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RESUMO 
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Universidade Federal de Santa Maria 

 

INTERFERÊNCIA DE VASODILATADORES NA HIDRÓLISE  
DE NUCLEOTÍDEOS DA ADENINA EM PLAQUETAS  

DE PACIENTES HIPERTENSOS 
 

AUTORA: DANIÉLE SAUSEN LUNKES 
ORIENTADOR: VERA MARIA MORSCH 

Data e Local de Defesa: Santa Maria, 19 de janeiro de 2009 
 

O processo trombogênico que afeta os pacientes hipertensos está associado 
com mecanismos regulatórios presentes no endotélio vascular. Esses mecanismos 
envolvem o fator de relaxamento do endotélio, as ectonucleotidases e íons cálcio. 
Considerando que os vasodilatadores atuam em ambos, na pressão sangüínea e na 
homeostase, foi avaliada a interferência de diferentes vasodilatadores na atividade 
da NTPDase de plaquetas de hipertensos e pacientes saudáveis, com o objetivo de 
verificar a sensibilidade destes pacientes aos vasodilatadores. Além disso, foi 
determinado o comportamento cinético da NTPDase na presença do vasodilatador 
que apresentou maior influência inibitória. Os resultados mostraram uma diminuição 
na atividade da NTPDase na presença de arginina (0,025 mM – 3.0 mM), 
nitroprussiato de sódio (0,01 – 2,0 mM) e hidralazina (20,0 µM – 90,0 µM), quando 
testada para os substratos ATP e ADP em plaquetas do grupo hipertensos. Porém, a 
hidrólise dos substratos ATP e ADP aumentou quando testado na presença de 
arginina no grupo controle. Nenhum efeito foi observado sobre a atividade da enzima 
quando doses farmacológicas de captopril foram testadas in vitro. Estudos do 
comportamento cinético foram realizados na presença de nitroprussiato de sódio, o 
qual causou uma inibição mista. Os valores de Km aumentaram e os de Vmax 

diminuíram com o aumento da concentração de nitroprussiato de sódio. Os valores 
de IC50 foram 3,66 mM e 2,64 mM (grupo controle) e 2,08 mM e 3,15 mM (grupo 
hipertenso) para ATP e ADP, respectivamente. Os valores de Ki obtidos foram 0,167 
mM e 0,325 mM para o grupo hipertensos, usando ATP e ADP como substrato, 
respectivamente. Contudo, baseado nos resultados encontrados, é possível sugerir 
que existe uma interação entre vasodilatadores, doadores de óxido nítrico e a 
inibição da hidrólise de nucleotídeos da adenina em plaquetas de pacientes 
hipertensos. 

 
Palavras-chave: Hipertensão, vasodilatadores, NTPDase, parâmetros cinéticos. 
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The thrombogenic process that affects the hypertensive patient is associated 

with regulatory mechanisms present in the vascular endothelium. These mechanisms 
involve the release of a endothelium-derived relaxing factor, ectonucleotidases and 
calcium ions. Considering that vasodilators act both on blood pressure and on 
homeostasis, we evaluated the interference of different vasodilators on platelet 
NTPDase activity in hypertensive and healthy patients, with the objective of verifying 
patient sensitivity to vasodilators. In addition, the kinetic behavior of NTPDase was 
determined in the presence of the vasodilator that showed the greatest inhibitory 
influence. The results showed a decrease in NTPDase activity in the presence of 
arginine (0.025 mM – 3.0 mM), sodium nitroprusside (0.01 mM – 2.0 mM) and 
hydralazine (20.0 µM – 90.0 µM), when tested for ATP and ADP substrate. However, 
the hydrolysis of ATP and ADP substrates increased when tested in the presence of 
arginine in the control group. No effects on enzyme activities were observed when 
pharmacological doses of captopril were tested in vitro. Kinetic behavior studies were 
estimated in the presence of sodium nitroprusside, which caused a mixed inhibition. 
The Km values increased and Vmax decreased with increasing sodium nitroprusside 
concentrations.  The IC50 values were 3.66 mM and 2.64 mM (control group) and 
2.08 mM and 3.15 mM (hypertensive group) for ATP and ADP, respectively. The Ki

 

values obtained were 0.345 mM and 2.00 mM for the control group and 0.167mM 
and 0.325 mM for the hypertensive group, using ATP and ADP as substrate, 
respectively. In conclusion, based on these results it is possible to speculate that 
there is an interaction between vasodilators, donors of nitric oxide, and the inhibition 
of adenine nucleotide hydrolysis on platelets of hipertensive patients. 
 

Keywords: Hypertension, Vasodilators, NTPDase, kinetic parameters. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

  As doenças cardiovasculares representam umas das maiores causas de 

morbidade na população brasileira, sendo responsáveis por aproximadamente 35% 

dos óbitos no Brasil (GUIMARÃES et al., 2006). A hipertensão arterial é uma 

síndrome hemodinâmica, complexa, desenvolvida a partir de alterações no fluxo 

sangüíneo e das interações entre mecanismos de vasoconstrição e substâncias 

secretadas pelo endotélio vascular (BARRETO et al., 2005). As complicações micro 

e macrovasculares são aceleradas pelo aumento da atividade das plaquetas e pela 

redução da função vasoprotetora.  

 A diminuição das concentrações de óxido nítrico, um fator de relaxamento do 

endotélio, pode induzir a vasoconstrição e ao recrutamento plaquetário no local de 

injúria vascular (NEGRO, 2008). A agregação de plaquetas é mediada por agonistas, 

como colágeno, ADP e tromboxano A2, os quais se ligam aos receptores de 

membrana e ativam cascatas bioquímicas em plaquetas (PETIDIS et al., 2008). O 

aumento da concentração extracelular de nucleotídeos da adenina contribui para a 

ativação plaquetária e conseqüente, formação do trombo. 

 A enzima NTPDase catalisa a hidrólise de ATP e ADP e está envolvida nos 

processos de homeostasia, regulação do tônus vascular e respostas 

tromboregulatórias (SÉVIGNY et al., 2002; COSTA et al., 2004; MARCUS et al., 

2005). O aumento da agregação plaquetária em pacientes hipertensos está 

relacionada com a atividade da enzima NTPDase (LUNKES et al., 2003). O 

tratamento da hipertensão pode normalizar os níveis da pressão arterial, bem como 

diversos parâmetros de ativação plaquetária (BLANN et al., 2003). 

 Os vasodilatadores são medicamentos que auxiliam na regulação da pressão 

arterial, por meio de diferentes mecanismos de ação. Esses fármacos atuam sobre o 

sistema vascular induzindo ao relaxamento da musculatura do endotélio (BATLOUNI 

& RAMIRES, 1999). Processos catabólicos podem ser influenciados pelos 

vasodilatadores, através do aumento da concentração de substâncias no meio 

extracelular (STAFYLAS & SARAFIDIS, 2008). A modulação dos níveis de 



nucleotídeos extracelular pode iniciar uma importante via na patogênese da injúria 

vascular (GUCKELBERGER et al., 2004). 

Os fármacos anti-hipertensivos, além de contribuir para a diminuição da 

pressão arterial, desempenham papel secundário na homeostase vascular. 

Entretanto, poucos trabalhos foram realizados para investigar as demais influências 

exercidas, por esses vasodilatadores, no meio vascular de pacientes hipertensos. 

Em virtude disso, é de grande interesse clínico e científico investigar a interferência 

desses medicamentos no processo de ativação plaquetária e de formação do trombo, 

através da atividade da NTPDase em pacientes hipertensos e saudáveis. 

 

 

1.1 Objetivos 

 

 

Analisar in vitro a interferência dos vasodilatadores arginina, nitroprussiato de sódio, 

hidralazina e captopril, na atividade da enzima NTPDase em pacientes hipertensos e 

saudáveis; 

 

Determinar in vitro a cinética da enzima NTPDase frente ao vasodilatador que 

apresentar maior influência inibitória; 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 Sistema Cardiovascular  

 

 

 O sistema cardiovascular é responsável pelo transporte de nutrientes, 

hormônios e oxigênio aos tecidos. Este sistema contribui para a homeotasia do 

organismo, suprindo todas as necessidades celulares. O sistema circulatório 

também realiza o transporte de produtos finais do metabolismo até os tecidos 

responsáveis pela sua excreção (DAMPNEY, 1994).  

O sistema vascular é estruturado por meio de artérias, veias e capilares. O 

sangue é conduzido do coração ao organismo pelas artérias, enquanto as veias 

possibilitam o retorno do fluxo de sangue ao coração (FIGURA 1). Os capilares 

constituem um sistema capaz de realizar a troca de líquidos, eletrólitos e sangue 

entre artérias e veias (DIAS et al., 2002). O coração tem como principal função a 

propulsão do sangue para todo o corpo, por meio de uma rede de vasos sangüíneos. 

A circulação pulmonar permite as trocas gasosas entre os capilares e as paredes 

dos alvéolos, através do fluxo sangüíneo (GUYTON & HALL, 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

  
FIGURA 1 - Circulação sistêmica e pulmonar. (Adaptado CD O Corpo Humano 2.0. Globo Multimídia) 



O endotélio vascular participa de forma preponderante no controle do fluxo 

sangüíneo, através da regulação do tônus vascular e da resistência periférica. A 

síntese e a liberação de compostos vasoativos pelas células endoteliais, são 

responsáveis pela manutenção da homeostase vascular (FAVARATO & LUZ, 2003). 

A injúria na parede do vaso sangüíneo promove uma intensa atividade metabólica, 

onde há liberação de ADP e amplificação do processo de ativação plaquetária (LEE 

et al., 1998).  

 

 

2.2 Hipertensão 

 

  

A hipertensão arterial é uma desordem circulatória caracterizada por um 

aumento dos níveis de pressão arterial sistêmica. Atualmente, constitui um dos 

grandes fatores de risco de morbidade entre as doenças não-transmissíveis. Essa 

profunda modificação do sistema circulatório possui relação direta e positiva com a 

perda funcional do sistema cardiovascular (V DIRETRIZES BRASILEIRAS DE 

HIPERTENSÃO ARTERIAL, 2006; SUSIC & FROHLICH, 2008).  

As alterações da função endotelial, das propriedades hemodinâmicas e das 

células circulantes, estão amplamente associadas à hipertensão arterial. O endotélio, 

em condições normais, forma uma superfície não trombogênica que impede a 

aderência de plaquetas e de outras células sangüíneas, bem como a ativação da 

cascata de coagulação (CARVALHO et al., 2001).  

 

  

2.2.1 Epidemiologia 

 

 

A hipertensão arterial sistêmica, como um fator de risco cardiovascular 

crescente na população adulta, constitui um dos maiores problemas de saúde 

pública. A população mais atingida por esta disfunção do sistema circulatório 

encontra-se na faixa etária entre 45 e 70 anos de idade (BILLETT, 2008). 

 



A prevalência de casos de hipertensão é elevada no Estado do Rio Grande do 

Sul e especula-se que sejam acometidos cerca de 30% dos indivíduos adultos 

(DÓREA & LOTUFO, 2004). Esses índices aumentam de forma progressiva com o 

envelhecimento, ultrapassando 70% na população idosa do Estado (LIBERMAN, 

2007). A taxa de mortalidade por doenças do aparelho circulatório representa 35% 

do total de óbitos no Rio Grande do Sul (GUS et al., 2004). 

No Brasil, estima-se que um terço da população adulta é hipertensa, com uma 

incidência de hipertensão arterial entre 22 e 43% da população (V DIRETRIZES 

BRASILEIRAS DE HIPERTENSÃO ARTERIAL, 2006). Além disso, esta disfunção 

cardiovascular também é responsável por 30% dos casos de mortalidade no mundo 

(GUSMÃO et al., 2005).  

 

 

2.2.2 Classificação 

 

 

 Os níveis pressóricos permitem determinar a condição cardiocirculatória, que 

pode variar de um quadro de normalidade até hipertensão severa. A pressão arterial 

sistêmica, com níveis sistólicos inferiores a 130 mmHg e diastólicos inferiores a      

85 mmHg, diminui o risco de alteração cardiovascular (SILVA, 2007). Na tabela 1, 

estão dispostos os valores diagnósticos de hipertensão arterial para maiores de     

18 anos, não hipertensos e sem co-morbidade associada. 

 

TABELA 1 - Classificação de hipertensão arterial para maiores de 18 anos. 

Classificação Pressão sistólica 
(mmHg) 

Pressão diastólica 
(mmHg) 

Ótima < 120 < 80 

Normal < 130  < 85 

Limítrofe 130 – 139  85 – 89  

Hipertensão estágio 1 (leve) 140 – 159  90 – 99  

Hipertensão estágio 2 (moderada) 160 – 179  100 – 109  

Hipertensão estágio 3 (grave) ≥ 180 ≥ 110 

Hipertensão sistólica isolada ≥ 140 ≥ 90 

Fonte: V Diretrizes Brasileiras de Hipertensão Arterial, 2006 



No estágio 1, a hipertensão, está pouco elevada e em conseqüência não há 

lesões em órgãos-alvo como coração, rim, pulmão e fígado. Na hipertensão 

moderada, os níveis pressóricos estão mais elevados e há um pequeno 

comprometimento do organismo. No estágio 3, a hipertensão apresenta-se com os 

níveis de pressão muito elevados e encontram-se evidentes alterações nos órgãos-

alvo. Nos casos em que além da severidade da hipertensão, há um 

comprometimento do estado geral, poderá se manifestar um quadro de hipertensão 

maligna (CHOBANIAN et al., 2003). 

 

 

2.2.3 Fisiopatologia 

 

 

A patogênese da hipertensão é um processo multifatorial que envolve a 

interação de fatores genéticos e ambientais. A hipertensão não constitui somente um 

fator de risco para disfunções cardiovasculares, mas também contribui 

significativamente para o desenvolvimento de aterosclerose (ALEXANDER, 1995). 

A sobrecarga do sistema cardiovascular, causada pelo aumento da pressão 

arterial e pela ativação de fatores intravasculares, leva a alterações estruturais de 

adaptação. O estreitamento da parede dos vasos sangüíneos e a mudança no 

metabolismo vascular aumentam a resistência do fluxo de sangue e a resposta aos 

estímulos vasoconstritores (MANO, 2007). O mecanismo que inicia a vasoconstrição 

é a inibição de vários canais de potássio, seguida de despolarização da membrana 

celular e entrada de cálcio para dentro da célula (BARRETO et al., 2005). 

 O sistema renina-angiotensina tem sido associado à fisiopatologia da 

hipertensão arterial desde a sua descoberta. A concentração de agiotensina II, um 

potente vasoconstritor, está freqüentemente aumentado em pacientes com 

hipertensão. Níveis elevados da atividade da renina estão associados a maiores 

chances de complicações cardiovasculares (TELES et al., 2007). 

  A angiotensina II desencadeia vários mecanismos que estão intimamente 

associados a aterogênese e a trombose. A angiotensina II liga-se a receptores no 

músculo, resultando em ativação da fosfolipase C, o que pode aumentar o cálcio 

intracelular. A hipertensão aumenta a formação de peróxido de hidrogênio e radicais 

livres como, por exemplo, ânion superóxido (WÖLKART et al., 2004; LEE & 



GRIENDLING, 2008). Essas substâncias reduzem a formação de óxido nítrico pelo 

endotélio e aumentam a adesão plaquetária (RUSSELL, 1999). A disfunção 

endotelial, que ocorre na hipertensão, refere-se à ausência da capacidade 

vasodilatadora em resposta a estímulos que aumentam a biodisponibilidade do óxido 

nítrico (TELES et al., 2007).  

 

 

2.3 Trombose 

 

 

A trombose é uma extensão patológica do processo normal de homeostasia. 

Os trombos são massas sólidas formadas no interior dos vasos, por constituintes do 

sangue, quando algum fator danifica a parede dos vasos sangüíneos (FIGURA 2). 

Essas placas podem obstruir o fluxo sangüíneo ou bloquear a oxigenação do sangue.  

As desordens micro e macrovasculares envolvem complicações como 

trombose e aterosclerose, as quais podem ser aceleradas pela ativação plaquetária 

(WAJCHENBERG, 2002; BRYDON, 2006). O aumento da agregação plaquetária, 

assim como, a liberação de mediadores vasoativos são fatores que contribuem para 

a oclusão do vaso sangüíneo reduzindo a função vasoprotetora (DOCKRELL et al., 

1999). A concentração elevada de adenina difosfato (ADP) e cálcio, presentes na 

obstrução vascular, promovem um recrutamento plaquetário à parede do vaso 

sangüíneo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 2 - Corte transversal de artéria com processo trombótico. Disponível em                     
http://www.medicinageriatrica.com.br/2008/01/09/saude-geriatria/trombogenese-arterial/. Acessado 
em 10 de setembro de 2008. 



 A seqüência de eventos que envolvem a interação entre células endoteliais e 

as plaquetas são mediadas por meio da ligação de proteínas adesivas e receptores 

específicos (DENIS & WAGNER, 2007). As interações célula-célula geram reações 

enzimáticas com ativação de zimogênios, que se transformam em fatores de 

coagulação ativados (LOURENÇO, 1997). A cascata de reações que leva a ativação 

da coagulação e a formação do trombo se inicia com a ativação plaquetária. Esse 

processo culmina com a formação do agregado plaquetário e a rede de fibrina, 

constituintes básicos do trombo (WILLOUGHBY et al., 2002).  

 

 

2.4 Plaquetas 

 

 

A plaqueta é um fragmento citoplasmático, derivado do megacariócito, 

envolvido por membrana, com vida média de 7 a 10 dias. Essa célula é esférica, 

destituída de núcleo e composta por diversas organelas, como sistema canicular 

aberto e grânulos densos. Este sistema é responsável pela troca de substâncias 

com o meio externo. Pequenos filamentos de actina estão ligados a proteínas e 

conectados a membrana plasmática através de glicoproteínas (BLOCKMANS et al., 

1995) 

As plaquetas não têm capacidade de síntese protéica, mas possuem intensa 

atividade metabólica em nível de membrana (BATLOUNI, 1993). A liberação de 

agentes agregantes como ADP no meio extracelular, pode estimular a adesão, 

ativação e agregação plaquetária (FIGURA 3). A hidrólise do nucleotídeo ADP 

extracelular constitui uma importante via para limitar a agregação plaquetária e a 

formação de trombo (PILLA et al., 1996; ISHII-WATABE et al., 2000). 
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FIGURA 3 - Os três componentes da função plaquetária - adesão, ativação e agregação (Adaptado         
YIP et al., 2005). 
 

 

2.4.1 Adesão  

 

 

  Em condições fisiológicas, as plaquetas não interagem com as outras células 

e não aderem ao endotélio vascular intacto (STEIN et al., 1989). Porém, quando a 

integridade do sistema vascular é rompida, uma parte das plaquetas circulantes se 

liga aos constituintes da matriz subendotelial exposta. A plaqueta apresenta diversos 

receptores de adesão, entre eles o complexo glicoprotéico, que à liga ao fator de 

Von Wilebrand, ao colágeno e a P-selectina (CASTRO et al., 2006).  

Uma vez que ocorre a ligação da plaqueta aos constituintes do subendotélio, 

é induzida uma sinalização intracelular que ativa a mudança conformacional da 

plaqueta.  A adesão plaquetária à parede do vaso danificado é a primeira etapa do 

processo trombótico e envolve estruturas do subendotélio, receptores e proteínas 

plasmáticas. Nesta fase, uma série de alterações bioquímicas e ultra-estruturais é 

desencadeada e possui ação sinérgica à formação do trombo (LANGER & GAWAZ, 

2008). 

 

 

 

 

 



2.4 2 Ativação 

 

 

 Após o processo de adesão, as plaquetas ativadas sofrem uma alteração na 

sua forma natural discóide, para outra mais esférica, com protusões citoplasmáticas 

longas e irregulares, resultantes da associação paralela de filamentos de actina 

(FIGURA 4). As plaquetas projetam pseudópodes, aumentando a área de contato 

com o endotélio e se tornam mais firmemente ancoradas (VORCHHEIMER & 

BECKER, 2006). Os grânulos plaquetários são liberados e secretam seus conteúdos 

no plasma, entre eles produtos de oxidação do ácido araquidônico pela via 

cicloxigenase (PGH2 e seu produto, o tromboxano), serotonina e ADP (BATLOUNI, 

1993). 

 A plaqueta ativada pode se acumular na parede dos vasos das artérias, 

recrutar plaquetas adicionais e expandir o trombo. Um importante componente da 

plaqueta é o receptor glicoproteína IIb/IIIa, expresso durante a ativação plaquetária, 

que junto com o fibrinogênio, desencadeia o processo de agregação plaquetária 

(RUSSELL, 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
FIGURA 4 - Mudança de forma e agregação das plaquetas. (Adaptado Kuwahara et al., 2002). 

 

FIGURA 4 – Mudança de forma e agregação das plaquetas. (Adaptado KUWAHARA et al., 2002). 



2.4.3 Agregação 

 

 

A agregação plaquetária é a propriedade que as plaquetas possuem de 

unirem-se entre si e é responsável pelo crescimento do trombo plaquetário. Há três 

vias principais de agregação plaquetária, que se interrelacionam em várias etapas 

do processo. 

Uma vez ativada, a plaqueta sofre ação de agonistas que se ligam a 

receptores de membrana da plaqueta e ativam cascatas bioquímicas. A primeira via 

de agregação se manifesta pela ação da fosfolipase C, que atua catalisando a 

formação de inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 se liga aos 

receptores no sistema tubular denso, elevando a concentração citoplasmática de 

cálcio. O aumento dos níveis intracelulares de cálcio promove a contração da 

plaqueta, secreção de ADP e síntese de tromboxano A2 (SOBOL & WATALA, 2000).  

 A segunda via de agregação plaquetária é mediada pelo ADP, o qual 

promove o recrutamento de outras plaquetas para o tampão plaquetário. A ligação 

do ADP ao receptor purinérgico de plaquetas leva a ativação da cascata da 

proteinoquinase de ativação mitogênica. Esta proteína induz a liberação de cálcio do 

sistema tubular denso para o citosol. O ADP caracteriza-se por ser um agente 

indutor da agregação plaquetária em presença de cálcio e fibrinogênio (VANNI et al., 

2007).  

 A terceira via está envolvida com o ácido araquidônico, que é liberado da 

membrana plaquetária por ação da fosfolipase A2 e fosfolipase C. O ácido 

araquidônico é rapidamente metabolizado pelas enzimas ciclooxigenase e 

lipooxigenase, formando as prostaglandinas G2 e H2. Esses intermediários são 

convertidos, pela tromboxano sintetase, em tromboxano A2, que é um potente 

agente agregante plaquetário (WAKEFIELD et al., 2008). 

 

 

2.5 Nucleotídeos 

 

 

Os nucleotídeos ATP e ADP estão envolvidos na modulação da homeostasia 

vascular e na regulação da função plaquetária. O ADP é o mais importante agonista 

natural, do recrutamento de plaquetas, presente na injúria vascular (PINSKY et al., 



2002). Em contrapartida, o ATP é um antagonista competitivo de todos os efeitos do 

ADP sobre o desenvolvimento do trombo (MARCUS et al., 2003).  

 Diversas respostas fisiológicas vasculares implicam na liberação de 

nucleotídeos da adenina, que atuam sobre a ativação plaquetária. A superfície da 

membrana da plaqueta expressa receptores purinérgicos tipo 2 (P2) chamados P2Y 

(acoplados a proteína G) e P2X (ligado a canais iônicos), ativados por ADP e ATP, 

respectivamente (GACHET, 2008). O receptor P2Y1 é responsável pela mobilização 

interna de cálcio e pela mudança de forma da plaqueta, o que inicia o processo de 

agregação plaquetária. Já o receptor P2Y12 completa a agregação, amplifica os 

efeitos induzidos pelo ADP e inibe a enzima adenilato ciclase (ERLINGE & 

BURNSTOCK, 2008). O ATP estimula um rápido influxo de cálcio intraplaqueta 

através de receptores P2X1 e pode alterar a função plaquetária sozinho ou em 

sinergismo com outros receptores (PACKHAM & MUSTARD, 2005). 

A ação dos nucleotídeos ATP e ADP é mediada através de sua ligação aos 

purinoreceptores, na superfície das células endoteliais (MEGHJI et al., 1995). A 

alteração dos níveis de nucleotídeos extracelulares causados pelo aumento da 

expressão da CD39 pode representar um mecanismo tromboregulatório essencial 

para a vasculatura muscular. A estabilização da interação entre nucleotídeos e 

purinoreceptores, pode reverter a função das plaquetas, reduzida pelo processo de 

ativação plaquetária (ENJYOJI et al., 1999). 

 

 

2.6 NTPDase  

 

 

A enzima NTPDase (E.C.3.6.1.5, ATP-difosfohidrolase, ecto-ATPase, apirase, 

CD39), pertence a família das ectonucleotidases que catalisam a hidrólise de 

nucleotídeos extracelulares tri e difosfatados (ZIMMERMANN, 2001; ROBSON et al., 

2006). Oito membros desta família já foram identificados e diferem quanto à 

especificidade de substratos, distribuição tecidual e localização celular (FIGURA 5). 

As NTPDases 1, 2, 3 e 8 estão localizadas na superfície celular com o sítio catalítico 

voltado para a face extracelular. Já as NTPDases 5 e 6 tem expressão intracelular e 

as NTPDases 4 e 7 têm sua localização inteiramente intracelular, voltada para o 

lúmen da organela citoplasmática (ROBSON et al., 2006). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
FIGURA 5 - Hipotética árvore filogenética dos membros da família das E-NTPDases. (Adaptado 
ROBSON et al., 2006). 

 

 

As ectonucleotidases possuem um alto grau de similaridade na sua seqüência 

de aminoácidos, particularmente dentro de cinco regiões que são conhecidas como 

“regiões conservadas da apirase” (ACRs), que são de extrema importância para a 

atividade catalítica e ligação com substrato específico. Alterações na estrutura 

quaternária e interação das subunidades podem afetar a interação de ACRs 

envolvendo a ligação e hidrólise do substrato (GRINTHAL & GUIDOTTI, 2006). 

A enzima NTPDase 1 está firmemente ancorada na membrana através dois 

domínios transmembrana hidrofóbicos, cujas extremidades amino-terminal e carboxi-

terminal, estão voltadas para a parte interna da membrana (FIGURA 6).  Os dois 

domínios transmembrana são monômeros e interagem entre si para a manutenção 

da especificidade da atividade catalítica e do substrato. Eles podem sofrer 

movimentos coordenados durante o processo de ligação e hidrólise do nucleotídeo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 6 - Estrutura das  NTPDases. (Adaptado de ZIMMERMANN, 2001). 

 

Os nucleotídeos ATP e ADP são degradados, em proporções iguais, pela 

NTPDase 1. A atividade catalítica máxima requer a presença de cátions divalentes 

como cálcio ou magnésio e pH alcalino (SARKIS et al., 1995). A CD 39 foi 

amplamente descrita em vegetais (MAZELIS, 1959; CHEUNG et al., 1994), 

invertebrados (VASCONCELOS et al., 1993), em diversos tecidos de mamíferos 

como córtex cerebral (BATTASTINI et al., 1991; SCHETINGER et al., 2001), 

glândulas mamárias (VALENZUELA et al., 1989), plaquetas (PILLA et al., 1996; 

LUNKES et al., 2003), linfócitos humanos (PLESNER, 1995; LEAL et al., 2005) e 

plaquetas de ratos (FRASSETO et al., 1995). 

A expressão da CD39 está aumentada em plaquetas de pacientes diabéticos, 

hipertensos e diabéticos/hipertensos (LUNKES et al., 2008).  O agravamento de 

quadros de leucemia linfocítica crônica pode estar associado à expressão de CD39 

na superfície de células tumorais malignas (PULTE et al., 2007). A presença de 

NTPDase 1, na membrana de células endoteliais, constitui um fator preponderante 

na manutenção da homeostasia vascular (BIRK et al., 2002). As respostas 

trombóticas e inflamatórias podem ser moduladas pela expressão da 

CD39/ATPDase (KOZIAK et al., 1999). 

Esta enzima foi relacionada com a regulação da concentração de 

nucleotídeos, na circulação vascular (FRASSETO et al., 1993; EL-OMAR et al., 



2005). A NTPDase interfere na produção de substâncias pró-agregatórias e tem 

importante função na regulação da ativação plaquetária (ATKINSON et al., 2006).  

Estudos prévios realizados pelo nosso laboratório demonstraram que a atividade da 

enzima NTPDase de plaquetas humanas encontra-se aumentada em pacientes com 

hipertensão (LUNKES et al., 2003).  

Muitos estudos relataram que diversos parâmetros de ativação plaquetária 

são normalizados com o tratamento da hipertensão (BLANN et al., 2003). Uma das 

principais vias de tratamento farmacológico utilizado para a hipertensão são os 

vasodilatadores. Estes fármacos possuem ação sobre a musculatura vascular, 

promovendo o relaxamento do endotélio. Além de normalizar a pressão arterial, 

essas drogas podem exercer efeitos secundários na homeostase vascular.  

 

 

2.7 Fármacos Vasodilatadores 

 

 

2.7.1 Arginina 

 

 

A arginina (FIGURA 7) é um aminoácido semi-essencial, encontrado em 

peixes, feijão e mamíferos (ANGGARD, 1994). É um vasodilatador e serve como 

substrato para a produção de óxido nítrico, um fator de relaxamento endógeno, 

liberado pelas células do sistema cardiovascular (ÉVORA et al., 2003). O óxido 

nítrico é formado a partir da arginina pela oxidação do nitrogênio guanidino terminal 

e é responsável pela manutenção da vasodilatação dependente do endotélio através 

da ativação das células vasculares (GOUMAS et al., 2001). 

 

 

 

 

 
FIGURA 7 – Estrutura molecular do vasodilatador arginina Disponível em 
http\:www.sportsmen.com.br/.../Pgarginina.htlm. Acesso em 10 de setembro de 2008. 

 



A formação de óxido nítrico e citrulina é catalisada pela enzima NO sintase 

endotelial e requer íons cálcio, mononucleotídeos flavina, adenina dinucleotídeos e 

tetrahidrobioterina como cofator (TAPIERO et al., 2002). O NO é capaz de aumentar 

os níveis de GMP cíclico, pela estimulação da enzima guanilato ciclase. O aumento 

da atividade desta enzima resulta em diminuição do cálcio intracelular e 

conseqüente vasodilatação, inibição da adesão e agregação plaquetária e 

eliminação do trombo (PRELI et al., 2002; IYU et al., 2004). 

Estudos prévios associaram alguns fatores de risco coronarianos, hipertensão 

e hipercolesterolemia à presença de desordens endoteliais (ZEIHER et al., 1993; 

CASINO et al., 1994). A disfunção endotelial refere-se à ausência da capacidade 

vasodilatadora em resposta a estímulos que aumentam a biodisponibilidade do óxido 

nítrico (TELES et al., 2007). A destruição do NO, pelo aumento do estresse oxidativo 

e pela disfunção dos receptores do NO, induz ao aumento da pressão arterial, 

diminuição do fluxo sangüíneo e respostas anormais do sistema vascular (DELLES         

et al., 2008). 

 

 

2.7.2 Nitroprussiato de sódio 

 

 

O nitroprussiato de sódio (FIGURA 8) é um vasodilatador de uso parenteral, 

utilizado no tratamento das emergências hipertensivas. Esse fármaco atua 

diretamente sobre a musculatura lisa vascular, tanto arterial como venosa 

diminuindo a resistência vascular sistêmica.  A ação vasodilatadora pode ocorrer 

através da interação com grupos intracelulares de sulfidrila, inibição do transporte de 

cálcio e alteração dos nucleotídeos cíclicos intracelulares (ANFOSSI et al., 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 8 – Estrutura molecular do vasodilatador nitroprussiato de sódio. Disponível em 
http://www.answers.com/topic/sodium-nitroprusside. Acesso 10 de setembro de 2008. 
 

 

Após a entrada do nitrovasodilatador na célula muscular lisa, o nitrato 

orgânico é oxidado por grupos sulfidrilas do aminoácido cisteína. A reação               

S-nitrosilação influencia a atividade de proteínas (BROILLET, 1999). A elevação da 

concentração do GMPc e a inibição do influxo de cálcio provocado pelo 

nitroprussiato de sódio parecem inibir a adesão plaquetária (MORGAN & NEWBY, 

1989; GUGMUNDSDÓTTIR et al., 2005). 

 

 

2.7.3 Hidralazina 

 

 

 A hidralazina (FIGURA 9) é um vasodilatador de ação direta sobre a 

musculatura vascular arterial. É considerado um agente hipotensor de emergência, 

utilizado em casos de hipertensão crônica e pré-eclâmpsia (POWERS et al., 1998). 

Este fármaco anti-hipertensivo tem seu mecanismo de ação associado a 

hiperpolarização da membrana por ativação dos canais de potássio (BANG et al., 

1998). A alta condutância dos canais de potássio, ativados pelos íons cálcio, é 

estimulada pela elevação de cálcio intracelular e por hiperpolarização da membrana 

(NELSON & QUAYLE, 1995). 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

  

FIGURA 9 – Estrutura molecular do vasodilatador hidralazina Disponível em 
http://commons.wikimedia.org/wiki/Image:Hydralazine.svg. Acesso 10 de setembro de 2008. 
 

 

A produção intracelular de inositol 1, 4, 5 trifosfato (IP3), é outro mecanismo 

de ação atribuído à hidralazina (SMALL, 2006). Como conseqüência, há a liberação 

de cálcio do retículo sarcoplasmático que promove a vasodilatação (BATLOUNI & 

RAMIRES, 1999).  A supressão de cálcio intracelular pode interferir no metabolismo 

dos nucleotídeos da adenina, promovendo a inibição da secreção de substratos, 

como ADP, pelos grânulos densos plaquetários. 

 

 

2.7.4 Captopril 

 

 

O captopril (FIGURA 10) apresenta sua ação terapêutica hipotensora através 

de uma inibição competitiva da enzima conversora da angiotensina Este fármaco 

aumenta indiretamente a síntese vascular de óxido nítrico e influencia o metabolismo 

do ácido araquidônico. O aumento da concentração de íons cálcio intracelular, pelo 

captopril, promove a diminuição da pressão arterial (MEZEI et al., 1997) 

A capacidade do captopril em interferir na formação de agregação plaquetária 

envolve mecanismos de modificação da concentração de peptídeos como a 

bradicinina. A bradicinina é um mediador inflamatório, o qual aumenta a produção de 

óxido nítrico e outras substâncias, que inibem a agregação plaquetária (PERSSON            

et al., 2008).    

 

 



 

 

 

 
 

 

 

 

 

FIGURA 10: Estrutura molecular do vasodilatador captopril Disponível em                                          
http:// www.answers.com/topic/captopril. Acesso em 10 de setembro de 2008. 

 

 

 

2.8 Cinética enzimática 
 
 
 

A compreensão da cinética enzimática possibilita avaliar como a enzima pode 

ser inibida ou potencializada por drogas ou compostos. Um dos modelos cinéticos 

que descreve a catálise enzimática foi proposto por Michaelis e Menten. A expressão 

gráfica desse modelo demonstrou que a relação entre a velocidade enzimática e a 

concentração de substrato não é linear, para elevadas concentrações de substrato 

(MICHAELIS & MENTEN, 1913). 

 A enzima NTPDase catalisa a hidrólise dos nucleotídeos ATP e ADP, com a 

mesma afinidade. A propriedade catalítica é ativada pelos íons cálcio e magnésio e 

inativada na ausência destes cátions (FRASETTO et al., 1995). O pH entre 7.0 e 8.5 

é considerado ótimo para que a reação ocorra com eficiência máxima, na superfície 

da plaqueta. A atividade enzimática da NTPDase, para os substratos ATP e ADP, 

tem conservado sua linearidade à uma temperatura de 37ºC (CHAMBERS et al., 

1967). 

Os inibidores enzimáticos podem ser classificados em competitivos, não-

competitivos e mistos, conforme o efeito que produzam nas constantes cinéticas Km 

e Vmax. A avaliação do comportamento do inibidor pode ser realizada pela 

observação da cinética enzimática em função da concentração do inibidor. Na 

inibição competitiva há uma alteração de Km e na não-competitiva o Km não se altera. 



Entretanto, na inibição mista o Km apresenta-se aumentado com Vmax diminuído 

(FERSHT, 1998). 

  A presença de inibidores promove uma alteração na hidrólise de nucleotídeos 

pela NTPDase. Existem compostos, como azida, fluoreto de sódio, suramin e 

trifluorperazina, que se caracterizam por serem inibidores clássicos, que ocasionam 

uma redução na atividade da NTPDase (KNOWLES & NAGY, 1999; SCHETINGER 

et al., 2001). Além disso, também atuam como inibidores, análogos não-hidrolizáveis 

dos nucleotídeos, como ARL 67156. Este composto atua como um inibidor seletivo 

da atividade da NTPDase em células sangüíneas (LÉVESQUE et al., 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

3 ARTIGO CIENTÍFICO  

 

 

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a 

forma de artigo científico, o qual se encontra aqui organizado. Os itens Materiais e 

Métodos, Resultados, Discussão dos Resultados e Referências Bibliográficas, 

encontram-se no próprio artigo. O artigo “Effect of different vasodilators on NTPDase 

activity in healthy and hypertensive patients” foi aceito pelo periódico “Thrombosis 

Research” (ANEXO B). A apresentação está baseada na versão submetida à 

publicação na revista.  
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Abstract 
 

Introduction: The thrombogenic process that affects the hypertensive patient is 

associated with regulatory mechanisms present in the vascular endothelium. These 

mechanisms involve release of an endothelium-derived relaxing factor, 

ectonucleotidase activity and calcium ion concentration.  

Methods: Interference with ENTPDase activity in platelets of hypertensive patients 

and healthy donors was evaluated for arginine, sodium nitroprusside, and 

hydralazine. In addition, the kinetic behavior of NTPDase was determined in the 

presence of the vasodilator that showed the greatest inhibitory influence. 

Results: Vasodilators decreased NTPDase activity with ATP and ADP as substrates. 

In controls, hydrolysis was increased in the presence of arginine. Captopril did not 

affect enzyme activities. The dose response for increasing sodium nitroprusside was 

biphasic. Kinetic behavior studies were estimated in the presence of sodium 

nitroprusside, which caused a mixed inhibition. The Km values increased and Vmax 

decreased with increasing sodium nitroprusside concentrations. The IC50 and Ki 

values indicated that the vasodilator was a strong NTPDase inhibitor when tested for 

the control and hypertensive group, using ATP and ADP as substrate, respectively.  

Conclusion: It is postulated that there was an interaction between vasodilators, NO 

donors and inhibition of NTPDase.  

 
 
Keywords: Hypertension, Vasodilators, NTPDase, kinetic parameters. 
 
 
Abbreviations: 
ADP: Adenosine diphosphate 
ATP: Adenosine triphosphate 
Ca2+: Calcium  
Mg2+: Magnesium 
cGMP: Ciclic Guansine monophosphate  
SNP: sodium nitroprusside 
NO: Nitric oxide 
 
 
 
 
 
 
 
 



1. Introduction 

 
 

Hypertension is a vascular endothelium dysfunction with high prevalence in 

the world population [1,2]. High blood pressure can lead to the development of micro 

and macrovascular complications and the formation of thrombus [3,4]. The increased 

platelet activation and aggregability has been associated with cardiovascular 

alteration in hypertension [5]. 

Platelets are important for the haemostatic process as these cells adhere to 

sites of vascular injury, releasing ADP, Ca2+, thromboxane A2 and other active 

substances [6,7]. ADP and Ca2+ promote the recruitment of platelets and adhesion to 

the vessel wall [8]. Moreover, the presence of ADP stimulates platelet aggregation 

and contributes to thrombus formation [9]. 

NTPDase hydrolyzes extracellular nucleosides, tri- and di-phosphates, in the 

presence of Ca2+ or Mg2+ and has been well characterized in the platelets and in 

other tissues [10,11,12,13]. This enzyme is highly active and participates in the 

control of extracellular ATP and ADP levels in the vascular circulation of hypertensive 

patients [14,15,16]. Most importantly, platelet NTPDase interferes with the production 

of pro-aggregant substances and has important functions in the regulation of platelet 

activation [17]. 

 Studies from our laboratory have indicated a significant increase in NTPDase 

activity in human platelets from hypertensive and type 2 diabetic /hypertensive 

patients. Results have demonstrated that hypertension is a predisposition factor for 

thrombus formation [15]. Recently, studies observing alterations in NTPDase activity 

in blood platelets have suggested that this ectonucleotidase is involved in 

thromboregulation in several physiological and pathological conditions [18,19]. 

The treatment of hypertension normalizes several parameters of platelet 

activation [20]. Vasodilators are drugs that have action on the vascular musculature, 

promoting endothelial relaxation. Besides normalizing blood pressure, these drugs 

can exert secondary effects on vascular homeostasis [21,22]. 

Vasodilators also possess anti-hypertensive properties. These drugs can act 

either directly on the venous musculature, such as the vasodilator sodium 

nitroprusside, or on the arterial musculature, such as hydralazine. Vasodilators that 

inhibit the renin-angiotensin system, such as captopril, have an indirect effect on the 

vascular musculature [23]. 



Arginine, a precursor of nitric oxide, is a vasodilator which actively restricts 

thrombus formation by increasing the levels of cyclic guanosine monophosphate 

(cGMP), thus inhibiting platelet activity [24,25]. Sodium nitroprusside (SNP) acts 

directly on vascular smooth muscle to produce nitric oxide and increases the activity 

of guanylate cyclase leading to the formation of cGMP and consequent vasodilatation 

[26]. The increase of the cGMP concentration and the inhibition of calcium influx 

caused by sodium nitroprusside seem to inhibit platelet adhesion [27,28]. 

Hydralazine is an emergency vasodilator drug, but its mechanism of action is 

still poorly understood. Several mechanisms have been proposed such as the 

release of nitric oxide, membrane hyperpolarization and inhibition of the enzyme 

thromboxane synthase [29,30,31,32]. The effect of hydralazine-induced 

vasodilatation involves relaxation of the vascular musculature and the decrease of 

platelet aggregation [23]. 

Captopril presents its therapeutic hypotensive action through a competitive 

inhibition of the angiotensin converting enzyme. The ability of captopril to interfere in 

the formation of platelet aggregation involves the modification of the concentration of 

peptides such as bradykinin [33]. Bradykinin is an inflammatory mediator, which 

increases the production of nitric oxide and other substances that inhibit platelet 

aggregation [34]. 

We know that vasodilators act both on blood pressure and on homeostasis. 

Therefore we evaluated their effect on thromboregulation by determining the 

interference of different vasodilators on nucleotide hydrolysis. In addition, we 

observed the kinetic behavior of NTPDase in the presence of the vasodilator that 

showed the highest inhibition. 

 
 
 

2. Materials and methods 

 

2.1. Chemicals 

 

Nucleotides and HEPES, were purchased from Sigma (St. Louis, MO). Arginine, 

sodium nitroprusside, hydralazine and captopril, were obtained from Galena 

(Campinas, SP, Brazil). All other reagents used in the experiments were of analytical 

grade and of the highest purity. 



2.2. Humans 

 

The sample consisted of patients from the Program of Assistance to Diabetic and 

Hypertensive Patients associated with the Municipal Secretariat of Health and 

Environment of Cruz Alta (RS, Brazil) and of healthy volunteers. All subjects gave 

written informed consent to participate in the study. The protocol was approved by 

the Human Ethics Committee of the Health Science Center from the Federal 

University of Santa Maria. The sample was divided into two groups. The control 

group consisted of 10 individuals aged 60 ± 10 years, 50% males and 50% females, 

who did not present any disease and who had not been submitted to any 

pharmacological therapy during one month. Controls were carefully selected by 

clinical evaluation, matched by sex, age and body mass index to the patients. The 

hypertensive group was formed by 10 patients aged 60 ± 10 years, 50% males and 

50% females, with hypertension levels between 140/80mmHg and 200/240mmHg. 

Ten milliliters of blood were obtained from each participant and used for platelet-rich 

plasma preparations. 

 

2.3. Platelet-rich plasma preparation 

 

Platelet-rich plasma was prepared from human donors according to Pilla et al. (1996). 

Briefly, blood was collected with 0.129 M sodium citrate as anticoagulant, was pooled 

and centrifuged at 160 x g for 10 min. The platelet-rich plasma was centrifuged at 

1400 x g for 15 min and washed twice by centrifugation at 1400 x g with 3.5 mM 

HEPES isosmolar buffer containing 142 mM NaCl, 2.5 mM KCl, and 5.5 mM glucose. 

The washed platelets were resuspended in HEPES isosmolar buffer, the protein was 

adjusted to 0.3–0.5 mg/ml and platelet concentration was adjusted to 500.000 

platelets/mm3. 

 

2.4.NTPDase activity 

 

NTPDase activity was determined by the method of Pilla et al. [10] in a reaction 

medium containing 5.0 mM CaCl2, 100 mM NaCl, 4.0 mM KCl, 60 mM glucose, and 

50 mM Tris–HCl buffer, pH 7.4, in a final volume of 200 µl. About 20 µl of platelet 



preparation was added to the reaction medium and preincubated for 10 min at 37oC. 

The reaction was started by the addition of ATP or ADP as substrate at a final 

concentration of 1.0 mM. The drugs were diluted in 100% water, to a final 

concentration according to bioavailability and added to the assay tubes. After 60 min, 

the reaction was stopped by addition of 10% trichloroacetic acid (TCA). All samples 

were run in triplicate. The samples were chilled on ice and the amount of inorganic 

phosphate (Pi) released was measured by the method of Chan et al. [35]. 

 

2.5 Protein determination 

 

Protein was measured by the Coomassie blue method according to Bradford [36], 

using bovine serum albumin as standard. 

 

2.6. Kinetic determinations 

 

The kinetics of the interaction between the vasodilator and NTPDase were 

determined using the Lineweaver-Burk [37] double reciprocal plot, by plotting 1/v 

against 1/s analyzed over a range of ATP (0.025 – 2.0 mM) or ADP (0.025 – 2.0 mM) 

concentrations in the absence and the presence of the vasodilator sodium 

nitroprusside (1.0 - 2.0mM).  Km (Michaelis constant) and Vmax (maximum velocity) 

values were obtained by two different estimations, 1/V versus 1/S and V versus V/S.  

The KI values (the dissociation constant of the enzyme-substrate-inhibitor (ESI) 

complex) were obtained using the Dixon and Webb method [38] plots of S/V versus 

[I]. IC50 was determined by the percentage of residual activity versus concentration of 

SNP.  

 

2.7 Statistical analysis  

 
Statistical analysis was performed using one-way ANOVA, followed by the 

Tukey-Kramer’s test. Differences between groups were considered significant when 

P< 0.05.  

 

 

 



3. Results 

 

3.1 ATP and ADP hydrolysis 

 

  NTPDase activity was increased in the presence of arginine (0.025 mM – 3.0 

mM) in the control group when ATP and ADP were used as substrate (Figures 1A 

and 1B). On the contrary, ATP (43.2%) and ADP (46.4%) hydrolysis were inhibited in 

hypertensive patients (Figure 1-A and 1-B) for all arginine concentrations tested. 

In the concentration ranging from 0.01 mM to 2.0 mM sodium nitroprusside 

inhibited ATP and ADP hydrolysis in the control and hypertensive groups (Fig 2-A 

and 2-B). The control group presented 52.6% inhibition of NTPDase activity for ATP 

(P<0.0001) and 68.8% for ADP (P<0.0001). The hypertensive group presented 

38.3% inhibition for ATP hydrolysis (P< 0.0001) and 52.4% for ADP hydrolysis 

(P<0.0001). 

 Figures 3-A and 3-B summarize the inhibitory effect of hydralazine (20.0 µM–

90.0 µM) on NTPDase activity in both groups. ATP and ADP hydrolysis were 

inhibited by 29.2% (P<0.0005) and 51.3% (P< 0.0001), respectively, in the control 

group. Platelet NTPDase activity was inhibited by 28.2% when ATP was used as 

substrate (P<0.0001) and 30.6% for ADP hydrolysis (P<0.0001) in the hypertensive 

group.  

 The results showed that inhibition of NTPDase activity by captopril (8.0 µM –

70.0 µM) was not significant (data not shown). 

 
3.3 Kinetic determination of NTPDase 
  

Analysis of kinetic data indicated that the inhibition caused by sodium 

nitroprusside was mixed in the human platelet. This kinetic behavior was observed in 

the control group using ATP (Figure 4-A) and ADP (Figure 4-B) as substrate and also 

in hypertensive group in the presence of ATP (Figure 4-C) and ADP (Figure 4-D). 

The values of Km and Vmax measured by 1/V versus 1/S (Table 1) and by V versus 

V/S confirmed the inhibition type. In the human platelet preparation there was an 

increase in Km and a decrease in Vmax values (Table 1), which characterizes mixed 

inhibition. The concentration of SNP required to inhibit 50% (IC50) of NTPDase 

activity was calculated according to the Dixon and Webb method, using inhibitor 



concentrations of 1.0, 1.5 and 2.0 mM and Ki values were measured by the Dixon 

and Webb method plotting S/V versus [I]. The IC50 and Ki values for NTPDase 

inhibition are shown in Table 2. 

 

 

4. Discussion 

 

 
The thrombus formation that affects hypertensive patient is associated with 

regulatory mechanisms present in the vascular endothelium. These mechanisms 

involve the release of an endothelium-derived relaxing factor, as well as 

ectonucleotidase activity and the calcium ion concentration [39]. 

In the present study our data show that L-arginine and sodium nitroprusside 

promoted nucleotide hydrolysis inhibition in the hypertensive group. In the control 

group only sodium nitroprusside was able to inhibit NTPDase activity. These 

vasodilators are largely employed in the therapy of hypertension for their nitric oxide-

releasing property [26]. Nitric oxide can influence platelet responses through the 

stimulation of soluble guanylate cyclase which catalyses the synthesis of secondary 

messenger cGMP [28]. The increase of cGMP in platelets induces a change in 

intracellular Ca2+ mobilization [40, 41, 42]. The decrease of the calcium concentration 

could promote the inhibition of ADP secretion by dense granules [43].  

Sodium nitroprusside has been demonstrated to be a potent inhibitor of 

NTPDase activity both for ATP and ADP substrates. The data showed that there was 

no difference in inhibition caused by SNP between the control and hypertensive  

groups either with ATP (Fig. 4-A and C) or ADP as substrate (Fig. 4-B and D). In our 

study, Km values increased and Vmax decreased characterizing a mixed inhibition type, 

which indicates that the enzyme-substrate-inhibitor (ESI) complex will be formed. The 

IC50 and Ki values indicated that sodium nitroprusside is a strong NTPDase inhibitor 

even at low mM concentrations.  
The mechanism of hydralazine involves the opening of large Ca2+-activated 

potassium conductance channels, leading to membrane hyperpolarization, thereby 

closing calcium channels, which can reduce the cytosolic calcium concentration 

[44,45]. The suppression of Ca2+ levels can decrease NTPDase enzyme activity [46]. 

This may explain the inhibition of ATP and ADP hydrolysis caused by hydralazine in 

both groups in our study.  



Captopril is a hypotensive agent as it inhibits the angiotensin-converting 

enzyme. This drug can suppress the degradation of bradykinin and raise the cytosolic 

Ca2+ concentration [47]. Similar to other studies, our results showed that captopril 

had no effect on NTPDase activity in either group [48,34,15].  

Vasodilators prevent hypertension through vascular endothelium relaxation 

and other mechanisms. These drugs can promote a compensatory response in the 

cardiovascular system. NTPDase sensitivity to vasodilators and reduced ADP 

secretion by dense granules of the platelet possibly help in the maintenance of the 

vascular homeostasis in hypertensive patients. 

In our study, the vasodilators showed different enzymatic behaviors in the 

healthy and hypertensive groups. NTPDase inhibition in the hypertensive group in 

the presence of arginine demonstrated that there was a direct effect on hypertension. 

In the presence of sodium nitroprusside and hydralazine, inhibition was the same in 

both groups. Captopril, on the other hand, did not interfere in NTPDase activity. 

Based on these observations, it is possible to speculate that vasodilators may 

modulate the activity of NTPDase enzyme in platelets of hypertensive and healthy 

patients. In addition the kinetic behavior of NTPDase in the presence of the 

vasodilatador SNP caused mixed inhibition, which reinforces the premise that there is 

an interaction between vasodilatadors, NO donors and NTPDase inhibition. Further 

studies should be conducted to clarify these hypotheses. 
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FIGURE LEGENDS 

 

 

Figure 1: Effect of arginine on NTPDase activity from human platelet preparation of 

control and hypertensive groups with ATP (A) and ADP (B) as substrate. Arginine 

was used in the 0.025 mM – 3.0 mM range. Conditions are described in Section 2. 

Data represent the mean ± S.D. Results of hypertensive group were different 

between groups and considered statistically significant P<0.0001 (n=10). The activity 

was expressed as nmol Pi released/min/mg of protein.  

 
Figure 2: Effect of SNP on NTPDase activity from human platelet preparation of 

control and hypertensive group with ATP (A) and ADP (B) as substrate. SNP was 

used in the 0.01 mM – 2.0 mM range. Conditions are described in Section 2. Data 

represent the mean ± S.D. Results were different between groups and considered 

statistically significant P<0.0001 (n=10). The activity was expressed as nmol Pi 

released/min/mg of protein.  

 
Figure 3: Effect of hydralazine on NTPDase activity from human platelet preparation 

of control and hypertensive group with ATP (A) and ADP (B) as substrate. 

Hydralazine was used in the 20.0 µM – 90.0 µM range. Conditions are described in 

Section 2. Data represent the mean ± S.D. Results were different between groups 

and considered statistically significant P<0.0001 (n=10). The activity was expressed 

as nmol Pi released/min/mg of protein.  

 
Figure  4:  Lineweaver – Burk representation of inhibition of NTPDase activity by 

SNP (1.0mM – 2.0mM) in platelet human preparation. (A) Control group in the 

presence of ATP substrate; (B) Control group in the presence of ADP substrate; (C) 

Hypertensive group in the presence of ATP substrate; (D) Hypertensive group in the 

presence of ADP substrate. The plot represents the means of three experiments 

(n=10), S.D.<10%. 

 
 
 
 



Table 1: Effect of SNP on Km and Vmax of NTPDase activity in platelets of control and 

hypertensive group. 

SNP (mM) Km [S]  % Increase Vmáx (1/V) % Decrease 

Control Group – ATP 

0 21.18 0 11.11 0 

1,0 29.4 27.9 9.61 13.5 

1,5 33.89 60.0 8.62 22.4 

2,0 37.50 77.0 7.69 30.7 

Control Group – ADP  

0 33.33 0 8.0 0 

1,0 37.33 12.0 6.58 17.7 

1,5 43.66 30.9 5.54 30.7 

2,0 47.61 42.8 4.45 44.3 

Hypertensive Group – ATP   

0 10.75 0 13.83 0 

1,0 18.86 75.7 11.11 19.6 

1,5 21.73 102.1 11.37 17.7 

2,0 24.43 127.2 9.09 34.2 

Hypertensive Group – ADP 

0 14.92 0 10.84 0 

1,0 30.3 103.0 7.93 26.8 

1,5 37.03 148.1 6.66 38.5 

2,0 46.08 208.8 4.74 56.2 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Table 2: Ki and IC50 values for NTPDase activity of platelets of control and 

hypertensive group. 

Substrate/ Subject KI (mM) IC50  (mM) 

ATP – Control Group 0.345 3.66 

ADP – Control Group 0.200 2.64 

ATP – Hypertensive Group 0.167 2.08 

ADP – Hypertensive Group 0.325 3.15 
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4 DISCUSSÃO  
 

 

Os resultados obtidos neste trabalho derivam de uma análise in vitro da 

enzima NTPDase em plaquetas de pacientes hipertensos e pacientes controles. A 

atividade da enzima NTPDase foi analisada para verificar a influência dos fármacos 

vasodilatadores na hidrólise de nucleotídeos da adenina. A cinética enzimática foi 

determinada para caracterizar o tipo de inibição promovido pelo vasodilatador de 

maior efeito inibitório. 

Nosso estudo demonstrou que a atividade da enzima NTPDase apresentou-

se aumentada, tanto para o substrato ATP, quanto para o ADP, em pacientes 

hipertensos com relação aos pacientes controles na ausência dos vasodilatadores. 

Estudos prévios de nosso grupo já haviam determinado um aumento na atividade 

das ectonucleotidases em pacientes portadores de hipertensão e diabetes (LUNKES 

et al., 2003). Em outras disfunções patológicas, como processos isquêmicos e 

câncer, a atividade da enzima NTPDase, também estava aumentada (SCHETINGER  

et al., 1997). 

Os íons cálcio, a NTPDase e o óxido nítrico, podem estar envolvidos em 

mecanismos que regulam os processos trombogênicos e que promovem a 

homeostasia vascular (RAMAMURTHI et al., 2001). O tratamento terapêutico, com 

drogas vasodilatadoras, auxilia no controle da hipertensão e pode influenciar na 

manutenção da hemostasia. Os benefícios vasculares, exercidos pelos 

medicamentos, como vasodilatação e inibição da ativação plaquetária, são 

claramente descritos na literatura (SABETKAR et al., 2008; PODESSER & 

HALLSTRÖM, 2007; DALAINAS, 2007). Em contrapartida, poucos estudos revelam 

as alterações enzimáticas observadas em plaquetas, pelo uso destes hipotensores. 

Os resultados obtidos pela análise in vitro demonstraram que o fármaco 

arginina não foi capaz de inibir a hidrólise de nucleotídeos da adenina no grupo 

controle. Porém, em pacientes hipertensos houve uma diminuição da atividade da 

enzima NTPDase. Diferentes estudos, realizados em modelo experimental e em 

humanos com hipertensão, têm mostrado que a disfunção endotelial está associada 

ao aumento das espécies reativas do oxigênio (EROs) (ZHOU et al., 2008). A 



ocorrência de hipertensão arterial sistêmica ativa a enzima NADH oxidase, que 

promove um aumento de EROs a partir da hidrólise de óxido nítrico. A redução da 

bioviabilidade do óxido nítrico, ocasionada provavelmente pelo excesso de EROs, 

leva a diminuição da vasodilatação e aumento da adesão das plaquetas (HIGASHI & 

YOSHIZUMI, 2004). 

 O dano vascular em pacientes com hipertensão pode ser agravado com a 

diminuição da função vasoprotetora exercida pelo óxido nítrico. A atividade de 

NTPDases de plaquetas pode ser influenciada por processos oxidativos (BAKKER           

et al., 1994; KRÖTZ et al., 2002). A inibição da enzima NTPDase acarreta a 

elevação da concentração de nucleotídeos extracelular, que reflete no aumento do 

recrutamento plaquetário e na estimulação do processo trombótico.   

 Este estudo revelou uma diminuição na hidrólise dos nucleotídeos da adenina 

em plaquetas de pacientes hipertensos e controles, quando utilizado o vasodilatador 

nitroprussiato de sódio. De acordo com Kirchner et al. (2001), compostos como o 

óxido nítrico, podem atuar através de mecanismos de S-nitrosilação, promovendo a 

inativação de enzimas envolvidas na hidrólise extracelular de ATP, ADP e AMP. A    

S-nitrosilação constitui a transferência de grupos derivados do óxido nítrico para a 

sulfidril cisteína, na cadeia protéica (RUIZ et al., 2005). Esta reação pode influenciar 

a atividade de proteínas ligadas à membrana (IWAKIRI et al., 2006). Provavelmente, 

a atividade da enzima NTPDase seja alterada pela presença de óxido nítrico, uma 

vez que o nitroprussiato de sódio é doador deste composto. Com isso, sugere-se 

que a interação de espécies reativas do óxido nítrico com a enzima NTPDase pode 

ocorrer por modificação no sítio ativo da enzima.   

 O nitroprussiato de sódio, dentre todos os fármacos estudados, demonstrou 

ser o vasodilatador que possui maior atividade inibitória sobre a hidrólise do ATP e 

ADP em plaquetas intactas de pacientes hipertensos e controle. A análise cinética 

dos efeitos do nitroprussiato de sódio na hidrólise dos nucleotídeos mostrou uma 

inibição mista, onde valores de Km estavam aumentados e valores de Vmax 

diminuídos. Os valores de Ki e IC50, indicaram que o nitroprussiato de sódio é um 

forte inibidor da atividade da NTPDase, mesmo em baixas concentrações. Estudos 

realizados em plaquetas de modelo experimental, relataram um comportamento 

cinético não competitivo da NTPDase, quando utilizado como inibidor o ebselen e 

ácido acetilsalicílico (BUFFON et al., 2004; FÜRSTENAU et al., 2004). 



Estudos anteriores demonstraram que o NO apresenta função inibitória da 

ativação das plaquetas (MARJANOVIC et al., 2005; MORRELL et al., 2005). Por 

outro lado, recentemente foi demonstrado que os níveis de NO resultante da 

atividade da eNOS plaquetária estimula a secreção e agregação plaquetária (VANNI 

et al., 2007). Portanto, estes trabalhos sugerem que NO pode exercer uma atividade 

bifásica em relação ativação plaquetária. Em nosso trabalho, podemos observar 

comportamento semelhante do vasodilatador SNP em relação à enzima NTPDase, a 

qual tem a capacidade de modular a atividade plaquetária. 

 O mecanismo de ação da hidralazina está associado às alterações do 

balanço de cálcio através da hiperpolarização de membrana plaquetária (WEI et al., 

1997). Este vasodilatador atua promovendo a fosforilação e desfosforilação de 

proteínas, modulando a abertura de canais de potássio (BANG et al., 1998). A 

abertura dos canais iônicos induz ao aumento da concentração de potássio 

extracelular e conseqüente influxo de cálcio para o meio intracelular.  

 A atividade da NTPDase é dependente dos cofatores Ca2+ e Mg2+ 

(CHAMBERS et al., 1967). A supressão dos níveis de cálcio extracelular pode 

aumentar a contração plaquetária e diminuir a atividade da enzima NTPDase. Essa 

modulação pode explicar a inibição na hidrólise dos nucleotídeos da adenina, nos 

pacientes hipertensos e controle, revelado pelo nosso estudo. A inibição na atividade 

da enzima pode acarretar um incremento na formação do trombo e aumento de 

desordens cardiovasculares. 

 O captopril auxilia na manutenção da hipertensão através da inibição da 

enzima conversora de angiotensina.  Este hipotensor é capaz de degradar peptídeos 

como a bradicinina e aumentar a concentração de cálcio citosólico (SHARMA & 

ABBAS, 2005). O presente trabalho demonstrou que o captopril não foi capaz de 

interferir na hidrólise dos nucleotídeos da adenina. Os resultados apresentados 

estão de acordo com trabalhos prévios realizados em nosso laboratório (LUNKES       

et al., 2003). 

 

 

 
 

 

  



 
 

5 CONCLUSÃO 

 

 

 Os vasodilatadores arginina, nitroprussiato de sódio e hidralazina interferiram 

na atividade da enzima NTPDase de plaquetas de pacientes hipertensos. Em 

pacientes saudáveis a atividade da enzima foi aumentada pela arginina, por outro 

lado foi inibida pelos vasodilatadores nitroprussiato de sódio e hidralazina. O 

captopril não interferiu na atividade da enzima NTPDase de plaquetas de ambos os 

pacientes estudados. 

 O nitroprussiato de sódio foi o vasodilatador que apresentou maior influência 

inibitória na atividade da enzima NTPDase. A inibição promovida pelo vasodilatador 

foi do tipo mista. O Km apresentou-se aumentado e Vmáx apresentou-se diminuído. 

IC50 e Ki indicaram que o nitroprussiato de sódio é um potente inibidor da NTPDase, 

mesmo em baixas concentrações.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 

 

 Este trabalho demonstrou que a atividade da enzima NTPDase pode ser 

modificada em plaquetas de pacientes hipertensos. No entanto, mais estudos são 

necessários para melhor entender os mecanismos envolvidos na possível diminuição 

da hidrólise dos nucleotídeos ATP e ADP e conseqüente alteração no processo 

trombótico. Esperamos que esses resultados representem uma importante 

contribuição para estabelecer a associação dos fármacos com os processos 

fisiológicos. 
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ANEXO A 
 
 

 
TERMO DE CONCENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 
1. Título 
 Interferência de vasodilatadores na hidrólise dos nucleotídeos da adenina em 
plaquetas de pacientes hipertensos. 
 
2. Objetivos 
a. Verificar a interferência dos vasodilatadores arginina, nitroprussiato de sódio, 
hidralazina e captopril, na atividade da enzima NTPDase em pacientes hipertensos e 
saudáveis; 
b.Determinar a cinética da enzima NTPDase frente ao vasodilatador que apresentar 
maior influência inibitória; 
 
3. Registro 
 O estudo será desenvolvido no Centro de Ciências Naturais e Exatas, 
Departamento de Química, Programa de Pós-Graduação em Bioquímica 
Toxicológica, no Laboratório de Enzimologia Toxicológica, da Universidade Federal 
de Santa Maria. O presente estudo envolverá pacientes hipertensos vinculados ao 
Programa de Assistência aos Pacientes Diabéticos, Hipertensos e Diabéticos-
Hipertensos da Secretaria Municipal de Saúde do município de Cruz Alta, RS. Esse 
estudo com voluntários humanos obteve a aprovação junto a Comissão de Ética do 
Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal de Santa Maria, com 
protocolo n° 013/2004. 
 
4. Procedimento 
 Os pacientes serão submetidos a uma punção venosa com sistema 
vacutainer. O material biológico, sangue, será destinado para análise de plaquetas, 
soro e plasma para determinações bioquímicas e de atividade enzimática. As 
plaquetas serão analisadas no Laboratório de Enzimologia Toxicológica, Centro de 
Ciências Naturais e Exatas, Departamento de Química, Programa de Pós-
Graduação em Bioquímica Toxicológica, da Universidade Federal de Santa Maria, 
RS.  
 
5. Riscos individuais 
 Os pacientes que voluntariamente se submeterem às punções venosas, 
poderão em casos de coleta com procedimento errôneo desenvolver flebite, 
flebotrombose, hematoma local, petéquias. 
 
6. Identificação do paciente voluntário 
 
Nome:______________________________________________________________ 

Identidade:________________________  Ass:______________________________ 

 
7. Cruz Alta, _____ de ____________ de 200__. 
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