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A cardiopatia isquêmica (CI) é uma das principais doenças cardiovasculares. O 
termo “isquemia” refere-se à falta de oxigênio, secundária à perfusão inadequada do 
miocárdio, que gera desequilíbrio entre a oferta e a demanda deste gás. A causa 
mais comum de isquemia miocárdica é a doença aterosclerótica obstrutiva das 
artérias coronárias, causada por ruptura ou ulceração da placa ateromatosa e 
consequente formação de trombo. As plaquetas são um dos mais importantes 
componentes do sangue que participam na regulação dos processos 
tromboembólicos por liberação de substâncias ativas como os nucleotídeos de 
adenina, ATP e ADP. Uma vez exercida sua ação esses nucleotídeos são 
degradados por um grupo de enzimas denominadas de ectonucleotidases. Essas 
são responsáveis pela hidrólise do ATP e ADP até AMP e consequente formação da 
adenosina, uma molécula cardioprotetora e anti-inflamatória. Outra importante 
molécula anti-inflamatória é a acetilcolina (ACh). Entretanto, a ACh é rapidamente 
hidrolisada pelas enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE). 
Acompanhando a isquemia temos uma produção elevada de espécies reativas de 
oxigênio (EROs). Um desequilíbrio entre a produção e a degradação de EROs pode 
levar a um aumento do estresse oxidativo. Neste trabalho determinaram-se a 
atividade das enzimas envolvidas na tromboregulação: NTPDase, 5’-nucleotidase, 
E-NPP e ADA, e a atividade de enzimas que degradam ésteres de colina: AChE e 
BuChE, além dos  parâmetros de estresse oxidativo em pacientes cardiopatas e 
controles. Foi realizada a avaliação do sistema oxidante através da determinação da 
peroxidação lipídica e da carbonilação protéica e a medida das defesas 
antioxidantes enzimáticas e não enzimáticas do organismo, em sangue total, plasma 
e soro destes pacientes. Os resultados demonstraram um aumento na atividade da 
NTPDase e da 5’-nucleotidase, revelada através da hidrólise dos nucleotídeos ATP, 
ADP e AMP. Para a enzima E-NPP também foi observado um aumento na sua 
atividade em pacientes cardiopatas. Entretanto, para a ADA observou-se uma 
diminuição na atividade. Esses resultados sugerem uma resposta orgânica 
compensatória do organismo frente ao estado patológico formado, com o objetivo de 
manter os níveis de adenosina, uma molécula cardioprotetora. Para as enzimas que 
degradam ésteres de colina foi observado um aumento tanto na atividade da AChE 
quanto da BuChE em pacientes cardiopatas. Um aumento na atividade sérica e no 
sangue total da atividade da BuChE e da AChE pode refletir indiretamente níveis 
reduzidos de ACh que, por sua vez, irá reforçar eventos inflamatórios locais e 
sistêmicos, devido à ausência do controle de retroalimentação negativa exercido 
pela ACh. Em relação aos níveis de oxidantes determinados, observou-se um 



aumento nos níveis de TBARS e proteína carbonil em soro de pacientes com infarto 
agudo do miocárdio (IAM) quando comparados com o grupo controle. Esse aumento 
também foi observado para as defesas antioxidantes enzimáticas superóxido 
dismutase (SOD) e catalase (CAT). Entretanto, observou-se um decréscimo das 
defesas antioxidantes não enzimáticas como a vitamina C e a vitamina E no soro de 
pacientes com IAM. Estes dados sugerem um aumento do estresse oxidativo como 
resultado do momento de isquemia/reperfusão e da diminuição das defesas 
antioxidantes não enzimáticas. Além disso, o aumento das defesas antioxidantes 
enzimáticas poderiam agir como um mecanismo compensatório como consequência 
da superprodução de EROs após o IAM. Concluí-se então, que a CI resulta tanto em 
danos oxidativos e inflamatórios como mobilização das defesas do organismo para 
uma resposta compensatória. 
 
 
Palavras-chave: Cardiopatia isquêmica; ectonucleotidases; colinesterases; estresse 
oxidativo; defesas antioxidantes 
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Ischemic heart disease (IHD) is a major cardiovascular disease. The term “ischemia’’ 
refers to a lack of oxygen due to inadequate perfusion, which results from an 
imbalance between oxygen supply and demand. The most common cause of 
myocardial ischemia is atherosclerotic obstructive coronary artery disease caused by 
rupture or ulceration of atheromatous plaque and subsequent thrombus formation. 
Platelets are one of the most important blood components that participate in and 
regulate thrombus formation by releasing active substances such as adenine 
nucleotides ATP and ADP.  Once their action is exerted, the nucleotides are 
degraded by a group of enzymes called ectonucleotidases. These enzymes are 
responsible for the hydrolysis of ATP and ADP to AMP, and consequent formation of 
adenosine, a cardioprotective and anti-inflammatory molecule. Another important 
anti-inflammatory molecule is acetylcholine (ACh). However, ACh is rapidly 
hydrolyzed by the enzymes acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase 
(BuChE). Following ischemia, an elevated production of reactive oxygen species 
(ROS) occurs. The imbalance between ROS production and degradation may lead to 
an increase in oxidative stress. This study aimed to determine the activity of enzymes 
involved in thromboregulation, such as NTPDase, 5'-nucleotidase, E-NPP and ADA, 
the activity of enzymes that degrade choline esters: AChE and BuChE, as well as the 
parameters of oxidative stress in IHD patients and controls. Evaluation of the oxidant 
system was carried out by lipid peroxidation and carbonyl protein determination, and 
the enzymatic and nonenzymatic antioxidant defense measurements were performed 
in total blood, plasma, and serum of IHD patients. Results showed an increase in the 
NTPDase and 5'-nucleotidase activities as revealed by nucleotides hydrolysis ATP, 
ADP and AMP. An increase in E-NPP activity was also observed in IHD patients. 
However, a decrease in ADA activity was observed. Based on the results presented 
here we suggest that the pathological condition in IHD produced alterations in 
ectonucleotidase activities as a compensatory organic response, with the objective of 
maintaining the levels of adenosine, which is a cardioprotective molecule. An 
increase in the activity of enzymes that degrade choline esters (AChE and BuChE) in 
IHD patients was observed.  Increasing total blood and serum activities of AChE and 
BuChE enzymes indirectly reflect reduced levels of ACh. The enhancement of local 
and systemic inflammatory events is observed due to the absence of the negative 
feedback control exerted by ACh. Regarding oxidant levels, an increase in TBARS 
and carbonyl protein levels was observed in acute myocardial infarction (AMI) 
patients when compared to the control group. The same occurred for the activities of 



the enzymatic antioxidants, superoxide dismutase (SOD), and catalase (CAT). 
However, a decrease in nonenzymatic antioxidants, such as vitamin C and vitamin E, 
was observed in AMI patients when compared to control. These results suggest an 
increase in oxidative stress in AMI, which was probably a result of the 
ischemic/reperfusion moment, as well as a decrease of antioxidant defenses. 
Furthermore, the increased antioxidant defense may act as a compensatory 
mechanism in consequence of the overproduction of ROS after AMI. In conclusion, 
IHD results in oxidative and inflamatory damages as well as an increase in the 
organism defenses as a compensatory response.  
 
 
Keywords: Ischemic heart disease; ectonucleotidases; cholinesterases; oxidative 
stress; antioxidants defenses 
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1. INTRODUÇÃO 

 A cardiopatia isquêmica (CI) é uma das principais doenças 

cardiovasculares no mundo. Ela é responsável por um grande número de 

mortes e altos custos econômicos nos países desenvolvidos (LIBBY et al., 

2010). Nas últimas décadas, com a urbanização dos países em 

desenvolvimento, essa patologia tem se tornado uma das principais causas de 

internações e aumento nos gastos para os hospitais públicos (GUIMARÃES et 

al., 2006; LIBBY et al., 2010). Dados estatísticos projetam que até 2020 a CI 

seja a principal causa de morte no mundo (KASPER et al., 2006). 

 Os pacientes com CI são classificados em dois grandes grupos: os com 

angina estável (AE) e os com síndrome coronariana aguda (SCA). Esse último 

grupo compõe-se dos pacientes que apresentam infarto agudo do miocárdio 

(IAM) e angina instável (AI) (KASPER et al., 2006). O termo “isquemia” refere-

se à falta de oxigênio, secundária à perfusão inadequada do miocárdio, que 

gera desequilíbrio entre a oferta e a demanda deste gás. A causa mais comum 

de isquemia miocárdica é a doença aterosclerótica obstrutiva das artérias 

coronárias, causada por ruptura ou ulceração da placa ateromatosa e 

consequente formação de trombo (KASPER et al., 2006; CHOI et al., 2009; 

LIBBY et al., 2010). 

 As plaquetas são importantes componentes do sangue que participam 

na regulação dos processos tromboembólicos por liberação de substâncias 

ativas, como os nucleotídeos de adenina ATP e ADP (ALTMAN et al., 1995; 

MARCUS et al., 2003). É bem conhecido que concentrações micromolares de 

ADP são suficientes para induzir a agregação plaquetária, enquanto a 

adenosina (o produto final da hidrólise do ATP) pode inibir a agregação 

plaquetária (BAKKER et al., 1994). O ATP é considerado um inibidor 

competitivo das ações mediadas pelo ADP, embora evidências indiquem a 

existência de mecanismos não competitivos e demonstrem que o ATP em altas 

ou baixas concentrações modula diferentemente a agregação plaquetária, ou 

seja, em baixas concentrações ele induz a agregação plaquetária, enquanto 

que em altas concentrações ele provoca a inibição deste fenômeno (LÉON et 

al., 1997). 
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 Cada nucleotídeo, uma vez presente no meio extracelular, desempenha 

sua ação pela ligação a um tipo diferente de receptor. Sabe-se que cada célula 

responsável por liberar esses nucleotídeos possui receptores do tipo P2X e 

P2Y (ROBSON et al., 2006; YEGUTKIN, 2008). Uma vez exercidos seus 

efeitos, as moléculas de nucleotídeos devem ser degradadas de modo a 

manter seus níveis em concentrações fisiológicas. Para isso existe uma ampla 

classe de proteínas catalíticas ancoradas à membrana as quais contém seu 

sítio ativo voltado para o meio extracelular e efetuam a degradação desses 

nucleotídeos (ZIMMERMANN, 2001; ZIMMERMANN, 2007). 

 A hidrólise dos nucleotídeos extracelulares da adenina ocorre pela ação 

de enzimas denominadas de ectonucleotidases como, por exemplo, a Ecto-

Nucleosídeo Trifosfato Difosfoidrolase (E-NTPDase, CD39, apirase, EC 

3.6.1.5), a Ecto-Nucleotídeo Pirofosfato/ Fosfodiesterase (E-NPP, EC 3.1.4.1) e 

a Ecto-5’-Nucleotidase (CD73, EC3.1.3.5). A NTPDase e a E-NPP são enzimas 

responsáveis pela hidrólise dos nucleotídeos ATP e ADP, formando AMP, que 

será metabolizado pela enzima 5’-Nucleotidase formando a adenosina 

(ROBSON et al., 2006; YEGUTKIN, 2008). Posteriormente, a adenosina é 

convertida pela enzima Adenosina Deaminase (ADA, E.C. 3.5.4.4) em inosina e 

hipoxantinas (SPYCHALA, 2000; ROBSON et al., 2006). Pode-se prever a 

importância dessas enzimas na tromboregulação, já que os nucleotídeos ATP, 

ADP e o nucleosídeo adenosina atuam em purinoreceptores e são 

responsáveis pela regulação do tônus vascular e da função plaquetária (PILLA 

et al., 1996). Além de seu papel na tromboregulação, estudos têm demonstrado 

que a adenosina apresenta um importante papel fisiológico na limitação da 

inflamação (HASKO & CRONSTEIN, 2004). 

 Outra importante molécula que recentemente tem-se estudado suas 

propriedades anti-inflamatórias é a acetilcolina (ACh) (DAS, 2007; RAO et al., 

2007; ROSAS-BALLINA & TRACEY, 2009). A ACh  é sintetizada por fibras pré-

ganglionares do sistema nervoso simpático e parassimpático do sistema 

nervoso autônomo e por fibras parassimpáticas pós-ganglionares. Até 

recentemente, os neurônios eram a única fonte identificada de ACh. Sabe-se 

agora, que outras células além dos neurônios expressam as proteínas 

necessárias para o metabolismo da ACh. A ACh é sintetizada, entre outros, por 

células do sistema imunológico (linfócitos, células dendríticas, neutrófilos) 
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(KAWASHIMA et al., 2007; NEUMANN et al, 2007), e células endoteliais 

(KAWASHIMA et al., 1990). É possível que a acetilcolina proveniente destas 

fontes esteja envolvida na modulação do processo inflamatório local (ROSAS-

BALLINA & TRACEY, 2009). No entanto, a ACh é rapidamente hidrolisada pela 

enzima acetilcolinesterase (AChE)  nas sinapses neuronais e placa motora 

terminal. Além da AChE,  a enzima butirilcolinesterase (BuChE) também é 

capaz de hidrolisar ésteres de colina.  Considerando o efeito inflamatório 

supressor da ACh acredita-se que a atividade da AChE e da BuChE possa ser 

um regulador intrínseco da inflamação (DAS, 2007; ROSAS-BALLINA & 

TRACEY, 2009). 

 Na CI após o evento da isquemia tem-se uma fase de reperfusão 

(TOPOL, 2000). Neste momento Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) são 

produzidas (KASPAROVA et al., 2005). A alta produção de EROs é 

responsável por várias ações deletérias, tais como aumento nos níveis de 

peroxidação de lipídios de membranas, aumento na carbonilação de proteínas 

e até danos ao DNA intracelular, o que em última instância altera e prejudica o 

metabolismo intracelular, podendo causar morte celular (VALKO et al., 2006). 

 As proteínas são as primeiras moléculas biológicas a sofrer com a 

produção excessiva de EROs. A carbonilação protéica parece ser um 

fenômeno comum durante a oxidação e sua quantificação pode ser usada para 

medir a extensão da modificação oxidativa (DALLE-DONNE et al., 2006; 

VASCONCELOS et al., 2007). 

 O aumento da peroxidação lipídica é uma consequência do estresse 

oxidativo o qual ocorre quando o balanço dinâmico entre o mecanismo pró- e 

antioxidante está em desequilíbrio (LEOPOLD & LOSCALZO, 2009). 

 Entretanto, o organismo possui vários sistemas de defesa antioxidante 

que atuam na detoxificação das EROs de formas diferenciadas. Há evidências 

que enzimas antioxidantes como catalase (CAT) e superóxido dismutase 

(SOD) podem proteger contra as EROs que são produzidas durante a isquemia 

(VALKO et al., 2007). O balanço entre a atividade da SOD e da CAT nas 

células é de fundamental importância na determinação do equilíbrio dos níveis 

de peróxido de hidrogênio e radicais superóxido. A SOD elimina radicais 

superóxidos por conversão desses em peróxido que podem ser transformados 

pela atividade da enzima CAT em água e oxigênio molecular (MATTES, 2000).  
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 Além das defesas antioxidantes enzimáticas, possuem grande 

relevância os antioxidantes não enzimáticos. Dentre estes antioxidantes 

podemos citar as vitaminas E e C (VALKO et al., 2007).  

 A vitamina E confere proteção à membrana celular por atuar como 

neutralizante dos oxidantes produzidos, limitando a lipoperoxidação (DELANTY 

et al., 1997). Outro mecanismo proposto para a vitamina E é sua ação na 

inibição das proteínas quinases, prevenindo assim o desenvolvimento de lesão 

aterosclerótica (AZZI et al., 1995; BARREIROS et al., 2006). Somando-se as 

ações da vitamina E, o ácido ascórbico ou vitamina C é um antioxidante 

hidrossolúvel que tem a habilidade de regenerar α-tocoferóis (FREI et al., 1989)  

e neutralizar diretamente as EROs (ROSS & MOLDEUS,1991; NORDBERG & 

ARNER, 2001). 

 Vários estudos realizados por nosso grupo de pesquisa demonstraram 

alterações nas enzimas que hidrolisam nucleotídeos da adenina, ésteres de 

colina e aumento nos níveis de estresse oxidativo em patologias como: 

diabetes e hipertensão (LUNKES et al., 2003; LUNKES et al., 2006), câncer 

(ARAÚJO et al., 2005; MALDONADO et al., 2008; MALDONADO et al., 2010), 

hipercolesterolemia (DUARTE et al, 2007), acidente vascular cerebral 

(CORRÊA et al., 2008), esclerose múltipla (SPANEVELLO et al, 2010)  e IAM 

(BAGATINI et al., 2008). Com o objetivo de dar continuidade ao estudo 

realizado em pacientes com IAM e expandir o estudo a outros grupos de 

pacientes com CI propõe-se a determinação da atividade das enzimas que 

atuam na hidrólise dos nucleotídeos da adenina, estudo da atividade das 

enzimas que degradam ésteres de colina e avaliação do perfil oxidativo na CI. 

 O diagnóstico e o tratamento das doenças cardiovasculares têm 

apresentado grandes avanços tecnológicos nos últimos anos com a introdução 

de novas terapias e novas técnicas diagnósticas na rotina médica. No entanto, 

apesar desses avanços ainda é alto o índice de óbitos precoces por doença 

arterial coronariana (DAC), portanto, o estudo dos mecanismos patofisiológicos 

dessa doença é de fundamental importância na busca de terapias mais efetivas 

que beneficiem os pacientes com CI.  
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2. OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral 

 Avaliar a atividade de enzimas que degradam nucleotídeos de adenina e 

ésteres de colina e estudar o perfil oxidativo em pacientes com Cardiopatia 

Isquêmica (CI). 

 

Objetivos Específicos 

 

• Analisar a atividade das enzimas NTPDase, E-NPP, 5’-Nucleotidase e ADA 

em plaquetas de pacientes cardiopatas (pacientes com AE e SCA) e 

pacientes controles.  

• Avaliar a agregação plaquetária no plasma rico em plaquetas desses 

pacientes. 

• Avaliar os indicadores de processo inflamatório: perfil lipídico e proteína C-

reativa em soro da população estudada. 

• Estudar a atividade das enzimas AChE e BuChE em sangue total e soro 

desses pacientes.  

• Determinar os indicadores do estresse oxidativo (TBARS e carbonilação 

protéica) em soro dos pacientes estudados. 

• Avaliar as defesas antioxidantes enzimáticas (SOD e CAT) e não 

enzimáticas (vitamina E e vitamina C) em sangue total, plasma e soro 

desses pacientes. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 CORAÇÃO 

O coração é um órgão muscular oco que se localiza no meio do peito, 

sob o osso esterno, ligeiramente deslocado para a esquerda. Em uma pessoa 

adulta, tem o tamanho aproximado de um punho fechado e pesa cerca de 400 

gramas. O coração humano, como o dos demais mamíferos, apresenta quatro 

cavidades: duas superiores, denominadas átrios (ou aurículas) e duas 

inferiores, denominadas ventrículos. O átrio direito comunica-se com o 

ventrículo direito através da válvula tricúspide. O átrio esquerdo, por sua vez, 

comunica-se com o ventrículo esquerdo através da válvula bicúspide ou mitral. 

O coração bombeia o sangue para levar oxigênio e nutrientes às células do 

organismo de um lado, e, de outro, para o pulmão, que eliminará gás carbônico 

recebido das células. Funciona, portanto, como duas bombas em paralelo: uma 

bombeia sangue pobre em oxigênio e rico em gás carbônico do corpo para os 

pulmões; a outra bombeia sangue rico em oxigênio e pobre em gás carbônico 

dos pulmões para o corpo. Para funcionar adequadamente, as células 

musculares do coração necessitam de nutrientes e oxigênio que chegam pelo 

sangue que ele próprio bombeia. A irrigação do coração é feita pelas artérias 

coronárias (Figura 1) (SCHUNKE et al., 2007). 

 

 
Figura 1- Anatomia do Coração (www.heart-vessels.com) 
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3.2 CARDIOPATIA ISQUÊMICA 

  

 O termo “isquemia” refere-se à falta de oxigênio secundária a perfusão 

inadequada do miocárdio, que gera desequilíbrio entre a oferta e a demanda de 

oxigênio. A causa mais comum de isquemia miocárdica é a doença 

aterosclerótica obstrutiva das artérias coronárias (Figura 2) (KASPER et al., 

2006; CHOI et al., 2009).  

 Os pacientes com CI são classificados em dois grandes grupos: os com 

angina estável (AE) e os com síndrome coronariana aguda (SCA). Esse último 

grupo compõe-se dos pacientes que apresentam angina instável (AI) e infarto 

agudo do miocárdio – IAM - (KASPER et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Isquemia cardíaca (www.medicinenet.com)  

 

 Durante os episódios da perfusão inadequada causada pela 

aterosclerose coronariana, a pressão de oxigênio nos tecidos miocárdicos 

diminui, podendo causar distúrbios transitórios nas funções mecânicas, 

bioquímicas e elétricas do miocárdio. O súbito desenvolvimento de isquemia 

grave, como ocorre após a obstrução total ou subtotal das coronárias, está 

associado à falha quase instantânea da contração e relaxamento musculares 

normais. A isquemia de grandes áreas do ventrículo provoca insuficiência 
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ventricular esquerda transitória e, se os músculos papilares forem afetados, a 

insuficiência mitral poderá complicar esse processo. Quando a isquemia é 

transitória, pode estar associada à angina de peito; se for prolongada, poderá 

causar necrose e fibrose miocárdicas, com ou sem manifestações clínicas de 

IAM (KASPER et al., 2006; LIBBY et al., 2010). 

 

 

3.2.1 Angina Estável (AE) 

  

 A AE ou angina crônica estável é uma síndrome isquêmica caracterizada 

por dor torácica, geralmente retroesternal ou na região precordial, 

desencadeada por esforço físico, refeições volumosas ou por estresse 

emocional, com duração de 30 segundos a 15 minutos, sendo aliviada pelo 

repouso ou uso de nitrato sublingual, e que não muda as características por 

pelo menos dois meses (KASPER et al., 2006; LIBBY et al., 2010). 

 A AE típica correlaciona-se com doença arterial coronariana (DAC) em 

90% dos casos. Nos 10% restantes são múltiplas as causas, podendo, em 

alguns pacientes, ser difícil definir a etiologia. O mecanismo fundamental na AE 

é o desequilíbrio entre a oferta de oxigênio e as demandas metabólicas do 

miocárdio. Nestas condições, a ocorrência de dor é mais comum quando há 

súbito aumento da necessidade de oxigênio não suprido adequadamente em 

decorrência de alterações no fluxo coronário (PORTO, 2005). 

 

 

3.2.2 Síndrome Coronariana Aguda (SCA) 

  

 O termo SCA é utilizado para se referir a pacientes que apresentam AI 

ou IAM (PORTO, 2005; KASPER et al., 2006). 

 A AI é definida como angina de peito ou desconforto isquêmico pelo 

menos com três manifestações: (1) ocorre em repouso (ou com  esforço 

mínimo) e geralmente persiste por mais de 10 minutos, (2) é intensa e tem 

início recente e/ou (3) tem um padrão progressivo (ou seja, é nitidamente mais 

grave, prolongada ou freqüente do que antes) (KASPER et al., 2006). É uma 

condição clínica transitória, que pode evoluir para infarto, morte súbita, angina 
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estável crônica após estabilização do processo, ou recuperação completa 

(PORTO, 2005). Na maioria dos pacientes, a AI relaciona-se a uma 

coronariopatia aterosclerótica de grau importante, sendo causada pela 

interação entre a lesão ateromatosa e agregação plaquetária, espasmo 

coronariano e trombose que se associam de forma complexa (PORTO, 2005).  

 A maioria dos infartos ocorre quando o fluxo sanguíneo coronário diminui 

abruptamente depois da obstrução trombótica de uma artéria coronária 

previamente afetada pela aterosclerose. Na maioria dos casos, o infarto ocorre 

quando uma placa aterosclerótica sofre fissura, ruptura ou ulceração, de modo 

que um trombo forma-se na área de ruptura e leva à obstrução da artéria 

coronária (KASPER et al., 2006). Após a formação inicial de uma monocamada 

de plaquetas no local da placa rota, vários agonistas (colágeno, ADP, 

epinefrina, serotonina) promovem a ativação plaquetária, produção e liberação 

de tromboxano A2. A ativação plaquetária pelos agonistas desencadeia uma 

alteração da conformação da glicoproteína IIb/IIIa que desenvolve alta 

afinidade pelo fator de von Willebrand (FvW) e fibrinogênio.  A cascata de 

coagulação é ativada e por fim, a artéria coronária afetada torna-se ocluída por 

um trombo contendo agregados plaquetários e filamentos de fibrina (AZZAZY & 

CHRISTENSON, 2002; SHEBUSKI, 2002; APPLE et al., 2005; WU, 2005; 

KASPER et al., 2006; LIBBY et al., 2010). O diagnóstico de IAM será firmado 

se um paciente com manifestações clínicas de AI apresentar evidências de 

necrose miocárdica, refletida por elevações dos biomarcadores cardíacos 

(creatinofosfoquinase – CK total, isoenzima MB da CK – CKMB e troponinas) 

(JAFFE et al., 2006). 

 
 
3.2.3 Biomarcadores cardíacos 

 
 
 Certas proteínas, denominadas marcadores cardíacos séricos, são 

liberadas no sangue em grandes quantidades, pelo miocárdio necrótico após o 

IAM. As taxas de liberação das diferentes proteínas variam segundo a sua 

localização intracelular e o seu peso molecular, bem como com o fluxo 

sangüíneo e linfático local (STEFANINI et al., 2004). 
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 A creatinofosfocinase (CK-total) encontrada na forma de dímero é uma 

importante enzima reguladora da produção e da utilização do fosfato de alta 

energia nos tecidos contráteis. Embora seja um indicador sensível de lesão 

muscular, não é específico para o diagnóstico de lesão miocárdica. Os 

resultados anormais da atividade e da concentração da CK-total podem ocorrer 

em razão de: problemas intrínsecos aos testes laboratoriais; doenças 

associadas, que diminuem a depuração de proteínas; liberação de tecidos 

necróticos contendo níveis elevados da enzima; presença de lesões 

musculares agudas e crônicas; e uso de medicamentos e drogas ilícitas (WU, 

1998). 

 A isoenzima MB da CK é mais vantajosa que a CK-total, pois não é 

encontrada em concentrações significativas nos tecidos não-cardíacos. A CK-

MB eleva-se em 4 a 6h após o início dos sintomas, com pico em torno de 18h, 

e normaliza-se entre 48 e 72h. Esta enzima permite o diagnóstico tardio do 

IAM, após 12h do início dos sintomas, quando possui sensibilidade de cerca de 

93%, porém é pouco sensível para o diagnóstico precoce nas primeiras 6h do 

início dos sintomas (ADAMS et al., 1993). 

 As troponinas (T e I) específicas do coração são atualmente 

consideradas os marcadores ouro para o IAM (ALPERT et al., 2000; BABUIN & 

JAFFE, 2005). Devido às troponinas específicas do coração possuírem 

seqüências de aminoácidos diferentes das que são encontradas no músculo 

esquelético, permitiram o desenvolvimento de ensaios quantitativos com 

anticorpos monoclonais altamente específicos, o que as torna os principais 

marcadores para o IAM, com alta especificidade e sensibilidade (KASPER et 

al., 2006). As troponinas elevam-se entre 4 e 8h após o início dos sintomas, 

com pico entre 36 e 72h e normalização entre 5 e 14 dias. Apresentam a 

mesma sensibilidade diagnóstica da CK-MB entre 12 e 48h após o início dos 

sintomas do IAM (BLUESTEIN et al., 1998; APPLE, 1992). 

 

 

3.3 EPIDEMIOLOGIA 

 

 Apesar da amplitude das modernas estratégias preventivas e 

terapêuticas, as doenças cardiovasculares (DCV) ainda lideram a lista das 
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principais causas de morte mundial, responsáveis por aproximadamente 15 

milhões de óbitos a cada ano e representam os mais altos custos em 

assistência médica (LOPEZ, 1993; MURRAY et al., 1996; HAJJAR et al. 2006; 

LIBBY et al., 2010). Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), em 

2002 ocorreram 16,7 milhões de óbitos, dos quais 7,2 milhões foram de DAC 

(GUIMARÃES, 2006).  Estima-se para 2020, que esse número possa se elevar 

a valores entre 35 e 40 milhões (GUIMARÃES, 2006). Seu crescimento 

acelerado em países em desenvolvimento representa uma das questões de 

saúde pública mais relevantes do momento (LIBBY et al., 2010). 

 Além do impacto sobre a mortalidade geral, as DCV são uma das 

maiores responsáveis pelo número de mortes e incapacidades precoces na 

população geral (ZAPPI et al., 2000). No Brasil, na década de 2000 a 2009, 

essas doenças foram responsáveis por 65% dos óbitos na população adulta 

em plena fase laboral (30 a 69 anos) e por 40% das aposentadorias precoces 

(NOGUEIRA et al., 2010), apresentando taxas maiores nas regiões Sul e 

Sudeste (ZAPPI et al., 2000).  

 Em 2001 nos Estados Unidos, 1.680.000 americanos foram internados e 

tiveram o diagnóstico confirmado de SCA. Destes 959.000 tiveram diagnóstico 

de IAM e 758.000 de AI, 37.000 receberam os dois diagnósticos. Em 2004, a 

estimativa de gastos diretos e indiretos com a DAC foi de cerca de 133,2 

bilhões de dólares (PORTO, 2005). 

 

 

3.4 FATORES DE RISCO 

  

 Os fatores de risco para CI podem ser divididos em duas categorias: 

fatores de riscos modificáveis (ambientais e comportamentais), como o 

tabagismo, colesterol sérico elevado, hipertensão arterial sistêmica, inatividade 

física, diabetes, obesidade, estresse mental, uso de anticoncepcional e 

obesidade abdominal; e fatores de risco não modificáveis (genéticos e 

biológicos), sendo estes, hereditariedade, sexo e idade avançada 

(POLANCZYK, 2005; HERRMANN et al., 2006). 

 Diversos fatores estão relacionados ao elevado risco cardiovascular, 

sendo assim, quanto maior o número de fatores de risco presente, maior será a 
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probabilidade de apresentar um evento cardiovascular. Da mesma forma, 

quanto melhor o controle dos hábitos de vida, com redução do número de 

fatores modificáveis associados, maior é a redução deste risco 

(BRAUWNWALD et al., 2003; LANAS et al., 2007). 

 

 

3.4.1 Sexo e idade 

  

 Vários estudos têm demonstrado que a taxa de mortalidade por DAC é 

maior nos homens e nos indivíduos idosos do que em mulheres (DOUGLAS et 

al., 1991; SHAROVISKY & CÉZAR, 2002). As possíveis razões para o aumento 

do risco de DAC com a idade incluem imobilidade, trauma, obesidade, cirurgias 

médicas, doenças crônicas, aterosclerose, pressão alta, dislipidemia, 

intolerância a glicose, aumento dos marcadores inflamatórios no sangue, 

terapia com estrógenos e câncer (GORDON, 2004). 

 

 

3.4.2 Tabagismo 

 

 Além da idade avançada, o tabagismo é o fator de risco isolado mais 

importante para a DAC. O consumo de cigarros continua a ser o mais 

importante fator de risco modificável para a ocorrência de DAC e a principal 

causa previnível de morte nos Estados Unidos, onde é responsável por mais de 

450.000 óbitos anualmente (LIBBY et al., 2010). 

 Além dos efeitos desfavoráveis agudos sobre a pressão arterial e sobre 

o tônus simpaticomimético e uma redução na oferta miocárdica de oxigênio, o 

fumo afeta a aterotrombose através de vários outros mecanismos. Além de 

acelerar a progressão da aterosclerose, o tabagismo a longo prazo pode 

causar aumento na oxidação da LDL - colesterol e prejudicar a vasodilatação 

endotelial (KASPER et al., 2006). Um efeito adicional do tabagismo está 

associado à agregação plaquetária espontânea, aumento da adesão de 

monócitos às células endoteliais e alterações adversas de fibrinolíticos e 

antitrombóticos derivados do endotélio. Estudos têm sugerido que a resistência 
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à insulina representa um mecanismo adicional de ligação entre o tabagismo e a 

aterosclerose prematura (REAVEN & TSAO, 2003). 

 

 

3.4.3 Hipertensão 

  

 A hipertensão é um dos principais fatores de riscos para DAC, 

independentemente de idade, sexo ou raça. A pressão arterial sanguínea, 

(tanto a sistólica quanto a diastólica), está correlacionada com a incidência de 

doenças cardíacas e acidente vascular cerebral (LIBBY et al., 2010). Tem sido 

postulado que a pressão sanguínea excessivamente alta poderia danificar o 

endotélio e aumentar a permeabilidade do mesmo. Em adição, a hipertensão 

poderia estimular a proliferação de células musculares ou induzir a ruptura de 

placas ateroscleróticas. A presença de lesão em órgãos como o coração é 

acompanhado de um aumento do risco de doenças cardíacas (LAHOZ & 

MOSTAZA, 2007). Numerosas triagens clínicas têm demonstrado que um 

decréscimo na pressão arterial sistêmica está associado com uma redução 

significativa na incidência de acidente cerebral vascular e eventos cardíacos 

(HAIDER et al., 2003; NISSEN et al., 2004).  

 

 

3.4.4 Hipercolesterolemia 

 

A hipercolesterolemia é amplamente aceita como um dos maiores 

fatores de risco para o desenvolvimento de doença isquêmica cardíaca: angina 

e IAM (TAILOR & GRANGER, 2003; AL-SHAER et al., 2004; VIEIRA, 2005; 

BHATT et al., 2006). A visão atual de que a hispercolesterolemia contribui para 

as doenças cardíacas é baseada no fato de que a hipercolesterolemia, 

indiretamente, aumenta o risco de doenças cardiovasculares por estimular 

fatores de risco como hipertensão e resistência à insulina (LYRA & 

CAVALCANTI, 2006). Estudos indicam que altos níveis de colesterol, 

principalmente da LDL, desempenham um papel importante na aterogênese. 

As distorções no transporte do colesterol podem favorecer seu depósito na 

parede das artérias e vasos, contribuindo para o desenvolvimento da 
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aterosclerose (KRUTH, 2002). A aterosclerose é um processo inflamatório que 

está associado com a ativação de células endoteliais, com o estresse oxidativo 

e com o acúmulo de leucócitos na parede das artérias (ROSS, 1999; LUSIS, 

2000; HANSSON & LIBBY, 2006; WEBER, et al., 2008). Além disso, estudos 

com ratos obesos, sugerem que a obesidade está associada à doença 

cardíaca também por promover depósitos de triglicérides em miócitos 

cardíacos, levando a esteatose de músculo cardíaco (LYRA & CAVALCANTI, 

2006).  

   

 

3.4.5 Diabetes Mellitus 

  

 Em relação ao Diabetes Mellitus, esse se constitui um importante fator 

para o desenvolvimento de doença cardiovascular, por interagir com outros 

fatores, como hipertensão e hiperlipidemia, os quais aumentam o risco 

(BOOTH et al, 2006). Além disso, pacientes com diabetes são conhecidos por 

ter alta propensão a doenças ateroscleróticas, uma das principais causas de 

IAM (LIBBY et al., 2010). Diabéticos coronariopatas têm placas ateroscleróticas 

mais vulneráveis, ou seja, com maior risco de ruptura de sua capa fibrosa, 

levando a uma maior incidência de DAC (LYRA & CAVALCANTI, 2006). 

Entretanto, o mecanismo pelo qual o diabetes aumenta o risco de doenças 

cardiovasculares não está totalmente entendido, mas estudos indicam que a 

hiperglicemia e o estado patológico criado no diabetes seriam os responsáveis 

pelo aumento do risco de doenças coronárias (TSCHOEPE et al., 1993; 

NATHAN et al, 2003). 

  

 

3.5 ATEROSCLEROSE 

 

 A aterosclerose é um processo inflamatório crônico da parede arterial, 

com depósitos de substâncias gordurosas, colesterol, restos celulares, 

plaquetas, fibrina e cálcio que levam a formação de placas enrijecidas e 

redução da elasticidade e da luz do vaso (ROSS, 1999; PORTO, 2005; 

KASPER et al., 2006). Pode ser observada desde a infância, mas o início das 
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manifestações clínicas ocorre geralmente na fase adulta. Afeta principalmente 

artérias de médio e grande calibre, como as coronárias, carótidas, cerebrais, 

renais, aorta abdominal, ilíacas, femorais, em regiões segmentares ou áreas de 

bifurcação (MEDEIROS et al. 2001; PORTO, 2005). 

 A CI é uma das manifestações mais importantes da doença 

aterosclerótica nos países industrializados, não somente por ser a causa mais 

comum de morte, como também incapacitar temporária ou definitivamente um 

grande número de indivíduos em idade produtiva (ROSS, 1999; KAUFFMAN, 

2007; GALKINA et al., 2009). 

  O processo de aterosclerose inicia-se com a captação de LDL- 

colesterol pelo endotélio, sua internalização na íntima, e sua transformação na 

forma oxidada. Isso dá início ao processo de lesão vascular por ação direta, 

promovendo a atração de monócitos para o local, que se diferenciam em 

macrófagos. Estes por sua vez, fagocitam as moléculas de LDL- colesterol, 

promovem sua transformação em forma oxidada e a formação e a liberação de 

íons superóxidos, com adicional lesão vascular (FUSTER et al., 1992). A 

reação inflamatória local que advém da oxidação da LDL- colesterol ocasiona a 

destruição da base de apoio das células endoteliais, facilitando o aparecimento 

de áreas de microulcerações e conseqüente adesão plaquetária. A participação 

das plaquetas no processo acelera a reação via produção do fator de 

crescimento derivado de plaquetas, um mitógeno capaz de atrair mais células 

musculares lisas ao local, bem como outras células próprias da reação 

inflamatória (KAUFFMAN, 2007). A grande concentração de células 

musculares lisas tentando regenerar a estrutura subendotelial termina por 

aumentar os depósitos de proteínas da matriz extracelular como o colágeno, 

formando um ciclo vicioso de lesão endotelial e expansão celular, que culmina 

com a formação da placa fibrosa (Figura 3) (LUSIS, 2000; MEDEIROS et al., 

2001; KAUFFMAN, 2007). 
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Figura 3 – Formação da placa aterosclerótica (Libby et al. 2010) 

 

3.5.1 Determinação de risco 

 

 A doença aterosclerótica é acelerada em virtude de fatores genéticos, 

culturais e ambientais, sendo o diagnóstico precoce de fundamental 

importância para o tratamento e prevenção das complicações advindas do 

processo aterosclerótico (KAUFFMAN, 2007). Entre os marcadores 

bioquímicos destaca-se a medida da proteína-C-reativa (PCR). A PCR é uma 

proteína de fase aguda que serve com uma molécula de reconhecimento 

padrão do sistema imune inato, produzida no fígado em resposta ao aumento 

da interleucina -6 (IL-6). Inicialmente foi considerado um marcador inerte da 

inflamação vascular, mas resultados atuais sugerem que a PCR desempenha 

papel ativo na aterogênese e como marcador de DAC (DHINGRA, et al. 2007; 

CALABRÒ et al., 2009; FRAGOSO-LONA, et al. 2009).  

 Na prevenção primária, uma série de estudos epidemiológicos 

prospectivos demonstrou que a PCR quando medida com novas provas 

ultrasensíveis (PCR-us), prediz forte e independentemente o risco de IAM, 

acidente vascular cerebral, doença arterial periférica e morte súbita cardíaca 

mesmo entre indivíduos aparentemente saudáveis (LIBBY et al., 2010). Além 
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disso, os níveis de PCR-us foram capazes de discriminar melhor o risco do que 

o nível de LDL- colesterol (BOEKHOLDT et al., 2006). 

 

 

3.6 PLAQUETAS 

 

2.6.1 Estrutura 

  

 As plaquetas são fragmentos citoplasmáticos derivados de 

megacariócitos, envolvidos por membranas e destituídas de núcleo. 

Apresentam-se heterogêneas sob aspecto morfológico, considerando tamanho, 

densidade e coloração (KRIZ et al. 2009; EYRE & GAMLIN, 2010). Ao 

microscópio eletrônico, as plaquetas apresentam-se como esferóides 

achatados nos pólos. Em condições normais e em esfregaços sangüíneos, as 

plaquetas apresentam-se discóides (BATLOUNI, 1993). 

 Nas plaquetas se reconhecem três zonas: (1) zona externa ou periférica 

que condiciona a propriedade de adesão. Nessa porção encontram-se 

antígenos, glicoproteínas e vários tipos de enzimas. Mais internamente existe a 

membrana plaquetária, onde estão localizadas glicoproteínas que são 

receptores específicos para determinados fatores de coagulação. (2) Uma zona 

sol-gel ou citosol com proteínas actinomiosina e tubulina, formando 

microtúbulos e microfilamentos, responsáveis pelo esqueleto da plaqueta. (3) 

Uma zona de organelas contendo corpúsculos densos (Ca2+, ADP, ATP, 

Serotonina, Pirofosfato), grânulos alfa (fatores de crescimento, fatores de 

coagulação e proteínas de adesão) e um sistema de membrana, local de 

síntese de prostaglandinas e tromboxano A2 (Figura 4) (WHITE, 2007). 
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Figura 4: Representação de uma célula plaquetária (Lorenzi et al., 2003) 

 

 

2.6.2 Ativação plaquetária 

  

 As plaquetas são liberadas do citoplasma dos megacariócitos medulares 

e passam à circulação, onde têm vida média de 8 a 10 dias (KRIZ et al., 2009). 

Durante esse tempo de sobrevida, o seu metabolismo se baseia na liberação 

de energia, representada pela transformação do ATP em ADP, a partir da 

glicólise e do mecanismo oxidativo das mitocôndrias. Essa energia é utilizada 

para as funções básicas das plaquetas, que são a adesão, a agregação e a 

secreção de substâncias contidas nos grânulos citoplasmáticos (LORENZI et 

al., 2003). 

 Quando um vaso é lesado, o subendotélio, com o colágeno subjacente, 

é exposto e as plaquetas se ativam, iniciando-se uma série de fenômenos que 

tem por finalidade evitar a hemorragia (LORENZI et al., 2003). O primeiro sinal 

de ativação plaquetária é sentido na membrana externa, onde os fatores 

capazes de promover esta ativação como a trombina, a adrenalina, o colágeno 

e o ADP se ligam aos seus receptores específicos. A plaqueta modifica a sua 

forma que passa de discóide a irregular devido à emissão de pseudópodos a 

partir da membrana. A seguir, ocorre a ligação das plaquetas aos receptores 

das glicoproteínas e ativação das moléculas de integrinas plaquetárias levando 

ao processo de agregação plaquetária (MINORS, 2007; EYRE & GAMLIN, 

2010). 
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2.6.3 Agregação plaquetária 

  

 A agregação plaquetária ocorre devido à formação de pontes de 

fibrinogênio, pois este se liga ao receptor na membrana plaquetária, GP IIb/IIIa, 

que na presença do Ca2+ forma um complexo estável na superfície das 

plaquetas ativadas. Esse processo também ocorre devido ao metabolismo do 

ácido araquidônico, sendo o mesmo liberado a partir da membrana fosfolipídica 

das plaquetas pela ativação da enzima fosfolipase A2 e, subseqüentemente, a 

enzima cicloxigenase (COX-1) converte o ácido araquidônico em 

endoperóxidos cíclicos. Esses são então convertidos pela tromboxano 

sintetase em tromboxano A2 (TXA2), funcionando como um potente agonista 

que induz a agregação (LORENZI et al., 2003; KRIZ et al., 2009). A 

amplificação e propagação contínua da agregação plaquetária é ativada pela 

formação de agregados plaquetários e a expulsão de ADP e de outras 

substâncias ativas das organelas plaquetárias (LEE et al., 1998).  

 
 
2.6.4 Hemostasia 

 

 A principal função das plaquetas é a hemostasia, na qual elas 

desempenham atividade mecânica e bioquímica. As plaquetas aderem-se as 

estruturas subendoteliais expostas e tornam-se ativadas; ocorrendo a adesão 

plaquetária. Posteriormente, ocorre uma intensa atividade metabólica, havendo 

a síntese de mensageiros intracelulares e formação de agonistas plaquetários. 

Na seqüência as plaquetas sofrem transformações morfológicas, iniciando a 

formação de agregados plaquetários também denominados de rolhas, que vão 

constituir a barreira plaquetária inicial. A liberação de ADP e outras substâncias 

ativas amplificam o processo de ativação plaquetária. Segue-se a ativação com 

a liberação do fator 3 plaquetário e tem início o processo de coagulação 

sangüínea, promovendo à consolidação da rolha plaquetária pela fibrina e a 

conseqüente retração do coágulo (RAMASAMY, 2004; DAVÍ & PATRONO, 

2007; EYRE & GAMLIN, 2010). 
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3.7 NUCLEOSÍDEOS E NUCLEOTÍDEOS DE ADENINA 

 

 Os nucleotídeos extracelulares de adenina, adenosina trifosfato (ATP), 

adenosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato (AMP) e o nucleosídeo 

adenosina, modulam uma variedade de efeitos teciduais, que incluem o fluxo 

sanguíneo, a secreção, a inflamação, o tônus vascular e a função plaquetária 

(BURNSTOCK, et al., 2004). Os nucleosídeos são moléculas resultantes da 

união de uma base púrica ou pirimídica a uma pentose. Quando os 

nucleosídeos são fosforilados, por quinases específicas, ocorre a formação de 

um nucleotídeo (ATKINSON et al., 2006).  

 Os nucleotídeos são liberados no meio extracelular através de 

mecanismos como, por exemplo, a lise celular que ocorre frente à injúria 

celular. Também podem ser liberados por vesículas tais como os grânulos 

densos das plaquetas, que liberam o ATP e o ADP. A molécula de adenosina 

também pode ser liberada no meio extracelular como resultado da degradação 

do ATP e do ADP por enzimas específicas (HUNSUCKER et al., 2005; 

YEGUTKIN, 2008). 

 O ATP é um nucleotídeo presente em praticamente todas as células 

vivas e tem um papel fundamental no metabolismo energético (AGTERESCH 

et al., 1999). Juntamente com o ADP, o ATP também é liberado dos grânulos 

plaquetários no momento em que estas células sofrem o processo de ativação. 

O ATP tem um papel bifásico sobre a agregação das plaquetas: em baixas 

concentrações ele induz a agregação plaquetária, enquanto que em altas 

concentrações ele provoca a inibição deste fenômeno (SOSLAU & 

YOUNGPRAPAKORN, 1997). O ADP é reconhecidamente um agente indutor 

da agregação de plaquetas. Quando ocorre um evento que desencadeie a 

agregação plaquetária este nucleotídeo é liberado destas células e recruta 

novas plaquetas vindas da circulação de forma a amplificar o sinal agregatório 

(BAKKER et al., 1994).  

 A adenosina extracelular modula o tônus vascular e a função plaquetária 

além de apresentar uma ação cardioprotetora em episódios de isquemia ou 

hipóxia (MINAMINO et al., 1996). A função protetora da adenosina se 

manifesta pela vasodilatação coronariana e de vasos colaterais, aumentando o 

suprimento de oxigênio para os tecidos. Além disso, a adenosina é um ativador 
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endógeno do sistema de enzimas antioxidantes durante os processos de injúria 

e isquemia celular (MAGGIRWAR et al., 1994; RAMKUMAR et al., 1995).  

 A adenosina é conhecida por ser cardioprotetora não somente nos 

momentos de isquemia/reperfusão, mas também na insuficiência cardíaca, 

atenuando a liberação de catecolaminas, aumentando o fluxo sanguíneo 

coronário e inibindo a ativação de plaquetas e leucócitos (KINUGAWA et al., 

2006). 

 

 

3.8 RECEPTORES PURINÉRGICOS 

  

 Cada nucleotídeo, uma vez presente no meio extracelular, desempenha 

sua ação pela ligação a um tipo diferente de receptor localizado na superfície 

de vários tipos de células (YEGUTKIN, 2008). Esses receptores dividem-se em 

dois grupos: P2X e P2Y. P2X são receptores acoplados a canais iônicos com 

seus domínios carboxi e aminoterminal voltados para o meio intracelular e 

compreendem sete subtipos nomeados de P2X1-7 (DI VIRGILIO et al., 2001). 

P2Y são receptores acoplados a proteína G apresentando sete regiões 

transmembrana com a porção aminoterminal voltada para meio extracelular e a 

porção carboxiterminal voltada para o meio citoplasmático compreendendo 14 

subtipos os quais foram nomeados de P2Y1-14 (YEGUTKIN, 2008). Os 

receptores para adenosina incluem quatro tipos: A1, A2A, A2B e A3, os quais 

são proteínas transmembrana acoplados a proteína G (HASKÓ et al., 2008; 

YEGUTKIN, 2008).  

 

  

3.9 ENZIMAS QUE DEGRADAM NUCLEOTÍDEOS E NUCLEOSÍDEOS DE 

ADENINA. 

  

 Uma vez exercidos seus efeitos, as moléculas de nucleotídeos e 

nucleosídeos devem ser degradadas de modo a manter seus níveis em 

concentrações fisiológicas. Para isso existe uma ampla classe de proteínas 

catalíticas (ectonucleotidases) ancoradas à membrana as quais contém seu 

sítio ativo voltado para o meio extracelular e efetuam a degradação destes 
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nucleotídeos (GODING & HOWARD, 1998; ZIMMERMANN, 2001; 

ZIMMERMANN et al., 2007). Dentre estas enzimas pode-se destacar as E-

NTPDases (Ecto-Nucleosídeo Trifosfato Difosfoidrolase), a família das E-NPPs 

(Ecto-Nucleotídeo Pirofosfatase/Fosfodiesterases), 5’-nucleotidase e a 

adenosina deaminase (ADA) (ROBSON et al., 2006; YEGUTKIN, 2008). Estas 

enzimas atuam em conjunto, formando uma cadeia enzimática que tem início 

com a ação da E-NTPDase e da E-NPP, as quais catalisam a hidrólise do ATP 

e do ADP formando AMP (ZIMMERMANN et al., 2007). A seguir a enzima 5’-

nucleotidase hidrolisa a molécula de AMP formando adenosina, a qual 

posteriormente é degradada pela ação da ADA gerando inosina (Figura 5) 

(YEGUTKIN, 2008).  

 

 
Figura 5 - Enzimas envolvidas na degradação extracelular de nucleotídeos e nucleosídeos de 

adenina (adaptado de Yegutkin, 2008). 

  

3.9.1 NTPDase  

  

 As NTPDases são uma família de enzimas responsáveis pela hidrólise 

de nucleotídeos tri e difosfatados (ZIMMERMANN et al., 2007). Esta classe de 

enzimas inclui oito membros nomeados de NTPDase 1-8 que diferem quanto a 

especificidade por substratos, distribuição tecidual e localização celular. Quatro 
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destas enzimas estão localizadas na membrana celular com seu sítio catalítico 

voltado para o meio extracelular (NTPDase 1, 2, 3 e 8) e quatro delas exibem 

localização intracelular (NTPDase 4, 5, 6 e 7) (Figura 6) (ROBSON et al., 

2006), sendo que as NTPDases localizadas na superfície requerem Ca2+ ou 

Mg2+ para sua máxima atividade (ZIMMERMANN, 2001; KUKULSKI et al., 

2005).  

 

 
Figura 6 - Membros da Família das NTPDases (Robson et al., 2006) 

 

 Todos os membros da família das NTPDases apresentam 5 regiões 

denominadas regiões conservadas da apirase (ACRs), o que torna essa 

característica uma “marca” desse conjunto de enzimas. Essas ACRs são de 

muita relevância para sua atividade catalítica. Existem evidências sugerindo 

que as diferenças na preferência pelo substrato, nessa família de enzimas, 

podem ser atribuídas a pequenas diferenças na estrutura protéica que afetaria 

a ligação do substrato (ZIMMERMANN, 2001; ROBSON et al., 2006). 

 A NTPDase-1 (E.C 3.6.1.5, CD39) foi a primeira enzima da família 

NTPDase a ser descrita, e está ancorada na superfície celular através de duas 

regiões transmembranas próximas ao grupamento amino e carboxiterminal, 

com o seu sítio catalítico voltado para o meio extracelular  (ZIMMERMANN, 

2001; ROBSON et al., 2006). Esta enzima hidrolisa tanto ATP como ADP 
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formando AMP na presença de íons Ca2+ e Mg2+ (Figura 7) (ZIGANSHIN et al., 

1994). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 - Topografia de membrana de ectonucleotidases (adaptado de Zimmermann, 2001)  

  

 Em relação ao “sistema vascular”, a NTPDase-1/CD39 desempenha um 

papel importante no sistema hemostático, uma vez que ela controla os efeitos 

pró-trombóticos e pró-inflamatórios de nucleotídeos como o ATP e o ADP 

(YEGUTKIN, 2008). A NTPDase-1, presente nas células endoteliais e 

membrana de plaquetas, converte o ATP em ADP e subseqüentemente o ADP, 

um nucleotídeo promotor da agregação, em AMP. A enzima 5’-nucleotidase 

converte o AMP formado em adenosina. A adenosina, por sua vez, tem 

propriedades vasodilatadoras e, portanto, antiagregantes (BAKKER et al., 

1994; ZIMMERMANN, 2001). Com isso, a NTPDase-1 em combinação com a 

5’-nucleotidase tem um papel crucial na desfosforilação sequencial destes 

nucleotídeos e consequentemente na proteção contra a ativação descontrolada 

de plaquetas. Alguns estudos indicam que o uso de CD39 solúvel se constitui 

num potencial agente terapêutico para inibição de processos trombóticos 

mediados por plaquetas. A solução purificada de CD39 bloqueou in vitro a 

agregação plaquetária induzida por ADP e inibiu a reatividade plaquetária 

induzida pelo colágeno (GAYLE III et al., 1998; ENJYOJI et al.,1999). 
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 Além disso, nos últimos anos o papel destas enzimas tem sido avaliado 

em várias condições patológicas humanas como no diabetes (LUNKES et al., 

2003), na síndrome da imunodeficiência adquirida (AIDS) (LEAL et al., 2005), 

no câncer (ARAÚJO et al., 2005; MALDONADO et al., 2010), no IAM 

(BAGATINI et al., 2008) e na esclerose múltipla (SPANEVELLO et al., 2010). 

 
 
3.9.2 Ecto-Nucleotídeo Pirofosfatase/Fosfodiesterase (E-NPP) 

  

 A família das E-NPPs é constituída por sete enzimas nomeadas de 

NPP1 até NPP7, sendo numeradas de acordo com sua ordem de descoberta 

(YEGUTKIN, 2008). Com exceção da NPP2, que é secretada no meio 

extracelular, todos os demais membros são ligados à membrana por um único 

domínio transmembrana. As NPP1 e 3 têm uma orientação transmembrana do 

tipo II, com sua porção aminoterminal voltada para o meio intracelular, 

enquanto que as NPPs 4-7 têm uma orientação do tipo I com sua porção 

aminoterminal voltada para o meio extracelular (Figura 8) (STEFAN et al., 

2006). 

  

 
Figura 8 - Estrutura das enzimas da família da Ecto-Nucleotídeo Pirofosfatase/Fosfodiesterase 

(E-NPP) (Stefan et al., 2006). 
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 As ecto-fosfodiesterases têm uma ampla especificidade, sendo 

responsáveis pela hidrólise de ligações pirofosfato e fosfodiéster de 

nucleotídeos e seus derivados, resultando na produção de nucleotídeos 

monofosfato (STEFAN et al., 2005). Entretanto somente as NPP1-3 são 

capazes de hidrolisar nucleotídeos e são, portanto relevantes no contexto da 

cascata de sinalização purinérgica (STEFAN et al., 2006; YEGUTKIN, 2008). 

 As E-NPPs possuem uma ampla distribuição tecidual o que lhe confere 

múltiplos papéis biológicos, incluindo reciclagem de nucleotídeos, modulação 

da sinalização purinérgica, regulação dos níveis de pirofosfato extracelular, 

proliferação e motilidade celular (STEFAN et al., 2005; STEFAN et al., 2006). 

Em vista de estas enzimas terem sido caracterizadas na membrana plaquetária 

e, devido ao fato de apresentarem propriedades catalíticas semelhantes à 

NTPDase, pressupõem-se que haja uma co-expressão da NTPDase, das E-

NPPs e da 5’-nucleotidase nesta célula. Com isso, pode-se dizer que elas 

constituem uma cadeia enzimática responsável pela hidrólise extracelular de 

nucleotídeos (FÜRSTENAU et al., 2006). 

 

 

3.9.3 Ecto- 5’-nucleotidase 

  

 Até o momento, sete sub-tipos da enzima 5’-nucleotidase foram isoladas 

e caracterizadas em humanos. Essas enzimas variam na localização 

subcelular, sendo 5 delas localizadas no citosol, uma na matriz mitocondrial e 

uma anexada a membrana plasmática externa. Enquanto essas enzimas 

compartilham a habilidade em hidrolisar 5’- nucleosídeos monofosfatos e se 

sobrepõem na especificidade ao substrato, elas variam na afinidade por 5’-

monofosfatos (HUNSUCKER et al., 2005).          

 A ecto-5’-nucleotidase (E.C. 3.1.3.5, CD73) é uma glicoproteína ligada a 

membrana via um glicosil fosfatidilinositol (GPI) com seu sítio catalítico voltado 

para o meio extracelular (Figura 9) que catalisa a hidrólise éster fosfórica do 5’-

ribonucleotídeo para o correspondente ribonucleosídeo e fosfato. Ocorre na 

forma de dímero e seu peso molecular está na faixa de 62 a 74 kDa. 

(ZIMMERMANN, 2001; HUNSUCKER et al., 2005).  
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Figura 9 - Estrutura da ecto-5’-nucleotidase ancorada à membrana (adaptado de Zimmermann, 

2001). 

 As funções da ecto-5’-nucleotidase correlacionam-se diretamente ao seu 

papel na produção de adenosina. Assim, de acordo com a sua localização 

tecidual, ela desempenha importantes funções como, por exemplo, no controle 

da agregação plaquetária, na regulação do tônus vascular e também na 

neuromodulação e neuroproteção no sistema nervoso (ZIMMERMANN et al., 

1998; KAWASHIMA et al., 2000; DUNWIDDIE & MASINO, 2001). 

 A ecto-5’-nucleotidase é a principal enzima responsável pela formação 

de adenosina extracelular e a subseqüente ativação de receptores de 

adenosina (P1) (ZIMMERMANN, 2000). Estudos têm demonstrado que a 

geração de adenosina extracelular tem sido amplamente implicada como uma 

resposta adaptativa a momentos de hipóxia e isquemia (GNAIGER, 2001; 

O’FARRELL, 2001). É geralmente aceito que a desfosforilação do AMP pela 

CD73 representa o maior caminho da formação da adenosina extracelular 

durante o decréscimo da suplementação de oxigênio como no IAM (LINDEN, 

2001). 

 

  

3.9.4 Adenosina deaminase (ADA) 

  

 A enzima Adenosina Deaminase (ADA) faz parte do conjunto de 

enzimas responsáveis pela degradação seqüencial dos nucleotídeos e 
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nucleosídeos de adenina (YEGUTKIN, 2008). A ADA é responsável pela 

desaminação da adenosina com a conseqüente produção de inosina regulando 

assim, as concentrações extracelulares deste nucleosídeo (FRANCO et al., 

1997).  

 Em humanos a ADA existe na forma de duas isoenzimas classificadas 

como: ADA1 e ADA2 (SHAROYAN et al. 2006). A ADA1 é uma proteína 

monômera com uma massa molecular de aproximadamente 40 kDa. A 

localização da ADA1 é principalmente citosólica, sendo encontrada em todo o 

organismo. Esta pode estar combinada com uma glicoproteína dimérica não 

específica de aproximadamente 200 kDa, designada como proteína 

combinante (cp) (TSUBOI et al., 1995). O complexo ADA-cp constitui uma ecto-

ADA, a qual é responsável pelo controle dos níveis de adenosina extracelular 

(FRANCO et al., 1997). Estudos têm demonstrado que está proteína de ligação 

é uma glicoproteína multifuncional do tipo II, conhecida como CD26, a qual 

pode ser encontrada solúvel ou ligada à membrana (YEGUTKIN, 2008).   Além 

da interação com CD26, a ADA1 pode atuar como uma ecto-enzima ancorada 

aos receptores da adenosina A1 e A2b, mediando os processos de sinalização 

da adenosina (ROMANOWSKA et al., 2007). 

 Diferentemente da ADA1, a ADA2 apresenta diferenças tanto estruturais 

quanto cinéticas. Sua massa molecular é de aproximadamente 100 kDa e 

representa a menor parte da atividade da ADA em tecidos, sendo abundante 

no plasma. Além disso, a ADA2 tem menor afinidade para a adenosina e menor 

atividade catalítica com a deoxiadenosina que a ADA1(IWAKI-EGAWA et al., 

2006). 

 

 

3.10 ENZIMAS QUE DEGRADAM ÉSTERES DE COLINA – AChE E BuChE. 

 

 

3.10.1 Acetilcolina (ACh) 

 

 A acetilcolina (ACh) foi a primeira substância encontrada e definida 

como um neurotransmissor (LOEWI, 1921). A ACh é sintetizada pela 

colinacetiltransferase (ChAT; EC 2.3.1.6) a partir da colina, um importante 
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produto do metabolismo dos lipídios da dieta, e acetil-CoA, um produto do 

metabolismo celular (SOREQ & SEIDMAN, 2001; PRADO et al., 2002). Após 

sua síntese é carregada até as vesículas sinápticas pelo transportador 

vesicular da acetilcolina onde fica armazenada até a sua liberação (RAND, 

2007). Depois de ser liberada, a ACh se difunde na fenda sináptica e ativa os 

receptores de ACh (AChRs), posicionados nas células pós sinápticas. A ACh é 

amplamente distribuída no SNC, onde seus efeitos são principalmente 

excitatórios, efetivados pela ativação de receptores específicos, designados 

como receptores colinérgicos e, subdivididos em dois grandes grupos: 

nicotínicos e muscarínicos, que transmitem os sinais por mecanismos 

diferentes (RANG et al., 2004). A ação da ACh é finalizada pela sua hidrólise 

enzimática na fenda sináptica pela enzima acetilcolinesterase (AChE). A colina 

liberada é, em parte recaptada para o terminal pré-sináptico, através de um 

mecanismo de recaptação de alta afinidade (SOREQ & SEIDMAN, 2001) onde 

poderá ser reutilizada para a síntese de novas moléculas de ACh (Figura 10).  

 

 
 Figura 10 – Mecanismo de hidrólise da acetilcolina (adaptado de Santos et al., 2007) 
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 Até recentemente, os neurônios eram a única fonte identificada de ACh. 

Sabe-se agora que outras células além dos neurônios expressam as proteínas 

necessárias para o metabolismo da ACh. A ACh é sintetizada, entre outros, por 

células do sistema imunológico (linfócitos, células dendríticas, neutrófilos) 

(KAWASHIMA et al., 2007; NEUMAN et al, 2007) e células endoteliais 

(KAWASHIMA et al., 1990). É possível que a ACh proveniente destas fontes 

esteja envolvida na modulação do processo inflamatório local (ROSAS-

BALLINA & TRACEY, 2009). Esta via “colinérgica anti-inflamatória” mediada 

pela ACh, atua inibindo a produção de fator de necrose tumoral (TNF), 

interleucina-1 (IL-1) e suprime a ativação da expressão do fator nuclear kappa-

B (NF-kB) (BOROVIKOVA et al., 2000). 

 

 

3.10.2 Colinesterases 

 

 Existem dois tipos de colinesterases: a acetilcolinesterase (AChE; E. C. 

3.1.1.7) ou colinesterase verdadeira, que hidrolisa preferencialmente ésteres 

com grupamento acetil (como a ACh) e a butirilcolinesterase ou 

pseudocolinesterase (BuChE; E.C. 3.1.8) que hidrolisa outros tipos de ésteres 

como a butirilcolina (CHATONNET & LOCKRIDGE, 1989; NICOLET et al., 

2003; WHITTAKER, 2010). A AChE é predominantemente encontrada no 

cérebro (10 vezes mais abundante que a BuChE), junção neuromuscular e 

eritrócitos (COKUGRAS, 2003). Já a BuChE é principalmente encontrada no 

plasma, rins, fígado, intestino, coração, pulmão e têm uma distribuição 

neuronal muito mais restrita do que a AChE (MESULAM et al., 2002). 

 

 

Acetilcolinesterase (AChE) 

 

 A AChE existe nas formas globular e assimétrica. A forma globular é 

composta por monômeros (G1), dímeros (G2) e tetrâmeros (G4) da subunidade 

catalítica. A forma G1 é citosólica e a G4 é ligada à membrana, sendo esta 

última a mais encontrada no tecido nervoso (DAS et al., 2001; ALDUNATE et 
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al., 2004). Em sangue humano, a AChE é encontrada tanto nos eritrócitos 

quanto no plasma, onde predominam as formas G2 e G4, respectivamente 

(RAKONCZAY et al. 2005). Já a forma assimétrica consiste de um (A4), dois 

(A8) e três (A12), tetrâmeros catalíticos ligados covalentemente a uma 

subunidade estrutural colagênica chamada Q (ColQ). Essas formas estão 

associadas com a lâmina basal e são abundantes na junção neuromuscular 

(Figura 11) (ALDUNATE et al., 2004). 

 

 
Figura 11 - Isoformas da enzima AChE (www.chemistry.emory.edu/ach_inactivation.htm) 

 

 O sítio ativo da AChE situa-se na parte inferior de um estreitamento 

semelhante a uma garganta (gorge) a 20 Å de profundidade, alinhado com 

resíduos hidrofóbicos, os quais parecem ser importantes na orientação do 

substrato ao sítio ativo (JOHNSON & MOORE, 1999). Este sítio ativo é 

formado por um sítio esterásico que contém uma tríade catalítica formada pela 

serina, histidina e glutamato ou aspartato e um sítio aniônico ao qual a cadeia 

de nitrogênio quaternário da ACh, carregada positivamente, se liga (Figura 12) 

(SILMAN et al., 1994; DVIR et al., 2010). Na borda ou superfície do gorge, 

cerca de 14 Å do sítio ativo, situa-se um segundo sítio aniônico que se tornou 

conhecido como sítio aniônico periférico (peripheral anionic site - PAS), o qual 
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foi proposto com base na ligação de compostos bis quartenários (BOURNE et 

al., 2005; SILMAN & SUSSMAN, 2008). 

 

 
Figura 12 - Sítio esterásico contendo a tríade catalítica, externamente o sítio periférico aniônico 

(PAS). (adaptado de Soreq & Seidman, 2001) 

 

 Para a catalise enzimática existem duas importantes áreas a serem 

consideradas: a região de ligação e acomodação do substrato onde a ACh se 

liga à AChE por ligação iônica a um resíduo de aspartato ou glutamato e a 

ligação do hidrogênio ao resíduo de tirosina (Figura 13). A outra região é 

responsável pelo mecanismo de hidrólise do substrato ACh, composta pelos 

aminoácidos serina e histidina. O processo enzimático é extraordinariamente 

eficiente por causa da proximidade do nucleófilo serina e a catálise 

ácido/básica da histidina, sendo que uma molécula da ACh é hidrolisada em 

100 microsegundos (PATRICK, 2001; SILMAN & SUSSMAN, 2005). 
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Figura 13 - Interação do substrato (ACh) com o sítio esterásico da AChE.  

(adaptado de Patrick, 2001) 

  

Butirilcolinesterase (BuChE)  

 

 Para a BuChE humana HARRIS e cols. (1962) encontraram quatro 

bandas, em eletroforese de gel de amido, que foram chamadas de C1 a C4 em 

ordem decrescente de mobilidade. Estudos posteriores mostraram que C1 

corresponde ao monômero, C3 ao dímero e C4 ao tetrâmero (MUENSCHE et 

al., 1976). A banda C2 é resultado da ligação do monômero à albumina 

(MASSON, 1989). 

 A forma predominante e de maior atividade da BuChE no plasma é o 

tetrâmero, constituído por um dímero de subunidades idênticas. As 

subunidades de cada dímero estão unidas por uma ligação dissulfeto e os 

dímeros unem-se através de forças hidrofóbicas não covalentes. Cada 

monômero é uma cadeia de 574 resíduos de aminoácidos, com 9 cadeias de 

carboidratos ligadas a 9 asparaginas (ALTAMIRANO & LOCKRIDGE, 2000). As 

cadeias de carboidratos parecem não interagir com moléculas do substrato, 

pois estariam distantes da entrada do sítio esterásico (MILLARD & 

BROOMFIELD, 1992) localizado no interior da molécula e ligado ao exterior por 

um túnel, cuja tríade catalítica seria formada por serina na posição 198, ácido 

glutâmico em 325 e histidina em 438 (MASSON et al., 2001; NICOLET et al, 

2003) (Figura 14).    
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Figura 14 – Detalhes da estrutura da BuChE (adaptado de NICOLET et al., 2003) 

 

3.10.3 Colinesterases e processo inflamatório 

 

 Estudos recentes demonstram que a acetilcolina, o principal 

neurotransmissor vago, tem importantes ações anti-inflamatórias (DAS, 2007; 

RAO et al., 2007; ROSAS-BALLINA & TRACEY, 2009). 

 No entanto, a ACh, bem como outros ésteres de colina são rapidamente 

hidrolisados pela AChE e BuChE (HOSEA et al., 1995; MESULAM et al., 2002). 

Um aumento nas atividades das enzimas AChE e BuChE poderia levar à 

diminuição dos níveis de ACh, reduzindo seus efeitos anti-inflamatórios, devido 

à ausência do controle de feedback negativo exercido pela ACh (RAO, et al., 

2007). Dessa forma considerando o efeito inflamatório supressor da ACh, é 

concebível que as atividades das enzimas AChE e BuChE sejam reguladoras 

intrínsecas da inflamação (DAS, 2007; ROSAS-BALLINA & TRACEY, 2009). 

 Estudos recentes têm demonstrado o papel desempenhado pelas 

colinesterases como moduladores do processo inflamatório em pacientes com 

diabetes e doença de Alzheimer (DAS, 2007; RAO et al., 2007). Além disso, 

estudos de nosso laboratório mostraram um envolvimento da AChE, sistema 

imune e processo inflamatório em patologias como diabetes (LUNKES et al., 

2006), acidente vascular cerebral (CORREA, et al. 2008) e  leucemia 

linfoblástica aguda (BATTISTI et al., 2009). 
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3.11 ESTRESSE OXIDATIVO 

  

 O estresse oxidativo ocorre em situações em que há um desequilíbrio 

entre os níveis de anti e pró-oxidantes, com o predomínio destes últimos. 

Assim, a diminuição dos sistemas de defesa antioxidante, ou, o aumento da 

geração de espécies oxidantes, radicalares ou não, pode resultar em lesões 

oxidativas em macromoléculas e diversas estruturas celulares que, se não 

forem reparadas, alterarão a funcionalidade de células, tecidos e órgãos 

(DHALA et al., 2000). 

 Um decréscimo no fluxo sangüíneo para o coração devido à 

aterosclerose, trombose ou espasmo coronário, é conhecido por induzir 

isquemia miocárdica. Embora a reperfusão do miocárdio isquêmico durante o 

estágio inicial seja essencial na prevenção do dano cardíaco, após um período 

crítico pode causar danos como geração de estresse oxidativo (KLONER et al., 

1983; GARLICK et al., 1987; ZWEIER et al., 1987; BOLLI et al., 1988; DAS & 

MAULIK, 2003). Durante a isquemia os carreadores mitocondriais encontram-

se no estado reduzido. Assim na reperfusão, a interação entre o oxigênio 

molecular e a cadeia respiratória reduzida leva a formação de Espécies 

Reativas de Oxigênio (EROs) (BECKER, 2004; KASPAROVA et al., 2005). 

Entretanto, as EROs podem surgir de diferentes fontes que incluem NADPH 

oxidase, xantina oxidase, oxido nítrico síntase, auto-oxidação de 

catecolaminas, aumento dos níveis de angiotensina II e aldosterona e liberação 

de citocinas pró-inflamatórias (LANDMESSER et al., 2002; BERRY & HARE, 

2004). 

 As EROs como o ânion superóxido (O2
•-), peróxido de hidrogênio (H2O2), 

ânion hidroxil (•OH) e outros oxidantes podem ter diferentes efeitos deletérios 

no coração (TAKANO et al., 2003; ZHAO, 2004; GHOSH et al., 2005). Os 

efeitos mais comumente reconhecidos do aumento do estresse oxidativo é a 

oxidação e o dano a macromoléculas como proteínas, lipídios e DNA (Figura 

15), contribuindo assim para o dano celular e aceleração da morte celular 

através da apoptose e necrose (GIORDANO, 2005; VALKO et al., 2006). 
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Figura 15 - Dano oxidativo a macromoléculas biológicas (Torres, 2003). 

 

2.11.1 Indicadores de dano oxidativo 

 

 

Lipoperoxidação 

 

O dano aos lipídios induz o fenômeno conhecido como lipoperoxidação, 

o qual culmina na formação de malondialdeído (MDA), hidroxinonenal (HNE) e 

isoprostanos (VASCOCELOS et al., 2007; LEOPOLD & LOSCALZO, 2009). 

Um dos mais conhecidos produtos da lipoperoxidação é o MDA, o qual é o 

produto final da degradação não enzimática de ácidos graxos poliinsaturados 

(ALEXANDROVA & BOCHEV, 2005; CHERUBINI et al., 2005; VALKO et al., 

2006; VALKO et al., 2007). Altos níveis de MDA elevam a formação de 

lipoperóxidos e indicam um aumento da lipoperoxidação (KASHYAP et al., 

2005). 

As membranas são compostas principalmente de fosfolipídios e 

proteínas. Alterações nos lipídios de membrana por EROs estão entre os 

principais efeitos relacionados ao momento de isquemia e reperfusão que 

ocorre na CI. Com isso, há perda da seletividade na troca iônica e da liberação 

do conteúdo de organelas, como as enzimas hidrolíticas dos lisossomas, e a 

formação de produtos citotóxicos, culminando com a morte celular 

(LAZZARINO et al., 1994; PARK & LUCCHESI, 1999; MAREZIN et al., 2003). 
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Oxidação protéica 

 

 As proteínas são consideradas o maior alvo para o dano oxidativo, uma 

vez que são os maiores componentes dos sistemas biológicos e podem 

neutralizar 50-75% dos radicais reativos. A oxidação das proteínas é uma 

modificação covalente induzida tanto diretamente pelas EROs quanto 

indiretamente por reação com produtos secundários do estresse oxidativo 

(DALLE-DONNE et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2007). 

O conteúdo de proteína carbonil é um bom biomarcador de dano 

oxidativo grave das proteínas (DALLE-DONNE et al., 2003). Uma vez 

formados, os grupos carbonil são quimicamente estáveis, o que facilita tanto o 

seu armazenamento quanto a sua detecção (DALLE-DONE et al., 2003). A 

acumulação de proteína carbonil tem sido observada em diversas doenças 

humanas incluindo as doenças cardíacas (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; 

MALDONADO et al., 2006; CORREA et al., 2008, BATTISTI et al., 2008).  

Alguns fatores que poderiam causar o aumento nos níveis de proteínas 

oxidadas são; (i) um aumento no número de espécies oxidantes, (ii) um 

decréscimo nos “scavengers” dessas espécies, (iii) um aumento na 

susceptibilidade dessas proteínas a oxidação e (iv) um decréscimo na remoção 

das espécies oxidadas (DAVIES, 2000). 

 

 

2.11.2 Defesas antioxidantes 

 

 Por definição, uma substância antioxidante é aquela capaz de inibir a 

oxidação ou, então, qualquer substância que, mesmo presente em baixa 

concentração, comparada ao seu substrato oxidável, diminui ou inibe a 

oxidação daquele substrato. Do ponto de vista biológico, podemos definir 

antioxidantes como compostos que protegem os sistemas biológicos contra os 

efeitos deletérios dos processos ou das reações que levam à oxidação de 

macromoléculas ou estruturas celulares (HALLIWELL, 2007). Esta definição 

engloba compostos de natureza enzimática e não enzimática (VALKO et al., 

2006; VALKO et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2007). 
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Antioxidantes enzimáticos 

 

 O sistema antioxidante enzimático é representado, principalmente, pelas 

enzimas antioxidantes: a superóxido dismutase (SOD) que catalisa a 

dismutação do ânion radical superóxido (O2
•) a peróxido de hidrogênio (H2O2) 

e O2, a catalase (CAT) que atua na decomposição de H2O2 a O2 e H2O e a 

glutationa peroxidase (GPx), que atua sobre peróxidos em geral, com utilização 

de glutationa como co-fator  (VALKO et al., 2007; VASCONCELLOS et al., 

2007; LEOPOLD & LOSCALZO, 2009). 

A função da SOD foi descoberta em 1969 por McCord & Fridovich, o que 

propiciou um grande avanço das pesquisas na área de toxicidade do oxigênio. 

Esta enzima está presente em todos os organismos aeróbicos e catalisa a 

dismutação do radical superóxido. Existem três classes de superóxido 

dismutase: Fe-SOD, CuZn-SOD e Mn-SOD. A CuZn-SOD e a Mn-SOD 

encontram-se em eucariotos e a Fe-SOD, apenas em procariotos. A SOD 

dependente de cobre e zinco encontra-se no citoplasma celular e nos fluidos 

extracelulares, onde é secretada pelas células endoteliais. A Mn-SOD é uma 

enzima mitocondrial tetramérica, apresentando um átomo de manganês por 

subunidade (SEIZI, 2003). 

A CAT é uma enzima tetramérica, consistindo de quatro subunidades 

idênticas de 60 KDa, que contém um único grupo ferroprotoporfirina por 

unidade, e tem uma massa molecular de aproximadamente 240 KDa. A CAT 

reage eficientemente com o H2O2 para formar H2O e O2 (MATTES et al., 1999). 

A enzima é encontrada no sangue, medula óssea, mucosas, rim e fígado e sua 

atividade é dependente de NADPH (FERREIRA & MATSUBARA, 1997). 

 

 

Antioxidantes não-enzimáticos 

 

 Dentre os antioxidantes não-enzimáticos de baixo peso molecular, 

podem ser destacados os carotenóides, a ubiquinona e o ácido úrico, porém as 

mais importantes micromoléculas no combate ao estresse oxidativo são os 

tocoferóis (Vitamina E) e o ácido ascórbico (Vitamina C) (BARREIROS & 

DAVID, 2006). 
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 A vitamina C (ascorbato) é um nutriente hidrossolúvel encontrado 

primariamente em frutas e vegetais (MAYNE, 2003) e exerce ação protetora 

sobre componentes hidrossolúveis do organismo (BENZIE & STRAIN, 1999). 

Age diretamente sobre as EROs e está envolvida na regeneração de α-tocoferil 

em α-tocoferol (Vitamina E) (FREI et al., 1989; CHAN, 1993). A vitamina C 

interage com as EROs na fase aquosa do plasma antes que eles possam agir 

oxidativamente sobre lipídios e lipoproteínas (ROSS & MOLDEUS, 1991; 

NORDBERG & ARNER, 2001). Estudos epidemiológicos têm sugerido uma 

associação entre a ingestão de vitamina C e decréscimo do risco de DCV 

(STEFFEN et al., 2007; ROSA et al., 2010). Além disso, observou-se que a 

vitamina C exerce um papel protetor na DAC por melhorar a disfunção 

endotelial e por aumentar a produção de óxido nítrico em várias patologias 

associadas como hipertensão e hipercolesterolemia (RUMLEY et al., 2004). 

 A vitamina E (ou α-tocoferol) pertence ao grupo dos antioxidantes 

fenólicos, sendo que dentre eles o α-tocoferol tem sido considerado o mais 

biologicamente ativo e o principal antioxidante lipossolúvel nas membranas 

celulares (MACHLIN & BENDICH, 1987; MAYNE, 2003). Estudos comprovam 

que a vitamina E é um eficiente inibidor da peroxidação de lipídios in vivo. Esta 

substância age como doadora de H para o radical peroxila, interrompendo a 

reação radicalar em cadeia. Cada tocoferol pode reagir com até dois radicais 

peroxila e, nesse caso, o tocoferol é irreversivelmente desativado. Para que 

eles não se desativem, necessitam do mecanismo de regeneração sinergético 

com a vitamina C nas membranas celulares e com a ubiquinona na membrana 

mitocondrial (BARREIROS et al., 2006). A deficiência de Vitamina E tem sido 

associada a um aumento da viscosidade das plaquetas do sangue, 

predispondo à formação de coágulos potencialmente fatais (STAMPFER & 

RIMM,1995; BONITHON-KOPP et al., 1997). Assim, a vitamina E previne 

doenças ateroscleróticas não somente por seu efeito antioxidante, mas 

também por seu efeito inibidor sobre a proliferação de células de músculo liso e 

sobre a adesão e agregação plaquetária (HARRIS et al., 2002). Entretanto, 

apesar dessas observações positivas, ainda permanece controverso os efeitos 

da administração de doses altas de vitamina E, uma vez que efeitos nocivos 

sobre o sistema cardiovascular foram observados (BELL & GROCHOSKI, 

2008; ROSA et al., 2010). 
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APRESENTAÇÃO 

 

 

 Os resultados desta tese estão apresentados sob a forma de artigos e 

manuscritos, os quais encontram-se no item “ARTIGOS  E MANUSCRITOS”. 

As seções Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e Referências 

Bibliográficas encontram-se nos próprios artigos e manuscritos e representam 

a íntegra deste estudo. Os itens DISCUSSÃO e CONCLUSÕES, encontrados 

no final desta tese, apresentam interpretações e comentários gerais a respeito 

dos resultados demonstrados nos artigos e manuscritos contidos neste 

trabalho. As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS referem-se somente às 

citações que aparecem nos itens INTRODUÇÃO, REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

e DISCUSSÃO desta tese. 
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4. ARTIGOS E MANUSCRITOS 

 

4.1 Artigo 1  

 

 

Enzimas que hidrolisam nucleotídeos de adenina em pacientes com 

isquemia cardíaca 

 

 

Enzymes that hydrolyze adenine nucleotides in patients with 

ischemic heart disease 
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Abstract 

Objectives: The present study was designed to investigate the role of 

cholinesterases as a marker of low-grade systemic inflammation in patients with 

Ischemic Heart Disease (IHD) and the correlation with high sensitivity C-

reactive protein (hsCRP) and LDL-cholesterol.  

Design and Methods: Seventy IHD patients were selected for the study. 

Acetylcholinesterase (AChE) and Butyrylcholinesterase (BuChE) activity was 

determined in total blood and serum of IHD patients and controls. 

Results: Our study shows an increase in the AChE activity in IHD patients 

(P≤0.05). The same results were observed for the BuChE activity and the levels 

of hsCRP in patients with Acute Coronary Syndrome (ACS). Moreover, a 

positive correlation between hsCRP and AChE (r=0.91, P<0.05), and LDL-

cholesterol and AChE (r=0.93, P<0.05) was found in ACS patients.  

Conclusions: Taken together, these results suggest that there is an 

association between inflammation and the increase of the cholinesterase 

activity in IHD patients. 

 

Key Words: Isquemic Heart Disease; acetylcholinesterase; high sensitivity C-

reactive protein; LDL-cholesterol; inflammation 
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1. Introduction 

Ischemic heart disease (IHD) is an increasing common cause of death in 

the world. This disease is the insufficient status of oxygen within the cardiac 

muscles due to an imbalance between oxygen supply and demand. It is also a 

cardiac disease that occurs as a result of coronary artery stenosis by 

atherosclerosis and thrombus [1]. 

Atherosclerosis is the most common pathological process that leads to 

cardiovascular diseases (CVD). It is a disease of large- and medium- sized 

arteries that is characterized by a formation of atherosclerotic plaques 

consisting of necrotic cores, calcified regions, accumulated modified lipids, 

inflamed smooth muscle cells, endothelial cells, leukocytes, and foam cells [2]. 

These features of atherosclerotic plaques illustrate that atherosclerosis is a 

complex disease, and many components of the vascular, metabolic, and 

immune systems are involved in this process. [2,3]. A large body of literature 

supports the idea that inflammation plays a pivotal role in all phases of 

atherosclerosis, from the fatty streak lesion formation to the acute coronary 

event due to vulnerable plaque rupture [4,5]. 

The inflammatory reactions within coronary atherosclerotic plaques 

influence the clinical result of acute coronary syndromes (ACS) and coronary 

artery disease. Recent studies have suggested that inflammation markers may 

reflect different aspects of the atherothrombotic process in relation to the stages 

of ACS. These markers play an important role in the risk of developing IHD, and 

may correlate with its severity. Some cytokines, acute phase proteins and 

adhesion molecules released from the inflammatory cells may reflect the 

inflammatory process in atherosclerotic plaques [5]. These biomarkers include 



70 

 

 

high sensitivity C-reactive protein (hsCRP), a simple downstream marker of 

inflammation, recently emerged as a major cardiovascular risk factor. Elevated 

baseline concentrations of hsCRP are associated with the risk of atherosclerotic 

events in general populations and show a predictive value even in terms of 

secondary prevention, both in patients with chronic stable angina pectoris (SAP) 

and ACS [4-6]. 

However, recent studies have suggested that more markers of low-grade 

systemic inflammation need to be identified. In this context the study of 

enzymes, such as acetylcholinesterase (AChE; E.C. 3.1.1.7) and 

butyrylcholinesterase (BuChE; E.C. 3.1.1.8), becomes considerable [7]. AChE 

is a specific choline esterase, hydrolyzing predominantly choline esters 

(acetylcholine - ACh), and characterized by high levels in brain, nerve and red 

blood cells. The other type of enzyme, BuChE, is a nonspecific choline esterase 

(also called “pseudo” choline esterase) hydrolyzing other esters as well as 

choline esters, and found in blood serum, pancreas, liver, and central nervous 

system [8,9].  

ACh is synthesized by preganglionic fibres of the sympathetic and 

parasympathetic autonomic nervous system and by postganglionic 

parasympathetic fibres. Until recently, neurons were the only identified source 

of ACh. It is now known that cells other than neurons express the proteins 

required for ACh metabolism. ACh is synthesized, amongst others, by immune 

cells (lymphocytes, dendritic cells, neutrophils) [10-12], and endothelial cells 

[13]. It is possible that ACh derived from these sources is involved in the 

modulation of local inflammatory processes [14]. Nevertheless, ACh is rapidly 

hydrolyzed by AChE in neural synapses and the motor endplate. In view of the 
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inflammatory suppressive effect of ACh, it is conceivable that the AChE activity 

is an intrinsic regulator of inflammation [7, 14]. 

Considering the important roles of the extraneuronal cholinergic system 

in inflammatory processes and the necessity to find new markers of low-grade 

systemic inflammation, the present study was designed to investigate the 

activity of AChE and BuChE enzymes in whole blood and serum, respectively, 

as well as their correlation with the levels of hsCRP and LDL-cholesterol in 

serum of patients with IHD.  

 

2. Patients and Methods 

2.1 Patients 

 Seventy IHD patients from the Federal University of Santa Maria Hospital 

were selected for the study. The IHD patients were divided in two groups: Acute 

Coronary Syndrome (ACS - 35 patients) and Stable Angina Pectoris (SAP- 35 

patients), characterized by clinical criteria, such as chest pain for more than 30 

min. The pain was described as heavy, squeezing, and crushing, involving the 

central portion of the chest and/or the epigastrium, and on occasion it radiates 

to the arms, associated to clinical evidence of ischemia through a history of 

coronary arterial disease (CAD). The electrocardiographic changes included 

symmetrical ST segment elevations of 1 mm from baseline in limb leads or of 2 

mm in chest leads of T-wave inversions with or without Q waves, and changes 

in serum concentrations of creatine kinase (CK), creatine kinase MB isoform 

(CK-MB) and troponins. The control group consisted of 35 individuals aged 

51.60 ± 2.64 years, 52% males and 48% females, who presented normal blood 

pressure, were free from diabetes mellitus, alcoholism, cigarette smoking, 
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chronic diseases and who had not been submitted to any pharmacological 

therapy during the month before the study. 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, protocol number 0132.0.243.000-08, Brazil. Ten milliliters of blood 

was obtained from each patient and used for biochemical determinations. The 

same procedure was carried out for the control group. Patient general 

characteristics are shown in table 1. 

 

2.2 Sample collection 

For measuring AChE activity the whole blood was collected in vacutainer 

tubes, using EDTA as anticoagulant. The samples were hemolyzed with 

phosphate buffer 0.1 M, pH 7.4 containing Triton X-100 (0.03%) and stored at -

30 ºC for 2 weeks. 

BuChE activity, hsCRP and biochemical analyses were performed in 

serum obtained from blood collected in vacutainer tubes without anticoagulant 

system, and centrifuged at 1800 x g for 15 min. 

 

2.3 Chemicals 

Acetylthiocholine iodide (ASCh), 5,5′-dithio-bis-2-nitrobenzoic acid 

(DTNB, Ellman's reagent) and Triton X-100 were obtained from Sigma 

(Deisenhofen, Germany), and ethopropazine hydrochloride from Aldrich 

(Steinheim, Germany). All the other reagents used in the experiments were of 

analytical grade and of the highest purity. 
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2.4 Determination of AChE activity in whole blood 

The AChE enzymatic assay was determined by the method of Elmann et 

al. [15] modified by Worek et al. [16]. The specific activity of whole blood AChE 

was calculated from the quotient between AChE activity and hemoglobin 

content and the results were expressed as mU/µmol Hb. 

 

2.5 Determination of BuChE activity in serum 

 The BuChE enzymatic assay was determined in serum by a modification 

of the spectrophotometric method of Ellman et al. [15]. The reaction mixture (2 

mL final volume) contained 100 mM K+-phosphate buffer, pH 7.5 and 1 mM 5,5′-

dithiobisnitrobenzoic acid (DTNB). The method is based on the formation of the 

yellow anion, 5,5′-dithio-bis-acid-nitrobenzoic, measured by absorbance at 412 

nm during 2-min incubation at 25°C. The enzyme was pre-incubated for 2 min. 

The reaction was initiated by adding 8 mM butyrylthiocholine iodide (BuSCh). 

All samples were run in duplicate or triplicate and enzyme activity was 

expressed in µmol BuSCh/h/mg of protein. 

 

2.6 hsCRP and biochemical determinations 

hsCRP was measured in serum by immunoluminometry (IMMULITE 

2000; Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA,USA). Plasma 

glucose, serum total cholesterol and triglyceride concentrations were measured 

by standard enzymatic methods using Ortho-Clinical Diagnostics® reagents on 

a fully automated analyzer (Vitros 950® dry chemistry system; Johnson & 

Johnson, Rochester, NY, USA). High-density lipoprotein cholesterol was 

measured in the supernatant plasma after precipitation of apolipoprotein B-
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containing lipoproteins with dextran sulfate and magnesium chloride, as 

previously described [17]. Low-density lipoprotein cholesterol was estimated 

with the Friedewald equation [18].  

 

2.7 Protein determination 

Protein was measured by the method of Bradford [19] using bovine 

serum albumin as standard. 

 

2.8 Statistical Analysis 

 Continuous variables were presented as mean ± SEM and the other 

variables were shown as percentage of patients. Data were analyzed 

statistically using one way ANOVA followed by the Duncan’s multiple test – 

SSPS 8.0 for Windows. Correlation was evaluated with the Pearson’s test. 

Differences were considered significant when the probability was P < 0.05. 

 

3. Results 

The clinical characteristics and cardiac biomarkers of the study groups 

are shown in Table 1. The study groups were age and sex matched. Risk factor 

analysis showed prevalence of hypertension, smoking and family history of 

heart diseases in both IHD patient groups studied. An increase in the cardiac 

biomarkers was observed in ACS patients when compared with the control 

group and SAP patients (Table 1). 

Total cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, triglycerides and 

glucose levels in the groups studied are shown in Table 2. A significant increase 

in total cholesterol, LDL-cholesterol, triglycerides and glucose levels was 
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observed in the ACS patients when compared with the other groups (P< 0.05). 

The same results were observed for the triglycerides in SAP patients (P< 0.05). 

For HDL-cholesterol a decrease in ACS and SAP patients was found when 

compared to control (P< 0.05). 

The results of AChE and BuChE activities are shown in Figures 1 and 2, 

respectively. AChE activity was elevated in ACS and SAP patients (63% and 

56%, respectively) when compared to control (P< 0.05). BuChE activity was 

found to be increased only in the ACS patients (23%) when compared with the 

control group (P< 0.05). No differences were observed to the BuChE activity in 

the SAP group (P=0.68). The same results were obtained to hsCRP levels 

(Figure 3). hsCRP levels were increased in ACS patients when compared with 

the other groups (P<0.05), whereas no differences were observed in hsCRP 

levels in SAP patients (P=0.21). 

A statistically significant positive correlation was found between hsCRP 

and AChE (r=0.91, P<0.05), which indicates an association between AChE and 

inflammation. Another positive correlation was between LDL-cholesterol and 

AChE (r=0.93, P<0.05), which confirms the supposition above (Figures 4 and 

5), respectively.  

 

4. Discussion 

 The idea that inflammation is present in CVD was expressed by Virchow 

as early as 1856, but it took until 1994 for low-grade inflammation to come into 

focus as a predictor of risk for CVD [20]. Currently, inflammatory process is 

recognized to play a central role in the pathogenesis of atherosclerosis and in 

its complications [21,22]. Recent studies have demonstrated that ACh, the 
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principal vagus neurotransmitter, has important anti-inflammatory actions 

[7,14,23]. This ‘‘cholinergic anti-inflammatory pathway’’ mediated by ACh acts 

by inhibiting the production of tumor necrosis factor (TNF), interleukin-1 (IL-1) 

and suppresses the activation of nuclear factor-kappa B (NF-κB) expression 

[24]. However, ACh is rapidly hydrolyzed by AChE and BuChE enzymes [8,9]. 

Hence, when the activities of AChE and BuChE enzymes are increased it could 

lead to reduced levels of ACh. This leads to a reduction in the anti-inflammatory 

actions exerted by ACh and increased inflammatory process [23]. Following this 

line of reasoning, in the present study we evaluated the activities of AChE and 

BuChE, as well as the levels of the hsCRP in IHD patients and the relation with 

the inflammatory process. 

 Our results show an increase in the AChE activity in ACS and SAP 

patients, while the BuChE activity was elevated only in ACS patients (Figures 1 

and 2). AChE and the related BuChE can mediate ACh hydrolysis in neuronal 

and non-neuronal ACh signaling pathways [25]. AChE shows a marked 

preference for acetates as ACh and had virtually no action on butyrates, while 

BuChE can hydrolyze acetate, but shows a marked preference for butyrates 

[26]. Once increased total blood and serum activities of AChE and BuChE 

enzymes indirectly reflect reduced levels of ACh, the enhancement of local and 

systemic inflammatory events is observed due to the absence of the negative 

feedback control exerted by ACh [23]. According to Rosas-Ballina [14], 

considering the inflammatory suppressive effect of ACh, it is conceivable that 

AChE activity is an intrinsic regulator of inflammation, since it is specific for 

hydrolyzing acetate esters as ACh. In this context, the alteration in 
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cholinesterases observed in our patients may reinforce the inflammatory 

process already present in this pathology. 

 In accordance with our results, studies with diabetes mellitus patients 

[27], ischemic stroke patients [28], Alzheimer’s disease [23, 29], and metabolic 

syndrome [30] revealed a relation between cholinesterases and inflammatory 

diseases. Rao et al. [23] propose that an increase in AChE and BuChE activity 

in Alzheimer’s disease and type 2 diabetes mellitus reveal an inflammatory 

process and may serve as markers to predict the development of the disease. 

Correa et al. [28] suggest that increased erythrocyte AChE activity in acute 

ischemia could be associated with the presence of inflammatory mediators in an 

acute clinical event. Valle et al. [31] observed significant correlations between 

cholinesterase activities and variables associated with CVD and the metabolic 

syndrome. 

Additionally, several studies have showed that selective AChE inhibitors 

exhibit anti-inflammatory effects in brain ischemia [32], Alzheimer’s disease 

[33], and in myocardial ischemia/reperfusion [34]. The protection mechanism 

involves the inhibition of AChE activity and activation of α7 nicotinic 

acetylcholine receptors (α7 nAchR). The ACh non-hydrolyzed can interact with 

α7 nAchR expressed by macrophages and other cytokine producing cells, 

down-regulate pro-inflammatory cytokine synthesis and prevent tissue damage 

[35]. Taken together these findings show a link between cholinesterases and 

inflammatory process. 

Another point to be considered is the hsCRP levels. hsCRP is a highly 

conserved plasma protein and a marker of inflammation recently emerged as a 

major cardiovascular risk factor [4]. High baseline hsCRP concentrations are 
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associated with the risk of atherosclerotic events in general populations and 

show a predictive value even in terms of secondary prevention, both in patients 

with SAP and ACS [4, 6]. In our study we observed an increase in hsPCR levels 

in SCA patients (Figure 1), while this was not observed in SAP patients. On the 

other hand, an increase in the AChE activity (Figure 2) was found in both 

groups studied. Thus, AChE may be more sensitive for low-grade inflammation 

in patients with IHD than hsPCR. However, with our results we could only show 

that AChE might could be a good marker of low-grade systemic inflammation 

once a positive correlation between hsCRP and AChE (Figure 4) was found, 

and AChE, in total blood, is easily obtainable and measurable. 

 Moreover, hyperlipidemia is a well known risk factor for the development 

of atherosclerosis. The accumulation of smaller, denser LDL particles in the 

vessel wall is considered to be a key pathophysiological mechanism 

responsible for the development of atherosclerosis [36]. This process is further 

facilitated by reduced reverse cholesterol transport associated with low HDL-

cholesterol [37]. The present study demonstrated an increase in LDL–

cholesterol and a decrease in HDL-cholesterol levels in IHD patients (Table 2). 

These results confirm the literature [38, 39] and show a positive correlation 

between LDL-cholesterol and AChE in ACS patients (Figure 5). Once LDL-

cholesterol is associated with atherosclerosis and inflammatory process, a 

positive correlation between LDL-cholesterol and AChE could reinforce the 

results above and demonstrate that AChE is associated with low-grade 

inflammation. 

In conclusion, we report, for the first time, that cholinesterases are linked 

with inflammation in IHD patients. These findings support the hypothesis that 



79 

 

 

AChE and BuChE could serve as markers of low-grade inflammation. However, 

we believe that additional studies are necessary to comprehend the relation 

between cholinesterases and inflammatory process in IHD patients and their 

usefulness as possible markers of low-grade inflammation in IHD. 
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Table 1- Clinical characteristics and cardiac biomarkers in control group (CT), 

stable angina pectoris (SAP) and acute coronary syndrome (ACS) patients. 

Variable CT 

n=35 

SAP 

n=35 

ACS 

n=35 

Age (years) 51.60 ± 2.64 63.52 ± 1.68 63.44 ± 3.04 

Men 52% 63% 63% 

Women 48% 37% 37% 

Hypertension  - 82% 88% 

Smoker - 51% 59% 

Diabetes Mellitus  - 42% 64% 

Family history of CAD - 77% 85% 

CK (UI) <232 <232 509.13 ± 35.9 

CK-MB (UI) <24 <24 74.86 ± 6.34 

Troponin I (ng/ml) <0.2 <0.2 25.40 ± 3.42 

Continuous variables are presented as mean ± SEM and the other variables are 
shown as percentage of patients. 
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Table 2 – Total cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, triglycerides and 

glucose levels in control (CT), stable angina pectoris (SAP) and acute coronary 

syndrome (ACS) groups. 

 

Blood Parameters 

CT 

(n=35) 

SAP 

(n=35) 

ACS 

(n=35) 

Total cholesterol 178.57 ± 6.44a 176.13 ± 4.44a 202.76 ± 7.92b 

HDL-cholesterol 49.25 ± 1.93a 39.40 ± 1.66b 41.23 ± 1.70b 

LDL-cholesterol  

Triglycerides 

103.04 ± 4.55a 

123.10 ± 5.50a 

105.48 ± 5.30ab 

145.86 ± 7.92b 

119.81 ± 6.16b 

162.40 ± 9.81b 

Glucose 93.68 ± 2.04a 104.60 ± 2.53a 145.28 ± 8.62b 

Data are presented as means ± SEM. Groups with different letters are 

statistically different (p<0.05, n=35). 
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Figure 1 
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Figure 3 
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Figure 5 
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Legends 

Figure 1- Total blood AChE activity in control (CT), stable angina pectoris (SAP) 

and acute coronary syndrome (ACS) groups. Data are presented as means ± 

SEM. Groups with different letters are statistically different (p<0.05, n=35).  

Figure 2 – Serum BuChE activity in control (CT), stable angina pectoris (SAP) 

and acute coronary syndrome (ACS) groups. Data are presented as means ± 

SEM. Groups with different letters are statistically different (p<0.05, n=35). 

Figure 3 – Levels of hsCRP in control (CT), stable angina pectoris (SAP) and 

acute coronary syndrome (ACS) groups. Data are presented as means ± SEM. 

Groups with different letters are statistically different (p<0.05, n=35). 

Figure 4- Pearson’s correlation between total blood AChE activity and hsCRP 

levels (r= 0.92, P<0.05).  

Figure 5- Pearson’s correlation between total blood AChE activity and LDL-

cholesterol levels (r= 0.93, P<0.05). 
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5. DISCUSSÃO 

 

 O presente estudo avaliou o envolvimento de enzimas que degradam 

nucleotídeos de adenina (ectonucleotidases) e ésteres de colina e o estresse 

oxidativo em pacientes com CI. As ectonucleotidases são enzimas que 

hidrolisam nucleotídeos extracelulares para seus respectivos nucleosídeos 

(ROBSON et al., 2006), contribuindo dessa forma para o equilíbrio dos eventos 

pró-trombóticos. A AChE e a BuChE são responsáveis pela degradação de 

ésteres de colina como a ACh. Uma vez que a ACh desempenha importante 

papel anti-inflamatório acredita-se que a atividade das enzimas  AChE e 

BuChE poderia ser um regulador intrínseco da inflamação (DAS, 2007; 

ROSAS-BALLINA & TRACEY, 2009). O estresse oxidativo é um estado de 

desequilíbrio entre a produção e a degradação de espécies reativas, levando a 

efeitos  deletérios em todo o organismo (DHALLA et al., 2000). 

 Os pacientes com CI são classificados em dois grupos: SCA e AE. Em 

ambos os grupos, as plaquetas são os componentes do sangue mais 

importantes na regulação da formação do trombo por liberarem substâncias 

ativas como o ADP e o ATP (BAKKER  et al., 1994; PINSKY et al., 2002). Uma 

vez que esses nucleotídeos estão presentes no meio extracelular, eles podem 

contribuir para alterações na agregação plaquetária (BAKKER  et al., 1994; 

SOSLAU & YOUNGPRAPAKORN, 1997). Os níveis extracelulares de 

nucleotídeos de adenina são regulados pelas ectonucleotidases 

(SCHETINGER et al., 2007; YEGUTKIN, 2008). 

 Os resultados obtidos demonstraram um aumento na hidrólise dos 

nucleotídeos ATP, ADP e AMP no grupo de pacientes com SCA. No grupo de 

pacientes com AE observou-se um aumento significativo apenas na hidrólise 

do nucleotídeo AMP. Esses achados sugerem um aumento na atividade da 

NTPDase e 5’-Nucleotidase, uma vez que essas enzimas são responsáveis 

pela hidrólise dos nucleotídeos ATP, ADP e AMP  (MARCUS et al., 2003). Um 

aumento na atividade da NTPDase e 5’-Nucleotidase pode sugerir que o 

estado patológico criado na CI leva a um aumento na hidrólise dos 

nucleotídeos ATP, ADP e AMP com o objetivo de aumentar os níveis de 

adenosina. A adenosina é uma importante molécula que atua na regulação do 
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tônus vascular e da função plaquetária (PILLA et al, 1996). Esses dados 

corroboram os resultados anteriores em pacientes com IAM, onde se observa 

um aumento na hidrólise de nucleotídeos de adenina como uma resposta 

orgânica compensatória ao IAM (BAGATINI et al., 2008). 

 Um aumento na atividade da enzima E-NPP foi observado, tanto em 

pacientes com AE quanto com SCA. No entanto, ocorreu um decréscimo 

significativo na atividade da ADA nos dois grupos de pacientes estudados. 

Esses resultados reforçam os dados encontrados acima, sugerindo uma 

resposta orgânica compensatória do organismo frente ao momento de 

isquemia que ocorre na CI. Um aumento na atividade da E-NPP poderia levar a 

uma maior disponibilidade de AMP (ação “NTPDase-like”) (YEGUTKIN, 2008), 

que através da ação da enzima 5’-Nucleotidase pode ser transformado em 

adenosina (SÉVIGNY et al., 2002) . A adenosina é uma importante molécula 

cardioprotetora, que é rapidamente degradada até inosina e hipoxantinas pela 

ação da ADA (SHANJUKUMAR & SHARMA, 2000). A inibição dessa enzima  

resultou em maiores níveis de adenosina circulante exercendo seus efeitos 

cardioprotetores. 

 Comparando-se o aumento das atividades das enzimas NTPDase e E-

NPP, observa-se um aumento significativo na atividade da enzima E-NPP tanto 

em pacientes com AE como em pacientes com SCA, diferindo dos resultados 

encontrados para a enzima NTPDase, onde ocorreu um aumento significado 

somente em pacientes com SCA, essa diferença entre as atividades das duas 

enzimas pode estar ocorrendo devido à enzima E-NPP utilizar outros 

substratos além dos nucleotídeos ATP e ADP. 

 Em relação à agregação plaquetária observou-se um decréscimo na 

agregação dos pacientes com AE e SCA quando foi utilizado o ADP e o 

colágeno como agonistas, em diferentes concentrações. Esses resultados 

sugerem uma resposta positiva ao tratamento com antiagregante plaquetários 

como o ácido acetilsalicílico (AAS) e o clopidogrel. O AAS interfere com o 

metabolismo das prostaglandinas por inibição irreversível das ciclooxigenases, 

as quais atuam como enzimas chaves na síntese de tromboxano A2 (KASPER 

et al., 2006). O clopidogrel é um antiplaquetário da classe dos tienopiridinos 

cujo metabólito ativo atua no bloqueio dos receptores de ADP na membrana 

das plaquetas (TENDERA & WOJAKOWSKI, 2003). Entretanto, quando o AAS 
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e o clopidogrel foram testados in vitro sobre a agregação plaquetária observo-

se uma diminuição da agregação plaquetária menor do que aquela observada 

nos pacientes. Esses resultados sugerem uma possível ação da adenosina 

circulante em virtude do decréscimo da atividade da ADA. 

 Além disso, para excluir possíveis efeitos das drogas utilizadas no 

tratamento da CI, como AAS e clopidogrel, sobre a atividade das 

ectonucleotidases, foi avaliado in vitro o efeito desses medicamentos nas 

concentrações plasmáticas atingidas (TENDERA & WOJAKOWSKI, 2003; 

RICHTER et al., 2004). Os resultados obtidos não demonstraram efeito sobre 

os parâmetros testados nesta situação, estando de acordo com os resultados 

obtidos por HERBET et al. (1994) e LUNKES et al. (2003). 

 A idéia de que a inflamação está presente nas DCV foi expressa por 

Virchow antes mesmo de 1856, mas somente a partir de 1994 que a 

inflamação de baixo grau tornou-se o foco como preditor de risco para DCV 

(KLUFT & DE MAAT, 2002). Atualmente o processo inflamatório é reconhecido 

como um ponto chave na patogênese da aterosclerose e suas complicações 

(BLAKE & RIDKER, 2002). Estudos recentes demonstraram que a ACh, o 

principal neurotransmissor vago, tem importantes ações anti-inflamatórias 

(DAS, 2007; RAO et al., 2007; ROSAS-BALLINA & TRACEY, 2009). Esta via 

colinérgica anti-inflamatória mediada pela ACh atua inibindo a produção de 

fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-1 (IL-1) e suprime a expressão do 

fator nuclear kappa-B (NF-kB) (BOROVIKOVA et al., 2000). No entanto, a ACh 

é rapidamente hidrolisada por enzimas como a AChE e BuChE (HOSEA et al., 

1995; MESULAM et al., 2002). Assim, um aumento na atividade das enzimas 

AChE e BuChE poderia levar à redução dos níveis de ACh. Isto leva a uma 

redução nas ações anti-inflamatórias exercida pela ACh e aumento no 

processo inflamatório (RAO et al., 2007). Os resultados obtidos mostraram um 

aumento na atividade da AChE em pacientes com AE e SCA, enquanto a 

atividade BuChE foi elevada apenas em pacientes com SCA. Um aumento na 

atividade da BuChE e da AChE em soro e em sangue total, respectivamente, 

pode refletir indiretamente níveis reduzidos de ACh que, por sua vez, irá 

reforçar eventos inflamatórios locais e sistêmicos, devido à ausência do 

controle de retroalimentação negativa exercida pela ACh (RAO et al., 2007). 

Segundo Rosas Ballina (2009), considerando o efeito anti-inflamatório da ACh, 
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é considerável que a atividade da AChE é um regulador intrínseco da 

inflamação, uma vez que a AChE é especifíca para a hidrólise da ACh. Neste 

contexto, as alterações nas colinesterases observadas nos pacientes deste 

estudo podem reforçar o processo inflamatório já existente nesta patologia.  

 Estudos prévios em pacientes com diabetes mellitus (LUNKES et al., 

2006), isquemia cerebral (CORRÊA et al., 2008), doença de Alzheimer (RAO et 

al., 2007; GARCÍA-AYLLÓN et al., 2010)  e síndrome metabólica (RANDELL et 

al., 2005) revelaram uma relação entre as colinesterases e doenças 

inflamatórias. Rao et al. (2007) propõem que o aumento da atividade da AChE 

e BuChE na doença de Alzheimer e diabetes mellitus tipo 2 revela um processo 

inflamatório e pode servir como marcador para prever o desenvolvimento da 

doença. Correa et al. (2008) sugerem que o aumento na atividade da AChE 

eritrocitária na isquemia aguda pode estar associada com a presença de 

mediadores inflamatórios em um evento clínico agudo. Nessa linha de 

raciocínio Valle et al. (2008) observaram correlações significativas entre as 

atividades de colinesterases e variáveis associadas com doenças 

cardiovasculares e da síndrome metabólica.  

 Outro importante biomarcador de inflamação é a PCR. A PCR-us é uma 

proteína altamente conservada no plasma e um marcador de inflamação que 

recentemente emergiu como um importante fator de risco cardiovascular 

(CALABRÒ et al., 2009). As concentrações da PCR-us estão associadas com o 

risco de eventos ateroscleróticos na população em geral e mostra um valor 

preditivo mesmo em termos de prevenção secundária, tanto em pacientes com 

AE quanto em pacientes com SCA (DHINGRA et al., 2007; CALABRÒ et al., 

2009). Neste estudo, observou-se um aumento nos níveis de PCR-us em 

pacientes com SCA, sendo que o mesmo não foi observado em pacientes com 

AE. Por outro lado, um aumento na atividade da AChE foi encontrada nos dois 

grupos estudados. Então, poderia ser a AChE mais sensível para a inflamação 

de baixo grau, em pacientes com CI, que a PCR-us? Com estes resultados, 

podemos sugerir que a AChE poderia atuar como bom marcador de baixo grau 

de inflamação sistêmica, uma vez que foi encontrada uma correlação positiva 

entre PCR-us e AChE, e além disso, a AChE em sangue total é facilmente 

obtida e mensurável. 
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 Associada aos níveis de PCR a hiperlipidemia é um fator de risco bem 

conhecido para o desenvolvimento da aterosclerose. O acúmulo de partículas 

menores e mais densas de LDL na parede do vaso é considerado um dos 

mecanismos fisiopatológicos responsáveis pelo desenvolvimento da 

aterosclerose (BJORNHEDEN et al., 1996). O presente estudo demonstrou um 

aumento nos níveis de LDL-colesterol e diminuição nos níveis de HDL-

colesterol em pacientes com CI. Estes resultados confirmam a literatura 

(EVERETT et al., 2006; CUI et al., 2007), e mostram uma correlação positiva 

entre o LDL-colesterol e AChE em pacientes com SCA. Uma vez que o LDL-

colesterol está associado a aterosclerose e ao processo inflamatório, uma 

correlação positiva entre o LDL-colesterol e a AChE poderia reforçar os 

resultados acima, e demonstrar que a AChE está associada com a inflamação 

de baixo grau. 

Durante o metabolismo basal das células aeróbicas normais existe uma 

produção constante de EROs acompanhada pela sua contínua inativação, 

através de antioxidantes, de forma a manter a integridade estrutural e funcional 

das biomoléculas. A extensão e os tipos de danos causados pelas EROs 

depende tanto da quantidade como da natureza das mesmas, bem como das 

defesas antioxidantes das células (DAVIES, 1991). O desequilíbrio entre os 

mecanismos que causam condições oxidativas e das defesas antioxidantes 

celulares presentes nos organismos vivos, provoca uma variedade de 

mudanças fisiológicas em proteínas, lipídios e DNA, chamadas coletivamente 

de estresse oxidativo (CROFT, 1998; FINKEL & HOLBROOK, 2000; 

GIORDANO, 2005). 

Estudos têm demonstrado que o momento de reperfusão no IAM após a 

isquemia, pode levar a danos ao coração como geração de estresse oxidativo 

(KLONER et al., 1983; GARLICK et al., 1987; ZWEIER et al., 1987; BOLLI et 

al., 1988; DAS & MAULIK, 2003). Os resultados obtidos neste trabalho 

revelaram a geração de estresse oxidativo em pacientes com IAM demonstrado 

através da elevação dos marcadores de dano aos lipídios e proteínas, bem 

como um aumento nas defesas antioxidantes enzimáticas e um decréscimo 

das defesas antioxidantes não-enzimáticas. 

A determinação do conteúdo de proteína carbonil é um dos mais 

utilizados indicadores de oxidação proteíca (CHEVION et al., 2000; DONNE et 
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al., 2003). Neste estudo observou-se elevados níveis de proteína carbonil em 

pacientes com IAM quando comparados com o grupo controle. Níveis 

aumentados de proteína carbonil também foram verificados em nosso grupo de 

pesquisa em diferentes patologias como câncer (MALDONADO et al., 2006), 

insuficiência renal crônica (SILVA et al., 2007), acidente vascular cerebral 

(CORREA et al., 2008) e leucemia linfoblástica aguda (BATTISTI et al., 2008) 

demonstrando que o conteúdo de proteína carbonil pode ser utilizado como 

marcador de dano oxidativo protéico em muitas patologias, incluindo o IAM.  

Danos aos lipídios causados por EROs induzem o fenômeno conhecido 

como peroxidação lipídica, o qual culmina com a formação de MDA 

(LAZZARINO et al., 1994). Nossos resultados estão de acordo com outros 

estudos (CHAMBLEE, 2000; SENTHIL, 2004) que demonstraram elevados 

níveis de TBARS em soro de pacientes com IAM, quando comparados com o 

grupo controle. A peroxidação lipídica tem sido citada como o maior 

mecanismo das EROs em produzir dano as membranas celulares 

(ESTERBAUER et al., 1991).  

 Os antioxidantes com alto potencial redutor, assim como as enzimas 

antioxidantes intracelulares são parte do mecanismo de proteção do organismo 

a fim de superar a formação de espécies pró-oxidantes durante a 

isquemia/reperfusão (ZIMMERMANN et al., 2004). Enzimas como a SOD e a 

CAT se constituem na primeira linha de defesa celular contra a injúria 

provocada pelas EROs (DHALLA et al., 2000). AKILA et al. (2007) sugerem 

que a atividade da CAT aumentada após o momento de reperfusão no IAM 

indica que esse sistema de defesa antioxidante protege a célula contra as 

espécies reativas. Altos níveis de SOD e CAT também foram encontrados em 

pacientes com DAC por WEINBRENNER et al. (2003) e KESAVULU et al. 

(2001), respectivamente. Os resultados obtidos no nosso estudo também 

demostraram um aumento na atividade da SOD e CAT em sangue total de 

pacientes com IAM. Uma possível explicação para tais resultados, é que o 

aumento da atividade dessas enzimas poderia ser um mecanismo 

compensatório do organismo frente ao dano celular causado pelo estresse 

oxidativo (KESAVULU et al., 2001).  

 Também colaboram na proteção do organismo frente aos danos 

causados pelas EROs as defesas antioxidantes não-enzimáticas. Entre elas 
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pode-se citar as vitaminas C e vitamina E, as quais foram alvos de estudo 

neste trabalho. As vitaminas C e E têm sido relatadas como importantes 

defesas antioxidantes não enzimáticas devido as suas propriedades de 

neutralizar diretamente as EROs e proteger as membranas da peroxidação 

lipídica, respectivamente (MACHLIN & BENDICH, 1987; ROSS & 

MOLDEUS,1991; MAYNE, 2003). Em concordância com outros estudos (FREI 

et al., 1989; CHAMBLEE et al., 2000; SENTHIL et al., 2004; SINGH et al., 

2004) nossos resultados demonstraram uma diminuição nos níveis plasmáticos 

de ambas as vitaminas estudadas. Essa diminuição pode ser devido a um 

aumento da utilização desses antioxidantes. Outra hipótese seria o fato de uma 

diminuição nos níveis de vitamina C ser responsável pela diminuição dos níveis 

de vitamina E, já que a vitamina C regenera α- tocoferóis (FREI et al., 1989). 

 Também foi observado neste estudo, alta prevalência dos fatores de 

risco para o IAM como tabagismo, hipertensão, história familiar e diabetes 

mellitus, os quais poderiam estar gerando o estresse oxidativo na população 

estudada. Entretanto, nossos resultados revelaram que o aumento do estresse 

oxidativo em pacientes controles com fatores de risco associados foi menor 

que o aumento do estresse oxidativo em pacientes com IAM. Esses resultados 

sugerem que o estresse oxidativo observado em pacientes com IAM pode ser 

devido ao estado patológico formado.     

 Dessa forma, concluí-se que a CI resulta tanto em danos oxidativos e 

inflamatórios como mobilização das defesas do organismo para uma resposta 

compensatória. 
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6. CONCLUSÕES 

 

• O aumento observado nas atividades das enzimas NTPDase, E-NPP e 5’-

nucleotidase em plaquetas de pacientes com CI e a diminuição na atividade 

da enzima ADA sugere uma resposta orgânica compensatória, com o 

objetivo de manter os níveis de adenosina, tendo em vista o papel 

cardioprotetor da mesma. 

 

• A diminuição na agregação plaquetária observada nos pacientes com CI 

pode estar ocorrendo devido à ação da adenosina circulante, além do efeito 

dos medicamentos utilizados no tratamento dessa patologia, considerando 

o papel antiagregante dos mesmos.  

 

• Níveis aumentados de PCR-us e do perfil lipídico revelam a presença de 

processo inflamatório nesses pacientes. 

 

• O aumento na atividade das enzimas AChE e BuChE indiretamente reflete 

níveis reduzidos de ACh, e possível relação da atividade da  AChE e da 

BuChE como bons marcadores de processo inflamatório de baixo grau.  

 

• Os níveis aumentados de TBARS e conteúdo de proteína carbonil sugerem 

aumento na formação de EROs no IAM, principalmente no momento de 

isquemia/reperfusão. 

 

• O aumento dos indicadores de defesa antioxidante enzimáticas, estimados 

pela atividade da SOD e CAT sustenta a ocorrência do estresse oxidativo 

nos pacientes com diagnóstico de IAM. Esses antioxidantes poderiam atuar 

como um mecanismo compensatório frente ao aumento do estresse 

oxidativo. 

 

• A diminuição das defesas antioxidantes não-enzimáticas reveladas pelos 

níveis de vitaminas C e E representa um maior consumo das mesmas 
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durante o IAM, o que demonstra haver produção aumentada de EROs 

nessa patologia. 
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8. ANEXOS 

Anexo 1 – Carta de aprovação pelo Comite de Ética 
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Anexo 2- Termo de consentimento Livre e Esclarecido 

 

O Programa de Pós Graduação em Bioquímica Toxicológica da UFSM está 

desenvolvendo um projeto de pesquisa intitulado: Enzimas que degradam 

nucleotídeos de adenina em pacientes com Cardiopatia Isquêmica (CI), através 

da doutoranda Margarete Dulce Bagatini, orientada pela Profª Dra. Vera Maria Morsch, 

que tem como objetivo avaliar a atividade de componentes sangüíneos, que se 

alteram durante a CI, a fim de esclarecer os mecanismos envolvidos na CI. Justifica-se 

este estudo tendo em vista que as doenças cardiovasculares continuam sendo a 

primeira causa de morte no Brasil, sendo responsáveis por quase 32% de todos os 

óbitos no país, representando a terceira maior causa de internação. Os benefícios do 

estudo para os participantes é a possibilidade de verificar fatores predisponentes e 

envolvidos na CI sendo esses informados e esclarecidos de atitudes preventivas que 

poderão tomar. 

Os voluntários participantes da pesquisa permitiram uma coleta de 

sangue (punção venosa); um tubo com anticoagulante e um tubo de soro. Todo 

o material utilizado para a coleta será descartável e/ou desinfectado. Este 

estudo não envolve risco adicional de vida ou contaminação aos pacientes. Em 

caso de acidente de coleta, os pacientes poderão desenvolver flebite, 

hematoma local ou petéquias, neste caso serão atendidos e receberão os 

cuidados adequados. As amostras serão tratadas de acordo com os protocolos 

experimentais estabelecidos. 

Fica garantido que as amostras coletadas ficarão sob responsabilidade 

do pesquisador durante o período do doutorado (3 anos) no laboratório de 

Enzimologia, sala 2208, prédio 18, Centro de Ciências Naturais e Exatas, da 

Universidade Federal de Santa Maria e que as mesmas serão utilizadas 

apenas para fins científicos, sem que o paciente seja identificado, garantindo 

assim o anonimato. Após serão descartadas de acordo com as normas de 

segurança do Hospital Universitário de Santa Maria. 

A participação neste estudo é livre e voluntária, sendo que não haverá 

nenhuma forma de compensação financeira ou custos para o participante. A 

recusa na participação não leva a nenhum prejuízo ou comprometimento dos 

cuidados de saúde aos pacientes. 
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Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro que 

estou de acordo em participar deste projeto de pesquisa, livre de qualquer 

constrangimento, pois fui informado de forma clara e detalhada dos objetivos e 

dos procedimentos que serão realizados. Fui igualmente informado da garantia 

de receber respostas a qualquer dúvida que ainda puder ter sobre assuntos 

relacionados com a pesquisa, e da liberdade de retirar meu consentimento a 

qualquer momento, sem que haja prejuízo de qualquer ordem. 

Ciente e de acordo com o que foi anteriormente exposto, eu _____-

______________________  estou de acordo em participar nesta pesquisa, 

assinando este consentimento. 

                                                                                  

Santa Maria, ____de_______200__. 

 

____________________________ 

 Assinatura 

 

Margarete Dulce Bagatini/ Pesquisadora/ (55)91422611 

Vera Maria Morsch/ Orientadora/ (55)32209557 

Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Santa Maria 

Avenida Roraima, 1000 - Prédio da Reitoria - 7o andar - Sala 702 

Cidade Universitária - Bairro Camobi 

97105-900 - Santa Maria – RS 

 

 

 

 

 


