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A sepsis ¢ a segunda causa de morte em pacientes internados em unidades de
tratamento intensivo ndo coronariano. Pacientes com sepsis apresentam anormalidades
plaquetarias como trombocitopenia, prolongamento do tempo de coagulagdo, coagulagao
intravascular disseminada, trombose microvascular macica e sangramentos. Entretanto,
os mecanismos envolvidos nestas alteracdes plaquetdrias ainda sdo mal compreendidos.
O objetivo deste trabalho foi investigar as a¢des do lipopolissacarideo (LPS) de E. coli, e
de enterotoxinas de Staphylococcus aureus (SEA e SEB), na adesdao e na agregacdo de
plaquetas humanas, bem como os mecanismos envolvidos nesses fenomenos. As
plaquetas foram expostas ao LPS, SEA ou SEB em diferentes concentra¢des e tempos de
incubag¢do para avaliagdo in vitro da adesdo ou agregacdo. Além disso, realizou-se
experimentos para verificar o papel do 6xido nitrico (NO) e de espécies reativas de
oxigénio nas agdes induzidas pelo LPS, SEA e SEB, assim como a sinalizagdo
intracelular (mobilizagdo de Ca™) e ativagio do receptor do fibrinogénio glicoproteina
IIb/111a (GPIIb/I11a).

A incubagdo de plaquetas com LPS, SEA e SEB por periodos 5 a 120 min inibiu a
adesdo espontanea das plaquetas ao fibrinogénio, sendo esta inibi¢do dependente da
concentragdo e do tempo de incubagdo. A adesdo de plaquetas ativadas com trombina
também foi inibida apds incubagdo com LPS, SEA ou SEB por 5 a 120 min. Porém, a
inibi¢do em plaquetas ativadas foi menor quando comparada a inibi¢do da adesdo
espontanea. Esta inibi¢do ocorreu de forma independente de aumentos intraplaquetarios
de GMPc e AMPc.

Com o objetivo de se entender o mecanismo de acdo envolvido na inibi¢do da
adesdo plaquetaria pelo LPS, SEA e SEB as plaquetas foram pré-tratadas com os
seguintes agentes farmacologicos: superoxido dismutase (seqiiestrador de anion
superoxido), polietilino glicol superdxido dismutase (seqiliestrador de anion superdxido
intracelular), polietileno glicol catalase (degrada peroxido de hidrogénio), puromicina e
ciclohexamida (inibidores de sintese protéica). Em conjunto, nossos dados mostraram que
o efeito inibitorio do LPS nao envolve aumento de anion superoxido (O;) e de perdxido
de hidrogénio (H»0O;), nem a formagdo de proteinas neo-sintetizadas, e alteracdes na
ativacdo da GPIIb/Illa. Por outro lado, o LPS reduziu significativamente o influxo

externo de calcio, sem afetar a mobilizacdo intracelular deste cation. Em relagdo as

xli



enterotoxinas estafilococicas, a sintese de neo-proteinas e aumento de O, ndo tem papel
direto sobre a inibi¢do plaquetdria, embora um aumento nas concentragdes de H,O;
intracelulares esteja ligado a esta resposta.

Em conclusdo, a exposi¢do ao LPS inibiu a adesdo a agrega¢do plaquetaria, dose-
e tempo-dependente, inibindo a influxo de calcio; da mesma forma, a incuba¢do com
SEA ou SEB inibiu a adesdo de plaquetas ao fibrinogénio, por um mecanismo que

envolveria a formagao de H,;0,.
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Sepsis is the second major cause of death in intensive care unit. Septic patients
show abnormalities in platelet like thrombocytopenia, prolongation in coagulation time,
disseminated intravascular coagulation, deep venous thrombosis and bleedings. However,
the mechanisms involved in these platelet alterations are not totally clear. The objective
of this work was investigate the actions of lipopolysaccharide (LPS) from E. coli and
enterotoxins from Staphylococcus aureus (SEA and SEB), in human platelet adhesion
and aggregation, likewise the mechanism involved in these phenomenon. The platelets
were exposed to LPS, SEA or SEB in different concentrations and times of incubation in
vitro evaluations of adhesion and aggregation. Moreover, experiments to elucidate the
participation of nitric oxide (NO) and reactive oxygen species in the actions of LPS, SEA
and SEB, likewise the intracellular sinalization (calcium mobilization) and activation of
fibrinogen receptor glycoprotein IIb/Il1a (GPIIb/Illa) were carry out .

The platelets incubation with LPS, SEA and SEB for 5 to 120 min, inhibited the
spontaneous adhesion to fibrinogen and this inhibition was dependent of concentration
and time of incubation. The thrombin activated adhesion of platelets was concentration
and time dependently also inhibited after incubation with LPS, SEA and SEB for 5 to 120
min. However, the activated platelets inhibition was lower when compared to
spontaneous adhesion inhibition. This inhibition was not dependent of intracellular levels
increase of cGMP and cAMP.

To understand the mechanism of action involved in the platelet adhesion
inhibition by LPS, SEA and SEB, the platelets were previously treated with
pharmacological agents like: superoxide dismutase (superoxide anion scavenger),
superoxide dismutase-polyethylene glycol (superoxide anion intracellular scavenger),
catalase-polyethylene glycol (Hydrogen peroxide intracellular scavenger), puromycin and
cyclohexamide (protein synthesis inhibitors). Our data suggests that the inhibitory effect
of LPS neither involve superoxide anion (O;") and hydrogen peroxide (H,O;) increase,
nor the formation of neo-proteins, and alterations on activation of glycoprotein IIb/IIIa. In
contrast, LPS significantly reduce the external calcium influx, without effecting calcium
internal mobilization. With regard to staphylococcal enterotoxin, the protein synthesis
and rise in Oy" do not play a role in the platelet inhibition; however the increase of H,O,

intracellular concentration was involved in this response.
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In conclusion, platelet aggregation and adhesion was inhibited after addition of
LPS, concentration and time-dependently, inhibiting calcium influx; similary, incubation
with SEA or SEB inhibited platelets adhesion to fibrinogen, by a mechanism involving

H,0, formation.
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1. INTRODUCAO



1.1. Consideracoes gerais sobre a septicemia

American College of Chest Physicians em associagdo a Society of Critical Care
Medicine, em conferéncia realizada em 1992, na cidade de Northbrook, EUA, definiram a
sepsis como uma resposta inflamatdria sistémica a infec¢des, associada com pelo menos
um destes fatores: temperatura > 38°C ou < 36°C, batimentos cardiacos acima de 90
batimentos/min, taquipnéia (> 20 respiragdes/min) ou hiperventilagdo (PaCO, <
32mmHg), e alteragdo no niimero de leucdcitos circulantes (> 12 000 células/mm’ ou <
4000 células/mm’).

A sepsis ¢ a segunda causa de morte em pacientes internados em unidades de
tratamento intensivo. Pesquisa realizada nos Estados Unidos mostrou que a incidéncia
anual da sepsis ¢ de 50-95 casos por 100.000 habitantes (Martin e col., 2003). E
responsavel por 2% dos casos admitidos em hospitais, sendo que aproximadamente 9%
dos pacientes progridem para sepse grave, ¢ 3% evoluem para choque séptico (Rangel-
Frausto e col., 1998; Annane e col., 2003). A taxa de mortalidade dos pacientes em
choque séptico ¢ 56% (dados obtidos em 2000 nos EUA), mas vem diminuindo nos
ultimos anos (Annane e col., 2003).

A incidéncia de sepsis decorrente de bactérias gram-negativas varia de 25 a 30%
dos casos, enquanto a de gram-positivas varia de 30 a 50%. As bactérias gram-negativas
mais comuns responsaveis pela sepse grave e pelo choque séptico sdo a Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e espécies de Klebsiella, enquanto as gram-positivas sdo,
principalmente, o Staphylococcus e o Streptococcus (Alberti e col., 2002; Martin e col.,
2003; Annane e col., 2003).

De modo geral, a sepsis caracteriza-se por diminui¢do da atividade
cardiocirculatoria resultante da liberacdo descontrolada de agentes vasodilatadores como
o o6xido nitrico (NO), cininas, prostaglandinas e citocinas, também da redu¢do simultanea
do débito cardiaco. Dessa forma, hd o colapso do sistema vascular, quadro tipico do
choque séptico, que ¢ caracterizado ainda por sinais bioquimicos de deficit de oxigénio,
danos vasculares e coagulagdo intravascular disseminada. A diminui¢do da pressao
arterial e da perfusdo tecidual, somada a reacdo inflamatoria, acaba gerando danos
funcionais nos sistemas renal, hepatico e pulmonar, que podem culminar na disfuncao

multipla de o6rgdos (Brandtzaeg, 1996; Karima e col., 1999).
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O evento mais precoce na fase inicial da endotoxemia ¢ a diminuicao significativa
do numero de leucoécitos e de plaquetas no sangue periférico. Estudo clinico realizado em
voluntérios sadios mostrou que ja na primeira hora apds a administragcao endovenosa de
lipopolissacarideo (LPS) ha diminuicdo de 15% do ntmero de plaquetas circulantes
(Stohlawetz e col., 1999). Alguns autores especulam que esta trombocitopenia se deve ao
acumulo de plaquetas em certos 6rgaos como pulmao e figado. De fato, a injecdo de LPS
em camundongos causa simultaneamente diminuicao do numero de plaquetas circulantes
e acumulo desses elementos no figado e no pulmao, o qual ¢ acompanhado de liberagdao
de 5-hidroxitriptamina (5-HT) no sangue, e o aparecimento de agregados plaquetérios
circulantes em nivel de artéria pulmonar (Davis e col., 1960; Morrison e col., 1978;
Neame e col., 1980; Shibazaki e col., 1996, Ohtaki e col., 2003).

Em humanos, o nimero de plaquetas acumuladas em o6rgaos periféricos e o grau
de ativacdo destas plaquetas (determinado através da expressdo de proteinas presentes na
membrana plaquetdria como a CD62P e o receptor de fibrinogénio GP IIb-Illa)
apresentam correlacdo positiva com a gravidade da sepsis e, por conseguinte, com o
desenvolvimento da disfun¢cdo multipla de 6rgdos (Gawaz e col.,1997; Russwurm e col.,
2002).

Ja é bem estabelecido que durante a sepsis ocorre uma intensa ativacao sistémica
da cascata de coagulagdo, com conseqiiente aumento das concentragdes intravasculares
de trombina (Morris e col., 2002; Jagneaux e col., 2004). Trabalhos prévios mostram que
células endoteliais expostas a endotoxina e citocinas proé-inflamatdrias expressam fator
tecidual em sua superficie celular (Bevalacqua e col., 1984; Nawroth e Stern, 1986).
Alguns estudos mostraram efeitos benéficos da inibicdo de receptores plaquetarios
GPIIb/IIla em pacientes com choque séptico (Taylor e col., 1997; Pu e col., 2001), que
parecem refletir a reducdo no recrutamento de plaquetas ao pulmio e figado, onde

poderiam causar dano a estes tecidos.
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1.2. Plaquetas

As plaquetas sdao elementos sangiiineos indispensaveis para a hemostase
fisioldgica e para a trombose patologica, além de participar em processos inflamatdrios
(Klinger, 1997; Yeaman, 1997).

Plaquetas s3o pequenos fragmentos citoplasmaticos de megacaridcitos, de forma
discoide. Estes elementos estdo presentes no sangue em concentragdo de 140 - 400 x
10*/uL e possuem meia-vida na circulacdo de 8 a 14 dias, quando entdo sdo retirados do
sangue pelos macrofagos. As plaquetas sdo anucleadas, mas contém organelas comuns a
outros tipos celulares tais como mitocondrias, sistemas de Golgi, ribossomos e
microtibulos. Possuem estrutura funcional complexa, permitindo rapido reconhecimento
de lesao vascular (Harker, 1978).

As plaquetas possuem trés tipos de granulos, classificados como granulos densos,
alfa e lisossomais (Holmsen e Weiss, 1979). Os granulos densos contém serotonina, ATP,
ADP, célcio e pirofosfato. Os granulos alfa possuem o fator 4 plaquetario (PF4), a -
tromboglobulina, o fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), proteinas
cationicas, fator bactericida e fatores que participam da cascata da coagulagdo tais como
o fibrinogénio, fator V e o fator VIII/von Willebrand. Nos granulos lisossomais
encontram-se algumas hidrolases acidas como a B-glucuronidase e 3-galactosidase.

Em processos inflamatorios, as plaquetas parecem ter importante papel em
respostas imunes inatas e adaptativas, participando de processos iniciais e de perpetuacao
destas respostas (Elzey e col.,, 2003). Foi visto que plaquetas tem a capacidade de
expressar CD154, importante na ativacdo dos linfocitos T CD4+, provendo o sinal
necessario para a diferenciacdo de células T (Renshaw e col., 1994; Elzey e col., 2003).

A ativacdo plaquetdria inapropriada pode contribuir para a patogénese de doengas
como aterosclerose e coagulacdo intravascular disseminada. Aterosclerose ¢ a maior
causa de morte em paises desenvolvidos onde apenas cerca 50% dos casos estdo
correlacionados a fatores de risco como obesidade, tabagismo, fatores genéticos e
hipertensao arterial (Ward e col., 2005).

As plaquetas expressam niveis elevados dos fatores de iniciagdo translacional elF-
4E e elF-2q, ambos com papel regulatdrio chave na sintese protéica (Harding e col, 1999;

Rosenwald e col., 2001). Inibidores de sintese protéica como a puromicina e a emetina
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apresentam respostas contraditorias na agregagdo plaquetdria, podendo atenuar a
agregacao em reposta ao ADP e a adrenalina, ou potencializar o efeito agregante em
resposta ao colageno (Rosenwald e col., 2001). A ativagao de plaquetas por diversos
agonistas leva a sintese de proteinas especificas, como a IL-1[ e Bcl-3 (Rosenwald e col.,
2001; Weyrich e col., 1998; Pabla e col., 1999).

Plaquetas ativadas sdo também capazes de gerar espécies reativas de oxigénio
como o anion superoxido (Iuliano e col., 1997; Pignatelli e col., 1998). Entretanto, o
papel dessas espécies reativas de oxigénio em plaquetas ainda nio estd bem definido.
Alguns trabalhos mostram um papel inibitério na agregacao e na adesdo plaquetaria
(Clark e col., 1980; Ohyashiki e col., 1991; Belisario e col., 2000; Marcondes e col.,
2006), enquanto outros indicam um efeito estimulante (Pratico e col., 1991; Ambrosio e

col., 1994).

1.2.1. Adesao e agregacao plaquetaria

A ativacdo plaquetaria pode gerar quatro diferentes fendmenos, a saber: shape
change, secrecdo, adesdo e agregacdo. O shape change envolve a mudanca da forma
discoide para a forma esférica que ¢ acompanhada de emissdo de pseuddpodes. A
secrecdo compreende a extrusdo do conteudo granular durante a adesdo, agregacdo ou
mesmo na auséncia de ambas. A adesdo ¢ o processo no qual plaquetas se juntam a
superficies que ndo a de outras plaquetas, enquanto a agregacdo € o processo onde as
plaquetas se juntam somente a superficies de outras plaquetas.

De modo geral, a ativacdo plaquetiria se da através de uma seqiiéncia de
sinalizacdo denominada inside-out e outside-in. A sinalizacdo inside-out compreende a
ligacdo de um agonista ao seu receptor especifico, que, por sua vez, estd ligado a proteina
G, levando a ativagdo da fosfolipase C (PLC) e, conseqiientemente, ao aumento de Ca ™
intracelular e ativagdo de uma série de enzimas dependentes deste ion. Esta cascata de
sinais intracelulares ¢ responsavel pela conversdo do receptor allbp3 do estado de baixa
afinidade para o de alta afinidade, permitindo assim a ligagcdo de seu ligante (Abrams e
col., 1990, Levy-Toledano, 1999). A glicoproteina IIb-Illa participa tanto dos processos
de agregacdo quanto de adesdo, sendo responsavel pela ligacdo das plaquetas ao

fibrinogénio, fator de von Willebrand (vWf), vitronectina e fibronectina (Shattil e col.,
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1994a). Apds a ligagao da glicoproteina IIb-Illa ao seu ligante, inicia-se a segunda etapa
de sinalizagdo denominada outside-in, responsavel pela segunda onda da agregacao,
reorganizagcdo do citoesqueleto, sendo esta importante para a firme adesdo bem como
para a estabilizacdo dos grandes agregados de plaquetas (Peerschke, 1995). Na adesao, o
processo de ativagdo plaquetaria comeca a partir da etapa outside-in, enquanto na
agregacao, geralmente, inicia-se pela sinalizagao inside-out. Entretanto, algumas enzimas
podem ser ativadas simplesmente pela ligagao do fibrinogénio ao seu receptor, como a
Syk (Obergfell e col., 2002) ou pela ativagdo da proteina G, como a PI3-Ky (Levy-
Toledano, 1999); mas, outras sdo ativadas somente quando ha ativagdo total das
plaquetas; isto €, ativacdo da PLC e ligacdo do fibrinogénio, como ¢ o caso da FAK
(Shattil e col., 1994b). A ativacdo do complexo formado pelas GPIIb/Illa permite o
aparecimento de poros na membrana, por ondem atravessam livremente os fons Na', H' e

Ca™ durante o processo de ativacio plaquetaria.

1.3. Lipopolissacarideo (LPS)

O LPS, maior componente da membrana celular externa de bactérias gram-
negativas, ¢ constituido por trés regides principais: a regido polissacaridea O, a qual
caracteriza a bactéria do ponto de vista imunologico; a regido polissacaridea central,
formada pelo acido 3-deoxi-D-mano-octo-2-ulosonico (Kdo), que ¢ comum a maioria das
bactérias, e a regido lipidica (lipideo A) (Rietschel e Brade, 1992; Raetz e Whitfield,
2002). O lipideo A de E. coli possui dois grupamentos fosfato e duas por¢des acil-oxi-acil
necessarios para desencadear os efeitos da endotoxina em células humanas (Golenbock e
col., 1991; Alexander e Rietschel, 2001).

Na literatura estd estabelecido que a endotoxina desencadeia a maioria dos
fenomenos fisiopatologicos observados em infecgdes causadas por esse tipo de bactérias
(Morrison e Ulevitch, 1978). Huang e colaboradores (2001) demonstraram que 466 genes
sdo regulados positivamente (up-regulation) nas células dentriticas apds exposi¢ao a E.
coli, sendo que aproximadamente 88% dos genes transcritos sdo transcritos apos
exposicao ao LPS purificado.

O LPS liberado na circulagdo pode ser o responsavel pelo choque séptico e

sindromes relacionadas, como coagulagdo disseminada intravascular (DIC) e
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insuficiéncia multipla de orgdos (Levi e col., 2003). Estudos clinicos tém associado
niveis elevados de LPS com risco maior de mortalidade, que parece ser independente da
natureza da bactéria gram-negativa responsavel pelo episodio séptico (Opal, 2002).

A estimulacdo celular com LPS, tanto in vivo quanto in vitro, promove a liberagao
de véarias substancias, incluindo citocinas, prostaglandinas, 6xido nitrico (NO), anion
superoxido e fatores pro-coagulantes (Raij e col., 1977; Zielinski e col., 2001; Cerwinka
e col., 2002a,b). Normalmente, o reconhecimento de componentes da parede de bactérias
pelo hospedeiro ¢ feito de maneira especifica. Inicialmente, os agregados de LPS sdo
dissociados pela proteina ligante de LPS (LBP) formando complexos LPS/LBP, que sdo
transferidos para a glicoproteina de membrana CD14 presente em células monociticas ou
para a CD14 soluvel presente no sangue (Wright e col., 1990; Gutsmann e col., 2001). O
complexo da LBP soluvel e LPS pode se ligar a células negativas para CD14, como as
células endoteliais e epiteliais (Pugin e col., 1993; Schumann e col., 1994). Entretanto, a
glicopoteina CD14 ndo pode iniciar a sinalizagdo intracelular uma vez que esta localizada
na porgao extracelular da membrana e ndo possui um segmento transmembrana.

O Toll-like receptor 4 (TLR4) tem sido descrito como o receptor responsavel pela
transdugdo de sinal iniciada pelo LPS ou pelo complexo LPS/CD14 (Medzhitov e col.,
1997; Chow e col., 1999; Shimazu e col., 1999). Os receptores Toll foram descobertos
inicialmente em Drosophila e depois identificados em outras espécies como
camundongos e humanos. Estes receptores pertencem a familia de receptores de
imunidade inata, que possuem um grande dominio extracelular contendo residuos
repetidos de leucina, um Unico segmento trans-membrana e uma pequena por¢ao
citoplasmatica que esta ligada a proteina adaptadora MyD88 (Raetz e Whitfield, 2002).
Atualmente, mais de 10 tipos de TLR foram descritos em humanos, mas o TLR4 parece
ser o mais importante na sinalizacdo de efeitos desencadeados pelo LPS (Beutler, 2000).
A sinalizacdo via TLR4 ocorre através do recrutamento seqiiencial da molécula
adaptadora MyD88 e da quinase associada ao receptor da IL-1 (IRAK) (Muzio e col.,
1998). Logo em seguida, a IRAK se dissocia do receptor e interage com o fator 6
associado ao receptor de TNF (TRAF6), que resulta na ativagdo celular através do fator

nuclear kB (NF-kB) ou da quinase do N-terminal da Jun/proteina quinase (JNK/SAP),
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que sdo sistemas envolvidos na ativacdo de inimeros genes inflamatorios (Heumann e
Roger, 2002).

A presenca do receptor TLR4 ja foi descrita em varias células como em
mondcitos, macrofagos, neutrdfilos, células endoteliais e células epiteliais do tibulo renal
(Perera e col, 2001; Sabroe ¢ col, 2002; Tsuboi e col., 2002; Zeuke, ¢ col, 2002). Um
crescente numero trabalhos vem mostrando a presenca deste receptor em plaquetas
humanas e murinas (Ward e col., 2005; Cognasse ¢ col., 2005; Andonegui e col., 2005;
Aslam e col., 2006). Megacaridcitos obtidos de culturas in vitro expressam TRL4 quando
se tornam CD41 (marcador de plaquetas), sugerindo que plaquetas adquirem a expressao
deste receptor durante sua génese (Andonegui e col., 2005).

Em pacientes com diminui¢cdo no nimero de TLR4, mostrou-se um aumento de
susceptibilidade a infecgdes gram-negativas; entretanto, reduziu-se o risco de
desenvolvimento de aterosclerose (Kiechl e col., 2002). Camundongos knock-out para
TLR4 também apresentaram risco reduzido de lesdes aterosclerdticas quando estimulados

com LPS (Vink e col., 2002).

1.3.1. Plaquetas e LPS

Apesar das numerosas observagdes de trombocitopenia apds exposicdo a
endotoxina in vivo, os efeitos in vitro do LPS em plaquetas continuam controversos,
variando de acordo com o protocolo experimental empregado e a fonte de LPS utilizada
no estudo.

Estudos prévios, examinando os efeitos do LPS na agregagdo de plaquetas
humanas, mostraram resultados conflitantes, onde alguns grupos observaram ativagio e
agregacao plaquetaria em resposta ao LPS (Ream, 1965; Saluk-Juszczak e col., 1999;
Zielinski e col., 2001), ao passo que outros ndo observaram nenhum efeito (Mueller-
Eckhardt e Luscher, 1968; Csako e col, 1988; Whitworth e col., 1989; Nystrom e col,
1994; Ward e col., 2005).

Disparidade semelhante foi observada em relagdo a habilidade do LPS em
modular respostas plaquetarias a outros agonistas classicos, tendo se observado tanto

aumento (Matera e col, 1992; Saluk-Juszczak e col, 2001; Olas e col, 2002; Zielinski e
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col, 2002; Montrucchio e col, 2003), quanto inibi¢do da adesdo e da agregagdo

plaquetaria (Saba e col., 1984; Cicala e col., 1997; Sheu e col., 1998 ¢ 1999).

1.4. Enterotoxinas de Staphylococcus

O Staphylococcus aureus ¢ um patoégeno virulento frequentemente presente em
ferimentos (queimaduras ou incisdes locais), cateteres, e tubos intravenosos em pacientes
hospitalizados (Sheagren, 1985; Villavicencio e Wall, 1996).

Um dos mecanismos pelos quais as bactérias Gram-positivas iniciam as lesdes ¢
através da produgcdo e excrecdo de potentes toxinas pirogénicas denominadas
enterotoxinas estafilococicas (SEs). Estas toxinas sdo responsaveis pela maioria das
intoxicacdes alimentares em humanos, podendo causar vdrias alteragdes fisiopatoldgicas
que podem levar a choque e morte (LeClaire e col., 1995).

A SEs sdo proteinas basicas com peso molecular entre 25.000 - 28.000, estaveis
em meio acido, resistentes ao aquecimento e a digestdo por enzimas proteoliticas. Estas
toxinas sdo estruturalmente semelhantes entre si, tendo sido classificadas por critérios
imunoldgicos em diferentes tipos, designados alfabeticamente de A a E, e de G a Q
(Bergdoll, 1989; Iandolo, 1989; Munson, ¢ col., 1998, Alouf e Alouf, 2003; Baker e
Acharya, 2004).

Em humanos, varios estudos mostraram que os efeitos fisiopatologicos das SEs
envolvem a liberacdo de multiplos mediadores inflamatérios como prostaglandinas
(PGs), histamina, serotonina e leucotrienos, além de citocinas como a IL-1, IL-2, IL-6,
IL-8, fator de necrose tumoral-a, interferon-y (INF-y) ¢ NO. Do mesmo modo, uma
variedade de células tem sido implicada na producdo destes mediadores, principalmente
mastocitos, macrdfagos e linfocitos (Dinarello, 1991; Kluger, 1991; Micusan e
Thibodeau, 1993; Haskoé e col., 1998; Won e col.,, 2000; Alouf e Alouf, 2003; Baker e
Acharya, 2004). Além disto, as SEs funcionam como superantigenos, acreditando-se que
parte de suas agoes se deve a este efeito imunomodulador (Fleischer e col., 1989; Marrak
e Kappler, 1990; Bobak e Guerrant, 1992; Alouf e Alouf, 2003; Baker e Acharya, 2004).

Em camundongos, trabalhos prévios mostraram que a enterotoxina estafilocdcica
do tipo B (SEB) induz edema e influxo neutrofilico, sendo este efeito modulado pelo NO

(Linardi e col., 2000; Franco-Penteado e col, 2001a). De maneira semelhante, esta
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enterotoxina, quando injetada em cavidade peritoneal de camundongos, leva a uma
reacdo inflamatoria rica em infiltrado neutrofilico, também dependente de NO (Franco-
Penteado e col, 2001b). Por outro lado, a peritonite causada pela enterotoxina
estafilocdcica do tipo A (SEA) ¢ mediada, em parte, pela substancia P (Desouza e col.,
2001). Além disso, a SEA ¢ capaz de induzir intenso infiltrado neutrofilico nas vias
aéreas de ratos, que ¢ acompanhado de aumento na expressdo de COX-2, iNOS e CINC-3
no tecido pulmonar, assim como de aumento dos niveis de LTB4, PGE,;, TNF-a, IL-6 ¢
NO no lavado broncoalveolar (Desouza e col., 2005 e 2006).

As enterotoxinas interagem com moléculas do complexo de histocompatibilidade
maior classe II (MHC II) presentes na superficie das células apresentadoras de antigenos
(APCs). Estas sdo concomitantemente apresentadas como proteinas ndo processadas para
o Linfécito T, que expressa o seu dominio varidvel de cadeia B apropriado no receptor de
célula T (TcR) (Florquin e Aaldering, 1997). Este processo resulta na formac¢ao de um
complexo ternario (MHC II-Ses-TCR), que leva a proliferacio da célula alvo T
(Papageorgiou e col., 1999; Alouf e Alouf, 2003).

Trabalho recente mostrou que o seqiiestro de neutréfilos no pulmdo em resposta
as SEs pode ser mediado por TLR-4 (Calkins e col, 2002). Além disso, as SEs
compartilham outras varias propriedades biologicas com o LPS bacteriano tais como a
febre, producdo de citocinas e liberagdo das proteinas quimiotdxicas por macrofagos
(Bergdoll e Chesney, 1991).

Na literatura poucos trabalhos procuraram estudar o efeito das SEs em plaquetas.
Porém, recentemente mostrou-se reducdo da agregacdo plaquetaria a trombina apds
incubacdo com SEA, SEB, SEC e TSST-1, atraves de um mecanismo que parece

envolver proteina quinase C (PKC) (Tran e col., 2006).
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OBJETIVOS

Os objetivos gerais deste trabalho foram investigar os efeitos induzidos pelo LPS,
SEA ou SEB na agregacdo e na adesdo plaquetaria, bem como os mecanismos

farmacoldgicos envolvidos nestas respostas.

Os objetivos especificos foram:

1) Investigar os efeitos do LPS na agregacdo e na ades@o de plaquetas humanas in vitro,

realizando curvas de concentragdo e de tempos de incubagao;

i1) Investigar os efeitos da SEA ou SEB na adesdo de plaquetas humanas in vitro,

realizando curvas de concentragdo e de tempos de incubagao;

i11) Investigar a sinalizagdo intracelular determinada pelo LPS na agregagao e na adesao
plaquetaria, verificando o papel dos nucleotideos ciclicos (AMPc e GMPc), de espécies
reativas de oxigénio (anion superéxido e perdxido de hidrogénio), proteinas neo-
sintezadas, mobilizagdo intraplaquetaria de Ca'™, e modificagio conformacional do

receptor do fibrinogé€nio (GIIb/I11a).

iv) Investigar a sinalizagdo intracelular determinada pela SEA ou SEB na adesdo
plaquetaria, verificando o papel dos nucleotideos ciclicos (AMPc e GMPc), de espécies
reativas de oxigénio (anion superdxido e perdxido de hidrogénio), e proteinas neo-

sintezadas.
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2. MATERIAIS E METODOS
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O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas da Faculdade

de Ciéncias Médicas — UNICAMP (Parecer n.° 272/20006).

2.1. Obtencao de plaquetas lavadas

Sangue humano de voluntarios sadios que ndo receberam qualquer medicacao
durante 10 dias anteriores ao experimento foi coletado em ACDC (4cido citrico 3 %,
citrato trissoédico 4 %, glicose 2 %; 9:1, v/v). O plasma rico em plaquetas (PRP) foi
obtido por centrifugacdo do sangue total a 200 g em temperatura ambiente por 15 min.
Em seguida, 5 ml de PRP foram adicionados a 7 ml de tampao de lavagem de plaquetas
(cloreto de s6dio140 mM, cloreto de potassio 5 mM, citrato trissodicol2 mM, glicose 10
mM, sacarose 12,5 mM, pH=6) e centrifugados a 800 g em temperatura ambiente por 12
min. O sobrenadante foi desprezado e o residuo plaquetario cuidadosamente
ressuspendido em Krebs-Ringer desprovida de célcio (cloreto de soédio 118 mM,
carbonato de sédio 25 mM, glicose 5,6 mM, cloreto de potassio 2,8 mM, fosfato de
potassio 1,2 mM, sulfato de magnésio 1,7 mM). O nimero de plaquetas foi ajustado para
2 x 10® plaquetas /ml através de contagem manual, utilizando-se cAmara de Neubauer.
Finalmente, foi adicionado CaCl, a suspensdo plaquetaria para uma concentracao final de

1mM.

2.2. Ensaio de viabilidade celular

Este método foi originalmente descrito por Mosmann (1983) e modificado para o
uso em plaquetas por Xia e col. (2000). A viabilidade celular foi determinada baseando-
se na capacidade de plaquetas metabolicamente ativas de reduzir o MTT (3-[4,5-
dimethythiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazogium bromide) em formazan. A suspensdo
plaquetaria (50 pl; 1,2 x 10® plaquetas/ml) foi adicionada aos pogos de uma microplaca
na presenca ou na auséncia de 5 pl de LPS (0,01 - 300 pg/ml), SEA (0,01 pg — 1 pg/ml)
ou SEB (0,0001 - 30 pg/ml) puromicina (1 uM — 1 mM), SOD (10 U — 100 U/ml) e SIN-
1 ( ImM). Apds 120 min, foi adicionado a cada pogo solucao de Krebs para um volume
final de 100 pl. Finalmente, as plaquetas foram incubadas com 10 pl de MTT (5 mg/ml) e
apos 3 h (37°C) a reagdo foi interrompida com 100 pl de SDS 10% em HCI 0,01 M. A
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seguir, realizou-se outra incubagdo por 60 min (37°C). A leitura da placa foi realizada a

540 nm em leitor de microplacas (Spectra Max 340, Molecular Devices, Sunnyvale, CA,

EUA)

2.3. Medida de atividade de fosfatase acida

A suspensdo plaquetaria (50 ul; 1,2x10° plaquetas/ml) foi adicionada aos pogos
de uma microplaca na presenca ou na auséncia de 5 pl de LPS (0,01 - 300 pg/ml), SEA —
(0,01 pg — 1 pg/ml) ou SEB (0,0001 - 30 pg/ml), e incubada durante 5, 15, 60 ou 120
min. Em seguida, foi adicionado 150 pl/po¢o do substrato para fosfatase acida (p-
nitrofenilfosfato SmM em tampao citrato 0,1, M pH 5.4, contendo Triton X-100 0,1%).
Apds 60 min, a reacdo foi interrompida e a cor foi desenvolvida pela adi¢dao de 100 ul de
NaOH 2 N. A placa foi lida a 405 nm em leitor de microplacas (Spectra Max 340,
Moleular Devices, Sunnyvale, CA, EUA).

2.4. Ensaios de Adesao plaquetaria

Os ensaios de adesdo foram realizados como descrito anteriormente por Bellavit e

col. (1994), e detalhado a seguir.

2.4.1. Preparo da placa de adesdo

Microplacas contendo 96 pogos foram revestidas com fibrinogénio (50 ul/ poco),
e mantidas por 16 h a 4°C. Em seguida, os pocos foram lavados duas vezes com solugdo
de Krebs-Ringer desprovida de calcio (200 ul/poco). Os sitios inespecificos foram
bloqueados com 100 pl/pogo de BSA (1%). Apds de 60 min a 37°C, o BSA foi removido

e a microplaca lavada duas vezes com soluc¢ao de Krebs-Ringer desprovida de calcio (200

ul/pogo).
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2.4.2. Adesdo de plaquetas ndo ativadas ou ativadas com trombina

A suspensdo de plaquetas (200 ul de 1,2 x 10® plaqueta/ml) foi transferida para
Eppendorf, e incubada com LPS (0,01 — 300 pg/ml), SEA (0,01 pg - 1 pg/ml), SEB
(0,0001 - 30 pg/ml) ou solucdo Krebs-Ringer por 5, 15, 60 e 120 min a 37°C.
Dependendo do protocolo, apos a transferéncia da suspensdo plaquetaria para a placa de

Elisa estas foram ativadas ou ndo com trombina (50 mU/ml).

2.4.3. Adesdo de plaquetas incubadas com SOD, PEG-SOD, ou PEG-Catalase

A suspensdo de plaquetas (1,2 x 10° plaqueta/ml) foi transferida para Eppendorf
(200 pl), e incubada com SOD (100 U/ml), PEG-SOD (30 U/ml), ou PEG-catalase (300 e
1000 U/ml) por 15 min a 37°C. Em seguida, a suspensao foi incubada com LPS (0,01 e
100 pg/ml), SEB (30 pg/ml) ou solucao Krebs-Ringer por 15, 60 ¢ 120 min a 37°C.

2.4.4. Adesao de plaquetas incubadas com puromicina ou ciclohexamida

A suspensio de plaquetas (1,2 x 10® plaqueta/ml) foi transferida para Eppendorf
(200 pl), e incubada com puromicina (10 uM - 1 mM), ou ciclohexamida (50 uM - 1
mM) por 60 min a 37 °C. Em seguida, a suspensao foi incubada com LPS (100 pg/ml),
SEB (30 pg/ml) ou solugdo Krebs-Ringer por 15 min a 37°C.

2.4.5. Transferéncia das plaquetas do Eppendorf para a placa de adesdo

Apos as devidas incubagoes, o conteido dos Eppendorfs foi transferido para cada
pogo da microplaca, na auséncia ou na presenga de trombina (50 mU/ml). Apoés 15 min,
as plaquetas nao aderidas foram removidas, e os pocos foram lavados duas vezes com
solu¢do de Krebs-Ringer (200 pl/pogo). Em seguida, foi adicionado 150 pl/poco do
substrato da fosfatase acida (p-nitrofenilfosfato SmM em tampao citrato 0,1 M pH 5,4
contendo Triton X-100 0,1%). Apds incubacdo em temperatura ambiente por 60 min, a

reagao foi interrompida, adicionando-se 100 pl de NaOH 2 N.
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2.4.6. Leitura da placa

As leituras foram feitas em leitor de ELISA a 405 nm. A porcentagem de células
aderidas foi calculada em relagdo a uma curva padrao onde se adicionou concentragdes
conhecidas de plaquetas (0 — 6 x 10° plaqueta/pogo) aos pogos ndo revestidos com

fibrinogénio.

2.5. Teste para verificar adesao de plaquetas ao Eppendorf durante

incubacao

As plaquetas foram isoladas como descrito anteriormente e ressuspensas em
Krebs-Ringer numa concentragdo final de 1,2 x 108 plaquetas/ml. A suspensdo
plaquetaria foi transferida diretamente para placa de ELISA (50 pl/pog¢o) ou para
Eppendorfs (200 pl), e incubadas com trombina (50 mU/ml), ADP (50 uM), LPS (100 e
300 pg/ml), SEA (1 pg/ml), SEB (30 pg/ml) ou puromicina (1 mM) por 15, 60 e 120 min
a 37°C. Apo6s a incubagdo, o contetido dos Eppendorfs foi adicionado a cada pogo da
microplaca de ELISA (50 ul/pogo). Em seguida, foi adicionado 150 pl/pogo do substrato
da fosfatase acida (p-nitrofenilfosfato 5 mM em tampao citrato 0,1 M pH 5,4 contendo
Triton X-100 0,1%). Depois da incubagdao em temperatura ambiente por 60 min, a reagdo
foi interrompida pela adi¢do de 100 ul de NaOH 2 N. A leitura foi medida em ELISA a
405 nm. A porcentagem de células aderidas foi calculada com relagdo a curva padrao,

como descrito anteriormente.

2.6. Determinacao dos niveis de AMPc e de GMPc

As plaquetas foram isoladas como descrito anteriormente e ressuspensas em
Krebs-Ringer numa concentragio final de 1,2 x 10° plaquetas/ml. Em seguida, as
plaquetas foram incubadas a temperatura ambiente com 2 mM de IBMX (inibidor
inespecifico de fosfodiesterase). Apds 30 min, as plaquetas foram incubadas com LPS
(0,01 - 300 pg/ml), SEA (0,01 pg - 1 pg/ml), SEB (0,0001 - 30 pg/ml) por 15 ou 60 min
a 37°C, ou co-incubadas com LPS (100 pg/ml), SEB (10 pg/ml) ou SEA (0,1 pg/ml), na

presenca de trombina (50 mU/ml) por 60 min a 37°C. Os controles foram realizados
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incubando-se as plaquetas com solucdo de Krebs-Ringer (10 pL). A incubagdo foi
interrompida adicionando-se duas partes de etanol acidificado gelado (99%) para uma
parte de suspensdo plaquetdria, e as amostras agitadas manualmente, com vigor, por
aproximadamente 30 segundos. Em seguida, as amostras foram incubadas em gelo por 30
min e centrifugadas a 4000 g, 4°C, por 30 min. Os sobrenadantes das amostras foram
recolhidos e guardados, sendo os precipitados lavados com 0,5 ml de etanol acidificado
gelado (67%), centrifugados novamente a 14000 g a temperatura ambiente por 5 min.
Estes sobrenadantes foram adicionados aos primeiros. As amostras foram secas a 55-
60°C em banho-maria, sob fluxo de nitrogénio, e estocadas a -20°C.

Os niveis de AMPc e de GMPc foram quantificados utilizando-se Kit Cayman
(Michigan, EUA) seguindo as instrug¢des do fabricante. Cada amostra, proveniente de 6 x

10° plaquetas, foi quantificada em duplicata e os resultados expressos em pmol/ml.

2.7. Ensaios de Agregacao plaquetaria

A suspensdo plaquetaria (500 pl; 1,2 x 10® plaquetas/ml) foi transferida para
Eppendorf e incubada com 25 pl de solugdo Krebs-Ringer ou LPS (300 pg/ml) por 5, 15,
60 ou 120 min.

Apo6s a incubacao, 400 ul desta suspensdao foi transferiada para a cubeta de
agregacao ¢ levada ao agregometro de 2 canais (Chrono-log Lumi-Aggregometer model
560-Ca, Havertown, PA, EUA). O aparelho foi calibrado para 0% usando a suspensao
plaquetaria e 100% com solucao Krebs-Ringer.

Em seguida, a agregacdo plaquetdria foi induzida utilizando-se trombina na
concentracdo minima capaz de promover 100% de agregacdo (obtida apds a obtencdo de

uma curva concentracao resposta a trombina).
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2.8. Medida da mobilizacao de calcio

Este método foi originalmente descrito por Pollock e colaboradores (1986).

2.8.1. Marcacdo das plaquetas com FURA 2-AM

As plaquetas foram isoladas como descrito anteriormente e ressuspensas em
Krebs-Ringer numa concentracio final de 3 x 10° plaquetas/ml. Em seguida, as plaquetas
foram incubadas a temperatura ambiente com 2 uM de FURA 2-AM (marcador
especifico de célcio). Apds 45 min, as plaquetas foram adicionadas de iloprost (0,8 uM) e
centrifugadas a temperatura ambiente a 600 g por 12 min. O sobrenadante foi desprezado
e o residuo plaquetario cuidadosamente ressuspendido em Krebs-Ringer desprovido de

calcio. O niimero de plaquetas foi ajustado para 1,2 x 10® plaquetas /ml.

2.8.2. Incubacgdo das plaquetas com LPS
A suspensdo de plaquetas (1000 ul) foi transferida para Eppendorf, e incubada
com solucdo Krebs-Ringer ou LPS (300 pg/ml) por 60 min a 37°C.

2.8.3. Obtengdo da fluorescéncia mdxima e minima

A leitura foi realizada em espectrofotometro de fluorescéncia marca HITACHI (F-
2000), com comprimentos de onda 339 nm (excitagdo) ¢ 500 nm (emissdo), com 400 V
de voltagem, conforme descrito abaixo.

No espectrofotometro de fluorescéncia, transferiu-se 1 ml da suspensdo
plaquetéria para a cubeta (quartzo), e adicionou-se 0,1 % de Triton X e 1 mM de CaCls,
obtendo-se a fluorescéncia maxima (Fmax); em seguida, adicionou-se 20 uM de Tris e 10
mM de EGTA, obtendo-se a fluorescéncia minima (Fmin).

Transferiu-se 1 ml da suspensao plaquetaria previamente incubada em Eppendorf
para a cubeta (quartzo) e adicionou-se 2 mM de EGTA, deixando-se estabilizar por 1
min; em seguida, adicionou-se o estimulo (trombina, 50 mU/ml), obtendo-se valores de
fluorescéncia pds-estimulo de mobilizagdo de calcio intracelular.

Para a medida da mobiliza¢do e influxo de calcio intracelular transferiu-se 1 ml da
suspensdo plaquetaria previamente incubada em Eppendorf para a cubeta (quartzo) e

adicionou-se 1 mM de CaCl,, deixando-se estabilizar por 1 min; em seguida adicionou-se
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a trombina (50 mU/ml), obtendo-se valores de fluorescéncia pds-estimulo de mobiliza¢ao
e influxo de célcio intracelular.

A concentragdo de calcio intracelular foi calculada através da seguinte equacao:
[Ca®"] = Kd x (F - Fmin) / (Fmax - F), onde Kd=224, F= Fluorescéncia obtida, Fmin=

fluorescéncia minima € Fmax= fluorescéncia mdxima.

2.9. Citometria de Fluxo

O ensaio de citometria de fluxo foi baseado em estudo prévio (Radomski e col,
2001), e detalhado a seguir.

A suspensio plaquetaria (20 pl; 3 x 10® plag/ml) foi incubada com solugio Krebs-
Ringer ou LPS (300 pg/ml) durante 60 min a temperatura ambiente. Em seguida, a
suspensao plaquetaria foi incubada com 25 pl de PAC 1 (PAC-1 FITC; solugdo 3,125
pg/ml) ou 25 ul de anticorpo controle (FITC Mouse IgM), e 5 pl trombina (550 mU/ml,
concentra¢do final de 50 mU/ml) ou Krebs, por 15 min ao abrigo da luz. Adicionou-se,
em seguida, 450 pl de solu¢do Krebs-Ringer (para minimizar a presenca de agregados
nas amostras de plaquetas, diluido 10 vezes).

A ligacdo do anticorpo foi quantificada usando um citometro de fluxo
(FACSCalibur Becton Dickinson, NJ, EUA) equipado com 488 nm wavelength argon
laser, 525 e 575 nm band pass filters.

As plaquetas foram identificadas pelos sinais forward and side scatter. Dez mil
eventos especificos plaquetarios foram analisados pelo citdmetro. Plaquetas ativadas (ou

ndo) foram selecionadas para ndo analisar agregados plaquetarios ou microparticulas.

2.10. Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.) para N
experimentos de diferentes doadores. Diferencas estatisticas significativas foram
determinadas por andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni.
Quando apropriado, teste ¢ de Student ndo-pareado foi usado para comparar grupos

especificos. Valores de P < 0,05 foram considerados significativos.
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3. RESULTADOS



3.1. LPS

3.1.1. Efeito do LPS na adesao plaquetaria ao fibrinogénio

Em nossos experimentos, a adesio basal de plaquetas (6 x 10° plaquetas por pogo;
15 min na placa) foi de 7,3 + 0,4%. A adesdo foi significativamente aumentada apos a
ativagdo de plaquetas com 50 mU/ml de trombina (12,9 + 0,8%, p<0.0001).

A incubagdo de LPS (0,01 — 300 pg/ml) com plaquetas ndo ativadas (6 x 10°
plaquetas/pogo) por 5, 15 e 60 min inibiu de maneira dependente da concentrag¢do e do
tempo a adesdo plaquetaria (Figura 1). A resposta inibitdéria maxima ocorreu aos 60 min
com 300 pg/ml de LPS, a qual foi 260% maior que a resposta do LPS, nesta mesma
concentracdo, aos 5 min de incubagdo (Figura 1). A incubagdao de plaquetas com LPS
durante 120 min também levou a inibicdo da adesdo plaquetéria; entretanto, esta inibi¢ao
ndo foi dependente da concentracao do LPS (Figura 1). A inibi¢do da adesdo em 120 min
foi significativamente menor quando comparada aquela causada pela incubagdao de 60
min (Figura 1).

A adesdo de plaquetas ativadas por trombina (50 mU/mL) foi inibida pelo LPS
(0,01 a 300 pg/mL) de maneira discreta quando comparada a inibicdo da adesdo
espontinea, em todos os tempos de incubagdo testados (Figura 1). E interessante notar
que, diferentemente da adesdo espontanea, o efeito inibitério maximo do LPS na adesdo

de plaquetas ativadas com trombina foi obtido com 120 min de incubag¢ao (Figura 1).
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Figura 1. Efeito inibitério da LPS na adesao de plaquetas ao fibrinogénio. As
plaquetas (6x10° plaquetas/pogo) foram incubadas com LPS (0.01 — 300 pg/ml) por 5,
15, 60 e 120 min e a adesdo espontanea (Painel A) ou estimulada por trombina (Painel B)
foi avaliada apos 15 min. Os resultados estdo expressos como médias £ EPM. * p< 0,05,
** p<0,01, *** p<0,001 comparado ao tempo de 5 min; # p< 0,05, ## p< 0,01 comparado
ao tempo de 15 min; * p< 0,05, ** p< 0,01, *** p< 0,001 comparado ao tempo de 60 min
(n=3-12).
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3.1.2. Efeito de LPS sobre a atividade da fosfatase acida e viabilidade plaquetaria

Decidimos avaliar os efeitos diretos de LPS sobre a atividade da fosfatase acida
uma vez que os ensaios de adesdo foram quantificados através da determinacao da
atividade desta enzima.

A incubagio de plaquetas (6 x 10° plaquetas/pogo) com o substrato da fosfatase
acida apresentou um leitura de densidade otica (DO) igual a 4,2, que ndo foi alterado pela
incubag¢dao com LPS (0,01 — 300 pg/ml) por 5, 15, 60 ¢ 120 min (Tabela 1). Isto mostra
que o LPS ndo interfere diretamente com a atividade desta enzima, validando, portanto,
nossos resultados de adesao.

Da mesma maneira, o valor da DO de 0,4 obtido na analise da redu¢ao do MTT
por plaquetas (6 x 10° plaquetas/pogo) nio foi modificado pela incubagio com LPS (0,01
— 300 pg/ml) durante 120 min, indicando que o LPS ndo afeta a viabilidade plaquetéria
(Tabela 2).
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Tabela 1. Efeito de LPS sobre a atividade da fosfatase acida.

Tratamento Concentracao 15 min 60 min 120 min
Controle 39+£03 4,1+£0,1 42+£0,2
LPS 0,01 pg/ml 39+£03 42+0,2 42+£0,1
0,1 pug/ml 39+0,2 42+03 43+05

4+0,1 42+02 43+£0,6

10 pg/ml 4+03 42102 43+0,1

30 pg/ml 4+08 42+02 43+0,1

100 pg/ml 4+02 42+05 44+0,3

300 pg/ml 4+0,2 42106 43+04

Plaquetas (6 x 10° plaqueta/pogo) foram incubadas com LPS (0,01 — 300 pg/ml).

Apos 5, 15, 60 e 120 min foi medida a ativadade da fosfatase acida. As colunas

representam os valores de densidade opticas medida (n= 3).
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Tabela 2. Efeito de LPS sobre a viabilidade plaquetaria.

Tratamento Concentracao MTT
Controle 0,4+0,1
LPS 0,01 pg/ml 0,4+0,1
0,1 pg/ml 0,4+0,1
I pg/ml 0,4+0,1
10 pg/ml 0,5+0,1
30 pg/ml 0,5%0,1
100 pg/ml 0,4+0,1
300 pg/ml 0,4+0,1

As plaquetas (6 x 10° plaqueta/poco) foram incubadas com LPS (0,01 — 300
pg/ml). A viabilidade plaquetaria foi medida ap6s 120 min de incubagao (n= 3).
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3.1.3. Teste de adesao de plaquetas ao Eppendorf durante a incubacao com LPS

Este protocolo experimental teve como objetivo verificar uma possivel adesdo das
plaquetas ao Eppendorf durante as incubagdes com LPS, visto que isso poderia
influenciar os resultados obtidos nos testes de adesdo na microplaca revestida com
fibrinogénio.

A incubagio de plaquetas (6 x 10° plaquetas/pogo) diretamente na placa
apresentou um leitura da DO igual a 5,6, ndo sendo significativamente alterada pela
incubagdo em Eppendorfs com o LPS (100 e 300 pg/mL) por 15, 60 ¢ 120 min (Tabela
3). Além disso, a adi¢ao de agonistas plaquetarios como a trombina (50 mU/ml) e o ADP
(50 uM) nao foi capaz de alterar os valores de DO (Tabela 3). Isto mostra que, em nossas
condi¢des experimentais, as plaquetas ndo aderem ao Eppendorf, mesmo apds a
incubagdo com agonistas plaquetarios.

Estes resultados, juntamente com aqueles obtidos nos testes de viabilidade
plaquetaria e de atividade da enzima fosfatase 4cida, validam nosso protocolo

experimental de adesao para o LPS.
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Tabela 3. Determinagdo do efeito da incubagdo com LPS sobre a adesdo de

plaquetas ao Eppendorf.
Omin 1Smin 60 min 120 min
Controle 5,6 £0,04 56+0,04 54+0,08 54+0,03
Trombina 50 mU/ml - 52+0,11 53+0,04 4940,01
ADP 50 uM - 570,07 561006 54+0,01
LPS 100 pug/ml - 55+£0,06 54+0,07 53+£0,02
300 pg/ml - 5,5+£0,03 54+£0,05 52+£0,01

As plaquetas (6 x 10° plaqueta/pogo) foram incubadas com trombina (50 mU/ml),
ADP (50 uM) ou LPS (100 e 300 pg/mL) por 0, 15, 60 ou 120 min de incubagdo ao

Eppendorf. As colunas representam os valores de densidade optica a 405 nm (n= 3-6).
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3.1.4. Dosagem do AMPc e GMPc em plaquetas incubadas com LPS

Plaquetas (6 x 10° plaquetas/poco), incubadas durante 60 min com LPS (0,01 —
100 pg/ml), ndo tiveram seus niveis de AMPc significativamente modificados quando
comparados ao controle; entretanto, na concentracdo de 300 pg/ml de LPS houve
aumento de 38% deste nucleotideo ciclico (Tabela 4). A incubagdo de plaquetas com 100
nM de iloprost (andlogo estavel de prostaciclina e usado como controle positivo de
nossos experimentos) aumentou em 250% os niveis de AMPc em relagdo ao grupo
controle.

A incubagdo de plaquetas (6 x 10° plaquetas/pogo) com LPS (0,01 — 300 pg/mL)
por 60 min ndo elevou significantemente os niveis intraplaquetarios de GMPc (Tabela
3). Contudo, plaquetas incubadas com nitroprussiato de s6dio 100 uM (doador de NO,
usado como controle positivo de nossos experimentos) por 60 min aumentaram em 500%

os niveis GMPc.
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Tabela 4. Dosagem dos niveis de AMPc e de GMPc em plaquetas incubadas com

LPS por 60 min.
AMPc GMPc
(pmol/ml) (pmol/ml)
Controle 90,6 + 1,1 2,3+0,2
LPS 0,01 pg/ml 75,7+ 5,6 1,740,2
0,1 pg/ml 77,9 + 6,2 2,840,1
1 pg/ml 89,8 £ 8,5 2,7+0,1
10 pg/ml 82,0 + 8.9 2,540,1
30 pg/ml 71,1 £5,2 2,7+0,2
100 pg/ml 91,8 8,2 2,7+0,3
300 pg/ml 137,1 £12,2 3,0£0,2
Iloprost 100 nM 249.6 £ 71,2* ND
SNP 100 uM ND 11.4+0.7*

As plaquetas (6 x 10° plaqueta/pogo) foram incubadas com LPS (0,01 — 300
pg/mL). Apés 60 min o AMPc ou GMPc foi extraido e quantificado. Os dados estao

expressos como pmol/ml (n= 3). ND, ndo determinado.
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3.1.5. Efeito da SOD e da PEG-SOD sobre a inibicao promovida pelo LPS

Com o objetivo de verificar a participagdo de anion superdéxido na resposta
inibitoria causada pelo LPS em plaquetas, utilizamos dois seqiiestradores para este anion,
a SOD (100 U/ml) e PEG-SOD (30 U/ml), os quais foram pré-incubados com as
plaquetas 5 min antes da adi¢do do LPS. Para tanto, utilizamos trés concentragdes de LPS
(0,01, 100 e 300 pg/ml), e tempos de incubacdo variando de 15 a 120 min.

A simples incubagdo de SOD (100 U/ml) com plaquetas por 60 min inibiu a
adesdo plaquetaria espontanea em 18 * 2,5% (n=6), ao passo que, a PEG-SOD (30 U/ml,
60 min) ndo afetou significativamente a adesdo. Nossos resultados mostraram que o
efeito inibitdrio do LPS nao foi modificado nem pela pré-incubagdo com SOD (Figura 2),
nem com PEG-SOD (Figura 3). Entretanto, a incubacao de plaquetas com SOD (100
U/ml) ou PEG-SOD (30 U/ml) reduziu significativamente a inibi¢do da adesdo

plaquetaria espontanea promovida pelo SNP (Figura 4).
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Figura 3. Efeito da PEG-SOD na adesao de plaquetas incubadas com LPS.
As plaquetas (6 x 10° plaquetas/pogo) foram pré-incubadas com PEG-SOD (30 U/ml) por
5 min e posteriormente incubadas com LPS (300 pg/ml) por 60 min. Os resultados estao

expressos como média da porcentagem de inibi¢do de plaquetas aderidas + EPM (n=4).
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Figura 4. Efeito da SOD e PEG-SOD sobre a inibicido na adesiao de plaquetas
apos incubaciio com SNP. As plaquetas (6 x 10° plaquetas/pogo) foram pré-incubadas
com SOD (100 U/ml) ou PEG-SOD (30 U/ml) por 5 min, e posteriormente incubadas
com SNP (1 mM) por 15 min na placa. Os resultados estdo expressos como média da
porcentagem de inibi¢cdo de plaquetas aderidas = EPM. * p< 0,05 comparado ao controle

(n=4).
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3.1.6. Efeito da PEG-Catalase sobre a inibicao promovida pelo LPS

Resolvemos investigar a participacdo do perdxido de hidrogénio (H,O;) na
inibicao da adesdo espontanea causada pelo LPS. Para tanto, utilizamos a PEG-Catalase,
substancia que decompde o H,O, em dgua e oxigénio.

A suspensio plaquetaria (1,2 x 10° plaqueta/ml) foi preincubada com PEG-
Catalase (300 e 1000 U/ml) por 5 min antes da incubacdo com LPS (300 pg/ml, 60 min).
Nossos resultados mostraram que a inibi¢do da adesdo plaquetaria promovido pelo LPS
ndo foi alterada de forma significativa pela prévia incubacdo com PEG-Catalase (Figura

5).
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Figura 5. Efeito da PEG-Catalase na adesao de plaquetas incubadas com
LPS. As plaquetas (6 x 10° plaquetas/pogo) foram pré-incubadas com PEG-Catalase (300
e 1000 U/ml) por 5 min e posteriormente incubadas com LPS (300 pg/ml, 60 min). Os

resultados estdo expressos como média da porcentagem de inibicao de plaquetas aderidas

+ EPM (n=7).
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3.1.7. Efeito da puromicina e ciclohexamida sobre a inibicao promovida pelo LPS

Buscando verificar se o LPS induz a neosintese de proteinas que expliquem seu
efeito inibitorio na adesdo espontanea de plaquetas, utilizamos dois inibidores de sintese
protéica, puromicina (10 uM - 1 mM) e ciclohexamida (50 uM - 1 mM), que foram pré-
incubados por 60 min antes da incubagdo com LPS por 15 ou 60 min.

Interessantemente, a incubacao de plaquetas somente com puromicina (100 uM e
1 mM), por 60 min, levou a uma inibicao significante da adesdo plaquetéria espontanea
ao fibrinogénio (Figura 6); do mesmo modo, a prévia incubacdo de plaquetas com
ciclohexamida (500 pM e 1 mM), por 120 min, também inibiu a adesdo plaquetaria
espontdnea ao fibrinogénio, porém com uma menor magnitude quando comparado a
puromicina (Figura 6).

Entretanto, nossos resultados mostraram que a inibicdo da adesdo espontanea de
plaquetas promovida pelo LPS (100 pg/ml), apos 15 min de incubagao, ndo ¢ modificada
de modo significativo pela pré-incubacdo com puromicina em todas as concentragdes
testadas (10 uM - 1 mM) (Figura 7). O mesmo foi observado com ciclohexamida (50 uM
- 1 mM), que também nao foi capaz de alterar a resposta inibitoria do LPS (300 pg/ml; 60

min) sobre a adesdo espontinea de plaquetas ao fibrinogénio (Figura 8).
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Figura 6. Efeito da puromicina e ciclohexamida na adesao de plaquetas ao
fibrinogénio. As plaquetas (6 x 10° plaquetas/poco) foram incubadas com puromicina
(100 uM - ImM) ou ciclohexaida (500 uM — 1 mM) por 120 min e a inibi¢do da adesdo
foi avaliada apos 15 min. Os resultados estdo expressos como média da porcentagem de

inibicao de plaquetas aderidas = EPM (n=4).
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Figura 7. Efeito da puromicina na adesao de plaquetas incubadas com LPS.
As plaquetas (6 x 10° plaquetas/pogo) foram pré-incubadas com puromicina (10 pM -
ImM) por 60 min e posteriormente incubadas com LPS (100 pg/ml) por 15 min. Os
resultados estdo expressos como média da porcentagem de inibi¢cdo de plaquetas aderidas

+ EPM (n= 4).
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Figura 8. Efeito da ciclohexamida na adesao de plaquetas incubadas com
LPS. As plaquetas (6 x 10° plaquetas/pogo) foram pré-incubadas com ciclohexamida (50
uM - 1mM) por 120 min e posteriormente incubadas com LPS (300 pg/ml) por 60 min.
Os resultados estdo expressos como média da porcentagem de inibigao de plaquetas

aderidas £ EPM (n= 4).
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3.1.8. Efeitos do LPS sobre a mobilizacio intracelular de cilcio em plaquetas

Com o intuito de verificar se a resposta mediada pelo LPS em plaquetas humanas
afetaria a concentragdo intracelular de calcio, realizamos experimentos utilizando o
marcador de célcio FURA 2-AM. Para estimular a libera¢dao de calcio intraplaquetario,
utilizamos como agonista a trombina (50 mU/ml).

Na presenga de CaCl,, a mobilizagdo total de calcio intracelular promovida pela
trombina (50 mU/ml) diminuiu significativamente apds a prévia incuba¢ao com o LPS
(300 pg/ml; 60 min), com uma diminui¢do de aproximadamente 65 % (Figura 9A).
Entretanto, na presenca de EGTA (quelante de calcio), a incubagdo de plaquetas com
LPS (300 pg/ml; 60 min) ndo alterou significativamente a mobilizacdo de calcio
intracelular em resposta a trombina (50 mU/ml; Figura 9B).

Deste modo, nossos resultados mostraram claramente que o LPS ndo afeta a
mobilizagdo intracelular de cdlcio; entretanto, praticamente abole o influxo de célcio

(Tabela 5).
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Figura 9. Efeito do LPS sobre a mobilizacdo de calcio intracelular em
plaquetas. As plaquetas (1,2 x 10® plaquetas/ml) foram incubadas com LPS (300 pg/ml)
por 60 min. A mobilizag¢ao de calcio foi induzida pela adi¢do de trombina (50 mU/ml), na
presenca de CaCl, (ImM, painel A) ou EGTA (2 mM, painel B). Os resultados estao
expressos como média da concentracdo de calcio em nM = EPM. ** p<0,01 comparado

ao controle (n= 3).
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Tabela 5. Efeito do LPS na mobilizagdo total, mobilizagdo intracelular e influxo

de calcio estimulado por trombina

Mobiliza¢ao Total Mobilizacao Lo
Influxo de Calcio
de Calcio (nM) Intracelular de Calcio
Controle (Krebs) 160,13 + 28,58 54,08 + 4,47 106,05 + 24,43
LPS (300 ug/ml) 56,09 + 18,78%* 48,57 £ 20,86 7,52 +£3,93 *

As plaquetas (1,2 x 10° plaquetas/ml) foram incubadas com LPS (300 pg/ml) por
60 min. A mobilizacdo de célcio foi induzida pela adicdo de trombina (50 mU/ml). Os
resultados estdo expressos como média dos valores absolutos da concentragcdo de célcio

em nM + EPM . * p<0,05, ** p<0,01 comparado ao grupo controle (n=3).
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3.1.9. Efeito do LPS na agregacio plaquetaria induzida por trombina

De modo similiar a adesdo, a incubagao de LPS (300 pg/ml) com plaquetas (1,2 x
10® plaquetas/ml) foi capaz de inibir a agregagdo plaquetaria induzida por trombina (10 —
50 mU/ml) de maneira dependente do tempo. Nos menores tempos de incubagdo com
LPS (300 pg/ml; 5 e 15 min) ndo foi vista alteragdes significativas na agregacao
plaquetaria induzida por trombina (10 — 50 mU/ml; Figuras 10A e 10B); entretanto, com
tempos maiores de incubag¢do (60 e 120 min), a agrega¢do de plaquetas se mostrou
marcantemente inibida (Figuras 10C e 10D), sendo praticamente abolida apds apds 120

min de incubagdo com LPS (300 pg/ml) (Figura 10D).
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Figura 10. Efeito da incubaciao do LPS por 60 min na agregacio de plaquetas
induzida por trombina. As plaquetas (500 ul; 1,2x10° plaquetas/ml) foram incubadas
com LPS (300 pg/mL) por 5 (painel A), 15 (painel B), 60 (painel ¢) e 120 min (painel D)
e a agregacdo foi induzida por trombina (10 — 50 mU/ml). Os resultados estdo expressos
como média da porcentagem de agregacdo plaquetaria £ EPM. * p<0,05, ** p<0,01

comparado ao controle (n= 4-5).
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3.1.10 Efeito do LPS sobre a ativacao da glicoproteina IIb/IIla

Com o intuito de verificar se a resposta inibitoria mediada pelo LPS em plaquetas
humanas ocorreria devido a diminuicdo na ativagdo de seu principal receptor de
membrana, a GPIIb/IlIla (responsavel pela ligacdo ao fibrinogénio e ao fator de Von
Willebrand), realizamos experimentos utilizando um marcador especifico para quantificar
a expressao desta glicoproteina em sua forma ativada, o PAC-1. Para tanto realizamos a
leitura em citometro de fluxo. Para estimular a ativagao da GPIIb/IIla utilizamos como
agonista a trombina (5 - 50 mU/ml).

Nossos resultados mostraram que a ligacdo de PAC-1 a plaquetas ndo tratadas
(auséncia de LPS) estimuladas com trombina (5 — 50 mU/ml) aumentou de modo
dependente da concentracdo de trombina (Figura 11). Entretanto, a incubagdo prévia de
plaquetas com LPS (300 pg/ml, 60 min) ndo modificou significativamente a ligagdo do
PAC-1 as plaquetas em nenhuma das concentragdes testadas de trombina (5 — 50 mU/ml).

Do mesmo modo, a ligagdo do anticorpo controle, FITC Mouse IgM, ndo foi
afetada nem pela adi¢do de LPS (300 pg/ml, 60 min) nem de trombina (5 — 50 mU/ml)
(Tabela 6).

94



epeaJep %

o
B
5
8

Ee
£2

£z
£2

LPS 300 pg/ml

Krebs sol

E
£z

LPS 300 pg/ml

o da incubacdo do LPS sobre a expressao de glicoproteina
aquetas nao estimuladas e estimuada com trombina (5-50

©
7
%)
)
z 3 =
S
R E
. o
—
- 2]
=
g 3
1 1 Wb ﬁ
[=] [=] [=] o o 0«
o =} o
© < ~ < R—
eIpon =
o =
=
=
(==

6 x 10° plaquetas) foram incubadas com LPS (300 pg/ml) por 60

N

tas

Q

mU/ml). As plaqu

oram ativadas ou ndo com trombina (5 - 50 mU/ml) e a ligacao

=

odo

[~

min; apds este per

ao PAC-1 foi quantificada. Os resultados estdo expressos como: A - porcentagem de

B - média de fluorescéncia + EPM (n= 3).

BN

células marcadas + EPM

95



Tabela 6. Efeito da incubagao do LPS sobre a liga¢do a FITC-IgM

Tratamento Fluorescéncia
Krebs 35,5+3,6
LPS 300 pg/ml 349+3,6
Trombina 5 mU/ml 36,1 £0,5
Trombina 10 mU/ml 35,1 +£0,7
Trombina 30 mU/ml 342+ 1,1
Trombina 50 mU/ml 38,6 4,7
LPS 300 pg/ml + Trombina 5 mU/ml 344 +0,5
LPS 300 pg/ml + Trombina 10 mU/ml 35,3+0,7
LPS 300 pg/ml + Trombina 30 mU/ml 346+ 1,1
LPS 300 pg/ml + Trombina 50 mU/ml 36,7+4,7

As plaquetas (6 x 10° plaquetas) foram incubadas com Krebs ou LPS (300 pg/ml)
por 60 min. Ap6s este periodo foram ativadas com trombina (5 — 50 mU/ml) e a ligacao
ao IgM foi quantificada. Os resultados estdo expressos como média de fluorescéncia +

EPM (n=3-10).

96



3.2. Enterotoxinas estafilococicas
3.2.1 Efeito da SEA na adesao plaquetaria ao fibrinogénio

A incubagio de SEA (0,01 pg — 1 pg/ml) com plaquetas ndo ativadas (6 x 10°
plaquetas/pogo) por 5, 15 e 60 inibiu de maneira dependente do tempo a adesdo
plaquetaria (Figuras 12). Quando as plaquetas foram incubadas com concentragdes
menores de SEA (0,01 pg — 0,01 ng/ml) por 120 min, a inibi¢do da adesdo foi
significativamente menor quando comparada ao periodo de incubag¢do de 60 min (Figura
12). A resposta maxima de inibi¢do ocorreu com 1 pg/ml de SEA por 60 min, a qual foi
35% maior que a resposta da SEA, nesta mesma concentracdo, aos 5 min (Figura 12).

A adesdo de plaquetas ativadas por trombina (50 mU/ml) foi inibida pela SEA
(0,01 pg — 1 pg/ml). Porém, de maneira discreta quando comparada a inibicdo da adesdo
espontanea, em todos os tempos de incubagdo testados (Figura 12). Do mesmo modo,
efeito inibitdério maximo da SEA na adesdo de plaquetas ativadas foi obtido com 120 min

de incubacao (figura 12).
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Figura 12. Efeito inibitério da SEA na adesao de plaquetas ao fibrinogénio.
As plaquetas (6 x 10° plaquetas/pogo) foram incubadas com SEA (0,01 pg — 1 pg/ml) por
5, 15,60 e 120 min e a adesdo espontanea (Painel A) ou estimulada por trombina (Painel
B) foi avaliada apds 15 min.. Os resultados estdo expressos como médias = EPM. * p<
0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 comparado ao tempo de 5 min; # p< 0,05, i p< 0,01
comparado ao tempo de 15 min; * p< 0,05, ** p< 0,01, comparado ao tempo de 60 min (n=

3-9).
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3.2.2. Efeito da SEB na adesao plaquetaria ao fibrinogénio

A incubagdo de plaquetas (6 x 10° plaquetas/pogo) por 5 min com a SEB (0,0001
— 30 pg/ml) causou inibicdo significativa da adesdo plaquetaria, sendo este efeito
independente da concentragdo (Figura 13). Quando o tempo de incubagdo de plaquetas e
SEB foi aumentado para 15 e 60 min, observou-se um aumento da inibicao plaquetaria,
sendo esta resposta dependente de concentracdo desta enterotoxina (Figuras 13). A
incubacdo de plaquetas com concentragdes maiores de SEB (0,1 — 30 pg/ml), por 120
min, causou diminuicdo de efeito inibitério desta enterotoxina quando comparado ao
tempo de 60 min (Figuras 13). A inibi¢do maxima da adesdo plaquetéria foi observada
quando as plaquetas foram incubadas com SEB por 60 min (Figura 13).

A adesdo de plaquetas ativadas por trombina (50 mU/ml) foi inibida pela SEB
(0,0001 — 30 pg/ml); porém, a amplitude desta resposta foi menor quando comparada a
inibi¢do da adesdo espontanea, em todos os tempos de incubacdo testados (Figura 13).
Entretanto, diferentemente da resposta inibitéria promovida pelo LPS e SEA, o efeito
inibitério maximo da SEB na ades3o de plaquetas ativadas foi obtido com 60 min de

incubacao, declinando apds 120 min de incubagao (Figura 13).
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Figura 13. Efeito inibitorio da SEB na adesao de plaquetas ao fibrinogénio.
As plaquetas (6 x 10° plaquetas/pogo) foram incubadas com SEB (0,0001 — 30 pg/ml) por
5,15, 60 e 120 min e a adesdo espontanea (Painel A) ou estimulada por trombina (Painel
B) foi avaliada ap6s 15 min. Os resultados estdo expressos como médias + EPM. * p<
0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 comparado ao tempo de 5 min; # p< 0,05, " p< 0,01
comparado ao tempo de 15 min; * p< 0,05, ** p< 0,01, comparado ao tempo de 60 min (n=

3-10).
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3.2.3. Determinacao do efeito da SEA ou SEB sobre a atividade da fosfatase acida e
viabilidade plaquetaria

Assim como realizado para o LPS, avaliamos os efeitos diretos da SEA ¢ SEB
sobre a atividade da fosfatase acida, uma vez que os ensaios de adesdo foram
quantificados através da determinagdo da atividade desta enzima.

A incubagcdo de plaquetas (6 x 10° plaquetas/pogo) com o substrato para fosfatase
acida apresentou um valor de DO igual a 4,2, ndo sendo alterado pela incubacao com a
SEA (0,01 pg — 1 ug/ml) ou SEB (0,0001 — 30 pg/ml) para todos os tempos testados (5,
15, 60 e 120 min) (Tabela 7). Isto mostra que estas toxinas nao interferem diretamente
com a atividade de fosfatase acida.

Da mesma forma, a redugio do MTT por plaquetas (6 x 10° plaquetas/pogo) nio
foi modificada pela prévia incubacdo com a SEA (0,01 pg — 1 pg/ml) ou SEB (0,0001 —
30 pg/ml) durante 120 min, evidenciando que estas toxinas ndo interferem com a

viabilidade plaquetaria (Tabela 8).
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Tabela 7. Efeito da SEA e SEB sobre a atividade da fosfatase acida

Tratamento Concentracao 15 min 60 min 120 min
Controle 39+0,3 4,1+0,1 42+0,2
SEA 0,01 pg/ml 4+0,1 4,2+0,7 42+0,2
0,1 pg/ml 4,1£0,1 4,2+0,8 4,2+0,1

1 pg/ml 4403 42+0,2 43+0,3

0,01 ng/ml 4+0,5 42+0,3 4,4+0,2

0,1 ng/ml 4+£04 42+0,2 44+0,3

1 ng/ml 4+0,1 4,2+0,1 4,4+0,2

0,01 pg/ml 4+0,1 42+0,5 4,6+0,1

0,1 pg/ml 4+0,1 4,2+0,5 43+0,5

1 pg/ml 4+0,3 42+0,1 43+0,8

SEB 0,0001 pg/ml 4+0,2 4,2+0,1 43+0,2
0,001 pg/ml 4+0,2 42+0,3 43+0,2

0,01 pg/ml 4403 42+0,3 43+02

0,1 pg/ml 4+0,7 42+0,2 42+0,1

1 pg/ml 3,9+£0,2 4,1+£0,2 43+0,2

10 pg/ml 3,9+£0,2 4,2+0,2 43+0,5

30 pg/ml 4+0,2 42+0,3 45+04

Plaquetas (6 x 10° plaqueta/pogo) foram incubadas com SEA (0,01 pg — 1 pg/ml)
e SEB (0,0001 — 30 pg/ml). Apds 5, 15, 60 e 120 min foi medida a ativadade da fosfatase

acida. As colunas representam os valores de densidade 6pticas medida (n= 3).
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Tabela 8. Efeito da SEA e SEB sobre a viabilidade plaquetaria

Tratamento Concentracao MTT
Controle 0,4+0,1
SEA 0,01 pg/ml 0,4+0,1
0,1 pg/ml 0,5+0,1
1 pg/ml 0,4+0,1
0,01 ng/ml 0,5+0,1
0,1 ng/ml 0,4+0,1
1 ng/ml 0,5+0,2
0,01 pg/ml 0,4+0,1
0,1 pg/ml 0,4+0,1
1 pg/ml 0,5+0,0
SEB 0,0001 pg/ml 0,4+0,1
0,001 pg/ml 0,4+0,1
0,01 pg/ml 0,5+0,1
0,1 pg/ml 0,5+0,1
1 pg/ml 0,5+0,1
10 pg/ml 0,4+£0,0
30 pg/ml 0,5+0,1

Plaquetas (6 x 10° plaqueta/pogo) foram incubadas com SEA (0,01 pg — 1 pug/ml)
e SEB (0,0001 — 30 pg/ml). Ap6s 120 min foi medida a viabilidade plaquetaria. A coluna

representa o valor de densidade 6ptica medida (n=3).
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3.2.4. Teste para verificar a adesao de plaquetas ao Eppendorf durante a
incubacao com SEA ou SEB

A semelhanga do LPS, resolvemos investigar se haveria adesdo das plaquetas ao
Eppendorf durante as incubacdes com SEA ou SEB, tendo em vista que isso poderia
influenciar os resultados obtidos nos testes de adesdo na microplaca revestida com
fibrinogénio.

A incubacio de plaquetas (6 x 10° plaquetas/poco) diretamente na placa
apresentou um leitura da DO igual a 5,6 que ndo foi significativamente modificada pela
incubacdo em Eppendorfs com a SEA (0,01 pg — 1 pg/ml) ou SEB (0,0001 — 30 pg/ml)
por 15, 60 e 120 min (Tabela 9). Além disso, a adicdo de agonistas plaquetarios como a
trombina (50 mU/ml) e o ADP (50 uM) ndo também foi capaz de alterar o valor da DO
(Tabela 9). Isto mostra que, em nossas condi¢cdes experimentais, as plaquetas nao
estariam aderindo ao Eppendorf (mesmo ap6s a incubagdo com agonistas plaquetarios).

Estes resultados, juntamente com aqueles de viabilidade plaquetaria e de atividade

da enzima fosfatase acida, validam nosso protocolo experimental de adesdo para a SEA e

SEB.
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Tabela 9. Determinacao do efeito da SEA e SEB sobre a adesdo de plaquetas ao

Eppendorf

0 min 1Smin 60 min 120 min
Controle 56+0,04 56+004 54+008 54+0,03
Trombina 50 mU/ml - 52+0,11 53+004 4,9+0,01
ADP 50 uM - 57+0,07 56+0,06 54£0,01
SEA 1 pg/ml - 56+0,06 55+003  5,3+0,09
SEB 30 pg/ml - 56+008 55+005 53+0,07

Plaquetas (6 x 10° plaqueta/pogo) foram incubadas com trombina (50 mU/ml),
ADP (50 uM), SEA (1 pg/ml), SEB (30 pg/ml) ou puromicina (1 mM) apos 0, 15, 60 ou
120 min de incubagdo no Eppendorf. As colunas representam os valores de densidade

optica a 405 nm (n= 3-6).
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3.2.5. Dosagem do AMPc e GMPc em plaquetas incubadas com SEA ou SEB

Plaquetas (6 x 10° plaquetas/pogo) incubadas com SEA (0,01 pg — 1 pg/ml)
durante 60 min apresentaram um discreto aumento dos niveis intracelulares de AMPc nao
dependente da concentragdo de SEA (Tabela 10). Por outro lado, a preincubacdo de
plaquetas com SEB (0,001 — 30 pg/ml) ndo foi capaz de aumentar as concentragdes
intracelulares de AMPc (Tabela 11). A incubagao de plaquetas com 100 nM de iloprost
(andlogo estavel de prostaciclina e usado como controle positivo de nossos experimentos)
aumentou em 250% os niveis de AMPc em relac¢do ao grupo controle.

A incubagdo de plaquetas (6 x 10° plaquetas/pogo) com SEA (0,01 pg - 1 pg/ml)
durante 60 min ndo alterou significativamente os valores de GMPc quando comparado
com os valores obtidos em amostras controle (2,05 + 0,24 pmol/ml) (Tabela 10). Da
mesma forma, a prévia incubacao plaquetaria com a SEB (0,001 — 30 pg/ml) por 60 min,
nao alterou significativamente os niveis intraplaquetarios de GMPc (Tabela 11), embora

uma discreta tendéncia possa ser observada, em torno de 20%. Porém, o aumento

promovido pelo SNP foi de 555% (Tabelas 10 e 11).
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Tabela 10. Dosagem dos niveis de AMPc e de GMPc em plaquetas incubadas

com SEA por 60 min
AMPc pmoimy GMPC moym)

Controle 90,57 + 1,57 2,05+0,24
SEA 0,01 pg/ml  91,55+3,18 2.11+0,68
0,1 pg/ml 87,13 +8,53 2,20+ 0,55
1 pg/ml 106,97 + 10,22 2214036
0,01 ng/ml 102,45 + 4,08 1,93 £0,29
0,1 ng/ml 89,09 £4,02 2,05+ 0,46

1 ng/ml 103,83 £ 16,55 ND
0,01 pg/ml 132,85+ 7,83 2,70 £ 0,20
0,1 pg/ml 127,07 + 18,39 1,09 £ 0,38
1 ug/ml 100,97 + 1,39 2,11 +0.47

Iloprost 100nM 249,63 + 71,21 ND
SNP 100 uM ND 11,37+ 0,71

Plaquetas (6 x 10° plaqueta/pogo) foram incubadas com SEA (0.01 pg — 1 pg/ml).

Apobs 60 min o AMPc ou GMPc foi extraido e quantificado. Os dados estdo expressos

como pmol/ml (n=3 —4). ND, ndo detreminado.
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Tabela 11. Dosagem dos niveis de AMPc e de GMPc em plaquetas incubadas

com SEB por 60 min
AMPc pmoimy GMPC moym)
Controle 90,57 + 1,04 23+0,2
SEB 0,001 pg/ml 77,18 +3,18 ND
0,01 ug/ml  80,41+0,18 2,840,1
0.1 pg/ml 82,38 £ 1,32 2,7+0,1
1 pg/ml 75,18 + 0,69 2,5+0,1
10 pg/ml 77,27 + 1,46 2,7+02
30 pg/ml 81,27 + 3,35 2,7+0,3
Iloprost 100 nM 249,63 + 71,21 ND
SNP 100 uM ND 11,4+0,7

Plaquetas (6 x 10° plaqueta/pogo) foram incubadas com SEB (0.0001 — 30 pg/ml).
Apods 60 min, o AMPc ou GMPc foi extraido e quantificado. Os dados estdo expressos

como pmol/ml (n= 3 —4). ND, ndo detreminado.
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3.2.6. Efeito da puromicina sobre a inibicao promovida pela SEB

Buscando verificar se os efeitos inibitdrios observados na adesdo de plaquetas
ap6s a incubagdo com SEB envolvem a neo-sintese de proteinas, usamos a puromicina
(10 uM - 1 mM), que foi incubada por 60 min antes da incubagdo com SEB.

Entretanto, a inibi¢do da adesdo de plaquetas promovida pela SEB (30 pg/ml) ndo
foi modificada de modo significativo pela puromicina (Figura 14), indicando o nao

envolvimento de proteinas neosintetizadas na resposta plaquetaria a SEB.
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Figura 14. Efeito da puromicina na adesao de plaquetas incubadas com SEB.
As plaquetas (6 x 10° plaquetas/pogo) foram pré-incubadas com puromicina (10 uM — 1
mM) por 60 min e posteriormente incubadas com SEB (30 pg/ml) por 60 min. Os

resultados estdo expressos como médias + EPM (n= 8-14).
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3.2.7. Efeito da SOD e PEG-SOD sobre a inibicao promovida pela SEB

Resolvemos investigar se haveria a participagdo de anion superdxido na resposta
mediada pela SEB em plaquetas humanas. Para tanto, utilizamos a SOD (100 U/ml) e a
PEG-SOD (30 U/ml), as quais foram pré-incubadas com as plaquetas por 5 min antes da
SEB (30 pg/ml, 60 min).

Nossos resultados mostraram claramente que o efeito inibitorio da SEB ndo foi
alterado de maneira significante pela SOD e PEG-SOD (Figuras 15). Desta forma,

excluimos a participagao de anion superoxido na resposta inibitoria da SEB.
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Figura 15. Efeito da SOD e PEG-SOD na adesao de plaquetas incubadas com
SEB. As plaquetas (6 x 10° plaquetas/poco) foram pré-incubadas com SOD (100 U/ml)
ou PEG-SOD (30 U/ml) por 5 min e posteriormente incubadas com SEB (30 pg/ml) por

60 min. Os resultados estdo expressos como médias £ EPM (n= 13-18).
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3.2.8. Efeito da PEG-Catalase sobre a inibicao promovida pela SEB

Ainda investigando se a resposta observada na adesdo de plaquetas apds a
incubagdo com SEB envolveria espécies reativas de oxigénio, resolvemos investigar a
participag¢do do H,O,. Para isso, utilizamos PEG-catalase (300 e 1000 U/ml), preincubada
por 5 min antes da incubacdo com SEB (30 pg/ml) por 60 min. Nossos resultados
mostraram que a preincubacdo com PEG-Catalase, na maior concentracdo utilizada (1000
U/ml), foi capaz de previnir significativamente o efeito inibitdrio promovido pela SEB na

adesdo de plaquetas humanas (Figura 16).
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Figura 16. Efeito da PEG-Catalase na adesao de plaquetas incubadas com
SEB. As plaquetas (6 x 10° plaquetas/pogo) foram pré-incubadas com PEG-Catalase (300
e 1000 U/ml) por 5 min e posteriormente incubadas com SEB (30 pg/ml) por 60 min. Os
resultados estdo expressos como médias £ EPM. ** p<0,01 comparado ao controle (n= 5-

9).
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4. DISCUSSAO
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A evidéncia mais clara do envolvimento das plaquetas na patogénese da sepsis
vem da marcante trombocitopenia, resultante, provavelmente, do acimulo das plaquetas
no pulmao e figado (Shibazaki e col., 1999; Vanderschueren e col., 2000; Strauss e col.,
2002; Ohtaki e col., 2003; Andonegui e col., 2005). A literatura mostrou que a gravidade
da sepsis se correlaciona positivamente com a diminuicdo na contagem de plaquetas
(Gawaz e col., 1997; Mavrommatis e col., 2000; Russwurm e col., 2002). Desta maneira,
visando uma maior compreensao sobre a participacao das plaquetas na sepsis, o objetivo
deste trabalho foi estudar o efeito ¢ o mecanismo de agdo do LPS, SEA ¢ SEB em

plaquetas humanas in vitro.

4.1. LPS

Apesar das numerosas observagdes de trombocitopenia apds exposicdo a
endotoxina in vivo, os efeitos in vitro do LPS em plaquetas continuam controversos,
variando de acordo com o protocolo experimental empregado e a fonte de LPS utilizada
no estudo.

Estudos prévios envolvendo as a¢des do LPS em plaquetas humanas mostraram
resultados conflitantes, em que alguns grupos verificaram ativacdo plaquetaria (Ream,
1965; Saluk-Juszczak e col., 1999; Zielinski e col., 2001), outros grupos nenhum efeito
(Mueller-Eckhardt e Luscher, 1968; Csako e col., 1988; Whitworth e col., 1989; Nystrom
e col., 1994; Ward e col., 2005), e ainda grupos que observaram inibi¢do da adesdo ou da
agregacao plaquetaria (Saba e col., 1984; Cicala e col., 1997; Sheu e col., 1998, 1999).
Entretanto, nenhum trabalho teve como objetivo estudar os efeitos do LPS sobre a adesao
de plaquetas humanas.

Em nosso trabalho, observamos que a pré-incubagdo (5 a 120 min) de plaquetas
humanas com LPS (0,0001 — 30 pg/ml) levou a inibicdo significante da adesdo
espontanea de plaquetas ao fibrinogénio, bem como da adesdo de plaquetas ativadas por
trombina; em ambos 0s casos, este efeito inibitorio foi dependente da concentracdo e do
tempo de incubagdo. Entretanto, o efeito inibitorio do LPS sobre a adesdao de plaquetas
ativadas foi menor quando comparada a adesdo espontanea.

Ja ¢ bem definido que em plaquetas ndo-ativadas, o complexo GPIIb/IIla esta no

estado de baixa afinidade, incapaz de se ligar a ligantes soltiveis, mas pode se ligar ao
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fibrinogénio e ao fator de von Willebrand imobilizados (Savage e col., 1992). De fato, ja
em 1991, Savage e Ruggeri demonstraram que a GPIIb/IIla de plaquetas ativadas e nao-
ativadas apresentam afinidades especificas para diferentes por¢des do fibrinogénio, mas,
em ambos os casos, a interacdo do fibrinogénio com o seu receptor leva a adesdo
plaquetaria irreversivel. Entretanto, a simples ligacdo de plaquetas ao fibrinogénio deve
ser vista de maneira distinta da adesdo propriamente dita. A ligacdo ao fibrinogénio
corresponde a etapa inicial da fosoforilacdo de proteinas, enquanto a adesdo corresponde
a processos mais tardios de ativagdo (Shattil e col., 1994).

A ligagdo da trombina ao seu receptor (PAR-1, PAR-3 ¢ PAR-4), que esta ligado
a proteina G, leva a ativagdo da fosfolipase C, sendo a PLCB2 e a PLCy2 as mais
encontradas em plaquetas (Lee e col., 1996; Levy-Toledano, 1999). Por sua vez, a PLCP3
hidrolisa fosfatidilinositol 4,5P, presente na membrana plaquetaria levando a sintese do
segundo mensageiro, inositol trifosfato (IP3), contribuindo para a mobiliza¢ao do célcio e
diacilglicerol que ativa PKC. Isso ¢ seguido pela fosforilagao especifica da cadeia leve de
miosina (MLC; 20 kD). O aumento na concentragdo de cdlcio juntamente com a
fosforilagdo mediada pela p38MAP kinase ativa a fosfolipase A, que hidrolisa os
fosfolipidios de membrana, aumentando a disponibilidade acido araquidonico e sintese de
tromboxano A,. Este, por sua vez, contribui para a amplificacio do fenomeno de
agregacdo (Hartwig e Burkalow, 1997). Esta cascata de sinais intracelulares ¢
denominada de sinalizagdo “inside-out”, e ¢ a responsavel pela conversio do
receptor allbB3 do estado de baixa afinidade para o de alta afinidade (Levy-Toledano,
1999). Os processos intracelulares “inside-out” regulam a ligacdo da glicoproteina ao seu
ligante e, assim, inicia-se a segunda etapa de sinalizagdo denominada “outside-in”,
importante para a firme adesdo plaquetaria, bem como para a estabilizacdo dos grandes
agregados de plaquetas (Peerschke, 1995). Desta maneira, podemos sugerir que o efeito
inibitério menor do LPS sobre a adesdo de plaquetas ativadas comparado a adesdo
espontanea deve-se ao fato que a trombina estaria induzindo a firme adesao de plaquetas
logo nos 15 min de permanéncia destes elementos a placa, enquanto que a ligagdo das
plaquetas ndo-ativadas ao fibrinogénio estaria entrando na fase inicial de adesao.

Nossos resultados mostram que também a incubagdo de plaquetas com LPS inibiu

a adesdo plaquetaria de maneira dependente da concentragdo, sugerindo que esta inibigao
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esteja ocorrendo através da ativagdo de receptor plaquetario especifico. Trabalhos
recentes mostraram que plaquetas possuem o receptor especifico para o LPS, o Toll-like
receptor-4 (Andonegui e col., 2005; Stahl e col., 2006).

De modo geral, a ativagdo plaquetéria resulta na mudanga de forma, libera¢dao dos
contetidos granulares, agregacdo e estabilizacdo do coagulo (Levy-Toledano, 1999). A
adesdo plaquetaria corresponde ao primeiro passo para o inicio do processo hemostatico,
sendo mediada por receptores de membrana, geralmente glicoproteinas, que medeiam a
interacao do meio extracelular com o meio intracelular.

A GPIIb/IIIa esta presente em maior quantidade em plaquetas ¢ a mais estudada, e
participa tanto dos processos de adesdo quanto de agregacdo. Esta glicoproteina é
responsavel pela ligacdo das plaquetas ao fibrinogénio, vWT, vitronectina e fibronectina.
Em plaquetas ndo-ativadas, o complexo GPIIb/Illa estd no estado de baixa afinidade,
incapaz de se ligar a ligantes soluveis, mas pode se ligar ao fibrinogénio e ao vWf
imobilizados (Savage e col., 1992; Shattil e col., 1994;Ginsberg e col., 1995; Shattil,
1999; Naik e Naik, 2003). Sabe-se que a GPIIb/Illa de plaquetas ativadas e nao-ativadas
apresenta afinidade especifica para diferentes por¢des do fibrinogénio, mas, em ambos os
casos, a interagdo do fibrinogénio com o seu receptor leva a adesdo plaquetdria
irreversivel; portanto, em ambos os estados de ativagdo, a GPIIb/Illa é capaz de se ligar
ao fibrinogénio imobilizado (Savage e Ruggeri, 1991).

Apos a adesdo plaqueta-parede vascular, as plaquetas agregam-se na camada
aderida para formar o plug hemostatico. Isso requer a ativacao plaquetaria, que envolve
uma mudanga conformacional no receptor allbpB3 na surpeficie das plaquetas (inside-
out), permitindo a ligacdo ao seu principal ligante, o fibrinogénio solavel plasmatico. Na
sequéncia, isto resulta em uma segunda sinalizagdo (outside-in), que leva a um
agrupamento deste receptor € uma reorganizacao do citoesqueleto plaquetario (Isenberg e
col., 1987; Shattil, 1999).

Baseado nisto, inferimos que a agregacao plaquetaria também poderia ser afetada
apos a incubacdo com LPS, pois o receptor responsavel pela adesdo de plaquetas ao
fibrinogénio, GPIIb/Illa, também ¢ o principal envolvido neste evento. Desta forma,
resolvemos investigar a agregacdo plaquetdria apos a incubagdo com LPS, utilizando a

trombina como agonista. Em concordancia com nossos resultados de adesao, a incubacdo

117



das plaquetas com LPS inibiu a agregac¢do plaquetiria promovida por trombina, de
maneira dependente do tempo. Nos tempos iniciais (5 e 15 min) ndo se observou
alteragOes significativas, ao passo que nos tempos mais tardios (60 e 120 min), a inibi¢ao
foi marcante, atingindo seu pico em 120 min, com inibi¢ao praticamente total (95%).

Ao se comparar as inibigdes de adesdo e de agregacdo em plaquetas estimuladas
com trombina causadas pelo LPS ¢é possivel se perceber um perfil semelhante, pois em
ambos os casos a relacdo com o tempo foi a mesma, embora a amplitude das respostas
tenham sido diferentes, com uma menor resposta inibitoria nos experimentos de adesao.

A andlise de nossos resultados de adesdo e de agregacdo plaquetdria indica que
esta resposta ¢ dependente do tempo de incubacdo das plaquetas com o LPS, sendo o
efeito maximo para adesdo observado em 60 min, enquanto para a agregagao foi em 120
min. Isto sugere que a inibi¢do da adesdo e da agregagdo plaquetaria pelo LPS poderia
estar relacionada a indugdo da expressao de substdncias com agdes antiplaquetarias.

Embora plaquetas ndo possuam DNA nuclear, o que ndo as permitiriam sintetizar
RNA mensageiro (RNAm) e proteinas, foi reportado ha mais de duas décadas que elas
retém o RNAm de megacariocitos (Booyse e Rafelson, 1967; Newman e col, 1988).
Recentemente, trabalhos vém mostrando de maneira convincente a capacidade das
plaquetas de sintetizar proteinas e citocinas, como IL-103, PAI-1, e fator tecidual (TF)
(Lindermann e col., 2001; Brogren e col., 2004; Panes e col., 2007). Esta sintese de
proteinas por plaquetas pode, dependendo de estimulo, produzir respostas positivas ou
negativas na sua ativag¢ao (Lindemann e col., 2001a; 2001b; Weyrich e col., 1998; Pabla e
col., 1999; Rosenwald e col., 2001). J4 estd bem estabelecido que o LPS pode induzir a
expressdo de varias proteinas, como a iNOS, heme oxigenase-1 (HO-1) e IL-20 (Sheu e
col., 1999; Hosoi e col., 2004; Malaguarnera e col., 2005). Desta forma, resolvemos
investigar o papel de proteinas neo-sintetizadas plaquetarias na resposta inibitoria
promovida pelo LPS, utilizando dois inibidores de sintese protéica bastante conhecidos, a
puromicina e a ciclohexamida. Entretanto, nossos resultados mostraram que a pré-
incubac¢dao de plaquetas com puromicina e ciclohexamida ndo foi capaz de alterar a
inibicao da adesdo espontanea ao fibrinogénio, sugerindo que a inibi¢do da adesao pelo

LPS nao envolve sintese de proteinas recém formadas.
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E curioso notar que a incubagio de plaquetas com puromicina e ciclohexamida
per se levou a inibi¢do da adesdo plaquetaria ao fibrinogénio. Na literatura ja foi
mostrado que a incubacao de plaquetas com inibidores de sintese protéica pode afetar sua
agregacdo, mas o mecanismo ndo ¢ claro. A incubagdo de plaquetas com puromicina e
emetina potencializou o efeito do colageno e reduziu o efeito do ADP e de adrenalina
(Rosenwald e col.,, 2001). Porém, ndo existem estudos mostrando o efeito destes
inibidores na adesao de plaquetas, limitando no momento qualquer discussdo mais
aprofundada sobre esse mecanismo.

Tem sido relatado que plaquetas sintetizam NO através da NOS endotelial (Mehta
e col., 1995; Chen e Mehta, 1996), sendo o NO um dos principais mediadores envolvidos
em respostas inibitérias plaquetarias, através da ativacdo da guanilato ciclase soluvel e
consequente aumentos dos niveis intracelulares de GMPc, que, por sua vez, estimula a
proteina quinase dependente de GMPc, diminuindo a disponibilidade de célcio (Schwarz
e col., 2001). A presenga de iNOS em plaquetas ainda ndo ¢é clara, embora alguns grupos
tenham mostrado a existéncia deste enzima em plaquetas (Lelchuk e col., 1992; Mehta e
col., 1995; Wallerath e col., 1997). Sheu e colaboradores verificaram que o LPS inibiu a
agregacdo plaquetdria induzida por diversos agonistas por mecanismo envolvendo
aumento intraplaquetario de GMPc, provavelmente pela ativacdo de uma iNOS (Sheu e
col.,, 1998; 1999). Dessa maneira, resolvemos investigar se a inibicdo da adesdo
plaquetaria pelo LPS seria devido a elevagdo dos niveis de GMPc. Nossos resultados
mostraram que a incubagdo de plaquetas com LPS ndo provocou alteragdes significativas
dos niveis GMPc intraplaquetarios, notadamente quando o SNP aumentou
marcantemente os niveis deste mensageiro, descartando, deste modo, a participacio deste
segundo mensageiro.

Outro importante nucleotideo envolvido na inibicdo da adesdo e da agregagdo
plaquetaria ¢ o AMPc. A prostaciclina (PGI,), quando adicionada a plaquetas promove
inibi¢do da adesdo via ativacdo da adenilil ciclase, com subsequente aumento dos niveis
intraplaquetarios de AMPc (Schwarz e col., 2001). Por isso, investigamos se este
nucleotideo estaria envolvido na inibi¢do plaquetaria em resposta ao LPS. Entretanto, a

incubagao prévia de plaquetas com LPS ndo afetou os niveis de AMPc, indicando que a
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inibicdo da adesdo plaquetdria induzida pela incubagdo com LPS ocorre de maneira
independente de aumentos intracelulares deste nucleotideo.

Trabalho prévio relacionando plaquetas e LPS mostrou que a incubagao de LPS
com plaquetas leva a geracdo de anion superdxido, possivelmente, pela ativagdo das
enzimas plaquetarias PKC e PI 3-K (Zieliski e col., 2001). Também foi demonstrado que
a adesdo de plaquetas as células endoteliais nas vénulas intestinais apos exposi¢ao ao
LPS ¢ mediada pelo anion superoxido, visto que a SOD reverte esta resposta (Cerwinka e
col., 2002b). Entretanto, os efeitos das espécies reativas de oxigénio em plaquetas ainda
sdo controversos. Recente trabalho publicado por nosso grupo mostrou que a incubagdo
de plaquetas com SNP causa inibi¢do da adesdo de plaquetas ao fibrinogénio, por
mecanismos dependentes e independentes de GMPc, sendo a formagdao de anion
superoxido um importante passo para esta resposta (Marcondes e col., 2006). Desta
forma, resolvemos verificar o efeito da pré-incubagdo com SOD ou PEG-SOD (molécula
permeavel) na inibicdo da adesdo plaquetdria causada pelo LPS. Nossos resultados
mostraram de forma clara que a pré-incubacao de plaquetas com SOD ou PEG-SOD nao
foi capaz de alterar a resposta inibitoria provocada pelo LPS na adesdo de plaquetas ao
fibrinogénio, indicando que a inibi¢do na adesdo causada pelo LPS nao esta relacionada
com aumento na geragao de anion superoxido.

Passamos entdo a verificar a participacdo de outras espécies reativas de oxigénio.
Nassem e col. (1996) demonstraram que o H,O, inibe a agregacdo de plaquetas ao
colageno; além disso, observaram que a resposta inibitoria da agrega¢do mediada por NO
e S-nitrosotidis ¢ potencializada pela adigdo concomitante de H,O,, por um mecanismo
envolvendo geragdo de GMPc. Trabalho recente com plaquetas ex vivo de ratos tratados
com LPS mostrou diminui¢do da agrega¢do, de maneira dose-dependente, sendo que a
adi¢do de catalase atenuou esta resposta (Dong e col., 2005). Embora os reais efeitos
gerados pelo H,O, em plaquetas ainda ndo sejam claros, alguns trabalhos apontam para
uma atividade pro-agregante plaquetaria apds exposicdo ao H,O, e aumento da
concentracdo intracelular de calcio (Redondo e col., 2004a, b; 2005). Buscando elucidar a
participagdo do H»O, nas respostas inibitorias em plaquetas promovidas pelo LPS,
utilizamos como ferramenta a PEG-Catalase (300 e 1000 U/ml), que decompde esta

espécie reativa de oxigénio em agua e oxigénio. Além disso, esta substancia pode
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atravessar a membra celular agindo no espaco intracelular. Nossos resultados com LPS
mostraram que a resposta inibitoria promovida por LPS nao envolve a produgdo de H,0O,,
pois a PEG-Catalase, em ambas as concentracdes, foi incapaz de alterar
significativamente esta resposta.

A mobilizagdo intracelular de cdlcio ¢ importante para os processos de ativagdo
plaquetarios, participando de diversos eventos. Como exemplo, podemos citar a ativagao
da GPIIb/IIIa por diversos agonistas, passando de seu estagio de baixa afinidade para o
de alta afinidade (“inside-out”), possibilitando dessa maneira uma firme adesdo. Como
citado anteriormente, a interacdo da trombina com seu receptor leva a ativagdo da
fosfolipase C, PI 3-quinase, e consequentemente ao aumento da concentracao intracelular
de Ca™, ativacdo de uma série de enzimas dependentes de calcio e inibi¢do da formagao
de AMPc. Isto gera mudanca da forma plaquetéria, secrecdo dos granulos, adesdo e
agregacao (Brass, 2003). Por isso, resolvemos investigar se a mobilizacdo intracelular de
calcio plaquetaria seria afetada pela incubagdo com LPS. Para tanto, utilizamos uma
técnica classica, marcando plaquetas com Fura 2-AM (Pollock e Rink, 1986; Donato e
col., 1996; Lopez e col., 2006). Escolhemos a trombina como estimulo para mobiliza¢dao
intracelular de célcio pois foi o agonista utilizado aos ensaios de adesdo plaquetaria. Em
concordancia com nossos resultados de inibi¢ao plaquetaria, a mobilizacdo total de célcio
promovida pela trombina estd reduzida significativamente apds a incubacdo com LPS.
Entretanto, esta incubacao ndo afetou a mobilizagdo intracelular de célcio, sugerindo que
o LPS afeta o influxo de célcio sem alterar a mobilizagdo. A partir destes dados
sugerimos que o LPS impede o transporte de céalcio do meio extracelular para o meio
intracelular (esta seria a principal fonte de entrada deste cation), ndo afetando a liberagao
de célcio por parte do reticulo endoplasmatico (mobilizacdo intracelular). Como um
aumento na concentracdo intracelular de calcio em plaquetas estd intimamente
relacionado a sua ativacdo, este nosso resultado estd em concordancia com a inibicao da
adesdo e da agregacao provocada pelo LPS, esclarecendo em parte o0 mecanismo de agao
desta endotoxina.

A andlise conjuta dos resultados obtidos nos testes de adesao, agregacao e influxo
intracelular de célcio plaquetarios nos permitiu supor que a resposta inibitoria promovida

pelo LPS envolveria a GPIIb/II1a, que ndo estaria conseguindo uma ligacdo adequada ao

121



fibrinogénio. Isso poderia ser consequéncia da diminui¢do na disponibilidade intracelular
de calcio, conforme mostrado em nossos experimentos com o Fura-2. Desta forma, nao
haveria uma ativagdo completa deste receptor, pois como supracitado, um dos principais
mecanismos envolvidos na sinalizacdo inside-out ¢ o aumento na concentracao
intracelular de calcio. Por isso, resolvemos investigar a expressdo de GPIIb/Illa ativada
em plaquetas apds a incubagdo com LPS, utilizando um protocolo de citometria de fluxo
com o anticorpo PAC-1, especifico para este receptor em sua forma ativada. O PAC-1 ¢
uma IgM imunuglobulina-k pentamérica que se liga preferencialmente a plaquetas
ativadas. O PAC-1 se liga minimamente a plaquetas ndo estimuladas, mas, quando as
plaquetas sdo ativadas pela adicdo de ADP, adrenalina ou trombina ocorre um intenso
aumento na ligagdo do PAC-1. Na auséncia de agonistas, o PAC-1 ndo causa agregacao
plaquetaria (Shattil e col., 1985). De fato, em nossos experimentos, ap6s a adicao de
trombina houve um aumento marcante na expressao desta glicoproteina. Por outro lado, a
ativacdo da GPIIb/Illa ndo foi modificada apds a incubagdo com LPS. Entretanto, ndo
podemos descartar a possibilidade que a capacidade de ligagdo ao fibrinogénio por este
receptor esteja comprometida, pois a estrutura pentamérica do PAC-1 permite que este se
ligue a mais de um sitio a0 mesmo tempo, diferentemente do fibrinogénio, que possui um
unico sitio de ligagdo. Neste caso, poderia haver um comprometimento somente no sitio
de ligagdo especifico ao fibrinogénio (Shattil e col., 1985).

Em resumo, nossos dados nos permitem afirmar que a exposi¢ao de plaquetas ao
LPS leva a inibicdo da adesdo e da agregagdo, de maneira independente de aumentos nas
concentragdes dos nucleotideos ciclicos (AMPc e GMPc), da formagdo de proteinas
neosintetizadas e de espécies reativas de oxigénio (anion superdxido e perdxido de
hidrogénio). A inibi¢do da fun¢do plaquetdria pelo LPS envolveria diminuicdo da
disponibilidade intracelular de calcio, afetando somente o influxo de célcio, sem
modificar a mobilizagdo intracelular. Além disso, o LPS nao afetou a ativagdo da

GPIIb/IIIa de seu estado de baixa afinidade para o de alta afinidade.
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4.2. Enterotoxinas estafilococicas

Nosso trabalho mostrou pela primeira vez que as enterotoxinas estafilococicas
SEA e SEB exercem efeito inibitorio significativo sobre a adesdo de plaquetas humanas a
placas recobertas com fibrinogénio, por um mecanismo que envolveria parcialmente a
produgdo de H,0,.

Existe na literatura um crescente numero de trabalhos evidenciando que
plaquetas estariam envolvidas na sepsis, contribuindo para a gravidade dos sintomas e
prejudicando a progndstico de recuperagdo (Klinger 1997; Yeaman 1997). Portanto,
estudos visando a maior compreensdo dos efeitos de bactérias e produtos de bactérias,
como as toxinas estafilocdcicas na fungdo plaquetaria sdo de grande valia. Estudo prévio
mostrou que o 4cido lipoteicdico produzido por Staphylococcus aureus reduz a agregacao
plaquetaria induzida por varios agonistas como trombina e coldgeno (Sheu e col.,
2000a,b). Recente trabalho mostrou que a prévia incubacao (30 a 90 min) de plaquetas
humanas com SEB inibiu a agregacdo plaquetaria induzida por trombina (Tran e col.,
2006). Entretanto, nenhum estudo avaliou as enterotoxinas estafilocdcicas na adesao de
plaquetas humanas.

Em nossos estudos, a pré-incubagdo (5 a 120 min) de plaquetas humanas com
SEA (0,01 pg — 1 pg/ml) ou SEB (0,0001 — 30 pg/ml) causou efeito inibitoério nao
citotoxico, tanto sobre a adesao espontanea quanto sobre a adesao ativada por trombina.
Entretanto, o efeito inibitério da SEA ou SEB sobre a adesdo de plaquetas ativadas foi
menor do que aquele observado na adesdo espontanea. Desta maneira, sugerimos que o
efeito inibitorio menor da SEA (ou SEB) em plaquetas ativadas (comparado a adesdo
espontanea) deve-se ao fato que a trombina estaria induzindo a mudanga do estado de
ativacao da GPIIb/IlIa, do estado de baixa afinidade para o de alta afinidade. Além disso,
a ativacdo pela trombina levaria a liberagdo de outros ativadores plaquetarios como o
TXA; e o ADP (Savage e col., 1992; Brass, 2003). Baeado nestas evidéncias experientos
adicionais foram realizados na tentativa de identificar o mecanismo pelo que a SEA e
SEB inibem a adesao de plaquetas humanas.

Portanto, nds inicialmente hipotetizamos que a inibicdo da adesdo plaquetdria
observada em nossos experimentos com as enterotoxinas estafilocdcicas seria devido a

proteinas neosintetizadas (incluindo citocinas) apartir do RNAm plaquetidrio com
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propriedades inibitorias em plaquetas. Em nossos estudos, a puromicina ndo afetou a
inibi¢do da adesdo plaquetaria pela SEB, indicando que a neosintese de proteinas nao
explica a resposta inibitoria de SEB.

J& estd bem estabelecido que o 6xido nitrico (NO) tem um importante papel em
inibir as fung¢des plaquetarias por mecanismos envolvendo a ativagao de guanilato ciclase
solivel e portanto acimulo do segundo mensageiro GMPc que leva a ativacdo da
proteina quinase dependente de GMPc (PKG) (Schwarz e col., 2001). Estudos prévios
reportaram que a SEB aumenta o influxo de neutréfilos e a permeabilidade vascular em
camundongos por mecanismo dependente de NO (Franco-Penteado e col., 2001a e
2001b). Entretanto, a pré-incubacido de plaquetas com SEA ou SEB ndo aumentou o
conteudo de GMPc acima de niveis basais em condi¢des em que o doador de NO (SNP)
elevou significativamente estes niveis, descartando, portanto, o envolvimento do GMPc
na resposta inibitoria plaquetaria das enterotoxinas estafilococicas. Além disso, nossos
dados mostraram que a pré-incubacdo com SEA ou SEB falhou em aumentar
significativamente os niveis de AMPc (em condig¢des que o ativador de adenilato ciclase,
iloprost, marcadamente aumentou este niveis), reiterando que nucleotideos ciclicos nao
participam das acdes inibitorias destas toxinas.

Trabalho prévio mostrou que a administracdo in vivo de SEB gera uma grande
quantidade de espécies reativas de oxigénio (ROS), incluindo O,’, que poderia estar
envolvido na patogénese da pneumonia induzida por SEB em camundongos (Miyakawa e
col., 2002). Além disso, n6s haviamos mostrado que o SNP inibe a adesdo plaquetaria em
placas recobertas com fibrinogénio via producdo de O,’, um efeito parcialmente revertido
pela adicdo do sequestrador de anion superoxido, SOD (Marcondes e col., 2006).
Todavia, nem a SOD ou a PEG-SOD afetou a inibicido da SEB sobre a adesdo de
plaquetas humanas, indicando que O, ndo tem um significante papel nesta resposta. O
H,0O, ¢ outra espécie reativa de oxigénio envolvida na inibi¢do da agregacdo plaquetaria
induzida por coldgeno (Nassem e col., 1996). Existem crescentes evidéncias mostrando
que H,O, pode ser gerado por outras fontes além da via xantina oxidase/superdxido
dismutase. Assim sendo, recentes estudos tem envolvido mitocondria como uma fonte de
ROS (principalmente H,O,) responsavel por mediar a dilatagdo induzida pelo fluxo em

artérias coronarianas (Liu e col., 2003), ¢ a comunicag¢do intercelular em células da
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musculatura lisa vascular submetida a estiramento (Ali e col., 2006). Além disso, a
inibi¢do da agregacdo plaquetdria em resposta ao NO e S-nitrosoglutathiona foi
fortemente aumentada pelo H,O, (Nassem e col.,, 1996). Recentemente, um estudo
usando plaquetas ex-vivo de ratos tratados com LPS mostrou uma reducdo da agregacao
plquetéria, que foi atenuada pela catalase (Dong e col., 2005). Em nossos estudos, a
resposta inibitoria da SEB na ades@o de plaquetas foi significativamente revertida pelo
pré-tratamento com PEG-catalase, indicando que elevagao dos niveis H,O, contribui para
a atividade inibitoria das enterotoxinas. Entretanto, mecanismos adicionais podem estar
envolvidos, pois a resposta inibitoria ndo ¢ totalmente revertida pela adicdo de PEG-
catalase.

Até o momento, as ag¢des do H,O, em plaquetas ndo estdo inteiramente
conhecidas. Sabetkar e col associaram a presenca de H,O, com aumento da fosforilagdo
da fosfoproteina estimulante vasodilatadora (VASP), que pode ser um sitio de ag¢do desta
espécie reativa de oxigénio (Sabetkar e col., 2001). A exata fungdo da VASP continua
desconhecida (Halbrugge e col., 1992; Nolte e col., 1994), mas a fosforilagdo desta
proteina pode bloquear sua interacdo com proteinas de adesdo e proteinas de ligacdo a
actina, assim como sua direta interagdo com a actina via dominios C-terminais da VASP
(Huttelmaier e col., 1999). Isto tem sido considerado um importante mecanismo
envolvido no rearranjo do citoesqueleto plaquetario durante o ‘“shape change” e
subsequente agregacgao (Sabetkar e col., 2001).

Em suma, nosso presente estudo mostra que a SEA e SEB inibem in vitro a
adesdo espontdnea e adesdo induzida por trombina de plaquetas humanas, por
mecanismos envolvendo aumento intracelular dos niveis de H,O, e possivelmente

fosforilagao da VASP.
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5. SUMARIO E CONCLUSOES
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ii.

Os resultados apresentados neste estudo nos permitem concluir que:

A exposi¢do de plaquetas humanas ao LPS inibe a adesdo e agregagao
plaquetaria, dose- e tempo-dependentes, inibindo o influxo externo de célcio.
A incubacdo com SEA ou SEB inibe a adesdo de plaquetas ao fibrinogénio,

por um mecanismo envolvendo a formagao de peréxido de hidrogénio.
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