[EUMMARY

Platelet-dependent  thrombus
formation may be influenced by
alteration of platelet or vascular
redox state, the presence of
endogenous or exogenous anti-
oxidants, as well as the formation
of reactive oxygen and nitrogen
species. In this article we intend
to review which are the redox
factors that participate in the
process of platelet adhesion
and the extent to which they
participate in the normal
coagulation process.

EIINTRODUCCION

La coagulacion es un proceso
complejo que estd regulado a
varios niveles (6). Las plaquetas
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forman parte de esencial de este
proceso y se encargan de formar
un coagulo estable en medio
de una malla de fibrindgeno y
otras células inflamatorias, no es
posible identificar el detonante
de Ia
ya que las sefales provienen
de maltiples vias. La adhesion

activacion  plaquetaria

plaquetaria es el proceso mediante
el cual las plaquetas se adhieren
al subendotelio dafiado mediante
la exposicion durante el dafio
sufrido del colageno y el factor
de von Willebrand (VWF), los
cuales interactian y activan a la
plaqueta a través de sus receptores
especificos, el receptor de Ia
Glicoproteina (Gp) Gpla/lla y el

Gplb, respectivamente (6). Por
otro lado la agregacion plaquetaria
se refiere al proceso mediante el
cual las plaquetas se “unen” unas
con otras, una unién que no es
directa, ya que en esta interviene
la formacion de verdaderos
“puentes” entre plaquetas a través
del fibrin6geno, cuyo receptor es
la Gplib/llla (5). Este receptor
normalmente se encuentra escon-
dido y so6lo se expone tras el
que
genera la activacion a través

cambio  conformacional
de la sedalizacion que genero,
internamente, los receptores del
colageno y del vWF, asi como
también otros factores de la
coagulacion como el factor II
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activado (trombina), la produccion
de Tromboxano (Tx) A2 y la
liberacion de Adenin-difosfato
(ADP) y Prostaglandina (PG) 12,
entre otros factores bien conocidos
(6;9).

Rol de las especies reactivas
de oxigeno en la agregacion
plaquetaria

Desde hace aproximadamente 10
afios se ha observado que los
especies reactivas de oxigeno
(en adelante ROS) juegan un rol
determinante en la coagulacion
y se habia sugerido, por algunas
lineas de investigacién, que esta
generacion de ROS estaba media-
da por la activacion de la via de la
Fosfatidil-inositol 3 kinasa (PI3K)
(4;5;8). Otras vias que favorecen
la produccion de ROS son la
generacion de lipooxigenasas y
las ciclooxigenasas, la conversion
de xantina deshidrogenasa a
xantina oxidasa y todas las cito-
cromo p450 monooxigenasas
que también generan ROS en las
células endoteliales. Las Oxido
Nitrico (NO) sintasas producen
NO que reacciona con superoxido
(O2-) para producir radicales
peroxinitrito (ONOO-). Por otro
lado se sabe que el NO es un
potente inhibidor de la funcion
plaquetaria (4;9;11). Esto sugiere
que la generacion de ROS por
parte de las plaguetas no es al azar
(4,9;13).

REVISTA MEDICA DE COSTA RICA'Y CENTROAMERICA

Las NADPH oxidasas plaque-
tarias, la formacion de radi-
cales libres y su relacion con
la agregacién plaquetaria:
evidencia.

Anteriormente se menciond que
el mantenimiento de la agregacion
plaquetaria pareciera estar rela-
cionada con la via del PI3K y los
altos niveles de Fosfatidil-inositol
3,4 difosfato (PI (3,4)P,) (10;13)
y que los efectos del NO en las
plaquetas son similares a lo que se
observa cuando se inhibe la PI3K
(10). Las plaquetas activadas pro-
ducen radicales superoxido y esto
aumenta la adhesién y la agrega-
cion plaquetaria (13). ¢Existe
relacion entre la activacion de la
PI3K plaquetaria y la produccion
de radicales superoxido con la
activacion de NADPH oxidasas?
En su articulo original Clutton
et al. se propusieron determinar
el efecto de la inhibicion de la
PI3K en la produccion de NO
y su importancia en la funcion
plaguetaria (3). Como primer
paso los autores midieron la
agregacion plaquetaria tras la
estimulacion de TRAP (Thrombin
Receptor Activating Protein) en
un agregémetro con un electrodo
modificado para ser capaz de
detectar simultdneamente la pro-
duccion de NO. Las plaquetas
fueron preincubadas en los
inhibidores inespecificos de la
PI3K: LY294002 y Wortmannin,
sin embargo como sus efectos

son fundamentalmente idénticos
se trabajo preferentemente con el
primero. Los autores detectaron
que tras activar las plaquetas
con TRAP las plaquetas el grupo
que se bafi6 en el inhibidor de la
PI3K se agregaron normalmente,
pero al cabo de algunos minutos,
las plaguetas empezaron a “desa-
gregarse” (12). La agregacion
inicial coincidié con un pico
de liberacion de NO, pero la
desagregacion coincidid con un
segundo pico de produccion de
NO. Seguidamente los autores
se propusieron “secuestrar” este
segundo pico de NO mediante
la adicion de un “scavenger”
conocido, la Ferrohem-Mioglo-
bina. Con esto observaron que
se abolia el segundo pico de
liberacion de NO, y con esto se
restauraba simultdneamente la
agregacion normal. También se
observé que el segundo pico de
produccion de NO estd asociada
con un aumento en la produccion
del GMPc (Guanosin monofosfato
ciclico) pero sélo en las plaquetas
pretratadas con el inhibidor, lo que
sugiere que el GMPc intracelular
favorece la desagregacion pla-
quetaria. Con esto los autores
concluyeron que la desagregacion
es el resultado de la liberacion
secundaria de NO inducida por el
inhibidor de PI3K.

Dado que la produccion de NO
plaquetaria esta mediada por la
eNOS (Sintasa de ¢xido nitrico
endotelial) plaquetaria y que



la activacion de eésta enzima
requiere de la regulacién mediante
fosforilacion, se busco evaluar
el efecto que tenia la PI3K, una
Kinasa, en la actividad de laeNOS,
sin embargo no se detectaron
cambios significativos, tampoco
se observo un cambio significativo
en la fosforilacion de la Ser1177
de laeNQOS, un importante paso en
la inhibicion de ésta enzima (estos
datos no aparecen reportados
en el articulo). Se sabe que el
O, producido por los plaquetas
agregadas reacciona con el NO
rapidamente, reduciendo su acti-
vidad. En este estudio se observd
que la liberacion de superdxido
disminuyd significtivamente en
las plaquetas estimuladas con el
inhibidor del PI3K. Esto sugiere
que la produccion de este radical
estd mediada por la activacién de
la via PI3K. Previamente se habia
documentado que las plaquetas
expresan subunidades de las
Nicotinamida adenin difosfato
reducido) NADPH oxidasas no
fagociticas. La presencia de sub-
unidades de la NADPH oxidasa
(p67- y p47-phox) se demostrd
mediante inmunblot (datos no se
muestran en el articulo original).

Se hizo un inmunoblot de la frac-
cion de proteinas del citoesqueleto
de las plaquetas tratadas con el
inhibidor del PI3K. Tres minutos
después hubo un aumento signifi-
cativo en la p67-phox en el grupo
control, lo que sugiere que la
actividad NADPH oxidasa esta
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disminuida como consecuencia
del inhibidor del PI3K. Para
comprobar estos hallazgos in
Vivo, se disefio un modelo de raton
deficiente en NOS-III, el analogo
humano del eNOS. Las plaquetas
de los ratones deficientes de
NOS-III no liberan NO y en éste
estudio se vio que no muestran
desagregacion en presencia del
inhibidor de PI3K. Ademas, en
comparacion con las plaquetas
tratadas con el inhibidor, las
plaquetas incubadas con el control
silvestre o NOS-III deficientes no
mostraron ninguna actividad de
desagregacion lo que sugiere que
la PI3K regula la liberacion de
superéxido, pero el NO se requiere
para que ocurra la desagregacion.
(Nuevamente datos no se mos-
traron). Los autores concluyen
que 1) el NO contribuye a la
desagregacion plaquetaria, 2) se
considera que la PI3K contribuye
esencialmente a mantener la
actividad de la Gpllb/llla, 3) los
donadores de NO también man-
tienen la actividad de la Gplib/
Illa y asi como también la unién
a fibrinogeno, 4) la desagregacion
plaquetaria esta precedida por un
aumento en la produccion de NO
(3;7;12). Ademés comentan que
la disminucién significativa del
superdxido plaquetario sugiere
que el aumento en el NO plaque-
tario puede ser el resultado de
una disminucién en la produccion
de superdxido. Esto sugiere que
la desagregacion causada por la

inhibicion de la PI13K inducida por
NO se explica por la disminucion
en el superdxido plagquetario y que
lainhibicién de la PI3K contribuye
a un descenso en el superdxido
producido por NOX lo que en
el experimente se vio como un
aumento en la biodisponibilidad
del NO derivado de las plaquetas
(3;7).

Otras funciones de la NOX pla-
quetaria que se han estudiado se
pueden dividir en dos: coagulacion
y defensa. En un estudio se observo
que la expresion de superoxido
aumenta la produccion de ROS
por parte de los neutréfilos (se
desconoce si mediante liberacion
de TxA2) y esto favorece un
estallido respiratorio mas marcado
(2). Por otro lado se vio que la
inhibicion de la NADPH oxidasa
plaquetaria inhibe la generacion
de ROS producida por plaquetas
activadas por colageno, la agre-
gacion de plaguetas inducida
por colageno, la liberacion de
TXA2 inducido por colageno,
la produccion de ROS inducida
por trombina y la agregacion
plaquetaria inducida por trombina
(2). Actualmente se sabe que la
expresion de Gp91-phox en pla-
quetas es practicamente idéntica
a la expresion de ésta subunidad
en Polimorfonucleares por lo
que la produccion de ROS se ha
convertido en una parte esencial
de la coagulacion (2). Existen
multiples puntos de control por
parte de los ROS en las plaquetas.



El sistema del glutation reducido-
oxidado o GSH o GSH/GSSG
genera grupos sulfhidrilos en la
subunidad beta del receptor del
fibrindgeno GpllIb/Illa lo que lo
mantiene en un estado inactivo (1).
El cofactor redox protein disulfu-
ro isomerasa y grupos sulfhidrilo
en la membrana de la plaqueta
mantienen el estado redox de las
integrinas. Los inhibidores de la
GpllIb/IIla reducen la produccion
de radicales O2- y reducen la
translocacion de subunidades de la
NOX lo que sugiere que también
modulan la generacion de ROS(1).
Por ultimo se ha observado que el
ejercicio extenuante de forma agu-
da suprime el estallido respiratorio
de los neutrofilos inducido por pla-
quetas posiblemente al reducir la
fosforilacion de la PKC( (Protein
kinasa C tipo Zeta), lafosforilacion
de la p47-phox y su translocacion
a la membrana, lo que inhibe el
ensamblaje del complejo y esto
se ha tratado de relacionar con los
efectos benéficos del ejercicio (5).

I [©ONCLUSION

En conclusion, la regulacién
del estrés oxidativo asi como
también las especies reactivas del
oxigeno y del nitrégeno juegan un
papel determinante en la funcion
plaquetaria y la trombosis y esto
se traduce en la expresién clinica
de eventos tromboticos.
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[ZESUMEN

La formacién del coagulo depen-
diente de plaquetas, puede estar
influenciada por la alteracion
del estado redox vascular o
de las plaquetas, la presencia
de antioxidantes enddgenos o
exdgenos, asi como también, la
formacion de especies reactivas
del oxigeno y del nitrégeno. En
esta revision veremos cudles son
los factores redox que intervienen
en la agregacion plaquetaria y la
extension de su participacion en el
proceso de coagulacion normal.
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