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RESUMO

Microparticulas de plaguetas (PMP) s&o vesiculas membranosas
submicroscoépicas liberadas por plaquetas ativadas. Apresentam em suas
membranas uma grande quantidade de receptores de ligacdo plagueta-endotélio,
lipidios bioativos e uma gama de diferentes proteinas com diferentes funcdes e
diretamente relacionadas com seus efeitos biolégicos. Além do papel pré-coagulante
que as PMP exercem na hemostase e no processo trombotico, a interagao das PMP
com células tem sido associada com respostas biolégicas como a inducdo na
proliferacdo celular e a inibicdo da apoptose em alguns tipos celulares. Variagdes
anormais na concentracdo de PMP no plasma tém sido associadas a diversas
situacoes patoldgicas, onde o risco trombético € elevado, como lUpus eritematoso
sistémico, esclerose multipla, mal de Alzheimer, hipertensdo, diabetes entre outras.
Além disso, estudos recentes tém demonstrado que as PMP poderiam estar atuando
através do efeito redox. O estado redox da célula indica o balanco entre as
moléculas oxidadas e as moléculas reduzidas encontradas no citoplasma. Esse
balanco é influenciado por fatores fisiol6gicos e ambientais e influencia diretamente
a ativacao de enzimas, a sintese de DNA, a proliferacao celular, os mecanismos de
regulacdo da apoptose, o enovelamento de proteinas, a ativagdo de fatores
transcricionais, entre outras atividades. Este trabalho teve como objetivo confirmar o
potencial mitogénico das PMP em células RASM, avaliar se as PMP alteram o
estado redox intracelular destas células e verificar se a proliferacdo celular nestas
mesmas células induzida por PMP correlaciona-se com as alteracbes no estado
redox intracelular. Para isso produzimos PMP in vitro a partir de plaguetas humanas
ativadas com ionéforo de calcio A23187(Sigma). Células RASM foram cultivadas e
tratadas diferentes concentracdes (10 yg/mL e 30 pg/mL) de PMP. Para os ensaios
de proliferacao induzida por redox as células foram tratadas com 2 mM de NAC e
com 0,5 mM de BSO. Observamos que o tratamento com 10 pg/mL de PMP
aumentou a proliferagéo celular porém sem diferenca estatistica significante quando
comparada com o controle negativo. Contudo, o tratamento com 30 pg/mL de PMP
estimulou a proliferacao significantemente, embora com menor intensidade que o
controle positivo. Os resultados também nos indicaram um aumento significante na
proporcdo GSH/GSSG intracelular no tratamento com 10 ug/mL de PMP quando
comparado ao controle negativo. Por sua vez o tratamento com 30 yg/mL de PMP
nao apresentou alteracdes significativas na proporcao GSH/GSSG intracelular. Foi
comprovado também que o estado redox mais reduzido induz a proliferacao celular,
enquanto o estado redox mais oxidado inibe a proliferagdo celular. Com isso
concluimos que as PMP induzem a proliferacdo de células musculares lisas de
forma correlacionada as alteragdes no estado redox. Esta correlacdo pode estar
sendo direta através da atuagdo, no estado redox, dos constituintes das PMP ou
através de uma acao sinérgica da alteracao redox com o efeito do PDGF como fator
proliferativo. Uma vez que foram detectadas pequenas concentracdes deste fator de
crescimento nas PMP. Assim, sugerimos possiveis efeitos aterogénico e redox das
PMP em células musculares lisas.
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1 INTRODUCAO

1.1 PLAQUETAS: MORFOLOGIA, ATIVACAO, AGREGACAO,
SECRECAO E O SEU PAPEL NA HEMOSTASE

Em 1882, Bizzozero e Hayem identificaram as plaguetas como pequenos
elementos do sangue circulante. Até entdo, os microscopistas consideravam as
plaquetas fragmentos de eritrocitos ou leucdcito. Desde entdo, muito se tem
aprendido sobre a morfologia e a fisiologia das plaquetas, assim como seu papel
no controle da hemostase e em condicdes patolégicas. Hoje em dia sabe-se que
a hemostase € um processo muito complexo que envolve a agregagao plaquetaria
em lesdes da parede vascular no intuito de minimizar a perda de sangue (AVILA,
1997). A seguir, serdo apresentados alguns aspectos morfolégicos das plaquetas,
essenciais ao entendimento dos processos de agregacao e ativacao plaquetaria.

As plaguetas sao produzidas a partir da fragmentacao citoplasmatica de
megacariocitos na medula éssea. No sangue circulante tém a forma de um disco
biconvexo (forma n&o ativada) com um didmetro de 2 a 3 micrdmetros, sendo
assim a menor célula sanguinea. Microtubulos, logo abaixo da membrana
plasmatica, auxiliam na manutencao dessa forma. As plaquetas sdo anucleadas,
portanto ndo se proliferam. O tempo de vida de uma plagueta in vivo é de
aproximadamente 12 dias (RAPAPORT, 1990).

Sua membrana plasmatica € uma bicamada de composicao fosfolipidica
assimétrica. A parte interna da bicamada apresenta fosfatidiletanoaminas,
fosfatidilserinas e fosfatidilinositol, enquanto a esfingomielina é encontrada
exclusivamente na camada externa. Aproximadamente 20% dos lipidios da
membrana das plaquetas sao lipidios neutros, sendo o principal componente o
colesterol. A presenca dessa concentracao de colesterol e a relacdo dos acidos
graxos saturados com os componentes fosfolipidicos sao de grande influéncia na
fluidez da membrana plasmatica. Essa membrana € revestida externamente por
uma camada amorfa de glicoproteinas (glicocalix). Dentre as glicoproteinas
encontradas no glicocalix foram descritas as GP |, Il e lll (e suas variantes, como
a Ib, a llla e etc.) como as mais importantes na ativagdo e na agregacao
plaquetaria (MCNICOL e GERRARD, 1997).



Internamente as plaquetas apresentam sistemas de membranas
denominados sistema canalicular aberto e sistema tubular denso. O primeiro é
formado por invaginacdes da membrana plasmatica. E através desse sistema que
a plaqueta ativada secreta seus produtos. O segundo é constituido de restos do
reticulo endoplasmatico que ndo se comunicam com o exterior. Ele serve
basicamente como um local de armazenamento de célcio intracelular (MCNICOL
e GERRARD, 1997).

Entre as organelas presentes nas plaguetas estdo as mitocondrias, os
granulos grandes (os quais podem ser de dois tipos: corpusculos densos ou
granulos alfa) e os granulos finos de glicogénio. As plaquetas obtém a sua
energia na forma de ATP pelo metabolismo da glicose, seja por glicélise
anaerdbica ou pelo processo mais complexo e muito mais eficiente de fosforilagao
oxidativa nas mitocéndrias. As plaquetas nao ativadas utilizam as suas ATPs para
realizar o bombeamento de sédio para fora da célula. Isso mantém o numero de
proteinas plaquetarias fosforiladas e da uma continuidade na polimerizacao-
despolimerizagdo basal da actina. Uma vez ativadas, as plaguetas passam a
produzir mais ATPs necessarias para a alteracdo da forma celular, para a
contragdo e para a secrecdo (AVILA, 1997).

As plaguetas tém a capacidade de sintetizar glicogénio e acidos graxos,
porém, pela auséncia de material genético elas ndo podem sintetizar qualquer tipo
de proteina. Portanto quando uma enzima plaquetaria, por algum motivo, é
inativada, nao é possivel a sintese de uma nova proteina para a substituicdo da
mesma (MCNICOL e GERRARD, 1997).

O sistema hemostatico consiste em plaquetas, fatores de coagulacéo e
células endoteliais forrando os vasos sanguineos. Sob condi¢cdes normais, a
resisténcia da camada de células endoteliais a interagdes com as plaquetas e
com os fatores de coagulacdo previne a trombose. Quando a continuidade do
endotélio € rompida e a matriz sub-endotelial € exposta, uma coordenada série de
eventos ocorrem para selar essa falha . As plaquetas realizam um papel primario
nesse processo, interagindo com o fator von Willebrand (vWf) de ligacdo sub-
endotelial via complexo Ib (glicoproteina de membrana). Essa interagao inicial
(adesao plaquetaria) permite o préximo estagio, que é uma reagao adesiva que
leva as plaquetas a interagirem umas com as outras até formar um agregado (DA
SILVA e HASHIMOTO, 2006).



O complexo glicoprotéico llb/llla medeia a interagdo plaqueta-plaqueta
(agregacao plaquetaria). Nas plaquetas em repouso, a glicoproteina llb/llla é
incapaz de se ligar ao fibrinogénio ou ao vWf. A ativacado das plaquetas permite a

ligacdo dessas proteinas, unindo plaguetas adjacentes (FIGURA 1).

FIGURA 1. PROCESSO DE AGREGAGAO PLAQUETARIA.
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NOTA. Figura adaptada (YIP et al. 2004) demostrando a adesao plaquetéria ao sub-endotélio e a
formagédo de uma ponte entre os receptores Gplb das plaguetas e o colageno sub-endotelial. A
agregacdao plaquetaria é feita através dos receptores Gpllb-llla, intermediado pelo fibrinogénio.

A medida que as plaquetas vao aderindo ao subendotélio, elas comegam a
se ativar, como resultado do contato com o colageno e com a trombina produzida
no local. As plaquetas que forem se agregando as plaquetas ja ativadas sao
também ativadas diretamente. Essa ativacdo libera substéncias que véao
amplificar a ativacdo plaquetaria posterior. Entre essas substancias estdo o
Tromboxano A., o PAF (platelets activator factor) ou FAP (fator ativador de
plaquetas) e o ADP (difosfato de adenosina).

Morfologicamente, apds a ativagdo, a plaqueta muda drasticamente da
forma de disco para uma forma esférica com prolongamentos (como se fossem
pseudopodos). Isso ocorre através de uma reorganizacdo do seu citoesqueleto
que é predominantemente composto por microtibulos (AVILA, 1997).

Como foi citado anteriormente, as plaquetas contém dois tipos de granulos
grandes, os granulos alfa e os granulos densos. Os gréanulos alfa contém

proteinas hemostaticas como o fibrinogénio, o vWf e fatores de crescimento como



o PDGF (Platelet-Derived Growth Factor). Os granulos densos contém fatores
pré-agregatérios como a adenosina 5°-difosfato (ADP), calcio e a serotonina.
Durante a ativagdo, os granulos estdo centralizados e o seu conteludo é
descarregado no limem por um sistema de canais abertos por onde sao liberados
para o exterior (reacdo de liberacdo). Juntamente a liberacdo desses granulos
ocorre a liberacdo de microparticulas (PMP) com atividades pré-coagulantes (DA
SILVA e HASHIMOTO, 2006). Essas microparticulas serdao detalhadas
futuramente neste trabalho.

Apbés a ativacdo, as plaquetas tém dois mecanismos principais para
recrutar plaquetas adicionais para a formacdo do tampao hemostatico. Elas
liberam substancias pré-agregratérias e sintetizam tromboxano A, a partir do
acido aracddnico. Assim, a reagao de liberacdo e a sintese de prostaglandinas
consolidam o tampado hemostatico inicial promovendo a participacdo de outras
plaguetas na formacao do mesmo. Somado a isso, quando as plaquetas séo
ativadas, fosfolipidios carregados negativamente movem-se para o lado externo
da bicamada lipidica da membrana plasmatica. Essa superficie negativa forma
sitios de ligagédo para enzimas e cofatores do sistema de coagulacao, resultando
na formacado do coagulo (hemostase secundaria) (DA SILVA e HASHIMOTO,
2006).

As doencas plaquetarias levam a um defeito na hemostase primaria e
apresentam diferentes sinais e sintomas de deficiéncia nos fatores de coagulacéo
(desordens na hemostase secundaria). A reacgao fisioldégica a uma lesdo vascular
€ uma rapida adesao das plaquetas ao sub-endotélio. O tampao hemostatico
inicial, composto primariamente de plaguetas, é estabilizado mais ainda pela
malha de fibrina gerada na hemostase secundaria. A apreensao do sangue na
superficie da lesdo durante o sangramento é quase que exclusivamente resultado
do tamp&o hemostatico primario.

Doravante, as desordens hemostéaticas primarias sdo caracterizadas por
um periodo de sangramento prolongado, e os exames de caracteristicas fisicas
demonstram petéquias e lesdes purpuricas. Em comparagcdo, defeitos na
hemostase secundéaria apresentam um sangramento profundo e demorado (nos
musculos por exemplo) e os exames de caracteristicas fisicas demonstram
hemartrose. Hemartrose e hematomas musculares geralmente nao estao

presentes em doencas na hemostase primaria (MCNICOL e GERRARD, 1997).



1.2 MICROPARTICULAS DERIVADAS DE PLAQUETAS

Microparticulas de Plaquetas (PMP) sao vesiculas membranosas
submicroscopicas liberadas por plaguetas durante a sua ativacdo. Elas
apresentam alguns antigenos caracteristicos de plaquetas intactas como GP
lIb/lla e GP Ib. As PMP sao responsaveis por 90% de todas as microparticulas
encontradas no plasma de individuos saudaveis, enquanto as 10% restantes
podem ser derivadas de outros tipos celulares como eritrécitos, granuldcitos,
mondcitos, linfocitos e células endoteliais (GARCIA et al. 2005). Elas ndo podem
ser visualizadas em métodos simples de contagem de plaquetas mas podem ser
detectadas por citometria de fluxo e microscopia eletrénica de transmissao (MET)
(HORSTMAN e AHN, 1999).

A descoberta das PMP foi realizada por Wolf em 1967 (WOLF, 1967)
quando demonstrou que as plaquetas, ap6s sua ativacao, liberam pequenos
fragmentos lipidicos chamados por ele de “platelet dust” (poeira de plaqueta). Ele
descreveu também que estes pequenos fragmentos lipidicos tinham a mesma
funcéo pro-coagulatéria que as plaquetas ativadas. Essa atividade acabou sendo
chamada de “platelet factor 3 ou PF3 (fator de plaqueta 3) (HARDISTY e
HUTTON, 1966). Atualmente sabe-se que esta atividade deve-se a presenca de
fosfolipidios aniénicos como a fosfatidilserina exposta na superficie da PMP, que
tornam essa superficie catalitica para o complexo pré-trombinase (DIAMANT,
2004). Wolf, através da utilizacdo de um microscoépio eletrbnico de transmisséao,
descreveu que as vesiculas apresentam-se com tamanho aproximado menor que
0.1um e podem estar livres ou agregadas.

Em 1972, Warren e Vales conseguiram demonstrar a liberacdo das
microparticulas por plaquetas apo6s a sua adesao a parede dos vasos sanguineos
(WARREN E VALES, 1972). Apds varios outros trabalhos pioneiros, as PMP
passaram a ser vistas como uma consequiéncia normal da ativacao plaquetaria e,
com isso, as diferencas observadas no tempo de tromboplastina parcial entre o
PRP (platelet-rich-plasma ou plasma rico em plaquetas), o PPP (platelet-poor-
plasma ou plasma pobre em plaquetas) e o PFP (platelet-free-plasma ou plasma
livre de plaquetas) foram atribuidos as préprias plaquetas e a atividade pré-



coagulatéria (PF3) das PMP. Mas foi somente em 1994 que a terminologia
Microparticula de Plaqueta foi realmente utilizado para se referir a estas pequenas
vesiculas estudadas por um longo tempo sem um nome apropriado
(OWENS,1994).

1.2.1 Formacao e caracteristicas das microparticulas

As plaquetas, ao serem estimuladas por agonistas como a trombina, o
ion6foro de célcio A23187 e colageno, ou quando elas sdo expostas a um grande
estresse mecanico, liberam vesiculas de tamanho entre 0,02 e 1um denominadas
Microparticulas de Plaquetas (PMP) (TAUBE et al, 1999; HOLME et al, 1997;
PAKALA, 2004). Durante a ativacao das plaquetas ocorre um aumento da
concentracdo intracelular de calcio, essa alteracdo de concentracdo causa a
ativacao de proteinas quinases seguida da inativacdo de proteinas fosfatases.
Causa também a ativagédo de calpainas que degradam talina permitindo ,assim, a
formacao de vesiculas pela membrana plasmatica (VAN WIJK, 2003). Essas PMP
expressam em sua superficie uma série de receptores da interacdo plaqueta-
endotélio como, por exemplo, as glicoproteinas llb/llla (CD41), Ib e P-selectina
(CD62P) (PAKALA, 2004; HORSTMAN et al. 1994). Como ja  foi citado
anteriormente, a membrana das PMP apresenta uma série de fosfolipidios
aniébnicos como a fosfatidilserina, esfingosina 1-fosfato (SPP-1) e o &cido
aracdoénico (AA). Muitos dos efeitos das PMP no processo hemostatico se devem
a presenca destes lipidios carregados negativamente expostos na sua membrana.

Até pouco tempo atras o conhecimento do conteludo protéico das PMP
estava restrito a uma pequena quantidade de proteinas de membrana expostas e
gue podiam ser monitoradas através de analises de citometria de fluxo. Trabalhos
atuais possibilitaram uma melhor exploracdo do proteoma das PMP. Em um dos
mais recentes deles (GARCIA et al. 2005), foi identificada a presenca de 578
proteinas diferentes em microparticulas de plagueta. A identificacdo dessas
proteinas foi realizada. A FIGURA 2 demonstra graficos de proporcdo dessas
proteinas de acordo com trés categorias, (A) papel nos processos celulares, (B)
funcédo molecular e (C) localizagao sub celular.



FIGURA 2. PROTEOMA DAS PMP.
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NOTA. Grafico A - papel das proteinas identificadas nas PMP nos processos celulares. Grafico B -
fungdo molecular das proteinas identificadas nas PMP. Gréafico C - localizagdo sub celular das
proteinas identificadas nas PMP (GARCIA et al. 2005).



1.2.2 Efeitos biologicos das microparticulas

Como foi citado anteriomente as PMP apresentam em suas membranas

uma grande quantidade de receptores de ligacdo Plaqueta-Endotélio como a

glicoproteina llb/llla e a P-selectina. Apresentam também lipidios bioativos como

SSP-1 e 0 AA, além de uma gama de diferentes proteinas com variadas funcées

que estdo diretamente relacionadas com seus efeitos biolégicos. O papel pro-

coagulante das PMP na hemostase e no processo trombético € evidente
(GAMBIM et al. 2007; SJANDER et al. 1996). Porém, os mecanismos pelos quais

essa funcao é exercida ainda nao sdo muito conhecidos, € por isso sdo alvos

constantes de diversos estudos (MOREL et al., 2004). A interacdo das PMP com

células tem sido associada com algumas respostas biolégicas como:

Ativacao de células endoteliais — Esse processo estaria ocorrendo por meio
de um mecanismo transcelular de lipidio, onde a ativagcdo plaquetaria
poderia modular a ativacao de plaquetas adjacente e de células endoteliais
através do envio de AA as mesmas (BARRY et al., 1997).

Ativacao de leucécitos polimorfonucleares - Uma vez que foi comprovada a
associacdo das PMP a neutréfilos e mondcitos por alteragdes celulares
caracteristicas de uma ativagao (MIYAMOTO et al. 1998).

Ativacdo e inducdo de quimiotaxia de monécitos U-937 — (BARRY and
FITZGERALD 1999; BARRY et al. 1999)

Modulacdo da interagdo monécito-endotélio — PMP podem estimular a
adesao dos mondcitos as células endoteliais de forma dose dependente.
Esse estimulo ocorre por um aumento na expressao de proteinas de
adesao celular. Dessa forma quanto maior a concentragdo de PMP maior é

a velocidade de adesao monécito — endotélio (BARRY et al. 1998).



e Modulagao da interagao leucdcito-leucocito — PMP estimulam a adesao de
leucécitos através de um aumento da expressdo de moléculas de adesao
como a P-selectina que pode formar pontes de ligagdo com outros
leucocitos (FORLOW et al. 2000).

¢ Inibicdo da apoptose em leucécitos polimorfonucleares — A presenga de
TGF-betal nas PMP possivelmente acarreta em uma resposta anti-
apoptoética através da via p38 MAP quinase. E esta resposta seria dose
dependente (BRUNETTI et al. 2000).

e Estimulacdo da proliferacdo de células endoteliais, musculares lisas e
hematopoiéticas. — Células musculares lisas sdo estimuladas em sua
proliferacdo pelas PMP por vias independentes de PDGF, como a via
p42/p44 MAP quinase. Ja as células hematopoiéticas tém sua migracao,
adesao, proliferacao e sobrevivéncia estimuladas pela PMP por vias como
p42/p44 MAP quinase, PI3-K-AKT e STAT (WEBER et al. 2000 e BAJ-
KRZYWORZEKA et al. 2002).

As microparticulas, sozinhas, podem ser vistas como um "local de
armazenamento". Disseminam, via tecido sanguineo, fatores de ativacao,
fosfolipidios pré-coagulantes e proteinas com diversas atividades. O
conhecimento das moléculas envolvidas nesses processos aumenta as
evidéncias da existéncia de ciclos integrados que envolvem eventos muito
dindmicos de trocas e transferéncias que multiplicam as interagdes PMP —
células. Esse conhecimento, com certeza, ira aumentar com os trabalhos que
estdo surgindo e provavelmente novos efeitos biolégicos serdo atribuidos as
PMP futuramente (HORSTMAN E AHN, 1999).

1.2.3 Microparticulas e as situacoes patologicas

A presenca de microparticulas em desordens clinicas foi descrita ha muito

tempo atras quando foram visualizadas por microscopios eletrbnicos de



transmissdo (WARREN E VALES, 1972). Mas foi em 1986 que foram observadas,
por citometria de fluxo, as primeiras concentracées anormais de PMP em casos
clinicos (GEORGE et al. 1986).

A secrecao plaquetaria de microparticulas tem sido alvo de muitos
trabalhos atualmente. O grande motivo desse interesse é a demonstracdo de
alteracées na sua concentracdo plasmatica em situagdes clinicas onde o risco
trombotico é elevado (VAN WIJK et al. 2003; MURAKAMI et al. 2007).

A variacdo da concentracado de PMP no plasma pode ocorrer por
deficiéncias na formacdo de vesiculas ou por formagdo anormal de
microparticulas. A seguir, alguns exemplos de desordens clinicas onde, de

alguma forma, a concentragdo de PMP no plasma é verificada como anormal.

Deficiéncias na formacao de vesiculas.

e Sindrome de Scott — doenca hemorragica rara onde ha a delecdo ou
mutagdo do gene de uma fosfatidil translocase que esta envolvida
diretamente com a simetria da membrana plasmatica, ativacéao e liberacéao
de microparticulas em plaquetas. Pacientes com esta sindrome
apresentam uma capacidade limitada de ativacdo plaquetaria e,
consequentemente, uma limitada liberacdo de PMP (SIMS et al. 1989;
DACHARY-PRIGENT et al. 1997).

Formacao anormal de microparticulas

e Purpura Trombocitopénica auto-imune - causada pela diminuicdo de
plaquetas no sangue periférico do paciente. Essa destruicdo ocorre por um
mecanismo ainda nao conhecido que faz com que as plagquetas tornem-se
estranhas ao préprio organismo iniciando uma reacdo auto-imune. A
concentragdo de PMP em individuos portadores desta desordem clinica é
significativamente maior que em individuos saudaveis (GALLI et al. 1996).
Segundo estudos realizados in vitro, essa concentracdo estaria sendo
elevada devido a ligacdo de anticorpos as glicoproteinas CD41, o que
estaria acarretando na liberacdo de PMP e na consequente destruicdo das
plaquetas (JY et al. 1992).
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Ataques isquémicos transientes — Alguns trabalhos foram realizados
visando relacionar a concentracdo de PMP com acidentes vasculares
cerebrais (AVC). Foi encontrada significAncia principalmente com

isquemias em pequenos vasos sanguineos cerebrais (WANG et al., 1997).

Sindromes corondrias agudas — A analise da concentracdo de PMP, da
expressdao de P-selectina, da interacdo plaqueta-leucécito e da
concentracdo de Ca?* plaquetario, foi feita em diversos casos de sindrome
coronaria aguda. Entre esses casos que foram estudados estdo pacientes
que sofreram infarto do miocardio e pacientes com angina instavel. A
concentragdo de PMP foi significativamente maior em ambos 0s casos
quando comparados a individuos controle (KATAPODIS et al., 1997;
MALLAT, Z. et al, 2000).

Diabetes - Um aumento significativo na concentracao plasmatica de P-
selectina, CD40L, e CD63 (ambas liberadas pelas PMP) foi observado em
pacientes portadores de Diabetes Tipo 2 que desenvolveram aterosclerose
(TAN et al. 2005). Foi observado também um aumento progressivo na
concentracdo de PMP em portadores de Diabetes Retinopatica de acordo
com o avanc¢o da doenca (OGATA et al, 2005). No entanto, o0 mecanismo
pelo qual o aumento na concentracdo plasmatica de PMP € induzido pela
Diabetes ndo é muito claro.

Hipertensdo — Em estudos realizados, foi observada uma relagao
significativa da concentragcdo aumentada de PMP em pacientes que
apresentam casos severos de hipertensdo. Sugeriu-se que os efeitos
combinados das PMP e das microparticulas endoteliais na coagulacao, dos
leucécitos e do proprio endotélio estariam realizando um papel patogénico
no érgao danificado pela hipertensdo (PRESTON et al, 2003).

Arteriosclerose — Por apresentar um importante papel no processo
trombotico, por possuirem lipidios bioativos que realizam importantes
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efeitos na angiogénese e por apresentarem um papel pré-inflamatério, as
PMP podem facilmente ser associadas a todas as etapas da aterosclerose
(TAN e LIP, 2005; BOULANGER et al, 2006).

Mal de Alzheimer — Pacientes com o Mal de Alzheimer apresentam uma
maior ativagdo plaquetaria (e conseqlente agregacdo), uma maior
concentracdao de CD62p e uma maior concentracao do complexo leucocito-
plaqueta. E possivel que essa ativacdo plaquetaria esteja sendo promovida
pelas células danificadas do endotélio cerebral (SEVUSH et al, 1998).
Trabalhos recentes demonstraram que as PMP sao a principal fonte de
proteinas precursoras de amildide e peptideos beta-amiléides no sangue
humano. E possivel entdo que a ativacdo plaquetaria do Mal de Alzheimer
possa refletir ou até contribuir na patogenicidade da doenca (MATSUBARA
et al, 2002).

Esclerose Multipla — Estudos demonstraram um aumento na concentragdo
de PMP e o aumento da expressao de CD62p em pacientes com esclerose
multipla. Foi detectada também uma grande quantidade de plaquetas
associadas com IgM, sugerindo um consumo imuno-mediado de plaguetas
em esclerose multipla (KOLODNY et al, 1996; KIKTENKO et al, 2005).

Em cirurgia de bypass cardiopulmonar e em Hemodialise — de 40 a 70%
dos pacientes que passam por cirurgias que tenham bypass
cardiopulmonar ou pacientes que passam por hemodialises constantes
apresentam complicagdes neurolégicas resultantes da formacdo de
pequenos coagulos. A ativagdo plaquetaria e consequente liberacao das
PMP pode estar sendo induzida durante a passagem do sangue pelo
equipamento médico (GRIECO et al, 1996).

Lupus Eritematoso Sistémico — O aumento no niumero de PMP circulantes
em pacientes com lUpus eritematoso sistémico e a sua associacdo com a
producdo de trombina e com a ativacdo do sistema de coagulacao
sugerem que essas PMP realizam um importante papel na patogenicidade

do estado pré-trombético nesses pacientes (PEREIRA et al, 2006).
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e Obesidade — Uma super-producao de PMP e anormalidades fibrinoliticas
estdo correlacionadas com o indice de massa corporal (IMC), volume de
gordura viceral e volume de gordura subcutaneo. Também foi encontrada
uma variagdo nas mesmas caracteristicas durante a reducdo do tecido

adiposo através de uma dieta de reducéo calérica (MURAKAMI et al, 2007)

1.3 ASPECTOS REDOX E PROLIFERACAO CELULAR

Os efeitos das alteracoes redox em eventos celulares e moleculares tém
sido muito estudados nos ultimos anos. O estado redox da célula indica o balango
entre as moléculas oxidadas e as moléculas reduzidas encontradas no
citoplasma. Esse balanco € diretamente influenciado por fatores fisiologicos e
ambientais e atua diretamente a ativacdo de enzimas, a sintese de DNA, a
proliferacao celular, os mecanismos de regulacdo da apoptose ou morte celular
programada, o enovelamento de proteinas, a ativacao de fatores transcricionais,
entre outras atividades (ALIDOOST et al. 2006). O estado redox e alguns tiol
(compostos que apresentam o grupo —SH) regulam a expressao de genes
associados a patogenia de algumas doengas, como cancer, aterosclerose, AIDS,
diabetes, etc. (SARRASAGUE, 2006; MCCALL e FREI, 1999).

O estado redox intracelular é bastante influenciado pelo par GSH/GSSG
(HWANG et al. 1992). A glutationa € o tiol de baixa massa molecular mais
abundante na célula e exerce uma série de fungdes, entre elas a protecdo da
célula contra espécies oxidantes (BRAY e TAYLOR, 1993), transdugé@o de sinais
(BLACKBURN et al. 1999), expressao de genes (ARRIGO, 1999), modulacédo da
atividade de proteinas (DENU e TANNER, 1998), sintese de
desoxirubonucleotideos (DALTON et al., 1999), necrose (DAVIS et al., 2000) e
apoptose (WANG et al.,, 2000). Esta também associada a proliferacdo celular
(HUTTTER et al., 1997; CHANG et al., 1999; ALIDOOST et al. 2006; TIAN et al.,
2007) e atua como fator de crescimento (IANTOMASI et al., 1999, KANDA et al.,
2006).

A sintese de glutationa reduzida (GSH) e a oxidacdo dessa molécula

(formando a glutationa-dissulfeto, GSSG) durante o metabolismo celular contribui
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diretamente com a manutencao do estado redox (ARRICK e NATHAN, 1984). A
GSH é sintetizada no citoplasma, no entanto, 10 a 15% ficam localizadas nas
mitocondrias para protegé-las da agua oxigenada e das demais espécies reativas
de oxigénio produzidas durante o metabolismo celular. A GSH é conhecida
quimicamente como N-L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina, sua férmula molecular é
C10H17N306S e sua massa molecular é 307,33 g/mol. A GSSG é conhecida
quimicamente como L- y -glutamil-L-cisteinil-glicina disulfeto e sua férmula
molecular & CoH32NsO12S, (HARLAN et al., 1984; SARRASAGUE, 2006). O ciclo
redox da glutationa esta demonstrado na FIGURA 3.

FIGURA 3: CICLO REDOX DA GLUTATIONA.

Glutamato
Cisteina

/, ; Conjugados de tioter
NAC Gama-GCS Glicina /
A GST
BSO \/ \
GSH sintase \S\
\ / CDNB

Glutationa reduzida

/ NADP / GSH

G6PDH BCNU GPx

\NADPH \ GSSG / 2H,0

Glutationa oxidada

H,0,

NOTA. Figura adaptada de Harlan et al. 1984. y-GCS: y-glutamilcisteina sintase, GST: glutationa
S-transferase, G6PDH: glucose-6-fosfato desidrogenase, GR: glutationa redutase, GPx: glutationa
peroxidase, BSO: butioniona sulfoximina, CDNB: 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno, BCNU: 1,3-bis(2-

cloroetil)-1-nitrosoureia, NAC: N-acetil-cisteina.

Estudos anteriores estabeleceram uma ligacdo entre a concentracdo de
GSH intracelular e a atividade proliferativa. Células em crescimento ativo sofrem

um aumento no seu total de GSH celular apresentando-se, assim, com um
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potencial mais redutor. Um aumento do total de GSSG e consequente diminuicdo
do total de GSH (potencial menos redutor) esta associado a uma diminuicdo da
proliferacao celular (OBRADOR et al.,, 1997). Outros estudos indicam que é
necessaria a manutengao de concentracoes elevadas de GSH para a estimulacao
induzida da proliferagéao celular (CHANG et al., 1999).

A alteragéo do estado redox pode ser obtida farmacologicamente por meio

da modulacao da sintese de glutationa. Ja foi demonstrado que a DL-butionina-
SR-sulfoximina (BSO) é um inibidor especifico da y—glutamilcisteina sintase, que
€ a enzima que sintetiza a GSH intracelular (GRIFFTH, 1982). Com a
administracdo de BSO, a concentracdo de GSH reduz de maneira que a célula
torna-se menos redutora. Isso ocorre devido a uma diminuicdo na proporcao
GSH/GSSG.
De maneira inversa, a administracdo de precursores da GSH como a N-acetil-
cisteina (NAC) aumenta a concentracdo de GSH intracelular(NEUHAUSER et al.,
1986). A NAC tem a habilidade de penetrar na membrana plasmatica e ser
facilmente convertida em cisteina por desacetilacdo (DE VRIES e DE FLORA,
1993). Com a presenca de grandes quantidades de substrato, a y—glutamilcisteina
sintase produz uma quantidade maior de GSH (que em excesso exerce um
feedback negativo na enzima) aumentando assim a proporcdo GSH/GSSG
tornando o estado redox intracelular mais redutor (HUTTTER et al., 1997). O
mecanismo pelo qual o NAC e o BSO atuam na modulacédo da producao de GSH
também pode ser observado na figura 2.

Alguns estudos foram realizados por meio da modulacdo do redox celular
por NAC e BSO e, em geral, observou-se um aumento na proliferacdo de diversos
tipos celulares diferentes quando o estado redox intracelular sofre uma alteracao,
ndao muito grande, para um estado mais redutor. Quando a alteracéo é para um
estado menos redutor observou-se que ocorre uma significante diminuicdo na
proliferacdo celular (TIAN et al., 2007; ALIDOOST et al., 2006; KYAW et al., 2004;
NODA et al. 2001). O mecanismo pelo qual o GSSG ou a proporcéo de glutationa
reduzida/oxidada influencia na proliferagéo celular ainda nao é muito claro, porém
algumas proposicdes podem ser feitas.

Alteracbes muito severas do redox celular podem interferir no
enovelamento correto de algumas proteinas impedindo a formacéo de estruturas

funcionais na proteina ou impedindo que elas sejam fosforiladas corretamente
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(MOUSSAZADEH e GREENE, 2000). A capacidade proliferativa das células é
controlada basicamente pela ativacdo ou inibicdo de genes reguladores de
crescimento. Uma grande quantidade de proteinas que se ligam ao DNA (fatores
transcricionais) permite a iniciacdo transcricional em resposta a sinais intra ou
extracelulares, realizando assim um importante papel na regulacdo desses genes
por meio da selecao da sintese dos RNAs mensageiros. Alguns desses fatores
transcricionais se associam a outras proteinas ou até podem sofrer alteracoes
poés-transcricionais para obter sua conformacdo correta (MITCHELL e TJIAN,
1989). Algumas enzimas sao ativadas ou desativadas quando espécies reativas
de oxigénio interagem com metioninas ou cisteinas expostas (FORMAN, 2007).
Com isso, se grandes alteracdes quimicas (como grandes alteracbes no redox
celular) ocorrerem durante o processo transcricional de maneira a alterar a
conformacédo dessas proteinas, a atividade das mesmas pode ser comprometida
interrompendo assim o processo. Experimentos comprovaram que alteragdes no
estado redox celular (para mais oxidado) interferem na capacidade de alguns
fatores transcricionais de se ligarem aos seus sitios especificos no DNA (CLIVE,
D.R e GREENE, 1996).
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2 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho sao:

e Confirmar o potencial mitogénico de PMP em células musculares lisas de
aorta de coelho (RASM).

e Avaliar se as PMP alteram o estado redox intracelular das células RASM.

e Verificar se a proliferagao celular em células RASM induzida por PMP

correlaciona-se com as alteragdes no estado redox intracelular.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DE MICROPARTICULAS DE PLAQUETAS POR
ATIVACAO COM IONOFORO DE CALCIO

As microparticulas foram isoladas de bolsa de concentrado de plaquetas
doadas pelo Hemobanco de Curitiba. As bolsas foram doadas dentro do seu
prazo de uso clinico ou préximo do seu vencimento. O volume total da bolsa de
plaquetas, que é de aproximadamente 50 mL, foi dividido em 2 tubos com cerca
de 25 ml cada. O pH foi ajustado em 6,4 utilizando acido citrico 0,15 M e foram
adicionados 50 nM de PGE1 (prostaglandina E1) em cada um dos tubos. Os
tubos foram centrifugados a 160xg por 10 minutos na temperatura ambiente. O
PRP foi coletado e transferido para tubos novos e novamente centrifugado a
1.400xg por 10 minutos na temperatura ambiente. O pellet plaquetario foi
cuidadosamente (para evitar a ativagdo plaquetaria prematura) ressuspenso em
0,5 mL de tampao CAF (NaCl 2,74 M; KCI 54 mM; NaHCO3 0,24 M; Na,HPO, 7,25
mM. MgCl, 0,1 M) pH 6,2 com 50 ng/mL de PGE1. Neste momento o cuidado era
maior quando haviam hemacias sedimentadas abaixo das plaquetas. O pellet de
plagueta foi cuidadosamente ressuspenso para que as hemacias nao fossem
coletadas junto com as mesmas. Uma aliquota de 10 uL desta suspensao de
plaquetas foi utilizada para a contagem do numero de células. Para isso, os 10 uL
da suspensao foram diluidos com 190 yL de oxalato de aménio 1% e 10 yL desta
ultima suspensao foram aplicados na camara de Neubauer. As plaquetas
quantificadas foram centrifugadas novamente a 1.400xg por 10 minutos na
temperatura ambiente e posteriormente ressuspendidas em tampao TAF (NaCl
2,74 M;KCI 54 mM; NaHCO3 0,24 M; NaoHPO4 7,25 mM. MgCl, 0,1 M;CaCl, 100
mM) pH 6,2 com 1 mg/ml de glicose, numa concentracdo 10°células/mL de
tampéo TAF. Esta suspensédo foi ativada com ionéforo de calcio A23187(Sigma)
18 uM a 37°C, por 15 minutos com um pouco de agitacdo. Apds a ativacao
plaquetaria a suspensao foi centrifugada novamente a 1.400xg por 10 minutos
porém dessa vez a uma temperatura de 4°C. Essa centrifugacao teve como
objetivo a remocéao de restos celulares ou células inteiras. O sobrenadante foi por
fim ultracentrifugado a 50.000xg por 60 minutos a uma temperatura de 4°C. O
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pellet contendo as microparticulas de plaquetas foi ressuspendido em PBS, e
utilizado imediatamente para ensaios de atividade biolégica em células em cultivo
ou congeladas a -80°C para analise de GSH e GSSG e Western blotting. A
concentragdo protéica nas PMP foi determinada pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976).

3.2 OBTENGCAO DE LISADO DE PLAQUETAS

Para obtencado do lisado, as plaquetas foram isoladas como foi descrito
anteriormente. Da solugdo que continham as plaquetas isoladas foi retirada uma
aliquota de aproximadamente 0,5 mL . Esta suspensao foi centrifugada a 14009
por 10 minutos a temperatura ambiente. O pellet foi lisado com 100 ul de solucéo
de lise (1% NP40 em PBS) gelada contendo o coquetel de inibidores de protease
(Roche). O lisado foi mantido no gelo por mais 30 min e centrifugado a 12.000g
por 10 min a 4°C para a retirada do debri celular. O sobrenadante foi transferido
para novo tubo, sua concentracdo protéica foi determinada e o lisado foi

congelado a -20°C.

3.3 SDS-PAGE E WESTERN BLOTTING

Cerca de 8ug de proteinas das microparticulas e do lisado foram aplicadas
gel de acrilamida 15% (LAEMMLI, 1970) A corrida eletroforética foi iniciada com
uma amperagem constante de 12mA. Quando as amostras entraram no gel de
separagao, a amperagem foi aumentada para 25 mA. A transferéncia das
proteinas do gel para a membrana de nitrocelulose foi realizada em sistema de
cuba, a uma voltagem constante de 25V num periodo de tempo que variou de 12
a 16 horas. Para verificacdo da eficiéncia da transferéncia e da quantidade de
proteina aplicada, a membrana foi corada com Ponceau. Para a realizagdo do
Western blotting, a membrana foi descorada com TBS-T, e os sitios inespecificos
bloqueados com leite em pd desnatado 10% em TBS-T por um periodo de no
minimo 2 horas. Apo6s o bloqueio, a membrana foi lavada 3 vezes de 30 minutos
com TBS-T. Depois da lavagem a membrana foi incubada com o anticorpo
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primario a-PDGF (1:1000) diluido em TBST contendo 1% de leite desnatado, por
16 horas a 4°C. ApGs o periodo de incubagdo a membrana foi novamente lavada
3 vezes de 30 minutos com TBS-T e posteriormente incubada com o anticorpo
secundario a-goat (1:1000) diluido em TBST contendo 1% de leite desnatado, por

16 horas a 4°C. A revelacao foi feita com o kit Super Signal® West Pico (Pierce).

3.4 CULTIVO E TRATAMENTO DE CELULAS MUSCULARES LISAS
DE AORTA DE COELHO (RASM)

As células RASM, que sdo células musculares lisas de aorta de coelho
(doadas pela Dra. Helena Nader da Unifesp), foram cultivadas em meio F12
contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) e antibi6tico e foram distribuidas em
placa de 96 pocos ou em placas P60 (placas de poliestireno com 60 mm de
didmetro). Ao atingirem uma confluéncia de aproximadamente 70%, foi feito um
carenciamento de SFB por 12 horas. Entdo foram realizados os tratamentos com
microparticulas de plaquetas (10 pg/mL e 30 pg/mL), NAC (2 mM) e BSO(0,5
mM). Foram realizados controles positivos (Células com meio F12 contendo 10%
de SFB) e controles negativos (Células com meio F12 sem SFB). Os periodos de
tratamento variaram de acordo com os experimentos. Os periodos de tratamento
para os ensaios de proliferacdo celular foram de 24 e 48 horas, enquanto os
periodos de tratamento para a analise do redox celular (proporcdo GSH/GSSQG)

variaram entre 1 hora, 3 horas e 24 horas.

3.5 ANALISE DA PROLIFERACAO CELULAR

A proliferacao celular foi analisada pelo método do MTT (brometo de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazélio) (DENIZOT e LANG, 1986). O método se
baseia na analise da atividade da enzima desidrogenase mitocondrial, que é
capaz de metabolizar o reagente MTT em um composto colorido denominado de

formazan. Esse composto pode ser diluido e posteriormente quantificado por um
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leitor Optico, evidenciando o metabolismo mitocondrial e conseqlientemente a
quantidade de células vivas.

Para isso, apés os devidos tratamentos das células em placas de 96
pocos, o MTT (0,1 mg/poco) foi adicionado ao meio de cultivo e a placa foi
incubada em estufa de CO, por 3 a 4 horas. Apos este periodo, 0 meio contendo
MTT foi aspirado, as células foram lavadas com PBS e lisadas com 200 yL de
DMSO. Os lisados foram transferidos para placas de 96 pocos e as absorbancias
do metabodlito do MTT foram determinados em leitor de placas, contendo dois
filtros diferentes (em referéncia de A=550 nm e amostra A=690 nm). As leituras,
sempre em ftriplicata, foram corrigidas, considerando o controle negativo (células
cultivadas em meio sem soro) como 100%.

Para a analise da atividade proliferativa das PMP foram realizados 3
ensaios de MTT com quatro repeticbes de cada tratamento. Os tratamentos
realizados form os seguintes: 1 — Meio de cultivo celular F12 sem SFB; 2 — Meio
de cultivo celulular F12 com 10% de SFB; 3 — Meio de cultivo celular F12 sem
SFB + 10ug/mL de PMP e 4 - Meio de cultivo celular F12 sem SFB + 30ug/mL de
PMP. Foram feitas quadruplicatas para serem analisadas apds 24 horas e
quadruplicatas para serem analisadas apds 48 horas. Os resultados obtidos
através dos ensaios de MTT nas células RASM estimuladas por microparticulas
de plaquetas foram analisados estatisticamente através de uma ANOVA de
experimento fatorial, onde os dois fatores analisados foram o periodo de
incubagcdo das células na estufa (24 e 48 horas) e o tratamento aplicado na
cultura celular.

Para a analise da proliferacdo celular induzida por alteracdo do estado
redox foram realizados 3 ensaios de MTT com duas repeticbes de cada
tratamento. Os tratamentos realizados foram os seguintes: 1 — Meio de cultivo
celular F12 com 1% de soro fetal bovino; 2 — Meio de cultivo celular F12 com
2mM de NAC; 3 — Meio de cultivo celular F12 com 0,5mM de BSO. Foram feitas
duplicatas para serem analisadas apdés 24 horas e duplicatas para serem
analisadas ap6s 48 horas. Os resultados obtidos através dos ensaios de MTT nas
células RASM estimuladas por alteragdes do estado redox intracelular foram
analisados estatisticamente através de uma ANOVA de experimento fatorial, onde
os dois fatores analisados foram o periodo de incubacao das células na estufa (24
e 48 horas) e o tratamento aplicado na cultura celular.
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3.6 DETERMINAGCAO DOS NIVEIS DE GLUTATIONA REDUZIDA E
OXIDADA EM CELULA MUSCULAR LISA

As células foram cultivadas em meio F12 com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB) e antibiético e foram colocadas em placas P60 (placas de poliestireno com
60 mm de diametro). Ao atingirem uma confluéncia de aproximadamente 70%, foi
aspirado o meio (F12 com 10% SFB) e colocado um novo meio F12 com 1%SFB.
Foram realizados os tratamentos com PMP (10 yg/mL e 30 pg/mL), NAC (2 mM),
BSO 0,5 mM e controles positivos (células com meio F12 contendo 1% SBF) e
negativos (células com meio F12 sem SFB). Os periodos de tratamento variaram
entre 1 hora, 3 horas e 24 horas. Apb6s o tratamento as células foram
tripsinizadas, centrifugadas e congeladas no ultrafreezer -80°C para posterior
analise por HPLC.

Para a analise da alteragdo do estado redox induzida por PMP foram
realizados 6 ensaios com trés repeticbes de cada tratamento. Os tratamentos
realizados foram os seguintes: 1 — Meio de cultivo celular F12 sem SFB (controle
negativo; 2 — Meio de cultivo celular F12 sem SFB + 10 ug/mL de PMP e 3 - Meio
de cultivo celular F12 SFB + 30 ug/mL de PMP. Foram feitas triplicatas para
serem analisadas ap6s 1 hora e triplicatas para serem analisadas apds 3 horas.
Os resultados obtidos através do HPLC nas células RASM estimuladas por
microparticulas de plaguetas foram analisados estatisticamente através de uma
ANOVA de experimento fatorial, onde os dois fatores analisados foram o periodo
de incubacao das células na estufa (1 e 3 horas) e o tratamento aplicado na
cultura celular.

Para a analise da alteracao do estado redox induzida por NAC e BSO foi
realizado um ensaio com trés repeticbes de cada tratamento. Os tratamentos
realizados foram: 1 — Meio de cultivo sem SFB (controle negativo); 2 — Meio de
cultivo com 10% de SFB (controle positivo); 3 - Meio de cultivo sem SFB com 2
mM de NAC; e 4 — Meio de cultivo sem SFB com 0,5 mM de BSO. O periodo em
que as células foram expostas aos tratamentos foi de 24 horas. As trés repeti¢cdes
de cada tratamento foram injetadas simultaneamente no HPLC.
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3.7 TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS.

Os dados obtidos através dos ensaios de MTT nas células RASM e os
obtidos no HPLC de proporcao GSH/GSSG foram analisados com o auxilio do
sistema estatistico ASSISTAT verséo 7.3 beta (2006). Foram realizadas ANOVAs
para experimento fatorial. Os dois fatores analisados no MTT foram o periodo de
incubacdo das células na estufa (24 e 48 horas) e o tratamento aplicado na
cultura celular (10% SFB, 10 yg/mL PMP, 30 pg/mL PMP, 2 mM NAC e 0,5 mM
BSO). O fator analisado para o estudo do estado redox variou de acordo com o
experimento. Para o experimento unico do efeito do NAC e do BSO no redox nao
foi necessaria a realizacdo da andlise estatistica. Para o estudo do efeito das
PMP no estado redox foram analisados os fatores tratamentos e periodo de
incubacgao das células na estufa (1 e 3 horas).
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4 RESULTADOS

4.1 PROLIFERAGAO CELULAR INDUZIDA POR MICROPARTICULAS
DE PLAQUETAS.

Os resultados dos experimentos de MTT para a analise da proliferagao
celular induzida por microparticulas de plaquetas foram analisados
estatisticamente e o0 quadro de anélise obtido esta representado na TABELA 1.

TABELA 1. RESULTADOS DOS EXPERIMENTOS DE PROLIFERACAO CELULAR INDUZIDA
POR PMP.

F.V. G.L. | S.M. Q.M. F

Blocos 2 1,19540 0,59770 24,0574 **
Fator 1 (tratamento) | 3 0,71097 0,23699 9,5388 **
Fator 2 (24 e 48h) 1 0,15137 0,15137 6,0926 *
Interacédo F1 x F2 3 0,13144 0,04381 1,7635 ns
Residuo 14 10,34783 0,02484
Total 23 | 2,53700

NOTA. ** - significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p-valor < 0.01), * - significativo ao nivel
de 5% de probabilidade (p-valor < 0.05), ns — nao significativo (p-valor > 0.05), C.V. = 20,78%
F.V.: fator de variancia, G.L.: grau de liberdade, S.M.: desvio médio, Q.M.: quadrado médio.

As significancias encontradas na analise demonstram:

- Os resultados dos 3 experimentos se assemelham em sua maioria.

- Com relacao aos tratamentos foram encontrados 3 valores diferentes, e
esses valores recebem as letras A, B e C como indicadores. O tratamento 2 (meio
de cultivo com 10% de SBF) foi o que atingiu a maior eficiéncia na proliferacdo de
células RASM e por assim ser recebe o valor “A”. O tratamento 4 (meio de cultivo
+ 30 ug/mL de PMP) se assemelha ao tratamento 2 porém ndo sao iguais, por
isso recebe o valor “AB”. O tratamento 3 (meio de cultivo + 10 ug/mL de PMP) se
assemelha ao tratamento 4 porém difere muito do tratamento 2, assim recebe o
valor “BC”. Ja o tratamento 1 (meio de cultivo sem SBF) difere muito dos
tratamentos 2 e 4, se assemelha ao tratamento 3 mas mesmo assim sao

diferentes, ou seja, recebe o valor “C”. A interpretacdo desses dados nos indica
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que o tratamento com 10% de SFB promoveu um aumento significativo na taxa de
proliferacao celular tanto em 24 quanto em 48 horas quando comparado a célula
incubada somente com meio de cultivo. O tratamento com com 10 pg/mL de PMP
aumentou a proliferacdo, em 24 e 48 horas, porém sem diferenga estatistica
significante. Contudo, o tratamento com 30 pg/mL de PMP estimulou a
proliferacao significantemente, embora com menor intensidade que o SFB.

- Sobre os periodos de exposicao ao tratamento a analise encontrou dois
valores bem distintos. Isso comprova que ha uma significante diferenca nos dois
diferentes tempos de exposicao, 24 e 48 horas.

- A respeito da interacdo entre os dois fatores, tratamento e o periodo de
incubacédo, nao foi encontrada nenhuma significancia. Ou seja, o periodo de
exposicdo ndo varia o tipo ou a intensidade do estimulo realizado pelos
tratamentos.

Com a andlise geral dos dados obtido foi possivel a realizacdo de um
grafico geral dos experimentos realizado. Para a realizacdo deste grafico foram
atribuidos valores proporcionais aos valores das absorbancias obtidas nos
experimentos (Grafico 1).
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GRAFICO 1. RESULTADOS DOS EXPERIMENTOS DE PROLIFERAGAO CELULAR INDUZIDA
POR PMP.
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NOTA. Efeitos das PMP (10 — 30 pg protein/mL) na proliferacédo de células RASM em 24 e 48
horas. Os dados representam resultados de 3 experimentos com 3 diferentes culturas de células
RASM e 3 diferentes obtencdes de PMP.

42 DETERMINACAO DA PRESENCA DE PDGF EM
MICROPARTICULAS DE PLAQUETAS.

Como foi citado anteriormente, um dos efeitos bioldgicos atribuidos as
microparticulas de plaguetas é o de induzir a proliferacdo celular. Alguns
trabalhos estudaram a influencia do PDGF neste efeito mitogénico e relatam que
a inducao na proliferacédo realizada pelas PMP pode ser independente deste fator
de crescimento ( PAKALA, 2004; GRUBER et al., 2002; WEBER et al., 2000).

Para verificar se o potencial mitogénico das PMP era devido a presenca de
PDGF, foi realizada uma série de 3 ensaios de Western blotting utilizando o
anticorpo anti-PDGF e como controle positivo um lisado de plaquetas, foram
detectadas pequenas concentracées de PDGF nas amostras de PMP analisadas.

Isso pode ser observado na FIGURA 4.

26



FIGURA 4. RESULTADO DO WESTERN BLOTTING PARA O ANTICORPO ANTI-PDGF.
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NOTA. Amostras indicadas: (A) 22ug de proteinas de PMP em tampao de amostra ndo redutor e
(B) 12ug de proteinas obtidas de um lisado de plaquetas em tampé&o de amostra ndo redutor. As
concentracoes de proteinas foram mensuradas por Bradford. A figura é de um experimento
representativo de um n=3.

4.3 ALTERACAO DO ESTADO REDOX INDUZIDA POR PMP.

Os resultados obtidos nos experimentos para andlise da alteragcdo no
estado redox da célula induzida por PMP foram analisados estatisticamente e o

quadro de analise obtido esta representado na TABELA 2.

TABELA 2. RESULTADOS DOS EXPERIMENTOS DE ALTERAGCAO DO ESTADO REDOX
INDUZIDA POR PMP.

F.V. G.L. | S.M. Q.M. F
Blocos 4 7,94649 1,98662 58900 **
Fator 1 (1 e 3h) 1 1,39144 1,39144 4,1254 ns

Fator 2 (tratamento) |2 2,81329 1,40665 41705 *
Interagéo F1 x F2 2 0,91303 0,45651 1,3535 ns
Residuo 20 |6,74570 0,33729
Total 29 |2,53700

NOTA. ** - significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p-valor < 0.01), * - significativo ao nivel
de 5% de probabilidade (p-valor < 0.05), ns — nao significativo (p-valor > 0.05), CV = 13,28% F.V.:
fator de variancia, G.L.: grau de liberdade, S.M.: desvio médio, Q.M.: quadrado médio.
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As significancias encontradas na analise demonstram:

- Os resultados dos 3 experimentos se assemelham em sua maioria.

- Com relacao aos tratamentos foram encontrados 2 valores diferentes, e
esses valores recebem as letras A e B como indicadores. O tratamento 2 (Meio de
cultivo celular F12 sem soro fetal bovino + 10 pg/mL de PMP) foi o que
apresentou a maior eficiéncia inducao da alteracdo do estado redox de células
RASM e por assim ser recebe o valor “A”. Os tratamentos 1 (Meio de cultivo
celular F12 sem soro fetal bovino) e 3 (meio de cultivo + 30 ug/mL de PMP) se
assemelham mas por sua vez diferem do tratamento 2 por apresentarem menor
eficiéncia na inducdo do estado redox das células RASM, por isso recebem o
valor “B”. A interpretagdo desses dados nos indica um aumento significante na
propor¢cdo GSH/GSSG intracelular no tratamento com 10 ug/mL de PMP quando
comparado ao tratamento com meio de cultura sem SFB. Por sua vez o
tratamento com 30 ug/mL de PMP ndo apresentou alteracdes significativas na
proporcdo GSH/GSSG intracelular quando comparado ao tratamento com meio
de cultura sem SFB.

- Sobre os periodos de exposicdo ao tratamento, a analise encontrou um
unico valor. Isso comprova que nao ha diferenga significante entre os periodos de
exposicao, 1 e 3 horas.

- A respeito da interacao entre os dois fatores, tratamento e o periodo de
incubagédo, nao foi encontrada nenhuma significancia, ou seja, o periodo de
exposicdo ndo varia o tipo ou a intensidade do estimulo realizado pelos
tratamentos.

Com a analise geral dos dados obtidos foi possivel a realizagdo de um
grafico geral dos experimentos realizados. Para a realizacdo deste grafico os
valores obtidos no HPLC foram padronizados (Grafico 2).
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GRAFICO 2. RESULTADOS DOS EXPERIMENTOS DE ALTERAGAO DO ESTADO REDOX
INDUZIDA POR PMP.
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NOTA. Efeitos das PMP (10 — 30 yg /mL) na alteragé@o do estado redox de células RASMem 1 e 3
horas. Os dados representam resultados de 6 experimentos com 6 diferentes culturas de células
RASM e 6 diferentes obtencdes de PMP.

Separadamente também foram analisadas 3 amostras de PMP quanto a
sua proporcdo GSH/GSSG. Verificou-se que as PMP apresentam um potencial

altamente redutor apresentando uma proporcdo GSH/GSSG elevada.
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44 ALTERACAO DO ESTADO REDOX DAS CELULAS RASM
INDUZIDA POR NAC E BSO.

O resultado obtido através da leitura em HPLC da proporcdo GSH/GSSG

esta representada no grafico 3.

GRAFICOI3. RESULTADO DO EXPERIMENTO DE ALTERACAO DO ESTADO REDOX DAS
CELULAS RASM INDUZIDA POR NAC E BSO.
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NOTA. Efeitos do NAC (2mM) e do BSO (0,5mM) na propor¢cao GSH/GSSG das células RASM.
Os dados representam resultados de 1 experimento com 3 repeticbes de cada tratamento.
Controle (-):Meio de cultivo celular F12 sem soro fetal bovino, Controle (+):Meio de cultivo celular
F12 com 1% de soro fetal bovino.
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4.5 PROLIFERACAO CELULAR INDUZIDA POR ALTERACAO NO
ESTADO REDOX INTRACELULAR.

Os resultados dos experimentos de MTT para a analise da proliferagao
celular induzida por alteragdo no estado redox da célula foram analisados
estatisticamente e o0 quadro de anélise obtido esta representado na TABELA 3.

TABELA 3. RESULTADOS DOS EXPERIMENTOS DE PROLIFERACAO CELULAR INDUZIDA
POR ALTERACAO NO ESTADO REDOX INTRACELULAR.

F.V. G.L. | S.Q. Q.M. F

Fator 1 (tratamento) | 3 0,74963 0,24988 35,9988 **
Fator 2 (24 e 48h) 1 0,63766 0,63766 91,8647 **
Interacédo F1 x F2 3 0,05442 0,01814 2,6132 ns
Residuo 16 0,11106 0,00694
Total 23 1,55276

NOTA. ** - significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p-valor < 0.01), ns — ndo significativo (p-
valor > 0.05), C.V. = 15,56% F.V.: fator de variancia, G.L.: grau de liberdade, S.M.: desvio médio,
Q.M.: quadrado médio.

As significancias encontradas na analise demonstram:

- Os resultados dos 3 experimentos se assemelham em sua maioria.

- Com relacao aos tratamentos foram encontrados 3 valores diferentes, e
esses valores recebem as letras A, B e C como indicadores. O tratamento 1 (meio
de cultivo com 1% de SBF) foi o que atingiu a maior eficiéncia na proliferacao de
células RASM e por assim ser recebe o valor “A”. O tratamento 2 (meio de cultivo
+ 2mM de NAC) foi considerado igual ao tratamento 1 com relacao a eficiéncia na
proliferacao de células RASM e por assim ser também recebe o valor “A”. O
tratamento 3 (meio de cultivo sem SBF) obteve uma menor eficiéncia na
proliferacao das células RASM e recebeu o valor “B”. O tratamento 4 (meio de
cultivo + 0,5mM de BSO) por sua vez foi o que apresentou o pior desempenho na
estimulacdo da proliferacdo das células RASM recebendo assim o valor “C”. A
interpretagédo desses dados nos indica uma diminui¢do significante na proliferagéo
celular no tratamento com BSO quando comparados ao tratamento com meio de
cultura sem SFB. Indica também um aumento significante na proliferagao celular

no tratamento com NAC quando comparados ao tratamento com meio de cultura
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sem SFB. O tratamento com 1% de SFB foi ainda mais efetivo na indugéo da
proliferacao que o tratamento com NAC.

- Sobre os periodos de exposicao ao tratamento a analise encontrou dois
valores bem distintos. Isso comprova que ha uma significante diferenca nos dois
diferentes tempos de exposicao, 24 e 48 horas.

- A respeito da interacédo entre os dois fatores, tratamento e o periodo de
incubacdo, nao foi encontrada nenhuma significancia. Ou seja, o periodo de
exposicao nao altera a intensidade do estimulo realizado pelos tratamentos.

Com a andlise geral dos dados obtidos foi possivel a realizagdo de um
gréafico geral dos experimentos realizados. Para a realizagao deste grafico foram
atribuidos valores proporcionais aos valores das absorbancias obtidas nos
experimentos (Grafico 4).

GRAFICO 4. RESULTADOS DOS EXPERIMENTOS DE PROLIFERACAO CELULAR INDUZIDA
POR ALTERACAO NO ESTADO REDOX INTRACELULAR.
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NOTA. Efeitos do NAC (2mM) e do BSO (0,5mM) na proliferacdo de células RASM em 24 e 48
horas. Os dados representam resultados de 3 experimentos com 3 diferentes culturas de células
RASM.
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5 DISCUSSAO

Em 2000, Weber e colaboradores mostraram que PMP induzem
proliferacao de células musculares lisas de modo independente de PDGF (Weber
et al. 2000). Neste trabalho, confirmamos os dados de Weber, mostrando que
PMP obtidas pela ativacdo de plaguetas por A23187 sao também capazes de
estimular a proliferacdo de células musculares lisas de aorta de coelho. As
concentracdes protéicas de PMP utilizadas nos tratamentos foram inspiradas em
trabalhos anteriores bem sucedidos como o de Pakala em 2004. Observou-se
uma diferenga significante do tratamento com 30 ug/mL de PMP quando
comparado ao tratamento com meio de cultura sem SFB (controle negativo),
evidenciando assim o poder mitogénico das PMP. Com relagdo aos periodos de
exposicao ao tratamento (24 e 48 horas) nao foi observada qualquer forma de
interacdo com os tratamentos, ou seja, 0 periodo de exposicdo ndo varia o tipo ou
a intensidade do estimulo realizado pelos tratamentos. O fator de crescimento
derivado de plaqueta (PDGF) € um agente reconhecidamente mitogénico para as
células musculares lisas e poderia ser o fator responsavel por este efeito nos
trabalhos de Weber e no nosso. Entretanto, o trabalho citado evidenciou que o
efeito mitogénico das PMP difere do efeito mitogénico do PDGF, uma vez que a
estimulacdo das PMP ¢é sensivel a variacbes na temperatura, enquanto a
proliferacao celular induzida pelo PDGF nao se altera sobre as mesmas variagoes
térmicas. Como o PDGF foi recentemente caracterizado em PMP (Garcia et al
2005), decidimos avaliar a presenca deste fator em nossas PMP. Em trés
preparacoes de PMP distintas detectou-se a presenca do PDGF em
concentragcdes muito mais baixas quando comparadas as concentracoes
observadas em lisados de plaquetas. Com isso pudemos verificar que as PMP,
mesmo que em niveis mais baixos do que em plaquetas integras, apresentam
PDGF. A diferenca no comportamento das células tratadas com PDGF puro e
com as PMP observadas por Weber pode ser devido a esta baixa concentragéao
de PDGF.

Independentemente do fator estimulador da proliferagdo celular, diversos
estudos tém demonstrado que a proliferacdo, assim como outros estados

fenotipicos celulares, estdo intimamente associados a determinados estados
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redox celulares (TIAN et al., 2007; ALIDOOST et al., 2006). De um modo geral,
estados mais reduzidos estdo associados a proliferacdo celular, enquanto que
proliferacao lenta, quiescéncia, diferenciacdo e morte celular estdo associados
aos estados redox progressivamente mais oxidantes (BLANCO et al.,, 2007;
KYAW et al., 2004; NODA et al. 2001). Para avaliarmos se a proliferacao das
RASM induzida pelas PMP estd de alguma forma relacionada a alteragdes no
estado redox celular, analisamos a razdo GSH/GSSG nas RASM tratadas com
duas concentragbes de PMP. Foram realizados seis experimentos visando
verificar a influéncia das PMP no estado redox celular. As células foram tratadas
com as mesmas concentracdes de microparticulas (10 ug/mL e 30 pg/mL) que
foram utilizadas nos ensaios de proliferacdo celular. Os resultados variaram
bastante de experimento para experimento, porém, pdde-se observar um
aumento significante na relacdo GSH/GSSG do tratamento com 10 ug/mL de PMP
quando comparado ao controle negativo (meio de cultivo F12 sem SFB). Nao foi
encontrada nenhuma diferenca significante na relacgdo GSH/GSSG do controle
negativo e do tratamento com 30 ug/mL de PMP. Um possivel motivo da deteccao
de um aumento da proporcdo GSH/GSSG no tratamento com 10 pg/mL de PMP e
da nao ocorréncia do mesmo fato no tratamento com 30 ug/mL de PMP seja que
o tratamento com a menor concentracdo ndo tenha sido capaz de alterar a
velocidade do ciclo celular, indicando uma tolerancia celular a pequenas
variagOes do redox. Por sua vez o tratamento com a maior concentracao de PMP
estaria induzindo um aumento na velocidade da proliferagdo celular (como foi
observado nos resultados deste trabalho) o que estaria expondo a célula a uma
maior quantidade de eventos oxidativos resultantes do metabolismo celular. Isso
poderia estar influenciando em uma diminuigdo rapida da relacdo GSH/GSSG
celular de maneira a estabelecer uma homeostase redox mais rapida. Outro
motivo para a obtencao desses resultados poderia ser o fato de que a cinética de
inducado do estado mais redutivo nas RASM pelas PMP poderia ser mais lenta
quando se incubam as células com a concentragdo de 30 pg/ml. Quando
analisadas isoladamente, as PMP apresentaram um potencial redutor, de acordo
com o observado para a concentragao de 10 pg/ml.

Os resultados obtidos indicam que as PMP alteram o estado redox das
RASM apés 1h de incubagédo, induzindo um potencial mais redutor nas células .

Para testar se a redugédo do potencial redox seria o responsavel pelo aumento na

34



taxa de proliferacdo celular, analisamos se alteragbes no estado redox
modificariam a taxa de proliferacdo. Para isso, primeiramente analisamos as
razoes GSH/GSSG nas RASM incubadas com moduladores do estado redox
intracelular NAC e BSO. Foi realizado um experimento Unico utilizando como
moduladores da sintese de glutationa a BSO (DL-butionina-SR-sulfoximina)
inibidora das enzimas que sintetizam o GSH induzindo uma oxidag&o celular e a
NAC (N-acetil-cisteina), molécula precursora do GSH induzindo a reducéao celular.
Ambos os moduladores da sintese de glutationa foram efetivos. As células
tratadas com BSO apresentaram uma relacdo GSH/GSSG menor que as células
do controle negativo (meio de cultivo F12 sem SFB). Ja as células tratadas com
NAC apresentaram uma relacdo GSH/GSSG muito maior que o controle negativo.
Esse experimento nao foi repetido pois seus resultados foram semelhantes aos
descritos pela literatura (TIAN et al., 2007; ALIDOOST et al., 2006; KYAW et al.,
2004; NODA et al. 2001).

Finalmente, avaliamos se RASM com estado redox mais redutor, ou seja,
incubada com NAC, estaria mais estimulada a proliferar. Os resultados
demonstraram uma diferenga significante no crescimento celular entre os
tratamentos com NAC e BSO quando comparados ao tratamento com meio de
cultura sem SFB (controle negativo). Assim sendo, estes dados confirmam o que
€ descrito pela literatura, onde um aumento na proliferacao celular € observado
quando o estado redox intracelular sofre uma alteracdo, ndo muito grande, para
um estado mais redutor. E quando a alteracéo é para um estado menos redutor
observou-se que ocorre uma significante diminui¢cdo na proliferagao celular (TIAN
et al., 2007; ALIDOOST et al., 2006;).

Como foi comentada anteriormente alteracbes muito severas do redox
celular podem interferir no enovelamento correto de algumas proteinas impedindo
a formacédo de estruturas funcionais na proteina ou impedindo que elas sejam
fosforiladas corretamente (MOUSSAZADEH e GREENE, 2000). Uma vez que a
capacidade proliferativa das células é perfeitamente controlada pela ativacdo ou
inibicdo de genes reguladores de crescimento e esses dependem diretamente de
uma grande quantidade de proteinas que se ligam ao DNA (fatores
transcricionais). Se grandes alteragdes quimicas (como grandes alteracées no
redox celular) ocorrerem durante este organizado processo transcricional de

maneira a alterar a conformacao dessas proteinas, atividade das mesmas pode
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ser alterada, interrompendo ou acelerando assim o processo. Esse poderia ser
um dos mecanismos pelo qual o estado redox poderia estar influenciando na
proliferacao celular.

Sabe-se que o PDGF estimula um aumento na produgao intracelular de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (ADACHI et al, 2005) e que essas por sua
vez influenciam em uma variedade de atividades celulares, incluindo mudancas
na localidade de fatores regulatérios, modificacdes nas proteinas e alteracées na
expressao de genes. O comportamento celular e sua regulacdo envolvem uma
série de fatores trancricionais sensiveis a variagdes no estado redox celular
(EYRIES et al, 2004). Foram realizados experimentos que comprovaram que o
PDGF estimula a proliferacdo de hepatécitos e que essa proliferacido é
diretamente relacionada com a ativacdo de NADPH oxidases (Nox) e pela sua
producdo de ROS (ADACHI et al, 2005). Vias como ERK, Akt e Src, ativadas
pela sinalizagédo do receptor de PDGF (rPDGF) sédo diretamente influenciadas
pela acdo de diversas kinases e fosfatases. Hoje em dia sabe-se que muitas
dessas kinases (como c-Src kinase, a PI3K e a PKC) e fosfatases sao reguladas
e/ou influenciadas por redox celular (CATARZI et al, 2007; CHEN et al, 2007;
ASLAN e OZBEN, 2003). Sabe-se, inclusive, que uma das atividades induzidas
por PDGF e realizada via ativacdo da PKC pela produgdo de H202 pela Nox é a
sintese da gamma-glutamilcisteina sintase (GCS) pela célula. Esta enzima, como
foi visto anteriormente, € uma das responsaveis pelo mecanismo GSH/GSSG de
controle do redox celular. Recentemente Catarzi e colaboradores identificaram um
aumento na concentracdo de GSH celular ap6s a estimulagdo por PDGF
(CATARZI et al 2002). Também existem trabalhos que afirmam que o GSH estaria
envolvido na atividade de autofosforilacdo do rPDGF (IANTOMASI et al, 1999),
evidenciando ainda mais um papel importante exercido pela glutationa na
regulacao redox da proliferacéo induzida por PDGF.

Em 2000, Garlach e colaboradores descreveram um aumento na
concentragdo de ROS em células tratadas com PMP. Eles atribuiram esse
aumento principalmente a atividade do PDGF e do TGF-Betal. Podemos
considerar os novos dados fornecidos pelo proteoma das PMP (GARCIA et al.
2005) e atribuir uma parte da responsabilidade (pelo aumento na concentracao de
ROS) aos demais constituintes das microparticulas que sao encontrados em
grande quantidade. As PMP apresentam uma grande concentracdo de enzimas
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que atuam na regulacédo do redox celular como a glutationa sintase, a glutationa
redutase, NADPH oxidase e varias outras oxiredutases assim como apresentam,
também, uma grande concentragdo de GSH como foi detectado nesse trabalho.
Elas tém como constituinte significante diversas kinases como a MAPK1, PKC,
Src entre outras e também diversas fosfatases importantes na ativagdo e
desativacado de vias proliferativas dependentes de redox celular. Além disso, as
PMP apresentam uma grande quantidade de proteinas relacionadas com a
transcricdo e a tradugdo de genes. Dessa maneira, as PMP poderiam estar
alterando o estado redox intracelular e conseqlentemente a proliferagéo celular
tanto pela acdo do PDGF e/ou por outros componentes. Alternativamente, o GSH
contido em seu interior poderia estar sendo transferido para a célula alvo, como
descrito para receptores de adesao transferidos para células endoteliais (ESSEX
e LI, 2006). O aumento na producao de GSH detectado neste trabalho também
pode ser um mecanismo compensatério ao estimulo na producdo de ROS, ou
mesmo uma estimulagdo realizada pelo PDGF visando a reversibilidade de
oxidacoes protéicas resultantes do processo de proliferacdo, como ocorre com
proteinas fosfatases de baixa massa molecular (CHIARUGI, 2001; MENG et al,
2002).

PMP sao produzidas durante a ativacdo plaquetaria. Diversas doencas
apresentam um aumento nos processos de coagulacdo ou ativacdo plaquetaria, e
que recentemente tem sido descritas por apresentarem, também, um aumento
significante no nivel de PMP circulantes (PRESTON et al, 2003; TAN e LIP, 2005;
BOULANGER et al, 2006). Sabe-se inclusive que as microparticulas sao capazes
de induzir a apoptose em células vasculares através da estimulacao da producao
de ROS pelas Nox (GAMBIM et al, 2007). Interessantemente, devido a sua
composi¢do quimica, estas PMP também apresentam um potencial trombaético
(VAN WIJK et al. 2003; MURAKAMI et al. 2007). Aliado a todas essas atividades,
com esse trabalho confirmamos o potencial aterogenico das PMP, ao estimular a
proliferacdo de células musculares lisas. Ao mesmo tempo descrevemos um
possivel mecanismo redox associado ao estimulo proliferativo das PMP,
confirmando resultados de recentes trabalhos que demonstram que alteracées no
redox intracelular e extracelular estdo diretamente associados a eventos

relacionados com a aterosclerose, como inducdo da adesao plaquetaria da
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proliferacao celular (BLANCO et al, 2007; ASHFAQ et al., 2006; GO e JONES,
2005; TAN e LIP, 2005)
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6 CONCLUSOES

PMP induzem a proliferagdo de células musculares lisas de forma

correlacionada as alteracdes no estado redox.

Esta correlagdo pode estar sendo direta através da atuacdo no estado
redox dos constituintes das PMP ou através de uma acdo sinérgica da
alteragao redox com o efeito do PDGF como fator proliferativo. Uma vez
que foram detectadas pequenas concentracoes deste fator de crescimento
nas PMP.

Assim, sugerimos possivel efeito aterogénico e redox das PMP em células

musculares lisas.
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