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Ha relatos de que as plaquetas desempenham funcdo importante no desencadeamento da
resposta inflamatéria alérgica, como a asma bronquica. Entretanto, existem poucos estudos
funcionais avaliando a interac@o plaqueta-asma. O objetivo deste trabalho foi investigar a fung¢do
plaquetaria em modelo de asma alérgica em ratos. Para tanto, ratos Wistar machos (180-200 g)
foram sensibilizados a ovalbumina (OVA) e desafiados intranasalmente uma tnica vez, quatorze
dias apds a sensibilizacdo. Para confirmar a eficdcia da sensibilizacdo a OVA, realizou-se a
dosagem de IgE sérica e contagem de leucécitos no lavado broncoalveolar (LBA) apés o desafio
antigénico. O comportamento plaquetdrio foi avaliado através da contagem de plaquetas no
sangue periférico entre 30 minutos a 24 horas apds o desafio. As plaquetas foram isoladas em
tempos variados apds o desafio com OVA, a saber: 30 minutos, 2, 8 e 24 horas. Em seguida,
realizou-se ensaios de adesdo plaquetédria em microplaca de 96 pocos recoberta com fibrinogénio
e ensaios de agregacao plaquetaria. Nossos resultados mostraram que a sensibilizac¢do e o desafio
antigénico resultaram em aumento significativo dos niveis de IgE e infiltrado eosinofilico no
LBA, validando o modelo alérgico adotado no estudo. Observou-se reducdo significativa do
nimero de plaquetas circulantes em 30 minutos apds o desafio com OVA, atingindo reducdo
maxima em 8 horas, retornando aos valores basais 24 horas apds o desafio. A adesdo plaquetéria
ao fibrinogénio imobilizado e agregacdo plaquetdria foram realizadas nos tempos de 30 min, 2, 8
e 24 horas ap6s o desafio com OVA. A adesdo plaquetaria espontinea nao foi modificada em
nenhum dos tempos estudados. A adesdo plaquetaria induzida com ADP (5-50 uM) ou trombina
(30-100 mU/mL) mostrou-se significativamente elevada em 30 minutos, e diminuida em 24
horas apds o desafio com OVA. O desafio antigénico ndo modificou o perfil de agregagdo
plaquetaria, exceto para as plaquetas ativadas com ADP (50 uM) e/ou trombina (200 mU/mL),

em 24 horas ap0s o desafio. Com o intuito de se verificar se a via de sinalizacdo de cdlcio estaria

XVii



envolvida nas mudangas observadas na adesdo plaquetdria, realizamos ensaios de mobilizacio de
célcio em plaquetas nos tempos de 30 min e 24 horas. A mobilizacdo dos estoques internos de
célcio induzidos por ADP (20 uM) ou trombina (100 mU/mL) foram significativamente maiores
em 30 minutos, e menores 24 horas apds desafio antigénico a OVA. O influxo de célcio externo
foi significativamente maior em plaquetas de ratos estimuladas com ADP (20 uM) em 30
minutos apds desafio com OV A. Apds 24 horas, houve tendéncia de redu¢ao do influxo de célcio
externo em plaquetas de animais sensibilizados. Em conjunto, nossos dados mostram que o
desafio intranasal com OVA acarreta, na fase imediata (30 minutos), aumento de adesdo
plaquetdria ao fibrinogénio e elevagdo do transporte interno e externo de cdlcio. Na fase tardia
(24 horas), observamos reducdo da adesdo plaquetdria e diminuicdo dos estoques internos de

calcio.
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ABSTRACT
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Evidences show that platelets play important roles in triggering the allergic inflammatory
diseases, such as bronchial asthma. However, there are few functional studies attempting to
evaluate the platelet-asthma interaction. The aim of this work was to investigate platelet function
in a rat model of allergic asthma. Male Wistar rats (180-200 g) were sensitized with ovalbumin
(OVA) and challenged intranasally fourteen days after sensitization. In order to assess the
efficacy of OVA sensitization, serum IgE levels and leukocyte counts in bronchoalveolar lavage
(BAL) fluid was performed post-antigen challenge. Counts of platelets in peripheral blood were
performed from 30 minutes to 24 hours post-OVA challenge. Platelets were isolated in different
time-periods after OVA challenge, namely: 30 minutes, 2, 8, 24 hours; then, ex-vivo platelet
adhesion to immobilized fibrinogen and aggregation assays were performed. Our results showed
that antigen-sensitization and challenge resulted in increased serum levels of IgE and eosinophil
infiltration in BAL fluid, thus validating the allergic model adopted in this work. A significant
reduction of circulating platelet was observed at 30 minutes post OVA-challenge, reaching the
maximal reduction at 8 hours, and returning to baseline at 24 hours post-challenge. Platelet
adhesion to immobilized fibrinogen and aggregation were performed at 30 minutes, 2, 8 and 24
hours after OVA challenge. Spontaneous platelet adhesion remained unaffected in all studied
time. ADP (5-50 uM)- and thrombin (50-100 mU/mL)-stimulated platelet adhesion were
significantly increased at 30 minutes, and decreased 24 hours after OVA challenge. The antigen
challenge did not modify the platelet aggregation profile, except in platelets activated with 50
uM ADP and 200 mU/mL thrombin, at 24 hours post challenge. In order to verify whether
calcium signaling pathway would be involved in the changes observed in platelet adhesion, we
performed Ca®* mobilization assays at 30 minutes and 24 hours. Internal calcium stores

mobilization induced by ADP (20 uM) and thrombin (100 mU/mL) were significantly enhanced
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at 30 minutes, and decreased 24 hours after OVA-challenge. The extracellular calcium influx
was significantly increased in ADP (20 uM)-stimulated rat platelets at 30 minutes post OVA-
challenge. After 24 hours, the platelet calcium influx was lesser than that in nonsensitized
animals. Together, our results show that intranasal OV A challenge causes an increased platelet
adhesion at an early time post OVA-challenge (30 minutes) concomitant with elevated Ca**

internal and/or external transport. At late phase (24 hours), we observed reduced platelet

adhesion and decreased Ca®* internal storage.
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1.1. Asma alérgica: definicao e epidemiologia

A asma alérgica bronquica é definida como uma reacdo de hipersensibilidade do tipo I
sendo caracterizada por inflamacdo cronica das vias aéreas, com episddios recorrentes de
hiperreatividade bronquica. O estreitamento das vias aéreas obstrui o fluxo aéreo pulmonar,

podendo levar o individuo a falta de ar, tosse, sibilo, aumento da pressdo tordcica e dispnéia.

De acordo com estimativas da Organizacdo Mundial de Saide (OMS), atualmente 300
milhdes de individuos no mundo sdo acometidos por crises de asma, sendo considerada a doenca
cronica mais comum entre criancas (WHO, 2009). Nos paises em desenvolvimento, a
mortalidade por asma vem aumentando nos ultimos 10 anos, correspondendo a 5-10% das
mortes por causas respiratdrias, com elevada proporc¢ao de 6bitos domiciliares (Chatkin e col.,

1999).

No Brasil, estima-se que cerca de 18 milhdes de individuos sejam asmadticos,
(aproximadamente 10% da populagdo), levando a uma média anual de 350.000 internacoes,
ocupando assim a 4* maior causa de interna¢des no Sistema Unico de Satde (SUS; 2,3% do
total) e a terceira em criancas e adultos jovens (Ministério da Sadde, 2000). O estudo
multicéntrico The International Study for Asthma and Allergies in Childhood — (ISAAC),
realizado em 56 paises, mostrou uma variabilidade de asma ativa de 1,6% a 36,8%, estando o
Brasil em 8° lugar, com uma prevaléncia média de 20% na populagdo infantil (ISAAC, 1998).
De acordo com o mesmo estudo (ISAAC — Fase 3) realizado com populacdo infantil de 20
cidades brasileiras, a média de prevaléncia da asma ativa é de aproximadamente 24,3% em
criangas com idade de 6-7 anos, e de 19% na populagdo de adolescentes com 13-14 anos (Solé e

col., 2006).
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1.2. Patogénese da asma alérgica

O processo inflamatério alérgico asmdtico pode ser dividido em trés momentos:
sensibilizacdo (ou imunizac¢do) do individuo, desafio antigénico (alérgico), resposta asmdtica

imediata e resposta asmatica tardia.

1.2.1. Sensibilizacao (imunizac¢iao)

O processo inflamatério alérgico tem origem a partir do primeiro contato do organismo
com um antigeno protéico. Este antigeno (alérgeno) é entdo captado por células dendriticas
situadas no epitélio das vias aéreas e submucosa (Von Garnier e col.,, 2005; Hammad e
Lambrecht, 2006). Apds o englobamento, o alérgeno € processado em peptideos que sdo
transportados as moléculas de sinalizagdo do complexo principal de histocompatibilidade do tipo
II (MHC-II), presente em sua membrana plasmatica, tornando a célula dendritica uma célula
apresentadora de antigeno (APC) (Riese e Chapman, 2000). Nos linfonodos, as APCs entram em
contato com células T naive, apresentam-nas os peptideos antigénicos, iniciando o processo de
sensibilizagcdo e subsequente resposta imune especifica ao alérgeno (Smit e Lukacs, 2006). Uma
vez sensibilizadas, as células T sdo diferenciadas em linfécitos Th, e tornam-se secretoras de
citocinas como IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13 (Kay, 2006). As citocinas 1L-4 e IL-13
induzem linfocitos B a produzirem anticorpos do tipo IgE especifico ao antigeno (Snapper e
Paul, 1987; Punnonen e col., 1993). Estes anticorpos (IgE) se difundem localmente, alcancam os
vasos linfaticos e posteriormente a circulacdo sanguinea, onde sdo distribuidos sistemicamente.

ApOs ganhar acesso ao fluido intersticial, os anticorpos IgE antigenos-especificos se ligam a
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receptores de alta afinidade do tipo FCeRI em mastdcitos residentes no tecido das vias aéreas

(Galli e col., 2008).

1.2.2. Desafio antigénico e resposta asmatica imediata

A condicdo denominada de provocacdo ou desafio antigénico (alérgico), € caracterizada
pela ligacdo cruzada entre o antigeno circulante e a IgE ancorada no receptor de alta-afinidade
(FCeRI). Esta ligacdo induz uma sequéncia de eventos intracelulares promovendo a ativacdo e
desgranulacdo mastocitaria. Sob ativacdo, os mastdcitos liberam mediadores granulares pré-
formados como histamina, triptases, heparina, citocinas, e eicosandides como a PGD,,
tromboxano A, (TXA;) e cisteinil-leucotrienos (LTC4 e LTD4) (Bradding e col., 2006). Estes
mediadores promovem broncoconstrigdo, o aumento da permeabilidade microvascular e da

producao de muco, obstruindo o fluxo aéreo, originando assim a resposta asmética imediata.

1.2.3. Resposta asmatica tardia

A ativagdo mastocitdria imediata contribui na transicdo para a resposta asmatica tardia.
Ocorre aumento da expressio de moléculas de adesdo do endotélio vascular, da liberacdo de
mediadores quimiotdxicos (LTB4 e PGDy), e de quimiocinas (RANTES, IL-8, eotaxina, CCL2,
CCL11), promovendo o influxo de células inflamatorias para o pulmdo como: mondcitos,
linfécitos, neutrodfilos, e, particularmente, através das citocinas IL-4 e IL-5 a maturacdo e
recrutamento de eosindfilos, a célula caracteristica da asma alérgica (Bradding e col., 1995;

Wilson e col., 2000).
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A exposicao repetitiva ou persistente ao alérgeno leva a uma interacdo complexa entre as
células do infiltrado inflamatério, células epiteliais e células estruturais residentes (fibroblastos e
células da musculatura lisa) originando uma inflamacdo cronica, levando ao quadro de

hiperreatividade bronquica e remodelamento tecidual das vias aéreas (Galli e col., 2008).

1.3. Modelos animais de asma alérgica

Devido a complexidade e heterogeneidade da asma, muitos estudos sdo necessarios para
se entender precisamente os mecanismos envolvidos em niveis moleculares e celulares;
entretanto, por razdes éticas e limitacdes experimentais, determinadas abordagens tornam-se
invidveis em humanos (Zosky e Sly, 2007). Assim, modelos animais de asma foram introduzidos
ha mais de um século e sdo atualmente bastante utilizados (Karol, 1994). Estes modelos incluem
o uso de cobaia (Pretolani e Vargaftig, 1995), camundongo (Zosky e col.,, 2004), rato
(Suchankova e col., 2006), cdo (Redman e col., 2001), e ovelha (Abraham e col., 1983). No
presente estudo, adotamos o modelo alérgico em ratos, que € facilmente sensibilizado a
ovalbumina (OVA) e que desenvolve uma resposta imune mediada por células Th,, caracterizada
por eosinofilia e produc¢do de anticorpo IgE antigeno-especifico apds desafio antigénico (Vianna
e Garcia-Leme, 1995; Liu e col., 2005; Kucharewicz e col., 2008; Huh e col., 2003). Este modelo
apresenta algumas similaridades com a asma alérgica humana, entre elas, infiltrado celular
pulmonar, producdo de IgE antigeno-especifico e resposta imune predominantemente Th,

(Kucharewicz e col., 2008).
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1.4. Plaquetas

As plaquetas sdo fragmentos citoplasmaticos anucleados, originados de megacarifcitos
produzidos na medula 6ssea. A funcdo primordial das plaquetas é manter a hemostasia,

formando tampdes hemostaticos que ocluem sitios danificados do sistema vascular.

As plaquetas contém organelas como mitocondrias, aparelho de Golgi, ribossomos e
microtibulos. Contém ainda trés tipos morfologicamente distintos de granulos, denominados
granulos alfa, denso e lisossomos. Os granulos a contém moléculas de adesdo importantes para a
interacdo plaqueta-plaqueta e plaqueta com outras células sanguineas, como a glicoproteina
IIb/1la (GPIIb/IIIa, integrina oypPs3, CD41/61), o fator de von Willebrand (vWF), a P-selectina
(CD62P), o fator plaquetdrio-4 (PF-4), a beta-tromboglobulina (B-TG), a trombospondina-1,
fatores mitogénicos, como o fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), e fatores de
coagulacdo, como o fibrinogénio, o fator V, fator VII, e o plasminogénio (Rendu e Brohard-
Bohn, 2001). Nos granulos densos encontram-se pequenas moléculas nao-protéicas, como ADP,
ATP, serotonina, e célcio (Holmsen e Weiss, 1979). Nos granulos lisossomais estdo presentes
proteinas catidnicas, glicosidases e proteases, assim como a fosfatase dcida (Bentfeld e Bainton,

1975).

Na membrana plasmatica das plaquetas estdo expressos receptores que medeiam as
interacOes adesivas. Estes receptores de adesdo sdo estruturalmente diversos; compreendem a
familia das integrinas (oumPs, 0P, 02P1, asPi), leucina (GPIb/IX), imunoglobulinas (PECAM-1)

e selectina (P-selectina) (Shattil e col., 1994).
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As integrinas formam a maior familia de receptores heterodiméricos of
transmembranicos que regulam a adesdo plaquetdria (Clark e Brugge, 1995). A integrina oupf3
(GPIIb/1I1a) € a mais detalhadamente estudada, representando cerca de 17% do total de proteinas
da membrana plaquetdria (Calvete, 1995). A GPIIb/Illa foi identificada como o principal

receptor plaquetdrio para fibrinogénio; € um heterodimero dependente de cdlcio, e medeia a

agregacdo, adesao firme e o espalhamento plaquetario (Calvete, 1999).

As plaquetas, quando ativadas por agonistas como a trombina, o ADP ou o TXA,,
secretam o contetido dos seus granulos a e densos (Holmsen, 1994). Esses conteddos granulares
possuem mediadores inflamatérios que modulam as fun¢des de outras plaquetas, leucdcitos e
células endoteliais. Ainda sob ativacdo as plaquetas sdo capazes sintetizar e liberar citocinas pré-
inflamatérias como a IL-1P, a principal molécula moduladora da expressdao de moléculas de
adesdo em células endoteliais (Lindemann e col., 2001). Quimiocinas como RANTES e fator
plaquetéario-4 também sdo expressos e secretados em plaquetas estimuladas com trombina ou
PAF, causando migra¢do de eosindfilos humanos (Kameyoshi e col., 1992, 1994; Herd e Page,

1994; Klinger e col., 1995).

1.4.1. Agonistas plaquetarios

Uma série de substincias sdo capazes de se ligar as plaquetas e iniciar reacgdes
bioquimicas que levam a formacdo de agregados plaquetarios e secrecdo granular (Tollefsen e
col., 1974). A trombina, principal efetora no sistema de coagulacido sanguineo, € uma protease, €

estd entre os mais potentes ativadores de plaquetas. A formacdo da trombina ocorre a partir da
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exposicdo do fator tecidual para os fatores de coagulacdo presentes no plasma, apds o

rompimento do endotélio vascular (Offermanns, 2006).

A ativacdo plaquetdria induzida por trombina é, em parte, mediada pela interacdo com a
familia de receptores acoplados a proteina G, denominados PARs (protease-activated receptors).
Sao conhecidos quatro PARs em ratos e humanos: PAR-1, PAR-2, PAR-3 e PAR-4 (Vu e col.,
1991; Nystedt e col., 1994; Rasmussen e col., 1991; Kahn e col., 1998). A ativacdo do PAR-1
pela trombina promove ativacdo da fosfolipase C através da proteina Gq, desencadeando a

cascata de sinalizagdo que resulta na ativacdo plaquetaria (Kawabata e col., 1999).

Estudos recentes mostram elevacdo da atividade enzimdtica da trombina no lavado
broncoalveolar (LBA) de pacientes asmaticos submetidos a provocag¢do antigénica, sugerindo
sua participacdo direta na inflamacdo e remodelamento tecidual das vias aéreas (Terada e col.,

2004; Kanazawa e Yoshikawa, 2007).

A ativagdo plaquetdria mediada por trombina leva a secre¢do dos granulos densos
plaquetérios com conseqiiente secrecao de ADP, que por sua vez, amplifica a resposta a propria
trombina além de atuar como um agonista pardcrino e autdcrino (Nylander e col., 2006). A
ativacdo plaquetdria induzida por ADP é mediada por dois receptores acoplados a proteina G;
P2Y, e P2Y > (Jin e col,, 1998; Hollopeter e col., 2001; Zhang e col., 2001). O receptor P2Y;
estd acoplado a proteina Gq, ao passo que o receptor P2Y;, estd acoplado a proteina G; (Savi e
col., 1998; Hechler e col., 1998; Ohlmann e col., 1995; Jantzem e col., 2001). A ativacdo de
ambos os receptores € necessdria para se induzir a secre¢do plaquetdria e agregacdo irreversivel

em resposta ao ADP (Jin e Kunapuli, 1998; Jantzen e col., 1999).
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1.4.2. Ativacao plaquetaria: fenomenos de adesao e agregacao

A adesdo plaquetdria € o primeiro evento resultante da ligacdo das plaquetas aos
componentes da matriz extracelular e celular da parede vascular danificada (Ruggeri e
Mendolicchio, 2007). A adesao plaquetdria é definida como a ligacdo da plaqueta a superficie
que ndo a de outra plaqueta, normalmente 2 membrana de outras células e aos componentes da
matriz extracelular. A agregacdo plaquetdria € definida pela ligacdo da plaqueta a superficie

(membrana) de outra plaqueta.

A sequéncia de sinalizacdo desencadeada durante a ativacdo plaquetéria induzida pela
trombina e outros agonistas € conhecida como sinalizac@o inside-out (Shatill e col., 1998). Esta
sinalizagdo promove a mudanca de estado de baixa afinidade para o estado de alta afinidade do
receptor GPIIb/IIIa pelo seu ligante, o fibrinogénio. A ligacdo do fibrinogénio com o receptor
glicoprotéico IIb/I1la plaquetdrio resulta em uma segunda sinalizacdo plaquetdria denominada

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

A sinalizacdo inside-out € iniciada a partir da ativagdo da fosfolipase C (PLC) pela
subunidade a da proteina G acoplada aos receptores dos agonistas plaquetdrios. A PLC cliva o
fosfatidil-inositol-2-fosfato (PIP,) na membrana plasmadtica gerando dois segundos mensageiros
intracelulares, o trifosfato de inositol (IP3) e o diacilglicerol (DG) (Bell e Mayerus, 1980; Shatill
e col., 1998). O IP; libera cdlcio do sistema tubular denso da plaqueta, permitindo a fosforilagdo
da miosina de cadeia leve, e ativacdo de enzimas dependentes de calcio, como a proteina quinase
C (PKC) e a fosfolipase A, (PLA,) (Brass e Joseph, 1985). O DC ativa a PKC que, por sua vez,
regula a formacdo do citoesqueleto da plaqueta e ativa o complexo omB3 (GPIIb/IIIa),

provocando mudangas conformacionais (Hashimoto e col., 1987). Assim, a integrina o3 expde
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seu sitio de ligacdo, passando de um estado de baixa atividade (plaqueta em repouso), para um de

alta afinidade (plaqueta ativada) (Lévy-Toledano, 1999).

A ligacdo do fibrinogénio a integrina oyf3 dd inicio a segunda etapa de sinalizacdo
denominada outside-in (Shatill e col., 1994). Esta via de sinalizacdo é responsdvel pela segunda
onda de agregacdo, reorganizacdo do citoesqueleto, sendo importante para a firme adesdo, e

estabilizacdo dos agregados plaquetdrios (Peerschke, 1995).

Seguindo os eventos iniciais que levam a adesdo nos sitios danificados do sistema
vascular, as plaquetas se ligam a proteinas adesivas soldveis, formando uma superficie reativa
favorecendo dessa forma uma continua deposi¢cao de plaquetas no local. Ou seja, a integrina
ambPs, no seu estado de alta afinidade, ativada pela sinalizacdo inside-out, se liga ao fibrinogénio
solivel e/ou a molécula de von Willebrand, que permite a unido entre duas ou mais plaquetas,
dando origem ao fendmeno de agregacdo plaquetdria, contribuindo para o subsequente

crescimento do trombo (Niia, e col., 1987; Peterson e col., 1987).

1.4.3. Mecanismos de mobilizacao citosélica de calcio em plaquetas

A elevagdo da [Ca®*]; em plaqueta contribui para diversos passos que levam a sua
ativacdo, como a reorganizacdo do citoesqueleto de actina (necessario para a mudanga de forma
plaquetdria; shape-change), degranulacdo e ou ativagdo inside-out da integrina ompps,
indispensavel para adesdo firme e agregacdo (Hathaway e Adelstein, 1979; Shattil e Brass,

1987).
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A liberacdo de calcio dos estoques intracelulares ¢ um processo bem estabelecido, e
envolve a producdo de IP; mediada por PLC. As PLCs sdo exclusivamente reguladas por
receptores acoplados a proteina G através da subunidade o da proteina Gq. Em plaquetas

humanas, a isoforma predominante é a PLCP,/3, e em camundongos, PLCp;; (Lian e col., 2005).

O IP; gerado pelas PLCs promove liberacdo de cdlcio dos estoques intracelulares atuando
diretamente sobre receptores de IP; presentes no reticulo endoplasmatico, também conhecido
como sistema tubular denso, que € considerado o maior reservatdrio de cdlcio plaquetdrio. Os
receptores de IP; sdo canais de ions permedveis ao cdlcio, e quando estimulados promovem a

extrusdo de cdlcio para o citoplasma (Varga-Szabo e col., 2009).

A liberacdo de Ca** dos estoques intracelulares mediada por IPs dispara a entrada de Ca**
do compartimento extracelular, através da ativagdo de canais de cdlcio do tipo SOC (store-
operated channel) (Puney, 1986). Este mecanismo é conhecido como entrada de cdlcio mediada
por estoque (SOCE; store-operated calcium entry) (Puney, 1986; Parekh e Putney, 2005). O
célcio liberado via IP; se liga aos dominios da STIMI1 (stromal interaction molecule-1),
molécula sensivel ao cdlcio presente no reticulo endoplasmatico (Zangh e col., 2005; Roos e col.,
2005; Liou e col., 2005), que ativa o principal canal de célcio do tipo SOC, o Orai 1 (calcium-
release activated calcium modulator 1) (Braun e col., 2008; Authi, 2009), presente na membrana

plasmadtica plaquetdria, permitindo a entrada de célcio do meio extracelular.

Como pequenos aumentos na [Ca®*]; levam 2 ativagdo plaquetéria (Grosse e col. 2007;
Rolf e col.,, 2001), a manutengdo estavel dos niveis [Ca™]; é essencial para manter as plaquetas
em estado de repouso na circulacdo. Assim, dois mecanismos reguladores estdo presentes em

plaquetas: as enzimas Ca®* ATPases sarcoplasmadticas/endoplasmaticas (SERCAs) que

32



. 2. . . 2
bombeiam Ca™" para os estoques intracelulares, e as enzimas Ca™* ATPases de membranas

(PMCAs), que sdo responsdveis por bombear o Ca”* para fora da célula (Enyedi e col., 1986).

1.5. Evidéncias do envolvimento plaquetario na asma

As plaquetas tém sido implicadas em quadros inflamatérios alérgicos, como asma (Herd
e Page, 1994), rinite alérgica (Mori e col., 2000) e eczema (Kasperska-Zaj e col., 2004), e em
inflama¢des nado-alérgicas incluindo aterosclerose (Gawaz, 2003), metdstase tumoral (Nach e

col., 2002) e artrite reumat6ide (Schimitt-Sody e col., 2005).

H4 um niimero crescente de evidéncias mostrando que as plaquetas contribuem para a
intensificacdo e manutencdo das reacdes inflamatorias, incluindo a asma alérgica (Kasperska-
Zajac e Rogala, 2007). As primeiras evidéncias da participagdo das plaquetas na asma alérgica
surgiram de observagdes clinicas, nas quais plaquetas de individuos asmaticos submetidos ao
desafio alérgico mostraram-se refratdrias a diversos estimulos ex-vivo como a noradrenalina e ao
ADP (Pareti e col., 1980). Evidéncias clinicas posteriores mostram a presenca de agregados
plaquetdrios intravasculares em bidpsias bronquicas (Jeffery e col., 1989) e ativacdo plaquetdria
intravascular (acompanhada de broncoconstri¢do) induzida por alérgeno em pacientes asméaticos
sugerindo que as plaquetas desempenham func¢io importante na fisiopatologia da asma (Gresele
e col., 1982; Gresele e col., 1993; Yamamoto e col., 1993). Durante periodos sintomaticos da
asma humana, apds a provocacio bronquica, a ativacdo plaquetdria pode ser avaliada através da
liberacdo de produtos granulares plaquetérios, considerados marcadores da ativagdo plaquetéria
in vivo, como o fator plaquetdrio 4 (PF-4) e a B-tromboglobulina, (Kaplan e Owen, 1981;
Kasperska-Zajac e Rogala, 2005).
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Trabalhos recentes em modelos murinos de asma alérgica mostraram que as plaquetas
desempenham papel importante no recrutamento de leucécitos do sangue para o tecido, onde a P-
selectina plaquetéria seria a principal molécula de adesdao envolvida na interacdo plaqueta-
leucéceito, modulando o trafego de eosinéfilos e linfécitos para o pulmao (Pitchford e col., 2003;

2005).

Embora evidéncias clinicas mostrem que a ativagao plaquetaria ndo € um mero “artefato”
da resposta a inflamacao, mas, provavelmente, um componente integral e necessdrio a resposta
inflamatéria (Pitchford e Page, 2006), ha poucos estudos funcionais de atividade plaquetaria em
individuos e animais asmadticos para se poder avangar no entendimento da interacdo plaqueta-
asma, destacando-se que nenhum estudo procurou avaliar a adesdo plaquetdria em sujeitos

expostos a alérgenos.
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1.6. OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo principal investigar a atividade plaquetdria in vitro em

modelo ex-vivo de asma alérgica em ratos sensibilizados e desafiados com OVA.

1.6.1. Objetivos Especificos

i) Investigar a adesdo em fibrinogénio imobilizado de plaquetas obtidas de ratos nao-
desafiados e desafiados com OVA 30 minutos, 2, 8, e 24 horas apds o desafio

intranasal.

i1) Investigar a agregacdo plaquetdria induzida por ADP e trombina em plaquetas de
ratos nao-desafiados e desafiados com OVA 30 minutos, 2, 8 e 24 horas apds o

desafio intranasal.

iii) Verificar a mobilizacdo de cdlcio em plaquetas de ratos nao-desafiados e desafiados

com OVA 30 minutos e 24 horas apds o desafio.
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2. MATERIAIS E METODOS
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Os protocolos experimentais realizados neste estudo foram aprovados pela Comissiao de
Etica na Experimentacio Animal — CEEA/IB - Unicamp, sob o parecer n° 1355-1 (ANEXO), de
acordo com os principios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal

(COBEA).

2.1. Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar, provenientes do Centro
Multidisciplinar para Investigagdo Bioldgica (CEMIB/Unicamp). Os animais foram transferidos
para o biotério do Departamento de Farmacologia (FCM — Unicamp) e mantidos a 24°C e 12

horas de iluminagdo didria com dgua e alimentacdo ad libitum.

2.2. Sensibilizacao e desafio antigénico com ovalbumina (OVA)

Os animais (peso médio de 180-200 g) foram sensibilizados com a OVA através de
injecdo subcutanea de 150 uL. de uma suspensdo de 200 ug de OVA grau III, veiculada em 8 mg
de hidréxido de aluminio adsorvido em salina (Vianna e Garcia-Leme, 1995). O grupo controle
(ndo-sensibilizado) foi injetado com 150 puL. do veiculo apenas. No décimo quarto dia apds a
sensibilizacao, ratos, sensibilizados e ndo-sensibilizados foram submetidos ao desafio com OVA
através de instilacao intranasal de 200 uL de solucdo de OVA (5 mg/mL) dissolvidos em solugdo

tampao fosfato (PBS).
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2.3. Dosagem de IgE sérica

A dosagem de IgE sérica foi determinada utilizando-se kit de imunoensaio enzimdatico
(ELISA) de alta sensibilidade para IgE de rato (Shibayagi Co., Ltd., Japdao), seguindo as

instrugdes do fabricante.

2.4. Obtencao do lavado broncoalveolar

Os LBAs foram obtidos entre 30 min e 24 h apds o desafio com OVA. Para tanto, os
animais foram anestesiados com isoflurano e exsanguinados pela aorta abdominal. A regido do
pescoco foi aberta e a traquéia canulada com auxilio de um tubo de polietileno (1 mm de
diametro). O LBA foi realizado com 25 ml de tampao PBS contendo 20 Ul/mL de heparina, a
temperatura ambiente. O PBS foi injetado e cuidadosamente aspirado em quatro aliquotas, sendo
a primeira de 10 ml e as demais de 5 ml. O material recolhido foi centrifugado a 400 g, por 10
minutos a 20°C, e o residuo celular ressuspenso em PBS. A contagem do nimero total de
leucdcitos foi realizada em camara de Neubauer e a contagem diferencial de leucdcitos realizada
em laminas confeccionadas em citocentrifuga e coradas a seguir com corante Diff-Quick. A
leitura das laminas foi realizada em microscépio 6ptico com aumento de 1000 vezes. Em cada
lamina, foram contadas 200 células, diferenciando-se os seguintes tipos celulares: neutréfilos,
eosinofilos e células mononucleares (mondcitos, macréfagos e linfécitos). O niimero de cada tipo
celular foi calculado a partir da porcentagem encontrada, em relagdo ao numero total de células.
Os resultados das contagens total e diferencial dos leucdcitos foram expressos como numero de

célula por mL de LBA.
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2.5. Contagem de plaquetas no sangue periférico

As contagens de plaquetas no sangue periférico foram realizadas nos tempos de 30 min,
2, 8, 12 e 24 horas apds o desafio antigénico com OVA. Para tanto, os animais foram
anestesiados com isoflurano; em seguida, foram coletadas aliquotas de 10 uL de sangue da
extremidade da cauda e incubadas por 10 min em 390 uLL de uma solucdo contendo 380 uL de
oxalato de amdnio 1% e 10 uL de ACD-C. A contagem de plaquetas foi realizada em camara de
Neubauer. A concentragio de plaquetas no sangue periférico foi expressa em plaquetas/mm’ de

sangue.

2.6. Obtencao de plaquetas

Os animais foram anestesiados com isoflurano e o abddmen foi aberto. O sangue foi
coletado pela puncdo da aorta abdominal utilizando escalpe 19 G, deixando-o escoar em tubo
com anticoagulante ACD-C (4cido citrico 3%, citrato trissédico 4 %, glicose 2 %; 1:9 v/v). O
sangue colhido foi centrifugado a 600 g por 12 min em temperatura ambiente, obtendo-se assim
o plasma rico em plaquetas (PRP). Em seguida, adicionou-se ao PRP uma solucdo tampao de
lavagem (NaCl 140 mM, KCl1 5 mM, citrato de s6édio 12 mM, glicose 10 mM e sacarose 12 mM;
pH=6), 5:7 v/v. O PRP foi submetido a duas centrifugacdes consecutivas de 800 g por 13
minutos. O sobrenadante foi desprezado. O residuo plaquetdrio foi cuidadosamente ressuspenso
em solucdo Krebs-Ringer desprovida de calcio (NaCl 118 mM, NaHCO3 35 mM, KC1 4,7 mM,
KH,PO4 1,2 mM, MgSO04.7H,0 1,17 mM, Glicose 5,6 mM). A concentracdo da suspensdo
plaquetédria foi ajustada através de contagem manual de plaquetas, utilizando-se cimara de
Neubauer.
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2.7. Ensaio de adesao plaquetaria

Os ensaios de adesdo foram realizados como descritos previamente por Bellavite e
colaboradores (1994), com algumas modificacdes, que se baseia na quantificacio da atividade da
fosfatase dcida plaquetdria. Foram utilizadas microplacas de 96 pogos sendo as mesmas
previamente revestidas com 50 pL de fibrinogénio (50 pg/mL em Krebs-Ringer), deixadas
overnight a 4°C. Apds 12 horas, os pocos foram lavados duas vezes com 200 puL de Krebs-
Ringer, e os sitios inespecificos foram bloqueados pela adi¢cao de 100 uL/poco de BSA 0,1%
(p/v). Ap6s 1 hora de incubacdo a 37°C, as placas foram lavadas duas vezes com 200 uL de
Krebs-Ringer e deixadas a 37°C. Em seguida, foram adicionados aos pogos testes 50 uL de
suspensdo plaquetéria (1,2 x 10® plaquetas/mL) na presenca de CaCl, 1 mM. As placas foram
incubadas na auséncia e na presenca dos agonistas trombina (10 - 200 mU/mL) ou ADP (0,5 - 50
uM) por 30 minutos a 37°C. Posteriormente, a microplaca foi lavada duas vezes com 200
uL/poco de Krebs-Ringer para remover as plaquetas nao aderentes. Foram adicionados aos pogos
ensaiados 50 uLL de Krebs-Ringer, e os pocos reservados ao controle receberam 50 pL da curva
padrio plaquetdria (concentragdes variadas da suspensdo original de plaquetas lavadas), em
triplicata. Em seguida foram adicionados a todos os pogos 150 puL de um substrato para a
fosfatase 4cida (tampao citrato 0,1 M, pH=5,4 contendo fosfato de p-nitrofenil 5 mM e triton X-
100 0,1%). As placas foram incubadas a temperatura ambiente por 1 hora, e apds esse periodo,
100 uLL. de NaOH 2 N foram adicionados a cada po¢o para interromper a reacdo. A absorbancia
foi determinada a 405 nm em leitor de ELISA (Spectra Max 340, Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, EUA). A adesdo plaquetaria foi calculada pela medida da atividade da fosfatase acida das
plaquetas aderidas ao fibrinogénio, comparando-as com a curva padrio de concentracOes

conhecidas de plaquetas (0-6x10° plaquetas/poco).
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2.8. Ensaio de agregacao plaquetaria

O estudo da agregacdo plaquetdria foi realizado utilizando ensaio turbidimétrico (Born,
1962) em agregdmetro de 2 canais (Chrono-log Lumi-Aggregometer model 560-Ca, Havertown,
PA, EUA). Apds a obtencdo de plaquetas, a suspensdo plaquetdria foi ajustada para a
concentracdo 1,2 x 10® plag/mL, adicionando-se de 1 mM de CaCl,. Aliquotas de 400 uL foram
entdo transferidas para cuvetas de agregacdo, provida de dispositivo agitador, mantendo-se a
suspensao em constante agitacdo (600 r.p.m), a 37°C, permitindo estabilizacdo por 2 min. Em
seguida, a suspensdo plaquetdria foi submetida a estimulacdo com trombina (10-200 mU/mL) ou
ADP (0,5-50 uM), e a agregacao foi monitorada até que a curva atingisse um plateau. A resposta
ao estimulo agonista foi expressa como % de agregacao, calculada pela diferenca da transmissao

de luz do Krebs (100 % de transmitancia) pela transmissao de luz da suspensao plaquetaria.

2.9. Ensaio de mobilizacio citosélica de calcio em plaquetas
2.9.1. Marcacdo de cdlcio plaquetdrio com fura 2-AM

As plaquetas foram isoladas, como descrito anteriormente, na concentracdo de 3 x 10
plag/mL e incubadas com 2 uM do marcador fluorescente de célcio fura 2-AM, por 45 min na
auséncia de luz, em solucdo de Krebs-Ringer desprovida de calcio contendo pluronico F-68 (0,5
mg/mL; Heemskerk e col., 1991). Em seguida, a suspensdo fo1 centrifugada a 700 g por 10 min,
na presenca do mimético de prostaciclina, iloprost (0,5 uM). As plaquetas foram novamente
ressuspensas em solucdo de Krebs-Ringer sem célcio e ajustada para a concentragdo de 2 x 108

plag/mL.
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2.9.2. Medida de cdlcio citosolico

Para avaliar a mobilizacdao de célcio, aliquotas (I mL) de plaquetas marcadas foram
transferidas para cuvetas de quartzo e mantidas a 37°C, sob constante agitacdo. Para cada
experimento uma aliquota (1 mL) inicial foi destinada para a calibracdo da concentracdo de
célcio, adicionando-se triton-X (0,1 %) e cédlcio (CaCl, 1 mM) para se obter o valor de Fpsx. Em
seguida, na mesma aliquota, foram adicionados EGTA (10 mM) e tris (20 mM), obtendo-se
assim o valor de Fpi,. A fluorescéncia foi quantificada em espectrofluorimetro (Hitachi F-2000,
Japdo) utilizando comprimento de onda de 340 nm de excitacdo e 500 nm de emissdo. A
concentragio de célcio ([Ca**];) em nM foi calculada utilizando a equagio de Grynkiewicz e
colaboradores (1985): [Ca*); = kg . (F-Fmin)/(Fmax-F), onde o kg (224) é a constante de

dissocia¢do do marcador fluorescente fura.

Para estimar a concentragao dos estoques de cdlcio plaquetdrio, aliquotas (1 mL) da
suspensao plaquetdria foram entdo transferidas para a cuveta, e, apés 30 segundos, adicionou-se
o quelante de cdlcio EGTA (2 mM), permitindo-se estabilizagdo por 1 minuto. Em seguida, as
plaquetas foram estimuladas com trombina ou ADP, obtendo-se valores de fluorescéncia pds-

estimulos de mobilizagao interna de calcio.

O influxo total de cdlcio foi estimado em nM utilizando-se 1 mL da suspensdo
plaquetdria. Apés 1 minuto de incubagdo com célcio (CaCl, 1 mM), as plaquetas foram
estimuladas com trombina ou ADP, obtendo-se valores de fluorescéncia pds-estimulo de

mobilizagdo total (influxo externo + mobilizacido dos estoques internos) de célcio.
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2.10. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média = erro padrdo da média (E.P.M) para n
experimentos. Os dados foram analisados utilizando-se os testes ¢ de Student para amostras
pareadas e/ou nao-pareadas, quando apropriado; para amostras multiplas, utilizou-se a anélise de
variancia (ANOVA) seguido do poés-teste de Bonferroni. Foram consideradas diferencas

significativas valores de p < 0,05.
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3. RESULTADOS
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3.1. Dosagem de IgE sérica em animais sensibilizados com OVA

Para validar o modelo de sensibilizacdo a OV A adotada no presente estudo, realizamos

dosagens de IgE em soro dos animais sensibilizados e nao-sensibilizados. Como mostrado na

Figura 1, a sensibilizagdo a OVA causou aumento significante dos niveis séricos de IgE.

1500+

1000+
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IgE sérica (ng/mL)

- ndo-sensibilizado
*k ok I sensibilizado

Figura 1. Dosagem sérica de IgE. A dosagem de IgE foi realizada no soro dos animais

ndo-sensibilizados e sensibilizados com OVA. Os resultados estdo expressos como média +

E.P.M. paran=4 a 10. *** p < 0,001 comparado com o grupo ndo-sensibilizado.
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3.2. Lavado broncoalveolar (LBA) apos desafio com OVA

3.2.1. 30 min apos desafio com OVA

Realizamos o LBA nos animais sensibilizados e ndo-sensibilizados 30 minutos apds
desafio antigénico a OVA (Figura 2). Nao observamos diferencas significativas no nimero de
leucécitos totais (painel A) e mononucleares (painel B); entretanto, observamos aumento
discreto, porém significativo, de neutréfilos no grupo sensibilizado, indicando uma inflamagao
pulmonar inicial desencadeada pelo desafio antigénico. Neste tempo, ndo observamos infiltrado

eosinofilico.
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Figura 2. Perfil leucocitario do lavado broncoalveolar (LBA) em 30 min ap6s desafio

com ovalbumina (OVA). Os dados foram expressos como média do nimero de células x 10°/

mL de lavado broncoalveolar (LBA) + E.P.M. (n=6). *p<0,05 considerado significativo quando

comparado com o grupo ndo-sensibilizado.
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3.2.2. 24 horas apos desafio com OVA

Realizamos o LBA de animais sensibilizados e ndo-sensibilizados em 24 horas apds
desafio antigénico a OVA. A Figura 3 mostra que o desafio antigénico promoveu um aumento
discreto do influxo total de leucdcitos (painel A), ao passo que o nimero de leucdcitos
mononucleares (painel B) foi significativamente reduzido. O desafio elevou significativamente o
nimero de neutréfilos (painel C) e de eosindfilos (painel D) no LBA do grupo sensibilizado. A
presenca marcante de eosinéfilos no LBA no grupo sensibilizado, caracteriza o quadro
inflamatério como alérgico e tardio, validando o modelo de eosinofilia pulmonar adotado no

estudo.
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Figura 3. Perfil leucocitario do lavado broncoalveolar (LBA) em 24 horas apés
desafio com ovalbumina (OVA). Os dados foram expressos como média do nimero de células
x 10°/ mL de lavado broncoalveolar (LBA) £+ E.P.M. (n=6). **p<0,01; ***p<0,001 quando

comparado com o grupo ndo-sensibilizado.
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3.3. Contagem de plaquetas no sangue periférico

Com o objetivo de se investigar se o desafio antig€nico a OVA afetaria o perfil
plaquetdrio sanguineo, foram realizadas contagens de plaquetas no sangue periférico em animais
sensibilizados e ndo-sensibilizados, em tempos variados, antes (tempo zero) e apds (0,5-24
horas) o desafio antigénico (Figura 4). O desafio antigénico causou uma reducdo significativa no
nimero de plaquetas no sangue periférico, atingindo a redu¢do maxima 8 horas apds o desafio,

retornando aos valores basais apds 24 horas.
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Figura 4. Nimero de plaquetas no sangue periférico. A contagem de plaquetas foi
realizada antes (0 hora) e apds (0,5, 1, 2, 8, e 24 horas) o desafio antigénico a ovalbumina
(OVA). Os dados foram expressos como média do nimero de plaquetas x 109/ mm® de sangue +

E.P.M. (n=7). * p<0,05 quando comparado com o respectivo grupo no tempo zero.
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3.4. Adesao plaquetaria

3.4.1. Adesao plaquetdria espontinea ao fibrinogénio imobilizado

Investigamos se a adesdo plaquetdria espontdnea ao fibrinogénio imobilizado seria
afetada em tempos variados (30 min, 2, 8 e 24 horas) apds o desafio antigénico a OVA (Figura
5). A adesdo plaquetdria espontanea ao fibrinogénio imobilizado ndo foi afetada apds o desafio

antigénico.
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Figura 5. Adesao plaquetaria espontanea ao fibrinogénio imobilizado apods desafio
com ovalbumina (OVA). As plaquetas foram isoladas apés 30 min, 2 h, 8 h, e 24 h apéds o
desafio com OVA, apds o qual foram submetidas ao ensaio de adesdo in vitro. Os resultados

estdo expressos como média da % de adesdo espontanea + E.P.M. (n= 6-8).
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3.4.2. Adesao plaquetdria estimulada com ADP

A adesdo de plaquetas ao fibrinogénio imobilizado, quando estimuladas com ADP (5-50
uM), mostrou-se marcantemente elevada 30 min apds o desafio com OVA, ao passo que 24
horas apds o desafio, as plaquetas aderiram-se menos, comparadas com o grupo nao-
sensibilizado (Figura 6). Os resultados mostram que a resposta inflamatéria alérgica
desencadeada pelo desafio antigénico promoveu um aumento da adesdo plaquetdria ao
fibrinogénio na resposta asmadtica imediata (30 min) (painel A), e uma queda da adesdo
plaquetdria na resposta asmaética tardia (24 horas) (painel D) em plaquetas estimuladas com ADP
(5-50 uM). Em 2 e 8 h ndo observamos alteragcdes significativas da adesdo plaquetdria (painéis B

e O).
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Figura 6. Adesao plaquetaria estimulada com ADP apé6s desafio com ovalbumina
(OVA). A adesio plaquetdria ao fibrinogénio imobilizado foi observada nos tempos de 30 min
(painel A), 2 h (painel B), 8 h (painel C) e 24 h (painel D) ap6s desafio com OV A. Os resultados
estdo expressos como média de % de aumento de adesdo + E.P.M. (n= 6-8). *p<0,05; **p<0,01

comparado com o respectivo grupo ndo-sensibilizado.
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3.4.3. Adesao plaquetdria estimulada com trombina

A adesdo de plaquetas ao fibrinogénio imobilizado, quando estimuladas com trombina
(50-100 mU/mL), mostrou-se marcantemente elevada durante a resposta asmatica imediata, 30
min (painel A) apés o desafio com OV A, ao passo que 24 horas apds (painel D), durante a
resposta asmadtica tardia, as plaquetas aderiram-se menos, comparadas com O grupo nao-
sensibilizado (Figura 7). Nao foram observadas diferencas significativas na adesdo plaquetéria

induzida por trombina nos tempos de 2 horas (painel B) e 8 horas (painel C) ap6s o desafio.
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Figura 7. Adesao plaquetaria estimulada com trombina apés desafio com

ovalbumina (OVA). A adesao plaquetdria ao fibrinogénio imobilizado foi observada nos tempos

de 30 min (painel A), 2 (painel B), 8 (painel C) e 24 horas (painel D) apds desafio a OVA. Os

resultados estdao expressos como média de % de aumento de adesdo + E.P.M. (n=5-7). *p<0,05;

*#p<0,01 comparado com o respectivo grupo nao-sensibilizado.
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3.5. Agregacao plaquetaria

3.5.1. Agregacao plaquetdria induzida com ADP

A agregacdo de plaquetas lavadas induzida por ADP (0,5-50 uM) foi medida em 30 min
(painel A), 2 h (painel B), 8 h (painel C) e 24 h (painel D) apds desafio antigénico a OVA
(Figura 8). O desafio antigénico a OV A nio afetou a resposta plaquetdria ao estimulo plaquetério
agregante, exceto na concentracdo maxima de ADP (50 uM) apés 24 horas (painel D) no qual

observamos reducdo da agregacdo no grupo sensibilizado.

56



A B nao-sensibilizado

I sensibilizado
100~ 100-
18 801 ’8 801
& &
S 60 & 60
Q o
5 >
& 401 & 40
2 I3
20 204
] ] ]
0,5
ADP (uM)
C D
100+ 100+
o 8041 o 80-
{3+ s
g g
o 60 o 604
() [}]
) P
S 40 & 401
2 2
20 20
] == ]
0,5

ADP (uM)

Figura 8. Agregaciao plaquetaria induzida com ADP apés desafio com ovalbumina
(OVA). A agregacio plaquetdria induzida por ADP foi observada apds 30 min (painel A), 2 h
(painel B) e 8 h (painel C), e 24 horas (painel D) apds o desafio antigénico a OVA. Os resultados

estdo expressos como média da % de agregacdo + E.P.M. (n=8). *p<0,05 quando comparado

com o respectivo grupo ndo-sensibilizado.
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3.5.2. Agregacdo plaquetdria induzida com trombina

A agregacdo de plaquetas lavadas induzida por trombina (30-200 mU/mL) foi medida em
30 min (painel A), 2 h (painel B), 8 h (painel C) e 24 horas (painel D) apds desafio antigénico a
OVA (Figura 9). O desafio antigénico a OVA nao afetou a resposta plaquetdria ao estimulo
plaquetdrio agregante, exceto na concentracdo maxima de trombina (200 mU/mL) ap6s 24 horas

(painel D) onde observamos redu¢do da agregacdo no grupo sensibilizado.
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Figura 9. Agregacio plaquetiria induzida por trombina apés desafio com
ovalbumina (OVA). A agregacio plaquetdria induzida por trombina foi observada apds 30 min
(painel A), 2 h (painel B), 8 h (painel C), e 24 h (painel D) apds desafio antigénico a OVA. Os

resultados estdo expressos como média da % de agregacdo + E.P.M. (n=8). *p<0,05 comparado

com o respectivo grupo ndo-sensibilizado.
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3.6. Mobilizacao citosdlica de calcio plaquetario

Considerando-se que a adesdo plaquetdria mostrou-se maior durante a resposta asmatica
imediata (30 min), € menor na resposta asmadtica tardia (24 horas), decidimos investigar se a
mobilizacdo dos estoques internos e o influxo externo de célcio estariam afetados nestes mesmos
periodos. Para tanto, realizamos ensaios de mobilizacdo de cdlcio interno (Figura 10) e
mobilizacdo total de cdlcio (Figura 11), em 30 minutos e 24 horas apds desafio antigénico a

OVA.
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3.6.1. Mobilizagdo dos estoques plaquetdrios de cdlcio em 30 min e 24 horas

Observamos um aumento significativo da mobilizacdo dos estoques de cdlcio em
plaquetas ativadas com trombina (100 mU/mL) ou ADP (20 uM) em 30 minutos apds o desafio,
ao passo que, em 24 horas, a mobilizacdo mostrou-se significativamente menor (Figura 10). A
concentragdo citosdlica basal de célcio (na auséncia de estimulo e presenga de 2 mM de EGTA)

ndo foi afetada em 30 minutos apds desafio antigénico a OVA (Figura 10).

. E=1 ndo-sensibilizado
30 min 24 horas N sensibilizado

100+ * 200+

754 150
100
N l -
0_]_.

EGTA EGTA EGTA

[Ca®*]i nM
[Ca®*]i "M

EGTA
(2mM) (2 mMm) (2 mM) (2mM) (2 mM) (2 mM)
+ + + +
ADP trombina ADP trombina

Figura 10. Mobilizacao dos estoques plaquetarios de calcio em 30 min e 24 horas
apos desafio com ovalbumina (OVA). A mobilizacdo dos estoques de célcio plaquetario foi
induzida por trombina (100 mU/mL) ou ADP (20 uM) na presenga de 2 mM de EGTA. Os dados
estdo expressos como média da concentracdo de cdlcio intracelular ([Ca2+]i) em nM + EP.M.

(n=8). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,01 comparado com o respectivo grupo nao-sensibilizado.
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3.6.2. Mobilizagdo total de cdlcio plaquetdrio em 30 min e 24 horas

Em 30 minutos apds desafio antigénico a OV A, observou-se um aumento da mobiliza¢do
total de cdlcio em plaquetas ativadas com ADP (20 uM) em animais sensibilizados quando
comparados com o grupo ndo-sensibilizado ao passo que a mobilizacdo de cdlcio total induzida
por trombina nao foi afetada pelo desafio (Figura 11). Em 24 horas apds desafio antigénico a
observou-se uma menor mobilizacdo de cdlcio, porém ndo-significativa. Os niveis basais de
célcio citosolico (auséncia de estimulo e presenca de 1 mM de CaCl,) nao foram afetados pelo

desafio (figura 11).
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Figura 11. Mobilizacao total de calcio plaquetario em 30 minutos e 24 horas apés
desafio com ovalbumina (OVA). A mobilizacdo total de cdlcio foi induzida por trombina (100
mU/mL) ou ADP (20 uM) na presenca de 1 mM de CaCl,. Os resultados estdo expressos como
média da concentracdo de cdlcio intracelular ([Ca2+]i) em nM + E.P.M. (n=5-8). ***p<0,001

comparado com os respectivo grupo nao-sensibilizado.
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4. DISCUSSAO

63



Um ndmero crescente de evidéncias vem mostrando o envolvimento das plaquetas na
asma alérgica. Alguns estudos enfatizam que as plaquetas participam do processo inflamatério

asmadtico atuando de forma diferente do seu papel hemostético.

Alguns poucos estudos funcionais in vitro abordam a atividade plaquetdria agregante na
asma alérgica, e até o momento, de acordo com o levantamento de informacdes na literatura, ndo
ha trabalhos avaliando a atividade funcional adesiva da plaqueta na asma. Assim, dado a
auséncia de estudos funcionais nesse contexto, o objetivo principal do presente estudo foi
abordar a funcdo adesiva in vitro de plaquetas em modelo animal de asma alérgica,
acompanhado de estudos complementares como agregacdo plaquetdria e mobilizacdo de calcio

citosolico.

A sensibilizagdo do animal ao antigeno, no caso a OVA, foi efetiva e mediada por
resposta imune Th, dependente, pois se observou um aumento significativo da concentra¢do de

IgE sérica nos animais sensibilizados quando comparados com o grupo controle.

A resposta alérgica, induzida pela provocacdo antigénica a OVA, foi observada nos
tempos de 30 min e 24 horas apds a provocacdo. O perfil leucocitario do LBA, nos animais
sensibilizados e desafiados a OVA, mostra de forma marcante a migracdo de eosinéfilos para o
pulmado. Este infiltrado eosinofilico pulmonar € caracteristico da asma alérgica e caracteriza esse
momento (24 horas) como sendo uma resposta asmatica tardia. Aos 30 min apds a provocagao,
foi observada uma inflamacdo inicial no grupo sensibilizado, como verificado pela discreta,
porém significativa, presenca de neutrofilos. Assim, o modelo experimental utilizado no estudo

mostrou duas caracteristicas fundamentais na asma alérgica, a resposta Th, dependente e a
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eosinofilia pulmonar, como ja observado em estudos anteriores. Portanto, os nossos resultados de

dosagem sérica de IgE e de LBA validam o modelo animal de alergia utilizado no estudo.

O potencial envolvimento das plaquetas na asma foi inicialmente sugerido por estudos
prévios que relataram mudancas no comportamento plaquetdrio. Partindo dessa premissa,
decidimos, inicialmente, investigar se o desafio antigénico afetaria o nimero de plaquetas
circulantes. Nossos resultados mostraram que o desafio antigénico causou uma queda de
plaquetas no sangue periférico, iniciando 30 min apds o desafio e voltando aos valores basais 24
horas depois, nos animais desafiados com OVA. Consistente com nossos resultados, estudos
prévios mostram uma reducido de plaquetas circulantes durante a resposta asmitica imediata
(Maestrelli e col., 1990), que se estende para a resposta asmatica tardia, em individuos asméaticos
expostos a alérgenos (Sullivan e col., 2000). Trabalho prévio mostrou que a sobrevida
plaquetdria em individuos asméticos estd diminuida (Taytard e col., 1986). Essa reducao de
plaquetas na circulagao pode ser devido a um sequestramento das plaquetas para o pulmao,
desencadeado pela resposta inflamatéria a OVA. De fato, recentemente, demonstrou-se, em
modelo murino de asma alérgica, que as plaquetas migram para o pulmdo em resposta ao desafio
antigénico a OVA (Pitchford e col., 2008). Estudo prévio mostrou também que o acimulo de
plaquetas é acompanhado de desgranulagdo no pulmdo imediatamente apds desafio intravenoso

com OV A em camundongos sensibilizados (Yoshida e col., 2002).

Estudos apresentam dados conflitantes quando abordam o tempo em que a ativacio
plaquetdria ocorre na asma. Em humanos, niveis de B-TG e PF-4, marcadores plaquetdrios da
ativagdo in vivo, mostraram-se aumentados no inicio (10 min) da resposta asmatica imediata
(Knauer e col., 1981). Outro estudo relata niveis aumentados desses mesmos mediadores (B-TG e

PF-4) aumentados em LBA em tempo tardio, 19 horas, apos desafio antigénico em individuos
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asmaticos (Averill e col,, 1992). Um terceiro estudo mostra a ativacdo plaquetdria em dois
momentos distintos, durante a resposta asméatica imediata, observada pelos niveis plasmaticos de
B-TG aumentados em 30 min, e também durante a resposta asmadtica tardia, como visto pelos
niveis plasmdticos aumentados de PF-4 e P-selectina solivel oriundos da secrecdao plaquetdria

(Kowal e col., 2006).

Considerando-se o periodo de reducdo de plaquetas circulantes, entre 30 min e 24 horas
apos desafio, decidimos entdo investigar a atividade adesiva e agregante das plaquetas utilizando

estudos funcionais in vitro, em tempos variados apds o desafio alérgico a OVA.

Nossos resultados mostraram que o desafio alérgico a OVA alterou a capacidade adesiva
somente em plaquetas estimuladas por agonistas, cuja mudanca foi observada em dois tempos

distintos, em 30 min e 24 horas apds desafio alérgico a OVA.

A adesao espontanea (na auséncia de estimulo) das plaquetas ao fibrinogénio imobilizado
ndo foi alterada pela resposta inflamatdria induzida pelo desafio alérgico em nenhum dos
periodos estudados (30 min, 2, 8 e 24 horas). Embora a integrina ampP3 plaquetdria seja capaz de
se ligar ao fibrinogénio imobilizado na auséncia de estimulo (Liischer e Weber, 1993), estudos
prévios mostram que as plaquetas participam da inflamacdo alérgica asmdtica somente quando
ativadas, mas ndo em estado de repouso (Moritani e col., 1998; Pitchford e col., 2005). Estas
observacodes sugerem que as plaquetas necessitam ser estimuladas para exercer seu papel como

“célula” mediadora da inflamacao.

Coerente com essa especulacdo, os nossos resultados mostram que o desafio alérgico
potencializou a adesdo plaquetdria ao fibrinogénio imobilizado quando as plaquetas foram
estimuladas in vitro com trombina (50-100 mU/mL) ou ADP (5-50 uM) durante a resposta
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asmadtica imediata (30 min apds desafio). Nao foram observadas mudancas significativas, entre
os grupos estudados, quando se comparou a adesdo plaquetdria estimulada e ndo-estimulada ao
fibrinogénio imobilizado durante os picos de queda de plaquetas circulantes, como verificado
nos tempos de 2 e 8 horas apds o desafio. Porém, em tempo tardio, 24 horas apds o desafio
antigénico a OVA, as plaquetas ativadas com trombina (30-100 mU/mL) ou ADP (0,5-50 uM)
dos animais desafiados aderiram-se marcantemente menos ao fibrinogénio imobilizado, quando
comparado com o grupo controle. Sugerimos que o desafio antigénico a OVA leve a uma
“exaustao” da atividade plaquetdria, observada em tempo tardio (24 horas), provavelmente
induzido por desencadeamento de uma hiper-atividade prévia, como observado em 30 min,

sugerindo uma atividade plaquetdria tempo-dependente na asma alérgica.

O aumento da adesdo plaquetdria observado em 30 minutos apds o desafio foi
concomitantemente acompanhado por aumento discreto, porém significativo, dos niveis de cdlcio
citosélico oriundos dos estoques internos e do influxo de cdlcio externo em plaquetas de ratos
desafiados. As [Ca®*]; mobilizadas em plaquetas estimuladas com ADP (20 uM) ou trombina
(100 mU/mL), na auséncia de célcio externo, foram significativamente maiores. Embora o ADP
e a trombina atuem em receptores diferentes e estimulem diferentes vias de sinalizagdo, ambos
levam ao aumento de [CaZJ“]i citosélico (Rink e Sage, 1990). Esse resultado nos permite inferir
que as plaquetas de animais desafiados mobilizam uma quantidade maior de calcio proveniente
dos estoques celulares, provavelmente do sistema tubular denso (reticulo endoplasmaético)
plaquetdrio. Estudo prévio mostrou que plaquetas de pacientes asmaticos nao-tratados
apresentaram maior mobilizacdo dos estoques internos de cdlcio quando estimuladas por
trombina (Moritani e col., 1998), perfil semelhante obtidos em nossos experimentos. Além disso,

Block e colaboradores (1990) observaram niveis elevados de IP3 em plaquetas de individuos
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asmaticos. Quando as plaquetas foram estimuladas na presenca de cdlcio extracelular, os
aumentos de [Ca”]; foram maiores nas plaquetas de ratos asmaticos; porém, significativamente
maiores naquelas estimuladas com ADP, sugerindo uma atividade aumentada dos mecanismos
reguladores de entrada de cdlcio na membrana plasmadtica, provavelmente mediada pelos canais
de célcio do tipo SOC (store-operated channel), operados por estoques. Considerando-se que os
mecanismos de mobiliza¢do de cdlcio interno e externo estdo aumentados, sugerimos que a via
de sinalizacdo mediada por IP; é potencializada quase imediatamente (30 min) apds o desafio

alérgico a OVA, favorecendo o aumento de adesao plaquetdria ao fibrinogénio nesse periodo.

A via de sinalizacdo mediada por célcio também foi afetada em plaquetas de animais
asmaticos em tempo tardio (24 horas) apds o desafio a OVA; porém, diferentemente do perfil
observado na resposta asmética imediata (30 min). Nota-se que, a mobilizacdo de Ca** dos
estoques internos em plaquetas estimuladas com trombina (100 mU/mL) ou ADP (20 uM) esta
significativamente reduzida em plaquetas de ratos desafiados. De modo semelhante, a
mobilizacdo de cdlcio extracelular também se mostrou significativamente reduzida em plaquetas
estimuladas com as concentracdes maximas dos agonistas, ADP (50 uM) e trombina (200
mU/mL). Observamos também niveis basais significativamente reduzidos de cdlcio citosélico
em plaquetas de animais desafiados. Sugerimos que a ativa¢do plaquetdria, observada pelo
aumento da adesdo e aumento de [Ca2+]i no inicio da reacdo asmadtica, por um consumo dos
estoques intracelulares de célcio, tenha levado a uma exaustdo plaquetdria posterior, em 24

horas.

A agregacdo plaquetdria induzida por 50 uM de ADP e 200 um/ml de trombina foi
reduzida (embora discretamente) somente em tempo tardio, 24 horas apés o desafio. E possivel

que esta discreta reducdo ndo tenha relevancia biolégica. Estudos prévios in vitro, realizados
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com plaquetas de pacientes asmaticos com sintomas cronicos, mostram agregacao plaquetdria
reduzida e refratdria em resposta ao ADP (Szczeklik e col., 1986), coldgeno (Szczeklik e col.,
1986; Gresele e col., 1993), PAF (Gresele e col., 1993; Beer e col., 1995) e acido aracddnico
(Szczeklik e col., 1987). Especula-se que as plaquetas possam ser exauridas de mediadores pré-
formados devido a intensa ativacdo plaquetdria in vivo. Nossos resultados apresentaram uma
tendéncia a uma resposta menor de agregacdo. Inferimos, porém que o modelo utilizado no

estudo € considerado agudo, e que uma Unica resposta asmatica aguda possa ndo ser suficiente

para induzir uma exaustio plaquetdria mais evidente e visivel.

Estudo recente mostrou diminui¢do dos niveis plasméticos de fibrinogénio durante a
resposta asmadtica imediata em sujeitos asmaticos (Rhim e col.,, 2009). E possivel que o
fibrinogénio esteja sendo “sequestrado” para o tecido pulmonar, a semelhanga do que ocorre em

reacdes de hipersensibilidade imediata mediada por IgE (Mekori e Galli, 1990).

Em conjunto, propomos que a ativagdo plaquetdria na resposta asmdtica imediata,
favorecida por um aumento da disponibilidade de célcio, leve a um aumento da adesdo
plaquetdria ao fibrinogénio imobilizado, retendo as plaquetas no pulmio, contribuindo assim
para a trombocitopenia. Esta ativa¢do plaquetdria inicial no pulmao poderia levar a secrecdo de
granulos plaquetérios, liberando mediadores inflamatérios e quimiotédxicos, favorecendo o
recrutamento de leucdcitos para o pulmio, contribuindo para a resposta inflamatéria alérgica

asmatica tardia.
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5. CONCLUSAO
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Os resultados apresentados nesse estudo nos permitem concluir que:

1.

O desafio alérgico a OVA promove uma mudan¢a de comportamento plaquetério,
levando a uma queda de plaquetas circulantes, iniciando-se em 30 minutos apds o

desafio, e retornando aos valores basais apds 24 horas;

O desafio alérgico promove um aumento da atividade plaquetdria adesiva ao
fibrinogénio, supostamente pela potencializa¢do da via IP3;, em 30 minutos apds o
desafio, levando a uma exaustdo dessa atividade adesiva em 24 horas,

provavelmente pelo consumo prévio dos estoques de calcio.
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Protocolo (1355-1) — Certificado do Comité de Etica em Pesquisa Animal

V2,

-
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uNICAMP

CEEA/Unicamp

Comissao de Etica na Experimentagao Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1355-1, sobre "Contribuicdo das plaquetas no
quadro _alérgico inflamatério em ratos”, sob a responsabilidade de Prof. Dr.

Edson Antunes / Lineu Baldissera Junior, esta de acordo com os Principios

Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagao Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etica
na Experimentagao Animal — CEEA/Unicamp em 26 de setembro de 2007.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1355-1, entitied "Contribution of platelets in an
allergic inflammatory state in rats", is in agreement with the Ethical Principles
for Animal Research established by the Brazilian College for Animal
Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutional
Committee for Ethics in Animal Research (State University of Campinas -

Unicamp) on September 26, 2007.

Campinds) 26 de setembro de 2007.
/

rofa. Dra. Ana Mariad\. Guaraldo Fatima Alxo-r;]o
Presidente Secretaria-Executiva
CEEA/IB - Unicamp Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 Telefax: (19) 3521-6356
13083-970 Campinas, SP - Brasil E-mail: comisib@unicamp.br

http://www.ib.unicamp.br/institucional/ceealindex.htm
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