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Resumo

A sepse ¢ ainda causa de muitos 6bitos em hospitais do mundo todo. A gravidade da sepse esté
relacionada ao estado de ativacdo de plaquetas. Trabalho prévio do nosso grupo mostrou que o
tratamento de ratos com lipopolissacarideo (LPS) leva a inibicdo da agregagdo plaquetaria e aumento
da formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) via NADPH oxidase. Entretanto, o efeito
inibitério do LPS na agregacdo nao ¢ dependente da liberagdo de EROs. Portanto, o objetivo do
presente trabalho foi investigar as vias de sinalizacdo envolvidas na inibi¢do da agregacdo e na
ativagdo da NADPH oxidase em plaquetas de ratos tratados com LPS. Para tanto, ratos Wistar machos
foram injetados com LPS (1 mg/kg, i.p.) e apods 6h ou 48h o sangue foi coletado. A agregacao
plaquetaria foi induzida por ADP (10 uM) na auséncia e na presenca de diferentes inibidores
enzimaticos. A formagdo de EROs em plaquetas foi determinada por citometria de fluxo utilizando a
sonda fluorescente DCFH-DA e a concentragdo intraplaquetaria de GMPc por imunoensaio. Também
foram realizados ensaios de western blotting para a andlise da ativacdo das enzimas c-Src, AKT e
NADPH oxidase, bem como para a deteccdo de proteinas contendo residuos de nitrotirosina. A
analise do western blotting mostrou que a fosforilacdo da c-Src quinase no residuo Tyr 416, que
indica ativacdo da enzima, foi semelhante em plaquetas de ratos injetados com salina ou LPS em 6h
ou 48h. Além disso, a inibicdo de Src com PP2 (10 uM) ndo modificou a agregagdo plaquetaria de
ratos tratados com LPS. Nos verificamos que a inibicdo da agregagdao foi acompanhada por um
aumento significativo dos niveis de GMPc, bem como da nitragdo de proteinas, em plaquetas de ratos
6h ou 48h apos o tratamento com LPS. A incubagdo das plaquetas com o sequestrador de peroxinitrito
-(-) epigalocatequina gallato (10 uM) aumentou significativamente a agregacdo de ratos injetados
com LPS em 48h, mas ndo alterou a agregagdao em 6h. Entretanto, a inibicao da agregacao plaquetaria
em ratos tratados com LPS em 6h foi revertida pelo inibidor da enzima guanilil ciclase ODQ (25 uM)
ou pelo inibidor de PKG Rp-8-Br (25 uM). De forma semelhante, o inibidor ndo seletivo de PKC
GF109203X (10 uM) reverteu o efeito inibitério do LPS em 6h na agregacao e reduziu os niveis de
GMPc em plaquetas. Nos mostramos que a fosforilagdo da AKT no residuo Thr308 foi
significativamente maior em plaquetas de ratos tratados com LPS quando comparado com ratos
injetados com salina. A incubacdo das plaquetas de ratos tratados com LPS com o inibidor de PI3K

wortmannin (100 nM) nido modificou a agrega¢do. Entretanto, o inibidor da AKT PPI-1 (20 uM)

Xvii



aumentou a agregacdo para niveis semelhantes aos observados nos ratos injetados com salina. A
agregacdo plaquetaria de ratos 48h apos o tratamento com LPS nao foi afetada por nenhum dos
inibidores enzimaticos utilizados neste trabalho. O aumento da geracdo de EROs em plaquetas de
ratos tratados com LPS em 6h ou 48h foi acompanhado pelo aumento significativo da fosforilagdo do
residuo Ser345 na subunidade p47-phox da NADPH oxidase. A incubagdo de plaquetas de ratos
tratados com LPS com GF109203X inibiu a fosforilacdo da p47-phox bem como reduziu a geragao de
EROS. A producao aumentada de EROs em plaquetas de ratos tratados com LPS em 6h também foi
reduzida em 42% por PP2. A inibi¢do de PI3K ou AKT ndo modificou a producdo de EROS em
plaquetas de ratos tratados com LPS. A incubagdo de plaquetas com ODQ ou com Rp-8-Br (5uM)
reduziu significativamente a producao de EROS somente em plaquetas de ratos 48h apds o tratamento
com LPS. Portanto, no presente trabalho podemos concluir que a inibi¢do da agregagdo plaquetaria
observada 6h apo6s a injecdo de LPS ¢ mediada pela via NO/GMPc/PKG e também ¢ modulada pela
PKC e AKT, enquanto que, o efeito inibitério do LPS em 48h ¢ essencialmente dependente da
formagdo de peroxinitrito. A produ¢do aumentada de EROs em plaquetas de ratos tratados com LPS
envolve a fosforilacdo da subunidade p47-phox da NADPH oxidase pela PKC. Além da PKC, sao
importantes no aumento da liberacdo de EROs em plaquetas a Src em 6h e a via GMPc/PKG em 48h
apos a injecao de LPS.
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Abstract

Sepsis is still a cause of high mortality in hospitals all over the world and its severity is
directly related to platelet activity. A previous work of our group showed that the treatment of rats
with lipopolysaccharide (LPS) inhibited platelet aggregation and also increased reactive oxygen
species (ROS) production which was mediated especially by NADPH oxidase. However, the
inhibitory effect of LPS on platelet aggregation is independent of ROS formation. Therefore, in the
present work we investigated the signaling pathways involved in the aggregation inhibition as well as
in the increased ROS formation in platelets of LPS-treated rats. Male Wistar rats were injected with
LPS (1 mg/kg, i.p.) and blood was collected after 6h or 48h. Platelet aggregation was induced by
ADP (10 uM) in the absence or in the presence of different enzymatic inhibitors. ROS formation in
platelets was determined through flow cytometry using 2°,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCFH-
DA) and cGMP intraplatelet levels by enzyme immunoassay kit. Western blotting assays were carried
out to analyze AKT and NADPH oxidase activation and the presence of nitrated proteins in platelets.
In the present work, we observed that the inhibition of aggregation was accompanied by a significant
increase of cGMP levels as well as protein nitration in platelets of LPS-treated rats. Incubation of
platelets with the peroxynitrite scavenger -(-) epigallocatechingallate (10 pM) significantly increased
aggregation of LPS-treated rats at 48h, but did not modify it at 6h. However, the inhibitory effect of
LPS at 6h on platelet aggregation was reversed by the guanylyl cyclase (sGC) inhibitor ODQ (25 uM)
or by the PKG inhibitor Rp-8-Br (25 uM). Likewise, the PKC inhibitor GF109203X (10 uM)
reversed the inhibition of aggregation and the increased cGMP levels in platelets of LPS-treated rats
at 6h. We demonstrated that AKT phosphorylation at Thr308 was significantly higher in platelets of
LPS-injected rats than in the saline group. The AKT inhibitor PPI-1 (20 uM) increased platelet
aggregation of rats 6h after LPS-injection to the levels comparable to the saline group, despite of the
PI3K inhibitor wortmannin (100 nM) has had no effect. Platelet aggregation of rats 48h after LPS
injection was not affected by any enzymatic inhibitors used in this work. Increased ROS formation in
platelets of LPS injected rats at 6h or 48h was followed by a marked increase of the NADPH oxidase
subunit p47-phox phosphorylation at Ser345. Incubation of platelets of LPS-injected rats with
GF109203X inhibited the p47-phox phosphorylation as well as ROS generation. The increased ROS

production in platelets of rats 6h after LPS-injection was reduced 42% by PP2. Inhibition of both
XiX



PI3K and AKT did not change ROS production in platelets of LPS-injected rats. Incubation of either
ODQ or Rp-8-Br (5 uM) reduced significantly the ROS production just in platelets of rats 48h after
LPS-injection. Therefore, our results show that the inhibition of ADP-induced platelet aggregation of
rats 6h after LPS injection is mediated by NO/cGMP/PKG-dependent mechanisms, and PKC and
AKT probably act upstream upregulating this pathway. On the other hand, the inhibitory effect of
LPS at 48h on platelet aggregation is essentially dependent on ONOO™ production. In addition, our
results show that the augmented ROS production in platelets of LPS-treated rats is mediated by PKC-
dependent phosphorylation of p47-phox. Besides PKC, the increased ROS formation in platelets is
also modulated by Src at 6h after LPS injection, while NO/cGMP/PKG pathway takes part of this
effect at 48h.
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1. Introducao

1.1 Plaquetas

As plaquetas s3o fragmentos anucleados de megacariocitos da medula dssea e apresentam
tempo de vida de aproximadamente 10 dias. Apesar de anucleadas, as plaquetas sdo células bastante
organizadas e ricas em diferentes organelas, como mitocondrias viaveis, sistema tubular denso e trés
tipos de granulos morfologicamente diferentes que estocam diferentes tipos de constituintes: os
granulos alfa, os granulos densos e os lisossomas (Rendu e Brohard-Bohn, 2001)

Os granulos densos estocam ions bivalentes e moléculas pequenas ndo protéicas, como o
difosfato de adenosina (ADP), o trifosfato de adenosina (ATP), serotonina e pirofosfato, que sao
secretadas para recrutar outras plaquetas e exercem fungdes centrais na amplificagdo da ativacao e
agregacao plaquetaria, assim como na modulagdo do endotélio vascular e da fungdo leucocitaria. Os
granulos alfa contém moléculas de adesdo importantes para as interagdes da plaqueta e outras
plaquetas, células sangiiineas e tecidos e substancias inflamatdrias. Contém ainda fatores mitogénicos,
proteinas plasmaticas e fatores relevantes para a coagulacdo e fibrindlise. Os granulos lisossdmicos
contém glicosidases, proteases e proteinas catidnicas com atividade bactericida. As enzimas
hidroliticas liberadas digerem material dos agregados plaquetarios circulantes. As plaquetas
apresentam um complexo citoesqueleto, consistindo de microtibulos que exerce importante papel na
ativacdo plaquetaria, secrecdo granular e na retracdo do codgulo. Na circulagdo, as plaquetas sdo
reativas a varios estimulos e liberam o material contido em seus granulos. Essa reacdo de secregdo ¢
um passo importante na hemostase primaria. A energia o Ca™ necessaria para a reatividade
plaquetaria ¢ fornecida pela mitocondria e pelo sistema tubular denso (Rendu e Brohard-Bohn, 2001).

De forma geral, o inicio da ativagdo plaquetdria se da pela ligacdo do agonista ao receptor
especifico. A maior parte dos receptores estdo acoplados as proteinas G (GPCRs) que tém a fungao de
amplificar o sinal inicial dado pelos ligantes. Plaquetas humanas expressam dez membros das familias
Gs, Gi, Gq e Gj,. Um membro da familia Gs, quatro da familia Gi (G;j;, Gip, Gi3 € Gz), trés da familia
Gq (Gq, Gi1 e Gip) e dois membros da familia G, (G2 € Gi3). A partir da Gq, ocorre a sinalizagao
inicial pela ativacdo da fosfolipase C (PLC), sendo que a ativagdo depende de agonistas. A PCL
hidrolisa fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP,) presente na membrana gerando os segundos

mensageiros, trifosfato-1,4,5-inositol (IP;) e diacilglicerol (DAG). O DAG ¢ responsavel por ativar a
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PKC, enquanto o IP; leva a liberagio de Ca™ do sistema tubular denso. O Ca'” ativa a quinase da
miosina de cadeia leve (MLCK) que através da fosforilagdo da miosina promove a interseccao
actina/miosina que leva a mudanga de forma plaquetaria. (Klages et al. 1999; Offermanns
2001;Shattil et al, 2010).

As proteinas Gs e Gi levam a ativacdo e a inibicdo, respectivamente, da enzima adenil ciclase
responsavel pela metabolizacdo do ATP em AMPc. O AMPc ¢ um importante segundo mensageiro,
que em plaquetas inibe a liberagdo de Ca' do sistema tubular denso levando a inibi¢do da ativagdo
plaquetaria (Murata et al. 1997; Yang et al. 2002).

Os eventos intracelulares que ocorrem apos a interagdo do agonista ao seu receptor
caracterizam a sinalizagdo inside-out, a qual ¢ finalizada com a ativagao do receptor de fibrinogénio, a
integrina allbP3. Apds a ligagdo do fibrinogénio ao seu receptor, inicia-se a segunda fase de ativagdo
plaquetaria denominada sinalizacdo outside-in, importante para a estabilizacdo do agregado
plaquetario (Prevost et al. 2007; Shattil 2009; Stegner and Nieswandt 2011; Wu et al., 2000). Um dos
primeiros eventos que ocorre apos a ativagao da integrina IIbB3 ¢ a ativagdo da enzima c-Src. A c-Src
¢ uma tirosina quinase pertencente a Src. Em plaquetas ja foram descritas a presenca de cinco enzimas
da familia Src: a c-Src, Fyn, Lyn, Lck e Yes (Wong, et al., 1992, Liebenhoff, et al., 1993, 1994, Clark
and Brugge, 1993, Ichinohe et al., 1995; Boylan et al. 2008; Law et al. 1999a, b). A fosforilagao do
residuo de tirosina 530 da c-Src humana (em camundongos o residuo 527) tem efeito regulatorio,
inibindo sua propria atividade enzimatica (Cooper et al., 1986, Cooper and King, 1996). A maior
parte das moléculas de c-Src quinase em plaquetas em repouso, ou plaquetas ndo ativadas, esta
fosforilada na tirosina 530, cuja fosforilagdo € atribuida a acdo da enzima Csk (Okada and Nakagawa,
1989, Okada et al., 1991, Nada et al., 1991). Quando as plaquetas sdo estimuladas, a c-Src tem seu
residuo 530 desfosforilado por fosfatases, levando a ativacao da enzima (Falet et al., 1996, Somani et
al., 1997). A desfosforilagao da tirosina 530 permite que a c-Src se autofosforile no residuo de tirosina
418, causando um aumento da atividade desta enzima (Falet et al., 1996, Somani et al., 1997).

As plaquetas sdo ativadas por diferentes agonistas como coldgeno, trombina, TXA, e pelo
ADP. Estudos de agregacdo ex vivo mostraram que todos os agonistas plaquetarios sdo dependentes
da liberagdo de ADP, promovendo a agregacdo maxima. As plaquetas de humanos e de ratos
expressam dois GPCRs para ADP: Gq acoplado ao receptor P2Y; e Gi acoplado ao receptor P2Y,.
Uma o6tima ativagdo das plaquetas pelo ADP requer ativagdo de ambos receptores. Quando o P2Y1 ¢

bloqueado ou deletado, o ADP ainda é capaz de inibir a formacdo do AMPc, mas a liberagdo de Ca’?,
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mudanca de forma e agregacdo sdo muito prejudicadas (Offermanns et al. 1997). Ja estd bem
estabelecido que a proteina Gi esta associada a inibi¢do da formagdo de AMPc, entretanto ela também
leva a ativacao da fosfatiditil inositol 3 quinase (PI3K), de membros da familia Src e Rap1b (Dorsam
et al. 2002; Lova et al. 2002; Woulfe et al. 2002,2004).

A PI3K fosforila PI-4-P e PI-4,5-P, produzindo PI-3,4-P, e PI-3.,4,5-P;. Em plaquetas humanas,
ha a expressdo das isoformas a, 3, v e & da PI3K e cada uma apresenta uma subunidade catalitica e
uma subunidade regulatéria. Estudos mostram que a PI3K esta envolvida na sinalizagdo por parte da
Gi assim como da Gq e envolve a ativagdo da serina/treonina quinase, Akt (Woulfe et al. 2004) e
Rap-1b (Jackson et al. 2005). A delecdo da PI3Ka reduz a agregacao (Hirsch et al. 2001) enquanto
que a da PI3KP compromete a ativagao da Raplb e a formag¢ao do trombo in vivo (Jackson et al.
2005).

Ha trés diferentes isoformas de Akt identificadas em humanos que apresentam mais que 80% de
homologia e sdo nomeadas Aktl (PKBa), Akt2 (PKBp), and Akt3 (PKBy¥) (Jones et al, 1991). A
translocacao da Akt da membrana celular e a fosforilacdo da Thr 308 e da Ser 473 sdo requeridas para
sua a atividade (Barragén et al, 2006). A Akt ¢ ativada por varios agonistas incluindo fator de
crescimento derivado de plaquetas, fator de crescimento epidermal, insulina, fator de crescimento do
nervo (NGF), U46619 (analogo do tromboxano), convulxina e trombina (Kroner et al, 2000; Berry et
al, 2002; Cho et al, 2022). A inibi¢do da PI3K inibe a ativagdo da Akt (Burgering and Coffer, 1995)
indicando que a PI3K ¢ um regulador da Akt. A Akt, além de ser ativada pela PI3K, pode ainda ser
ativada pela PKC, via fosforilagdo da Serd473 e Thr308(Kroner et al, 2000; Barragan et al, 2006). A
maior parte da Akt expressa em plaquetas ¢ a isoforma Akt2, mas a Aktl e Akt3 também estdo
presentes (O’Brien et al. 2011). Todas as trés contribuem para a ativagao plaquetaria. A delecdo do
gene para Aktl, ou Akt2 ou Akt3 inibe a secre¢do, agregacao e estabilizagdo do trombo (Chen et al.
2004; O’Brien et al. 2011; Woulfe et al. 2004; Chen et al. 2005).

Outra importante enzima envolvida na modulacdo da atividade plaquetaria ¢ a PKC. A PKC ¢
uma das trés principais serina-treonina quinases. Ela esta envolvida em eventos de transducdo de
sinais, respondendo a estimulos especificos hormonais, neuronais e de fatores de crescimento. A
familia PKC inclui 12 isofromas (a, a, BI, BIL, o, €, v, 1, , K, 0, {), classificadas em convencional e
original (cPKC e nPKC, respectivamente). Ambas sdo calcio-dependentes, ativadas pela fosfatidil-
serina e pelo DAG. Além dessas ha a PKC atipica (aPKC) que ¢ calcio-dependentes e ativada pela

fosfatidil-serina mas ndo requerem o DAG para ativagdo. Essas isoformas sdo distribuidas em varios
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tecidos, apresentando diferencas de acordo com sua localizacao (Newton et al, 1995). Estudos iniciais
mostraram que a utilizagdo de inibidores ndo seletivos para os membros da familia PKC inibe ou
abole a ativagdo plaquetaria incluindo secrecdo de granulos e agregagdo (Watson e Hambleton, 1989;
Atkinson et al, 2001; Gresele et al, 2002). As enzimas da familia PKC também modulam a entrada de
Ca™? (Rosado e Sage, 2000; Streh t al, 2007), a sinalizagdo outside-in (Soriane et al, 2006;

Buensuceso et al; 2005 ), a ativagdo da integrina allbB3 (Buensuceso et al; 2005) e adesdao das
plaquetas na matriz extracelular ou em células (Haimovich et al, 1996).
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1.2 Septicemia e Lipopolissacarideo

Um dos problemas mais freqiientes e mais sérios com que os clinicos se deparam ¢ o controle
das infecgdes que provocam uma resposta inflamatoria sist€émica denominada septicemia (Aratjo,
2005).

Estudos realizados em 75 UTIs do Brasil com uma amostra de 3.128 pacientes mostrou a sepse
com uma incidéncia de 16,7% e mortalidade de 46,6%, ou seja, cerca da metade das pessoas
morreram por este mal. Estes resultados sdo superiores aos relatados nas publicagdes europeias e
norte-americanas que sao considerados locais que possuem uma das melhores assisténcias curativas
(Sales et al, 2006). Normalmente a sepse ¢ causada por uma infec¢ao bacteriana, mas também pode
ser causada por outros microorganismos como virus e fungos (Bochud e Calantra, 2003). De modo
geral, a sepse caracteriza-se por uma diminui¢do da atividade cardiocirculatéria resultante da
liberagdo descontrolada de cininas, prostaglandinas, citocinas e 6xido nitrico (NO) e, além disso,
ocorre também a reducdo simultdnea do débito cardiaco. A diminui¢do da pressdo arterial e da
perfusdo tecidual juntamente com a reacdo inflamatoria acaba gerando danos funcionais nos sistemas
renal, hepatico e pulmonar, que podem culminar na disfungdo multipla de 6rgaos (Brandtzaeg, 1996).

As bactérias gram-negativas mais comuns presentes na sepse severa € no choque séptico sao a

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e espécies de Klebsiella que desencadeiam a maior parte
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de seus efeitos através do lipopolissacaride (LPS) presente na parede desses organismos (Bochud e
Calantra, 2003).

O LPS pode ativar muitos tipos de células, incluindo leucdcitos polimorfonucleares,
monocitos, macrofagos, células endoteliais e plaquetas (Perera, 2001; Sabroe et al, 2002; Zeuke et al,
2002; Andonegui, 2005). O mecanismo molecular de ativagdo se da pela ligacdo do LPS a molécula
CD14 presente em macréfagos, monocitos, neutréfilos e plaquetas a qual pode ser facilitada pela
proteina ligante de LPS (LBP) (Amura et al, 1998; Ibeagha-Awemu, 2008). Uma vez que a molécula
CD14 nao possui dominio transmembrana a sinalizagdo intracelular se d4 através do receptor TLR
(toll-like receptor), uma glicoproteina transmembrana expressa em leucocitos, linfocitos, endotélio
vascular e plaquetas (Andonegui at al, 2005; Jayachandran et all, 2007). Até agora, 11 membros da
familia TLR foram identificados em humanos e 13 em ratos (Imgemex, 2009). O TLR4 ¢ responsavel
pelo reconhecimento da maioria das bactérias gram-negativas. O complexo CDI14/TLR leva a
ativagdo do fator nuclear kB (NF-xB) através de uma cascata de fosforilagcdes desencadeada por uma
familia de quinases denominada proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) (Jean-Baptiste,
2007). A ativagdo do NF-«B estd envolvida na ativacdo de inimeros genes inflamatorios que
codificam proteinas como citocinas, quimiocinas e enzimas (Heuman e Roger, 2002).

O evento que ocorre mais precocemente na fase inicial da endotoxemia ¢ a diminui¢do
significativa do nimero de leucdcitos e plaquetas no sangue periférico. Em humanos, o nimero de
plaquetas acumuladas em oOrgdos periféricos e o grau de ativacdo destas plaquetas, determinado
através da expressdao de proteinas presentes na membrana plaquetaria como a CD62P e o receptor de
fibrinogénio, a integrina allf3, apresentam correlacdo positiva com a gravidade da sepse e, por
conseguinte, com o desenvolvimento da disfun¢ao multipla de 6rgaos (Russwurm et al, 2002; Gawaz
et al, 1997).

Virios efeitos do LPS, apesar de bastante controversos, t€ém sido observados em plaquetas, no
entanto, somente em 2005 foi descrito pela primeira vez a presenca do receptor funcional de LPS —
“toll-like receptor-4” — nestes elementos (Andonegui et al, 2005).

Experimentos in vivo de microscopia intravital mostraram que o LPS de E. coli aumenta a
adesdo de plaquetas a vénulas de intestino de camundongo (Cerwinka et al, 2002), entretanto este
efeito parece ser mediado por neutréfilos através da liberacao do anion superoxido (Cerwinka et al,
2003). Outro grupo de pesquisadores também demonstrou que o LPS de E. coli € capaz de aumentar a

adesdo plaquetaria em vénulas de mesentério de ratos através do efeito direto da endotoxina
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aumentando a expressao da P-selectina do endotélio e da GPIba da membrana plaquetaria (Katayama
et al, 2000). Zhang e colaboradores mostraram que o LPS de E.coli estimula a secre¢do dos granulos
densos e alfa de plaquetas humanas, bem como potencializa a agregacdo induzida por trombina e
colageno em baixas concentragdoes de forma dependente de GMPc e ativacao de PKG (Zhang et al,
2009).

Por outro lado, a agregagdo de plaquetas humanas e de coelho induzida por colageno € inibida,
de forma dependente da concentracdo, por LPS de Escherichia coli, sendo este efeito acompanhado
de aumento de GMPc, inibi¢cdo da mobilizagdo de Ca' intracelular e inibi¢do da ativacdo da proteina
C quinase (Sheu et al, 1998; Sheu et al, 1999). A incubagao de plaquetas com endotoxinas de varias
origens também inibe a agregagdo plaquetaria induzida pelo ionéforo de Ca**, A23187, mas nio
apresenta nenhum efeito na aglutinacao plaquetaria induzida pela ristocetina (Saba et al, 1984). E
ainda, pacientes com sepse apresentam diminuicdo da agregacdo plaquetaria induzida por ADP,
colageno, tromboxano e acido araquidonico (Yaguchi et al, 2004). Nosso grupo verificou que o
tratamento de ratos com LPS por 6h, 8h e 48h causa reducdo significativa da adesdo de plaquetas ao
fibrinofénio, bem como da agrega¢do induzida por ADP (Casarin et al, 201; Lopes-Pires et al, 2011).

Trabalhos mostram que a sinalizacdo intracelular via Src quinase e PI3K medeiam alguns
efeitos oriundos da a¢do de LPS em diferentes células (Smolinska et al., 2008, Lin et al., 2008, Kox et
al, 2007, Gong et al., 2008), mas ainda pouco ¢ discutido em plaquetas. Ja foi demonstrado que o LPS
aumenta a expressao de Src quinases em macrofagos e a inibicao destas enzimas reduz a ativagao do
fator NF-KB e a producao de TNFa (Leu et al., 2006, Smolinska et al., 2008). Recentemente, Maa e
colaboradores (2008) demonstraram que o aumento da expressao da Src quinase induzido por LPS foi
mediado pela geracao de NO. O LPS também aumenta a expressao da molécula de adesaio VCAM-1 e
a adesdo de neutrdfilos a células musculares lisas de traquéia humana via ativacao de Src quinase e
PI3K (Lin et al., 2008). Outro trabalho mostra que a hiporreatividade da artéria caudal de ratos a
fenilefrina e concentracdes elevadas de K' causada por LPS é mediada pela Src quinase (Kox et al,
2007). Em 2008, Gong e colaboradores demonstraram que o LPS induz a fosforilagdo de proteinas de
adesao intercelular, como a caderina e a gama-catenina, de células endoteliais de microvasculatura de
pulmao humano via ativacdo de quinases de tirosina como a Src. J& a ativagdo da PI3K, ¢ uma via
importante na secre¢do de colageno por fibroblastos de pulmao de camundongo induzida por LPS. A
ativacdo desta via também estd envolvida no aumento de O, em plaquetas causado por LPS de

Proteus mirabilis (Zielinski et al, 2001).
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A Akt € outra importante enzima participante da sinalizacdo do LPS em células. Em células
cardiacas, a reperfusdo e isquemia induzida pelo LPS envolve a via PI3K/Akt (Liu et al, 2010 abaixo).
Em células adrenais, o nivel de aldosterona no plasma estimulado pelo LPS se dé por sua ligacdo ao

TLR-2 e TLR-4, via Akt (Huang et al, 2010 abaixo)

1.3 Liberacio de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio por plaquetas na Sepse

O LPS, além de liberar mediadores inflamatorios classicos induz a geragdo de grande
quantidade de espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs) por diferentes células
(McCuskey et al, 1996).

Dentre as ERNs podemos citar o 6xido nitrico (NO) e o peroxinitrito formado (ONOO") pela
reacdo entre o NO e o anion superoxido (O5).

O NO ¢ uma espécie reativa de nitrogénio formado a partir da arginina pela 6xido nitrico
sintase (NOS). Ha 3 isoformas de NOS — endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e induzivel (iNOS).
Em plaquetas ja foram descritas as isoformas eNOS e iNOS (Mehta et al., 1995; Chen & Mehta,
1996). A atividade da eNOS pode ser modulada por diferentes enzimas como a PKC e a Akt
(Cathcart, 2004; Loegering, 2011). Trabalhos mostraram que a fosforilagdo da Thr497, promovida
pela PKC estd associada a inibicdo da eNOS (Dudzinski et al, 2007; Mount et al, 2007). Monti e
colaboradores demonstraram que quando a isoforma OPKC estd inativa a eéPKC torna-se ativa,
fosforilando os dominios Thr497 e Ser116, inativando a eNOS. Ja a ativagdo da eNOS se da pela
fosforilagdo da Serl1179 através OPKC ativa e da ¢éPKC inativa (Monti et al, 2009). Em células
endoteliais a Akt ativa diretamente a eNOS (Michell et al, 1999 abaixo). Maontagnani e grupo
verificaram que a insulina regula a atividade da eNOS utilizando mecanismo independente de Ca™ e
requerindo fosforilacao pela Akt (Montagnani et al, 2001).

O NO ¢ um radical reativo abundante que age como um importante sinalizador molecular
oxidativo em uma diversidade de processos fisiologicos, incluindo neurotransmissao, regulacao da
pressdo sanguinea, mecanismos de defesa, relaxamento do musculo liso, inibicdo da atividade
plaquetaria e regulagdo imunolodgica (Bergenti et al, 1999; Marcondes et al, 2006). Seus efeitos
bioldgicos sdo iniciados através da ativagdo da enzima heterodimérica guanilil ciclase soltvel (GCs) e
/ou através de outras reagdes quimicas que independem dessa enzima (Bian e Murad, 2003).

A GCs converte GTP em GMP ciclico (GMPc) (Ignarrro e Kadowitz, 1985) levando a
ativagdo da proteina quinase dependente de GMPc (PKG) (Gkaliagkousi et al, 2007). A PKG inibe a
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ativacdo plaquetaria através da estimulagio da bomba de Ca™ ATPase do sistema tubular denso
aumentando a recaptacdo de Ca™ e portanto diminui sua concentragio no citosol (Trepakova et al,
1999). Além disso, a PKG inibe a producdo de IP; e a fosforilacdo do receptor IP; o qual reduz a
liberagdo de Ca™ do sistema tubular denso (Schlossmann et al, 2000). Outros dois mecanismos estdo
envolvidos na modulagdo da atividade plaquetdria via GMPc mas independente de PKG Primeiro o
GMPc indiretamente aumenta os niveis intracelulares de AMPc através da inibi¢ao da fosfodiesterase
tipo 3 (Radomski et al, 1987; Maurice e Haslam, 1990; Bowen e Haslam, 1991). Segundo, o GMPc
inibe a ativagdo da PI3K que estd envolvida na ativagcdo do receptor de fibrinogénio (Pigazzi et al,
1999).

O efeito de peroxinitrito em plaquetas ainda ¢ pouco compreendido uma vez que este radical
pode tanto ativar como inibir a agregagdo. Em plaquetas lavadas, concentragdes elevadas do
peroxinitrito induzem agregacdo acompanhada pela expressdao de p-selectina e desgranulagdao (Moro
et al., 1994; Brown et al., 1998). Por outro lado, em plasma rico em plaquetas (PRP), o peroxinitrito
inibe a agrega¢do induzida por colageno (Moro et al., 1994; Brown et al., 1998).

A superproducdo de ERNs ¢ chamada de estresse nitrosativo (Klatt e Lamas, 2000; Ridnour et
al, 2004), que pode ocorrer também quando o sistema ndo consegue neutralizar e eliminar o excesso
de ERNs produzido. O estresse nitrosativo € capaz de levar as reagdes de nitrosilagdo e nitracao que
podem alterar a estrutura das proteinas e inibir ou aumentar sua fungdo normal (Valko et al, 2006;
Marcondes et al, 2001).

Ja esta bem estabelecido que o peroxinitrito € um dos agentes quimicos responsaveis pela
nitragdo de residuos de tirosina levando, na maioria das vezes, a inibi¢do da atividade de diferentes
enzimas. O peroxinitrito in vitro inibe a atividade enzimatica da Mn superoxido dismutase
(MacMillan-Crow et al., 1996), da prostaciclina sintase (Zou et al., 1997) e da tirosina hidroxilase
(Ara et al., 1998), sendo este efeito sempre relacionado com a nitragdo de residuos de tirosina.
Proteinas nitradas também podem ser observadas em diferentes patologias e modelos experimentais.
A nitracdo da enzima 3-cetoacil-CoA transferase foi observada em rins de ratos tratados com LPS
(Marcondes et al., 2001) e em coragao de ratos diabéticos (Turko et al., 2001) com conseqiiente
diminuic¢ao da atividade enzimatica. Nosso grupo demonstrou que o efeito inibitério do SNP e Sin-1
na adesdo de plaquetas ao fibrinogénio foi decorrente da formagao de peroxinitrito e, provavelmente,

via nitragdo da alfa-actinina (Marcondes et al., 2006, Cardoso et al, 2010).
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Entre as espécies reativas de oxigénio podemos citar o radical anion superdxido (O;), o
peroxido de hidrogénio (H0,) e o radical hidroxila (OH). Uma variedade de enzimas no organismo ¢é
capaz de produzir EROs como a nicotinamida adenosina dinucleotideo (fosfato) oxidase (NADPH
oxidase), isoformas 1 e 2 da cicloxigenase (COX), isoforma 2C9 do citocromo P450 (CYP2C9),
xantina oxidase (XO), xantina 6xido redutase (XOR) e xantina desidrogenase (XD) (Krotz et AL,
2002). Evidéncias sugerem que a NADPH oxidase seja a principal fonte de geracdo de O,  (Somers et
al, 2000; Krause, 2007). O protétipo das NADPH oxidases, ou NOX2, foi originalmente descrita em
leucécitos e ¢ constituida de duas subunidades na membrana citoplasmatica, a gp91phox e a p22phox,
que juntas formam o flavocitocromo b558 e trés subunidades citosolicas- a p47phox, p67phox e a
p40phox, além da trifosfatase da guanosina (GTPase) (Gianni et al, 2008; Baumer et al, 2008). A
ativacdo da enzima envolve a fosforilacdo ¢ a translocagdo dos componentes citosolicos para o
flavocitocromo bsss. (Bokock, 1994). Hoje sdo descritas 7 enzimas pertencentes a familia das
NADPH oxidases — as NOX 1-5 ¢ as Duox 1 e 2 (Gianni et al, 2008)

A produgao do O, ocorre mais comumente na mitocondria. A cadeia de transporte de elétrons
na mitocondria € a principal fonte de ATP nas células sendo, portanto, fundamental para a vida e ¢
nesta etapa que ocorre o “escape” de elétrons com concomitante formacdo de O,. (Kovacic et al,
2005). Na realidade 1-3% de todos os elétrons da cadeia de transporte de elétrons “escapam” para
gerar o anion superdxido ao invés de contribuir para a redugdo do oxigénio para a formacao de agua
(Miller et al, 2005).

O H,0, pode ser formado pela superdéxido desmutase (SOD) e rapidamente degradado ou
utilizado pelas enzimas catalase e glutationa peroxidase (Krotz et al, 2002). Ele ¢ mais estavel que os
outros EROs e ¢ permeavel as membranas celulares (Ferreira e Matsubara, 1997; Norberg e Arnér,
2001). Os peroxissomos produzem grande quantidade de H,O, pela acdo de oxidases envolvidas no
catabolismo de aminoacidos e na oxidagdo de 4cidos graxos (Lehninger et al, 2000). Essa organela
também contém catalase, que decompde H,O,, prevenindo o acimulo deste composto toxico. Quando
ha danos nos peroxissomos, o consumo de H,O, se torna prejudicado e sua liberacdo no citosol
contribui significativamente para o estresse oxidativo (Kroétz et al, 2002; Valko et al, 2006).

O OH ¢ altamente reativo e com meia-vida em solugdo aquosa de 1ns. O OH pode ser gerado
pela mieloperoxidase ou reacdes catalisadas pelo ferro. A reagdo de Fenton ¢ uma das principais vias
de geragdo de OH in vivo através da oxidacao de Fe”ZaFe™e decomposicao do H,O, (Fe+2 +H,0, —
Fe™ +'OH + OH).
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A exposicdo a radicais livres tem levado os organismos a desenvolverem uma série de
mecanismos de defesa (Cadenas et al, 1997) como substancias e enzimas antioxidantes. As enzimas
de defesas antioxidantes incluem a superoxido desmutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx) e a
catalase (CAT). Os antioxidantes ndo enzimaticos sao representados pelo acido ascorbico (Vitamina
(), o a-tocoferol (Vitamina E), a glutationa (GSH), carotenoides, flavonoides entre outros (Masella et
al, 2005).

Sob condigdes fisioldgicas, ocorre um equilibrio entre a formacdo de espécies reativas e a
remogdo destas substiancias por compostos antioxidantes e enzimas (Schafer e Buettner, 2001). Em
alguns processos patoldgicos, como na sepse, ha uma quebra neste equilibrio podendo haver aumento
excessivo da geracao de espécies reativas e/ou reducao dos mecanismos antioxidantes (Bhattacharya,
2004). Este estado ¢ chamado de estresse oxidativo e pode resultar em danos celulares e teciduais
dependendo da intensidade e se ocorrer por tempo prolongado (Freedman, 2008). A propor¢ao entre
glutationa reduzida e oxidada (GSH/GSSG) ¢ uma importante medida do estresse oxidativo no
organismo. (Masella, 2005; Nogueira, 2004). A reducdo dos niveis de GSH indica uma diminui¢ao na
capacidade antioxidante da célula e ¢ associada ao envelhecimento, diabetes melitus, inflamagao e
doengas neurodegenerativas (Thomas e Mallis, 2001; Droge, 2002; Drake, 2002).

Ha vérias evidéncias indicando a participacio de EROs na patogénese da sepse levando a
disfun¢do multipla de orgaos (Keen et al, 1991, Bhattacharyya et al, 2004). Pacientes com sepse
apresentam aumento da atividade da enzima xantina oxidase, bem como dos niveis plasmaticos de
malondialdeido (marcador do estresse oxidativo), quando comparado a individuos normais (Galley et
al, 1996; Huet et al, 2007). No coragdo, a atividade da NADPH oxidase e a liberagdo de EROs sao
aumentadas em resposta ao LPS (Khadour et al, 2002; Ben-Shaul et al, 2001). Em 1999, Salvemini et
al demonstraram que o O, e o peroxinitrito tém um papel importante na injlria intestinal observada
durante a endotoxemia. Foi demonstrado que o antioxidante N-acetilcisteina inibe o aumento da
expressdo de TNF-alfa em cardiomidcitos, a qual esta intimamente relacionada a faléncia cardiaca
observada na sepse (Shang et al, 2006). Além disso, Wu et al, 2007 verificaram que o LPS e o INFy

7PP% em células endoteliais

aumentam a atividade da NADPH oxidase e a expressio da p4
microvasculares.
O primeiro estudo mostrando que as plaquetas liberam EROs foi feito por Marcus et al em 1977.

Alguns autores sugerem que, assim como os neutrofilos, as EROs derivadas de plaquetas estdo
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envolvidas no mecanismo de defesa e contribuem para a morte de parasitas e bactérias (Cesbron et al,
1987).

Semelhante a outras células do organismo, as plaquetas possuem diversas fontes enzimaticas de
producao de EROs como a cicloxigenase (COX), a xantina oxidase (XO), a cadeia de transportes de
elétrons e a NADPH oxidase, sendo que esta Gltima tem ganhado maior atengdo por ser ativada por
agonistas que também induzem a ativag¢do plaquetaria como o colageno e acido araquidonico (Krotz
et al, 2002; Pignatelli et al, 2003). O colageno induz a liberacdo de anion superoxido pela NAPH-
oxidase de plaquetas que por sua vez aumenta a liberacdo de ADP, resultando no aumento de
recrutamento de plaquetas. (Krotz et al, 2002). As primeiras evidéncias de expressdo de NADPH
oxidase em plaquetas surgiram em 2001 por Seno et al que detectaram as subunidades p22phox e
p67phox em plaquetas lisadas humanas. Mais tarde, foram encontradas as subunidades gp91phox e
p47phox (Pignatelli et al, 2004). Sabe-se que a ativacdo plaquetdria estd associada a ativacao da
subunidade gp91phox da enzima (Stokes et al, 2007).

Trabalhos tém sugerido que as EROs podem ter um papel modulatorio na atividade plaquetaria
(Krétz et al, 2004). O O, pode aumentar a agregacao induzida por trombina, coldgeno, ADP ou acido
araquidonico (Handin et al, 1977). Ja foi demonstrado também que a produgdo de EROs aumenta a
ativacao do receptor de fibrinogénio em plaquetas (Pignatelli et al, 2004). O inibidor da NADPH
oxidase e o seqiiestrador de anion superoxido também reduzem a agregacdo plaquetaria (Begonja et
al, 2005). Além disso, a SOD, ao diminuir a disponibilidade de superdxido, promove o aumento de
NO plaquetario e assim a inibicdo da agrega¢do, indicando que o superdéxido pode modular a agao
inibitéria do NO na agregagao plaquetaria (Clutton et al, 2004). Nosso grupo mostrou recentemente
que ratos tratados com LPS 8h e 48h apresentaram um aumento na liberagdo de EROs, mas que este
aumento nao € responsavel pela diminui¢do da agregacdo plaquetaria desses animais (Lopes-Pires et
al, 2011). Neste mesmo trabalho foi verificado que a NADPH oxidase ¢ a principal enzima geradora
de EROs em plaquetas de ratos tratados com LPS (Lopes-Pires et al, 2011).

Alguns trabalhos mostram que a PI3Ke a c-Src estao envolvidas na modulagdo da atividade da
NADPH oxidase (Clutton et al, 2004). Estudos em células vasculares humanas e de aorta de ratos
demonstraram que as EROs agem como segundo mensageiro da angiotensina II sendo assim, esta
depende da estimulagdo da NADPH oxidase e que esta ¢ regulada pela c-Src (Touyz et al, 2003). Em
células endoteliais, a ativacio NADPH oxidase depende da fosforilagio da p47-phox pela Src
(Chowdhury et al, 2005). Em plaquetas de ratos, a PI3K regula a liberagcdo de superdéxido da NADPH
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oxidase (Clutton et al, 2004) e em plaquetas humanas, a ativagcdo da NADPH oxidase e a translocagao
das subunidades p47phox e Rac-1 mostraram ser dependentes da atividade da PI3K (Biumer et al,
2008).

Outros trabalhos sugerem que a PKC ¢ o maior mediador na ativagdo da NADPH oxidase. A
ativacdo da NADPH oxidase foi diretamente estimulada pela PKC, apds utilizacao de forbol éster, um
potente indutor da producao de O, (Segal e Jones, 1979; Suzuki e Lehrer; 1980). Em linfoblastos
humanos foi verificado que a mitocondria regula a ativagdo da NADPH oxidase via PKC (Dikalov et
al, 1999). Em plaquetas, a angiotensina II estimula a producdao de superdxido através da ativagdo da
NADPH oxidase via receptor AT1 ¢ PKC (Plumb et al, 2005).

A Akt também esta envolvida na ativacdo da NADPH oxidase. Em leucdcitos, a Akt ativa a
NADPH oxidase através da fosforilacdo das serinas S304e S328 da p47 phox (Hoyal et al 2003) e
Edderkaoui e grupo mostraram que a ativagdo da NADPH oxidase em cé¢lulas cancerosas de pancreas

se da via Akt-p22 phox (Edderkaoui et al, 2011).

NADPH oxidase
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Uma vez que ha diminuicdo da agregagdo plaquetaria ¢ um aumento da liberagdo de

espécies reativas de oxigénio apds tratamento de ratos com LPS, este trabalho foi desenvolvido
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a fim de tentar esclarecer as vias de sinalizagdes envolvidas na atividade plaquetaria na sepse

experimental.

2 Objetivo

Tendo em vista o papel importante das plaquetas na sepse, uma condi¢do que ainda representa
uma das principais causas de morte em hospitais, o objetivo principal desse trabalho foi investigar os
mecanismos envolvidos na modulagdo da reatividade plaquetéria na sepse experimental induzida pelo

tratamento de ratos com lipopolissacarideo.

2.1 Objetivos especificos

Estudar o papel do 6xido nitrico na modula¢ao da agregacdo plaquetédria e na ativacdo da NADPH

oxidase

Investigar o papel das enzimas da familia Src, da Akt, da PKC e da PI3K na agregacao plaquetaria e
na ativagdo da NADPH oxidase
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3 Materiais e métodos

3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, pesando 250-340g, provenientes do Centro
Multiinstitucional de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB — Unicamp,
protocolo nimero 2097-1). Os animais foram transferidos para o Biotério do Departamento de
Farmacologia (Faculdade de Ciéncias Médicas), onde foram mantidos a 24°C, com iluminacao diéria

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

3.2 Tratamento com LPS

Ratos Wistar machos (270-340g) receberam uma tnica injecdo i.p. (1 mg/kg rato) de solucao de
LPS de Escherichia coli 1.4130. Apos 6h ¢ 48h do tratamento com LPS os animais foram
anestesiados com isoflurano e uma incisao longitudinal no abdomen foi feita para a coleta de sangue
arterial obtido do ramo descendente da artéria aorta. Ratos controles receberam uma injecao i.p. de

solucdo fisiologica de mesmo volume que aqueles tratados com LPS.

3.3 Obtencao de plaquetas lavadas

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

para uma concentragdo final de 1mM.
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3.4 Agregacio plaquetaria

A solucdo de plaquetaria (400ul) foi transferida para a cubeta de agregacdo e levada ao
agregdmetro de 2 canais (Chrono-log Lumi-Aggregometer model 560-Ca, Havertown, PA, EUA). O
aparelho foi calibrado para 0% (suspensao de plaquetas lavadas) e 100% (solugdo de Krebs-Ringer).
As plaquetas foram incubadas com inibidor da Src- PP2 (10uM); inibidor da PI3K- Wortmanin (100
nM); inibidor da PKC- GF 109203X (10uM); inibidor da guanilil ciclase- ODQ (25uM); inibidor da
PKG- Rp-8-Br (25uM), 1-inibidor da Akt- API (20uM) ou com sequestrador de peroxinitrito- Galato
de (-) Epigalocatequina (ECG-10uM) por 3 minutos antes da adicdo de ADP (10uM). A agregacao

foi monitorada por 10 min.

3.5 Determinaciao de EROS por citometria de fluxo

A determinagdo dos niveis de EROs em plaquetas foi realizada como descrito por Swith e
Weidemann, 1993. Brevemente, a suspensio de plaquetas lavadas (1,2x10°plaquetas/ml) foi
adicionado 5uM de 2’,7’-diclorofluorescina diacetato (DCFH-DA). A suspensdo plaquetaria (500ul)
foi transferida para os tubos de citometria e incubada com ADP (10 uM) por 20 min. As plaquetas
foram pré-incubadas com PP2 (10uM); Wortmanin (100 nM); GF 109203X (10uM); ODQ (25uM),
API-1 (20uM) ou Rp-8-Br (25uM) por 15 min antes da adicdo do DCFH-DA.

Em seguida, a suspensdo plaquetaria foi centrifugada a 800g em temperatura ambiente por 10
min. O sobrenadante foi desprezado e o pellet plaquetdrio ressuspenso em 500 pl de solugdo de
Krebs-Ringer. Uma amostra contendo somente a suspensdo plaquetaria, na auséncia de DCFH-DA,
foi utilizada como controle negativo, enquanto que o controle positivo foi realizado adicinando-se
H,0, (8mM) a suspensdo. A liberagdo de EROS foi quantificada usando um citometro de fluxo
(FACSCalibur Becton Dickinson, NJ, EUA) equipado com 488nm wavelength argon laser, 525 e
575nm band pass filters. As plaquetas foram identificadas pelos sinais forward and side scatter. Dez

mil eventos especificos plaquetarios foram analisados pelo citometro.
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3.6 Western blotting

As amostras provenientes de plaquetas de ratos controles e tratados com LPS (1,2 x 10®
plaquetas/ml) foram ativadas com ADP (10uM) e centrifugadas a 10,000g por 10 min a 4°C e o
precipitado foi diluido em tampao dissociante (Tris-HCl 50 mM, pH 6.8/SDS 2%/glicerol
10%/a-mercaptoetanol 2%/azul de bromofenol 0.1%) de acordo com a determinagdo de proteina
da amostra, realizada pelo método de Lowry. A eletroforese das proteinas contidas nas amostras
foi realizada em gel de poliacrilamida-SDS (10%) e em seguida as membranas foram transferidas
para membranas de PVDF por 90 min a 100 mA. As membranas foram bloqueadas por 30 min, a
temperatura ambiente, com BSA 1% em TBS-T (Tris 200 mM, NaCl 1.5 M, pH 7.6 ¢ Tween
0.1%) em seguida incubadas por 16h (40C) com BSA 1% em TBS-T contendo anticorpo
primario: anti-cSrc quinase, anti-fosfo (Tyr 416 )-c-Src; anti-nitrotirosina; anti-Akt, anti-fosfo
(Thr308 )-Akt; anti- fosfo Ser 345; anti- p47-phox. Apos incubagdo com o anticorpo primario as
membranas foram lavadas com solu¢do de TBS-T e incubadas com o anticorpo secundario
conjugado com a peroxidase por lh a temperatura ambiente. Novamente as membranas foram
lavadas com solu¢do de TBS-T e entdo as bandas imunorreativas foram detectadas usando

quimioluminescéncia.

3.7 Determinacio de TNF-a

A concentragdo plasmatica de TNF-o foi determinada utilizando o método ELISA kit de

BioLegend (San Diego, EUA).

3.8 Determinac¢ao de GMPc intraplaquetario
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As plaquetas (1,2 x 10® plaquetas/ml) foram incubadas com inibidor de fosfodiesterase-3-
isobutil-1-metil-xantina (IBMX, 2mM) por 15 min a temperatura ambiente. Em seguida, as plaquetas
incubadas ou ndo com inibidor de PKC, GF209103X (10uM) por 15 min e foram ativadas com ADP
(10uM). A reacao foi interrompida 30 min apds a adigdo de ADP por etanol absoluto acidificado
gelado em uma concentracao final de 67% (v/v) e as amostras foram rigorosamente agitadas por 30s.

As amostras foram incubadas no gelo por 30 min e centrifugadas a 4000g por 30 min a 4°C.
Os sobrenadantes foram coletados e separados e os precipitados foram lavados com 0.5 ml de etanol
acidificado 67% (v/v) antes da centrifugacdo de 14000g por 5 min a temperatura ambiente. Os
sobrenadantes desta ultima centrifugacdo foram coletados e adicionados aos sobrenadantes coletados
da centrifugacdo anterior e foram secos a 55-60°C em banho-maria sob uma corrente de nitrogénio.
As amostras foram armazenadas a -20°C até que a determinagio do GMPc fosse realizada. O GMPc
foi medido utilizando-se o kit da Cayman (Ann Arbor, MI, EUA) seguindo as instru¢des do fabricante
e as concentragdes foram determinadas por Elisa. Cada amostra foi quantificada em duplicata ¢ os

resultados expressos em pmol/ml.

3.9 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como meédias + erro padrdo das médias (EPM) de n
experimentos. Diferencas estatisticas significativas foram determinadas por andlise de variancia

(ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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4 Resultados
4.1 Efeito do LPS na concentracio plasmatica de TNF-a em ratos

A figura 1 mostra que os niveis plasmaticos de TNF-a de ratos 6h e 48h apods tratamento com LPS

(1mg/Kg, i.p.) foram 12 e 48 vezes maior que em ratos tratados com salina, respectivamente.
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nacao da concentracao de TNF-a foi realizada no plasma de animais tratados com salina, 6h ou 48h
apos o tratamento com LPS (1mg/Kg, i.p.) pelo método ELISA. *P <0,05 comparado com o grupo

tratado com salina. n=4.

42 VIAS DE SINALIZACAO ENVOLVIDAS NA MODULACAO DA
AGREGACAO PLAQUETARIA DE RATOS TRATADOS COM LPS

4.2.1 Efeito da inibi¢ido da Src na agregacao de plaquetas de ratos tratados com LPS

A figura 2 mostra que a agregacdo plaquetaria induzida por ADP 10uM de animais tratados 6h e
48h com LPS, foi significativamente reduzida quando comparada a agregacdo dos animais tratados
com salina (reducdo de 65% e 51% da agregacdo de ratos 6h e 48h apods o tratamento com LPS,
respectivamente). A incubagdo de plaquetas por 3 min com inibidor ndo seletivo das enzimas da
familia Src, PP2 (10uM), reduziu significativamente a agregacdo do grupo tratado com salina
(reducdo de 26%), mas ndo modificou a agregacdo plaquetaria dos grupos tratados com LPS, seja em
6h ou 48h (figura 2).

Conforme mostra a figura 3, a intensidade das bandas proteicas correspondentes a relacao P-
(Tyr416)-Src/c-Src de plaquetas de ratos injetados 6h e 48h com LPS ndo apresentou-se diferente do
grupo salina. A andlise do western blotting de plaquetas ativadas com ADP (10uM), provenientes de
ratos injetados com salina ou com LPS (6h e 48h), mostrou claramente uma banda imunorreativa para
c-Src de mesma intensidade. A fosforilacdo da c-Src no residuo de Tyr416, que indica ativagdo da
enzima, também foi semelhante em plaquetas de ratos tratados com salina ou LPS, como mostrado
pela razdo da densitometria das bandas correspondentes a c-Src fosforilada e ndo fosforilada (figura

3B).
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Figura 2: Efeito da inibicio da Src na agregacao de plaquetas de ratos tratados com LPS. O
sangue dos ratos injetados com salina ou apos 6h e 48h da injecdo com LPS (1 mg/kg) foi coletado.

Plaquetas lavadas (1.2x10® plaquetas / ml) foram pré-incubadas por 3 min com PP2 10uM ou com
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igual volume de DMSO 0.1% antes de serem ativadas com ADP (10uM). * P <0,05 comparado com
o controle do grupo salina. # P <0,05 comparado com orespectivo controle na auséncia de PP2. N=3-6

animais.
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Figura 3: Deteccdo das enzimas c-Src e P-(Tyr 416)-Src em plaquetas de ratos tratados com
salina ou com LPS. As amostras provenientes de plaquetas de ratos controles ¢ tratados 6h ¢ 48h

com LPS (1,2 x 10® plaquetas/ml) foram ativadas com ADP (10puM), centrifugadas e o precipitado foi
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congelado até o momento de uso. Foi realizada a determinag¢do protéica pelo método de Lowry e 25ug
de proteina, juntamente com o tampao dissociante, foi adicionado em cada pogo para realizacdo da
eletroforese. A c-Src e a P-Src foram identificadas por western blotting utilizando os anticorpos
primarios anti-c-Src e anti fosfo-(Tyr 416)-Src (dilui¢do 1:2000). O painel A mostra um blotting
representativo da deteccao das bandas imunorreativas para a c-Src e P-(Tyr416)-Src em plaquetas de
3 animais diferentes de cada grupo. O grafico B mostra a razdo da analise densitométrica das bandas

correspondentes a Src fosforilada e ndo fosforilada.

4.2.2 Efeito da inibicdo da PI3K e da Akt na agregacio de plaquetas de ratos tratados com LPS

A figura 4 mostra que a agregacdo de plaquetas de ratos tratados com salina foi reduzida 56%
pela incuba¢do com inibidor da PI3K, wortmannin (100nM), em comparagdo a agregacao na auséncia
do inibidor. Por outro lado, a incubacdo com inibidor da Akt, API-1 (20uM), ndo alterou a agregagao
plaquetaria.

De modo semelhante ao observado com o grupo controle, a agregagao plaquetaria de ratos 48h
apos a injecdao de LPS foi reduzida ainda mais pelo wortmannin (redug¢do de 51%) e ndo foi afetada
pelo API-1. Entretanto, o efeito inibitério do LPS em 6h na agregacao plaquetaria ndo foi modificado
pelo wortmannin, mas foi prevenido pela inibi¢ao da Akt (figura 4).

No ensaio de western blotting de plaquetas ativadas com ADP (10uM) de ratos injetados com
salina, foi possivel detectar a banda imunorreativa para a enzima Akt e sua discreta fosforilagao no
residuo Thr 308 (figura 5SA). O tratamento dos ratos com LPS em 6h e 48h levou a um aumento

significativo da intensidade da banda protéica correspondente a P-(Thr308)-Akt e Akt em plaquetas
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de tal forma que a relacdo P-(Thr308)-Akt/Akt foi aumentada em 3.5 e 2.3 vezes para os grupos
tratados em 6h e 48h com LPS, respectivamente, em relagdo ao grupo tratado com salina, como

mostrado por andlise densitométrica das referidas bandas (figura 5B).
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(Img /kg) foi coletado. Plaquetas lavadas (1.2x10® plaquetas / ml) foram pré-incubadas por 3 min

com wortmannin (100nM), API-1 (20uM) ou com igual volume de DMSO 0.1%. A agregagdo
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plaquetaria foi induzida por ADP (10uM). * P <0,05 comparado com o controle do grupo salina. # P

<0,05 comparado com o respectivo controle na auséncia dos inibidores enzimaticos. N=3-6 animais.
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Figura 5: Deteccdo das enzima Akt e P-(Thr308)-Akt em plaquetas de ratos tratados com salina
ou com LPS. As amostras provenientes de plaquetas de ratos controles e tratados com LPS 6h e 48h
(12 x 10° plaquetas/ml) foram ativadas com ADP (10pM), centrifugadas e o precipitado foi
congelado até o momento de uso. Foi realizada a determinagdo protéica pelo método de Lowry e 50pug
de proteina, juntamente com o tampao dissociante, foi adicionado em cada pogo para realizagdao da
eletroforese. A Akt e a P-(Thr308)-Akt foram identificadas por western blotting utilizando anticorpo
primario anti-Akt e anti P-(Thr308)-Akt (diluicdo 1:2000). O painel A mostra um blotting
representativo para a Akt e fosfo-(Thr308)-Akt em plaquetas de 3 animais diferentes de cada grupo. O
painel B mostra a razao entre as densitometrias obtidas das bandas imunorreativas para p-(Thr308)-

Akt/Akt. * P <0,05 comparado com o grupo salina.

4.2.3 Determinacio da presenca de proteinas contendo residuos de 3-nitrotirosina em plaquetas

de ratos tratados com LPS

No ensaio de western blotting de plaquetas ativadas com ADP (10uM) de ratos injetados com

salina foi detectada claramente bandas imunorreativas para proteinas contendo residuos de 3-

nitrotirosina com pesos moleculares de aproximadamente 78 kDa, 60 kDa, 52 kDa e 38 kDa (figura

6A). O tratamento dos ratos com LPS em 6h ou 48h levou a um aumento da intensidade média das

bandas correspondentes a proteinas nitradas em plaquetas por volta de 3.3 vezes quando comparada
com a de ratos tratados com salina (figura 6B).

A incubagdo de plaquetas com o sequestrador de peroxinitrito, epigalacatequina galato (ECG,

10uM) por 3 min ndo modificou a agregacao induzida por ADP (10uM) do grupo tratado com salina
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assim como do grupo 6h apds o tratamento com LPS (figura 7). Entretanto, o efeito inibitério do LPS

em 48h na agregacao plaquetéria foi prevenido pelo sequestrador de peroxinitrito (figura7).
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Figura 6: Deteccdo de proteinas contendo residuos de nitrotirosina em plaquetas de ratos
tratados com LPS. As amostras provenientes de plaquetas de ratos controles e tratados com LPS 6h
ou 48h (1,2 x 10® plaquetas/ml) foram ativadas com ADP (10pM), centrifugadas e o precipitado foi
congelado até o momento de uso. Foi realizada a determinagao protéica pelo método de Lowry e 25ug
de proteina, juntamente com o tampao dissociante foi adicionado em cada pogo para realizagdo da
eletroforese. A nitragdo foi identificada por western blotting utilizando o anticorpo primdrio anti-
nitrotirosina (dilui¢do 1:2000). O painel A mostra um blotting representativo de proteinas contendo
nitrotirosina de plaquetas de 3 animais diferentes de cada grupo. O painel B mostra o resultado da

densitometria feita das bandas imunorreativas. * P <0,05 comparado com o grupo salina.
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Figura 7: Efeito do sequestrador de peroxinitrito na agregacio de plaquetas de ratos tratados
com LPS. O sangue dos ratos injetados com salina ou apds 6h e 48h da injecdo com LPS (1mg /kg)
foi coletado. Plaquetas lavadas (1.2x10® plaquetas / ml) foram pré-incubadas por 3 min com ECG

(10uM). A agregacdo plaquetaria foi induzida por ADP (10uM). * P <0,05 comparado com o controle

do grupo salina. N=3-6 animais

4.2.4 Efeito da inibicio da PKC na agregacio plaquetiria e na formacio de GMPc em
plaquetas de ratos tratados com LPS

A incubagdo por 3 min de plaquetas de ratos injetados com salina com o inibidor da PKC
GF109203X (10uM) inibiu significativamente a agrega¢ao induzida por ADP (reducao de 38%). Por
outro lado, a inibigdo de PKC aumentou significativamente a agregacao plaquetaria de ratos 6h apos a
injecdo com LPS (aumento de 70% comparado a agregacdo na auséncia de GF109203X). A

agregacao plaquetaria de ratos tratados com LPS em 48h ndo foi modificada pelo GF109203X (figura
8).
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aumentou significativamente os niveis de GMPc em plaquetas (4.7 e 3.3 vezes maior em 6h e 48h
apos inje¢do de LPS, respectivamente) quando comparado com o grupo injetado com salina (figura
9). Os niveis intraplaquetarios de GMPc de ratos injetados com salina foram aumentados cerca de 4
vezes com a incubacdao de plaquetas por 15 min com GF109203X (10uM) (figura 9). De modo
semelhante, o GF109203X aumentou ainda mais os niveis de GMPc em plaquetas de ratos tratados
com LPS em 48h. Entretanto, a concentragdo intraplaquetaria de GMPc em ratos tratados com LPS
por 6h foi reduzida para niveis semelhantes aos observados no grupo salina pela incubagdo com

GF109203X (figura X).

Figura 8: Efeito da inibicdo da PKC na agregacido plaquetaria de ratos injetados com LPS.
O sangue dos ratos injetados com salina ou ap6s 6h e 48h da inje¢do com LPS (Img /kg) foi
coletado. Plaquetas lavadas (1.2x10° plaquetas / ml) foram pré-incubadas por 3 min com o
inibidor da PKC GF109203X (10 uM) ou com igual volume de DMSO 0.1%. A agregacao
plaquetaria foi induzida por ADP (10uM). *P <0,05 comparado com o controle do grupo salina.
#P <0,05 comparado com respectivo controle sem GF109303X. N=3-7.
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Figura 9: Efeito da inibicio da PKC nos niveis de GMPc em plaquetas de ratos tratados com
LPS. O sangue dos ratos injetados com salina ou apds 6h e 48h da inje¢do com LPS (Img /kg) foi
coletado. Plaquetas lavadas (1.2 x 10° plaquetas / ml) foram pré-incubadas por 15 min com o inibidor
da PKC GF109203X (10uM) ou com igual volume de DMSO 0.1%. Os niveis de GMPc foram
determinados ap6s 15min de ativacdo plaquetdria com ADP 10uM. * P <0,05 comparado com o

controle do grupo salina. “P <0,05 comparado com respectivo controle sem GF109203X. N=3-5.
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4.2.5 Efeito da inibicio da guanilil ciclase solivel e da PKG na agregacio plaquetaria de ratos
injetados com LPS
A pré-incubagdo por 3 min de plaquetas com o inibidor da guanilil ciclase, ODQ (10uM)
preveniu, significativamente, o efeito inibitéorio do LPS em 6h na agregacdo (aumento de 66%
comparado a agregac¢do na auséncia de ODQ). Entretanto, ndo modificou a agregacao de plaquetas de
ratos 48h apos a injecdo de LPS. A pré-incubagdo de ODQ com plaquetas de ratos injetados com
salina reduziu discretamente a agregacao (redugdo de 22%) (figura 10)
A incubacido de plaquetas com o inibidor da PKG, Rp-8-Br (25uM) por 3 min ndo modificou a
agregacao induzida por ADP (10uM) do grupo tratado com salina assim como do grupo 48h apods o
tratamento com LPS. Entretanto, o efeito inibitério do LPS em 6h na agregacdo plaquetaria foi

prevenido pelo inibidor da PKG (figura 10).
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Figuura 10: Efeito do inibidor da guanilil ciclase soliivel e da PKG na agregacao plaquetaria de
ratos injetados com LPS. O sangue dos ratos injetados com salina ou apos 6h e 48h da injecdo com
LPS (Img /kg) foi coletado. Plaquetas lavadas (1.2x10° plaquetas / ml) foram pré-incubadas por 3
min com o inibidor da guanilil ciclase ODQ (10 uM), inibidor da PKG, Rp-8Br (25uM) ou com igual
volume de DMSO 0.1%. A agregagao plaquetaria foi induzida por ADP (10uM). *P <0,05 comparado
com o controle do grupo salina. “P <0,05 comparado com respectivo controle sem os inibidores. N=3-

6.

4.3 VIAS DE SINALIZACAO ENVOLVIDAS NA LIBERA(;AO DE ESPECIES
REATIVAS DE OXIGENIO (EROs) EM PLAQUETARIA DE RATOS
TRATADOS COM LPS

4.3.1 Efeito da inibicio da PKC na geracio de EROs e na fosforilacdo do residuo Ser 345 da p-
47 phox em plaquetas de ratos tratados com LPS

O tratamento dos ratos com LPS aumentou significativamente a liberacdo de EROs de plaquetas
ativadas quando comparada com o grupo salina (liberagdo em torno de 4.5 vezes maior nos grupos
tratados com LPS) (figura 11). O aumento da geragdo de EROs em plaquetas ativadas de ratos
tratados com LPS foi acompanhada pelo aumento da fosforilagdo da subunidade p47 phox da
NADPH oxidase no residuo de Ser 345 (aumento de 2.6 e 3 vezes em ratos 6h e 48h apos tratamento
de LPS, respectivamente, em compara¢ao com o grupo salina) (figura 12).

A presenga do inibidor da PKC, GF109203X (10 uM), ndo alterou a liberagdo de EROs de
plaquetas dos ratos tratados com salina, mas diminuiu por volta de 42% e 26% a liberacao de EROs
de plaquetas de ratos injetados com LPS 6h e 48h respectivamente (figura 11). Além disso, o
GF109203X reduziu em torno de 2 vezes a fosforilagdo do residuo Ser 345 da p47 phox em ratos
tratados com LPS, como mostra a anélise densitométrica das bandas correspondentes a p47 phox e p-
Ser 345 (figura 12). A incubagdo de plaquetas de ratos injetados com salina com GF109203X nao

modificou a fosforilagdo da p47 phox.
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Figura 11: Efeito do inibidor da PKC na geracio de EROs em plaquetas de ratos tratados com
LPS. O sangue dos ratos injetados com salina ou apos 6h e 48h da injecdo com LPS (1mg /kg) foi
coletado. As plaquetas lavadas (1.2X10® plaquetas / ml) foram pré-incubadas por 15 min com
GF109203X (10 uM) ou mesmo volume de DMSO (0.1%). A geracao de EROs foi quantificada em
plaquetas ativadas com ADP (10uM). *P <0,05 comparado com o controle do grupo salina. P <0,05
comparado com respectivo controle na auséncia do GF109203X. IFM = indice de fluorescéncia

média. N=3-6.
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Figura 12: Efeito da inibicio da PKC na fosforilacdo do residuo Ser 345 da p-47phox de
plaquetas de ratos tratados com LPS. Plaquetas de ratos controle e tratados com LPS 6h ou 48h
(1,2 x 10® plaquetas/ml) foram ativadas com ADP (10uM), centrifugadas e o precipitado foi
congelado até o momento de uso. Em alguns experimentos, a suspensao plaquetaria foi incubada com
o inibidor de PKC, GF109203X (10 uM) por 15 min antes do preparo das amostras. Foi realizada a
determinacdo proteica no precipitado plaquetario pelo método de Lowry e 25ug de proteina,
juntamente com o tampao dissociante, foi adicionado em cada pogo para realizacdo da eletroforese. A
p-47 phox e a p-Ser 345 foram identificadas por western blotting utilizando o anticorpo primario anti

p-47 phox ou p-Ser 345 (dilui¢ao 1:2000). O grafico, na parte inferior da figura, indica o resultado da
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densitometria feita das bandas protéicas imunorreativas para p-47phox e p-Ser345 em plaquetas de 4
diferentes animais por grupo. Os resultados sdo apresentados como valores médios = SEM. * P <0,05
comparado com o controle do grupo de ratos injetados com salina. “P <0,05 comparado com o

respectivo controle na auséncia de GF109203X.

4.3.2 Efeito da inibi¢do da Src na geracio de EROs em plaquetas de ratos tratados com LPS

A incubacdo de plaquetas com o inibidor inespecifico da Src PP2 (10uM), ndo alterou a
liberagao de EROs do grupo salina assim como do grupo tratado 48h com LPS. Entretanto, o PP2
diminuiu em 42% a liberagao de EROs em plaquetas de ratos 6h apds a inje¢ao de LPS (Figura 13)
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Figura 13: Efeito do inibidor da Src na geracio de EROS em plaquetas de ratos tratados com
LPS. O sangue dos ratos injetados com salina ou apos 6h e 48h da injecdo com LPS (1mg /kg) foi
coletado. Plaquetas lavadas (1.2x10° plaquetas / ml) foram pré-incubadas por 15 min com 10pM de
PP2 ou com igual volume de DMSO 0.1%. A geragdo de EROs foi quantificado em plaquetas
ativadas com ADP (10uM). * P <0,05 comparado com o controle do grupo salina. "P <0,05

comparado com respectivo controle na auséncia de PP2. IFM = indice médio de fluorescéncia. N=4-6
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4.3.3 Efeito da PI3K e da Akt na gera¢do de EROS em plaquetas de ratos tratados com LPS

A figura 14 mostra que a incubac¢do de plaquetas por 15 min com o inibidor da PI3K
wortmannin (100nM) ou com inibidor da Akt, API-1 (20uM), ndo alterou a liberagdo de EROs de

plaquetas de animais tratados com salina, assim como dos animais tratados com LPS.
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Figura 14: Efeito dos inibidores da PI3K e da Akt na geracio de EROS em plaquetas de ratos
tratados com LPS. O sangue dos ratos injetados com salina ou ap6s 6h e 48h da injegdo com LPS
(1mg /kg) foi coletado. Plaquetas lavadas (1.2x10® plaquetas / ml) foram pré-incubadas por 15 min de
API-1 (20uM), wortmannin (100nM) ou com igual volume de DMSO 0.1%. A geracao de EROs foi
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quantificado em plaquetas ativadas com ADP (10uM). * P <0,05 comparado com o controle do grupo

salina. IFM = indice de fluorescéncia média. N=4-6.

4.3.4 Efeito da inibicido da guanilil ciclase soluvel e da PKG na geracio de EROs em plaquetas
de ratos tratados com LPS

A incubacao de plaquetas com o inibidor da guanilil cilase ODQ (10 uM) ou com o inibidor da
PKG, Rp-8Br (25 uM) ndo alterou a liberagdo de EROs de plaquetas de animais tratados com salina,
assim como dos animais tratados com LPS 6h. Por outro lado, a liberagdo de EROs em plaquetas de
ratos injetados com LPS 48h foi diminuida em 35% e 39% apo6s a incubagdo com ODQ e Rp-8-Br,

respectivamente (figura 15).
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Figura 15: Efeito do inibidor da guanilil ciclase solivel e da PKG na gerac¢ido de EROs em
plaquetas de ratos tratados com LPS. O sangue dos ratos injetados com salina ou apos 6h e 48h da
injecdo com LPS (I1mg /kg) foi coletado. As plaquetas lavadas (1.2)(108 plaquetas / ml) foram pré-
incubadas por 5 min com ODQ (10 uM), Rp-8Br (5 uM ) ou com mesmo volume de DMSO 0.1%. A
geragdo de EROs foi quantificada em plaquetas ativadas com ADP (10uM). *P <0,05 comparado
com o controle do grupo salina. “P <0,05 comparado com respectivo controle na auséncia dos

inibidores enzimaticos. IFM = indice de fluorescéncia média. N=4-6

5 Discussao

5.1 VIAS DE SI’NALIZACAO ENVOLVIDAS NA MODULACAO DA AGREGACAO
PLAQUETARIA DE RATOS TRATADOS COM LPS
A sepse ainda € a causa de muitos 6bitos no mundo todo, sendo assim, ¢ importante que varios

aspectos desta condicdo sejam elucidados para a melhoria do seu tratamento. No presente trabalho
decidimos investigar as vias de sinalizacdo envolvidas na modulagdo da reatividade plaquetaria, uma
vez que trabalhos tém apontado um papel importante das plaquetas na sepse. Para tanto, utilizamos
um modelo clédssico de sepse experimental, em que ratos foram tratados com uma dose sub-letal de
LPS. O aumento de TNF-a plasmatico indica que a dose de LPS escolhida foi capaz de induzir um
quadro inflamatorio no animal, caracteristica deste modelo. Um trabalho prévio do nosso grupo
mostrou que esta dose de LPS também causou uma significativa trombocitopenia nos animais,
acompanhada de leucopenia em 6h e leucocitose em 48h (Lopes-Pires et al, 2011).

Ha poucos trabalhos descrevendo os efeitos do LPS “ex-vivo” em plaquetas e os resultados
sdo bastante controversos. Alguns trabalhos mostram que a administracdo de LPS inibe a agregacao e
a adesdo plaquetaria “in vitro” (Cicala et al, 1997; Casarin et al, 2011), enquanto outros mostram
ativagdo desses eventos (Cerwinka et al, 2003; Kutayama et al, 2000). Recentemente, um trabalho de
nosso grupo mostrou que o tratamento de ratos com LPS reduziu significativamente a agregagao
plaquetaria, a qual foi independente do aumento da geragdo intraplaquetaria de EROs (Lopes-Pires et
al, 2011).

No presente trabalho mostramos que a agregacgdo plaquetaria foi reduzida tanto em 6h quanto

em 48h apds o tratamento com LPS. Estes tempos de observacao foram estabelecidos de acordo com

62



resultados obtidos em nosso laboratorio que mostram que em 6h héd inicio de uma reducao
significativa do nimero de plaquetas circulantes, bem como da agregagdo, enquanto em 48h estes
parametros comegam a ser restabelecidos.

Trabalhos mostram que diferentes efeitos causados pelo LPS, tais como aumento da produgao
de TNF, IL-6 e IL-10 em macrdofagos (Leu et al, 2006; Smolinska et al, 2008) e o aumento da
expressao de VCAM-1 em células de musculo liso de traquéia humana (Lin et al, 2008) sdo mediados
pela ativagdo da Src quinase e PI3K. Entretanto, no presente trabalho, os ensaios de western blotting
mostraram que a fosforilagdo de c-Src no residuo Tyr 416, que indica a ativagdo da enzima, foi de
magnitude semelhante em plaquetas de ratos tratados com salina ou LPS. Além disso, o inibidor
inespecifico da Src quinase PP2, ndo modificou a agregacdo de ratos tratados com LPS, mas como
esperado, inibiu a agregacdo do grupo controle. Nao podemos deixar de citar que plaquetas, além de
expressarem a c-Src, também expressam outras enzimas da familia Src como a Fyn e a Lyn que
inibem a ativagdo plaquetéria por reduzirem a mobilizagdo intracelular de Ca™ e a ativagdo da PKC e
do receptor de fibrinogénio (Maxwell et al, 2004; Kim e Kunapuli, 2011). Portanto nossos resultados
indicam que as quinases da familia Src ndo estdo envolvidas no efeito inibitoério do LPS na agregagao
plaquetaria quer em 6h ou 48h.

O LPS induz a geragao de EROs e ERNs em diferentes células. Dentre as ERNs podemos citar
o NO e o peroxinitrito (ONOQO") que ¢ formado pela reacdo entre NO e O, (McCuskeyetet al, 1996;
Zhang et al, 2001; Shimizu et al, 2012; Yu et al, 2012). Nossos resultados mostram que ha um
aumento dos niveis de GMPc, bem como da nitragdo, em plaquetas de ratos tratados com LPS em
comparacao com o grupo controle, indicando um aumento da sintese de NO e ONOO', uma vez que a
nitracao ¢ considerada um marcador para a producao do ultimo.

Esta bem estabelecido que o NO inibe a ativagdo plaquetaria por mecanismos dependentes de
GMPc, principalmente através da ativacdo da PKG e por mecanismos independentes deste
nucleotideo, envolvendo a producdo de ONOO™ (Cavallini et al, 1996; Marcondes et al, 2006). O
efeito de ONOO™ em plaquetas ainda ¢ pouco compreendido uma vez que este radical pode tanto
ativar (Moro et al, 1994; Brown et al, 1998) como inibir sua atividade (MacMillan-Crow et al, 1996;
Marcondes et al, 2006, Cardoso et al, 2010). Alguns trabalhos mostram que o ONOO™ pode induzir
agregacao plaquetaria, bem como aumentar a expressao de P-selectina, a concentragdo intracelular de
Ca™ e a atividade da ciclooxigenase-1 (Redondo et al, 2005; Brown et al, 1998; Moro et al, 1994;

Schildknecht et al, 2008). Por outro lado, o0 ONOO™ pode inibir a ativagdo palquetédria através da
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fosforilagdo da VASP (vasodilatador-stimulated phosphoprotein) via ativacdo da PKC ou através da
nitracdo de diferentes proteinas como a ciclooxigenase (COX) e a a-actinina (Bouloset al, 2000;
Marcondes et al, 2006). A incubagdo de plaquetas com o sequestrador de ONOO™ ECG mostra que a
inibicdo da agregagdo observada 48h apds o tratamento com LPS ¢ parcialmente dependente desta
espécie. Por outro lado, a inibicdo da agregacdo 6h apds o tratamento com LPS ¢ independente da
formacao de ONOO-, apesar da nitracao ser semelhante a observada em 48h. Trabalhos mostram que
a nitragdo de um unico residuo de tirosina pode levar a modificacdo da fun¢do de uma determinada
proteina (Souza et al, 2008), o que poderia justificar as discrepancias nos nossos resultados
observados em 6h e 48h, ja que os ensaios de western blotting ndo nos permite este tipo de analise.

Como ja comentado anteriormente, o NO pode inibir a ativagdo plaquetéria através da ativagao
da guanilil ciclase (sGC) com consequente aumento da produg¢do de GMPc, que por sua vez leva a
ativacdo da PKG. A ativagdo da PKG pode inibir a ativagdo plaquetaria por diferentes mecanismos
como a fosforilagdo do receptor de IP3 no sistema tubular denso, levando a diminui¢ao da liberagao
de Ca"™, inibicdo da entrada de Ca' extracelular, reducio da ativacdo do receptor de fibrinogénio e da
polimerizagdao da actina (Geiseret al, 1994; Horstrup et al, 1994; Cavallini et al, 1996; Butt et al,
2001). Nossos resultados mostram que a incubagao de plaquetas com o inibidor da sGC ODQ ou com
o inibidor de PKG Rp-8-Br preveniu a inibigao da agregagao observada em 6h apo6s a injecao de LPS,
indicando que este efeito ¢ mediado pelo aumento de GMPc e ativagdo de PKG. Entretanto, o efeito
inibitério do LPS em 48h na agrega¢do nao ¢ mediado pelo aumento de GMPc ou ativacdo da PKG,
mesmo na presenca de niveis aumentados deste nucleotideo. Estes resultados em conjunto indicam
que, em 48h, 0 ONOO seja o determinante da inibi¢do da agregacdo em detrimento do aumento de
GMPc.

Até o momento, nossos resultados indicam que hd um aumento da sintese de NO em plaquetas
de ratos tratados com LPS, seja devido ao aumento de GMPc intraplaquetario, seja pelo aumento da
nitracao. Portanto, resolvemos estudar as vias de sinalizagdo envolvidas na modulagdo da produgao de
NO em plaquetas de ratos tratados com LPS.

O NO ¢ sintetizado pela enzima NO sintase (NOS) que pode ser do tipo neuronal (nNOS),
endotelial (eNOS) ou induzivel (iNOS). A eNOS nao ¢ restrita a célula endotelial, mas também pode
ser observada em vdrias células e tecidos como no cérebro, pulmao, rim, trato gastrointestinal, 6rgaos
reprodutivos, megacariocitos e plaquetas. A atividade da eNOS pode ser modulada por processos pos-

translacionais como interagdo com outras proteinas e multiplas fosforilagdes (Dudzinski e Michel,
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2007). A fosforilagdo nos residuos Ser 1177, Ser 635 e Ser 617 estimula a atividade enziméatica da
eNOS, enquanto a fosforilagdo nos residuos Thr 495 e Ser 116 ¢ inibitdria (Bauer et al, 2003).

Trabalhos mostram que quinases como Akt, PKA (proteina quinase A) ou AMPK (proteina
quinase ativada por AMP) fosforilam o residuo Ser1179 da eNOS, promovendo a ativa¢cdo da enzima
(Monti et al, 2009). De modo geral, a PKC tem sido descrita como inibidora da eNOS (Michell et al,
2011; Dudzinski e Michell, 2007), mas recentemente Signorello e colaboradores (2011)
demosntraram que a PKC ativa a eNOS, via fosforilagdo da Ser 1177, em plaquetas estimuladas com
o endocanabinoide 2-araquidonilglicerol.

A familia da PKC quinase ¢ composta por 10 membros, sendo que a localizagdo intracelular, a
expressao e a ativagdo de cada isoforma ¢ dinamicamente modulada por diferentes enzimas e
condig¢des, como no estresse oxidativo, onde ha ativacdo da SPKC e estimulagdo da ePKC (Nakano et
al, 2000; Bright et al, 2007).

No presente trabalho, nés mostramos que a incubagdo de GF109203X com plaquetas de ratos
injetados com salina aumentou os niveis de GMPc, o qual foi acompanhado pela inibicdo da
agregacao, indicando que a eNOS foi modulada negativamente pela PKC em ratos sadios. Por outro
lado, em ratos injetados com LPS em 6h, o GF109203X reduziu os niveis aumentados de GMPc em
plaquetas e aumentou a agregagdo. Recentemente, Monti e colaboradores (2010) mostraram um
aumento da ativacdo da OPKC em células endoteliais coronarianas em condi¢ao de estresse oxidativo
induzido pela redu¢do de soro no meio, a qual foi acompanhada pela ativagdo da eNOS via
fosforilagdo da Ser1179. Ao mesmo tempo, estes autores observaram diminui¢do da ativacdo da
ePKC e a reducdo da fosforilacao dos residuos Thr 497 e Ser 116. Portanto, € possivel especular que o
tratamento de ratos com LPS em 6h, momento no qual se inicia o estresse oxidativo como reportado
por Lopes-Pires e colaboradores (2011), leva ativagao de uma diferente isoforma de PKC do que a
observada em plaquetas de ratos sadios, com consequente ativacdo de eNOS, aumento de GMPc e
inibi¢cdo da agregacao plaquetaria. Ja a inibicdo da PKC em plaquetas de ratos 48h apds a injeg¢ao de
LPS, assim como ocorreu em plaquetas de ratos controle, levou ao aumento dos niveis de GMPc.
Com ja comentado anteriormente, em 48h apo6s a administragdo do LPS inicia-se o restabelecimento
da atividade plaquetaria, sendo praticamente normalizada em 72h. Uma vez que ndo usamos um
inibidor especifico para as diferentes isoformas de PKC, poderiamos especular que neste periodo
(48h) estariam sendo ativados mecanismos protetores como a ativagdo da €PKC, que levaria a

inibicdo da eNOS na tentativa de diminuir o estresse nitrativo nestas células. Como esperado, a
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inibicdo da PKC ndo modificou a agregagao plaquetaria 48h apds a administracdo de LPS, ja que
neste momento o efeito inibitoério do LPS ¢ independente de GMPc.

Alguns trabalhos reportam que a PI3K e a AKT também podem mediar alguns efeitos
induzidos pelo LPS como lesdes em células cardiacas ou o aumento de aldosterona pelas adrenais
(Liu et al, 2010; Huang et al, 2010).

Em plaquetas, a PI3K estd envolvida na estabilizagdo do citoesqueleto contribuindo com a
mudanga de forma plaquetaria (Morelloet al, 2008). Quando incubamos as plaquetas com o inibidor
da PI3K wortmannin verificamos que a agregacao de ratos injetados com LPS em 6h nao foi alterada,
mas tanto o grupo salina quanto o grupo injetado 48h com LPS tiveram a agregagdo
significativamente diminuida, o que nos faz concluir que a PI3K contribui para formagao do agregado
plaquetario em ratos saudaveis e na fase tardia da sepse.

Estd bem estabelecido que a AKT pode ser ativada pela PI3K através da fosforilacdo dos
residuos Thr 308 e Ser 473 (BurgeringandCoffer, 1995; Kroner et al, 2000). Nossos resultados
mostraram, através da analise do western blotting para fosfo-Thr 318-AKT, um aumento na ativagao
de AKT em plaquetas de ratos tratados com LPS comparado aos ratos controle. Resultado semelhante
foi reportado por Schabbauer e coloboradores (2009), que demonstraram que a atividade da AKT em
células sanguineas de ratos e camundongos tratados com LPS (5 mg/kg) por 1h foi significativamente
aumentada quando comparada aos animais controle. De modo geral, a AKT estd envolvida na
ativacao plaquetaria induzida por alguns agonistas como a trombina (Reséndizet al, 2007). Entretanto,
no presente trabalho, a inibicdo da AKT pelo API-1 preveniu a inibi¢do da agregacao de plaquetas de
ratos 6h apods a injecdo do LPS, apesar da mesma ndo ter sido modificada pelo wortmannin. De fato,
ha trabalhos que mostram que a AKT pode ser ativada por outras enzimas além da PI3K, como a PKC
(Kroneret al, 2000) e por quinases dependentes de Ca™ /calmodulina (Yono et al, 1998). Estd bem
estabelecido que a AKT pode ativar a eNOS principalmente pela fosforilagdo do residuo de Ser 1177
(Dudzinski and Michel, 2007). Portanto, no presente trabalho podemos especular que o tratamento de
ratos com LPS em 6h aumenta a ativagdo da AKT em plaquetas, via mecanismos independentes da
PI3K, levando a ativagdo da eNOS com conseqiiente aumento dos niveis de GMPc e inibi¢do da
agregacdo plaquetaria. E interessante notar que em 48h apds a inje¢io de LPS, as plaquetas
apresentaram um aumento da ativagdo da AKT, mas o API-1 ndo modificou a agregagdo plaquetaria.

Portanto, estes resultados corroboram a idéia que a AKT esteja envolvida no aumento de GMPc nas
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plaquetas tratados com LPS, uma vez que a inibicdo da agregacdo plaquetdria 48h apds a

administra¢do de LPS ¢ independente deste nucleotideo.

5.2 VIAS DE SINALIZACAO ENVOLVIDAS NA LIBERACAO DE ESPECIES REATIVAS
DE OXIGENIO (EROs) EM PLAQUETAS DE RATOS TRATADOS COM LPS

Trabalho prévio do nosso grupo mostrou que em plaquetas de ratos tratados com LPS ocorre
uma formagdo significativamente aumentada de EROs, principalmente através da ativagdo da
NADPH oxidase (Lopes-Pires et al, 2011).

A NADPH oxidase de fagdcitos ou da NOX-2 ¢ constituida por duas subunidades na
membrana citoplasmatica, a gp91phox e a p22phox, que juntas formam o flavocitocromo b558 e trés
subunidades citosoélicas- a p47phox, p67phox, p40phox, além da trifosfatase da guanosina (GTPase)
(Gianni et al, 2008; Baumer et al, 2008). A ativagdo da enzima envolve a fosforilagdo e a translocagao
dos componentes citosolicos para o flavocitocromo bsss na membrana. (Bokock, 1994). Em
neutrofilos ativados, a p47phox ¢ fosforilada em varios residuos de serina, incluindo Ser303/304,
Ser315, Ser320, Ser328 e/ou Ser359/370, e Ser345/348 (El Bennaet al, 1994; El Benna et al, 1996).

A primeira evidéncia da expressao da NADPH oxidase em plaquetas foi mostrada por Blache
e colaboradores em 1995, que detectaram as subunidades p22phox e p67phox em plaquetas lisadas.
Mais tarde foram encontradas as subunidades gp91phox e p47phox (Pignatelli et al, 2004).

Nossos resultados mostram que ha um aumento da fosforilagdo da p47phox em plaquetas de
ratos tratados com LPS, o que contribui para ativagdo da NADPH oxidase e aumento da geracdo de
EROs. De fato, ha estudos mostrando que o LPS ativa a NADPH oxidase e, portanto, leva a um
aumento da formagdo de O, (Whitworth et al, 1989; Nystrom et al, 1994). Li e Frei (2009)
demonstraram que a incubacdo de células endoteliais de aorta humana com LPS por 24h aumenta a
atividade da NADPH oxidase e também a expressao da subunidade p22phox.

Diversos estudos demonstraram a participagdo da PKC na ativacdo da NADPH oxidase. O
inibidor da PKC diminui a expressao e a translocagdo das subunidades da NADPH oxidase em células
apoptoticas (Deng et al, 2012). Em plaquetas, Pignateli e colaboradores (2006) mostraram que o0s
polifendis quercitina e catequina inibem a ativacdo da NADPH oxidase via inibicdo da PKC. Neste
trabalho mostramos que a fosforilagdo da p47phox ¢ reduzida pela inibigdo da PKC, bem como a
geracdo de EROs em plaquetas de ratos tratados com LPS, indicando um papel importante desta

enzima no estresse oxidativo em plaquetas observado neste quadro.
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A Src quinase tem sido descrita como uma importante enzima envolvida na modula¢do da
ativacdo da NADPH oxidase em diferentes modelos através da fosforilagdo de residuos de tirosina
principalmente da p47-phox. Foi demonstrado que a angiotensina II induz um aumento da produgao
de O,  em células de musculo liso vascular através da fosforilagdo da p47phox pela Src quinase, com
consequente ativagdo da NADPH oxidase (Touyz et al, 2003). Nossos resultados mostraram que a
incubacdo de plaquetas de ratos 6h apos a administragdo de LPS com PP2 reduziu significativamente
a geracao de EROs, indicando um papel importante da Src neste efeito. Corroborando os nossos
resultados, Chowdhury e colaboradores (2005) mostraram que células endoteliais de artéria pulmonar
humana, em condi¢@o de estresse oxidativo induzido por hipoxia, apresentaram uma geracao de EROs
aumentada via fosforilagdo da p47phox pela Src. Por outro lado, a Src parece ndo desempenhar
qualquer efeito modulatério na liberacdo de EROs em plaquetas de ratos injetados com salina ou LPS
em 48h.

Outra enzima importante na modulacao da atividade enzimatica da NADPH oxidase ¢ a PI3K
(Nisimoto et al, 1999; Clutton et al, 2004). Apesar de alguns trabalhos reportarem que a PI3K
aumenta a produ¢do de EROs em plaquetas de ratos e humanas via ativagdo da NADPH oxidase
(Clutton et al., 2004; Baumer et al, 2008), nossos resultados mostraram que a incubagdo de plaquetas
de ratos injetados com salina ou LPS com o inibidor de PI3K niao modificou a liberagdo destas
espécies.

Tendo em vista que foi observado um aumento da ativagdo da AKT em plaquetas de ratos
tratados com LPS, nds decidimos investigar a participacdo da AKT no aumento da formacao de EROs
nestas células. Além disso, varios autores mostram que a AKT pode levar a um aumento da atividade
da NADPH oxidase (Hoyal et al, 2003, Park et al, 2010, Edderkaoui et al, 2011, Chatterjee et al,
2012). Ja foi mostrado que a AKT aumenta a expressdao da subunidade p22phox da NADPH oxidase
(Edderkaoui et al, 2011) e aumenta a fosforilagdo da p47phox (Hoyal et al, 2003). Entretanto, no
presente trabalho, a incubagdo das plaquetas com o inibidor de AKT ndo modificou a geragdo de
EROs tanto 6h quanto 48h apds a administragao de LPS.

J& foi descrito que a via NO-GMPc-PKG pode participar da ativagdo da NADPH oxidase. A
estimulagdo de receptores NMDA de neurdnios de camundongos em cultura levou a um aumento da
producao de EROs mediado por NADPH oxidase a qual foi estimulada pela via NO-GMPc-PKG
(Girouard et al., 2009). A incubacdo com inibidor da GCs ou com inibidor da PKG diminuiu a

liberagdo de EROs em plaquetas de ratos 48h apds a injecdo de LPS, mas ndo em 6h, apesar dos
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niveis deste nucleotidio estarem aumentados em ambos periodos. Dessa forma, nossos resultados
mostram que a via NO/GMPc/PKG modula a geragdao de EROs em plaquetas somente na fase tardia

da sepse induzida por LPS.

6 Conclusoes

- As vias de sinalizagdo envolvidas na modulagdo da agregacdo plaquetaria e liberagdo de

EROs em plaquetas ¢ dependente do tempo de exposicao do animal ao LPS;

- A inibicdo da agregacdo plaquetaria observada 6h apods a injecdo de LPS (fase inicial) €
mediada pela via NO/GMPc/PKG e também ¢ modulada pela PKC e AKT;
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- O peroxinitrito tem papel importante na inibicdo da agregacdo plaquetaria somente na fase

tardia (48h) da sepse experimental;

- A PKC esta envolvida na ativacdo da NADPH oxidase e, consequentemente no aumento da

formacao de EROs, em plaquetas de ratos 6h e 48h apos a inje¢ao de LPS;

- A Src e a via de sinalizacio NO/GMPc/PKG juntamente com a PKC modulam a liberacao de

EROs em plaquetas na fase inicial e tardia da sepse, respectivamente.
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