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de sódio (SNP) foram totalmente revertidos pelo ODQ. O tratamento com ODQ (10 µM) 

reduziu significativamente os níveis protéicos das subunidades α1 e β1 da GCs, os quais 

foram prevenidos pelo tratamento com BAY 60-2770. 

Os efeitos inibitórios do BAY 60-2770 sobre a agregação e adesão plaquetária, 

mobilização intracelular de Ca2+ e ativação da integrina αIIbβ3 foram todos potencializados em 

condições de heme-oxidação. O BAY 60-2770 impediu a diminuição dos níveis protéicos da 

GCs produzida por ODQ. Assim, o BAY 60-2770 pode ser de grande interesse terapêutico em 

doenças cardiovasculares associadas à complicações tromboembólicas. 
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The inhibitory effects of BAY 60-2770 on aggregation, adhesion, intracellular 

Ca2+ levels and αIIbβ3 activation are all potentiated in haem-oxidizing conditions. BAY 60-

2770 prevents ODQ-induced decrease in sGC protein levels. BAY 60-2770 could be of 

therapeutic interest in cardiovascular diseases associated with thrombotic complications.  
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 Pequenas moléculas não protéicas como serotonina, ATP, ADP, Ca2+ e 

pirofosfato ficam estocadas nos grânulos densos (Holmsen e col., 1979).  

Os grânulos alfa possuem moléculas de adesão importantes para a interação 

plaqueta-plaqueta e plaqueta com outras células sanguíneas, como a glicoproteína IIb/IIIa 

(GPIIb/IIIa, integrina αIIbβ3 e CD41/61), fator de von Willebrand (vWF), P-selectina 

(CD62P), fator plaquetário-4 (PF-4), beta-tromboglobulina (β-TG), trombospondina-1, o 

fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), e fatores de coagulação, como o 

fibrinogênio, o fator V, fator VII e o plasminogênio (Rendu e col., 2001).  

Nos grânulos lisossomais encontram-se algumas hidrolases ácidas como a -

glucuronidase e -galactosidase, as quais são capazes de desfazer agregados plaquetários 

circulantes  (Alberio e col., 1999; Adam, Verbeuren e col., 2003; Bergmeier e col., 2009). 

A membrana plasmática das plaquetas expressa receptores que medeiam as 

interações adesivas. Estes receptores de adesão são estruturalmente diversos e 

compreendem a família das integrinas (αIIbβ3, ανβ3, α2β1, α5β1), leucina (GPIb/IX), 

imunoglobulina (PECAM-1) e selectina (P-selectina) (Shattil e col., 1994; Bouchard e col., 

1997).  

As integrinas formam a maior família de receptores heterodiméricos αβ 

transmembrânicos que regulam a adesão plaquetária (Clark e col., 1995). 

 A integrina αIIbβ3 (GPIIb/IIIa) é a mais detalhadamente estudada, 

representando cerca de 17% do total de proteínas da membrana plaquetária. A αIIbβ3 foi 

identificada como o principal receptor plaquetário para fibrinogênio. É um heterodímero 

dependente de Ca2+ que medeia a agregação, adesão firme e estabilização do trombo 

plaquetário (Calvete e col., 1999). A integrina αIIbβ3 é o receptor que medeia a adesão 



22 
 

plaquetária seletiva e irreversível ao fibrinogênio, sendo que esta ligação não requer 

necessariamente a ativação da plaqueta. Normalmente, o complexo αIIbβ3 está no estado de 

baixa afinidade, incapaz de se ligar a ligantes solúveis, mas pode se ligar ao fibrinogênio e 

ao vWF imobilizados (Savage e col., 1992). 

Quando ativadas, as plaquetas secretam o conteúdo dos seus grânulos denso e α 

que facilitam sua interação com outras plaquetas, células endoteliais e leucócitos.  

As plaquetas também sintetizam e liberam o tromboxano A2 (TXA2) e o fator 

de ativação plaquetária (PAF), dois mediadores conhecidos pela capacidade de liberarem o 

conteúdo granular para o meio externo, amplificando a ativação plaquetária (Blockmans e 

col., 1995).  

 

1.2.  Agonistas plaquetários 

 
Várias são as substâncias capazes de se ligar às plaquetas e desencadear uma 

cascata de reações bioquímicas que culminam na ativação plaquetária, secreção granular e 

por fim agregados de plaquetas. Como exemplos destas substâncias temos a trombina, 

ADP, TXA2, vWF e colágeno (O'brien e col., 2011).  

A trombina é o agonista plaquetário mais potente, sendo capaz de ativar 

plaquetas em concentrações de nM. A ativação plaquetária induzida por trombina é 

mediada pela interação com a família de receptores acoplados à proteína G, denominadas 

PARs (receptor ativado por protease) (Gandhi e col., 2011). 

 São conhecidos quatro PARs: PAR-1, PAR-2, PAR-3 e PAR-4, sendo que o 

PAR 1 e PAR 4 são expressos em plaquetas humanas. A trombina ativa PAR através da 

clivagem de um sítio específico do resíduo N-terminal, que expõe um novo domínio N-
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terminal, capaz de se ligar e ativar o receptor anteriormente clivado, promovendo então a 

ativação da fosfolipase C (PLC) através da proteína Gq, desencadeando uma cascata de 

sinalização que resulta na ativação plaquetária (Kim e col., 2002; Fälker K e col., 2011; 

Gandhi e col., 2011). 

Em comparação à trombina, o ADP é um agonista menos potente e atua em 

dois receptores acoplados à proteína G, o P2Y1 que está acoplado à proteína Gq e o P2Y12 

acoplado à proteína Gi (Jantzen e col., 1999; Gandhi e col., 2011). A ativação de ambos os 

receptores é necessária para induzir a secreção plaquetária e agregação irreversível em 

resposta ao ADP (Jantzen e col., 1999; Fälker K e col., 2011).  

O agregado plaquetário é determinado por um mecanismo de feedback entre 

dois mediadores o ADP (liberado pelos grânulos densos) e TXA2 (sintetizado a partir do 

ácido araquidônico) (Unsworth e col., 2011). 

O colágeno é a maior molécula subendotelial capaz de oferecer substrato à 

adesão de plaquetas, bem como provocar ativação plaquetária. O colágeno induz ativação 

plaquetária principalmente pela ligação aos receptores GPVI, e posteriormente, αIIbβ3 que 

leva à formação de TXA2, aumento da concentração de Ca2+ e mudança no citoesqueleto 

(Alberio e col., 1999; Cohen e col., 2011). 

 

1.3. Ativação plaquetária 

 
A ativação plaquetária compreende quatro diferentes fenômenos: a) shape 

change; b) secreção; c) adesão e d) agregação.  

O shape change envolve a mudança da forma discóide para a forma esférica 

que é acompanhada de emissão de pseudópodes. A secreção compreende a extrusão do 
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conteúdo granular durante a adesão e agregação, ou mesmo na ausência de ambas. A 

adesão plaquetária é o primeiro evento resultante da ligação das plaquetas aos componentes 

da matriz extracelular e celular da parede vascular danificada. É o processo no qual as 

plaquetas se juntam a superfícies que não a de outras plaquetas, normalmente à membrana 

de outras células e aos componentes da matriz extracelular. A agregação é o processo onde 

as plaquetas se juntam e se ligam a superfícies de outras plaquetas (Blockmans e col., 1995; 

Do Ceu Monteiro e col., 1999; Bodie e col., 2001; Bakry e col., 2010).  

A ativação plaquetária se dá através de uma sequência de sinalização 

denominada inside-out, etapa esta responsável por promover a mudança de estado de baixa 

afinidade para o estado de alta afinidade do receptor αIIbβ3 pelo seu ligante, o fibrinogênio;  

e outside-in, caracterizada pela ligação do fibrinogênio com o receptor glicoprotéico αIIbβ3 

plaquetário, provocando uma segunda onda de agregação e estabilização do trombo (Levy-

Toledano e col., 1999). 

A sinalização inside-out é iniciada a partir da ativação da PLC pela subunidade 

α da proteína G acoplada aos receptores dos agonistas plaquetários.  

A PLC cliva o fosfatidil-inositol-2-fosfato (PIP2) na membrana plasmática 

gerando dois segundos mensageiros intracelulares, o trifosfato de inositol (IP3) e o 

diacilglicerol (DAG) (Shattil e col., 1998).  

O IP3 libera Ca2+ do sistema tubular denso da plaqueta, permitindo a 

fosforilação da miosina de cadeia leve e ativação de enzimas dependentes de Ca2+, como a 

proteína quinase C (PKC) e a fosfolipase A2 (PLA2) (Varga-Szabo e col., 2009).  

O DAG ativa a PKC que, por sua vez, regula a formação do citoesqueleto da 

plaqueta e ativa o complexo αIIbβ3, provocando mudanças conformacionais (Abrams e col., 
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1990). Assim, a integrina αIIbβ3 expõe seu sítio de ligação, passando de um estado de baixa 

atividade (plaqueta em repouso), para o estado de alta afinidade (plaqueta ativada) 

(Chernovets e col., 2007; Bergmeier e col., 2009; Harper e col., 2010).  

A integrina αIIbβ3 participa dos processo de agregação e adesão sendo 

responsável pela ligação das plaquetas ao fibrinogênio, vWF, vitronectina e fibronectina 

(Shattil e col., 1994).  

Após a ligação da integrina αIIbβ3 ao seu ligante, inicia-se a segunda etapa de 

sinalização denominada outside-in, responsável pela segunda onda da agregação e 

reorganização do citoesqueleto, sendo esta última importante para a firme adesão bem 

como para a estabilização dos grandes agregados de plaquetas (Peerschke e col., 1999; 

Shattil e col., 1999).  

Na adesão, o processo de ativação plaquetária começa a partir da etapa outside-

in enquanto que na agregação, geralmente, inicia-se pela sinalização inside-out (Shattil e 

col., 1994; Levy-Toledano e col., 1999; Obergfell e col., 2002). 

 

1.4. Mecanismos de mobilização citosólica de Ca2+ em plaquetas 

 
Em geral, todos os agonistas plaquetários, mesmo atuando em distintos 

receptores, desencadeiam diferentes cascatas de sinalização que levam ao aumento da 

concentração intracelular de Ca2+ ([Ca2+]i) (Varga-Szabo e col., 2009) (Figura 1). 

Em plaquetas, a elevação da [Ca2+]i contribui para diversos passos que levam à 

sua ativação, como a reorganização do citoesqueleto de actina (necessário para a mudança 

de forma plaquetária; shape-change), degranulação e ativação inside-out da integrina αIIbβ3, 
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indispensável para adesão firme e agregação (Shattil e col., 1999; Berridge e col., 2003; 

Varga-Szabo e col., 2009). 

A liberação de Ca2+ dos estoques intracelulares é um processo bem 

estabelecido, e envolve a ativação da PLC que por sua vez hidrolisa PIP2 a IP3 (induz 

principalmente a liberação de Ca2+ dos estoques) e DAG (envolvida na entrada de Ca2+ do 

meio extracelular) (Figura 1). A PLC é exclusivamente regulada por receptores acoplados à 

proteína G através da subunidade α da proteína Gq (Rink e col., 1990; Berridge e col., 

2003; Berridge e col., 2008; Varga-Szabo e col., 2009). 

 

Figura 1. Sinalização do cálcio em plaquetas (Varga-Szabo e col., 2009). 

 

O IP3 promove liberação de cálcio dos estoques intracelulares atuando 

diretamente sobre receptores de IP3 (canais permeáveis ao Ca2+), presentes no retículo 

endoplasmático, também conhecido como sistema tubular denso, considerado o maior 
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reservatório de Ca2+ plaquetário. A regulação dos receptores de IP3 se dá através da 

fosforilação destes por diversas proteínas quinases (Varga-Szabo e col., 2009). 

A manutenção estável dos níveis [Ca2+]i é essencial para manter as plaquetas 

em estado de repouso na circulação. Assim, dois mecanismos reguladores são conhecidos 

em plaquetas: as enzimas Ca2+ ATPases sarcoplasmáticas/endoplasmáticas (SERCAs) que  

bombeiam Ca2+ para os estoques intracelulares e as enzimas Ca2+ ATPases de membranas 

(PMCAs), que são responsáveis por bombear o Ca2+ para fora da célula (Lopez e col., 

2005; Jardin e col., 2008; Varga-Szabo e col., 2009). 

 

1.5. Mecanismos de inibição da ativação plaquetária 

 
A ativação plaquetária pode ser inibida em várias de suas etapas, tais como na 

ligação do agonista à membrana plaquetária, na liberação de TXA2 ou na translocação de 

Ca2+. Entretanto, de modo geral, as respostas plaquetárias são inibidas a partir da elevação 

dos níveis intracelulares de nucleotídeos cíclicos como GMPc e AMPc (Dickinson e col., 

1997).  

Inibidores plaquetários como a prostaciclina e o NO são capazes de elevar os 

níveis plaquetários destes nucleotídeos, que por sua vez ativam proteínas quinases 

dependentes de GMPc (PKG) e AMPc (PKA) que leva à redução de [Ca²+]i (Wilhelm e 

col., 1993; Lessiani e col., 2011). 

A proteína de adesão focal VASP (vasodilator-stimulated phosphoprotein), 

constituída por 46 kDa,  é um substrato comum tanto para PKA quanto para PKG. A PKA 

fosforila a VASP principalmente no resíduo de serina 157, enquanto que a PKG o resíduo 

de serina 239 (Horstrup e col., 1994; Smolenski e col., 1998). 
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Massberg e colaboradores (2004) demonstraram que há um aumento de adesão 

plaquetária em ratos deficientes de VASP, comprovando que a mesma está envolvida na 

regulação negativa da adesão plaquetária à parede vascular sob condições fisiológicas. Nas 

plaquetas, a VASP, está estrategicamente localizada na interseção das duas maiores vias 

inibitória.  

A ativação das PKA ou PKG leva à fosforilação da VASP, sendo esta 

intimamente relacionada à regulação negativa da adesão plaquetária (Massberg e col., 

2004). A fosforilação da VASP também leva à inibição da ligação do fibrinogênio com o 

receptor αIIbβ3 plaquetário (Horstrup e col., 1994). 

 

1.6. Óxido nítrico 

 
O NO é uma molécula vasodilatadora e potente inibidor plaquetário. O NO foi 

o primeiro mediador gasoso a ser identificado e desde então tem sido o mais amplamente 

estudado (Schafer e col., 1980; Moncada e col., 1991). 

O NO é formado pela conversão de L-arginina a L-citrulina, NO e oxigênio 

pela enzima NO sintase (NOS). Há três isoformas de NOS: NOS endotelial (eNOS) e NOS 

neuronal (nNOS), que se expressam constitutivamente, e NOS induzível (iNOS), presente 

principalmente em estados inflamatórios (Moncada e col., 1991; Li e col., 2009).  

Estudos anteriores demonstraram a presença de eNOS em plaquetas humanas 

(Mehta e col., 1995; Chen e col., 1996). Estes autores notaram um aumento da conversão 

de L-arginina para L-citrulina em plaquetas incubadas com L-arginina e ADP ou 

adrenalina, sendo esta conversão inibida em meio desprovido de Ca2+ e magnésio.  
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O NO ativa a GCs aumentando os níveis de GMPc em plaquetas, inibindo a 

adesão destas ao subendotélio, prevenindo a formação de trombos plaquetários 

(Danielewski e col., 2005; Priora e col., 2011). 

Nitrovasodilatadores, como o nitroprussiato de sódio (SNP), são doadores de 

NO bastante utilizados como ferramenta para se entender o papel fisiológico e patológico 

da via do NO-GMPc. 

Outra droga utilizada como ferramenta no estudo desta via de sinalização é o 

ODQ (1-H-[1,2,4] oxidiazolo quinoxalin-1-one), reconhecido como inibidor potente e 

seletivo da GCs (Garthwaite e col., 1995; Schrammel e col., 1996). 

O mecanismo de ação do ODQ na GCs purificada de pulmão bovino foi 

investigado por Schrammel et al. (1996). Estes autores demonstraram que a incubação desta 

enzima com doadores de NO, na presença de ODQ, resulta em diminuição dos níveis de 

GMPc. Os autores observaram que a atividade desta enzima, medida na ausência de NO (ou 

de doadores de NO), também foi inibida pelo ODQ. Portanto, sugeriu-se que a inibição da 

GCs se faz de modo competitivo com o NO, resultado na oxidação do grupo heme ferroso à 

forma férrica, que apresenta baixa afinidade pelo NO, contribuindo deste modo para a 

inativação da enzima.  

 

1.7. Guanilil ciclase solúvel 

 
A GCs é uma proteína citosólica heterodimérica que apresenta quatro 

subunidades, sendo duas maiores α (α1 e α2) e duas menores β (β1 e β2). A melhor 

caracterização dos heterodímeros em humanos são α1/ β1 e  α2/ β1. Cada subunidade contém 

um domínio regulatório N-terminal (grupo prostético heme), uma região de dimerização e 
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um domínio catalítico C-terminal, sendo necessária a expressão das duas subunidades para 

a atividade catalítica da GCs (Evgenov e col., 2006; Pyriochou e col., 2006). 

A GCs está amplamente distribuída no organismo sendo responsável por 

diversas funções fisiológicas, através da conversão de GTP em seu segundo mensageiro, o 

GMPc. 

O NO é a principal molécula que ativa a GCs por ligar-se diretamente ao grupo 

heme formando um complexo heme-ferrosonitrosil. A ligação do NO promove mudanças 

conformacionais que levam à ativação da GCs e, consequentemente, à elevação nos níveis 

de GMPc, formado a partir do GTP (Ribeiro e col., 2008). 

São propostos vários mecanismos para explicar a atividade biológica resultante 

do aumento nos níveis de GMPc induzido pelo NO. Estes incluem: (1) inibição da geração 

de IP3; (2) aumento do sequestro de Ca2+ citosólico; (3) desfosforilação da cadeia leve da 

miosina; (4) inibição do influxo de Ca2+; (5) ativação de PK; (6) estimulação da Ca2+-

ATPase de membrana e (7) abertura de canais de K+ (Adam, Guillin e col., 2003; Agren e 

col., 2008). 

 

1.8. Estimuladores e ativadores da GCs 

 
Durante a década passada muito se estudou sobre a atividade da enzima GCs. 

As recentes descobertas de agonistas da GCs independentes de NO permitiram uma 

abordagem farmacológica de uma perspectiva diferente (Evgenov e col., 2006). 

Duas classes de moléculas, denominadas “estimuladores” e “ativadores” da 

GCs, emergiram como valiosas ferramentas que permitiram elucidar, com riqueza de 
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detalhes, tanto a fisiologia quanto a patofisiologia da via do NO-GCs-GMPc (Schmidt e 

col., 2004; Evgenov e col., 2006; Schmidt e col., 2009; Stasch e col., 2009). 

O YC-1, derivado indazol, foi o primeiro estimulador descrito da GCs.  A 

otimização química desta molécula levou ao descobrimento dos derivados pirazol- 

pirimida, a exemplo do BAY 41-2272, composto que apresenta maior especificidade e 

potência ao estimular a GCs, além de possuir um forte sinergismo quando combinado com 

NO. A ativação da GCs pelo BAY 41-2272 requer que o ferro esteja no seu estado 

reduzido, semelhante à ativação pelo NO (Schmidt e col., 2001; Schmidt e col., 2004; 

Stasch e col., 2009). 

Em 2002, em um novo programa de derivação química da Bayer, de 

aproximadamente 800 análogos, o BAY 58-2667 (Figura 2) foi selecionado como o 

primeiro ativador da GCs independente de NO. Este composto apresentou características 

completamente diferentes daquelas já conhecidas pelos estimuladores da enzima. Ou seja, a 

ativação da GCs pelo BAY 58-2667 foi maior após a oxidação ou remoção do grupo 

prostético, indicando um mecanismo desconhecido de ativação da enzima (Evgenov e col., 

2006; Schmidt e col., 2009; Martin e col., 2010; Surmeli e col., 2012). 

Outra propriedade importante dos ativadores da GCs é a capacidade de 

prolongar a meia vida da enzima ou até mesmo aumentar seus níveis protéicos, prevenindo 

a degradação induzida pela oxidação do grupamento heme (Stasch e col., 2006; Hoffmann 

e col., 2009). 
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1.9. BAY 60-2770 

 
O BAY 60-2770 (ácido 4-({(4-carboxybutyl) [2- (5-fluoro-2-{[4'-

(trifluoromethyl) biphenyl-4-yl]methoxy2phenyl)ethyl] amino}methyl)benzoic) é um 

análogo do BAY 58-2667, recentemente descrito. O BAY 58-2667, HMR 1766 e S3448, 

constituem a nova classe de ativadores da GCs (Figura 2). 

 

Figura 2. Estrutura química dos ativadores da GCs ( Evgenov e col., 2006; 

Schmidt e col., 2009). 
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O primeiro trabalho utilizando o BAY 60-2770 foi descrito em 2008. O estudo 

mostrou que o tratamento oral com BAY 60-2770 em modelo de fibrose hepática em ratos 

não afeta a pressão sanguínea, mas previne o acúmulo total de colágeno e o aumento de 

fibras colágenas no fígado (Knorr e col., 2008). 

Jones e colaboradores mostraram o efeito do BAY 60-2770 em camundongos 

knockout para a heme-oxigenase-1. Estes animais exibem lesões vasculares e resposta 

contrátil maior em resposta à fenilefrina (agonista de adrenoceptores α1). Nestes animais, o 

BAY 60-2770 foi cerca de 15 vezes mais efetivo em promover relaxamento vascular do que 

o estimulador BAY 41-2272 (Jones e col., 2010). 

Pankey e colaboradores relataram o efeito do BAY 60-2770 na vasculatura 

pulmonar e pressão arterial de ratos. Estes autores mostraram que infusões intravenosas do 

BAY 60-2770, em condições basais, causa discreta diminuição da pressão pulmonar e 

sistêmica. Entretanto, produz grande redução de ambas as pressões quando o tônus vascular 

é elevado pela infusão de U-46619 (mimético do TXA2). Demonstraram ainda que a 

atividade vasodilatadora do BAY 60-2770 é potencializada em animais previamente 

tratados com ODQ (Pankey e col., 2011).  

Contudo nada é conhecido sobre a ação desta droga sobre a ativação 

plaquetária. Assim, dado o potencial terapêutico da família dos ativadores de GCs e a falta 

de informações literárias sobre o mecanismo de ação do BAY 60-2770 em plaquetas 

humanas, pretendemos investigar as ações antiplaquetárias deste composto. Trabalhamos 

com a hipótese que a oxidação do grupamento heme pelo ODQ potencializa os efeitos 

antiplaquetários do BAY 60-2770. 
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3.2. Protocolo experimental 

 
 A suspensão de plaquetas (1,2 x 108 plaquetas/mL) foi previamente incubada 

durante 3 min com o inibidor da GCs, ODQ (10 µM), ou seu veículo correspondente 

DMSO (0,5% v/v). Em seguida, as plaquetas foram incubadas com o BAY 60-2770 (0,001 

a 10 µM), DMSO (0,5% v/v), ou SNP (0,1 a 10 µM) por 3 min. As plaquetas foram então 

estimuladas com trombina (0,1 U/mL) ou colágeno (2 µg/mL) para realização dos ensaios 

de agregação, quantificação dos níveis de nucleotídeos cíclicos (GMPc e AMPc) e Ca2+ 

intracelular, assim como no estudo da mudança de conformação da integrina αIIbβ3.  A 

concentração final de DMSO nunca foi excedida a níveis maiores de 1%, a qual não 

interferiu nos ensaios realizados.   

 

3.3. Agregação plaquetária 

 
O estudo da agregação plaquetária foi realizado utilizando-se ensaio 

turbidimétrico (Born, 1962) em agregômetro de 2 canais (Chrono-log Lumi-Aggregometer 

model 560-Ca, Havertown, PA, EUA). Alíquotas de 400 μl de suspensão plaquetária foram 

transferidas para cuvetas de agregação, provida de dispositivo agitador, mantendo-se a 

suspensão em constante agitação (600 r.p.m), à 37°C. Após a estimulação com os agonistas 

descritos, a agregação foi monitorada até que a curva atingisse um plateau. A resposta ao 

agonista foi expressa como % de agregação, calculada pela diferença da transmissão de luz 

do Krebs-Ringer (100% de transmitância) pela transmissão de luz da suspensão plaquetária.  
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3.4. Adesão plaquetária 

 
 Os ensaios de adesão, baseado na atividade da enzima fosfatase alcalina, 

foram realizados como descritos previamente por Bellavite e colaboradores, com algumas 

modificações (Bellavite e col., 1994). 

 Microplacas de alta ligação, contendo 96 poços, foram revestidas com 

fibrinogênio mantendo-a em repouso em geladeira overnight. Em seguida, os poços foram 

lavados duas vezes com solução de Krebs-Ringer desprovida de cálcio e os sítios 

inespecíficos foram bloqueados pela adição de 100 µM/poço de uma solução de albumina 

de soro bovino (BSA) (1%). Após 1h à 37ºC, o BSA foi removido e a microplaca lavada 

duas vezes com 200 µL de Krebs-Ringer, e deixadas à 37°C. 

Duzentos microlitros da suspensão de plaquetas (1.2 x 108 plaqueta/ml) foram 

transferidos para microtubos e incubados com o BAY 60-2770 ou SNP, na presença ou 

ausência de ODQ, segundo o protocolo experimental. Em seguida, 50 µL do conteúdo dos 

microtubos foram adicionados a cada poço da microplaca. As plaquetas foram mantidas em 

estufa úmida à 37°C por 30 min. As plaquetas não aderidas neste período foram removidas 

e os poços lavados duas vezes com solução de Krebs-Ringer. 

Os poços ensaiados receberam 50 µL de Krebs-Ringer e os poços reservados ao 

controle receberam 50 µL da curva padrão plaquetária (concentrações variadas da 

suspensão plaquetária original), em triplicata. Em seguida, foram adicionados a todos os 

poços 150 μL de substrato para a fosfatase ácida (tampão citrato 0,1 M, pH=5,4 contendo 

fosfato de p-nitrofenil 5 mM e triton X-100 0,1%). As placas foram incubadas à 

temperatura ambiente por 1 hora, e após esse período, 100 μL de NaOH 2M foram 

adicionados a cada poço para interromper a reação. A absorbância foi determinada à 405 
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nm em leitor de ELISA (SynergyTM H1 Hybrid Reader, Biotek, USA). A adesão 

plaquetária foi calculada, pela medida da atividade da fosfatase ácida, das plaquetas 

aderidas ao fibrinogênio. Para tanto, foi confeccionado uma curva padrão de plaquetas (0,3-

6 x 106 plaquetas/poço). Os resultados foram expressos em porcentagem de adesão em 

relação ao controle (100%). 

 

3.5. Dosagem dos nucleotídeos cíclicos (GMPc e AMPc) 

 

 3.5.1.  Extração e dosagem de GMPc e AMPc 

 

 As plaquetas foram isoladas como descrito anteriormente e incubadas com o 

inibidor inespecífico de fosfodiasterases 3-isobutyl-l-methyl-xanthine (IBMX, 1 mM) por 

20 min à temperatura ambiente. Posteriormente, as plaquetas foram incubadas como 

descrito no protocolo experimental e então estimuladas com colágeno (2 µg/ml) ou 

trombina (0,1 U/mL) durante 5 min. A reação foi interrompida adicionando-se etanol 

absoluto acidificado (99%) gelado, e as amostras agitadas durante 30 segundos por vortex. 

Em seguida, as amostras foram incubadas em gelo por 30 min e centrifugadas à 4000 x g, 

4°C, por 30 min. 

Os sobrenadantes das amostras foram recolhidos e guardados, sendo os 

precipitados lavados com 0,5 mL de etanol acidificado (67%) gelado e centrifugado 

novamente nas mesmas condições. Os sobrenadantes foram adicionados aos primeiros. 

As amostras foram secas à 55 – 60 °C, sob fluxo constante de nitrogênio e 

estocados à -80°C até a dosagem. 
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A dosagem foi realizada utilizando-se kits comerciais da Cayman (Cayman 

Chemical Cyclic GMP ou AMP EIA kit, Ann Arbor, MI, EUA), seguindo-se as instruções 

do fabricante. A intensidade da cor determinada pelo espectrofotômetro é proporcional aos 

nucleotídeos livres durante a incubação. Cada poço recebeu material proveniente de 1,2 x 

108 plaquetas/mL (50 µL), sendo que cada amostra foi realizada em triplicata. A leitura foi 

realizada a 412 nm. O limite de detecção é de 1 pmol/mL para o GMPc e 0,1 pmol/ml para 

AMPc. 

 

3.6. Ensaio de mobilização citosólica de cálcio em plaquetas  

 

3.6.1.  Marcação de cálcio plaquetário com FluoForte  

 

O PRP, obtido com o anticoagulante ACD-C, foi incubado com 10 μM do 

marcador fluorescente de Ca2+, Fluoforte, por 30 min na ausência de luz e na presença de 

pluronic F-68 (0,1% v/v). Em seguida, a suspensão foi centrifugada à 800 g por 12 min, na 

presença do tampão de lavagem (pH= 6; 5:7 v/v). As plaquetas foram delicadamente 

ressuspensas em solução de Krebs-Ringer sem Ca2+ e ajustada para a concentração de 1,2 x 

108 plaq/mL.  
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3.6.2.  Medida de Ca
2+

 citosólico  

 

Para avaliar a mobilização de Ca2+, alíquotas (300 µL) de plaquetas marcadas 

foram transferidas e incubadas com BAY 60-2770 (ou DMSO) ou SNP, na presença ou 

ausência de ODQ, como descrito anteriormente.  

Para cada experimento, inicialmente, uma alíquota (300 µL) foi destinada para 

a calibração da concentração de Ca2+, adicionando-se triton-X (0,1 %) e Ca2+ (CaCl2 1 mM) 

para se obter o valor de Fmax. Em seguida, na mesma alíquota, foram adicionados EGTA 

(10 mM) e trizma (20 mM), obtendo-se assim o valor de Fmin. 

 A fluorescência foi quantificada em espectrofluorímetro (SynergyTM H1 

Hybrid Reader, Biotek, EUA), utilizando-se comprimento de onda de 410 nm de excitação 

e 514 nm de emissão. A [Ca2+]i em nM foi calculada utilizando a equação (Grynkiewicz e 

col., 1985): [Ca2+]i = kd . (F-Fmin)/(Fmáx-F), onde o kd (389) é a constante de dissociação 

do marcador fluorescente fluoforte.  

Para estimar a concentração dos estoques de Ca2+ plaquetário, foram 

adicionados o quelante de Ca2+ EGTA (10 µM) às alíquotas (300 µL) da suspensão 

plaquetária, permitindo-se estabilização por 1 minuto. Após a incubação com BAY 60-

2770 e SNP, na presença ou na ausência de ODQ, as plaquetas foram estimuladas com 

trombina ou colágeno, obtendo-se valores de fluorescência pós-estímulos de mobilização 

interna de Ca2+.  

O influxo total de Ca2+ foi estimado em nM, utilizando-se 300 µL da suspensão 

plaquetária. Após 1 minuto de incubação com Ca2+ (CaCl2 1 mM), as plaquetas foram 

novamente incubadas com o inibidores da GCs, na presença ou na ausência do ODQ e 
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então estimuladas com colágeno ou trombina, obtendo-se valores de fluorescência pós-

estímulo de mobilização total (influxo externo + mobilização dos estoques internos de 

Ca2+). 

 

 

3.7. Mudança da conformação da integrina αIIbβ3 (GPIIb/IIIa) 

 
A análise da mudança da integrina αIIbβ3 do seu estado inativado para o estado 

ativado foi realizada através da ligação do anticorpo específico PAC-1 conjugado com 

FITC, específico para a conformação ativada desta proteína. 

A suspensão plaquetária (20 μl; 1,2 x 108 plaquetas/ml) foi incubada com BAY 

60-2770 (0,01 – 10 µM), na presença ou na ausência de ODQ, durante 3 min à temperatura 

ambiente. Em seguida, à suspensão plaquetária, foram adicionados 10 μl de solução de 

PAC- 1 (PAC-1 FITC; 25 μg/ml) ou 10 μl de anticorpo controle (FITC Mouse IgM; 25 

μg/ml); a seguir, a solução foi estimulada com colágeno (2 µg/mL), trombina (0,1 U/ml) ou 

Krebs, e incubada por 15 min ao abrigo da luz.  

Para minimizar a presença de agregados, adicionou-se 450 μl de solução Krebs-

Ringer. 

A ligação do anticorpo foi quantificada usando um citometro de fluxo 

(FACSCalibur BD, Franklin Lakes, NJ, EUA)  equipado com laser de argônio (488 nm) e 

utilizando o canal 1 (FL1). Foi feito um gate com a população de plaquetas, a qual foi 

identificada pelos sinais forward e side scatter. Dez mil eventos foram analisados e a 

fluorescência média foi considerada como parâmetro para descrever a intensidade de 

ligação da integrina  αIIbβ3 ao PAC-1. 
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3.8. Western blotting 

 
As suspensões de plaquetas (1,2 x 108 plaq/mL) foram incubadas com ODQ (10 

µM) ou seu veículo correspondente, na presença ou na ausência de BAY 60-2770 (10 µM) 

por 150 minutos. Após a incubação, a suspensão plaquetária (1,5 mL) foi centrifugada à 

12,000 × g por 20 min à 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o pellet de plaquetas foi 

ressuspenso em 50 µL de tampão de extração (SDS 1%, Tris 100 mM, pirofosfato de sódio 

100 mM, fluoreto de sódio 100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de sódio 100 mM; pH 

7,4). As plaquetas foram homogeneizadas utilizando-se um sonicador (Fisher Scientiffic, 

Pittsburgh, PA, EUA) e então submetidas à uma nova centrifugação (12,000 × g, 4°C, 20 

min) para remoção do material insolúvel. Parte do sobrenadante das amostras foi utilizado 

para determinação protéica por espectrofotometria com reagente Bradford (Biorad, CA, 

EUA).  Foi adicionado tampão Laemmli, posteriormente à equalização das amostras à 50 

µg de proteína.  A eletroforese das amostras foi feita em SDS-PAGE (2,6%C e 8-12%T) 

em aparelho para minigel (Mini-Protean, Bio-Rad) e transferidas para membranas de 

nitrocelulose em sistema semi-dry (60 min; 15V) (Bio-Rad, CA, USA). A fim de bloquear 

as ligação não específicas, a membrana de nitrocelulose foi incubada à uma solução de leite 

0,5%, Tris-Base (10 mM), NaCl (100 mM) e Tween-20 (0,02%) por 12 horas à 4°C. Em 

seguida, as membranas foram incubadas com anticorpos específicos contra as subunidades 

da GCs α1 (AbCam Technology, Cambridge, England, Reino Unido),  β1 

(NovusBiologicals, Littleton, CO, EUA) ou GAPDH (Santa Cruz,CA, EUA). Após a 

marcação com anticorpo primário, as membranas foram incubadas com anticorpo 

secundário conjugado à peroxidase por 1 hora à temperatura ambiente (GE Healthcare, 

USA). Para detecção das bandas, as membranas foram incubadas por 1 minuto com uma 
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solução contendo luminol, ácido p-cumárico e H2O2 e, então, expostas durante tempos 

variados, à filmes de raio-X. A quantificação foi realizada através da análise de 

densitometria óptica pelo Software Scion Image (Scioncorp, NIH, EUA). Os valores foram 

normalizados utilizando a banda do GAPDH.  

 

3.9. Análise estatística 

 
Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média (E.P.M) 

para n experimentos. Os dados foram analisados utilizando-se a análise de variância 

(ANOVA) seguida do pós-teste de Dunnett ou Bonferroni. Foram consideradas diferenças 

significativas valores de p < 0,05. 
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Figura 3. Efeito inibitório do BAY 60-2770 na agregação de plaquetas 

lavadas humanas induzida pelo colágeno, na presença ou ausência do inibidor da 

GCs, ODQ. A suspensão de plaquetas (1,2 x 108 plaquetas/mL) foi incubada com o BAY 

60-2770 (0,001 – 10 µM) por 3 min, na presença ou na ausência do ODQ (10 µM), 

previamente incubado por 3 min. Em seguida, as plaquetas foram estimuladas com 

colágeno (2 µg/mL). Os resultados estão expressos como média da % de agregação ± 

E.P.M. (n = 4-5). *p<0,05 comparado com os valores controles (colágeno + DMSO); 
#p<0,05 comparado ao seu respectivo valor na ausência do ODQ. 

 

4.1.2. Efeito inibitório do BAY 60-2770 sobre a agregação de plaquetas 

induzida por trombina 

 
A agregação de plaquetas lavadas induzida por trombina (0,1 U/mL) foi 

resistente ao BAY 60-2770 para a maioria das concentrações estudadas, exceto para 10 µM, 

que produziu um efeito inibitório de cerca de 60% (p<0,05) (Figura 4). Contudo, na 

presença de ODQ (10 µM), o BAY 60-2770 inibiu, de maneira concentração – dependente, 

a agregação plaquetária a partir de 0,1 µM (Figura 4). 
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Figura 4. Efeito inibitório do BAY 60-2770 na agregação de plaquetas 

lavadas humanas induzida por trombina, na presença ou ausência do inibidor da 

GCs, ODQ. A suspensão de plaquetas (1,2 x 108 plaquetas/mL) foi incubada com o BAY 

60-2770 (0,001 – 10 µM) por 3 min, na presença ou na ausência do ODQ (10 µM), 

previamente incubado por 3 min. Em seguida, as plaquetas foram estimuladas com 

trombina (0,1 U/mL). Os resultados estão expressos como média da % de agregação ± 

E.P.M. (n = 4-5). *p<0,05 comparado com os valores controles (trombina + DMSO); 
#p<0,05 comparado ao seu respectivo valor na ausência do ODQ. 

 

Os traçados representativos do efeito antiagregante do BAY 60-2770 na 

ausência e presença do ODQ estão representados na figura 5. 
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total ou parcialmente revertido pela pré-incubação com ODQ (10 µM) em todas as 

concentrações estudadas de SNP, para ambos os agonistas utilizados.  
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Figura 6. Efeito inibitório do nitroprussiato de sódio (SNP) na agregação 

de plaquetas lavadas humanas induzida por colágeno, na presença ou ausência do 

inibidor da GCs, ODQ. A suspensão de plaquetas (1,2 x 108 plaquetas/mL) foi incubada 

com o SNP (0,1 – 10 µM) por 3 min, na presença ou ausência do ODQ (10 µM), 

previamente incubado por 3 min. Em seguida, as plaquetas foram estimuladas com 

colágeno (2 µg/mL). Os resultados estão expressos como média da % de agregação ± 

E.P.M. (n = 4-5). *p<0,05 comparado com os valores controles (colágeno + DMSO); 
#p<0,05 comparado ao seu respectivo valor na ausência do ODQ. 
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Figura 7. Efeito inibitório do nitroprussiato de sódio (SNP) na agregação 

de plaquetas lavadas humanas induzida por trombina, na presença ou ausência do 

inibidor da GCs, ODQ. A suspensão de plaquetas (1,2 x 108 plaquetas/mL) foi incubada 

com o SNP (0,1 – 10 µM) por 3 min, na presença ou ausência do ODQ (10 µM), 

previamente incubado por 3 min. Em seguida, as plaquetas foram estimuladas com 

trombina (0,1 U/mL). Os resultados estão expressos como média da % de agregação ± 

E.P.M. (n = 4-5). *p<0,05 comparado com os valores controles (trombina + DMSO); 
#p<0,05 comparado ao seu respectivo valor na ausência do ODQ. 

 

4.1.4. Efeito inibitório do 8-Br-GMPc sobre a agregação de plaquetas 

induzida por colágeno ou trombina 

 
Em experimentos separados, as plaquetas foram pré-incubadas com ODQ (10 

µM) ou seu veículo correspondente, por 3 min. Em seguida, adicionou-se o análogo 

permeável do GMPc, 8-Br-GMPc (100 µM) por 20 min. Após as incubações, as plaquetas 

foram estimuladas com colágeno (2 µg/mL) ou trombina (0,1 U/mL). 
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O 8-Br-GMPc inibiu significativamente a agregação de plaquetas lavadas 

humanas induzida por colágeno e trombina (66 ± 9,2% e 29 ± 10% de inibição, 

respectivamente; p˂0,05). O efeito inibitório do 8-Br-GMPc sobre a agregação plaquetária 

não foi alterado em plaquetas pré-incubadas com ODQ ( 65 ± 12 % e 35 ± 6,8 % de 

inibição, respectivamente) (Figura 8).  

A porcentagem de inibição da agregação plaquetária pelo 8-Br-GMPc foi maior 

quando a agregação era induzida pelo colágeno comparado à trombina, tanto na presença 

quanto na ausência do ODQ (p˂0,02).  
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Figura 8. Efeito inibitório do 8-Br-GMPc na agregação de plaquetas 

lavadas humanas induzida pelo colágeno ou trombina, na presença ou ausência do 

inibidor da GCs, ODQ. A suspensão de plaquetas (1,2 x 108 plaquetas/mL) foi incubada 

com 100 µM de 8-Br-GMPc por 20 min, na presença ou na ausência do ODQ (10 µM), 

previamente incubado por 3 min. Em seguida, as plaquetas foram estimuladas com 

colágeno (2 µg/mL) ou trombina (0,1 U/mL). Os resultados estão expressos como média da 

% de agregação ± E.P.M. (n = 5-7). *p<0,05 comparado com os valores controles. 
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4.2. Adesão de plaquetas lavadas humanas 

 

4.2.1. Efeito inibitório do BAY 60-2770 e SNP sobre a adesão de plaquetas 

humanas ao fibrinogênio imobilizado  

 
O ensaio de adesão de plaquetas humanas ao fibrinogênio é baseado na medida 

da atividade da enzima fosfatase alcalina. Assim, os experimentos foram iniciados após a 

exclusão da possibilidade de o BAY 60-2770 afetar diretamente a atividade desta enzima. 

Para tanto, 50 µL por poço da solução de plaquetas (1,2 x 108 plaqueta/mL) foram 

incubadas em placas não recobertas com fibrinogênio com BAY 60-2770 for 30 min, após 

o qual avaliou-se a atividade da enzima. O BAY 60-2770 (10 µM) não afetou a atividade da 

enzima (3,4 ± 0,06 e 3,5 ± 0,02 de densidade ótica para o controle e BAY 60-2770, 

respectivamente; n = 3), validando-se os ensaios de adesão. 

A adesão de plaquetas ao fibrinogênio imobilizado, quando incubadas por 30 

min, não foi alterada pela presença do volume correspondente de DMSO, utilizado para a 

solubilização do BAY 60-2770 e ODQ (p˂0,05; Figura 9). 

A incubação com o BAY 60-2770 (0,1 – 10 uM) inibiu significativamente a 

adesão das plaquetas a partir de 1 µM, sendo este efeito inibitório marcantemente 

potencializado pela incubação prévia com ODQ (10 µM) (Figura 9 A). 

O SNP inibiu significativamente a adesão das plaquetas a partir de 1 µM, sendo 

este efeito inibitório revertido pela incubação prévia com ODQ (10 µM) (Figura 9 B). 
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Figura 9. Efeito inibitório do BAY 60-2770 e do nitroprussiato de sódio 

(SNP) sobre a adesão plaquetária em placas recobertas com fibrinogênio. A solução 

plaquetas (1,2 x 108 plaquetas/mL) foi pré-incubada com ODQ (10 µM; 3 min) e 

subsequentemente com BAY 60-2770 (0,1 – 10 µM) ou SNP (1 – 10 µM) por mais 3 min. 

Os resultados estão expressos como média da % de adesão plaquetária ± E.P.M. (n = 6-7). 

*p<0,05 comparado com os valores controles (DMSO); #p<0,05 comparado ao seu 

respectivo valor na ausência do ODQ. 
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4.3.  Análise dos níveis de nucleotídeos cíclicos em plaquetas lavadas 

humanas 

4.3.1. GMPc 

 
O nível basal contido nas plaquetas lavadas foi de 1,8 ± 0,25 pmol/mL, o qual 

não foi significativamente diferente após a estimulação com colágeno (2 µg/mL; 1,4 ± 0,3 

pmol /mL; Figura 10A) ou trombina (0,1 U/mL; 2,3  ± 0,5 pmol /mL; Figura 10B). O 

DMSO, utilizado para solubilizar o BAY 60-2770 e ODQ, não alterou os níveis basais 

deste nucleotídeo (Figura 10). 

A incubação das plaquetas lavadas com o BAY 60-2770 (0,01 - 3 µM) 

aumentou de maneira concentração-dependente os níveis de GMPc em plaquetas 

estimuladas com colágeno (Figura 10A). Aumento similar dos níveis de GMPc pelo BAY 

60-2770 foi observado em plaquetas ativadas com trombina (Figura 10B). A incubação 

prévia com o ODQ (10 µM) potencializou (p˂0,05) o aumento de GMPc pelo BAY 60-

2770, em todas as concentrações testadas, para ambos os agonistas, como mostrado na 

figura 10. 

O SNP (3 µM) elevou os níveis de GMPc para ambos os agonistas, colágeno 

(Figura 10A) e trombina (Figura 10B). Porém, o pré-tratamento das plaquetas com o ODQ 

restaurou os níveis de GMPc para os valores basais. 

 



54 
 

0

10

20
20

80

140

200

260

3                     0,01          0,1              1         3

Bay 60-2770 (M)

Colágeno (2 g/mL)

#

#

#

#

#

*
*

**

SNP (M)

G
M

P
c
 (

p
m

o
l/

m
L

)

0

10

20
20

80

140

200

260

3                           1                   3                  10

Trombina (0,1 U/mL)

*
* *

*

#

#

#

#

Bay 60-2770 (M)SNP (M)

Basal

Trombina

Veículo

SNP (M)

BAY 60-2770 (M)

ODQ (10M) + SNP (M)

ODQ (10 M) + BAY 60-2770 (M)Colágeno

G
M

P
c
 (

p
m

o
l/

m
L

)

A

B

 

Figura 10. Efeito do BAY 60-2770 nos níveis de GMPc em plaquetas 

lavadas humanas estimuladas com colágeno e trombina. A suspensão de plaquetas (1,2 

x 108 plaq/mL) foi incubada com BAY 60-2770 (0,01 – 3 µM) ou SNP (3 µM), na ausência 

ou na presença do ODQ (10 µM; 3 min) por 3 min seguida da estimulação com colágeno (2 

µg/mL) ou trombina (0,1 U/mL). Os resultados estão expressos como média ± E.P.M. (n = 

3). O teste foi realizado em triplicata. *p<0,05 comparado com os valores basais; #p<0,05 

comparado ao seu respectivo valor na ausência do ODQ. 
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 4.3.2. AMPc 

 
O nível basal contido nas plaquetas lavadas foi de 18 ± 2 pmol/mL, o qual não 

foi significativamente diferente após a estimulação com colágeno (2 µg/mL; 18 ± 1,4 

pmol/mL; Figura 11A) ou trombina (0,1 U/mL; 19  ± 2 pmol/mL; Figura 11B). O DMSO 

não alterou os níveis basais de AMPc (Figura 11). 

A incubação das plaquetas lavadas com o BAY 60-2770 (1 µM para o 

colágeno; 10 µM para a trombina) não alterou os níveis basais de AMPc (Figura 11). A 

incubação prévia com o inibidor da adenilil ciclase, SQ 22536 (100 µM), não alterou os 

níveis basais de AMPc (p˂0,05). 

O análogo de prostaciclina, iloprost (0,3 µM), utilizado como controle positivo, 

elevou marcantemente os níveis de AMPc (p˂0,01) tanto para o colágeno (Figura 11A) 

quanto para a trombina (Figura 11B). O pré-tratamento das plaquetas com o SQ 22536 (100 

µM) inibiu significativamente a elevação dos níveis de AMPc pelo iloprost (Figura 11). 
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Figura 11. Efeito do BAY 60-2770 nos níveis de AMPc em plaquetas 

lavadas humanas estimuladas com colágeno ou trombina. A suspensão de plaquetas (1,2 

x 108 plaquetas/mL) foi incubada com BAY 60-2770 (1 µM para colágeno; 10 µM para 

trombina) ou iloprost (0,3 µM), na ausência ou presença do SQ 22536 (100 µM; 3 min), 

seguida da estimulação com colágeno (2 µg/mL; A) ou trombina (0,1 U/mL; B). Os 

resultados estão expressos como média ± E.P.M. (n = 3). O teste foi realizado em triplicata. 

*p<0,05 comparado com os valores basais; #p<0,05 comparado ao seu respectivo valor na 

ausência do SQ 22536. 

 

4.4. Mobilização citosólica de cálcio plaquetário 

 
A mobilização de Ca2+ foi estudada em plaquetas lavadas humanas ativadas 

com colágeno (2 µg/mL) ou trombina (0,1 U/mL) após pré-incubação com BAY 60-2770, 

SNP ou 8-Br-GMPc, na presença ou na ausência de ODQ (10 µM). A incubação das 

plaquetas com 1% de DMSO não alterou a mobilização de Ca2+ em nenhuma condição 

estudada. 

A trombina provocou uma maior (p˂0,05) mobilização de Ca2+ intracelular 

quando comparado ao colágeno (Figuras 12 e 13). 
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4.4.1. Mobilização de cálcio intracelular em plaquetas estimuladas por 

colágeno 

 
Para verificar somente a mobilização dos estoques intracelulares de Ca2+, 

utilizou-se uma solução de Krebs desprovida de Ca2+, na presença de EGTA (10 µM). 

Sobre estas condições, o aumento dos níveis de Ca2+, provocado pelo colágeno, foi 

marcantemente maior que o basal (Figura 12A), mas em menor grau, quando comparado 

com as plaquetas na presença de CaCl2 (Figura 12B).  

A incubação com BAY 60-2770 (0,01 – 1 µM) reduziu de maneira 

concentração-dependente a mobilização de Ca2+ dos estoques, sendo restaurado ao valor 

basal quando na presença de ODQ (Figura 12A).  

Na presença de 1 mM de CaCl2, a estimulação das plaquetas com colágeno 

elevou os níveis intracelulares de Ca2+ total em aproximadamente 6 vezes (p˂0,05; Figura 

12B). A incubação com BAY 60-2770 (0,01 – 1 µM) reduziu significativamente os níveis 

de Ca2+ total em resposta ao colágeno. Este efeito inibitório foi potencializado na presença 

de ODQ (10 µM), como visto na concentração de 0,01 µM, BAY 60-2770 (Figura 12B). 

O SNP (3 µM) reduziu a mobilização intracelular de Ca2+ pelo colágeno em 

ambos os compartimentos estudados (Ca2+ total e intracelular). O tratamento das plaquetas 

com o ODQ reverteu estes efeitos (Figura 12A, B). 
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Figura 12. Efeito inibitório do BAY 60-2770 e nitroprussiato de sódio 

(SNP) sobre a mobilização de Ca2+ em plaquetas lavadas humanas estimuladas com 

colágeno. As plaquetas (1,2 x 108 plaquetas/mL) foram marcadas com o fluoróforo Fluofort 

(10 µM) e incubadas com ODQ (10 µM; 3 min) seguida de incubação com BAY 60-2770 

(0,01 - 1 µM) ou SNP (3 µM) por 3 min, após o qual as plaquetas foram estimuladas com 

colágeno (2 µg/mL). Avaliou-se tanto o influxo de Ca2+ dos estoques intracelulares (na 

presença de EGTA 1 mM; A) quanto o influxo de Ca2+ total (na presença de Ca2+; B). Os 

resultados estão expressos como média ± E.P.M. (n = 4 - 7). *p<0,05 comparado com 

colágeno; #p<0,05 comparado ao seu respectivo valor na ausência do ODQ; † p<0,05 

comparado ao basal. 
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4.4.2.  Mobilização intracelular de cálcio em plaquetas estimuladas por 

trombina 

 
Na presença de EGTA (10 µM), o aumento dos níveis de Ca2+ pela trombina 

(0,1 U/mL) foi aproximadamente 50% menor (figura 13A) quando comparado às plaquetas 

na presença de CaCl2 (Figura 13B). Nesta condição, a incubação do BAY 60-2770 (1 – 10 

µM) reduziu de maneira concentração-dependente a mobilização de Ca2+ dos estoques, 

sendo este efeito potencializado pela presença de ODQ (Figura 13A).  

Na presença de 1 mM de CaCl2, a incubação com BAY 60-2770 (1 – 10 µM) 

reduziu de maneira, concentração-dependente os níveis de Ca2+ total. Este efeito inibitório 

foi potencializado na presença de ODQ (10 µM) (Figura 13B). 

O SNP (3 µM) reduziu a mobilização intracelular de Ca2+ pela trombina em 

ambos os compartimentos estudados (Ca2+ total e intracelular). O tratamento das plaquetas 

com o ODQ reverteu este efeito (Figura 13A, B). 

 

 



60 
 

0

125

250

375

500

1                  3                10                       3

BAY 60-2770 (M)

*

*
*

##

#

†

SNP (M)

Trombina (0,1 U/mL)

M
o

b
il

iz
a
ç
ã
o

 d
e
 C

a
2
+

(n
M

)

0

250

500

750

1000

Basal

Trombina

Trombina + DMSO (1%)

BAY 60-2770 (M) ODQ (10 M) + BAY 60-2770 (M)

SNP (3 M) ODQ (10 M) + SNP (3 M)

1                     3                   10                    3

*
*

*

# #
*

#

BAY 60-2770 (M)

†

SNP(M)

Trombina (0,1 U/mL)

M
o

b
il

iz
a
ç
ã
o

 d
e

C
a

2
+
(n

M
)

A

B

 

Figura 13. Efeito inibitório do BAY 60-2770 e nitroprussiato de sódio 

(SNP) sobre a mobilização de Ca2+ em plaquetas lavadas humanas estimuladas com 

trombina. As plaquetas (1,2 x 108 plaquetas/mL) foram marcadas com o fluoróforo 

Fluofort (10 µM), incubados com ODQ (10 µM; 3 min) seguida de incubação com BAY 

60-2770 (1 – 10 µM) ou SNP (3 µM) por 3 min, após o qual as plaquetas foram 

estimuladas com trombina (0,1 U/mL). Avaliou-se tanto o influxo de Ca2+ dos estoques 

intracelulares (na presença de EGTA 1 mM; A), quanto o influxo de Ca2+ total (na presença 

de Ca2+; B). Os resultados estão expressos como média ± E.P.M. (n = 4 - 7). *p<0,05 

comparado com colágeno, #p<0,05 comparado ao seu respectivo valor na ausência do 

ODQ; † p<0,05 comparado com o basal. 
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4.4.3. Mobilização de cálcio em plaquetas incubadas com 8-Br-GMPc  

 
Em experimentos separados, as plaquetas foram pré-incubadas com ODQ (10 

µM) ou DMSO por 3 min. Em seguida, adicionou-se o 8-Br-GMPc (100 µM) por 20 min. 

Após as incubações, as plaquetas foram estimuladas com colágeno (2 µg/mL) ou trombina 

(0,1 U/mL). 

Na presença ou ausência do EGTA, em plaquetas estimuladas com colágeno, o 

8-Br-GMPc inibiu a elevação do Ca2+ restaurando aos níveis basais (p˂0,05). Este efeito 

inibitório do 8-Br-GMPc não foi alterado pelo ODQ (Figura 14A, B).  

Em plaquetas estimuladas com trombina, na presença ou ausência do EGTA, o 

8-Br-GMPc também inibiu a mobilização intracelular de Ca2+; porém de maneira mais 

discreta que àquela observada com plaquetas estimuladas com colágeno (p˂0,05). Este 

efeito inibitório não foi alterado pelo ODQ (Figura 14C, D).  
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Figura 14. Efeito inibitório do 8-Br-GMPc sobre a mobilização de Ca2+ em 

plaquetas lavadas humanas estimuladas com colágeno ou trombina. As plaquetas (1,2 x 

108 plaquetas/mL) foram marcadas com o fluorófolo Fluofort (10 µM). Após a incubação 

com ODQ (10 µM; 3 min), incubou-se com o 8-Br-GMPc (100 µM) por 20 min, quando 

então estimulou-se as plaquetas com colágeno (2 µg/mL; A e B) ou trombina (0,1 U/mL; C 

e D). Avaliou-se tanto o influxo de Ca2+ dos estoques intracelulares (na presença de EGTA 

1 mM; A e C), quanto o influxo de Ca2+ total (na presença de Ca2+; B e D). Os resultados 

estão expressos como média ± E.P.M. (n = 3 - 5). *p<0,05, **p<0,05 comparado com os 

valores estimulados com agonistas; #p<0,05 comparado ao seu respectivo valor na ausência 

do ODQ; † p<0,05 comparado com os basais. 

 

4.5. Análise da conformação da integrina αIIbβ3 através da ligação 

com PAC-1 

 
A trombina (0,1 U/mL) e colágeno (2 µg/mL) provocaram ativação da integrina 

αIIbβ3; contudo, a trombina promoveu uma ativação mais efetiva quando comparado ao 

colágeno (Figuras 15 e 16).  







65 
 

A ligação das plaquetas ao anticorpo controle (FITC mouse IgM) não foi 

afetada pelo BAY 60-2770 ou ODQ (n = 3). 

  

4.6. Expressão protéica das subunidades α1 e β1 da GCs em 

plaquetas lavadas humanas 

 
Estudos anteriores indicaram que a degradação da GCs induzida pela oxidação 

do grupamento é proeminente quando o tempo de incubação com o ODQ é superior à 120 

min (Stasch e col., 2006; Hoffmann e col., 2009). Assim, em nossos ensaios, as plaquetas 

foram incubadas com ODQ (10 µM) na ausência ou na presença de BAY 60-2770 (10 µM) 

por 150 min. Em seguida, os níveis de proteína das subunidades α1 e β1 da GCs foram 

determinadas por Western blotting. Amostras controle foram incubadas com 1% de DMSO 

(n = 4). 

A incubação do BAY 60-2770 (10 µM) não alterou significativamente os níveis 

protéicos das subunidades α1 e β1 da GCs (Figura 17). 

Na presença de ODQ, os níveis protéicos das subunidades α1 e β1 da GCs 

foram reduzidos em 53% e 40% (p˂0,05), respectivamente. A incubação com BAY 602770 

preveniu a redução dos níveis protéicos para ambas as subunidades da GCs produzidos pelo 

ODQ (Figura 17). 
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ativação plaquetária desencadeados pela trombina e colágeno. Neste trabalho, também 

mostramos que o análogo de GMPc permeável à membrana, 8-Br-GMPc, produz inibição 

maior em plaquetas estimuladas com colágeno do que aquelas estimuladas com trombina, o 

que reforça a nossa sugestão. 

A adesão plaquetária é considerada uma das etapas mais importantes para o 

processo hemostático. Defeitos genéticos (ou adquiridos) da adesão plaquetária podem 

comprometer seriamente o processo hemostático levando ao aumento no risco de desordens 

vasculares. Em nossos achados, o BAY 60-2770 foi capaz de inibir, de maneira 

concentração-dependente, a adesão plaquetária, sendo este efeito amplificado pelo ODQ. 

De maneira geral, o colágeno ativa a glicoprotéina Ia/IIa (GPIa/IIa ou integrina 

α2β1) e a glicoproteína VI (GPVI) (Alberio e col., 1999; Surin e col., 2008). Por outro lado 

a trombina interage com os receptores acoplados à proteína G, PAR-1, PAR-2 e PAR-4, 

todos localizados na superfície da membrana plaquetária (Molino e col., 1997; Brass e col., 

2003). Após ativação dos receptores, a PLC (ativa) cliva o PIP2 liberando IP3, segundo 

mensageiro responsável por aumentar a concentração de Ca2+ citosólico a partir dos 

estoques intracelulares (sistema tubular denso) (Schwarz e col., 2001; Varga-Szabo e col., 

2008; Varga-Szabo e col., 2009). O aumento de Ca2+ citosólico é o principal responsável 

pela a ativação plaquetária (Jardin e col., 2008; Jardin e col., 2009), contribuindo para 

várias etapas na ativação celular, como a reorganização do citoesqueleto de actina, 

necessário para o fenômeno de shape change, agregação, adesão e conversão da integrina 

αIIbβ3 de seu estado de baixa a alta afinidade (Payrastre e col., 2000; Li e col., 2010). 

Para avaliar a inibição da mobilização intracelular de Ca2+ em plaqueta pelo 

BAY 60-2770, na presença ou não de ODQ, utilizamos o Fluofort, fluoróforo capaz de 



69 
 

permear membranas celulares e ligar-se ao Ca2+, emitindo fluorescência. Ambos os 

agonistas testados aumentaram os níveis de Ca2+, porém a trombina promoveu uma maior 

mobilização de Ca2+, mesmo na ausência de Ca2+ extracelular (Krebs sem a adição de Ca2+ 

na presença de EGTA). O tratamento das plaquetas com BAY 60-2770 foi mais eficaz em 

inibir a mobilização intracelular de Ca2+ induzida por colágeno quando comparado a 

trombina. Portanto, em plaquetas estimuladas com colágeno, concentrações de BAY 60-

2770 entre 0,01 – 1 µM foram suficientes para inibir o aumento dos níveis de Ca2+, 

enquanto que para plaquetas estimuladas com trombina foram necessárias concentrações 

entre 1 – 10 µM. Vale ressaltar que somente em plaquetas estimuladas com colágeno o 

ativador da GCs restaurou os níveis de Ca2+ à sua condição basal. 

O 8-Br-GMPc foi também eficaz em reduzir a mobilização intracelular de Ca2+ 

em plaquetas estimuladas com colágeno. 

Como esperado, ambos os agonistas, colágeno e trombina, provocaram ativação 

da integrina αIIbβ3 (visualizados pelo aumento da ligação de plaquetas ao anticorpo PAC-1). 

Esta ativação foi mais proeminente em plaquetas estimuladas por trombina. Em acordo com 

os outros ensaios, o BAY 60-2770 foi mais efetivo em inibir a ativação da integrina αIIbβ3 

em plaquetas estimuladas com colágeno em relação às estimuladas com trombina, podendo 

a isto ser atribuído a maior inibição da mobilização de Ca2+ em plaquetas estimuladas com 

colágeno. 

O principal pré-requisito para que a GCs seja sensível à ativação pelo NO é a 

presença do grupamento férrico na sua forma reduzida (Derbyshire e col., 2007; 

Gkaliagkousi e col., 2007; Derbyshire e col., 2012). Assim, a oxidação do grupamento 

heme pelo ODQ torna a GCs insensível à ativação pelo NO, prevenindo, por exemplo, o 
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relaxamento de diversos tipos de musculatura lisa (Baracat e col., 2003; Priviero e col., 

2009; Báu e col., 2010), bem como a inibição de plaquetas pelo NO ou ao estimulador da 

GCs, BAY 41-2272 (Trepakova e col., 1999; Stasch e col., 2001; Roger, Badier-

Commander e col., 2010).  

Diferentemente do NO e dos estimuladores da GCs (BAY 41-2770 e YC-1), os 

ativadores da GCs, BAY 58-2667 ou BAY 60-2770, são capazes de ativar a GCs, tanto na 

presença do ferro oxidado ou na forma livre do grupamento heme (Stasch e col., 2006; 

Martin e col., 2010; Surmeli e col., 2012). Dessa forma, este trabalho, utilizou como 

controle positivo de ativação da GCs o doador de NO, SNP. A incubação prévia das 

plaquetas com o ODQ não afetou o efeito inibitório da ativação plaquetária do 8-Br-GMPc, 

ao passo que reverteu a ação inibitória do SNP sobre a ativação plaquetária em todos 

ensaios realizados (agregação, adesão, mobilização intracelular de Ca2+ e produção de 

GMPc), mostrando que tanto o tempo de incubação  quanto a concentração utilizada  de 

ODQ foi suficiente para produzir oxidação do grupamento heme da GCs plaquetária. 

Ao contrário do SNP, o ODQ potencializou os efeitos inibitórios do BAY 60-

2770 tanto nos ensaios funcionais (agregação e adesão) quanto nos ensaios de bioquímica 

molecular (produção de GMPc, mobilização intracelular de Ca2+ e ativação da integrina 

αIIbβ3). Em concordância com estes dados, há um relato recente na literatura em plaquetas 

de ratos estimuladas com ADP mostrando que os efeitos antiagregantes e o aumento dos 

níveis de GMPc do BAY 58-2667 são aumentados pelo ODQ (Roger, Paysant e col., 2010). 

Outro estudo realizado em 2011 por Ahrens e colaboradores, utilizando plaquetas de 

pacientes com disfunção da artéria coronária, mostrou que os efeitos inibitórios sobre a 
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expressão da P-selectina e o aumento da fosforilação da VASP pelo BAY 58-2667 foram 

intensificados pelo ODQ, tanto em pacientes como no grupo controle (Ahrens e col., 2011). 

Assim, a maior produção de GMPc em resposta à estimulação do BAY 60-2770 

na presença do ODQ parece antagonizar mais eficientemente o aumento de Ca2+ nas 

plaquetas ativadas, causando inibição mais potente da função plaquetária. Portanto, como 

doenças cardiovasculares têm sido relacionadas à ativação inapropriada da GCs pelo NO 

endógeno devido à oxidação do grupamento heme (Stasch e col., 2006; Ahrens e col., 

2011), o ativador BAY 60-2770 pode ser uma droga de grande potencial para o tratamento 

de doenças cardiovasculares. 

A ativação plaquetária também pode ser inibida por agentes capazes de 

aumentar os níveis de AMPc, tais como a prostaciclina,  e seu análogo estável o iloprost 

(Feijge e col., 2004; Smolenski e col., 2012). Um trabalho recente mostrou que o 

estimulador da GCs, YC-1, é capaz de ativar a via PKA, dependente de AMPc, e inibir a 

atividade de neutrófilos por acelerar o sequestro de Ca2+ intracelular (Smolenski e col., 

2012). Também já foi descrito os efeitos antiproliferativos do BAY 41-2272 em células da 

musculatura lisa, que se faz por meio de processos dependentes de AMPc-PKA (Mendelev 

e col., 2009; Joshi e col., 2011). Além disso, o BAY 41-2272 foi capaz de aumentar 

significativamente os níveis de AMPc em neutrófilos humanos e em células humanas de 

linhagem mieloide, THP-1 (Thomazzi e col., 2005; Borges De Oliveira-Junior e col., 2007). 

No entanto, em nosso estudo, o BAY 60-2770 não alterou os níveis basais de AMPc em 

plaquetas lavadas humanas, excluindo quaisquer efeitos deste nucleotídeo cíclico nas 

respostas induzidas pelo BAY 60-2770. Nas mesmas condições experimentais, o iloprost 
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aumentou os níveis de AMPc, os quais foram significativamente diminuídos pelo 

tratamento prévio com o inibidor da adenilil ciclase, SQ-22536.  

Há relatos que o aumento do estresse oxidativo associado ao desenvolvimento 

de doenças cardiovasculares contribui para a oxidação e eventual perda do grupamento 

heme da GCs, o que torna a enzima insensível ao NO (Stasch e col., 2006; Marro e col., 

2008; Meurer e col., 2009). Como exemplos, temos descrito na literatura a redução dos 

níveis protéicos da GCs em aorta de ratos espontaneamente hipertensos (Ruetten e col., 

1999) e em coelhos hipercolesterolêmicos (Melichar e col., 2004). 

Hoffmann e colaboradores (2009) mostraram que o ODQ foi capaz de reduzir 

os níveis protéicos das subunidades α1 e β1 da GCs em linhagens de células endoteliais, 

sendo este efeito prevenido pelo ativador da GCs, BAY 58-2667. Neste mesmo trabalho, o 

BAY 58-2667 também aumentou os níveis protéicos da subunidade β1 (mas não da α1) da 

GCs nestas células, na ausência ou na presença do ODQ (Hoffmann e col., 2009). 

À semelhança do BAY 58-2667, o BAY 60-2770 parece ativar 

preferencialmente a GCs na forma livre de grupamento heme, protegendo contra a 

degradação dos níveis protéicos da enzima induzidos pela oxidação (Roy e col., 2008; 

Martin e col., 2010). 

No presente estudo, foram avaliados os efeitos do BAY 60-2770 sobre os níveis 

protéicos das subunidades α1 e β1 da GCs em plaquetas lavadas humanas submetidas ou 

não a condições heme-oxidativas. Em similaridade com os estudos apresentados, o ODQ 

reduziu significativamente os níveis protéicos de ambas às subunidades da GCs em 

plaquetas lavadas humanas, os quais foram restaurados às condições basais pela presença 

do BAY 60-2770. 
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Em resumo, este estudo mostrou que o ativador da GCs, BAY 60-2770, inibe a 

agregação, adesão, mobilização intracelular de Ca2+ e a ativação da integrina αIIbβ3 em 

plaquetas lavadas humanas ativadas com colágeno e trombina, através do aumento da 

produção de GMPc. A oxidação do grupamento heme da GCs pelo ODQ levou à 

superestimulação da via GCs-GMPc pelo BAY 60-2770, causando uma maior inibição da 

mobilização intracelular de Ca2+ e ativação da integrina αIIbβ3, sem o envolvimento do 

AMPc. O BAY 60-2770 também preveniu a diminuição dos níveis protéicos das 

subunidades α1 e β1 da GCs de plaquetas humanas provocadas pelo oxidação do 

grupamento heme. Assim, o BAY 60-2770 pode ser uma droga em potencial na terapêutica 

de doenças cardiovasculares associadas com ateromas, devido à sua relevante atividade 

antiplaquetária em condições de GCs heme oxidada. 
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8.2. Termo de consentimento livre e esclarecido (modelo) 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

 

EFEITO DO BAY 60-2770, ATIVADOR DA GUANILIL CICLASE 

SOLÚVEL INDEPENDENTE DE ÓXIDO NÍTRICO, NA FUNÇÃO PLAQUETÁRIA 

HUMANA 

 

Identificação do voluntário: 

 Nome :_______________________________________________________  

 Idade:________________________________________________________ 

 Sexo:______________________ 

 RG:______________________________________ 

O abaixo assinado, 

_______________________________________, RG__________, declara que 

é de livre e espontânea vontade que está participando como voluntário do projeto de 

pesquisa supracitado, de responsabilidade do coordenador deste, Dr. Edson Antunes, do 

departamento de Farmacologia da Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP. O abaixo 

assinado está ciente que 

1. O objetivo do estudo é investigar os efeitos induzidos pelo BAY 60-2770 na 

agregação e na adesão plaquetária, bem como o mecanismo de ação envolvido nestas 

respostas. 
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2. A participação neste estudo é voluntária e a recusa não terá qualquer 

prejuízo.  

3. A participação neste estudo não tem nenhum benefício terapêutico ao 

participante. 

4. Será coletado da veia do braço 60 mL de sangue. A coleta será feita por 

profissional treinado e todo material utilizado será estéril e descartável. Os riscos são 

mínimos, mas caso haja algum problema, será atendido pelo médico responsável e 

encaminhado ao serviço de Pronto Socorro da Unidade Hospitalar da Unicamp, se 

necessário. 

5. As informações e os resultados obtidos no decorrer do estudo serão secretos, 

zelando-se pela privacidade do voluntário. Seu nome, ou do seu protocolo de pesquisa, ou 

qualquer identificação pessoal, não serão utilizados nesse estudo e, portanto não será 

incluído em qualquer resultado ou publicação resultante deste. 

6. Será garantida a cada participante uma cópia do TCLE. 

_______________________________________________ 

               Nome e Assinatura do Participante 

_______________________________________________ 

               Nome e Assinatura do Responsável 

 

Maiores esclarecimentos sobre este estudo poderão ser obtidos com: 

Camila B. M. Silvério ou Dr. Edson Antunes 

Departamento de Farmacologia, FCM; UNICAMP CP6111 

13084-971- Campinas (SP). Fone: (19) 3521-9557 


