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1. RESUMO 

As plaquetas sangüíneas são fragmentos citoplasmáticos, oriundos da ruptura dos 
megacariócitos, cuja principal função está relacionada à manutenção da 
integridade vascular. Os nucleotídeos extracelulares, ATP e ADP, bem como a 
adenosina, têm sido implicados em um grande número de funções fisiológicas: o 
ADP é o principal fator recrutador de plaquetas, enquanto que o ATP é um inibidor 
competitivo da agregação induzida por ADP. A adenosina é uma molécula capaz 
de induzir vasodilatação e inibir a agregação plaquetária. Desta maneira, a 
manutenção da sinalização purinérgica normal tem se mostrado importante para o 
tratamento de doenças cardiovasculares. Os nucleosídeos di e trifosfatos 
circulantes podem ser hidrolisados por membros de várias famílias de 
ectonucleotidases de membrana e solúveis, incluindo as ecto-nucleosídeo 
trifosfato difosfoidrolases (E-NTPDases) e ecto-nucleotídeo 
pirofosfatase/fosfodiesterases (E-NPPs), que em conjunto com a ecto-5’-
nucleotidase, levam à formação de adenosina. Na superfície das plaquetas, 
ambas enzimas, E-NTPDase e ecto-5’-nucleotidase, estão descritas. O sistema 
renina-angiotensina é o principal regulador da função renal e cardiovascular, 
desenvolvendo um papel fundamental na homeostasia da pressão arterial e do 
balanço eletrolítico. A angiotensina II (ANGII) induz fisiologicamente a ativação 
das plaquetas, possivelmente devido às suas propriedades vasoconstritoras. Os 
objetivos deste trabalho foram, portanto: 1) caracterizar cineticamente a enzima E-
NPP em plaquetas de ratos, utilizando o substrato marcador p-Nph-5’TMP e 2) 
esclarecer, mesmo que em parte, os possíveis efeitos da ANGII sobre a hidrólise 
extracelular de nucleotídeos por plaquetas de ratos. No primeiro capítulo deste 
trabalho, descrevemos uma atividade enzimática em plaquetas de ratos que 
compartilha as principais características bioquímicas já descritas para as E-NPPs: 
pH ótimo alcalino; valores de KM e Vmax calculados de aproximadamente 106.22 ± 
17.83 μM e 3.44 ± 0.18 nmol p-nitrophenol/min/mg, respectivamente; e 
dependência de cátions divalentes. Além disso, o AMP inibiu somente a hidrólise 
do p-Nph-5’TMP. Por outro lado, a azida de sódio, em altas concentrações, a 
angiotensina II e o cloreto de gadolínio alteraram apenas as hidrólises de ATP ou 
ADP ou de ambos. No segundo capítulo, mostramos que a ANGII foi capaz de 
aumentar as hidrólises de ATP, ADP e AMP em plaquetas em todas as doses 
testadas (5, 50, 500 e 5000 picomóis). Entretanto, nenhuma alteração foi 
observada com relação à hidrólise do p-Nph-5'TMP. Em adição, observamos um 
aumento na hidrólise de AMP e uma diminuição na hidrólise de p-Nph-5'TMP em 
plaquetas de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) quando comparados a 
ratos Wistar normotensos. De maneira geral, esta dissertação traz a 
caracterização bioquímica da enzima E-NPP na superfície de plaquetas intactas 
de ratos como sendo parte de um complexo sistema para a hidrólise de 
nucleotídeos nestes fragmentos citoplasmáticos, podendo, assim, contribuir para o 
desenvolvimento de terapias antiplaquetárias e para o tratamento de doenças 
vasculares. Adicionalmente, apresentamos alguns resultados demonstrando 
interações entre os sistemas angiotensinérgico e adenosinérgico de plaquetas de 
ratos, o que poderá contribuir para o entendimento e o tratamento de doenças 
cardiovasculares como hipertensão e arteriosclerose. 
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2. ABSTRACT 
 
Platelets are cytoplasmic fragments derived from bone marrow megakaryocytes 
rupture, whose major role is related to the vascular integrity maintenance. The 
extracellular nucleotides ATP and ADP as well as adenosine have been implicated 
in a great number of physiological functions: ADP is the major factor recruiting 
platelet, whereas ATP has been considered as a competitive inhibitor of ADP-
induced platelet aggregation. Adenosine is a molecule able to induce 
vasodilatation and to inhibit platelet aggregation. Thus, the maintenance of normal 
purinergic signalling has been showed as an important issue for the treatment of 
cardiovascular diseases. The nucleoside di and triphosphate can be hydrolyzed by 
members of several families of membrane-bound or soluble ectonucleotidases, 
including ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolases (E-NTPDases) and 
ecto-nucleotide pyrophosphatase/ phosphodiesterases (E-NPPs), that together 
with an ecto-5’-nucleotidase lead to adenosine formation. On the platelets ecto-
surface, both E-NTPDase and ecto-5’-nucleotidase are already described. The 
renin-angiotensin system is the most important regulator of renal and 
cardiovascular function developing a fundamental role in the arterial blood 
pressure homeostasis and in the electrolytic balance. Angiotensin II (ANGII) 
induces physiologically the platelet activation, probably due to its vasoconstrictors 
properties. The aims of this study were: 1) to kinetically characterize the enzyme E-
NPP from rat blood platelet, using the artificial marker substrate p-Nph-5’TMP and 
2) to clarify, even though in part, the effects of ANGII upon  extracellular nucleotide 
hydrolysis by rat platelets ectoenzymes. In the first chapter, we describe an 
enzymatic activity that shares the major characteristics already described for E-
NPPs: optimum alkaline pH; KM and Vmax calculated values of approximately 
106.22 ± 17.83 μM and 3.44 ± 0.18 nmol p-nitrophenol/min/mg, respectively; and 
divalent cation dependence. Besides, AMP inhibited only p-Nph-5’TMP hydrolysis. 
On the other hand, sodium azide, in high concentrations, ANGII and gadolinium 
chloride just changed ATP or ADP or both hydrolysis. In the second chapter, we 
show that ANGII was able to increase ATP, ADP and AMP hydrolysis in platelets 
from rats in all tested dosis (5, 50, 500 e 5000 picomoles). However, no 
modification was observed regarding p-Nph-5'TMP hydrolysis. Additionally, we 
verified an increase on AMP hydrolysis and a reduction on p-Nph-5'TMP hydrolysis 
in platelets from spontaneously hypertensive rats (SHR) when compared to Wistar 
normotensive rats. Finally, this work shows the kinetic and biochemistry 
characterization of an E-NPP enzyme on the intact platelet surface as being part of 
a complex system for nucleotide hydrolysis that could contribute for the antiplatelet 
therapies and vascular diseases treatment. In addition, we present some results 
showing interactions between rat platelet angiotensinergic and adenosinergic 
systems that could contribute to the understanding and treatment of cardiovascular 
diseases such as hypertension and atherosclerosis.  
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3. LISTA DE ABREVIATURAS 

ADP – adenosina 5'-difosfato 

AMP – adenosina 5'-monofosfato 

AMPc – adenosina 5'-monofosfato cíclico 

ANGII – angiotensina II 

ApnA – diadenosina 5', 5'''- P1,Pn- n fosfato 

ATP – adenosina 5'-trifosfato 

DAG – diacilglicerol 

ECA – enzima conversora de angiotensina 

(E-)NPP – (Ecto-)nucleotídeo pirofosfato/fosfodiesterase 

(E-)NTPDase – (Ecto-)nucleosídeo trifosfato difosfoidrolase 

i.p. - intraperitoneal 

IP3 – inositol-1,4,5-trifosfato  

LOS – losartan 

Pi – fosfato inorgânico 

PKC – proteína cinase C 

p-Nph-5'-TMP – p-nitrofenil-5'-timidina monofosfato éster 

SHR – (spontaneously hypertensive rats)/ ratos espontaneamente hipertensos 

SRA – sistema renina-angiotensina 

TCA – ácido tricloroacético 

TXA2 – tromboxano A2  
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4. INTRODUÇÃO 

 

4.1. PLAQUETAS 

 

4.1.1. Características Estruturais das Plaquetas 

 

 As plaquetas sangüíneas ou trombócitos são fragmentos citoplasmáticos 

anucleados produzidos em conseqüência da ruptura dos megacariócitos - células 

precursoras extraordinariamente grandes e altamente especializadas da medula 

óssea (Italiano Jr & Shivdasani, 2003; Silbernagl & Despopoulos, 2003). As 

plaquetas circulam no sangue na forma de disco biconvexo e medem 

aproximadamente 3.7 ± 0.7 μm de diâmetro por 0.9 ± 0.2 μm de largura. Além 

disso, sua concentração sangüínea normal é de 150.000 a 350.000 por milímetro 

cúbico e seu tempo médio de vida na corrente sangüínea é de 7 a 10 dias (Mesa 

& Alfonso, 2000). 

 Na membrana externa da plaqueta, que se constitui por uma bicamada 

lipídica, estão presentes glicoproteínas, proteínas adesivas e fosfolipídeos. 

Adicionalmente, microtúbulos estão dispostos de maneira concêntrica na periferia 

da plaqueta, garantindo sua forma discóide e sua restistência à deformação (Mesa 

& Alfonso, 2000). Os trombócitos exibem um sistema de túbulos e vesículas 

derivados de invaginações da membrana plasmática que possibilita a livre 

comunicação entre a plaqueta e a sua superfície – o sistema canalicular aberto -, 

o qual atua como um canal para a liberação de substâncias endógenas durante a 

ativação plaquetária (Davey, 1982). Além da membrana plasmática e do sistema 
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canalicular aberto, a plaqueta apresenta membranas internas derivadas do retículo 

endoplasmático, denominadas sistema tubular denso, o qual serve, segundo 

alguns autores, para o estoque e liberação de cálcio (Herbener & Dean, 1988).  

O citoplasma da plaqueta é constituído por quatro tipo de grânulos 

delimitados por membrana (grânulos α, lisossomos, microperoxissomos e grânulos 

densos ou δ), algumas mitocôndrias e glicogênio. As proteínas dos grânulos α 

incluem fatores plaquetários específicos (fator IV), proteínas plasmáticas comuns 

(fibrinogênio e fibronectina) e proteínas sintetizadas pelos trombócitos 

(trombospondina, fator de von Willebrand e vários fatores de crescimento). As 

enzimas lisossomais incluem N-acetilglicosaminidases, β-galactosidases, 

catepsinas e colagenases. Os microperoxissomos possuem atividade 

peroxidásica. Os grânulos densos contêm ADP, ATP, Ca2+, serotonina e 

pirofosfato (Bennett, 1990; Qawi & Robson, 2000). Nestes grânulos estão 

presentes cerca de 60% da quantidade total dos nucleotídeos da adenina contidos 

nas plaquetas. Entretanto, estas moléculas podem também ser encontradas no 

citosol e nas mitocôndrias dos trombócitos. ATP e ADP são liberados para o meio 

extracelular em resposta à estimulação ou ativação plaquetária (Holmsen, 1985). 

 

4.1.2. Adesão, Ativação e Agregação Plaquetária 

 

A principal função das plaquetas sangüíneas está relacionada à 

manutenção da integridade vascular. Normalmente, elas circulam intactas no 

sangue sem serem ativadas pelo endotélio vascular. Isto ocorre devido à carga 

negativa das superfícies das plaquetas e das células endoteliais vasculares, as 
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quais são eletrostaticamente repulsivas, dificultando a formação de trombos 

(Rodrigues, 1992).  

Os trombócitos promovem a hemostasia primária e secundária que 

acontecem posteriormente a alguma lesão nos vasos sangüíneos. Desta maneira, 

os eventos iniciais são modulados pela exposição dos componentes do vaso 

sangüíneo, tais como microfibrilas, membrana basal e colágeno. 

Concomitantemente, ocorre a adesão plaquetária à matriz subendotelial (Figura 1) 

e acontece a ativação plaquetária (Marcus et al., 2003a). A palavra "adesão" 

descreve a interação entre as plaquetas e qualquer outro tipo celular diferente, 

enquanto que "agregação" se refere exclusivamente à interação entre duas 

plaquetas (Lopez-Farré, 2001).  

A ativação plaquetária é, em geral, iniciada pela exposição a um agonista 

plaquetário que se liga a receptores de superfície e engatilha uma cascata de 

eventos bioquímicos. A trombina, o colágeno, o ADP, a epinefrina e o tromboxano 

A2 (TXA2) são estímulos fisiológicos para a ativação plaquetária. Os eventos 

posteriores têm elementos comuns e outros que se diferenciam, especialmente 

como resultado da estimulação de receptores específicos (Mesa & Alfonso, 2000). 

Após a ligação do agonista ao receptor, os segundos-mensageiros inositol-

1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) são formados e modulam vias de 

ativação independentes, podendo atuar sozinhos ou sinergisticamente. O IP3 se 

liga a receptores do sistema tubular denso, principal local de estoque de Ca2+, 

fazendo com que as concentrações citoplasmáticas deste íon aumentem, o qual, 

por interagir com a calmodulina, acaba por promover o rearranjo do citoesqueleto 

das plaquetas. Além disso, a ligação do IP3 ao sistema tubular denso e o aumento 
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do cálcio intracelular, medeiam a oxidação citosólica do ácido araquidônico a 

TXA2, que posteriormente é liberado da plaqueta. As altas concentrações de Ca2+ 

também promovem a secreção dos grânulos α e denso através do sistema 

canalicular aberto, o que ativa as plaquetas vizinhas e leva à agregação e à 

formação do "tampão" plaquetário. O DAG causa a ativação da proteína cinase C 

(PKC), o que contribui para a liberação do conteúdo dos grânulos α e denso, 

sendo este processo denominado de secreção (Jin et al., 2005). 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 1: As plaquetas em repouso apresentam uma forma discóide (esquerda). Quando são expostas a 
agentes pró-agregantes, elas aderem ao substrato, estendem numerosos filopódios (centro) e, então, se 
espalham (direita). As mudanças na morfologia resultam de complexos rearranjos do citoesqueleto de actina
que se liga à membrana plasmática. Adaptado de Molecular Cell Biology, Lodish, 5ª edição.

FIGURA 1: As plaquetas em repouso apresentam uma forma discóide (esquerda). Quando são expostas a 
agentes pró-agregantes, elas aderem ao substrato, estendem numerosos filopódios (centro) e, então, se 
espalham (direita). As mudanças na morfologia resultam de complexos rearranjos do citoesqueleto de actina
que se liga à membrana plasmática. Adaptado de Molecular Cell Biology, Lodish, 5ª edição.

 

A agregação ocorre depois da adesão e é definida como uma reação de 

plaquetas ativadas entre si. Um elemento que distingue os agentes indutores de 

agregação plaquetária é o peso relativo que têm a síntese de TXA2 e a secreção 

do conteúdo dos grânulos no resultado final. O ADP, por exemplo, em baixas 

concentrações (0.1 a 1.0 μM), produz uma primeira fase de agregação reversível, 

com duração de cerca de 30 segundos, e que é conseqüência do sinal de ativação 

do receptor (Mesa & Alfonso, 2000). A esta primeira fase, se segue uma segunda, 

que ocorre em altas concentrações de ADP (2 a 5 μM), a qual é irreversível, 

dependente da síntese de tromboxano A2 e acompanhada da liberação do 

conteúdo dos grânulos α e densos (Colman, 1990). 
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4.2. SISTEMA PURINÉRGICO 

 

 4.2.1. O Papel das Purinas e dos Purinoceptores no Sistema Vascular 

 

É amplamente reconhecido que a sinalização purinérgica é um sistema 

primitivo envolvido em muitos mecanismos neuronais e não neuronais e em 

eventos de curta e longa duração, incluindo secreção exócrina e endócrina, 

respostas imunes, inflamação, dor, agregação plaquetária, vasodilatação mediada 

pelo endotélio, proliferação e morte celular (Burnstock, 2004).  

Os receptores purinérgicos foram definidos pela primeira vez em 1976 e, 

dois anos mais tarde, foram distinguidos dois tipos de purinoceptores, identificados 

como P1 e P2 (Burnstock, 2004). Os receptores P1 preferencialmente 

reconhecem a adenosina e são identificados quatro subtipos de receptores 

acoplados à proteína G: A1, A2A, A2B e A3 (Fredholm et al., 1997). Com base em 

diferenças moleculares, bem como nos mecanismos de transdução de sinal, os 

receptores P2, seletivos para ATP e ADP, foram subdivididos em duas famílias 

principais: a família P2X, que são receptores ligados a um canal iônico, e a família 

P2Y, à qual pertencem purinoceptores metabotrópicos acoplados à proteína G 

(Abbrachio & Burnstock, 1994). Todas as células do sistema cardiovascular 

expressam um ou mais subtipos de receptores de purinas e os efeitos 

extracelulares das mesmas, em geral, estão relacionados à cardioproteção 

(Ralevic & Burnstock, 2003). 
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Os nucleotídeos extracelulares, ATP e ADP, bem como a adenosina, têm 

sido implicados em um grande número de funções fisiológicas (Kunapuli & Daniel, 

1998; Ralevic & Burnstock, 1998).  ATP e ADP podem ser liberados de cinco 

diferentes fontes no corpo e, subseqüentemente, alcançar órgãos-alvo: 1) o ATP é 

liberado juntamente com a norepinefrina dos neurônios simpáticos; 2) ATP e ADP 

são estocados nos grânulos densos das plaquetas e são liberados na corrente 

sangüínea sob ativação; 3) as células da medula adrenal também liberam 

nucleotídeos; 4) tanto as células musculares vasculares lisas como as células 

endoteliais transportam nucleotídeos do citosol através da membrana; e, 

finalmente, 5) o rompimento de células libera nucleotídeos celulares que têm 

vários efeitos sobre as plaquetas, células endoteliais, leucócitos e células 

vasculares musculares lisas durante uma injúria vascular (Kunapuli & Daniel, 

1998). 

Apesar de funções para as purinas extracelulares terem sido descritas logo 

após a descoberta do ATP, o interesse sobre esta molécula tinha como base o 

conceito de "ligação fosfato de alta energia" (Vassort, 2001). O ATP extracelular 

pode exibir efeitos opostos dependendo da concentração, da célula e do receptor 

em que atua. Quando é liberado como neurotransmissor pelos nervos simpáticos, 

atua sobre os receptores P2X localizados na musculatura lisa, produzindo 

vasoconstrição. Contrariamente, quando é liberado por células endoteliais, em 

situações de hipóxia, por exemplo, atua sobre os receptores P2Y destas células, 

levando à produção de óxido nítrico e, conseqüentemente, à vasodilatação. Este 

nucleotídeo também é capaz de exercer outros efeitos sobre o sistema vascular, 
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tais como: controle da proliferação celular em células endoteliais e musculares 

lisas, arritmia, hipertrofia cardíaca e apoptose (Ralevic & Burnstock, 2003). 

O principal efeito funcional do ADP é a estimulação da agregação das 

plaquetas, uma parte importante do processo hemostático (Boarder & Hourani, 

1998). Portanto, o controle dos níveis extracelulares de ADP, principalmente por 

ectonucleotidases de membrana ou na forma solúvel, é fundamental para a 

regulação dos processos trombóticos e/ou hemorrágicos. A relação deste 

nucleotídeo com os trombócitos será apresentada no tópico seguinte. Em adição, 

o ADP pode atuar nos receptores P2Y1 das células endoteliais e musculares lisas, 

causando dilatação (Ralevic & Burnstock, 2003). 

A adenosina é tanto um precursor quanto um metabólito dos nucleotídeos 

da adenina. As fontes de adenosina na circulação incluem o ATP e o ADP 

liberados pelas plaquetas, o AMP liberado pelos neutrófilos, o ATP liberado pelas 

células endoteliais, a adenosina que é carreada das células sangüíneas para o 

plasma por transportadores de nucleosídeos e a adenosina do interstício que se 

difunde para o espaço vascular através de fendas entre as células endoteliais 

adjacentes na parede dos capilares (Shryock & Belardinelli, 1997). A adenosina 

exerce múltiplos efeitos protetores em diferentes processos fisiopatológicos, tais 

como: proteção tecidual contra isquemia em casos de reperfusão; diminuição da 

pressão arterial através da vasodilatação em casos de hipertensão; proteção 

contra a arteriosclerose por meio da vasodilatação, da proliferação celular e do 

aumento na expressão de fatores de crescimento endoteliais; controle da 

taquicardia através da bradicardia mediada pelos receptores A1 sinoatriais; 

diminuição da dor por meio dos receptores A1 inibitórios dos nervos sensoriais; 
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inibição da agregação plaquetária, entre outros (Mubagwa et al., 1996; Shryock & 

Belardinelli, 1997; Ralevic & Burnstock, 2003). 

 

4.2.2. Plaquetas e Nucleotídeos 

 

Cerca de 90% dos nucleotídeos presentes nas plaquetas são constituídos 

por nucleotídeos da adenina. Outros componentes são os nucleotídeos da 

guanina e os dinucleotídeos (Ap3A e Ap4A) (Luthje & Ogilvie, 1983). O reservatório 

metabólico, localizado no citosol e nas mitocôndrias, é utilizado para a 

manutenção do consumo energético da plaqueta. Por outro lado, os nucleotídeos 

da adenina estão presentes em altas concentrações nos grânulos densos das 

plaquetas e são liberados para a circulação quando estas são expostas a agentes 

pró-agregantes, reforçando a agregação plaquetária (Bithell, 1993; Gachet, 2005). 

O ATP tem sido considerado como um inibidor da agregação plaquetária 

induzida por ADP (Coade & Pearson, 1989). O ADP é conhecido desde 1961 por 

ativar os trombócitos e por desempenhar um papel chave na função plaquetária 

porque, quando é secretado dos grânulos densos, amplifica as respostas das 

plaquetas induzidas por outros agonistas (Cattaneo & Gachet, 2001).  

Tem sido demonstrado que os nucleotídeos da adenina atuam sobre as 

plaquetas através de três receptores purinérgicos: P2X1 (receptor ionotrópico que 

leva ao rápido influxo de cálcio para o citosol), P2Y1 (receptor metabotrópico que 

mobiliza cálcio dos estoques internos, o que acaba por engatilhar o processo de 

agregação) e P2Y12 (receptor acoplado à proteína G que estabiliza os agregados 

de plaqueta) (André et al., 2003) (Figura 2).  Este último é o alvo molecular das 



 
 

13 

drogas anti-agregação plaquetária seletivas para ADP, ticlopidina e clopidogrel. 

Além disso, o P2Y12 é defectivo em pacientes com doenças de sangramento, 

caracterizadas por um prejuízo seletivo das respostas plaquetárias ao ADP 

(Cattaneo & Gachet, 2001). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 2: Diferentes subtipos de receptores de ADP. Existem três principais receptores de 
ADP na plaqueta. Através de vários sistemas de segundos-mensageiros, estes receptores 
contribuem para a ativação, mudança de forma, secreção e agregação plaquetária. Adaptado de 
Bhatt & Topol, Nature Reviews 2: 15-28, 2002.

FIGURA 2: Diferentes subtipos de receptores de ADP. Existem três principais receptores de 
ADP na plaqueta. Através de vários sistemas de segundos-mensageiros, estes receptores 
contribuem para a ativação, mudança de forma, secreção e agregação plaquetária. Adaptado de 
Bhatt & Topol, Nature Reviews 2: 15-28, 2002.

 

Tendo em vista a evidente participação das purinas em diferentes 

processos envolvidos na funcionalidade cardiovascular normal, deve-se atentar 

para o fato de que distúrbios ou prejuízos na sinalização purinérgica podem estar 

relacionados ao desenvolvimento de patologias vasculares. Desta maneira, a 

manutenção da sinalização purinérgica normal, incluindo desde as moléculas 

sinalizadoras, até seus receptores e suas enzimas de degradação, têm se 

mostrado importantes alvos para o tratamento de doenças cardiovasculares 

(Ralevic & Burnstock, 2003).  
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4.2.3. Ectonucleotidases 

 

Os nucleotídeos extracelulares são degradados por uma cascata de 

hidrólise extracelular que resulta na formação do respectivo nucleosídeo e fosfato 

livre. O sítio catalítico das ectonucleotidases está voltado para o meio extracelular. 

Elas são, em geral, proteínas ligadas à membrana, porém isoformas 

extracelulares clivadas e solúveis também existem.  A atividade catalítica máxima 

é adaptada ao meio extracelular e requer a presença de cátions divalentes, tais 

como cálcio ou magnésio, e um pH levemente alcalino. Além disso, na maioria dos 

casos, os valores de KM estão na faixa micromolar. O principal papel funcional 

destas enzimas é o término da sinalização por nucleotídeos, acompanhado pela 

recaptação de purinas (Zimmermann, 2000).  

Alguns trabalhos têm demonstrado que membros de várias famílias de 

ectonucleotidases podem contribuir para a degradação extracelular dos 

nucleotídeos. Estas famílias revelam não somente uma sobreposição de 

distribuição tecidual, mas também de especificidades por substratos. Desta forma, 

nucleosídeos di e trifosfatos podem ser hidrolisados por membros das famílias E-

NTPDase (Ecto-nucleosídeo trifosfato difosfoidrolase, apirase, ATP-

difosfoidrolase, EC 3.6.1.5), E-NPP (Ecto-nucleotídeo 

pirofosfatase/fosfodiesterase, PDEase, EC 3.1.4.1) e fosfatases alcalinas. Os 

nucleotídeos monofosfatos estão sujeitos à hidrólise pela ecto-5'-nucleotidase e 

pelas fosfatases alcalinas (Zimmermann, 2001). Embora haja controvérsia, alguns 
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autores acreditam que os nucleotídeos monofosfatos também possam ser 

hidrolisados por alguns membros da família E-NPP (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 3: Prognóstico da topografia das ectonucleotidases de membrana. As NTPDases 1 – 4 são ligadas à membrana 
plasmática por dois domínios transmembrana (N e C-terminal). As NTPDases 5 e 6 perdem o domínio transmembrana C-terminal e 
podem ser clivadas próximo ao domínio N-terminal (setas) para formar uma proteína solúvel e liberada. Os quadros escuros 
representam a posição das cinco regiões conservadas da apirase. As NTPDases 1 – 3 são ectonucleotidases típicas. A NTPDase 
4 está localizada intracelularmente. As NTPDases 5 e 6 estão localizadas intracelularmente, mas podem ser clivadas e liberadas 
das células. A NTPDase 7 está localizada em vesículas intracelulares e a NTPDase 8 prefere sutilmente o ATP ao ADP. Os 
membros da família E-NPP são proteínas transmembrana tipo II com potencial para se tornar formas solúveis. As quatro formas de 
fosfatases alcalinas, bem como a ecto-5’-nucleotidase são ancoradas por glicosilfosfatidil inositol (GPI). Todas as proteínas listadas 
são glicoproteínas. Adaptado de Zimmermann H. Drug Develop Res 52: 44-56, 2001. 
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Diversos estudos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa têm 

evidenciado a importância das ectonucleotidases, caracterizando estas atividades 

enzimáticas e verificando o efeito de diferentes compostos sobre as mesmas em 

diferentes frações biológicas (Sarkis & Saltó, 1991; Battastini et al., 1991; 

Frassetto et al., 1993; Bonan et al., 2001; Oses et al., 2004; Fürstenau et al., 2004; 

Buffon et al., 2004; Rücker et al., 2005). 

 

4.2.3.1. Ecto-nucleosídeo trifosfato difosfoidrolase (E-NTPDase) 

  

 Ecto-nucleosídeo trifosfato difosfoidrolase (E-NTPDase, apirase, ATP-

difosfoidrolase, EC 3.6.1.5) designa uma família de proteínas transmembrana que 

catalisa a hidrólise dos fosfatos γ e/ou β dos nucleotídeos (Zimmermann H, 2001), 
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produzindo AMP. A atividade das NTPDases tem sido relacionada a diferentes 

processos, tais como neurotransmissão, função cardíaca, agregação plaquetária, 

adesão celular, tônus vascular, secreção hormonal, resposta imune, entre outros 

(Zimmermann, 1996). 

 Estas enzimas hidrolisam ATP e ADP com diferentes velocidades. A 

NTPDase 1 (CD 39) hidrolisa ATP e ADP igualmente bem, enquanto que  a 

NTPDase 2 (CD39L1) prefere os trifosfonucleosídeos, numa proporção de 30:1. A 

NTPDase 3 e 8 preferem o ATP ao ADP, numa relação de cerca de 3:1 e 2:1, 

respectivamente (Lavoie et al., 2004). 

As NTPDases 4 – 7 estão associadas com membranas de organelas 

intracelulares. A NTPDase 4 prefere UDP como substrato e está ancorada à 

membrana do aparelho de Golgi; já as NTPDases 5 e 6 têm preferência por 

nucleosídeos difosfatos e possuem um único domínio transmembrana próximo ao 

N-terminal, sendo que a forma 5 está ligada ao retículo endoplasmático e a forma 

6 encontra-se ancorada ao aparelho de Golgi. Além disso, uma forma solúvel 

destas enzimas pode ser secretada após sofrer uma clivagem proteolítica. 

Finalmente, a NTPDase 7 prefere nucleosídeos trifosfatos e está localizada em 

vesículas intracelulares (Lavoie et al., 2004). 

 As NTPDases modulam efeitos fisiológicos e patológicos dos nucleotídeos 

liberados, o que é, particularmente, interessante para a hemostasia e 

tromborregulação. Além disso, as NTPDases são um importante sistema de 

controle para vários aspectos da transdução de sinal purinérgica (Marcus et al., 

2003b). Diferentes grupos de pesquisa têm evidenciado a importância das 

ectonucleotidases no sistema vascular. A NTPDase 1 (CD39) tem sido apontada 
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como a nucleotidase mais abundante na superfície luminal dos vasos sangüíneos 

(Kaczmarek et al., 1996), sendo, portanto, a principal NTPDase envolvida na 

regulação intravascular dos níveis de ATP e ADP, podendo modular possíveis 

efeitos patológicos dos nucleotídeos liberados na reatividade plaquetária (Marcus 

et al., 2005). 

 

4.2.3.2. Ecto-nucleotídeo pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP) 

 

A família das ecto-nucleotídeo pirofosfatases/fosfodiesterases (E-NPP, 

PDEase, EC 3.1.4.1) consiste de sete ecto-enzimas estruturalmente relacionadas 

(Stefan et al., 2005). As E-NPPs são glicoproteínas transmembrana tipo II capazes 

de hidrolisar 3'-5'-AMPc a AMP; ATP a AMP e PPi; ADP a AMP e Pi; NAD+ a AMP 

e nicotinamida mononucleotídeo; e APnA a Apn-1A e AMP (Zimmermann, 2001). 

Membros da família E-NPP incluem o antígeno de diferenciação celular de 

murinos (NPP1), a NPP2 (PD-Iα, autotaxin) e a NPP3 (PD-Iβ, B10, gp130RB13-6) 

(Zimmermann, 2000). Elas apresentam uma distribuição distinta, mas que se 

sobrepõe e têm sido detectadas em quase todos os tecidos (Bollen et al., 2000).  

Múltiplos papéis fisiológicos para as E-NPPs têm sido descritos: 

mineralização óssea, digestão, proliferação e motilidade celular, reciclagem de 

nucleotídeos e modulação da sinalização purinérgica (Bollen et al., 2000; Goding 

et al., 2003). Em associação com outras ecto-enzimas que hidrolisam 

nucleotídeos, as E-NPPs podem modular a sinalização por nucleotídeos. Por 

exemplo, a NPP1 e a ecto-5’-nucleotidase têm sido implicadas na mediação da 

sinalização via purinoceptores em várias linhagens celulares devido à sua ação 



 
 

18 

combinada que converte uma sinalização pelo ATP via purinoceptores P2 em uma 

sinalização por adenosina via purinoceptores P1 (Grobben et al., 2000, Lazarowski 

et al., 2000). Além disso, importantes estudos envolvendo esta atividade 

enzimática no sistema circulatório também foram realizados, evidenciando sua 

contribuição como um marcador bioquímico para uma doença hepática e para a 

supressão da agregação plaquetária induzida por ADP (Sakura et al., 1998), bem 

como sua associação com o desenvolvimento da síndrome coronariana aguda 

(Sakura et al., 2003). 

 

4.2.3.3. Ecto-5'-nucleotidase 

 

A ecto-5'-nucleotidase (CD73, EC 3.1.3.5) também participa do 

metabolismo dos nucleotídeos da adenina, atuando em conjunto com as 

NTPDases ou NPPs. O AMP, resultante da hidrólise do ATP e ADP, é convertido à 

adenosina pela 5'-nucleotidase. Esta enzima é amplamente distribuída em 

bactérias, células de plantas e tecidos de vertebrados, sendo classificada em 

quatro grupos de acordo com a localização celular e propriedades bioquímicas: 

uma ecto-5'-nucleotidase ancorada à membrana plasmática, uma forma solúvel e 

duas formas citoplasmáticas. A atividade catalítica desta enzima controla os níveis 

intracelulares e extracelulares de AMP e adenosina, que exibe propriedades 

vasodilatadoras e inibe a agregação plaquetária (Kawashima Y, 2000). 
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4.3. SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA (SRA) 

  

 O sistema renina-angiotensina é o principal regulador da função renal e 

cardiovascular, desenvolvendo um papel fundamental na homeostasia da pressão 

arterial e do balanço eletrolítico (Ferreira & Santos, 2005). Havendo uma queda 

aguda da pressão renal média, abaixo de cerca de 90 mmHg, a secreção de 

renina é elevada via baroceptores renais e, com isso, eleva-se a concentração 

plasmática de renina. A renina é uma peptidase que cliva o substrato 

angiotensinogênio, produzido e secretado pelo fígado, formando a angiotensina I. 

A enzima conversora de angiotensina (ECA), existente no pulmão, cliva a 

angiotensina I retirando dois aminoácidos, surgindo, cerca de 30 a 60 minutos 

após a queda da pressão arterial, a angiotensina II (Silbernagl & Despopoulos, 

2003). 

  

4.3.1. Angiotensina II (ANGII) 

 

A ANGII é um octapeptídeo (ASP-ARG-VAL-TYR-ILE-HIS-PRO-PHE) com 

múltiplas ações biológicas, caracterizando-se como o principal efetor do sistema 

renina-angiotensina (Marks et al., 1996; Álvarez et al., 2004).  

As ações da angiotensina II são mediadas pelos receptores AT1 e AT2. O 

receptor AT1 pertence à superfamília de receptores acoplados à proteína G. Ele é 

expresso em numerosos tecidos, incluindo adrenal, rim, coração, aorta, pulmão, 

fígado, testículos, glândula pituitária e cérebro. O gene do receptor AT2 é expresso 

em níveis altíssimos em tecidos fetais, mas declina significativamente em muitos 

tecidos após o nascimento (Gasparo et al., 2000). 
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A ANGII exibe efeitos opostos ao ligar-se aos dois subtipos de receptores 

citados anteriormente. Dessa maneira, quando se liga ao receptor AT1, a 

angiotensina II é capaz de promover vasoconstrição e efeitos pressores, além de 

trombose, inflamação e hipertrofia vascular e miocárdica. Por outro lado, quando 

este peptídeo se liga ao receptor AT2, processos como vasodilatação, inibição da 

proliferação celular, apoptose e efeitos anti-hipertensivos e cardioprotetores são 

observados (Akdemir et al., 2004; Ferreira & Santos, 2005). 

 Uma vez que a ANGII é o principal regulador da pressão sangüínea, da 

secreção de aldosterona e da homeostase dos fluidos, e por ser um fator 

etiológico importante na hipertensão e em outras desordens cardiovasculares, o 

bloqueio da formação ou da ação deste peptídeo, por inibidores da ECA ou por 

antagonistas de receptores, é de extrema importância terapêutica (Gasparo et al., 

2000). Portanto, o losartan (LOS), um antagonista seletivo dos receptores AT1, 

vem sendo utilizado com sucesso para contrabalançar os efeitos da angiotensina 

II. 

 

4.3.2. Angiotensina II e Ativação plaquetária 

 

Múltiplos fatores, tais como adesão plaquetária ao subendotélio, agregação 

e recrutamento de trombócitos, estão envolvidos na formação de um trombo. A 

ANGII induz fisiologicamente a ativação das plaquetas, possivelmente devido às 

suas propriedades vasoconstritoras. Portanto, teoricamente, bloqueando-se a 

produção e a ação da angiotensina II poderiam ser observados efeitos anti-

plaquetários diretos (Brown & Vaughan, 2000; Larsson et al., 2000). Além disso, a 
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agregação plaquetária espontânea é largamente relatada em casos de 

hipertensão (Pravenec et al., 1992). Muitos pesquisadores têm mostrado que 

vários parâmetros da ativação plaquetária são normalizados com o tratamento 

desta doença (Blann et al., 2003; Riondino et al., 1999; Erne et al., 1984).  

 

4.3.3. Angiotensina II e Sistema Purinérgico 

 

A habilidade da adenosina em diminuir a pressão arterial, bem como seus 

efeitos vasodilatadores, já são conhecidos desde 1929. Além disso, sabe-se que 

ela é capaz de inibir a liberação de renina e este efeito é potencializado sempre 

que o sistema renina-angiotensina está ativado (Sousa et al., 2002). A 

angiotensina II, além dos seus efeitos vasoconstritores, produz mudanças 

estruturais nos vasos sangüíneos por mecanismos não relacionados à pressão 

(Kawasaki et al., 1982). As mudanças tróficas induzidas pela angiotensina II são 

similares àquelas descritas para a hipertensão devido ao uso de um antagonista 

não seletivo (DPSPX) de receptores de adenosina (Albino-Teixeira et al., 1991). 

Além disso, estudos prévios demonstram que a ativação de receptores A1 de 

adenosina pode proteger as células cardíacas da apoptose induzida por 

angiotensina II, enquanto que a ativação de receptores A3 confere uma 

cardioproteção parcial (Goldenberg et al., 2003). Neste sentido, torna-se 

extremamente interessante elucidar as possíveis interações entre a adenosina e 

angiotensina II sob os mais diferentes aspectos, incluindo o estudo sobre as 

atividades de ectonucleotidases. 
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5. OBJETIVOS 

 

1. Sabendo-se que concentrações micromolares de ADP são necessárias para 

induzir a ativação plaquetária e que uma grande quantidade deste nucleotídeo é 

liberada durante este processo – podendo levar a uma razoável produção de 

trombos e, até mesmo, provocar a oclusão de vasos sangüíneos –, é interessante 

atentar para a possibilidade de existência de múltiplos sistemas para hidrólise 

extracelular de nucleotídeos por plaquetas. Desta maneira, nosso primeiro objetivo 

foi caracterizar cineticamente e estudar as propriedades bioquímicas da ecto-

nucleotídeo pirofosfatase/ fosfodiesterase (E-NPP) em plaquetas de ratos, como 

sendo parte de um complexo e fino mecanismo de regulação dos níveis de 

nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares circulantes. 

 

 

2. Levando-se em conta que o processo trombótico mediado pelas plaquetas 

é um sistema altamente complexo, dada a relevância deste mesmo processo nas 

doenças cardiovasculares (as quais afetam cerca de 15% da população com mais 

de 40 anos) e, ainda, sabendo-se que a angiotensina II pode participar do 

processo trombótico, o segundo objetivo deste trabalho é esclarecer, mesmo que 

em parte, os efeitos da ANG II sobre a hidrólise extracelular de nucleotídeos por 

ecto-enzimas de plaquetas de ratos. 
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1. CAPÍTULO I  

 

 

 

Ecto-nucleotide pyrophosphatase/ phosphodiesterase as part of a multiple system 

for nucleotide hydrolysis by platelets from rats: kinetic characterization and 

biochemical properties 
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2. CAPÍTULO II 

 

ARTIGO EM PREPARAÇÃO 

 

INTRODUÇÃO 

 

 Os nucleotídeos, assim como os nucleosídeos, exercem uma grande 

variedade de respostas teciduais mediadas por receptores (Abbracchio & 

Burnstock, 1998). A participação dos nucleotídeos, ATP e ADP, na regulação do 

fluxo sangüíneo tem se tornado cada vez mais clara. O ADP atua sobre as 

plaquetas regulando sua agregação e modificando sua forma (Coukell & Markham, 

1997). O ATP, por sua vez, inibe competitivamente a agregação plaquetária 

induzida por ADP (Coade & Pearson, 1989). Além disso, o nucleosídeo adenosina 

é reconhecido por suas propriedades vasodilatadoras, por diminuir a pressão 

arterial e por inibir a agregação plaquetária (Shryock & Belardinelli, 1997).  

A principal função das plaquetas está relacionada à manutenção da 

integridade vascular, promovendo a hemostasia primária e secundária que 

acontecem posteriormente a alguma lesão nos vasos sangüíneos. Desta maneira, 

os eventos iniciais são modulados pela exposição dos componentes do vaso 

sangüíneo. Conjuntamente, acontece a adesão plaquetária à matriz subendotelial 

e dá-se a ativação das plaquetas (Marcus et al., 2003a). Entre os diferentes 

mecanismos de ativação plaquetária, inclui-se a ativação do sistema renina-

angiotensina (SRA) (Blann et al., 2003). A angiotensina II é um peptídeo 

vasoconstritor que pode participar do processo trombótico, uma vez que as 
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plaquetas expressam o receptor AT1 de ANG II em sua superfície (Crabos et al., 

1993).  

A agregação plaquetária espontânea é amplamente relatada em casos de 

hipertensão (Pravenec et al., 1992). Alguns pesquisadores têm mostrado que 

vários parâmetros da ativação plaquetária são normalizados com o tratamento 

desta doença (Blann et al., 2003; Riondino et al., 1999; Erne et al., 1984). 

Fisiologicamente, a angiotensina II induz a ativação das plaquetas. Portanto, 

teoricamente, bloqueando-se a produção e a ação de ANGII, tanto pelo uso de 

inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA), quanto pelo uso de 

bloqueadores do receptor AT1, poderiam ser observados efeitos anti-plaquetários 

diretos (Larsson et al., 2000; Brown & Vaughan, 2000).  

Estudos anteriores demonstraram que a angiotensina II é capaz de induzir 

mudanças tróficas semelhantes às descritas para a hipertensão devido ao uso do 

antagonista não seletivo de receptores de adenosina (DPSPX) (Albino-Teixeira et 

al., 1991). Em adição, trabalhos prévios relataram que a ativação de receptores A1 

de adenosina pode proteger as células cardíacas da apoptose induzida por 

angiotensina II, enquanto que a ativação de receptores A3 confere uma 

cardioproteção parcial (Goldenberg et al., 2003). Sabe-se ainda que a adenosina é 

capaz de inibir a liberação de renina – e, portanto, a síntese de mais angiotensina 

II –, e que este efeito é potencializado sempre que o sistema renina-angiotensina 

está ativado (Sousa et al., 2002). 

Sabe-se que as plaquetas expressam um complexo multienzimático 

responsável pela hidrólise extracelular de nucleotídeos em sua superfície, 
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constituído pelas enzimas E-NTPDase (CD39, apirase, EC 3.6.1.5), E-NPP 

(PDEase, EC 3.1.4.1) e ecto-5'-nucleotidase (CD73, EC 3.1.3.5) (Frassetto et al., 

1993; Fürstenau et al., In press, 2005). A ação conjunta deste sistema de enzimas 

é capaz de converter ATP, ADP e AMP a adenosina. 

Neste sentido, é interessante considerar que a angiotensina II pode 

participar do processo trombótico mediado pelas plaquetas, que o sistema renina-

angiotensina está ativado durante a ativação dos trombócitos e que a adenosina, 

produto final da cascata de hidrólise dos nucleotídeos da adenina pelo complexo 

multienzimático expresso na superfície plaquetária descrito anteriormente, exerce 

efeitos opostos aos promovidos pela ANGII. Portanto, neste segundo trabalho, 

nosso objetivo foi elucidar os possíveis efeitos da angiotensina II sobre as 

atividades de ectonucleotidases de plaquetas intactas de ratos. Adicionalmente, 

levando-se em conta que a agregação plaquetária é amplamente relatada em 

casos de hipertensão, investigamos o efeito da hipertensão genética induzida por 

fenótipo sobre as hidrólises de ATP, ADP, AMP e p-Nph-5'TMP por plaquetas de 

ratos espontaneamente hipertensos em comparação com ratos Wistar 

normotensos da mesma idade. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Reagentes 

Substratos (ATP, ADP, AMP e p-Nph-5'-TMP), angiotensina II, Trizma Base 

e EDTA foram comprados da Sigma Chemical Company (St. Louis, USA). O gel 



 
 

36 

"Sepharose 2B" (Pharmacia) foi gentilmente doado pela Dra. Maria Rosa C. 

Schetinger e foi deaerado em uma bomba de vácuo antes de ser empacotado em 

uma coluna de polietileno. Todos os demais reagentes utilizados foram de alto 

grau de pureza. 

 

Protocolo Experimental 

Inicialmente, ratos machos Wistar pesando em torno de 250-300 gramas, 

provenientes do Biotério do Departamento de Bioquímica, mantidos em condições 

controladas de temperatura e luz (24ºC, 12 horas claro/ 12 horas escuro) e sob 

dieta com ração para ratos e água à vontade, foram sedados com éter etílico e 

posteriormente injetados intraperitonealmente com 5 mL de solução salina (NaCl 

0.9%) ou com 5 mL de solução de angiotensina II em diferentes concentrações (1, 

10, 100 e 1000 nM, correspondendo à doses de 5, 50, 500 e 5000 picomóis, 

respectivamente), conforme protocolo previamente descrito (Álvarez et al., 2004). 

Em cada grupo experimental, 4 horas após a injeção intraperitoneal (i.p.) de salina 

ou ANGII, os animais foram decapitados, o sangue foi coletado em tubos plásticos 

contendo citrato de sódio a 3.8g%, e as plaquetas foram isoladas para a 

realização dos ensaios enzimáticos. 

  

Ratos Espontaneamente Hipertensos (SHR) 

Os animais foram obtidos do Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo, onde eram mantidos em condições controladas de 

temperatura e luz (24ºC, 12 horas claro/ 12 horas escuro) e sob dieta com ração 

para ratos e água à vontade. As plaquetas foram isoladas e as atividades 
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enzimáticas foram comparadas com as de ratos Wistar normotensos da mesma 

idade e mantidos sob as mesmas condições. Os experimentos com estes animais 

foram realizados no Laboratório de Biologia Celular e Anatomia Funcional do 

Instituto de Ciências Biomédicas III da Universidade de São Paulo, em São Paulo. 

 

Isolamento e Obtenção das plaquetas 

Plaquetas em repouso foram isoladas exatamente como previamente 

descrito por Hantgan, 1984. Com a finalidade de se obter plaquetas normais e não 

danificadas, elas foram separadas por gel filtração numa coluna de Sepharose 2B 

com dimensões de 1.5 X 7.0 cm (Tangen et al., 1971). A coluna foi equilibrada 

com um tampão consistindo de 140 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM Hepes, 5.5 mM 

dextrose, 0.2 mM EGTA e 0.05g% azida de sódio, pH 6.8 (Tampão Tyrode sem 

Ca2+). As plaquetas foram eluídas com o mesmo tampão à temperatura ambiente. 

Frações de cerca de 0.5 mL foram coletadas e os tubos que apresentavam o 

maior conteúdo de plaquetas (determinado visualmente pela  turbidez) tiveram seu 

conteúdo utilizado para os experimentos subseqüentes. Materiais de polietileno ou 

siliconizados foram utilizados para todos os procedimentos de isolamento e 

incubação.  

 

Determinação da Proteína 

A proteína foi determinada pelo método do Coomassie Blue, utilizando-se 

albumina sérica bovina como padrão (Bradford, 1976). 
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Ensaio das atividades Ecto-nucleosídeo trifosfato difosfoidrolase (E-

NTPDase) e Ecto-5'-nucleotidase 

O meio de reação utilizado para ensaiar a atividade E-NTPDase continha 

50 mM Tris-HCl, 120 mM NaCl, 5.0 mM KCl, 60 mM glicose e 5.0 mM CaCl2, pH 

7.5, em um volume final de 200 μL. Aproximadamente 20 μg de plaquetas foram 

adicionadas por tubo e foram pré-incubadas por 10 minutos a 37ºC. A reação foi 

iniciada pela adição de 0.5 mM (concentração final) de ATP ou ADP. Após 60 

minutos de incubação, ácido tricloroacético (TCA), na concentração final de 5%, 

foi utilizado para parar a reação enzimática. O tempo de incubação e a quantidade 

de proteína utilizados nos ensaios foram escolhidos de maneira a garantir a 

linearidade da reação. A quantidade de fosfato inorgânico (Pi) liberado foi medida 

a partir do método colorimétrico previamente descrito por Chan et al., 1986. Os 

controles para corrigir a hidrólise não-enzimática do substrato foram realizados 

pela adição de plaquetas após a reação ter sido parada com TCA. Todas as 

dosagens foram realizadas em triplicata e as atividades enzimáticas estão 

geralmente expressas como nmol Pi liberado/minuto/mg de proteína. O ensaio da 

enzima ecto-5'-nucleotidase foi realizado de maneira semelhante ao da E-

NTPDase, com exceção de que 5.0 mM CaCl2  foi substituído por 5.0 mM MgCl2 e 

o substrato utilizado foi o AMP na concentração final de 0.5 mM. 

 

Ensaio da atividade Ecto-nucleotídeo pirofosfatase fosfodiesterase (E-NPP) 

A atividade fosfodiesterase foi acessada utilizando-se p-nitrofenil-5'-timidina 

monofosfato éster (p-Nph-5'TMP – um substrato artificial marcador que é usado 
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para ensaios in vitro desta atividade) como descrito anteriormente (Sakura et al., 

1998). O meio de reação contendo 50 mM Tris-HCl, 120 mM NaCl, 5.0 mM KCl, 

60 mM glicose e 0.5 mM CaCl2, pH 8.9 foi pré-incubado com aproximadamente 20 

μg de plaquetas por tubo por 10 minutos a 37ºC, em um volume final de 200 μL. A 

reação foi iniciada pela adição de p-Nph-5'TMP 0.5 mM. Após 80 minutos de 

incubação, a reação foi parada com a adição de 200 μL de NaOH 0.2 N. O tempo 

de incubação e a quantidade de proteína foram escolhidos de maneira a 

assegurar a linearidade da reação. A quantidade de p-nitrofenol liberado foi 

medida a 400 nm, utilizando-se um coeficiente de extinção molar de 18.8 X 10-3/ 

M/ cm. Os controles para corrigir a hidrólise não-enzimática do substrato foram 

realizados pela adição de plaquetas após a reação ter sido parada com NaOH. 

Todas as amostras foram realizadas em triplicata e as atividades enzimáticas 

estão geralmente expressas como nmol p-nitrofenol liberado/minuto/mg de 

proteína. 

 

RESULTADOS 

 

Efeito da angiotensina II sobre a hidrólise de ATP, ADP, AMP e p-Nph-5'-

TMP em plaquetas de ratos 

 As Figuras 1A, 1B e 1C mostram que as injeções intraperitoneais de 

angiotensina II em diferentes doses (5, 50, 500 e 5000 picomóis) foram capazes 

de aumentar significativamente a hidrólise de ATP, ADP e AMP, quando 

comparadas ao grupo controle que recebeu uma injeção de solução salina. A 

hidrólise de ATP foi aumentada, em média, em 21%, 31%, 44% e 27% quando os 
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animais foram injetados com 5, 50, 500 e 5000 picomóis ANGII, respectivamente. 

Para o ADP, o aumento encontrado foi de, aproximadamente, 22%, 28%, 78% e 

37%, para as mesmas doses. Com relação à hidrólise de AMP em plaquetas de 

ratos, a ANGII 5, 50, 500 e 5000 picomóis foi capaz de aumentá-la de maneira 

significativa em 40%, 64%, 60% e 64%, respectivamente. Por outro lado, nenhuma 

diferença significativa foi observada na hidrólise de p-Nph-5'TMP (Figura 1D) em 

nenhuma das doses de angiotensina II testadas. 

 

Hidrólise de ATP, ADP, AMP e p-Nph-5'TMP em plaquetas de ratos 

espontaneamente hipertensos (SHR) e Wistar normotensos 

Com o objetivo de avaliar o efeito da hipertensão arterial induzida por 

fenótipo sobre as atividades das enzimas de degradação de nucleotídeos em 

plaquetas, foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos. A hidrólise de 

AMP foi significativamente aumentada em 144%, enquanto que a hidrólise de p-

Nph-5'TMP sofreu um decréscimo estatisticamente significativo em torno de 27% 

em ratos espontaneamente hipertensos quando comparados a ratos Wistar 

normotensos da mesma idade. Entretanto, nenhuma modificação estatisticamente 

significativa foi observada com relação às hidrólises de ATP e ADP nas plaquetas 

de animais SHR em comparação aos animais Wistar normotensos (Figura 2). 
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FIGURAS 
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FIGURA 1A: Efeito da injeção intraperitoneal ANGII (5, 50, 500 e 5000 picomóis) sobre a 

hidrólise de ATP por plaquetas de ratos. Os resultados estão apresentados como média ± 

desvio padrão de, pelo menos, 6 experimentos independentes. * representa diferença 

estatisticamente significativa em relação ao grupo salina que recebeu uma injeção 

intraperitoneal de solução NaCl 0.9%. Os dados foram analisados utilizando-se ANOVA 

de uma via, seguida de post hoc de Duncan. A diferença estatisticamente significativa foi 

assumida para valores de P<0.05. 
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 FIGURA 1B: Efeito da injeção intraperitoneal ANGII (5, 50, 500 e 5000 picomóis) 

sobre a hidrólise de ADP por plaquetas de ratos. Os resultados estão apresentados como 

média ± desvio padrão de, pelo menos, 8 experimentos independentes. * representa 

diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo salina que recebeu uma 

injeção intraperitoneal de solução NaCl 0.9%. Os dados foram analisados utilizando-se 

ANOVA de uma via, seguida de post hoc de Duncan. A diferença estatisticamente 

significativa foi assumida para valores de P<0.05. 
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FIGURA 1C: Efeito da injeção intraperitoneal ANGII (5, 50, 500 e 5000 picomóis) sobre a 

hidrólise de AMP por plaquetas de ratos. Os resultados estão apresentados como média ± 

desvio padrão de, pelo menos, 7 experimentos independentes. * representa diferença 

estatisticamente significativa em relação ao grupo salina que recebeu uma injeção 

intraperitoneal de solução NaCl 0.9%. Os dados foram analisados utilizando-se ANOVA 

de uma via, seguida de post hoc de Duncan. A diferença estatisticamente significativa foi 

assumida para valores de P<0.05. 
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FIGURA 1D: Efeito da injeção intraperitoneal ANGII (5, 50, 500 e 5000 picomóis) sobre a 

hidrólise de p-Nph-5'TMP por plaquetas de ratos. Os resultados estão apresentados como 

média ± desvio padrão de, pelo menos, 8 experimentos independentes. * representa 

diferença estatisticamente significativa em relação ao grupo salina que recebeu uma 

injeção intraperitoneal de solução NaCl 0.9%. Os dados foram analisados utilizando-se 

ANOVA de uma via, seguida de post hoc de Duncan. A diferença estatisticamente 

significativa foi assumida para valores de P<0.05. 
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FIGURA 2: Hidrólise de ATP, ADP, AMP e p-Nph-5'TMP por plaquetas de ratos Wistar 

normotensos (barras brancas) e de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) (barras 

escuras) da mesma idade. Os dados estão apresentados como média ± desvio padrão e 

o número amostral está referido dentro das barras para cada grupo em cada um dos 

substratos avaliados. * representa diferença estatisticamente significativa em relação aos 

ratos Wistar normotensos. Os dados foram analisados utilizando-se o teste t de amostras 

independentes. A diferença estatisticamente significativa foi assumida para valores de 

P<0.05. 
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1. DISCUSSÃO 

 

É conhecido que as plaquetas sangüíneas estão intimamente relacionadas 

aos processos de tromborregulação e ao desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares (Bhatt & Topol, 2002). A sinalização purinérgica no sistema 

vascular tem o potencial de influenciar a função cardíaca, as repostas 

vasomotoras, a ativação plaquetária e os processos inflamatórios (Boeynaems & 

Pearson, 1990; Dubyak & El-Moatoassim, 1993).  

O ADP é o principal fator recrutador de plaquetas originado dos grânulos 

densos durante a ativação das plaquetas, enquanto que o ATP, derivado da 

mesma fonte, é considerado um inibidor competitivo da agregação induzida por 

ADP via receptores P2Y (Qawi & Robson, 2000). Além disso, o ATP estimula a 

produção de dois importantes vasodilatadores pelas células endoteliais: a 

prostaciclina e o óxido nítrico (Marcus & Safier, 1993). A adenosina é 

reconhecidamente uma molécula capaz de induzir vasodilatação e inibir a 

agregação dos trombócitos (Bakker et al., 1994). Neste contexto, a sinalização 

através dos nucleotídeos da adenina em plaquetas requer um fino mecanismo de 

controle, o qual pode ser alcançado, por exemplo, pela inativação do sinal via 

ectonucleotidases ou pelo bloqueio dos receptores de nucleotídeos. 

A ação dos nucleotídeos é terminada por uma cascata enzimática que 

degrada seqüencialmente nucleosídeos 5'-trifosfatos até seus respectivos 

nucleosídeos monofosfatos e fosfato livre ou pirofosfato. Existe um número 

significativo de enzimas de superfície com potencial para hidrolisar os 

nucleotídeos extracelulares e entre elas estão as E-NTPDases e as E-NPPs 
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(Zimmermann, 1999). Estudos prévios tem relatado que as células e tecidos 

podem co-expressar ectonucleotidases distintas que compartilham características 

comuns (Heine et al., 1999; Kukulski et al., 2003; Oses et al., 2004).  

Nosso grupo de pesquisa tem estudado alterações nas atividades das 

enzimas responsáveis pela degradação extracelular de nucleotídeos em diferentes 

condições patológicas e fisiológicas nas mais diversas frações biológicas, sendo 

que as ectonucleotidases de soro e plaquetas têm se mostrado particularmente 

alteradas. Por exemplo, um estudo realizado por Pochmann e colaboradores 

(2004) mostrou que a privação de hormônios esteróides aumenta 

siginificativamente as hidrólises de ATP, ADP e AMP no soro sangüíneo de ratos 

fêmea. Em um outro trabalho, Pochmann e colaboradores (2005) demonstraram 

que a privação hormonal é capaz de diminuir a atividade das enzimas que 

degradam nucleotídeos extracelulares da adenina em plaquetas de ratos fêmea, 

contribuindo para um melhor entendimento das complicações cardiovasculares 

relacionadas ao status hormonal. Além disso, também mostramos que o ebselen, 

um composto organo-selenado com propriedades antioxidantes, inibiu as 

hidrólises de ATP e ADP em plaquetas (Fürstenau et al., 2004). Buffon e 

colaboradores (2004) evidenciaram a diminuição das hidrólises de ATP e ADP em 

plaquetas de ratos pelo ácido acetilsalicílico, explicando, pelo menos parcialmente, 

a modulação deste composto na tumorogênese.  

 Esta dissertação está dividida, basicamente, em duas partes. A primeira 

(Capítulo 1) trata da caracterização cinética e bioquímica da atividade ecto-

nucleotídeo pirofosfatase/ fosfodiesterase em plaquetas, cujo trabalho está 

publicado. A segunda parte (Capítulo 2) apresenta o artigo em preparação sobre 
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algumas interações entre o sistema renina-angiotensina e o sistema purinérgico 

de plaquetas de ratos; trata, especialmente, da ação da angiotensina II e da 

hipertensão induzida por fenótipo, a partir da utilização de ratos espontaneamente 

hipertensos, sobre as enzimas responsáveis pela hidrólise extracelular de 

nucleotídeos nestes fragmentos citoplasmáticos. 

 Sabe-se que pelo menos duas ecto-enzimas estão expressas na superfície 

de plaquetas intactas, a E-NTPDase e a ecto-5'-nucleotidase (Frassetto et al., 

1993). No primeiro capítulo deste trabalho, descrevemos uma atividade enzimática 

em plaquetas intactas de ratos que compartilha as principais características 

bioquímicas já descritas para as E-NPPs: 1) um pH ótimo alcalino, sendo que a 

melhor atividade enzimática foi encontrada entre os pHs 8.5 e 8.9; 2) os valores de 

KM e Vmax calculados para a hidrólise do substrato marcador da atividade NPP (p-

Nph-5'-TMP) pelas preparações de plaquetas intactas foram encontrados como 

sendo de, aproximadamente, 106.22 ± 17.83 μM e 3.44 ± 0.18 nmol p-

nitrophenol/min/mg, respectivamente; e 3) dependência de cátions divalentes para 

seu ótimo funcionamento. 

Além disso, a possível presença de um múltiplo sistema responsável pela 

degradação extracelular de nucleotídeos em plaquetas de ratos, constituído pela 

enzima já descrita E-NTPDase e pela enzima E-NPP caracterizada em nosso 

estudo tornou-se mais evidente quando as hidrólises de ATP, ADP e p-Nph-5'-

TMP responderam diferentemente a distintos compostos testados in vitro sobre 

estas atividades enzimáticas. Neste sentido, podemos observar que o AMP 

diminuiu apenas a hidrólise do p-Nph-5'-TMP, o que está de acordo com 

observações prévias de que o AMP inibe competitivamente a reação da NPP 
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(Landt & Butler, 1978; Goding, 2000).  Outros compostos como a azida de sódio, 

conhecida por inibir a atividade E-NTPDase em altas concentrações, a 

angiotensina II e o cloreto de gadolínio alteraram apenas as hidrólises de ATP, 

ADP ou ambos, não apresentando qualquer efeito sobre a hidrólise do substrato 

marcador para a atividade E-NPP.  

O conjunto de resultados apresentados no Capítulo 1 indica a presença de 

uma atividade ecto-nucleotídeo pirofosfatase/ fosfodiesterase em plaquetas com 

diferentes propriedades bioquímicas da E-NTPDase. Assim, nosso estudo reforça 

a hipótese de co-existência das atividades E-NTPDase e E-NPP em plaquetas, as 

quais, em conjunto com a ecto-5'-nucleotidase, constituem um complexo 

multienzimático responsável pelo fino controle dos níveis de nucleotídeos e 

nucleosídeos extracelulares, regulando, mesmo que em parte, a função 

plaquetária.  

A enorme diversidade molecular e a sobreposição tecidual dos membros da 

família E-NTPDase e E-NPP tornam difícil apontar funções específicas para estas 

enzimas (Goding et al., 2003). No entanto, já que estas enzimas apresentam 

diferentes propriedades cinéticas, elas poderiam atuar sob diferentes condições 

fisiológicas e poderiam, portanto, ser diferentemente reguladas. Assim, a E-

NTPDase poderia desempenhar um importante papel na prevenção da formação 

de microtrombos, convertendo o ADP liberado da plaqueta em AMP (Frassetto et 

al., 1993), e a fosfodiesterase poderia atuar como um "cão de guarda", prevenindo 

a subversão da plaqueta por destruir o DNA ou o RNA indesejáveis oriundos do 

rompimento de outras células (Goding et al., 1998) e por hidrolisar ácidos 

nucléicos livres liberados sob injúria tecidual e morte celular (Zimmermann, 1999). 
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Finalmente, a atividade E-NPP descrita neste estudo representa uma nova 

abordagem sobre a sinalização purinérgica em plaquetas, a qual deve ser 

considerada para a melhoria das terapias antiplaquetárias, bem como para o 

tratamento de doenças vasculares. 

No segundo capítulo desta dissertação, descrevemos alguns resultados 

sobre a ação da angiotensina II sobre as ectonucleotidases de plaquetas. A 

angiotensina II, um vasoconstritor ativo, têm sido implicada na aceleração da 

aterosclerose. Além disso, ela também estimula a proliferação de células 

musculares lisas, aumenta a ativação plaquetária (Moore et al., 1984) e contribui 

para a inflamação e estresse oxidativo (Keidar et al., 1999).  

Nosso primeiro conjunto de resultados (Figura 1A – 1D) mostra que a ANGII 

foi capaz de aumentar as hidrólises de ATP, ADP e AMP em plaquetas de ratos 

em todas as doses testadas (5 mL das soluções 1, 10, 100 e 1000 nM, 

correspondendo às doses de 5, 50, 500 e 5000 picomóis, respectivamente). 

Entretanto, nenhuma alteração foi observada com relação à hidrólise do p-Nph-

5'TMP. Portanto, toda a cascata de hidrólise de nucleotídeos extracelulares que 

leva à formação de adenosina, uma molécula com propriedades vasodilatoras e 

antiplaquetárias bem reconhecidas (Shryock & Bellardinelli, 1997), parece estar 

ativada nos trombócitos. As diferentes respostas obtidas para os diferentes 

substratos testados, ATP/ADP e p-Nph-5'TMP, deixam claro, novamente, a 

presença de diferentes atividades de ectonucleotidases na superfície de plaquetas 

intactas de ratos, podendo-se observar diferentes modulações para as enzimas 

envolvidas na formação extracelular de adenosina a partir de ATP. 
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Quando há uma queda na pressão arterial, ocorre um aumento na secreção 

de renina que, por sua vez, cliva o substrato angiotensinogênio, produzindo 

angiotensina I. Na seqüência, acontece a formação da angiotensina II através da 

ação da enzima conversora de angiotensina (Silbernagl & Despopoulos, 2003). A 

adenosina tem sido postulada por diminuir a liberação de renina em resposta a um 

estímulo fisiológico (Jackson, 1991). Portanto, os resultados que obtivemos 

parecem apontar para um mecanismo compensatório da angiotensina II. Se, por 

um lado, ela é capaz de promover vasoconstrição, efeitos pressores e trombose 

(Ferreira & Santos, 2005), por outro lado, aumentando a hidrólise de ADP nas 

plaquetas, a ANGII estaria inibindo a agregação plaquetária. A inibição da 

agregação plaquetária por antagonistas de receptores AT1 de angiotensina II já foi 

demonstrada em estudos anteriores (Kalinowski et al., 2002). Além disso, o 

aumento na hidrólise de AMP estimulado pela angiotensina II nas plaquetas 

representa um potencial aumento dos níveis de adenosina, a qual, por um 

mecanismo de retroalimentação negativa, estaria inibindo a secreção de renina e, 

portanto, a liberação de mais angiotensina II. 

A Figura 2 mostra um aumento na hidrólise de AMP e uma diminuição na 

hidrólise de p-Nph-5'TMP em plaquetas de ratos espontaneamente hipertensos 

quando comparados a ratos Wistar normotensos. Os ratos espontaneamente 

hipertensos (SHR) são um modelo genético de hipertensão amplamente aceito por 

causa das características que compartilham com a hipertensão em humanos 

(Okamoto, 1969). O aumento na hidrólise de AMP encontrado indica, novamente, 

um potencial aumento nos níveis de adenosina circulantes nestes animais, talvez 

na tentativa de um restabelecimento da homeostasia entre os efeitos da elevação 
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da pressão arterial neste modelo animal e os efeitos vasodilatadores da 

adenosina. A diminuição na hidrólise do substrato marcador para a fosfodiesterase 

e a não alteração nas hidrólises de ATP e ADP indica, mais uma vez, a presença 

de um sistema multienzimático para a hidrólise de nucleotídeos em plaquetas. 

Estudos têm demonstrado que existem claras diferenças entre ratos SHR e ratos 

normotensos com respeito a mecanismos envolvidos na patologia da hipertensão, 

sobretudo sobre o sistema nervoso simpático; porém, a etiologia da hipertensão 

nestes animais permanece desconhecida (Triantafyllidi et al., 2004). Portanto, 

estudos mais aprofundados são necessários para a melhor compreensão do 

resultado obtido em nosso estudo. 

 Os resultados apresentados no Capítulo 2 estão em fase de 

complementação. Estamos desenvolvendo estudos com a finalidade de observar 

através de qual mecanismo a angiotensina II interfere na hidrólise dos 

nucleotídeos da adenina em plaquetas. Neste sentido, estamos utilizando o 

antagonista do receptor AT1 de ANGII, losartan. Os primeiros resultados apontam 

para um efeito do antagonista no sentido de prevenção no aumento das hidrólises 

causados pela angiotensina II. Além disso, pretendemos complementar nossos 

resultados avaliando, molecularmente, se a alteração nas hidrólises é 

acompanhada por uma alteração na expressão das respectivas enzimas. 
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2. CONCLUSÕES 

 

De maneira geral, esta dissertação traz a caracterização cinética, bem 

como o estudo de algumas propriedades bioquímicas, da enzima ecto-nucleotídeo 

pirofosfatase/ fosfodiesterase na superfície de plaquetas intactas de ratos.Isto 

seria parte de um complexo sistema para a hidrólise de nucleotídeos e 

representaria uma nova abordagem da sinalização purinérgica nestes fragmentos 

citoplasmáticos, podendo contribuir para o desenvolvimento de terapias 

antiplaquetárias e para o tratamento de doenças vasculares.  

Em adição, apresentamos alguns resultados demonstrando interações entre 

os sistemas angiotensinérgico e adenosinérgico em plaquetas de ratos, o que 

poderá contribuir para o melhor entendimento e o tratamento de doenças 

cardiovasculares como hipertensão e arteriosclerose. 
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