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RESUMO

A funcédo classica das plaguetas humanas tem sido relacionada com a hemostase,
entretanto, demonstrou-se que esta é apenas uma das inimeras funcdes destas células. Elas
contém maquinaria disponivel para sintese e degradacdo de glicogénio e esses processos sdo
sensiveis ao ambiente extracelular. A quantidade dessa molécula e a atividade das enzimas
envolvidas em seu metabolismo, como a glicogénio sintase cinase-3B (GSK3p) tém sido
discutidas em inumeras patologias, como transtorno depressivo, diabetes, doenca de
Alzheimer. Assim, métodos de determinacdo de glicogénio seriam de grande auxilio na
investigacdo destas desordens. Um dos métodos mais utilizados para essa determinacao € a
técnica do acido periddico de Shiff (PAS), que tem sido de suma importancia para o estudo do
metabolismo energético e da estrutura plaquetarios. Entretanto, esta técnica permite apenas
uma analise semiquantitativa, o que prejudica especialmente a avaliacdo de discretas
alteracdes neste contetudo. Outro método utilizado é a avaliacdo da atividade da enzima
GSK3p, porém essa estratégia, mesmo que bastante sensivel, pode sofrer influéncias ainda
ndo descritas em plaquetas. Sendo assim, 0 objetivo deste trabalho é estabelecer uma técnica
para determinacdo quantitativa das reservas de glicogénio em plaquetas humanas.

O sangue foi coletado por venopuncdo, no Hemocentro do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre a partir de doadores saudaveis (CEP/HCPA 110565), em tubos EDTA-K3. Das
amostras foi obtido o plasma rico em plaquetas (PRP). Apds, foram feitos alguns ajustes na
técnica descrita por Van Handel (1965), utilizada para pequenos tecidos e que tem como
principio a extracdo e hidrélise do polimero a glicose livre. Por fim, foi feita a reacdo de
determinacéo de glicose e a deteccdo por espectrofotdmetro (505nm).

O valor médio encontrado foi de 0,108 + 0,058ug/10° plaquetas (n=39).
Adicionalmente, verificamos uma positiva e moderada correlagéo entre a glicose plasmatica e
os niveis de glicogénio plaquetario (r=0,74).

Diante dos resultados apresentados, foi possivel padronizar um método para
guantificar o glicogénio de plaguetas humanas, ajustando a quantidade do polimero pelo
numero de células. O método demonstrou ser simples e sensivel e serd importante para futuros
estudos de metabolismo energético, tendo uso potencial nas investigacbes de diversas

patologias.



1. INTRODUCAO

1 Biologia das plaguetas

Plaquetas sdo células anucleadas encontradas normalmente no sangue humano numa
densidade de 150-400x10%/L (BRIGGS et al. , 2007). Em condicdes fisiolégicas, tém entre 2 a
5um de didametro e volume de 7 a 10 fL. Seu tempo de vida é de 7 a 10 dias, sendo o baco o
principal local de remocao e destruicdo. Através da microscopia eletrénica observa-se que sua
superficie apresenta depressdes que correspondem ao seu sistema canalicular aberto,
responsavel pela pronta reatividade destas celulas ao meio extracelular. Esta capacidade
reativa esta ligada a sua funcdo classica na formacdo do tampao hemostatico apds a injdria
vascular. Quando ativadas, por exemplo, pelo contato com colageno, &cido araquidbnico,
calcio ou ADP, tém sua morfologia modificada e secretam, dentre outros fatores,
tromboxanoA2 e ADP na circulagdo (FAVALORO et al., 2010), ativando outras plaquetas,
em especial, pelo receptor GPIIb/Illa (COLLER; SHATTIL, 2008). Ou seja, apds a ativacgdo,
seguem-se as fases de iniciacdo, extensdo e perpetuacdo do tampdo hemostatico até a
contencdo do dano e resolucdo do tampdo. Além de sua funcdo classica na hemostase,
plaquetas apresentam semelhancas com células do sistema nervoso central (SNC), tais como a
liberacdo e captacdo de algumas moléculas que agem como sinalizadores no SNC (GABA,
glutamato, serotonina, etc.), além da presenca das respectivas proteinas receptoras. Por esta
razdo, estas células também tém sido utilizadas em estudos que avaliam alteracfes
bioquimicas e farmacoldgicas presentes em doencas do SNC, agudas e neurodegenerativas
(ALIPRANDI et al., 2005; DA PRADA et al. 1988).

Uma peculiaridade morfoldgica das plaquetas é a presenca de granulos secretores em
seu citoplasma: alfa, delta (ou densos) e gama (ou lisossomos). Os granulos alfa sdo 0s mais
numerosos e contém fibrinogénio, fator de crescimento plaquetéario, citocinas, moléculas de
adesdo e moduladores imunologicos. Os granulos densos estdo em menor nimero e contém
nucleotideos (ADP e ATP), serotonina, fosfatase, calcio, glutamato e magnésio. Os granulos
gama contém hidrolases lisossomais, catepsinas e outras proteinas de membrana lisossémica.
Estes granulos tém importancia crucial na funcdo cléssica dessa célula e séo liberados durante
a sua ativacdo. Também foi descrita a presenca de corpos multivesiculares durante o

desenvolvimento dos megacaridcitos (precursores das plaquetas na medula ¢ssea), que seriam
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advindos do Golgi (face trans). Estes corpos sdo considerados como indicadores dos estagios
de maturacgéo dos gréanulos (BRIGGS et al. , 2007).

Outro aspecto biologico interessante das plaquetas é que apesar de serem anucleadas e
de apresentarem quantidades reduzidas de RNA, estudos de protedmica tém descrito uma
expressiva atividade de sintese proteica (GNATENKO et al., 2006). Ou seja, apesar de nao
ser possivel nova transcricdo génica, a presenca de mMRNA permite que ocorra NOVO processo
de traducdo, demonstrando que ha capacidade de modulacao pos-transcricional.

Recentemente, surgiram evidéncias de novas funcbes destas células no organismo,
indicando uma participacéo ativa das plaquetas em diversos eventos. Além da funcéo cléssica
(hemostase), inumeros artigos cientificos tém demonstrado a participacdo destas celulas num
amplo espectro de atividades, como a capacidade de secrecdo de moléculas para a corrente
sanguinea e interacdo com células de outras linhagens, como monadcitos, em especial durante
a sua ativacdo (GAWAZ et al., 2005). Um exemplo disso € a sua participagdo em processos
inflamatorios, através de evidéncias como a presenca de receptores toll-like, atuacdo de
receptores de reconhecimento microbiano ou capacidade de interacdo com as células imunes;
ou seja, participando e auxiliando na regulacdo da resposta imune inata e adaptativa no
organismo (WAZNA, 2006; YEAMAN; BAYER, 2013). Estes achados podem ser
importantes no entendimento da fisiopatologia de doengas que envolvem o sistema imune e 0
tecido neuronal.

Outra caracteristica das plaquetas é a presenca de poucas mitocondrias, além de uma
estrutura composta por grande quantidade de glicogénio que parece estar associada a uma
membrana derivada de um reticulo endoplasmatico liso. Esta Gltima estrutura é denominada
glicossoma, sendo considerada por alguns pesquisadores como uma organela caracteristica de
plaquetas. Ainda cabe salientar a importancia destas reservas de glicogénio para as plaquetas,
as quais parecem ser fundamentais para estas células, sendo mobilizadas para uma variedade
de funcdes, incluindo a da atividade secretdria (WHITE, 2013).

Como citado anteriormente, a estrutura e a funcdo plaquetaria apresentam
peculiaridades que ainda sdo objeto de investigacdo. I1sso sugere a possibilidade do estudo do
metabolismo dessas células através da acdo de suas enzimas, do consumo de substratos e da
formagéo de produtos. Entretanto, para a realizacdo destas avaliagdes sdo necessarias técnicas
que permitam a determinacgdo desses parametros nestas células. Em nosso trabalho, o foco foi
a padronizacdo da quantificacdo de um produto do metabolismo energético das plaquetas: o

glicogénio.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123693679507862

1.1 Metabolismo do glicogénio em plaquetas

O glicogénio é uma forma de estoque de glicose, sendo a glicogénese correspondente a

sintese e a glicogenolise, mobilizacdo dessa molécula. Este polimero é formado por residuos
de glicosil, ligados principalmente por ligagdes a-1,4 ¢ ramificagdes a-1,6. A literatura
descreve como 6rgdos de maior concentracdo desse polimero o figado e o musculo; sendo
que, a glicogénese e a glicogendlise sdo mais expressivas nesses tecidos. Ainda cabe salientar
que as reservas de glicogénio de plaquetas humanas sao significativas, sendo equivalentes em
quantidade de tecido, aquelas encontradas no musculo esquelético (KARPATKIN, 1967).
A glicogénese requer a fosforilacdo da glicose que entra na célula. Isso é feito pela
hexoquinase IV no figado e pelas outras isoformas da hexoquinase em outros tecidos. A
captacdo de glicose requer transportadores especificos (do tipo GLUT), que sdo de varios
subtipos e estdo distribuidos de maneira distinta nos tecidos do organismo. Os que estdo
presentes nas plaquetas sdo GLUT-1 e GLUT-3 (CRAIK et al., 1995), o primeiro é um
transportador constitutivo e o segundo, insulina independente.

O glicogénio tem sintese e degradacdo controladas. As enzimas glicogénio sintase e
glicogénio fosforilase tém importante papel regulatério nesse processo, sendo que ambas
podem ser reguladas por modulacdo alostérica e ligacdo covalente. A glicogénio fosforilase
esta envolvida na degradacdo do glicogénio e é ativada por fosforilagdo, na presenca da
fosforilase quinase. A fosforilase é ativada na presenca de AMP e inibida na presenca de
glicose e ATP; ja que a presenca de AMP indica maior demanda energética e, portanto,
necessidade de quebra de glicogénio em glicose, e a presenca de glicose e ATP indicam uma
menor demanda energética e, assim, possibilidade de estoque de glicose na forma do
polimero. Além disso, o proprio crescimento da macromolécula realiza retroalimentacéo
negativa, inibindo sua sintese. Em suma, as enzimas glicogénio sintase e glicogénio
fosforilase necessitam estar em estados de atividade diferentes para a efetividade dos
processos de sintese e mobilizacdo. A glicogénio sintase estd envolvida com o desvio da
glicose da rota glicolitica, em especial, para a sintese de glicogénio. Intimamente relacionada
a essa enzima, esta a glicogénio sintase cinase-3B (GSK3p), que regula a atividade da sintase
através de fosforilacdo, inativando-a e, consequentemente, diminuindo sua atividade. Sendo
assim, GSK3p quando ativada fosforila a glicogénio sintase diminuindo a sintese de

glicogénio (RYLATT et al., 1980). Todos estes pontos de controle, obviamente, também
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sofrem interferéncias externas ao processo intracelular, como a presenca de glucagon,
epinefrina e insulina na corrente sanguinea (HARRIS, 2010).

A glicogendlise ocorre de maneira descontinua nas plaquetas, diferentemente da
glicogénese, 0 que leva a algumas hipdteses como a separacdo das enzimas de quebra do
glicogénio em compartimentos ou uma organizacdo diferenciada das ramificagdes do
polimero. Assim como no figado e no rim, essas células também tém descrita atividade de
gliconeogénese, em especial, devido a presenca da enzima frutose-1,6-difosfatase, que
converte frutose-1,6-bifosfatase a frutose-6-fosfato, sendo que a atividade desta enzima
também tem poder limitante na sintese de glicogénio (KARPATKIN et al., 1970). Além
disso, a atividade da fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPCK) também é detectavel, porém
niveis menos expressivos. Ela promove a conversdo do oxaloacetato em fosfoenolpiruvato. O
fosfoenolpiruvato, por sua vez é transformado em frutose-1,6-bisfosfato por enzimas
participantes na glicolise, que catalisam reagdes reversiveis, podendo operar a via no sentido
inverso até a obtencao de glicose (SCHRIJVER et al., 1975).
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Figura 1. Visdo geral do mecanismo de regulacdo da sintese de glicogénio modulada pela

enzima glicogénio sintase cinase-3.

Portanto, existe a possibilidade de incorporagéo de glicose em polimeros de glicogénio
através de ligagdes glicosil a-1,4 e a-1,6, assim como essa molécula tem disponibilidade para

degradacdo e exteriorizagdo através da enzima glicose-6-fosfatase. Esses processos também



sofrem influéncia direta da concentracdo de plaquetas, de glicose (KARPATKIN et al., 1970)
e de AMPc (SCOTT, 1967); ou seja, sdo células sensiveis ao ambiente extracelular e, por
consequéncia, as alteracBes que possam estar presentes neste meio inclusive em algumas
patologias descritas posteriormente. Em contrapartida, a presenca de trombina, durante a acéo
pro- coagulante também afeta os niveis das moléculas anteriormente citadas. Sendo assim,
tanto o ambiente extracelular é capaz de modificar o metabolismo, quanto a alteragcdo no
estado energético, por sua vez, pode interferir na funcdo hemostatica dessas células
(AKKERMAN et al., 1984).

1.2 Patologias associadas: a relevancia do glicogénio

Embora a GSK3p seja comumente descrita como uma enzima chave em varias

cascatas de sinalizacdo, originalmente ela foi identificada como uma enzima chave na
regulacdo da sintese de glicogénio, inativando a glicogénio sintase através de fosforilacdo
(BALARAMAN et al., 2006; CHIN et al., 2005; EMBI et al., 1980; FR1ZZO, 2013).
A modificacdo nos niveis da GSK3p tem sido observada em inimeras patologias. Da mesma
forma, farmacos utilizados no tratamento das mesmas patologias demonstram alterar os niveis
de GSK3p. Recentemente, foi demonstrado que a quantidade de GSK3p fosforilada é
diferente em relagdo aos niveis totais de GSK3p em pacientes com depressdo comparados a
individuos saudaveis (JOAQUIM et al., 2012); além disso, esses niveis totais sdo maiores nas
células sanguineas de pacientes com depressao (LI et al., 2006).

Na doenca de Alzheimer, também foi investigada a alteracdo na atividade da GSK3p
em plaquetas. Diante de evidéncias da alteracdo concomitante da atividade dessa enzima em
outras células, como neurdnios, sugere-se que essa enzima seja mais um ponto chave para o
estudo dessa patologia (LOVESTONE et al., 1994).

Alteragdes no metabolismo de carboidratos, inclusive do glicogénio, foram descritas nas
plaquetas de diabéticos. Nesta patologia, além da diminuicdo na captacdo de glicose
(LEONCINI et al., 1987), também foi relatado um aumento da atividade da GSK3p (JOPE et
al., 2007), o que sugere uma diminuicdo do estoque do polimero de glicose, uma vez que a
ativacdo da GSK3p diminui a atividade da glicogénio sintase. Um argumento importante a ser
ressaltado refere-se a contribuicdo da modificacdo da atividade ou dos niveis de GSK3p nas
patologias citadas anteriormente. Nao ha descricdo dessas alteracbes como causas primarias
(fatores necessarios) ou secundarias (fatores contribuintes) destas patologias, mas apenas

como observagdes simultaneas as desordens aqui abordadas.



1.3 Técnicas para estudo do glicogénio: breve histérico

Dentre os métodos mais utilizados para a determinacdo de glicogénio, estd a técnica
descrita por McManus na década de 1940 (MCMANUS, 1946, 1948, 1961). O método utiliza
a reacdo do acido periodico de Schiff (PAS) e foi empregado por vérios autores para
identificar o glicogénio em diferentes células (BAUER, 1933; CATCHPOLE, 1947; GERSH,
1947; GIBB; HOTCHKISS, 1948; LILLIE, 1947; MARCHESE, 1947; STOWELL, 1949),
tendo sido também de suma importancia para o estudo do metabolismo energético e da
estrutura plaquetaria (AKKERMAN et al. 1984). O método do PAS baseia-se na oxidacdo dos
residuos de glicose pelo acido periddico que produz aldeidos livres. Numa segunda reacéo, o
reagente de Schiff revela os aldeidos livres através de uma cor rdsea intensa. Entretanto, a
técnica de PAS permite apenas uma analise semiquantitativa e, desta forma, o
estabelecimento de um método quantitativo para o estudo destas reservas em plagquetas
humanas poderia contribuir com futuras investigacbes relacionadas ao metabolismo do
glicogénio nestas células.

Posteriormente, uma técnica para quantificar o glicogénio em pequenas quantidades de
tecido hepatico de rato foi desenvolvida por Van Handel em 1965. Neste trabalho, o autor
determinou quantidades expressivas de glicogénio, proximas a ordem de microgramas. No
protocolo, para extracdo do polimero foi utilizado KOH, seguido pela hidrélise acida com
HCI e posterior determinacdo da glicose livre pelo uso do reagente de antrona. Entretanto,
segundo o préprio autor, a ultima etapa de reacdo é limitada pela sensibilidade do reagente
(VAN HANDEL, 1965).

Apesar da relevancia dos estoques de glicogénio para as plaquetas, a determinacao
guantitativa dos mesmos ndo foi objeto de estudo até o momento. Por outro lado, vérios
trabalhos avaliaram a regulacdo (ou expressdo) da GSK3p nestas células em diferentes
condi¢des (BARRY et al., 2003), tendo em vista que esta enzima tem a capacidade de regular
a sintese de glicogénio (RYLATT et al., 1980). A atividade desta enzima tem sido avaliada
com a finalidade de caracterizar 0 metabolismo de carboidratos em plaquetas tanto em
individuos saudaveis, quanto em individuos com patologias como transtorno bipolar,
depressdo maior, Alzheimer e diabetes. Estes estudos tém demonstrado que essa enzima esta
alterada nestas patologias. Outro ponto importante, é que a o status da mesma parece ser
alterado com o tratamento dos pacientes, em especial naqueles com transtorno de humor

bipolar [PANDEY et al., 2010]. Recentemente, a quantificacdo do glicogénio em plaquetas
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foi proposta como um indicador répido e econémico para avaliagdo do status funcional da
GSK3p (FR1ZZ0, 2013).

2 Contribuicdes da técnica proposta

A avaliacdo dos niveis da enzima GSK3p e/ou a detec¢do de um produto da atividade
desta enzima, como o glicogénio, sdo ferramentas potencialmente importantes para avaliagéo
do metabolismo celular nas plaquetas. Estas abordagens poderiam, inclusive, servir para a
descricdo das mudancas desses estoques em individuos com as doencas citadas anteriormente
bem como a avaliacdo da efetividade da estratégia terapéutica escolhida para 0s mesmos.
Entretanto, a modulagdo dessa enzima em plaguetas ainda néo € totalmente compreendida. Ou
seja, moduladores da GSK3p em plaquetas podem ter uma acéo particular nestas células, e
como consequéncia estar sujeita a uma modulacdo distinta. Neste sentido, a determinacao do
metabolismo de carboidratos nessas células poderia ser melhor avaliada pela quantificacdo de
um dos préprios produtos finais dessa enzima: o glicogénio.

A utilizacdo da técnica de PAS tem grande importancia por se tratar de um método
bastante pratico e de baixo custo, porém, os resultados obtidos ndo podem ser quantificados.
Como alternativa, uma adaptacdo do método de Van Handel poderia solucionar o problema da
quantificacdo do glicogénio de plaquetas. Neste caso especifico, substituimos a deteccdo da
glicose livre através do reagente de antrona por um método mais sensivel, aumentando
significativamente a sensibilidade da detecgéo.

Outra contribuicdo de nosso trabalho foi o de realizar o ajuste da quantidade de
glicogénio pelo numero de células determinadas com o uso de analisador hematol6gico. Até o
momento, 0s artigos que demonstram a determinacdo do glicogénio em plaquetas (de forma
semiquantitativa) utilizam a técnica de PAS e apresentam a correcdo da quantidade desta
molécula pelo nimero de células da amostra obtidas através de contagem em cémara de

Neubauer.

3 Objetivo do trabalho

O objetivo do nosso trabalho foi padronizar um método para quantificar o glicogénio

de plaquetas, corrigindo o valor obtido pelo nimero de células determinadas de forma
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eletronica. Com este protocolo buscamos uma metodologia mais sensivel e simples para 0
estudo dessa molécula. Potencialmente, o método pode contribuir nos estudos que buscam
determinar alteracfes dos niveis de glicogénio em patologias, bem como naqueles que
verificam a efetividade terapéutica de farmacos utilizados no tratamento das doencas aqui

descritas.
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Resumo

A funcdo classica das plaguetas humanas tem sido relacionada com a hemostase,
entretanto, demonstrou-se que esta € apenas uma das inimeras fungdes destas células. Elas
contém maquinaria disponivel para sintese e degradacdo de glicogénio e esses processos sao
sensiveis ao ambiente extracelular. A concentracdo dessa molécula e a atividade das enzimas
envolvidas em seu metabolismo, como a glicogénio sintase cinase-3B (GSK3p) tém sido
discutidas em inumeras patologias, como transtorno depressivo, diabetes, doenca de
Alzheimer. Assim, métodos de determinacdo da concentracdo de glicogénio seriam de grande
auxilio na investigacdo destas desordens. Um dos métodos mais utilizados para essa
determinacdo é a técnica do acido periodico de Shiff (PAS), que tem sido de suma
importancia para o estudo do metabolismo energético e da estrutura plaquetarios. Entretanto,
esta técnica permite apenas uma analise semiquantitativa, o que prejudica especialmente a
avaliacdo de discretas alteracGes neste conteudo. Outro método utilizado é a avaliacdo da
atividade da enzima GSK3p, porém essa estratégia, mesmo que bastante sensivel, pode sofrer
influéncias ainda ndo descritas em plaquetas. Sendo assim, o objetivo deste trabalho é
estabelecer uma técnica para determinacdo quantitativa das reservas de glicogénio em
plaguetas humanas.

O sangue foi coletado por venopuncdo, no Hemocentro do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre a partir de doadores saudaveis (CEP/HCPA 110565), em tubos EDTA-K3. Das
amostras foi obtido o plasma rico em plaquetas (PRP). Apds, foram feitos alguns ajustes na
técnica descrita por Van Handel (1965), utilizada para pequenos tecidos e que tem como
principio a extragdo e hidrolise do polimero a glicose livre. Por fim, foi feita a reagdo de

determinacéo de glicose e a detecgé@o por espectrofotometro (505nm).



15

O valor médio encontrado foi de 0,108 + 0,058ug/10° plaquetas (n=39).
Adicionalmente, verificamos uma positiva e moderada correlacdo entre a glicose plasmatica e
os niveis de glicogénio plaquetéario (r=0,74).

Diante dos resultados apresentados, foi possivel padronizar um método para
quantificar o glicogénio de plaquetas humanas, ajustando a concentracdo do polimero pelo
numero de células. O método demonstrou ser simples e sensivel e sera importante para
futuros estudos de metabolismo energético, tendo uso potencial nas investigacoes de diversas

patologias.
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Introducéo

Plaquetas sdo células anucleadas encontradas normalmente no sangue humano numa
densidade de 150-400x10%L e sua funcdo classica esta ligada & formacdo do tampéo
hemostatico apds a injaria vascular [1]. Um aspecto bioldgico interessante é que s&o
anucleadas e apresentam quantidades reduzidas de RNA. Ou seja, apesar de ndo ser possivel
nova transcri¢do génica, a presenca de mRNA permite que ocorra novo processo de traducao,
demonstrando que ha capacidade de modulacdo pds-transcricional. Outra caracteristica das
plaquetas € a presenca de poucas mitocondrias, além de uma estrutura composta por grande
concentracdo de glicogénio que parece estar envolvido por a uma membrana derivada de um
reticulo endoplasmatico liso. Esta ultima estrutura é denominada glicossoma, sendo
considerada por alguns pesquisadores como uma organela caracteristica de plaquetas. Ainda
cabe salientar que as reservas de glicogénio seriam fundamentais para estas células, sendo
mobilizadas para uma variedade de fung¢des, incluindo a da atividade secretdria [2].

Recentemente, surgiram evidéncias de novas funcfes destas células no organismo,
indicando uma participacgdo ativa das plaquetas em diversos eventos. Além da funcdo classica
(hemostase), inimeros artigos cientificos tém demonstrado a participagdo destas células num
amplo espectro de atividades, como a capacidade de secrecdo de moléculas para a corrente
sanguinea e interacdo com células de outras linhagens, como mondcitos, em especial durante
a sua ativacdo [7]. Estes achados podem ser importantes no entendimento da fisiopatologia de
doencas que envolvem o sistema imune e o tecido neuronal. Especificamente, apresentam
funcbes semelhantes as células do sistema nervoso central (SNC), tais como a liberacdo e
captacdo de algumas moléculas que agem como sinalizadores no SNC (GABA, glutamato,

serotonina, etc.), além da presenca das respectivas proteinas receptoras. Por esta razéo,
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plaquetas também tém sido utilizadas em estudos que avaliam alteracdes bioquimicas e
farmacoldgicas presentes em doencas do SNC, agudas e neurodegenerativas [4,5].

Como citado anteriormente, a estrutura e a funcdo plaquetaria apresentam
peculiaridades que ainda sdo objeto de investigacdo. Isso sugere a possibilidade do estudo do
metabolismo dessas células através da acdo de suas enzimas, do consumo de substratos e da
formacéo de produtos. Entretanto, para a realizacdo destas avaliagdes sdo necessarias técnicas
que permitam a determinacdo desses parametros nestas células. Em nosso trabalho, o foco foi
a padronizacdo da quantificacdo de um produto do metabolismo energético das plaquetas: o
glicogénio.

O glicogénio é uma forma de estoque de glicose, sendo a glicogénese correspondente a
sintese e a glicogendlise, mobilizacdo dessa molécula. A literatura descreve como 6rgaos de
maior concentracdo desse polimero o figado e o musculo, e ainda cabe salientar que as
reservas de glicogénio de plaquetas humanas sdo significativas, sendo equivalentes em
quantidade de tecido, aquelas encontradas no musculo esquelético [6]. A glicogénese requer a
fosforilacdo da glicose que entra na célula. Isso é feito pela hexoquinase 1V no figado e pelas
outras isoformas da hexoquinase em outros tecidos. A captacdo de glicose requer
transportadores especificos (do tipo GLUT), que sdo de varios subtipos e estdo distribuidos de
maneira distinta nos tecidos do organismo. Os que estdo presentes nas plaquetas sdo GLUT-1
e GLUT-3 [7], o primeiro é um transportador constitutivo e o segundo, insulina independente.

O glicogénio tem sintese e degradagdo controladas. As enzimas glicogénio sintase e
glicogénio fosforilase tém importante papel regulatorio nesse processo, sendo que ambas
podem ser reguladas por modulacdo alostérica e ligacdo covalente. A glicogénio fosforilase
estd envolvida na degradacdo do glicogénio e é ativada por fosforilacdo, na presenca da
fosforilase quinase. A glicogénio sintase esta envolvida com o desvio da glicose da rota

glicolitica, em especial, para a sintese de glicogénio. Intimamente relacionada a essa enzima,
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estd a glicogénio sintase cinase-3B (GSK3p), que regula a atividade da sintase através de
fosforilacdo, inativando-a e, consequentemente, diminuindo sua atividade. Sendo assim,
GSK3p quando ativada fosforila a glicogénio sintase diminuindo a sintese de glicogénio [8].
Todos estes pontos de controle, obviamente, também sofrem interferéncias externas ao
processo intracelular, como a presenca de glucagon, epinefrina e insulina na corrente
sanguinea [9]. Portanto, existe a possibilidade de incorporacdo de glicose em polimeros de
glicogénio através de ligacbes glicosil a-1,4 e a-1,6, assim como essa molécula tem
disponibilidade para degradacéo e exteriorizacdo através da enzima glicose-6-fosfatase. Esses
processos também sofrem influéncia direta da concentracdo de plaquetas, glicose [10] e
AMPc [11]; ou seja, sdo células sensiveis ao ambiente extracelular e, por consequéncia, as
alteracdes que possam estar presentes neste meio inclusive em algumas patologias descritas
posteriormente. Em contrapartida, a presenca de trombina, durante a acdo pro-coagulante
também afeta os niveis das moléculas anteriormente citadas. Sendo assim, tanto o ambiente
extracelular é capaz de modificar o metabolismo, quanto a alteracdo no estado energético, por
sua vez, pode interferir na funcdo hemostéatica dessas células [12].

Embora a GSK3pB seja comumente descrita como uma enzima chave em varias
cascatas de sinalizacdo, originalmente ela foi identificada como uma enzima chave na
regulacdo da sintese de glicogénio, inativando a glicogénio sintase através de fosforilacdo [13-
16]. A modificacdo nos niveis da GSK3p tem sido observada em inimeras patologias. Da
mesma forma, farmacos utilizados no tratamento das mesmas patologias demonstram alterar
0s niveis de GSK3p. Recentemente, foi demonstrado que a quantidade de GSK3 fosforilada
é diferente em relacdo aos niveis totais de GSK3p em pacientes com depressdo comparados a
individuos saudaveis [17]; alem disso, esses niveis totais sdo maiores nas células sanguineas
de pacientes com depressdao [18]. Na doenca de Alzheimer, tambeém foi investigada a

alteracdo na atividade da GSK3B em plaquetas. Diante de evidéncias da alteracdo
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concomitante da atividade dessa enzima em outras células, como neurdnios, sugere-se que
essa enzima seja mais um ponto chave para o estudo dessa patologia [19]. Alteracbes no
metabolismo de carboidratos, inclusive do glicogénio, foram descritas nas plaquetas de
diabéticos. Nesta patologia, alem da diminuicdo na captacdo de glicose [20], também foi
relatado um aumento da atividade da GSK3p [21], o0 que sugere uma diminui¢do do estoque
do polimero de glicose, uma vez que a ativacdo da GSK3p diminui a atividade da glicogénio
sintase. Um argumento importante a ser ressaltado refere-se a contribui¢cdo da modificacdo da
atividade ou dos niveis de GSK3pB nas patologias citadas anteriormente. Ndo ha descricdo
dessas alteragdes como causas primarias (fatores necessarios) ou secundarias (fatores
contribuintes) destas patologias, mas apenas como observacdes simultaneas as desordens aqui
abordadas.

Apesar da relevancia dos estoques de glicogénio para as plaquetas, a determinacéo
guantitativa dos mesmos ndo foi objeto de estudo até o momento. Por outro lado, varios
trabalhos avaliaram a regulagdo (ou expressdo) da GSK3pB nestas células em diferentes
condicdes [22], tendo em vista que esta enzima tem a capacidade de regular a sintese de
glicogénio [23]. A atividade desta enzima tem sido avaliada com a finalidade de caracterizar o
metabolismo de carboidratos em plaquetas tanto em individuos saudaveis, quanto em
individuos com patologias como transtorno bipolar, depressdao maior, Alzheimer e diabetes.
Estes estudos tém demonstrado que essa enzima esta alterada nestas patologias. Outro ponto
importante, é que a atividade da mesma parece ser alterado com o tratamento dos pacientes,
em especial naqueles com transtorno de humor bipolar [24]. Recentemente, a quantificacdo do
glicogénio em plaquetas foi proposta como um indicador rapido e econdmico para avaliacao
do status funcional da GSK3p [16].

A avaliacdo dos niveis da enzima GSK3p e/ou a detec¢do de um produto da atividade

desta enzima, como o glicogénio, sdo ferramentas potencialmente importantes para avaliacao
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do metabolismo celular nas plaquetas. Estas abordagens poderiam, inclusive, servir para a
descricdo das mudancas desses estoques em individuos com as doencgas citadas anteriormente
bem como a avaliacdo da efetividade da estratégia terapéutica escolhida para os mesmos.
Entretanto, a modulacdo dessa enzima em plaquetas ainda nao é totalmente compreendida. Ou
seja, moduladores da GSK3p em plaquetas podem ter uma acdo particular nestas células, e
como consequéncia estar sujeita a uma modulacdo distinta. Neste sentido, a determinacdo do
metabolismo de carboidratos nessas células poderia ser melhor avaliada pela quantificacéo de
um dos proéprios produtos finais dessa enzima: o glicogénio.

Dentre os métodos mais utilizados para a determinacdo de glicogénio, estd a técnica
descrita por McManus na década de 1940 [25-27]. O método utiliza a reacdo do acido
periddico de Schiff (PAS) e foi empregado por varios autores para identificar o glicogénio em
diferentes células [28-34], tendo sido também de suma importancia para o estudo do
metabolismo energético e da estrutura plaquetaria [35]. Entretanto, a técnica de PAS permite
apenas uma analise semiquantitativa e, desta forma, o estabelecimento de um método
guantitativo para o estudo destas reservas em plaquetas humanas poderia contribuir com
futuras investigacbes relacionadas ao metabolismo do glicogénio nestas células.
Posteriormente, uma técnica para quantificar o glicogénio em pequenas quantidades de tecido
hepatico de rato foi desenvolvida por Van Handel em 1965. Neste trabalho, o autor
determinou quantidades expressivas de glicogénio, proximas a ordem de microgramas. No
protocolo, para extracdo do polimero foi utilizado KOH, seguido pela hidrélise acida com
HCI e posterior determinacdo da glicose livre pelo uso do reagente de antrona. Entretanto,
segundo o préprio autor, a ultima etapa de reacdo é limitada pela sensibilidade do reagente
[36].

A utilizacdo da técnica de PAS tem grande importancia por se tratar de um metodo

bastante pratico e de baixo custo, porém, os resultados obtidos ndo podem ser quantificados.
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Como alternativa, uma adaptacdo do metodo de VVan Handel poderia solucionar o problema da
quantificacdo do glicogénio de plaquetas. Neste caso especifico, substituimos a deteccdo da
glicose livre através do reagente de antrona por um método mais sensivel, aumentando
significativamente a sensibilidade da deteccéo.

Outra contribuicdo de nosso trabalho foi o de realizar o ajuste da quantidade de
glicogénio pelo nimero de células determinadas com o uso de analisador hematologico. Até o
momento, 0s artigos que demonstram a determinacdo do glicogénio em plaquetas (de forma
semiquantitativa) utilizam a técnica de PAS e apresentam a correcdo da quantidade desta
molécula pelo nimero de células da amostra obtidas através de contagem em camara de
Neubauer.

O objetivo do nosso trabalho foi padronizar um método para quantificar o glicogénio
de plaguetas, corrigindo o valor obtido pelo nimero de células determinadas de forma
eletronica. Com este protocolo buscamos uma metodologia mais sensivel e simples para o
estudo dessa molécula. Potencialmente, 0 método pode contribuir nos estudos que buscam
determinar alteracfes dos niveis de glicogénio em patologias, bem como naqueles que
verificam a efetividade terapéutica de farmacos utilizados no tratamento das doencas aqui

descritas.
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Material e Métodos

Origem da amostra: O estabelecimento desta técnica € um dos objetivos do projeto
“Caracteriza¢do de um modelo de plaquetas para estudos in vitro” aprovado pelo Comité de
Etica e Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (CEP-HCPA 110565, vigente).
Preparacdo da amostra: O sangue foi coletado por venopuncdo (8 mL) no Servico de
Hemoterapia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre a partir de 23 doadores saudaveis(ndo
usuarios de farmacos) do sexo masculino. O sangue foi coletado em tubos EDTA-K3 e o
namero de plaquetas determinado através de um analisador hematolégico (Micros ES60). Os
experimentos foram realizados no Laboratorio de Neurobiologia Celular do Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude (UFRGS) onde foi obtido o plasma rico em plaquetas (PRP).

Avaliacdo da glicemia: Apds a obtencdo das amostras de sangue, iniciou-se a
separacdo da fracdo de eritrocitos e plasma por centrifugacdo a 380g por 10min. Uma
amostra de plasma (50uL) foi transferida para minitubo previamente tratado com NaF 0,1M.
A avaliacdo da glicemia foi realizada no mesmo dia da coleta com o uso do kit Glicose-
LaborclinBioliquid.

Técnica de glicogénio: Apos a obtencdo do PRP, foi adicionado 500 uL. KOH (30%) e
as amostras foram fervidas por 60 minutos. Em seguida, adicionado 50ul de Na,SO,4 (35%) e
1 mL de etanol absoluto para permitir a precipitacdo do polimero. As amostras foram
centrifugadas por 10 minutos (2000 rpm). O sobrenadante foi descartado e o precipitado,
ressuspendido em agua destilada. Foi adicionado 1 mL de etanol absoluto e realizada nova
centrifugacdo. Para a hidrolise do glicogénio, foram adicionados 500 pL de HCI (4M), as
amostras foram novamente aquecidas em banho-maria por 60 minutos e neutralizadas ao fim

do processo com Na,CO3; (2M). Por fim, foi feita a reacdo de determinacdo de glicose
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conforme indica o kit Glicose-Laborclin Bioliquid e realizada a leitura em espectrofotdmetro
em 505nm.

Analise estatistica: Apds a determinacdo da concentracdo de glicogénio presente nas
amostras, foi feito o teste de Shapiro-Wilk para avaliacdo da normalidade dos dados. Para
verificacdo de relacdo entre concentracdo de glicogénio em plaquetas e glicemia, foi aplicado
um teste de correlacdo simples e considerado o P<0,1 para confiabilidade. Os dados foram
expressos como média + desvio padrdo da media. Os testes estatisticos foram feitos no

programa Graphpad Prism 6.
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Resultados

Neste estudo foi padronizada uma técnica para determinacdo quantitativa de
glicogénio em plaquetas humanas. Apds a extracdo do glicogénio foi realizada a hidrolise do
polimero para obtencédo da glicose que foi determinada com o uso de um kit colorimétrico.
Para estabelecer a técnica de obtencéo do glicogénio foram utilizadas amostras provenientes
de 39 doadores saudaveis. O valor médio de glicogénio obtido nas amostras foi de 0,108 +
0,058pg/10%plaquetas (Figura 1).

Para testar se a obtencdo de glicogénio em amostras de PRP poderia ser realizada com
um tempo de extracdo inferior ao proposto no método de Van Handel (1965), foram testadas
amostras de quatro doadores diferentes. As amostras de PRP foram submetidas a diferentes
tempos de fervura (15, 30, 60 e 90 minutos) em KOH (30%). Na figura 2 é possivel notar que
ndo ha oscilacGes significativas na concentracdo de glicogénio obtida nos diferentes tempos
de fervura de amostra de cada doador. A média de glicogénio dos quatro doadores para 0s
tempos estudados foi de 0,112+0,007; 0,105+0,004; 0,160+0,007 e 0,147+0,009
Hg/10%plaquetas, respectivamente para 15, 30, 60 e 90 minutos. Entretanto, as amostras de
glicogénio dos doadores 1 e 2 demonstraram ser significativamente diferentes daquelas
obtidas dos doadores 3 e 4, segundo o teste ANOVA de duas vias com 95% de confianca.
Este resultado pode ser explicado pela origem diversa dos PRPs, as quais continham reservas
diferentes de glicogénio.

Com o objetivo de estudar uma possivel correlacdo entre os niveis séricos de glicose
das amostras dos doadores e os respectivos valores de glicogénio obtidos, foram estudadas 6
amostras de doadores diferentes. A tabela 1 demonstra os valores médios de glicemia dos

doadores e as respectivas médias de glicogénio obtido nas amostras.
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Ap0s a obtencao dos dados de glicemia e de glicogénio destes 6 doadores, foi testada a
normalidade através do teste de Shapiro-Wilk, a seguir foi realizado um teste de correlacéo
simples. A correlacdo encontrada entre os dois eventos (glicemia e glicogénio plaquetario)

demonstrou ser positiva e moderada (r=0,74) (Figura 3).
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Discussao

Diante dos resultados apresentados, foi possivel padronizar um método para
quantificar glicogénio em plaquetas humanas ajustando a concentracdo do polimero pelo
numero de células. Até o0 momento ndo havia uma técnica descrita para esta finalidade, além
disso, a disponibilidade dos artigos que descrevem a deteccdo direta do polimero, em especial
pela técnica de PAS, € limitada, ja que sdo antigos e de dificil acesso eletronico. Desta forma,
estamos apresentando um metodo atual, simples e sensivel que permitira futuros estudos com
essa molécula.

Tendo como base o método descrito por Van Handel [36] para quantificar quantidades
pequenas de glicogénio, em outros tipos de amostra, adaptamos a técnica com o objetivo de
aumentar a sensibilidade da mesma para o uso em plaquetas. A sensibilidade foi aumentada
pelo uso de um Kit enzimético na etapa da reacdo de glicose, o0 que era uma das limitacdes do
ensaio segundo o autor usado como base, ja que o reagente de deteccdo da glicose livre
(resultado da hidrélise &cida do glicogénio) era pouco sensivel na época de descricdo do
método base.

Outra contribuicdo deste trabalho foi corrigir a concentracdo de glicogénio obtida na
amostra pelo numero de células. Existem quatro formas de determinar o nimero de plaguetas:
contagem manual por microscopia de contraste de fase, anélise de impedancia, analise de
fluorescéncia e imunomarcacdo por citometria de fluxo. Em nosso trabalho, utilizamos a
contagem por bioimpedancia do analisador hematologico Micros ES 60, pois este método
possui como vantagens diante dos outros métodos maior praticidade; analise concomitante de
diversos parametros da célula, como volume, variancia de volume, percentagem de plaquetas

diante do sangue total (plaquetdcrito); anélise simultanea de outras populagdes sanguineas [1].
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Na descricdo do seu método, Van Handel observou que a fervura com KOH por tempos
maiores ou menores que 60 minutos resultava numa menor disponibilidade do polimero para
o0 restante do processo (sulfatacdo, precipitacdo, hidrolise e deteccdo da glicose livre). Ainda
segundo o autor, neste caso a quantidade de glicogénio nas amostras era subestimada. Na
adaptacdo do método para uso em plaquetas, decidimos estudar o efeito de diferentes tempos
de extracdo (fervura com KOH) sobre os niveis de glicogénio obtidos, considerando que estas
células encontram-se em suspensdo e ao contrario das amostras estudadas por Van Handel,
ndo estdo aderidas a estruturas de sustentacdo. Nossos resultados mostraram que nao ha um
tempo de fervura ideal entre 15 e 90 minutos para que ocorra a deteccdo maxima em amostras
de plaquetas, ja que ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os tempos estudados,
para cada amostra. A origem diferente das amostras (figado, plaquetas, etc.) poderia explicar
as diferencas na determinacéo da glicose livre para os distintos tempos de extracdo estudados,
uma vez que uma maior ou menor disponibilidade do polimero durante a extracdo resultaria
numa maior ou menor quantidade do mesmo para deteccdo. Ou seja, o autor trabalhou com
amostras integras: com tecido de sustentacao, e nosso trabalho utilizou células em suspenséo.
No decorrer do trabalho questionamos a possibilidade da existéncia de uma relacédo
entre os niveis plasmaticos de glicose e a quantidade das reservas de glicogénio nas plaguetas.
Para investigar esta hipOtese determinamos a glicemia dos doadores e em seguida
quantificamos as reservas de glicogénio nos respectivos PRPs obtidos. O resultado da anélise
indicou uma correlacdo moderada e positiva entre essas duas variaveis (r=0,74). Os resultados
obtidos sugerem a necessidade de um estudo mais aprofundado e com um numero amostral
maior. Neste caso, um eventual aumento do coeficiente de correlacdo entre a glicemia e 0
glicogénio plaquetario permitiria uma estimativa dos valores de glicogénio de plaquetas, a

partir dos niveis plasmaticos de glicose.
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Neste trabalho foram determinadas as reservas de glicogénio de plaquetas de doadores
saudaveis. Os dados obtidos serdo importantes na utilizacdo desse método em estudos futuros.
Além disso, recentemente foi proposto que o glicogénio de plaquetas poderia ser um
indicador periférico do status da enzima glicogénio sintase cinase-3 (GSK3p) [16].
Variagdes nos niveis e/ou na atividade desta enzima tém sido relacionadas com indmeras
patologias, como depresséo, diabetes e mal de Alzheimer [17-21]. Desta forma, uma possivel
utilizacdo do método padronizado neste trabalho seria a deteccdo de um produto da atividade
da GSK3pB (o glicogénio). Este uso poderia servir para a descrigdo das mudancas desses
estoques em individuos com as doencas citadas anteriormente. Além disso, a modulacdo dessa
enzima ainda ndo estd bem compreendida em plaquetas; quer dizer, moduladores da GSK3p
nessas células, podem ter acdo particular e consequentemente distinta. Assim, a técnica

descrita poderia contribuir como uma ferramenta adicional para a realizacao destes estudos.
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Figura 1. Niveis de glicogénio em plaquetas humanas.
Concentracdo de glicogénio em plaquetas de 23 doadores
saudaveis do sexo masculino. O valor médio encontrado foi
de 0,108+ 0,058g/10%plaquetas.
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Figura 2. Curva de tempo de extracdo de glicogénio. Efeito
de 15, 20, 60 e 90 minutos de fervura em KOH 30% para extrair
glicogénio. N&o foram observadas diferengas significativas
entre 0s pontos da curva de cada doadroe. Os valores de

glicogénio sdo expressos em pg/10° plaquetas.
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Figura 3. Correlacdo entre glicogénio plaquetario e
glicemia dos doadores. Foram utilizadas 6 amostras para
avaliar uma possivel correlacdo entre as duas variaveis.
Como indica valor de r= 0,74 ha correlacdo positiva entre o

glicogénio plaquetario e a glicemia em 6 doadores.
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Tabelal Niveis glicémicos de doadores e osrespectivos valores de
glicogénio.

Doador Glicemia (mg/dL) Glicogénio
(ng/10%plaquetas)
1 67,1 0,052
2 61,1 0,045
3 104,6 0,111
4 105,2 0,084
5 82,6 0,109
6 87,6 0,066
84,7184 0,078+0,028

Niveis glicémicos de doadores e 0s respectivos valores de
glicogénio. A glicemia média foi de 84,7+ 18,4 mg/dL e o0s
valores de glicogénio 0,078+ 0,028ug/10° plaquetas
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CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Os resultados apresentados demonstram que foi possivel padronizar um método para
quantificar glicogénio de plaquetas humanas corrigindo a concentracdo do polimero pelo
ndmero de células. A técnica demonstrou ser sensivel, de simples execucdo e permitira
posteriormente, que sejam feitos estudos utilizando a concentracdo do glicogénio plaquetario
como parametro de avaliacdo de patologias com essa molécula. Ndo existia até 0 momento,
uma técnica para esta finalidade, além disso, a disponibilidade dos artigos que descrevem a
deteccdo direta do polimero, em especial pela técnica de PAS, é limitada, j& que sdo antigos e
de dificil acesso eletrénico.

O método descrito por Van Handel [38] para amostras de pequena massa foi utilizado
como base para este trabalho. Realizamos adaptacdes com o objetivo de simplificar e
aumentar a sensibilidade do método para as plaquetas. O aumento da sensibilidade foi
conseguido com o uso de um kit enzimatico para determinacdo de glicose, o que era uma das
limitacGes do ensaio, segundo Van Handel, ja que o reagente de deteccdo da glicose livre
(resultado da hidrdlise acida do glicogénio), a antrona, era pouco sensivel. A consequéncia da
aplicacdo desta técnica de quantificacdo de glicogénio serd a possibilidade de uma nova
ferramenta para estudar as reservas de glicogénio em plaquetas humanas e correlaciona-la a
atividade da GSK3f3
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