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1. RESUMO

As plaquetas sanguineas sao fragmentos citoplasmaticos, oriundos da ruptura dos
megacarioécitos, cuja principal funcdo esta relacionada a manutengcédo da
integridade vascular. Os nucleotideos extracelulares, ATP e ADP, bem como a
adenosina, tém sido implicados em um grande numero de fungdes fisiologicas: o
ADP ¢ o principal fator recrutador de plaquetas, enquanto que o ATP é um inibidor
competitivo da agregacgéo induzida por ADP. A adenosina é uma molécula capaz
de induzir vasodilatagdo e inibir a agregagao plaquetaria. Desta maneira, a
manutencgao da sinalizag&o purinérgica normal tem se mostrado importante para o
tratamento de doencas cardiovasculares. Os nucleosideos di e trifosfatos
circulantes podem ser hidrolisados por membros de varias familias de
ectonucleotidases de membrana e soluveis, incluindo as ecto-nucleosideo
trifosfato difosfoidrolases (E-NTPDases) e ecto-nucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterases (E-NPPs), que em conjunto com a ecto-5-
nucleotidase, levam a formacdo de adenosina. Na superficie das plaquetas,
ambas enzimas, E-NTPDase e ecto-5’-nucleotidase, estdo descritas. O sistema
renina-angiotensina € o principal regulador da funcdo renal e cardiovascular,
desenvolvendo um papel fundamental na homeostasia da pressao arterial e do
balango eletrolitico. A angiotensina Il (ANGII) induz fisiologicamente a ativacao
das plaquetas, possivelmente devido as 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-5TMP e 2)
esclarecer, mesmo que em parte, os possiveis efeitos da ANGII sobre a hidrélise
extracelular de nucleotideos por plaquetas de ratos. No primeiro capitulo deste
trabalho, descrevemos uma atividade enzimatica em plaquetas de ratos que
compartilha as principais caracteristicas bioquimicas ja descritas para as E-NPPs:
pH 6timo alcalino; valores de Ky e Vmax Calculados de aproximadamente 106.22 +
1783 uyM e 3.44 = 0.18 nmol p-nitrophenol/min/mg, respectivamente; e
dependéncia de cations divalentes. Além disso, o AMP inibiu somente a hidrélise
do p-Nph-5TMP. Por outro lado, a azida de sédio, em altas concentragdes, a
angiotensina Il e o cloreto de gadolinio alteraram apenas as hidrélises de ATP ou
ADP ou de ambos. No segundo capitulo, mostramos que a ANGII foi capaz de
aumentar as hidrélises de ATP, ADP e AMP em plaquetas em todas as doses
testadas (5, 50, 500 e 5000 picomdis). Entretanto, nenhuma alteragdo foi
observada com relagdo a hidrolise do p-Nph-5"TMP. Em adi¢do, observamos um
aumento na hidrélise de AMP e uma diminuigdo na hidrolise de p-Nph-5"TMP em
plaguetas de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) quando comparados a
ratos Wistar normotensos. De maneira geral, esta dissertacdo traz a
caracterizagao bioquimica da enzima E-NPP na superficie de plaquetas intactas
de ratos como sendo parte de um complexo sistema para a hidrélise de
nucleotideos nestes fragmentos citoplasmaticos, podendo, assim, contribuir para o
desenvolvimento de terapias antiplaquetarias e para o tratamento de doencas
vasculares. Adicionalmente, apresentamos alguns resultados demonstrando
interagbes entre os sistemas angiotensinérgico e adenosinérgico de plaquetas de
ratos, o que podera contribuir para o entendimento e o tratamento de doengas
cardiovasculares como hipertensao e arteriosclerose.



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 Il (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-5TMP 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; Ky and Vmax calculated values of approximately
106.22 + 17.83 uyM 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.



3. LISTA DE ABREVIATURAS

ADP — adenosina 5'-difosfato

AMP — adenosina 5'-monofosfato

AMPc — adenosina 5'-monofosfato ciclico

ANGII — angiotensina Il

Ap.A — diadenosina 5', 5"- P! P"- n fosfato

ATP — adenosina 5'-trifosfato

DAG - diacilglicerol

ECA — enzima conversora de angiotensina

(E-)NPP — (Ecto-)nucleotideo pirofosfato/fosfodiesterase
(E-)NTPDase — (Ecto-)nucleosideo trifosfato difosfoidrolase
i.p. - intraperitoneal

IP3; — inositol-1,4,5-trifosfato

LOS — losartan

Pi — fosfato inorganico

PKC — proteina cinase C

p-Nph-5'-TMP — p-nitrofenil-5'-timidina monofosfato éster
SHR — (spontaneously hypertensive rats)/ ratos espontaneamente hipertensos
SRA - sistema renina-angiotensina

TCA — &cido tricloroacético

TXA, — tromboxano As



4. INTRODUCAO

4.1. PLAQUETAS

4.1.1. Caracteristicas Estruturais das Plaquetas

As plaquetas sanglineas ou trombécitos sao fragmentos citoplasmaticos
anucleados produzidos em consequéncia da ruptura dos megacariocitos - células
precursoras extraordinariamente grandes e altamente especializadas da medula
Ossea (ltaliano Jr & Shivdasani, 2003; Silbernagl & Despopoulos, 2003). As
plaquetas circulam no sangue na forma de disco biconvexo e medem
aproximadamente 3.7 £ 0.7 ym de didmetro por 0.9 + 0.2 ym de largura. Além
disso, sua concentracdo sanguinea normal € de 150.000 a 350.000 por milimetro
cubico e seu tempo médio de vida na corrente sanglinea € de 7 a 10 dias (Mesa
& Alfonso, 2000).

Na membrana externa da plaqueta, que se constitui por uma bicamada
lipidica, estdo presentes glicoproteinas, proteinas adesivas e fosfolipideos.
Adicionalmente, microtubulos estdo dispostos de maneira concéntrica na periferia
da plaqueta, garantindo sua forma discéide e sua restisténcia a deformacéo (Mesa
& Alfonso, 2000). Os trombdcitos exibem um sistema de tubulos e vesiculas
derivados de invaginagbes da membrana plasmatica que possibilita a livre
comunicacao entre a plaqueta e a sua superficie — o sistema canalicular aberto -,
o qual atua como um canal para a liberagado de substancias endogenas durante a

ativagao plaquetaria (Davey, 1982). Além da membrana plasmatica e do sistema



canalicular aberto, a plaqueta apresenta membranas internas derivadas do reticulo
endoplasmatico, denominadas sistema tubular denso, o qual serve, segundo
alguns autores, para o estoque e liberagao de calcio (Herbener & Dean, 1988).

O citoplasma da plaqueta é constituido por quatro tipo de granulos
delimitados por membrana (granulos a, lisossomos, microperoxissomos e granulos
densos ou §), algumas mitocdndrias e glicogénio. As proteinas dos granulos a
incluem fatores plaquetarios especificos (fator IV), proteinas plasmaticas comuns
(fibrinogénio e fibronectina) e proteinas sintetizadas pelos trombdcitos
(trombospondina, fator de von Willebrand e varios fatores de crescimento). As
enzimas lisossomais incluem N-acetilglicosaminidases, [(-galactosidases,
catepsinas e colagenases. Os microperoxissomos possuem atividade
peroxidasica. Os granulos densos contém ADP, ATP, Ca®', serotonina e
pirofosfato (Bennett, 1990; Qawi & Robson, 2000). Nestes granulos estéo
presentes cerca de 60% da quantidade total dos nucleotideos da adenina contidos
nas plaquetas. Entretanto, estas moléculas podem também ser encontradas no
citosol e nas mitocondrias dos trombdcitos. ATP e ADP sao liberados para o meio

extracelular em resposta a estimulagao ou ativagéo plaquetaria (Holmsen, 1985).

4.1.2. Adesao, Ativagao e Agregacgao Plaquetaria

A principal funcdo das plaquetas sanguineas esta relacionada a
manutencdo da integridade vascular. Normalmente, elas circulam intactas no
sangue sem serem ativadas pelo endotélio vascular. Isto ocorre devido a carga

negativa das superficies das plaquetas e das células endoteliais vasculares, as



quais sao eletrostaticamente repulsivas, dificultando a formacdo de trombos
(Rodrigues, 1992).

Os trombdcitos promovem a hemostasia primaria e secundaria que
acontecem posteriormente a alguma lesdo nos vasos sanguineos. Desta maneira,
os eventos iniciais sdo modulados pela exposicdo dos componentes do vaso
sanguineo, tais como microfibrilas, membrana basal e colageno.
Concomitantemente, ocorre a adeséao plaquetaria a matriz subendotelial (Figura 1)
e acontece a ativagcdo plaquetaria (Marcus et al., 2003a). A palavra "adesao"
descreve a interagao entre as plaquetas e qualquer outro tipo celular diferente,
enquanto que "agregacado" se refere exclusivamente a interacdo entre duas
plaquetas (Lopez-Farre, 2001).

A ativacao plaquetaria €, em geral, iniciada pela exposigdo a um agonista
plaquetario que se liga a receptores de superficie e engatilha uma cascata de
eventos bioquimicos. A trombina, o colageno, o ADP, a epinefrina e o tromboxano
A, (TXAz) séo estimulos fisiolégicos para a ativagado plaquetaria. Os eventos
posteriores tém elementos comuns e outros que se diferenciam, especialmente
como resultado da estimulagao de receptores especificos (Mesa & Alfonso, 2000).

Apos a ligagcado do agonista ao receptor, os segundos-mensageiros inositol-
1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) sdo formados e modulam vias de
ativagdo independentes, podendo atuar sozinhos ou sinergisticamente. O IP; se
liga a receptores do sistema tubular denso, principal local de estoque de Ca?",
fazendo com que as concentracdes citoplasmaticas deste ion aumentem, o qual,
por interagir com a calmodulina, acaba por promover o rearranjo do citoesqueleto

das plaquetas. Além disso, a ligacédo do IP3; ao sistema tubular denso e o aumento



do calcio intracelular, medeiam a oxidacéo citosodlica do acido araquidénico a
TXA,, que posteriormente é liberado da plaqueta. As altas concentracdes de Ca**
também promovem a secregdo dos granulos a e denso através do sistema
canalicular aberto, o que ativa as plaquetas vizinhas e leva a agregacédo e a
formacao do "tampao" plaquetario. O DAG causa a ativagao da proteina cinase C
(PKC), o que contribui para a liberagdo do conteudo dos granulos a e denso,

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

FIGURA 1: As plaguetas em repouso apresentam uma forma discéide (esquerda). Quando sdo expostas a
agentes pré-agregantes, elas aderem ao substrato, estendem numerosos filopddios (centro) e, entdo, se
espalham (direita). As mudangas na morfologia resultam de complexos rearranjos do citoesqueleto de actina
que se liga @ membrana plasmatica. Adaptado de Molecular Cell Biology, Lodish, 52 edicéo.

A agregacgao ocorre depois da adeséo e é definida como uma reagdo de
plaquetas ativadas entre si. Um elemento que distingue os agentes indutores de
agregacao plaquetaria € o peso relativo que tém a sintese de TXA; e a secregao
do conteudo dos granulos no resultado final. O ADP, por exemplo, em baixas
concentragdes (0.1 a 1.0 yM), produz uma primeira fase de agregagao reversivel,
com duragao de cerca de 30 segundos, e que é consequéncia do sinal de ativagao
do receptor (Mesa & Alfonso, 2000). A esta primeira fase, se segue uma segunda,
que ocorre em altas concentragbes de ADP (2 a 5 yM), a qual é irreversivel,
dependente da sintese de tromboxano A, e acompanhada da liberacdo do

conteudo dos granulos a e densos (Colman, 1990).



4.2. SISTEMA PURINERGICO

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

E amplamente reconhecido que a sinalizacdo purinérgica € um sistema
primitivo envolvido em muitos mecanismos neuronais e nao neuronais e em
eventos de curta e longa duragao, incluindo secregdo exdcrina e enddcrina,
respostas imunes, inflamagao, dor, agregacao plaquetaria, vasodilatagdo mediada
pelo endotélio, proliferagdo 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 sao identificados quatro subtipos de receptores
acoplados a proteina G: A+, Aza, Azs € Az (Fredholm et al., 1997). Com base em
diferengcas moleculares, bem como nos mecanismos de transducdo de sinal, os
receptores P2, seletivos para ATP e ADP, foram subdivididos em duas familias
principais: a familia P2X, que séo receptores ligados a um canal iénico, e a familia
P2Y, a qual pertencem purinoceptores metabotrépicos acoplados a proteina 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, estdo relacionados a cardioprotegéo

(Ralevic & Burnstock, 2003).



Os nucleotideos extracelulares, ATP e ADP, bem como a adenosina, tém
sido implicados em um grande numero de fungdes fisioldgicas (Kunapuli & Daniel,
1998; Ralevic & Burnstock, 1998). ATP e ADP podem ser liberados de cinco
diferentes fontes no corpo e, subsequentemente, alcangar 6rgaos-alvo: 1) o ATP é
liberado juntamente com a norepinefrina dos neurénios simpaticos; 2) ATP e ADP
sdo estocados nos granulos densos das plaquetas e séo liberados na corrente
sanguinea sob ativagdo; 3) as células da medula adrenal também liberam
nucleotideos; 4) tanto as células musculares vasculares lisas como as células
endoteliais transportam nucleotideos do citosol através da membrana; e,
finalmente, 5) o rompimento de células libera nucleotideos celulares que tém
varios efeitos sobre as plaquetas, células endoteliais, leucdcitos e células
vasculares musculares lisas durante uma injuria vascular (Kunapuli & Daniel,
1998).

Apesar de fungdes para as purinas extracelulares terem sido descritas logo
apods a descoberta do ATP, o interesse sobre esta molécula tinha como base o
conceito de "ligagao fosfato de alta energia" (Vassort, 2001). O ATP extracelular
pode exibir efeitos opostos dependendo da concentragao, da célula e do receptor
em que atua. Quando é liberado como neurotransmissor pelos nervos simpaticos,
atua sobre os receptores P2X localizados na musculatura lisa, produzindo
vasoconstricdo. Contrariamente, quando é liberado por células endoteliais, em
situacdes de hipdxia, por exemplo, atua sobre os receptores P2Y destas células,
levando a producdo de 6xido nitrico e, consequentemente, a vasodilatagao. Este

nucleotideo também é capaz de exercer outros efeitos sobre o sistema vascular,



tais como: controle da proliferacdo celular em células endoteliais € musculares
lisas, arritmia, hipertrofia cardiaca e apoptose (Ralevic & Burnstock, 2003).

O principal efeito funcional do ADP é a estimulagdo da agregacao das
plaguetas, uma parte importante do processo hemostatico (Boarder & Hourani,
1998). Portanto, o controle dos niveis extracelulares de ADP, principalmente por
ectonucleotidases de membrana ou na forma soluvel, € fundamental para a
regulacdo dos processos trombodticos e/ou hemorragicos. A relagdo deste
nucleotideo com os trombdécitos sera apresentada no tépico seguinte. Em adigao,
o ADP pode atuar nos receptores P2Y, das células endoteliais € musculares lisas,
causando dilatac&o (Ralevic & Burnstock, 2003).

A adenosina é tanto um precursor quanto um metabdlito dos nucleotideos
da adenina. As fontes de adenosina na circulagdo incluem o ATP e o ADP
liberados pelas plaquetas, o AMP liberado pelos neutrdfilos, o ATP liberado pelas
células endoteliais, a adenosina que é carreada das células sanguineas para o
plasma por transportadores de nucleosideos e a adenosina do intersticio que se
difunde para o espacgo vascular através de fendas entre as células endoteliais
adjacentes na parede dos capilares (Shryock & Belardinelli, 1997). A adenosina
exerce multiplos efeitos protetores em diferentes processos fisiopatolégicos, tais
como: protecdo tecidual contra isquemia em casos de reperfusdo; diminuicdo da
pressao arterial através da vasodilatacdo em casos de hipertensado; protecao
contra a arteriosclerose por meio da vasodilatagdo, da proliferacao celular e do
aumento na expressido de fatores de crescimento endoteliais; controle da
taquicardia através da bradicardia mediada pelos receptores A; sinoatriais;

diminuicdo da dor por meio dos receptores A inibitérios dos nervos sensoriais;



inibicdo da agregacao plaquetaria, entre outros (Mubagwa et al., 1996; Shryock &

Belardinelli, 1997; Ralevic & Burnstock, 2003).

4.2.2. Plaquetas e Nucleotideos

Cerca de 90% dos nucleotideos presentes nas plaquetas sdo constituidos
por nucleotideos da adenina. Outros componentes sdo os nucleotideos da
guanina e os dinucleotideos (ApsA e ApsA) (Luthje & Ogilvie, 1983). O reservatério
metabdlico, localizado no citosol e nas mitocdndrias, é utilizado para a
manutengdo do consumo energético da plaqueta. Por outro lado, os nucleotideos
da adenina estdo presentes em altas concentragées nos granulos densos das
plaquetas e sio liberados para a circulagao quando estas sao expostas a agentes
pré-agregantes, reforcando a agregacéao plaquetaria (Bithell, 1993; Gachet, 2005).

O ATP tem sido considerado como um inibidor da agregagao plaquetaria
induzida por ADP (Coade & Pearson, 1989). O ADP é conhecido desde 1961 por
ativar os trombdcitos e por desempenhar um papel chave na funcido plaquetaria
porque, quando é secretado dos granulos densos, amplifica as respostas das
plaquetas induzidas por outros agonistas (Cattaneo & Gachet, 2001).

Tem sido demonstrado que os nucleotideos da adenina atuam sobre as
plaquetas através de trés receptores purinérgicos: P2X4 (receptor ionotrépico que
leva ao rapido influxo de calcio para o citosol), P2Y (receptor metabotrépico que
mobiliza calcio dos estoques internos, o que acaba por engatilhar o processo de
agregacao) e P2Y, (receptor acoplado a proteina G que estabiliza os agregados

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



drogas anti-agregacao plaquetaria seletivas para ADP, ticlopidina e clopidogrel.
Além disso, o P2Y, é defectivo em pacientes com doengas de sangramento,
caracterizadas por um prejuizo seletivo das respostas plaquetarias ao ADP

(Cattaneo & Gachet, 2001).
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FIGURA 2: Diferentes subtipos de receptores de ADP. Existem trés principais receptores de
ADP na plaqueta. Através de varios sistemas de segundos-mensageiros, estes receptores
contribuem para a ativagdo, mudanga de forma, secregao e agregagao plaquetaria. Adaptado de
Bhatt & Topol, Nature Reviews 2: 15-28, 2002.

Tendo em vista a evidente participacdo das purinas em diferentes
processos envolvidos na funcionalidade cardiovascular normal, deve-se atentar
para o fato de que disturbios ou prejuizos na sinalizagdo purinérgica podem estar
relacionados ao desenvolvimento de patologias vasculares. Desta maneira, a
manutencdo da sinalizagdo purinérgica normal, incluindo desde as moléculas
sinalizadoras, até seus receptores e suas enzimas de degradacdo, tém se

mostrado importantes alvos para o tratamento de doencas cardiovasculares

(Ralevic & Burnstock, 2003).



4.2.3. Ectonucleotidases

Os nucleotideos extracelulares sao degradados por uma cascata de
hidrélise extracelular que resulta na formacéo do respectivo nucleosideo e fosfato
livre. O sitio catalitico das ectonucleotidases esta voltado para o meio extracelular.
Elas sédo, em geral, proteinas ligadas a membrana, porém isoformas
extracelulares clivadas e soluveis também existem. A atividade catalitica maxima
€ adaptada ao meio extracelular e requer a presenca de cations divalentes, tais
como calcio ou magnésio, e um pH levemente alcalino. Além disso, na maioria dos
casos, os valores de Ky estdo na faixa micromolar. O principal papel funcional
destas enzimas é o término da sinalizagdo por nucleotideos, acompanhado pela
recaptagéo de purinas (Zimmermann, 2000).

Alguns trabalhos tém demonstrado que membros de varias familias de
ectonucleotidases podem contribuir para a degradagdo extracelular dos
nucleotideos. Estas familias revelam ndo somente uma sobreposicdo de
distribuicao tecidual, mas também de especificidades por substratos. Desta forma,
nucleosideos di e trifosfatos podem ser hidrolisados por membros das familias E-
NTPDase (Ecto-nucleosideo trifosfato  difosfoidrolase, apirase, ATP-
difosfoidrolase, EC 3.6.1.5), E-NPP (Ecto-nucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterase, PDEase, EC 3.1.4.1) e fosfatases alcalinas. Os
nucleotideos monofosfatos estdo sujeitos a hidrolise pela ecto-5'-nucleotidase e

pelas fosfatases alcalinas (Zimmermann, 2001). Embora haja controvérsia, alguns



autores acreditam que os nucleotideos monofosfatos também possam ser

hidrolisados por alguns membros da familia E-NPP (Figura 3).
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FIGURA 3: Prognoéstico da topografia das ectonucieouaases ae membrana. As NTPDases 1 — 4 s&o ligadas a membrana
plasmatica por dois dominios transmembrana (N e C-terminal). As NTPDases 5 e 6 perdem o dominio transmembrana C-terminal e
podem ser clivadas préximo ao dominio N-terminal (setas) para formar uma proteina soluvel e liberada. Os quadros escuros
representam a posigéo das cinco regides conservadas da apirase. As NTPDases 1 — 3 sdo ectonucleotidases tipicas. A NTPDase
4 esté localizada intracelularmente. As NTPDases 5 e 6 estdo localizadas intracelularmente, mas podem ser clivadas e liberadas
das células. A NTPDase 7 esta localizada em vesiculas intracelulares e a NTPDase 8 prefere sutiimente o ATP ao ADP. Os
membros da familia E-NPP s&o proteinas transmembrana tipo || com potencial para se tornar formas solUveis. As quatro formas de
fosfatases alcalinas, bem como a ecto-5-nucleotidase sdo ancoradas por glicosilfosfatidil inositol (GPI). Todas as proteinas listadas
sdo glicoproteinas. Adaptado de Zimmermann H. Drug Develop Res 52: 44-56, 2001.

Diversos estudos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa tém

evidenciado a importancia das ectonucleotidases, caracterizando estas atividades

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

diferentes fragdes bioldgicas (Sarkis & Saltd, 1991; Battastini et al.,, 1991;

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

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

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

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

difosfoidrolase, EC 3.6.1.5) designa uma familia de proteinas transmembrana que

catalisa a hidrolise dos fosfatos y e/ou B dos nucleotideos (Zimmermann H, 2001),



produzindo AMP. A atividade das NTPDases tem sido relacionada a diferentes
processos, tais como neurotransmissao, fungcédo cardiaca, agregac¢ao plaquetaria,
adesao celular, tdbnus vascular, secrecao 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 trifosfonucleosideos, numa proporgéo de 30:1. A
NTPDase 3 e 8 preferem o ATP ao ADP, numa relagdo de cerca de 3:1 e 2:1,
respectivamente (Lavoie et al., 2004).

As NTPDases 4 — 7 estdo associadas com membranas de organelas
intracelulares. A NTPDase 4 prefere UDP como substrato e esta ancorada a
membrana do aparelho de Golgi; ja as NTPDases 5 e 6 tém preferéncia por
nucleosideos difosfatos e possuem um unico dominio transmembrana préoximo ao
N-terminal, sendo que a forma 5 esta ligada ao reticulo endoplasmatico e a forma
6 encontra-se ancorada ao aparelho de Golgi. Além disso, uma forma soluvel
destas enzimas pode ser secretada apds sofrer uma clivagem proteolitica.
Finalmente, a NTPDase 7 prefere nucleosideos trifosfatos e esta localizada em
vesiculas intracelulares (Lavoie et al., 2004).

As NTPDases modulam efeitos fisiologicos e patoldgicos dos nucleotideos
liberados, o que &, particularmente, interessante para a hemostasia e
tromborregulagdo. Além disso, as NTPDases sdo um importante sistema de
controle para varios aspectos da transdugéo de sinal purinérgica (Marcus et al.,
2003b). Diferentes grupos de pesquisa tém evidenciado a importancia das

ectonucleotidases no sistema vascular. A NTPDase 1 (CD39) tem sido apontada



como a nucleotidase mais abundante na superficie luminal dos vasos sanglineos
(Kaczmarek et al., 1996), sendo, portanto, a principal NTPDase envolvida na
regulacao intravascular dos niveis de ATP e ADP, podendo modular possiveis
efeitos patoldgicos dos nucleotideos liberados na reatividade plaquetaria (Marcus

et al., 2005).

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

A familia das ecto-nucleotideo pirofosfatases/fosfodiesterases (E-NPP,
PDEase, EC 3.1.4.1) consiste de sete ecto-enzimas estruturalmente relacionadas
(Stefan et al., 2005). As E-NPPs sao glicoproteinas transmembrana tipo Il capazes
de hidrolisar 3'-5'-AMPc a AMP; ATP a AMP e PP;; ADP a AMP e P; NAD" a AMP
e nicotinamida mononucleotideo; e AP,A a Apn.1A € AMP (Zimmermann, 2001).
Membros da familia E-NPP incluem o antigeno de diferenciagdo celular de
murinos (NPP1), a NPP2 (PD-la, autotaxin) e a NPP3 (PD-IB, B10, gp1307E"3®)
(Zimmermann, 2000). Elas apresentam uma distribuicdo distinta, mas que se
sobrepde e tém sido detectadas em quase todos os tecidos (Bollen et al., 2000).

Multiplos papéis fisiolégicos para as E-NPPs tém sido descritos:
mineralizagado 6ssea, digestdo, proliferacdo e motilidade celular, reciclagem de
nucleotideos e modulagao da sinalizagao purinérgica (Bollen et al., 2000; Goding
et al., 2003). Em associagdo com outras ecto-enzimas que hidrolisam
nucleotideos, as E-NPPs podem modular a sinalizagdo por nucleotideos. Por
exemplo, a NPP1 e a ecto-5’-nucleotidase tém sido implicadas na mediacao da

sinalizagao via purinoceptores em varias linhagens celulares devido a sua agao



combinada que converte uma sinalizacao pelo ATP via purinoceptores P2 em uma
sinalizagao por adenosina via purinoceptores P1 (Grobben et al., 2000, Lazarowski
et al., 2000). Além disso, importantes estudos envolvendo esta atividade
enzimatica no sistema circulatério também foram realizados, evidenciando sua
contribuicdo como um marcador bioquimico para uma doencga hepatica e para a
supressao da agregacéao plaquetaria induzida por ADP (Sakura et al., 1998), bem
como sua associagdao com o desenvolvimento da sindrome 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 nucleotideos da adenina, atuando em conjunto com as
NTPDases ou NPPs. O AMP, resultante da hidrolise do ATP e ADP, é convertido a
adenosina pela 5'-nucleotidase. Esta enzima é amplamente distribuida em
bactérias, células de plantas e tecidos de vertebrados, sendo classificada em
quatro grupos de acordo com a localizagéo celular e propriedades bioquimicas:
uma ecto-5'-nucleotidase ancorada a membrana plasmatica, uma forma soluvel e
duas formas citoplasmaticas. A atividade catalitica desta enzima controla os niveis
intracelulares e extracelulares de AMP e adenosina, que exibe propriedades

vasodilatadoras e inibe a agregacéao plaquetaria (Kawashima Y, 2000).



4.3. SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA (SRA)

O sistema renina-angiotensina € o principal regulador da fung&o renal e
cardiovascular, desenvolvendo um papel fundamental na homeostasia da pressao
arterial e do balango eletrolitico (Ferreira & Santos, 2005). Havendo uma queda
aguda da pressdo renal média, abaixo de cerca de 90 mmHg, a secrecédo de
renina é elevada via baroceptores renais e, com isso, eleva-se a concentragao
plasmatica de renina. A renina € uma peptidase que cliva o substrato
angiotensinogénio, produzido e secretado pelo figado, formando a angiotensina |I.
A enzima conversora de angiotensina (ECA), existente no pulmdo, cliva a
angiotensina | retirando dois aminoacidos, surgindo, cerca de 30 a 60 minutos
apos a queda da pressao arterial, a angiotensina Il (Silbernagl & Despopoulos,

2003).

4.3.1. Angiotensina Il (ANGII)

A ANGII é um octapeptideo (ASP-ARG-VAL-TYR-ILE-HIS-PRO-PHE) com
multiplas a¢des bioldgicas, caracterizando-se como o principal efetor do sistema
renina-angiotensina (Marks et al., 1996; Alvarez et al., 2004).

As agdes da angiotensina Il sdo mediadas pelos receptores AT, e AT,. O
receptor AT pertence a superfamilia de receptores acoplados a proteina G. Ele é
expresso em numerosos tecidos, incluindo adrenal, rim, coracdo, aorta, pulméao,
figado, testiculos, glandula pituitaria e cérebro. O gene do receptor AT, é expresso
em niveis altissimos em tecidos fetais, mas declina significativamente em muitos

tecidos apds o nascimento (Gasparo et al., 2000).



A ANGII exibe efeitos opostos ao ligar-se aos dois subtipos de receptores
citados anteriormente. Dessa maneira, quando se liga ao receptor AT4, a
angiotensina Il é capaz de promover vasoconstricdo e efeitos pressores, além de
trombose, inflamacao e hipertrofia vascular e miocardica. Por outro lado, quando
este peptideo se liga ao receptor AT,, processos como vasodilatagao, inibicao da
proliferacdo celular, apoptose e efeitos anti-hipertensivos e cardioprotetores sao
observados (Akdemir et al., 2004; Ferreira & Santos, 2005).

Uma vez que a ANGII é o principal regulador da pressédo sanguinea, da
secregcao de aldosterona e da homeostase dos fluidos, e por ser um fator
etiologico importante na hipertensdo e em outras desordens cardiovasculares, o
bloqueio da formagdo ou da acido deste peptideo, por inibidores da ECA ou por
antagonistas de receptores, é de extrema importancia terapéutica (Gasparo et al.,
2000). Portanto, o losartan (LOS), um antagonista seletivo dos receptores AT4,
vem sendo utilizado com sucesso para contrabalancgar os efeitos da angiotensina

4.3.2. Angiotensina Il e Ativagao plaquetaria

Multiplos fatores, tais como adeséao plaquetaria ao subendotélio, agregacao
e recrutamento de trombdcitos, estdo envolvidos na formagao de um trombo. A
ANGII induz fisiologicamente a ativagdo das plaquetas, possivelmente devido as
suas propriedades vasoconstritoras. Portanto, teoricamente, bloqueando-se a
producdo e a agdo da angiotensina Il poderiam ser observados efeitos anti-

plaquetarios diretos (Brown & Vaughan, 2000; Larsson et al., 2000). Além disso, a



agregacao plaquetaria espontédnea ¢é largamente relatada em casos de
hipertensdo (Pravenec et al.,, 1992). Muitos pesquisadores tém mostrado que
varios parametros da ativacdo plaquetaria sdo normalizados com o tratamento

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

4.3.3. Angiotensina Il e Sistema Purinérgico

A habilidade da adenosina em diminuir a pressao arterial, bem como seus
efeitos vasodilatadores, ja sdo conhecidos desde 1929. Além disso, sabe-se que
ela é capaz de inibir a liberagcdo de renina e este efeito é potencializado sempre
que o sistema renina-angiotensina esta ativado (Sousa et al., 2002). A
angiotensina IlI, além dos seus efeitos vasoconstritores, produz mudancas
estruturais nos vasos sanglineos por mecanismos néo relacionados a pressao
(Kawasaki et al., 1982). As mudancas troficas induzidas pela angiotensina Il séo
similares aquelas descritas para a hipertensdo devido ao uso de um antagonista
nao seletivo (DPSPX) de receptores de adenosina (Albino-Teixeira et al., 1991).
Além disso, estudos prévios demonstram que a ativacdo de receptores A; de
adenosina pode proteger as células cardiacas da apoptose induzida por
angiotensina 1l, enquanto que a ativacdo de receptores As; confere uma
cardioprotecdo parcial (Goldenberg et al., 2003). Neste sentido, torna-se
extremamente interessante elucidar as possiveis interacdes entre a adenosina e
angiotensina Il sob os mais diferentes aspectos, incluindo o estudo sobre as

atividades de ectonucleotidases.



5. OBJETIVOS

1. Sabendo-se que concentracdes micromolares de ADP sao necessarias para
induzir a ativagao plaquetaria e que uma grande quantidade deste nucleotideo é
liberada durante este processo — podendo levar a uma razoavel producido de
trombos e, até mesmo, provocar a oclusdo de vasos sanglineos —, € interessante
atentar para a possibilidade de existéncia de multiplos sistemas para hidrélise
extracelular de nucleotideos por plaquetas. Desta maneira, nosso primeiro objetivo
foi caracterizar cineticamente e estudar as propriedades bioquimicas da ecto-
nucleotideo pirofosfatase/ fosfodiesterase (E-NPP) em plaquetas de ratos, como
sendo parte de um complexo e fino mecanismo de regulagdo dos niveis de

nucleotideos e nucleosideos extracelulares circulantes.

2. Levando-se em conta que o processo trombético mediado pelas plaquetas
€ um sistema altamente complexo, dada a relevancia deste mesmo processo nas
doencgas cardiovasculares (as quais afetam cerca de 15% da populagdo com mais
de 40 anos) e, ainda, sabendo-se que a angiotensina |l pode participar do
processo trombético, o segundo objetivo deste trabalho é esclarecer, mesmo que
em parte, os efeitos da ANG Il sobre a hidrdlise extracelular de nucleotideos por

ecto-enzimas de plaquetas de ratos.
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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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Abstract

In this srudy, we describe an ecto-nucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase (E-NPP) actvity in rat platelers. Using
p-nitrophenyl 5'-thymidine monophosphate ( p-Nph-5'-TMP) as a subsirate for E-NPP, we demonstrate an enzyme activity
that shares the major biochemical properties described for E-NPPs: alkaline pH dependence, divalent cadon dependence
and blockade of activity by metal ion chelator. K, and Wy, values for p-Nph-5-TMP hydrolysis were found o be
1064+ 18pM and 3.444+0.18nmol p-nitrophenol/min/mg (mean+5D,n=5). We hypothesize that an E-NPP is
co-localized with an ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase and an ecto-5-nucleotddase on the platelet surface,
as part of a multiple system for nucleotide hydrolysis, since they can act under distinct physiological condidons and can
be differently regulated. Thus, 0.25 mM suramin inhibited p-Nph-5-TMP, ATP and ADP hydrolysis, while 0.5 mM AMP
decreased only p-Nph-5-TMP hydrolysis. Besides, 5.0, 10 and 20 mM sodium azide just inhibited ATP and ADP
hydrolysis. Angiotensin II (5.0 and 10 nM) affected only ADP hydrolysis. Gadolinium chloride (0.2 and 0.5 mM) strongly
inhibired the ATP and ADP hydrolysis. The E-WNPP described here represents a novel insight into the control of platelet
purinergic signaling.

Keywords: Platelets, nudeotide hydrolysis, E-NPP, PDEase, E-NTFPDase

Introducti .
niroduction secreted from the dense granules of stimulated

Platelets are enucleated fragments produced as platelets and it acts to potentiate platelet aggregation

a consequence of bone marrow megakaryocyte
rupture [1]. Although platelets lack a nucleus, they
possess many of the signaling pathways found in
nucleated cells [2] and are known to play a major
role in the maintenance of endothelial integrity
and hemostasis [3]. It is now evident that platelets
are in fact key mediators of thrombosis as well as
inflammation [4], emphasizing their importance
in development and treatment of vascular diseases.

Extracellular adenine nucleotides (ATP and
ADP), adenosine and other purines mediate several
events in different tissues, including the wascular
systerm  [5]. Adenosine diphosphate (ADP) is

[2, 6]. Adenosine triphosphate (ATP) has been
considered to be a competitive inhibitor of ADP-
induced platelet aggregation [7]. It has been demon-
strated that adenine nucleotides act on platelets
via three purinergic receptors: P2X, (lonotropic
receptor that causes rapid influx of calcium into
the cytosol), P2Y, (metabotropic receptor that
mobilizes calcium from internal stores, which starts
the aggregation process) and P2Y,, (receptor
coupled to G, protein that stabilizes platelet
aggregates) [8].

ADP is itself a weak platelet agonist but it plays an
important role in platelet function since it amplifies
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the platelet responses induced by other platelet
agonists [9]. As such, it is very important to control
extracellular nucleotide signaling in  platelets.
The action of nucleotides is terminated by a
surface-located enzyme cascade that sequentially
degrades nucleoside 5-di and 5'-triphosphates to
their respective nucleosides and free phosphate or
pyrophosphate [10].

Members of several families of ectonucleotidases
are able to hydrolyze extracellular nucleotides. These
include ecto-nucleoside triphosphate diphospho-
hydrolase (E-NTPDase) and ecto-nucleotide pyro-
phosphatase/phosphodiesterase  families (E-NPP).
E-NTPDase describes a family of mammalian
enzymes that catalyze the hydrolysis of - and
pB-phosphate residues of nucleosides 5-tri and
5'-diphosphates [11]. Their catalytic activity requires
the presence of divalent cations and the molecular
masses of these enzymes in the glycosylated form
are in the order of 70-80kDa [12, 13]. The family
of E-NPPs is known to hydrolyze 5'-phosphodiester
bonds in nucleotides and their derivatives, resulting
in the release of 5-monophosphates [14]. They are
capable of hydrolyzing 3-5-cAMP to AMP, ATP
to AMP and PP, ADP to AMP and P, NAD™ to
AMP and nicotinamide mononucleotide and AP, A
to Ap,,_; and AMP. These families of enzymes reveal
not only overlapping tissue distributions, but also
overlapping substrate specificities [12] and may also
present overlapping function.

Since nucleotides exert different responses
in diverse tissues, it is noteworthy that cells can
co-express two or more enzymes for nucleotide
hydrolysis, indicating that they may present different
catalytic properties and may perform distinct
physiological functions. As  earlier described
[15, 16], two enzymes are present on the
ecto-surface of intact platelets: E-NTPDase and
ecto-5-nucleotidase. This paper is focuses on the
description of an E-NPP activity on the rat intact
platelet surface, as part of a multiple system for
nucleotide hydrolysis that occurs in many other
rat tissues [16-19].

Materials and methods
Chemicals

p-Nitrophenyl thymidine 5'-monophosphate,
nucleotides, EDTA, Trizma Base, sodium azide
and phenylalanine were obtained from Sigma
Aldrich (St Louis, MO, USA). Sepharose 2B
gel from Pharmacia was  kindly donated by
Dr Maria Rosa C. Schetinger and was de-aerated
in a vacuum flask before packing in a polyethylene
column. The LDH Liquiform Kit was purchased
from Labtest Diagnostica S.A. (Lagoa Santa,
MG, Brazil). All other reagents were of analytical
grade.
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Platelet solation

Male Wistar rats, weighing about 250g, from our
breeding stock were maintained on a 12-h light/12-h
dark cycle at a constant temperature room. Resting
platelets were isolated exactly as previously described
by Hantgan [20]. In order to obtain normal and
undamaged platelet preparations, free from non-
adsorbed plasma constituents, we separated platelets
from plasma by means of gel filbation on a
1.5 % 7.0-cn Sepharose 2B column [21]. The
column was equilibrated with a buffer consisting
of 140mM NaCl, 2.5mM KCl, 10mM Hepes,
5.5mM dextrose, 0.2mM EGTA and 0.05g%
sodium azide, pH 6.8 (Ca®**-free Tyrode’s buffer).
Platelets were eluted with the same buffer at room
temperature. Fractions containing about 0.5ml of
platelets were collected and the tubes with the
maximum platelet content (visually determined)
were used for subsequent experiments. Polyethylene
or siliconized labware was used for all platelet
isolation and incubation procedures.

Protein determination

Protein was measured by the Coomassie Blue method
using bovine serum albumin as standard [22].

Assay of ecto-nucleotide pyrophosphatasel
phosphodiesterase (E-NPP) activity

The phosphodiesterase activity was assessed
using p-nitrophenyl 5'-thymidine monophosphate
{ p-Nph-5'-TMP an artificial marker substrate
that is used routinely for the in vitro assay of this
activity) as previously outlined [23]. The reaction
medium  containing 50mM  Tris-HCl  buffer,
120mM NaCl, 5.0mM KCl, 60mM glucose,
5.0mM CaCl:, pH 89, was preincubated with
approximately 20 pg per tube of platelet protein
for 10min at 37°C in a final volume of 200 pl.
The enzyme reaction was started by the addition of
p-Nph-5-TMP to a final concentration of 0.5 mM.
After 80min of incubation, 200pul NaOH 0.2N
was added to the medium to stop the reaction.
An incubation time of 80 min was chosen in order
to ensure the linearity of the reaction. The protein
concentration used for enzyme assays was deter-
mined from experiments in which all conditions were
maintained constant and the content of platelet
protein  was varied from 17.5 to 30 pg/tube.
The amount of p-nitrophenol released from the
substrate was measured at 400nm using a molar
extinction coefficient of 18.8 »x 10~/ M/cm. Controls
to correct for non-enzymatic substrate hydrolysis
were performed by adding platelet preparations
after the reaction had been stopped with NaOH
as described above. All samples were performed in
triplicate. Enzyme activities were generally expressed
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as nmol p-nitrophencl released perminute per
milligram of protein.

Assay of ecto-nucleoside triphosphate diphosphohvdrolase
(E-NTPDase) activity

Unless otherwise stated, the reaction mixture used
to assay E-NTPDase activity contained 50 mM
Tris-HCl, 120mM NaCl, 5.0mM KCl, 60mM
glucose, 5.0mM CaCl,, pH 7.5, in a final volume
of 200 ul. About 20ug of platelet protein was added
per tube and was preincubated for 10 min at 37°C.
The enzyme reaction was started by the addition
of 0.5mM (final concentration) of ATP or ADP.
After 60 min, trichloroacetic acid (T'CA) (5% final
concentration) was added to the medium to stop the
reaction. Incubation time and protein concentration
were chosen to ensure the linearity of the enzymatic
reaction. The amount of inorganic phosphate (P;)
released was carried out using a colorimetric method
as previously outlined [24]. Controls to correct for
non-enzymatic substrate hydrolysis were performed
by adding platelet preparations after the reaction
had been stopped with TCA. All samples were
performed in triplicate. Enzyme activities were
generally expressed as nmol P; released per minute
per milligram of protein.

Divalent cations dependence

In order to verify the divalent cation dependence for
p-Nph-5'-TMP hydrolysis (E-NPP activity), Mg>*
or Ca“, in the range of 0.3-1.0mM, was added
to the reaction mixture containing 50 mM Tris-HCI
buffer, 120 mM NaCl, 5.0 mM KCl, 60 mM glucose
and 0.1mM EDTA, pH 8.9. For control groups,
EDTA was not added to the reaction medium.

Differential effects of some compounds on ATE ADP
and p-Nph-5-TMP hydrolysis

The effects of 0.25 mM suramin, 0.5mM cAMP,
0.5mM AMP, 0.1, 1.0, 5.0, 10 and 20mM sodium
azide, 0.2mM IBMX, 5.0mM phenylalanine,
5.0 and 10 nM angiotensin IT and 0.2 and 0.5 mM
gadolinium chloride were tested for p-Nph-5'-TMP,
ATP and ADP hydrolysis. Incubation times, sub-
strates and protein  concentrations were used
exactly as described before. Results are expressed
as percentage of control enzyme activity and data
were analyzed by one-way ANOVA, followed by
Student-Neumann-Keuls post hoc test (P< 0.03).

Ethics

All protocols were conducted in accordance with the
University Ethics Committee guidelines for animal
researches.

Results
Platelet integrity

The platelet preparation integrity was checked
by measuring platelet lactate dehydrogenase (LDH)
activity. The ratio of this enzyme activity measured in
intact and disrupted platelets can be regarded as
a measure of damaged particles [15]. The protocol
was carried out according to the manufacturer’s
instructions. Triton X-100 (1%, final concentration)
was used to disrupt the platelet preparation.
The measurement of LDH activity showed that
most cells (approximately 94%, n=23) were intact
after the isolation procedure (data not shown).

p-Nph-5-TMP hydrolysis as a function of time and
protein concentration

In this study, we first investigated the p-Nph-5-TMP
hydrolysis by intact platelets from adult rats, as a
function of time and protein concentration in order
to determine the best assay conditions. Platelets were
incubated as described in Materials and methods
with p-Nph-5"-TMP as substrate and the amount of
p-nitrophenol released was determined. The time
course of p-Nph-5-TMP hydrolysis was linear at
least until 150 min (Figure 1a). We also investigated
the influence of protein concentration on p-Nph-
5'-TMP hydrolysis and the p-nitrophenol appear-
ance was linear for at least 30 ug of platelet protein
per tube (Figure 1b). Figure 1(a) and 1(b) are
representative of three independent experiments.

pH dependence

E-NPPs function better at alkaline pH [25].
Tris~HCI buffering was applied in a range from pH
8.0 to 9.3 for analyzing pH dependence of p-Nph-
5-TMP hydrolysis. We observed that the best
activity was reached between pH 8.5 and 8.9 (data
not shown). To exclude alkaline phosphatase
contamination, we used 2.0mM levamisole that,
despite being a classical alkaline phosphatase
inhibitor, is known not to inhibit phosphodiesterase
activity [26]. The results suggested a proportional
increase in levamisole inhibition with the increase of
pH (data not shown). Therefore, pH 8.9 was chosen
for experimental procedures, on the basis of results
showing that, at this pH, levamisole did not affect
the p-Nph-5-"TMP hydrolysis.

Biochemical properties of p-Nph-5'-TMP hydrolysis

Intact platelet preparations promoted the p-Nph-
5-TMP hydrolysis with a specific activity of
2.89440.099 nmol p-nitrophenol released/min'mg
of protein (mean+SD,n=5) in the presence of
0.5mM p-Nph-5-TMP (Figure 2, inset). Michaelis
constant (Ky,) and Vgex values were calculated from
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For the time curve, the protein concentration used was 20 pg/tube
and for the protein curve, the time of incubation was 80min.
The enzvme assayvs are described in Material and methods.
Diata are representative of three independent experiments.

an Eadie-Hofstee plot (Figure 2) with p-Nph-
5-TMP as substrate. The range of p-Nph-5-TMP
tested was from 50 to 750uM. The K wvalue
corresponded to 106.22£17.83uM (mean+SD,
n=35) and the maximal wvelocity (Vmz) wvalue
calculated was 3,44 £0.18nmol p-nitrophenol
released/'min/mg  of protein (mean=+SD,n=>5).
The Eadie-Hofstee plot was obtained from five
independent experiments (Figure 2).

As shown in Figure 3, the 0.5 mM p-Nph-5'-TMP
hydrolysis by platelet preparations was only slightly
increased by Mg2+ (226 0.37, mean £ SD, n=175),
in a non-significant manner, when compared to
the control group (2.08+£0.29,mean+5D,n=75)
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Figure 2. Eadie-Hofstee plot for p-Nph-5-TMP hydrolysis.
The substrate concentrations tested ranged from 0.05 to
0.75mM. The p—Nph-S’—TMP hydrolysis by E-NPP activity as
funcrion of substrate concentration from mtact platelets is shown
in the inset. The K, value corresponded to 106.22£17.83 pM
and the maximal velocity (Voo value calculated was
3.44=0.18nmol p-nitrophenol released/min per mg of protein.
The Eadie-Hofstee plot was obtained with mean values + 8D for
five independent experiments.

without cation addition. On the other hand, E-INPP
activity was greatly stimulated by 0.5mM Ca™
(3.19+0.17, mean £ SD, #=>5). Increasing con-
centrations of EDTA (0.02, 0.05 and 0.1mM)
completely abolished the E-NPP activity. Growing
concentrations of divalent cations added to the
reaction mixture containing 0.1 mM EDTA recov-
ered, at least in part, E-NPP activity. Moreover, no
cation concentration was able to fully recover the
maximal enzyme activity obtained in control groups
with cation addition. These results will be further
discussed and demonstrated that the E-NPP activity
described here is cation dependent, as are the
other enzymes involved in extracellular nucleotide
hydrolysis.

Differential effects of some compounds on ATE, ADP
and p-Nph-5'-TMP hydrolysis

In order to wverify differences between the already
characterized enzyme (E-NTPDase) in platelets
and the enzymatic activity proposed in this work
(E-NPP), we investigated the possibility that these
enzymes differ regarding their sensitivity to distinct
compounds that have been reported to affect ATP
and ADP hydrolysis as well as E-NPP activity
[19, 27-33]. ATP, ADP and p-Nph-5-TMP
(0.5 mM) were chosen as substrates (Table I). The
E-NPP assays were performed at pH 8.9, while
E-NTPDase activity determinations were made
at pH 7.5. Cyclic AMP (0.5mM), sodium
azide (0.1 and 1.0mM), IBMX (0.2mM) and
phenylalanine (0.5 mM) had no effect on ATP, ADP
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Figure 3. Divalent cations dependence on p-Nph-5-TMP hydrolysis. Hydrolysis of p-Nph-5-TMP by intact plarelets preparations was
analyzed in the absence of cations (C), in the presence of 0.5mM Mg®" (Mg®* 0.5), 0.5mM Ca®* (Ca®* 0.5). EDTA in a range from 0.02
to (.1 mM was used to remove the enzyme activity. The activity recovery was obtained in the presence of 0.1 mM EDTA plus a cation
concentration (0.3-1.0 mM calcium or magnesium) as shown in the figure. Bars represent means = 5D for five independent experiments.

Results are expressed as nmol p-nitrophenol released per min per mg of protein.

Table 1. Differential effects of distinct compounds on p-Nph-5-TMP, ATP and ADP hydrolysis.

% of control enzyme activity

Compound Concentration E-NFPP ATPase ADPase
Suramin 0.25mM 34.08 £2.56% 01.96£2.36% 61.40£5.05%
cAMP 0.50mM 93.99+£1.65 10237 +£3.53 89.27£7.35
AMP 0.50 mM 26,63+ 2.41% 00.84+12.97 97.75 £ 5.06
Sodium azide 0.10mM 00.73+2.58 112.12+2.50 105.68+6.73
1.00mM 93.90 £ 2.99 90.01 £5.10 104.83+5.25
5.00mM 100.60 + 6.04 7255 £6.57* 66.62+13.53%
10.0mM 100.10£4.19 75.10 £6.18* T3.32£3.37*
20,0 mM 106.84+4.19 56.17 £10.61* 67.73£7.01%
IBMX 0.20mM 101.94+4.64 03.44 £6.15 04.41 £0.16
Phenylalanine 5.00mM 90,05 £ 2.02 99.74 £5.21 96.26£11.39
Angiotensin IT 5.00nM 103,64+ 5.35 02.63 £17.30 11034+ 13.44%*
10.0nM 100.61 £ 3.66 9852 £11.19 121.96% 16.24%*
Gadolinium chloride 0.20mM 91.48 £5.30 69.35 £9.33% 69.43 £ §.3%*
0.50 mM 87.25+7.56 (I 12,20 % 4.08%**

Results are expressed as mean + 8D of four experiments for p-Nph-5-TMP hvdrolysis (pH 8.9) and three experiments for ATF and ADP

hydrolysis (pH 7.5). Dara were analyzed by one-way ANOVA, followed by Student-Neumann-euls post hoc test.
*Represents difference from control enzyme activity (100%) (P<0.05).

AR

**Represents difference from control enzvme activity (100%) (P<0.01).

***Represents difference from control enzyme activity (100%) (P<0.001).

Data are expressed as percentage of control enzvme activity. The 100% values correspond to 3.85 = 0.55 nmol p-nitrophenol/min per mg of
protein for p-Nph-5-TMP hvdrolysis and 535 £0.21 and 3.72= 0.55nmol Pymin per mg of protein for ATP and ADP hyvdrolysis,

respectively.

and p-Nph-5-TMP hydrolysis. Suramin (0.25 mM)
strongly inhibited the hydrolysis of p-Nph-5'-TMP
and ADP by approximately 66 and 38.5%, respec-
tively. Suramin 0.25mM also significantly inhibited
ATP hydrolysis. The hydrolysis of p-Nph-5'-TMP
was also inhibited by AMP (0.5 mM) by about 73%,
while ATP and ADP hydrolysis were not affected,
suggesting the presence of two distinct enzyme
activities on the ecto-surface of platelets. Although
no inhibiion was obtained with 0.1 and 1.0 mM
sodium azide, this compound at final concentrations
of 5.0, 10 and 20 mM inhibited ATP (27, 25 and
44%, respectively) and ADP hydrolysis (33, 27 and
32%, respectively) in a parallel manner. Angiotensin
II (5.0 and 10nM) increased the ADP hydrolysis by
gbout 19 and 21%, respectively, but did not
change p-Nph-5-TMP and ATP hydrolysis.

Gadolinium chloride inhibited ATP and ADP
hydrolysis with a similar pattern: when tested at a
final concentration of 0.2mM, this compound
decreased both hydrolysis by approximately 30%.
When tested in a final concentraton of 0.5 mM,
gadolinium chloride completely abolished the ATP
hydrolysis and reduced the ADP hydrolysis by about
88%. Finally, this compound have no significant
effect upon the hydrolysis of p-Nph-5'-TMP.

Discussion

Ecto-nucleotide pyvrophosphatases/phosphodies-
terases are glycoproteins capable of hydrolyzing
phosphodiester bonds of nucleotides and nucleic
acids, and pyrophosphate bonds of nucleotides and
nucleotide sugars [27, 34]. Members of the E-NPP



family include the murine plasma cell differentiation
antigen (NPP1), NPP2 (PD-Iw, autotaxin) and
NPP3 (PD-18, B10, gp130™8'%) (see [35] and
references therein). They show a distinct but over-
lapping distribution and have been detected in
almost all tissues [25]. Multiple physiological roles
for E-NPPs have been related, including nucleotide
recycling and modulation of purinergic receptor
signaling [14].

In this study, we describe an enzyme activity from
intact rat platelets that shares the major biochemical
properties already described for E-NPPs. Maximal
catalytic activity is adapted to the extracellular
environment, since we have performed the LDH
protocol to ensure the preparation integrity. As men-
toned before in the Results section, the content of
undamaged  platelets used for experimental
procedures was approximately 94% after the
1solation procedures. In additon, it has been
proposed that the catalysis by ecto-nucleotide
pyrophosphatases/phosphodiesterases  occurs by
a two-step mechanism: in the first, a covalent,
nucleodylated intermediate is generated and
in the second, a nucleoside 5'-monophosphate
is released [27]. The optimum pH for E-NPPs is in
the alkaline range (8.5-9.0), since the hydrolysis
of the nucleodylated intermediate occurs at this
pH [25]. Using a Tris-HCI buffering system, we
observed that the best enzyime activity was between
pH 8.5 and 8.9. These pH values are in accordance
with those previously described for E-NPPs. A pH of
8.9 was chosen to perform the enzyme assays, since
at lower pH values (8.0-8.5), the specific activity
was decreased and at higher pH values (9.1-9.3)
levamisole inhibition was greater, suggesting
a possible alkaline phosphatase activity in this pH
range. In addition, the kinetic constants for NPP
reaction are characterized by a K, value ranging
from 50 to 500uM and a Vyax of 5-300 pmol/min
per mg enzyme [36, 37]. The K, and V..
values calculated for p-INph-5'-TMP hydrolysis by
intact platelet preparations were found to be approx-
imately 106.22 +17.83puM and 3.44+0.18 nmol
p-nitrophenol/min per mg of protein, respectively
(mean +SD, n=75) (Figure 2).

The role of divalent cations in the E-NPPs is
a subject of particular interest because of the
presence of a partial EF-hand motf within these
molecules [38]. Moreover, it has been demonstrated
that E-NPPs are metalloenzymes, as their activity
is blocked by metal chelators (such as EDTA) but
can be restored by addition of divalent cations like
Mg®*, Ca**, Mn®** and Zn** ([25] and Refs
therein). The enzyme described in this study
is activated by divalent metal cations (Mg®* and
Ca®*) when compared to control group without
cation addition (Figure 2), but the increase in
enzyme activity was much more effective for calcium
than magnesium addiion. EDTA 0.1mM added
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to the reaction mixture abolished the E-NPP activity
almost completely. The activity was not fully restored
with cation addition in a medium containing EDTA,
probably because an endogenous ion and/or an
activator from platelet preparation was chelated and
was not recovered with cation addition. Moreover,
we observed that the restoration of enzyme activity
was more pronunciated for Ca**, possibly because
EDTA preferentially magnesium over
calcium.

The possible presence of a multple system for
nucleotide hydrolysis in rat platelets, constituted by
the already described enzyme, E-NTPDase [15], and
the enzyme activity presented in this study (E-INPP)
became more evident since p-Nph-5-TMP ATP
and ADP hydrolysis presented different responses
regarding distinct compounds tested on these
enzyme activities (Table I). Suramin, a P2 receptor
antagonist and an inhibitor of EENTPDase [29] and
E-NPP [31] actvities, significantly reduced both
enzymatic activities when ATP, ADP or p-Nph-
5-TMP were used as substrates. AMP (0.5mM)
only decreased the p-Nph-5'-TMP hydrolysis and
this result is in agreement with previous reports
reporting that AMP competitively inhibits the NPP
reaction [13, 39], probably because it occupies the
catalytic site as a product of the NPP reaction [27].
Additionally, just ATP and ADP hydrolysis were
reduced in a parallel manner by upper sodium
azide concentrations (5.0, 10 and 20mM). This
compound is known to be a classical ATPase
inhibitor at 0.1mM and in high concentrations
(5.0, 10 and 20mM) can also act as an
E-NTPDase inhibitor [19]. The p-Nph-5-TMP
hydrolysis was not affected by sodium azde at
any concentration, enhancing the possibility of a
co-existence of, at least, two enzyme activities
responsible for di- and tri-phosphate nucleotide
hydrolysis in rat platelets. Angiotensin II is a
vasoconstrictor peptide that is known to participate
in the thrombotic process [40] and, in this manner,
could modulate the enzymes responsible for nucleo-
tide extracellular degradation. This hormone at 5.0
and 10nM increased the ADP hydrolysis but did not
affect the hydrolysis of p-Nph-5-TMP and ATP.
Although its mode of action remains unclear,
gadolinium has been described as the most potent
inhibitor for both membrane-bound and soluble
E-NTPDases [33]. In this work, we demonstrate
that ATP and ADP hydrolysis were significantly
inhibited by 0.2 and 0.5mM gadolinium chloride,
while no effect was observed on the hydrolysis of
p-Nph-5-TMP, once more suggesting the presence
of an E-NPP activity in platelets with different
biochemical properties from E-NTPDase. The set
of results presented in this study reinforces our
hypothesis of the possible co-localization of
E-NTPDase and E-NPP activities that, together
with an ecto-5'-nucleotidase, could constitute

chelates
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Figure 4. A multiple svstem for nucleotide hydrolysis by intact platelets from rars. This figure summarizes the purpose of this
study, showing the possible co-expression of E-NTPDase, E-NPP and 5'-nucleotidase on the platelet ecto-surface. P2 receprors (P2X,,
P2Y, and P2Y,z), by which adenine nucleotides (ATP and ADP) act promoting platelet shape change and aggregation, are also

represented.

a multienzymatic complex for the complete
nucleotide hydrolysis in the ecto-surface of intact
rat platelets.

Previous studies have reported that cells and
tissues can co-express distinct ectonucleotidases
that share common characteristics [16-19]. The
enormous molecular diversity and overlapping
tissue  distribution of the members of the
E-NTPDase and E-NPP families make it difficult
to assign specific functions to these enzymes
in individual dssues [10]. However, since these
enzymes present different kinetic properties, they
can act under distinct physiological conditions and
can be differently regulated. By converting ADP,
released from aggregated platelets, to AMP, the
platelet EENTPDase may play an important role
in the prevention of microthrombus formation [15].
In addition, phosphodiesterases may act as “guard
dogs’ to prevent subversion of the cell by destroying
incoming DNA or RWNA [41].

The proposal of the present study is summarized
in Figure 4 platelets could co-express both
previously described enzymes E-NTPDase and
ecto-5"-nucleotidase together with an E-NPP,
comprising a multuple system for extracellular
nucleotide hydrolysis by platelets. This complex
may be important for the termination of signaling
via extracellular nucleotides. Extracellular ATP and
ADP act on platelets through surface-located
purinoceptors (P2 receptors), which are potent
targets for antiplatelet therapies development.
The E-NPP described in this study represents
a novel insight into platelet purinergic signaling.
Therefore, further studies in order to provide
physiological functions for this enzyme in platelets
will be necessary to improve the possibilities of
antiplatelet therapies and the treatment of vascular
diseases.
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2. CAPITULO Il

ARTIGO EM PREPARACAO

INTRODUCAO

Os nucleotideos, assim como os nucleosideos, exercem uma grande
variedade de respostas teciduais mediadas por receptores (Abbracchio &
Burnstock, 1998). A participagdo dos nucleotideos, ATP e ADP, na regulagao do
fluxo sanglineo tem se tornado cada vez mais clara. O ADP atua sobre as
plaquetas regulando sua agregacgao e modificando sua forma (Coukell & Markham,
1997). O ATP, por sua vez, inibe competitivamente a agregacédo plaquetaria
induzida por ADP (Coade & Pearson, 1989). Além disso, o nucleosideo adenosina
€ reconhecido por suas propriedades vasodilatadoras, por diminuir a pressao
arterial e por inibir a agregacao plaquetaria (Shryock & Belardinelli, 1997).

A principal fungdo das plaquetas esta relacionada a manutencdo da
integridade vascular, promovendo a hemostasia primaria e secundaria que
acontecem posteriormente a alguma lesdo nos vasos sanguineos. Desta maneira,
os eventos iniciais sao modulados pela exposicdo dos componentes do vaso
sanguineo. Conjuntamente, acontece a adesé&o plaquetaria @ matriz subendotelial
e da-se a ativagdo das plaquetas (Marcus et al., 2003a). Entre os diferentes
mecanismos de ativacdo plaquetaria, inclui-se a ativagdo do sistema renina-
angiotensina (SRA) (Blann et al.,, 2003). A angiotensina Il € um peptideo

vasoconstritor que pode participar do processo tromboético, uma vez que as



plaguetas expressam o receptor AT1 de ANG Il em sua superficie (Crabos et al.,

1993).

A agregacéao plaquetaria espontanea € amplamente relatada em casos de
hipertensdo (Pravenec et al., 1992). Alguns pesquisadores tém mostrado que
varios parametros da ativacdo plaquetaria sdo normalizados com o tratamento
desta doenga (Blann et al.,, 2003; Riondino et al., 1999; Erne et al., 1984).
Fisiologicamente, a angiotensina Il induz a ativagdo das plaquetas. Portanto,
teoricamente, bloqueando-se a produgao e a acao 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-plaquetarios
diretos (Larsson et al., 2000; Brown & Vaughan, 2000).

Estudos anteriores demonstraram que a angiotensina Il é capaz de induzir
mudancas tréficas semelhantes as descritas para a hipertensado devido ao uso do
antagonista néo seletivo de receptores de adenosina (DPSPX) (Albino-Teixeira et
al., 1991). Em adigéao, trabalhos prévios relataram que a ativagao de receptores A1
de adenosina pode proteger as células cardiacas da apoptose induzida por
angiotensina 1l, enquanto que a ativacdo de receptores A; confere uma
cardioprotecéao parcial (Goldenberg et al., 2003). Sabe-se ainda que a adenosina é
capaz de inibir a liberagdo de renina — e, portanto, a sintese de mais angiotensina
Il —, e que este efeito é potencializado sempre que o sistema renina-angiotensina
esta ativado (Sousa et al., 2002).

Sabe-se que as plaquetas expressam um complexo multienzimatico

responsavel pela hidrélise extracelular de nucleotideos em sua superficie,



constituido 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; Furstenau et al., In press, 2005). A agao conjunta deste sistema de enzimas

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

Neste sentido, é interessante considerar que a angiotensina Il pode
participar do processo trombdtico mediado pelas plaquetas, que o sistema renina-
angiotensina esta ativado durante a ativagdo dos trombdcitos e que a adenosina,
produto final da cascata de hidrolise dos nucleotideos da adenina pelo complexo
multienzimatico expresso na superficie plaquetaria descrito anteriormente, exerce
efeitos opostos aos promovidos pela ANGII. Portanto, neste segundo trabalho,
nosso objetivo foi elucidar os possiveis efeitos da angiotensina |l sobre as
atividades de ectonucleotidases de plaquetas intactas de ratos. Adicionalmente,
levando-se em conta que a agregacgdo plaquetaria € amplamente relatada em
casos de hipertenséo, investigamos o efeito da hipertensdo genética induzida por
fendtipo sobre as hidrélises de ATP, ADP, AMP e p-Nph-5"TMP por plaguetas de
ratos espontaneamente hipertensos em comparagdo com ratos Wistar

normotensos da mesma idade.

MATERIAIS E METODOS

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

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



"Sepharose 2B" (Pharmacia) foi gentilmente doado pela Dra. Maria Rosa C.
Schetinger e foi deaerado em uma bomba de vacuo 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 Bioquimica, mantidos em condi¢des
controladas de temperatura e luz (24°C, 12 horas claro/ 12 horas escuro) e sob
dieta com ragéo para ratos e agua a vontade, foram sedados com éter etilico e
posteriormente injetados intraperitonealmente com 5 mL de solugéo salina (NaCl
0.9%) ou com 5 mL de solugao de angiotensina Il em diferentes concentragdes (1,
10, 100 e 1000 nM, correspondendo a doses de 5, 50, 500 e 5000 picomais,
respectivamente), conforme protocolo previamente descrito (Alvarez et al., 2004).
Em cada grupo experimental, 4 horas apos a injecéo intraperitoneal (i.p.) de salina
ou ANGII, os animais foram decapitados, o sangue foi coletado em tubos plasticos
contendo citrato de sédio a 3.8g%, e as plaquetas foram isoladas para a

realizagcao dos ensaios enzimaticos.

Ratos Espontaneamente Hipertensos (SHR)

Os animais foram obtidos do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de S&o Paulo, onde eram mantidos em condi¢des controladas de
temperatura e luz (24°C, 12 horas claro/ 12 horas escuro) e sob dieta com ragao

para ratos e agua a vontade. As plaquetas foram isoladas e as atividades



enzimaticas foram comparadas com as de ratos Wistar normotensos da mesma
idade e mantidos sob as mesmas condicdes. Os experimentos com estes animais
foram realizados no Laboratério de Biologia Celular e Anatomia Funcional do

Instituto de Ciéncias Biomédicas lll da Universidade de Sao Paulo, em Sao Paulo.

Isolamento e Obtencao das plaquetas

Plaquetas em repouso foram isoladas exatamente como previamente
descrito por Hantgan, 1984. Com a finalidade de se obter plaquetas normais e ndo
danificadas, elas foram separadas por gel filtragdo numa coluna de Sepharose 2B
com dimensdes de 1.5 X 7.0 cm (Tangen et al., 1971). A coluna foi equilibrada
com um tampéo consistindo de 140 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 10 mM Hepes, 5.5 mM
dextrose, 0.2 mM EGTA e 0.05g% azida de sodio, pH 6.8 (Tampéo Tyrode sem
Ca2+). As plaquetas foram eluidas com o0 mesmo tampao a temperatura ambiente.
Fracdes de cerca de 0.5 mL foram coletadas e os tubos que apresentavam o
maior conteudo de plaquetas (determinado visualmente pela turbidez) tiveram seu
conteudo utilizado para os experimentos subsequentes. Materiais de polietileno ou
siliconizados foram utilizados para todos os procedimentos de isolamento e

incubacao.

Determinacéo da Proteina
A proteina foi determinada pelo método do Coomassie Blue, utilizando-se

albumina sérica bovina como padréo (Bradford, 1976).



Ensaio das atividades Ecto-nucleosideo trifosfato difosfoidrolase (E-
NTPDase) e Ecto-5'-nucleotidase

O meio de reacdo utilizado para ensaiar a atividade E-NTPDase continha
50 mM Tris-HCI, 120 mM NacCl, 5.0 mM KCI, 60 mM glicose e 5.0 mM CaCl,, pH
7.5, em um volume final de 200 yL. Aproximadamente 20 ug de plaquetas foram
adicionadas por tubo e foram pré-incubadas por 10 minutos a 37°C. A reacgao foi
iniciada pela adicdo de 0.5 mM (concentracao final) de ATP ou ADP. Apés 60
minutos de incubacgdo, acido tricloroacético (TCA), na concentracdo final de 5%,
foi utilizado para parar a reagao enzimatica. O tempo de incubacao e a quantidade
de proteina utilizados nos ensaios foram escolhidos de maneira a garantir a
linearidade da reagéo. A quantidade de fosfato inorganico (Pi) liberado foi medida
a partir do método colorimétrico previamente descrito por Chan et al., 1986. Os
controles para corrigir a hidrolise ndo-enzimatica do substrato foram realizados
pela adicdo de plaquetas apds a reacgao ter sido parada com TCA. Todas as
dosagens foram realizadas em triplicata e as atividades enzimaticas estédo
geralmente expressas como nmol Pi liberado/minuto/mg de proteina. O ensaio da
enzima ecto-5'-nucleotidase foi realizado de maneira semelhante ao da E-
NTPDase, com excegao de que 5.0 mM CaCl;, foi substituido por 5.0 mM MgCl, e

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

Ensaio da atividade Ecto-nucleotideo 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



para ensaios in vitro desta atividade) como descrito anteriormente (Sakura et al.,
1998). O meio de reagao contendo 50 mM Tris-HCI, 120 mM NaCl, 5.0 mM KClI,
60 mM glicose e 0.5 mM CaCl,, pH 8.9 foi pré-incubado com aproximadamente 20
Mg de plaquetas por tubo por 10 minutos a 37°C, em um volume final de 200 pL. A
reacao foi iniciada pela adicdo de p-Nph-5TMP 0.5 mM. Apds 80 minutos de
incubacgao, a reacao foi parada com a adi¢cao de 200 pL de NaOH 0.2 N. O tempo
de incubacdo e a quantidade de proteina foram escolhidos de maneira a
assegurar a linearidade da reagao. A quantidade de p-nitrofenol liberado foi
medida a 400 nm, utilizando-se um coeficiente de extingdo molar de 18.8 X 10/
M/ cm. Os controles para corrigir a hidrélise ndo-enzimatica do substrato foram
realizados pela adicao de plaquetas apds a reacgao ter sido parada com NaOH.
Todas as amostras foram realizadas em triplicata e as atividades enzimaticas
estdo geralmente expressas como nmol p-nitrofenol liberado/minuto/mg de

proteina.

RESULTADOS

Efeito da angiotensina Il sobre a hidrélise de ATP, ADP, AMP e p-Nph-5'-
TMP em plaquetas de ratos

As Figuras 1A, 1B e 1C mostram que as injeg¢des intraperitoneais de
angiotensina Il em diferentes doses (5, 50, 500 e 5000 picomdis) foram capazes
de aumentar significativamente a hidrolise de ATP, ADP e AMP, quando
comparadas ao grupo controle que recebeu uma injecdo de solugdo salina. A

hidrélise de ATP foi aumentada, em média, em 21%, 31%, 44% e 27% quando os



animais foram injetados com 5, 50, 500 e 5000 picomdis ANGII, respectivamente.
Para o ADP, o aumento encontrado foi de, aproximadamente, 22%, 28%, 78% e
37%, para as mesmas doses. Com relacédo a hidrolise de AMP em plaquetas de
ratos, a ANGII 5, 50, 500 e 5000 picomois foi capaz de aumenta-la de maneira
significativa em 40%, 64%, 60% e 64%, respectivamente. Por outro lado, nenhuma
diferenca significativa foi observada na hidrélise de p-Nph-5"TMP (Figura 1D) em

nenhuma das doses de angiotensina |l testadas.

Hidrélise de ATP, ADP, AMP e p-Nph-5TMP em plaquetas de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) e Wistar normotensos

Com o objetivo de avaliar o efeito da hipertensdo arterial induzida por
fendtipo sobre as atividades das enzimas de degradagdo de nucleotideos em
plaquetas, foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos. A hidrélise de
AMP foi significativamente aumentada em 144%, enquanto que a hidrolise 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 modificacdo estatisticamente
significativa foi observada com relagéo as hidrolises de ATP e ADP nas plaquetas

de animais SHR em comparac&o aos animais Wistar normotensos (Figura 2).
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FIGURA 1A: Efeito da injecao intraperitoneal ANGII (5, 50, 500 e 5000 picomois) sobre a
hidrélise de ATP por plaquetas de ratos. Os resultados estao apresentados como média +
desvio padrédo de, pelo menos, 6 experimentos independentes. * representa diferenca
estatisticamente significativa em relagcdo ao grupo salina que recebeu uma injecéo
intraperitoneal de solug¢do NaCl 0.9%. Os dados foram analisados utilizando-se ANOVA
de uma via, seguida de post hoc de Duncan. A diferenca estatisticamente significativa foi

assumida para valores de P<0.05.
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FIGURA 1B: Efeito da injeg¢ao intraperitoneal ANGII (5, 50, 500 e 5000 picomodis)
sobre a hidrolise de ADP por plaquetas de ratos. Os resultados estdo apresentados como
média + desvio padrdo de, pelo menos, 8 experimentos independentes. * representa
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo salina que recebeu uma
injecao intraperitoneal de solugdo NaCl 0.9%. Os dados foram analisados utilizando-se
ANOVA de uma via, seguida de post hoc de Duncan. A diferenga estatisticamente

significativa foi assumida para valores de P<0.05.
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FIGURA 1C: Efeito da injecao intraperitoneal ANGII (5, 50, 500 e 5000 picomais) sobre a
hidrolise de AMP por plaquetas de ratos. Os resultados estao apresentados como média *
desvio padrdo de, pelo menos, 7 experimentos independentes. * representa diferencga
estatisticamente significativa em relacdao ao grupo salina que recebeu uma injecéao
intraperitoneal de solu¢do NaCl 0.9%. Os dados foram analisados utilizando-se ANOVA
de uma via, seguida de post hoc de Duncan. A diferenca estatisticamente significativa foi

assumida para valores de P<0.05.
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FIGURA 1D: Efeito da injecao intraperitoneal ANGII (5, 50, 500 e 5000 picomais) sobre a
hidrolise de p-Nph-5"TMP por plaquetas de ratos. Os resultados estdo apresentados como
média + desvio padrao de, pelo menos, 8 experimentos independentes. * representa
diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao grupo salina que recebeu uma
injecao intraperitoneal de solugdo NaCl 0.9%. Os dados foram analisados utilizando-se
ANOVA de uma via, seguida de post hoc de Duncan. A diferenga estatisticamente

significativa foi assumida para valores de P<0.05.
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FIGURA 2: Hidrolise 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 estao apresentados como média + desvio padrao e
0 numero amostral esta referido dentro das barras para cada grupo em cada um dos
substratos avaliados. * representa diferencga estatisticamente significativa em relagéo aos
ratos Wistar normotensos. Os dados foram analisados utilizando-se o teste t de amostras
independentes. A diferenga estatisticamente significativa foi assumida para valores de

P<0.05.
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1. DISCUSSAO

E conhecido que as plaquetas sangiiineas estéo intimamente relacionadas
aos processos de tromborregulagdo e ao desenvolvimento de doencgas
cardiovasculares (Bhatt & Topol, 2002). A sinalizagdo purinérgica no sistema
vascular tem o potencial de influenciar a funcdo cardiaca, as repostas
vasomotoras, a ativagao plaquetaria e os processos inflamatérios (Boeynaems &
Pearson, 1990; Dubyak & EI-Moatoassim, 1993).

O ADP é o principal fator recrutador de plaquetas originado dos gréanulos
densos durante a ativacdo das plaquetas, enquanto que o ATP, derivado da
mesma fonte, € considerado um inibidor competitivo da agregacéo induzida por
ADP via receptores P2Y (Qawi & Robson, 2000). Além disso, o ATP estimula a
producdo de dois importantes vasodilatadores pelas células endoteliais: a
prostaciclina e o Oxido nitrico (Marcus & Safier, 1993). A adenosina é
reconhecidamente uma molécula capaz de induzir vasodilatacdo e inibir a
agregacao dos trombdcitos (Bakker et al., 1994). Neste contexto, a sinalizagédo
através dos nucleotideos da adenina em plaquetas requer um fino mecanismo de
controle, o qual pode ser alcangado, por exemplo, pela inativacdo do sinal via
ectonucleotidases ou pelo bloqueio dos receptores de nucleotideos.

A acado dos nucleotideos € terminada por uma cascata enzimatica que
degrada sequencialmente nucleosideos 5'-trifosfatos até seus respectivos
nucleosideos monofosfatos e fosfato livre ou pirofosfato. Existe um numero
significativo de enzimas de superficie com potencial para hidrolisar os

nucleotideos extracelulares e entre elas estdo as E-NTPDases e as E-NPPs



(Zimmermann, 1999). Estudos prévios tem relatado que as células e tecidos
podem co-expressar ectonucleotidases distintas que compartilham caracteristicas
comuns (Heine et al., 1999; Kukulski et al., 2003; Oses et al., 2004).

Nosso grupo de pesquisa tem estudado alteragbes nas atividades das
enzimas responsaveis pela degradacgao extracelular de nucleotideos em diferentes
condigdes patologicas e fisioldégicas nas mais diversas fragdes bioldgicas, sendo
que as ectonucleotidases de soro e plaquetas tém se mostrado particularmente
alteradas. Por exemplo, um estudo realizado por Pochmann e colaboradores
(2004) mostrou que a privagio de hormdnios esterdides aumenta
siginificativamente as hidrolises de ATP, ADP e AMP no soro sanguineo de ratos
fémea. Em um outro trabalho, Pochmann e colaboradores (2005) demonstraram
que a privagao hormonal é capaz de diminuir a atividade das enzimas que
degradam nucleotideos extracelulares da adenina em plaquetas de ratos fémea,
contribuindo para um melhor entendimento das complicagcbes cardiovasculares
relacionadas ao status hormonal. Além disso, também mostramos que o ebselen,
um composto organo-selenado com propriedades antioxidantes, inibiu as
hidrolises de ATP e ADP em plaquetas (Furstenau et al., 2004). Buffon e
colaboradores (2004) evidenciaram a diminuigdo das hidrolises de ATP e ADP em
plaquetas de ratos pelo acido acetilsalicilico, explicando, pelo menos parcialmente,
a modulagéo deste composto na tumorogénese.

Esta dissertacdo esta dividida, basicamente, em duas partes. A primeira
(Capitulo 1) trata da caracterizagdo cinética e bioquimica da atividade ecto-
nucleotideo pirofosfatase/ fosfodiesterase em plaquetas, cujo trabalho esta

publicado. A segunda parte (Capitulo 2) apresenta o artigo em preparagao sobre



algumas interagdes entre o sistema renina-angiotensina e o sistema purinérgico
de plaquetas de ratos; trata, especialmente, da agdo da angiotensina Il e da
hipertensao induzida por fendtipo, a partir da utilizagao de ratos espontaneamente
hipertensos, sobre as enzimas responsaveis pela hidrolise extracelular de
nucleotideos nestes fragmentos citoplasmaticos.

Sabe-se que pelo menos duas ecto-enzimas estdo expressas na superficie
de plaquetas intactas, a E-NTPDase e a ecto-5'-nucleotidase (Frassetto et al.,
1993). No primeiro capitulo deste trabalho, descrevemos uma atividade enzimatica
em plaquetas intactas de ratos que compartilha as principais caracteristicas
bioquimicas ja descritas para as E-NPPs: 1) um pH &6timo alcalino, sendo que a
melhor atividade enzimatica foi encontrada entre os pHs 8.5 e 8.9; 2) os valores de
Km € Vmax calculados para a hidrolise do substrato marcador da atividade NPP (p-
Nph-5'-TMP) pelas preparagcbdes de plaquetas intactas foram encontrados como
sendo de, aproximadamente, 106.22 + 17.83 pM e 3.44 = 0.18 nmol p-
nitrophenol/min/mg, respectivamente; e 3) dependéncia de cations divalentes para
seu o6timo funcionamento.

Além disso, a possivel presenca de um multiplo sistema responsavel pela
degradacgao extracelular de nucleotideos em plaquetas de ratos, constituido pela
enzima ja descrita E-NTPDase e pela enzima E-NPP caracterizada em nosso
estudo tornou-se mais evidente quando as hidrolises de ATP, ADP e p-Nph-5'-
TMP responderam diferentemente a distintos compostos testados in vitro sobre
estas atividades enzimaticas. Neste sentido, podemos observar que o AMP
diminuiu apenas a hidrolise do p-Nph-5-TMP, o que estd de acordo com

observacgbes prévias de que o AMP inibe competitivamente a reacdo da NPP



(Landt & Butler, 1978; Goding, 2000). Outros compostos como a azida de sddio,
conhecida por inibir a atividade E-NTPDase em altas concentracbes, a
angiotensina Il e o cloreto de gadolinio alteraram apenas as hidrolises de ATP,
ADP ou ambos, ndo apresentando qualquer efeito sobre a hidrdlise do substrato
marcador para a atividade E-NPP.

O conjunto de resultados apresentados no Capitulo 1 indica a presenga de
uma atividade ecto-nucleotideo pirofosfatase/ fosfodiesterase em plaquetas com
diferentes propriedades bioquimicas da E-NTPDase. Assim, nosso estudo reforga
a hipotese de co-existéncia das atividades E-NTPDase e E-NPP em plaquetas, as
quais, em conjunto com a ecto-5-nucleotidase, constituem um complexo
multienzimatico responsavel pelo fino controle dos niveis de nucleotideos e
nucleosideos extracelulares, regulando, mesmo que em parte, a funcéo
plaquetaria.

A enorme diversidade molecular e a sobreposicéo tecidual dos membros da
familia E-NTPDase e E-NPP tornam dificil apontar funcbes especificas para estas
enzimas (Goding et al., 2003). No entanto, ja que estas enzimas apresentam
diferentes propriedades cinéticas, elas poderiam atuar sob diferentes condicbes
fisiologicas e poderiam, portanto, ser diferentemente reguladas. Assim, a E-
NTPDase poderia desempenhar um importante papel na prevencédo da formacéao
de microtrombos, convertendo o ADP liberado da plaqueta em AMP (Frassetto et
al., 1993), e a fosfodiesterase poderia atuar como um "cao de guarda", prevenindo
a subversdo da plaqueta por destruir o DNA ou o RNA indesejaveis oriundos do
rompimento de outras células (Goding et al., 1998) e por hidrolisar acidos

nucléicos livres liberados sob injuria tecidual e morte celular (Zimmermann, 1999).



Finalmente, a atividade E-NPP descrita neste estudo representa uma nova
abordagem sobre a sinalizagdo purinérgica em plaquetas, a qual deve ser
considerada para a melhoria das terapias antiplaquetarias, bem como para o
tratamento de doencas vasculares.

No segundo capitulo desta dissertacdo, descrevemos alguns resultados
sobre a agdo da angiotensina Il sobre as ectonucleotidases de plaquetas. A
angiotensina Il, um vasoconstritor ativo, tém sido implicada na aceleragdo da
aterosclerose. Além disso, ela também estimula a proliferacdo de células
musculares lisas, aumenta a ativagao plaquetaria (Moore et al., 1984) e contribui
para a inflamacéao e estresse oxidativo (Keidar et al., 1999).

Nosso primeiro conjunto de resultados (Figura 1A — 1D) mostra que a ANGII
foi capaz de aumentar as hidrélises de ATP, ADP e AMP em plaquetas de ratos
em todas as doses testadas (5 mL das solugdes 1, 10, 100 e 1000 nM,
correspondendo as doses de 5, 50, 500 e 5000 picomodis, respectivamente).
Entretanto, nenhuma alteragéo foi observada com relagcéo a hidrolise do p-Nph-
5'TMP. Portanto, toda a cascata de hidrélise de nucleotideos extracelulares que
leva a formacido de adenosina, uma molécula com propriedades vasodilatoras e
antiplaquetarias bem reconhecidas (Shryock & Bellardinelli, 1997), parece estar
ativada nos trombdcitos. As diferentes respostas obtidas para os diferentes
substratos testados, ATP/ADP e p-Nph-5'TMP, deixam claro, novamente, a
presenca de diferentes atividades de ectonucleotidases na superficie de plaquetas
intactas de ratos, podendo-se observar diferentes modulagdes para as enzimas

envolvidas na formagao extracelular de adenosina a partir de ATP.



Quando ha uma queda na pressao arterial, ocorre um aumento na secregao
de renina que, por sua vez, cliva o substrato angiotensinogénio, produzindo
angiotensina |. Na sequéncia, acontece a formagao da angiotensina Il através da
acao da enzima conversora de angiotensina (Silbernagl & Despopoulos, 2003). A
adenosina tem sido postulada por diminuir a liberacao de renina em resposta a um
estimulo fisiolégico (Jackson, 1991). Portanto, os resultados que obtivemos
parecem apontar para um mecanismo compensatério da angiotensina Il. Se, por
um lado, ela é capaz de promover vasoconstricdo, efeitos pressores e trombose
(Ferreira & Santos, 2005), por outro lado, aumentando a hidrélise de ADP nas
plaquetas, a ANGII estaria inibindo a agregacdo plaquetaria. A inibicdo da
agregacao plaquetaria por antagonistas de receptores AT de angiotensina Il ja foi
demonstrada em estudos anteriores (Kalinowski et al., 2002). Além disso, o
aumento na hidrolise de AMP estimulado pela angiotensina Il nas plaquetas
representa um potencial aumento dos niveis de adenosina, a qual, por um
mecanismo de retroalimentacdo negativa, estaria inibindo a secrec¢ao de renina e,
portanto, a liberagdo de mais angiotensina Il.

A Figura 2 mostra um aumento na hidrélise de AMP e uma diminuicdo na
hidrolise de p-Nph-5TMP em plaquetas de ratos espontaneamente hipertensos
quando comparados a ratos Wistar normotensos. Os ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) sdo um modelo genético de hipertensdo amplamente aceito por
causa das caracteristicas que compartilham com a hipertensdo em humanos
(Okamoto, 1969). O aumento na hidrolise de AMP encontrado indica, novamente,
um potencial aumento nos niveis de adenosina circulantes nestes animais, talvez

na tentativa de um restabelecimento da homeostasia entre os efeitos da elevacao



da pressado arterial neste modelo animal e os efeitos vasodilatadores da
adenosina. A diminui¢cao na hidrélise do substrato marcador para a fosfodiesterase
€ a nao alteracado nas hidrélises de ATP e ADP indica, mais uma vez, a presencga
de um sistema multienzimatico para a hidrélise de nucleotideos em plaquetas.
Estudos tém demonstrado que existem claras diferengas entre ratos SHR e ratos
normotensos com respeito a mecanismos envolvidos na patologia da hipertenséo,
sobretudo sobre o sistema nervoso simpatico; porém, a etiologia da hipertensao
nestes animais permanece desconhecida (Triantafyllidi et al., 2004). Portanto,
estudos mais aprofundados sao necessarios para a melhor compreensao do
resultado obtido em nosso estudo.

Os resultados apresentados no Capitulo 2 estdo em fase de
complementacdo. Estamos desenvolvendo estudos com a finalidade de observar
através de qual mecanismo a angiotensina |l interfere na hidrélise dos
nucleotideos da adenina em plaquetas. Neste sentido, estamos utilizando o
antagonista do receptor AT de ANGII, losartan. Os primeiros resultados apontam
para um efeito do antagonista no sentido de prevencédo no aumento das hidrélises
causados pela angiotensina Il. Além disso, pretendemos complementar nossos
resultados avaliando, molecularmente, se a alteracdo nas hidrolises ¢é

acompanhada por uma alteragao na expressao das respectivas enzimas.



2. CONCLUSOES

De maneira geral, esta dissertagdo traz a caracterizagdo cinética, bem
como o estudo de algumas propriedades bioquimicas, da enzima ecto-nucleotideo
pirofosfatase/ fosfodiesterase na superficie de plaquetas intactas de ratos.Isto
seria parte de um complexo sistema para a hidrdlise de nucleotideos e
representaria uma nova abordagem da sinalizagao purinérgica nestes fragmentos
citoplasmaticos, podendo contribuir para o desenvolvimento de terapias
antiplaquetarias e para o tratamento de doencgas vasculares.

Em adi¢do, apresentamos alguns resultados demonstrando interagdes entre
os sistemas angiotensinérgico e adenosinérgico em plaquetas de ratos, o que
podera contribuir para o melhor entendimento e o tratamento de doencas

cardiovasculares como hipertensao e arteriosclerose.
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