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Neste artigo faremos uma revisdo bibliografica de modo que entendamos como o éxido nitrico (NO)
atua sobre as plaquetas, compreendendo assim mais um mecanismo antiplaquetario. Nos Gltimos 25
anos a funcdo do NO na biologia evoluiu do seu reconhecimento como poluente ambiental para subs-
tancia endégena envolvida em comunicagéo intracelular e intercelular e na transdugéo de sinais. O NO
€ uma molécula polivalente que exerce um papel na regulacdo da hemostasia, sendo responsavel pela
inibicdo das plaquetas em todos os seus niveis de atuacdo, desde adesdo até agregacéo, impedindo,
dessa forma, posterior formacéo de trombo. Inimeras desordens clinicas tém sido reportadas em que
a insuficiéncia da producéo de NO enddgeno e, portanto, a auséncia de inibicdo de acdo plaquetéria,
parece contribuir para os eventos trombéticos.

abstract IS

In this article we make a review above the way that nitric oxide (NO) influence platelets over the past 25 years. | Nitric oxide

The role of NO in biology has evolved from being recognized as an environmental pollutant to an endogenously
produced substance involved in intracellular and intercellular communication and signal transduction. NO is a

Platelets

multifunctional molecule that plays a role in the regulation of hemostasis. It is responsible for platelets inhibition | Trombus

in all levels of its action, from adhesion to aggregation, preventing in this manner, thrombus formation. Several
clinical disorders have been reported in which endogenous NO production insufficiency and, as a consequence,
the absence of platelets action inhibition, seems to contribute to thrombotic events.

Introducéo

A descoberta das funcdes bioldgicas do dxido nitrico
(NO) na década de noventa foi uma completa surpre-
sa. Em 1992, o NO foi chamado “a molécula do ano”
pela revista Science, uma sociedade do dxido nitrico foi
fundada e uma revista cientifica devotada inteiramente
ao NO foi criada. O Prémio Nobel em Fisiologia ou
Medicina, em 1998, foi dado a Ferid Murad, Robert F.
Furchgott e Louis ). Ignarro pela descoberta das pro-
priedades de sinalizagdo do NO®.

Nos Ultimos 25 anos, a fungdo do NO na biologia
evoluiu do seu reconhecimento como poluente ambien-
tal para substancia endégena envolvida em comunicagéo
intracelular e intercelular e na transdugéo de sinais®.

O NO é produzido por uma familia de enzimas
chamadas éxido nitrico sintases, localizadas numa va-
riedade de tipos celulares, desde o endotélio vascular
até os neurdnios. Os seus efeitos bioldgicos séo iniciados
através da ativacdo da enzima heterodimérica guanilil
ciclase soltvel (GCs) e/ou através de outras reacdes
quimicas®.
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A ativacdo de GCs resulta na producdo de guanosina
monofosfato ciclico (GMPc), um segundo mensageiro
que promove varias mudangas fisiolégicas no organismo
humano. O NO também pode mediar mudancas fisiologicas
por meio de modificacdes de proteinas celulares, como a
nitracdo de tirosina®.

E uma molécula polivalente que exerce um papel
na requlacdo da hemostasia. E responsavel pela inibicao
das plaquetas em todos os seus niveis de atuacado (desde
adesdo até agregacao), impedindo, dessa forma, posterior
formacdo de trombo.

A maioria dos mecanismos de acdo do NO sobre as
plaquetas € mediada pelo segundo mensageiro GMPc. No
entanto, ja ha evidéncias de mecanismos independentes
do GMPc que estdo sendo mais bem elucidados nesses
dltimos anos‘". Portanto, o NO representa, por intermédio
de sua influéncia sobre as plaquetas, importante papel na
regulacdo da formacdo de trombo no organismo humano.
Assim, desordens clinicas tém sido reportadas em que
a insuficiéncia da producdo de NO enddégeno e, conse-
qlientemente, a auséncia de inibicdo de acdo plaquetéria,
parece contribuir para eventos trombdticos, em condi¢Ges
como sindromes coronarianas agudas, fibrilagdo atrial,
pré-eclampsia, sindrome hemolitico-urémica e purpura
trombocitopénica trombética.

Dessa forma, ao entender como o NO atua sobre as
plaquetas, podemos entender melhor mais um mecanismo
antiplaquetario e assim abrir portas a descoberta de uma
nova forma de intervencao na formacéo de trombos.

O NO foi identificado como importante molécula sinaliza-
dora no organismo dos humanos em 1987, quando se desco-
briu que o fator relaxante derivado do endotélio (FRDE), um

vasodilatador endégeno produzido pelos vasos sangiiineos,
era, na verdade, o proprio NO. Ele é um gas relativamente
estavel e altamente lipofilico, que pode se difundir livremente
por meio da membrana de suas células-alvo, e apresenta meia-
vida muito curta ap6s ser liberado na corrente sangtiinea®.
E considerado um radical livre, ou seja, uma molécula que
apresenta um elétron nédo-emparelhado no orbital externo, o
que o torna muito reativo a qualquer outro tipo de molécula,
incluindo lipidios, proteinas e acidos nucléicos.

O NO é reconhecido no organismo humano por suas
variadas funcdes fisiolégicas que abrangem os sistemas
cardiovascular, imune, reprodutivo e nervoso, bem como
pelo seu papel na hemostasia, configurando a esse me-
diador gasoso um primordial valor para o funcionamento
normal do organismo.

Sintese

O NO é produzido por meio da a¢do da enzima chama-
da dxido nitrico sintase (NOS). Essa catalisa a formacao de
L-citrulina e NO a partir da L-arginina, utilizando o oxigénio
e a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH)
como co-substratos, e flavina mononucleotideo (FMN),
flavina adenina dinucleotideo (FAD), tetraidrobiopterina
(BH4), heme, Ca*/calmodulina e possivelmente zinco,
como co-fatores (Figura 1).

Existem trés isoformas de NOS em nosso organismo:
NOS endotelial (eNOS ou NOS Ill), NOS neuronal (nNOS
ou NOS I) e NOS induzida (iNOS ou NOS ). As duas pri-
meiras séo também conhecidas como NOS constitutivas
(cNOS), visto que sdo expressas de forma constitutiva nas
células endoteliais e neuronais. Essas NOS sdo reguladas
pelo complexo de Ca?-calmodulina (Ca*-dependentes)
e produzem o NO por pouco tempo (segundos até minu-
tos) em pequena quantidade. Ja a iINOS, como o préprio
nome indica, é induzida e regulada independente do Ca%,
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Figura 1 - Sintese de 6xido nitrico (NO) pela éxido nitrico sintase (NOS)

Fonte: STANKEVICIUS, E. et al. Role of nitric oxide and other endothelium-derived factors. Med, v. 39, p. 4, 2003.
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produzindo NO por longo tempo (horas a dias) em maior
quantidade®.

A eNOS é ativada por pequeno estresse na interface
célula endotelial e pelo sangue, produzindo NO que se
difunde para fora do limen do vaso para relaxar o mdsculo
liso da vasculatura e/ou para dentro do [imen, no qual age
inibindo a agregacéo plaquetéria e a adesdo de leucdcitos na
parede dos vasos. A eNOS tem sido encontrada em outras
células além das endoteliais, como linfcitos T, plaquetas,
eritrcitos e cardiomidcitos.

A nNOS produz NO como neurotrasmissor e é muito
encontrada em neurdnios, mas também em mastdcitos,
plaquetas e, possivelmente, em neutrdfilos.

Em relacéo a sua sintese, a iNOS é induzida por vérios
mecanismos, particularmente os relacionados a citocinas
inflamatérias, como interferon gama, interleucina-1 (IL-1)
e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Esta é encontrada
em macréfagos, neutrdfilos e plaquetas.

Funcbes gerais

Como ja mencionado, o NO apresenta fun¢des nos
sistemas cardiovascular, nervoso, reprodutor, imune e no
processo de hemostasia. Existem mdltiplas vias utilizadas
pelo NO para promover suas acdes, que dependem do
meio e da quantidade de NO produzido®.

Ha, portanto, os efeitos relacionados a baixa concen-
tracdo de NO, ou seja, que equivale a menos do que 1 uM
dessa molécula e os relacionados a alta concentracdo de
NO, se referindo a mais do que 1 uM (Figura 2)©.

Entre os efeitos de baixa concentragcdo de NO estdo os
de varios compostos, principalmente aqueles contendo
metais de transicdo, e sdo divididos em quatro grupos:

* trés grupos de fatores de transcricdo que compreendem
o grupo de componentes de ferro-tiol (Fe-S), do dominio
ligante de zinco no DNA e do fator induzido por hipoxia
(HIF-1), que é um fator angiogénico;

* um grupo de enzimas contendo heme que inclui a heme-
oxigenase 1 (HO-1), o citocromo C oxidase, a catalase e a
guanilil ciclase soltvel (GCs)®.

Os efeitos da elevada concentracdo de NO incluem ni-
trosilacao, em que os nitrosotidis de cisteinas séo formados
—esse fendbmeno apresenta efeito sobre as fun¢des de varias
proteinas -, e nitracdo de tirosina, esta dependendo tanto
da concentracdo de NO quanto da existéncia de oxidantes
fortes no meio, como radical superdxido (O%)®.

Apesar de todos esses diferentes mecanismos de acdo
mencionados, o NO exerce todas as suas acdes, principal-
mente através da ativacdo da enzima GCs. Esta produz o
segundo mensageiro 3’5" guanosina monofosfato ciclico
(GMPc) que iniciara assim as cascatas bioquimicas de sinali-
zacdo nas diversas células-alvo. Estas Ultimas estdo localizadas
em diversos sistemas no organismo humano, contudo a atu-
acdo do NO em cada um deles serd comentada a seguir.

Em relacdo ao sistema cardiovascular, o NO desem-
penha importante papel no controle do tonus vascular,
por meio do relaxamento da musculatura lisa dos vasos,
promovendo assim a dilatacdo vascular. E nesse efeito do
NO que se baseia 0 mecanismo de a¢éo de drogas, como
a nitroglicerina, por exemplo.
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Figura 2 - Vias utilizadas pelo éxido nitrico (NO) de acordo com sua concentragéo

Fonte: HANAFY, K.A. et al. NO, nitrotyrosine, and cyclic GMP in signal transduction. Med Sci Monit, v. 7, n. 4, 801-19, 2001.
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Atua também como neurotransmissor no sistema ner-
voso, promovendo a sinalizacdo entre as células nervosas,
estando associado a processos de aprendizado, memdria,
sono, dor e provavelmente depressao’.

Em relacdo ao sistema reprodutor, atua no desen-
volvimento e manutencdo da erecdo. O NO promove o
relaxamento das células musculares lisas localizadas em
torno dos vasos que suprem o espaco cavernoso, permi-
tindo, desse modo, mais fluxo sangiiineo nesses vasos e,
portanto, a erecdo. O citrato de sildenafil potencializa esse
efeito promovido pelo NO! 19,

Assim, considerando sua funcéo no sistema imunoldgico,
esse mediador gasoso exerce importante papel em vérios as-
pectos da resposta inflamatéria, além de atuar no endotélio,
promovendo dilatagdo vascular, um dos sinais cardinais da
inflamacéo. No caso da sepse, por exemplo, contribui para
a vasodilatacdo que resulta em choque séptico. Ele também
diminui a permeabilidade endotelial, e esse fato foi demons-
trado em vérios modelos experimentais'.

O NO interfere na atuacdo dos leucdcitos na inflamagdo
e promove a modulacdo da expresséo de P-selectina (pro-
teina de adesdo) produzida no endotélio, reduzindo, dessa
maneira, a adesdo de leucécitos a parede vascular™, bem
como promove a diminuicdo da agregacédo de neutrdfilos
e de sua secrec@o.

Os mastdcitos tém um importante papel no processo
inflamatério. A reatividade desses é regulada por seu
préprio NO e/ou de outra célula. O mediador produzido
pelos mastécitos parece modular a liberagéo de mediadores
inflamatérios dos mesmos, incluindo a histamina, o fator
ativador plaquetario (FAP) e o fator de necrose tumoral
(TNF), e também promove a diminuicéo da propenséo de
degranulacdo dos mastécitos.

Nos macréfagos, o NO inibe a producéo de uma varie-
dade de citocinas imunomoduladoras, bem como modula
a acdo dessas mesmas sobre as células-alvo.

Considerando as plaquetas, essas exercem importante
papel nos processos de inflamagdo, de coagulacdo e de
trombose. O NO atua sobre as plaquetas inibindo os trés
componentes de sua funcdo: adesao, ativacao e agregacao,
assim como o recrutamento plaquetario®, interferindo,
portanto, na inflamacéo e na hemostasia.

Visto que este trabalho tem seu enfoque no efeito ini-
bitério do NO sobre as plaquetas, e no que isso interfere
na patogénese do trombo, serd abordado, adiante, o papel
fisiologico das plaquetas no controle da hemostasia, o efeito
inibitério do NO sobre essas e, conseqiientemente, na for-

macdo do trombo e, finalmente, as implicacdes decorrentes
em diferentes desordens tromboéticas.

Plaquetas

As plaquetas sdo pequenos fragmentos subcelulares que
circulam no sangue com o formato de pequenos discos
com dimensdes de 0,5 x 3,0 ym. Estdo presentes em altas
concentragdes no sangue (2-3 x 108 ml'") e circulam no
corpo humano durante sete dias®. Elas tém importante
papel na prevencao do processo de sangramento dos vasos,
participando da hemostasia priméria, e também atuam nos
processos imunes.

As plaquetas sdo formadas a partir dos prolongamentos
citoplasmaticos dos megacariécitos, conhecidos como
pré-plaquetas.

A formacdo das plaquetas pode ser dividida em duas
fases:

* primeira fase: ha proliferacéo nuclear e aumento do cito-
plasma do megacaridcito, uma vez que este se encontra
repleto de proteinas do citoesqueleto, granulos e contetidos
granulares especificos das plaquetas e sistemas de membra-
nas. Essa fase ocorre no periodo de dias e requer a inducéo
pelo fator de crescimento especifico de megacariécitos;

* segunda fase: ocorre o alongamento das pré-plaquetas
(prolongamentos) e as plaquetas sao liberadas. Essa fase é
completada em horas®.

Na primeira fase os megacariécitos seguem um progra-
ma de maturacdo para juntar e liberar as plaquetas, contudo
o resultado desse processo se acumula dentro do local do
citoplasma dos megacaridcitos que ira se converter em mdl-
tiplas pro-plaquetas. Com o tempo, na segunda fase, esses
prolongamentos afinam e formam galhos repetidamente.

As plaquetas se formam nas extremidades das pré-pla-
quetas. A medida que as plaquetas formadas amadurecem,
seu conteido composto de granulos e organelas é entregue
como uma corrente de particulas individuais, que se move
do corpo celular do megacariécito para as extremidades da
pré-plaqueta®. Ap6s essa etapa, as plaquetas séo liberadas
na corrente sanglinea.

Func¢6es na hemostasia

As plaquetas sdo responsaveis, conforme mencionado,
pela hemostasia primdria, um processo biolégico que péara
o0 sangramento decorrente de injlria vascular por meio da
formagdo de um tampao plaquetario.
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Para exercer esse papel, é necesséria a integridade de
trés componentes da funcéo plaquetéria: adeséo, atividade
e agregacdo (Figura 3).

2. Ativagao, expansao,
secregao, alteracdes
jtoesqueleticas

FvW: fator de von Willebrand

Figura 3 - Os trés componentes da fungdo plaquetdria (adesdo, ativagto e agregagdo)
Fonte: YIP, |. et al. Primary platelets adhesion receptors. IUBMB Life, v. 57, n. 2, p.
103-8, 2005.

O inicio de todo esse processo ocorre quando hd injlria
vascular, com conseqiiente exposi¢do do coldgeno suben-
dotelial as plaquetas circulantes no plasma. Inicia entdo a
fase de adesdo mediada por receptores de adesao plaque-
tarios primarios, sendo esses: a glicoproteina VI (GPVI) e o
complexo glicoproteina Ib-IX-V (GPIb-IX-V). A primeira se
liga ao colageno e as proteinas do coldgeno de ligacdo cru-
zada, e a segunda se liga ao fator de von Willebrand (FvW),
as integrinas leucocitarias aMp2 e a P-selectina, que é um
receptor de membrana expresso na superficie das plaquetas
ativadas ou nas células endoteliais ativadas®.

As ligacdes da GPVI com o coldgeno e do complexo
GPIb-IX-V com o FvW exercem aumento de expressao das
integrinas plaquetarias, incluindo integrinas .21 que se
ligam ao colageno, e integrinas allbf3 que se ligam ao
fibrinogénio ou ao FvW, mediando a agregacéo plaquetaria
(Figura 4)(9.

Uma vez a plaqueta aderida, ela sofre a acdo de agonis-
tas plaquetérios, incluindo o préprio coldgeno, a trombina
e a epinefrina, que dardo inicio a ativacdo das plaquetas.
Esses agonistas se ligam a receptores de membrana das
plaquetas e ativam cascatas bioquimicas no citosol.

Uma dessas cascatas se inicia pela estimulacdo da
fosfolipase C, que hidrolisa o fosfatidilinositol 3'4’difosfato
(PIP2) para formar inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol
(DAG). O IP3 se liga aos receptores no principal sitio de
armazenamento de calcio (Ca?*) — o sistema tubular denso
—iniciando o efluxo de Ca* de dentro desse para o citosol

e, assim, elevando a concentracdo intracelular de Ca*.
Esse Ca** promove entdo a liberagcdo dos componentes
dos granulos intracelulares, como também se associa a
calmodulina, promovendo o rearranjo na estrutura do
citoesqueleto e modificando sua forma com emisséo de
prolongamentos.

O DAG ativa a proteinoquinase C (PKC) que, assim como
o IP3, induz a liberacdo dos componentes dos granulos
intracelulares e promove a ativacdo do receptor de mem-
brana glicoproteina Ilb/llla (GPlIb/llla) que, junto com o
fibrinogénio, é responsével pela agregacéo plaquetéria®.

Esses granulos plaquetarios intracelulares sdo de dois
tipos: granulos alfa e granulos densos. Os primeiros liberam
como componentes FvW, trombospondina, plasminogénio,
fibronectina e P-selectina que, uma vez liberados, aumen-
tam os processos adesivos enquanto promovem interacao
entre as células. Os Ultimos liberam serotonina e adenina
difosfato (ADP), que promovem o recrutamento de outras
plaquetas para o tampao plaquetério em crescimento via
interacdo ligante-receptor especifico na superficie das
plaquetas.

A ligacdo do ADP liberado ao receptor purinérgico das
plaquetas, e dos outros agonistas ja mencionados a seus re-
ceptores, promove ativacdo da cascata da proteinoquinase
de ativacdo mitogénica (MAPquinase) levando a estimula-
¢ao da fosfolipase A2 (PLA2) que hidrolisa a fosfatidilcolina
(FC), liberando o acido araquiddnico (AA). Este dltimo tem
como um de seus produtos o tromboxano A2 (TXA2), um
potente agonista plaquetario e vasoconstritor. A MAPquina-

ADESAO PLAQUETARIA

Baixo cisalhamento Alto cisalhamento

Colégeno W
GPlba
GPVI a2l ( )
GPIbp | GPV
GPIX

GPVI: glicoproteina VI; GPIb: glicoproteina Ib; GPV: glicoproteina V; GPIX:
glicoproteina IX.

Figura 4 - Receptores de adesdo plaquetdria
Fonte: YIP, |. et al. Primary platelets adhesion receptors. IUBMB Life, v. 57, n. 2, p.
103-8, 2005.
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se também promove liberacdo de Ca?* do sistema tubular
denso para o citosol®.

Uma vez ativado o receptor GPIIb/Illa, esse muda sua
conformacéo, passando a interagir fortemente com o fibri-
nogénio que se encontra solvel no plasma, com o qual
medeia o processo de agregacdo e, conseqlientemente, a
formacéo do tampéo plaquetario.

Funcdes do 6xido nitrico nas plaquetas

Como ja mencionado, o NO tem diversas fun¢des no
nosso organismo, sendo uma delas, a inibicao da adesao,
ativacdo, agregacao e recrutamento plaquetarios® 4. Tanto
o NO derivado do endotélio quanto o derivado das proprias
plaquetas tém esse papel, inibindo, portanto, a propagacédo
da formacao de trombo.

O NO exerce sua acdo inibitdria sobre as plaquetas me-
diante vias GMPc dependentes (ja bem conhecidas) e por
vias GMPc independentes (bem menos caracterizadas).

O segundo mensageiro (GMPc), principal via de atuacdo
do NO, é originado a partir de 5’trifosfato de guanosina
(GTP) pela acdo da GCs no citosol estimulada pelo NO.

Os varios mecanismos exercidos pelo NO sobre as pla-
quetas dependentes dessa via GMP ciclica séo:

* reducéo do nivel de Ca? citoplasmatico;
* bloqueio do receptor de TXA2;
* modulagdo da expressdo de P-selectina;

* modulacdo da ligacdo de fibrinogénio via receptor GPllb/
llla (Figura 5)®.

A reducdo do nivel de Ca% intracelular ocorre pela
inibicdo de liberacdo de Ca? via receptor do sistema tu-
bular denso, do aumento da taxa de extrusdo de Ca* e
da reducdo de entrada de Ca* do meio extracelular. Além
disso, o NO aumenta a atividade da Ca?*-adenina trifosfa-
tase (ATPase) do reticulo sarcoplasmatico, que resulta em
menores niveis de Ca?* disponiveis para os mecanismos de
ativacdo e agregacao.

O NO catalisa a fosforilacdo do receptor de TXA2, evitan-
do assim a ativacdo plaquetéria mediada por esse ltimo.

A expressdo da P-selectina, como ja mencionado, é
necessaria para facilitar a adesdo plaquetaria. O NO induz
a diminuicdo dessa proteina, promovendo dessa forma a
inibicdo da adesao.

Ha reducéo do nimero total de receptores GPIlIb/Illa
na superficie da plaqueta e aumento da constante de dis-
sociacdo desse receptor pelo fibrinogénio, criando, entéo,

condicdes desfavordveis para a agregacéo plaquetéria.

Este mesmo NO também se difunde pela membrana
da plaqueta, passando a exercer suas varias acdes nas
plaquetas vizinhas.

Em relacdo aos mecanismos exercidos pelo NO inde-
pendente do GMPc, foi observado no estudo de Gordge et
al., em 1998, e Tsikas et al., em 1999, que o bloqueio da
via GMPc dependente nédo revoga totalmente a inibicdo da
agregacdo plaquetéria pelo NO, e outras vias possivelmente
devem envolver nitrosilacdo de residuos de tirosina via
OONO- (peroxinitrito) ou inibicdo por meio da nitrosilagdo
de proteinas da sintese de TXA2G: 14,

No estudo de Tsikas, em 1999, a S-nitroso-cisteina
(SNC), um fator relaxante derivado do endotélio, inibiu
potencialmente a agregacdo plaquetéria induzida por
coldgeno e acido araquidonico, e sintese de TXA2 nas pla-
quetas. A quinoxalin-1-one (ODQ), um inibidor seletivo da
GCs inibiu a formacdo de GMPc induzida por SNC, mas nao
reverteu a inibicdo pela SNC sobre a agregacao plaquetéria
induzida por colageno e acido araquidonico.

O estudo demonstrou que a SNC inibe a agregacdo
plaquetéria por mecanismos independentes de GMPc, que
podem envolver a inibicdo da sintese de TXA2 nas plaquetas
de humanos2.

Outro estudo realizado por Localzo et al. mostrou
que um fragmento nitrosilado do FvW inibe a agregacao
plaquetéria. A relevancia fisiolégica desse achado aguarda
posterior elucidacdo?.

Agonista

Receptor de GPIIb/Illa

Receptor de TXA,

Endotélio

P-selectina

Figura 5 - Efeitos do dxido nitrico (NO) na inibigdo plaquetdria via 3°S ‘quanosina
monofostato ciclico (GMPc)

Fonte: JIN, R.C. et al. Endogenous mechanisms of inhibition of platelet function.
Microcirculation, v. 12, n. 3, p. 247-58, 2005.
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Beghetti et al., em 2003, mostraram que agregacdo in
vitro € inibida se os estudos sdo feitos rapidos o suficiente,
mas que niveis de GMPc intraplaquetarios nao estao ele-
vados, indicando que um mecanismo GMPc independente
possa estar envolvido® 4,

Outros estudos demonstram que o NO, ainda por meio
desse mecanismo independente de GMPc, ativa a ADP-
ribosiltransferase e inibe a mobilizacdo de Ca? no interior
das plaquetas®.

Apesar de a maioria dos autores alegarem funcdo inibi-
téria do NO sobre as plaquetas, recentemente foi publicado
um estudo de Marjanovic et al. nos EUA defendendo um
novo conceito a respeito desse assunto®. Eles demons-
traram que a producdo de pequena concentracdo de NO
produzido por eNOS plaquetario estimula a secrecdo e
agregacdo plaquetérias e, dessa forma, amplifica e estabiliza
a agregacdo plaquetaria.

Os resultados do estudo em que se baseou essa con-
cluséo foram:

¢ plaquetas de ratos sem eNOS mostraram reduzida
secrecdo e agregacdo plaquetérias em resposta a baixas
concentracdes de trombina, anélogo de TXA2 (U46619)
e colageno;

e ratos sem eNOS mostraram reduzida habilidade de
formar trombo arterial oclusivo em um modelo in vivo de
trombose;

¢ inibidores de NOS reduziram a secrecdo e agregacao
plaquetarias;
* o substrato de NOS, L-arginina, que aumenta a pro-
ducdo de NO, também promoveu secrecao e agregagdo
plaquetarias.

Tabela
Desordem trombética
Microangiopatia trombética [39]
Sindrome hemolitico-urémica
Parpura trombocitopénica tromboética
Fibrilacdo atrial [36]
Sindromes coronarianas agudas [34]
Infarto agudo do miocardio
Angina instavel
Doenga vascular aterotromboética
Gravidez e pré-eclampsia [38]
Doenca cerebrovascular tromboembdlica pediatrica [57]

Esses resultados parecem contradizer os resultados
pregressos em que o NO teve o papel de inibir a ativacdo
plaquetaria. Todavia, ha que se considerar que os estudos
anteriores foram realizados em condi¢6es de elevada con-
centracdo de NO®,

Portanto, combinado com o achado desses estudos
pregressos que demonstraram que elevadas concentracdes
de NO inibem a ativacéo plaquetaria, os autores acreditam
que seus resultados denotam um papel bifasico do NO na
ativacdo plaquetéria no qual, em baixa concentracdo des-
se, hd um estimulo da ativacdo plaquetéria, mas, em alta
concentracao, ocorre inibicdo dessa ativacdo.

Insuficiéncia do oxido nitrico e

desordens clinicas trombodticas

O desenvolvimento de doencas trombéticas envolve
injuria e/ou disfuncdo do vaso sangiiineo e ativacéo de
plaquetas, como ja mencionado. Mediante a exposi¢éo de
agonistas, como a trombina, o ADP, o colageno e o FvW, as
plaquetas sdo ativadas e se agregam para formar o trombo
primario. As plaquetas ativadas secretam enorme quanti-
dade de ADP, serotonina e outros fatores que amplificam
sua ativacdo e estabilizam o agregado. Também secretam
fatores pré-coagulacéo, pré-inflamatérios e de crescimento.
Logo, a ativacdo de plaquetas tem um importante papel
ndo somente em tromboses arteriais agudas, mas também
no desenvolvimento de doencas cronicas vasculares, como
a aterosclerose, que por sua vez causa trombose®.

Diversas formas de desordens clinicas tém sido reporta-
das em que a insuficiéncia da producéo de NO endégeno e,
portanto, a auséncia de inibicdo de acdo plaquetéria, parece
contribuir para eventos trombéticos (Tabela)®.

Desordens tromboticas associadas a deficiéncia de NO

Fonte: Nitric oxide and its relationship to thrombotic disorders. | Thromb Haemost, 2003.
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Esta bem estabelecido que a trombose é a causa de angi-
nainstavel e de infarto agudo do miocardio (IAM). Pacientes
com essas sindromes coronarianas agudas possuem plaque-
tas ativadas que produzem muito menos NO, quando em
comparagdo com aqueles com doenca coronariana estavel.
Essa reducéo na producdo de NO ¢ significativa, mesmo
depois do controle de fatores de risco cardiovasculares e
da extensdo de doenca aterosclerética®.

Essa observacdo sugere que o funcionamento irregu-
lar do NO derivado de plaquetas pode contribuir para o
desenvolvimento de sindromes coronarianas agudas por
meio de sua influéncia sobre a funcdo e/ou recrutamento
plaquetérios e conseqiente formacéo de trombo.

Pacientes com fibrilacdo atrial (FA), uma condicdo
associada com trombose intracardiaca aumentada e em-
bolismo cerebral, tém niveis plasméticos diminuidos de
nitrito e nitrato, como também niveis reduzidos de GMPc
plaquetario, sugerindo que deve haver niveis reduzidos de
NO biodisponivel nessa situagdo®.

O mecanismo responsavel pela reducéo dos niveis de NO
associado a FA ainda néo é conhecido. Todavia, condices de
fluxo turbulento foram associadas a diminuicao da atividade
da NOS, provavelmente devido a injdria do endotélio.

A trombose também foi associada a deficiéncia de
NO em desordens clinicas ndo-cardiacas. No entanto, em
mulheres com pré-eclampsia, os niveis de GMPc estavam
diminuidos.

Em pacientes com formas recorrentes de trombose
microangiopatica, incluindo sindrome hemolitico-urémica
e plrpura trombocitopénica trombética, ha evidéncias de
que a leséo endotelial é uma caracteristica crucial no desen-
volvimento de trombose microvascular®. Os pacientes com
essas doencas manifestam elevada concentracéo plasmatica
de metabdlitos do NO e o soro desses pacientes aumenta
a liberacdo de NO, quando incubados com culturas de
células endoteliais.

De forma importante, a producéo de superéxido e a pe-
roxidacao de lipidios também estdo aumentadas, sugerindo
que a interacdo dessas espécies de oxigénio reativo com
0 NO reduzem sua bioatividade por meio do aumento de
seu estado oxidativo, levando potencialmente a formacao
de trombo®.

Concluséao

O NO é uma molécula polivalente que exerce papel
central na regulacdo da hemostasia.

A superficie intima do endotélio vascular sadio é antico-
agulante e antitrombética, e secreta uma variedade de mo-
léculas importantes para a regulacéo da funcao plaquetéria
e da coagulagdo sangiiinea. A interacdo entre as plaquetas e
as células endoteliais em sitios de injdria endotelial assegura
a secrecao de mediadores, como o NO, que previnem o
crescimento intravascular do trombo.

O papel do NO na inibicéo plaquetaria mediante, prin-
cipalmente, GMPc ja foi bem elucidado e novos estudos
investigam outros mecanismos de acdo dessa molécula.
Recentemente, também surgiram novas frentes de pes-
quisa que contradizem essa fungéo antitrombética do NO,
demonstrando, desse modo, como muito ainda precisa
ser esclarecido sobre a atuacdo desse mediador gasoso na
esfera da hemostasia.

No entanto, é importante frisar que essa funcéo anti-
trombética (defendida pela maioria dos estudos) abre portas
para novas formas de medidas terapéuticas antiplaquetérias
em futuro préximo.

O NO esté envolvido numa variedade de vias bioldgicas,
0 que indica a sua importancia na homeostase do organismo
humano como um todo. Essa enorme variedade de fungoes
s6 reforca ainda mais a necessidade de novos estudos para
se tentar entender de forma mais completa a funcédo do
6xido nitrico no organismo.
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