos na medula éssea (Ngkelo et al., 2012). Além
disso, n6s demonstramos que a NAC, mesmo 6h apds a injecdo de LPS, ou seja,

quando ja é observado um quadro inflamatério nos animais, reduz o numero de
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leucocitos, indicando que este antioxidante é capaz, ndo somente de prevenir a
resposta inflamatéria, mas também de reverté-la. Portanto, podemos especular que
NAC, 30 min apéds a inje¢cdo de LPS, néo seria tdo benéfica, j& que estaria reduzindo a
capacidade dos animais de retirar o patégeno da circulacdo. O numero de linfécitos e
neutrofilos, células responsaveis, respectivamente, pelo reconhecimento e fagocitose
do patégeno, nos ratos injetados com LPS também foi normalizado por NAC,
confirmando assim a sua contribuicdo como anti-inflamatério.

No nosso modelo experimental foi observado um aumento significativo da
concentracao plasmatica de TNF-a. O TNF-a é uma importante citocina, levando
diferentes efeitos como aumento da producdo de EROs (Basuroy et al., 2009), e
aumento da expressao do fator de transcricdo NF-kB (Newton e Dixit, 2012). O aumento
da concentracdo de TNF-o também esta envolvido na apoptose celular, incluindo na
apoptose de linfocitos, que pode causar imunossupressao do paciente e, portanto,
aumentar a dificuldade do organismo em eliminar o agente invasor (Cerami, 1992;
Hotchkiss et al, 2001). A NAC, em 30 min ou 6h, também reduziu a concentragao
plasmética de TNF-a para niveis normais. Estes resultados, juntamente com os obtidos
com aos leucdécitos, mostram claramente que a NAC é capaz de prevenir e reverter o
quadro inflamatorio deste modelo animal de sepse.

Varias evidéncias tém surgido e, a importancia das plaguetas na inflamacao,
paulatinamente, tem sido estabelecida (Klinger e Jelkmann, 2002). Um dos sinais
classicos da sepse, que € utilizado muitas vezes como indicativo da gravidade do
quadro, é a trombocitopenia (Brandtzaeg,1996) A diminuicdo de plaquetas circulantes
parece estar relacionada com o sequestro destas células em alguns érgaos como figado
e pulmao (McDougall et al., 1997). Resultados ainda ndo publicados do nosso grupo
mostram que a inje¢cdo de animais com LPS ndo modifica o0 numero de megacariécitos
na medula comparado aos ratos injetados com salina. Além disso, o acumulo de
plaguetas em determinados 6rgaos esta relacionado a disfuncao ou apoptose desses
orgaos (Shibazaki et al, 1999; Sharron et al., 2012. O acumulo de plaquetas em baco e
pulmdo de camundongos com sepse leva a apoptose desses tecidos através da
liberagao da granzima B (Sharron et al., 2012). Outro trabalho mostra que exossomos

derivados de plaquetas humanas, pré-incubadas com LPS, causam apoptose de células
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endoteliais (Gambim et al., 2007). A NAC, em ambos tipos de tratamento, aumentou
significativamente o numero de plaquetas circulantes. Portanto, estes resultados
indicam que a NAC leva a uma diminuicdo do acumulo de plaquetas em diferentes
orgaos, contribuindo para a preservagcao dos mesmos.

A agregacdo plaquetaria foi significativamente inibida pelo tratamento dos
animais com LPS, a qual foi acompanhada pelo aumento de GMPc. Esta bem
estabelecido que o aumento de GMPc leva a inibicdo da agregagdo plaquetaria,
principalmente através da ativagdo da enzima dependente deste nucleotideo, a PKG. A
ativacdo da PKG pode inibir a ativagdo plaquetaria por diferentes mecanismos como a
fosforilagdo do receptor de IP3 no sistema tubular denso, levando a diminuicdo da
liberagcdo de Ca™, inibicdo da entrada de Ca™ extracelular, reducdo da ativagcdo do
receptor de fibrinogénio e da polimerizagdo da actina (Horstrup et al., 1994; Cavallini et
al., 1996;). Entretanto, resultados ainda nao publicados do nosso grupo mostraram que
a reducao da agregacao plaquetaria de ratos 48h apdés o tratamento com LPS
independe de GMPc. Portanto, apesar da NAC reduzir os niveis de GMPc e aumentar a
agregagao plaquetéria, provavelmente, estes efeitos ocorrem de maneira independente,
isto é, 0 aumento da agregacao nao é dependente da diminuicdo do nucleotideo. Sendo
assim, mais estudos precisam ser realizados para esclarecer como se da a inibicao da
agregacao de ratos tratados com LPS em 48h e, como a NAC previne este efeito.

Um problema grave na sepse € a coagulagado intravascular disseminada, que
contribui sobremaneira para a morte do paciente. Este quadro € decorrente,
principalmente, da ativagao da cascata de coagulacao (Jagneaux et al, 2004). Esta bem
estabelecido que a ativacdo plaquetaria corrobora para a ativacdo da cascata de
coagulagédo, seja pela liberacdo de fatores armazenados nos granulos alfa que
participam desta cascata, seja por proporcionarem uma superficie rica em fosfolipideos,
fortemente carregados negativamente, que age como catalizadora da ativacado dos
fatores desta cascata (Morris et al, 2002). Portanto, seria mais simples pensar que o
aumento da agregacao plaquetaria causado pelo tratamento dos animais com NAC nao
seja benéfica para o paciente com sepse. Entretanto, ha trabalhos que mostram que
NAC diminui a atividade de fatores da cascata de coagulacao, incluindo os fatores Il,
VIl, IX e X (Pizon et al., 2011).
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Como ja comentado anteriormente a NAC, 30 min ou 6h apds a administracao de
LPS, reduziu o aumento dos niveis intraplaquetarios de GMPc causado pelo LPS. No
grupo injetado somente com NAC também foi observado uma redugdo dos niveis de
GMPc comparado ao grupo injetado com salina. Os niveis de GMPc podem ser
considerados como uma medida indireta da producdo de NO na célula. O GMPc é
produzido pela ativacdo da guanilil ciclase pelo NO, portanto, 0 aumento de GMPc
indica um aumento na producgédo de NO. Ja foi descrito que o NO € capaz de reagir com
a cisteina e formar nitrosotiois, compostos estaveis que podem liberar, novamente e de
maneira lenta, o NO para o meio (Moncada, 1998). Portanto, o NO poderia reagir com o
grupamento cisteina da NAC, formando nitrosotiois, 0 que resultaria em uma redugao
dos niveis de GMPc em plaquetas dos nossos grupos experimentais.

A sepse é uma condicdo 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 formacdo de EROs em plaquetas. Estes resultados estao de
acordo com um recente trabalho publicado pelo nosso grupo, mostrando que este
aumento de EROs em plaquetas é decorrente, principalmente, da ativacao da NADPH
oxidase (Lopes-Pires et al., 2012). O tratamento de ratos com NAC, no grupo injetado
com salina ou LPS, reduziu significativamente a presenca de EROs em plaquetas
ativadas. Recentemente, foi demonstrado que a NAC, na verdade, € um pobre
sequestrador de O., H»O, ou peroxinitrito, mas apresenta uma boa eficacia em
sequestrar 0 ‘OH (Samuni et al., 2013). Um dos principais efeitos da NAC é aumentar a
quantidade de glutationa reduzida das células, mas somente em condi¢gées onde estas
reservas estdo diminuidas (Samuni et al.,, 2013). Além disso, um trabalho recente
mostrou que a NAC inibe a atividade da NADPH oxidase em coracéo, pulmao, figado e
rins de ratos diabéticos (Lei et al., 2012). Portanto, a reducao de EROs em plaquetas
por NAC pode ser decorrente da combinagao dos trés efeitos mencionados acima, mas
acreditamos que possa ser especialmente via inibicio da NADPH oxidase, ja que
observamos uma diminui¢do significativa da producdo destas espécies reativas no
grupo injetado com salina onde, provavelmente, os niveis de glutationa reduzida
estejam altos.
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Apesar do aumento significativo de EROs em plaquetas de ratos tratados com
LPS, a atividade da SOD foi apenas aumentada discretamente nas plaquetas desses
animais, o que poderia contribuir para o estresse oxidativo nestas células. A atividade
da SOD foi, significativamente, diminuida em plaquetas de ratos tratados somente com
NAC, as quais também apresentam uma reducdo da presenca de EROs. Estes
resultados indicam que a atividade da SOD foi modulada negativamente pela redugéao
da formagéo de EROs em plaquetas.

Contrariamente ao observado com a SOD, a atividade da GPx e GR foi
significativamente aumentada nos ratos injetados com LPS mostrando a eficacia destes
sistemas antioxidantes nas plaquetas. A reducdo da atividade catalitica dessas enzimas
por NAC, injetada 30 min ou 6h apds o administragao de LPS, provavelmente deve-se a
reducdo de EROs nas plaquetas, causada pela reducdo da atividade da NADPH
oxidase ou pelo aumento de glutationa reduzida. E interessante observar que a NAC
sozinha nao alterou a atividade da GPx em plaquetas comparada aos ratos injetados
com salina, mesmo ocorrendo reducao da producdo de EROs nestas células. Estes
resultados indicam que a atividade da GPx, provavelmente, seja modulada mais pelas
reservas de glutationa reduzida do que pelo aumento de EROs.
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7. CONCLUSAO
A N-acetilcisteina € capaz de reduzir a resposta inflamatéria, restabelecer a

agregacao plaquetaria e reduzir o estresse oxidativo de plaquetas tanto no inicio do

quadro séptico como quando este ja estd bem caracterizado.
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