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A hipertensão é uma condição clínica multifatorial que, na maioria dos casos, está 
acompanhada de um quadro inflamatório de baixo grau e alterações nas funções 
plaquetárias. Essas modificações podem estar relacionadas a um desequilíbrio na regulação  
dos níveis de nucleotídeos de adenina (ADP, ADP e AMP), da adenosina e da molécula 
acetilcolinesterase (ACh), que é realizada pelas enzimas do sistemas purinérgico 
[NTPDases, ecto-5’-nucleotidase e adenosina desaminase (ADA)] e colinérgico 
[Acetilcolinesterase (AChE) e Butirilcolinesterase (BuChE)] presentes no sangue, 
respectivamente.  A atividade dessas enzimas pode ser modulada pela prática regular de 
exercícios físicos, a qual tem sido recomendada para o tratamento da hipertensão.  Sendo 
assim, o objetivo deste estudo foi verificar o efeito de seis semanas de natação sobre a 
pressão arterial, a atividade de enzimas dos sistemas purinérgico e colinérgico em sangue, 
bem como sobre a agregação plaquetária e marcadores inflamatórios clássicos em ratos 
com hipertensão induzida através de administração de metila Nω-Nitro-L-arginina cloridrato 
de éster (L-NAME). Com o objetivo de melhor compreender as alterações crônicas, avaliou-
se, também, o efeito de uma única sessão aguda de exercício sobre a atividade das 
enzimas já mencionadas. Os animais foram divididos em quatro grupos (n = 10): Controle, 
Exercício, L-NAME e L-NAME Exercício. Após 60 dias de tratamento, os animais foram 
submetidos à eutanásia e as plaquetas, os linfócitos, o sangue total e o soro foram usados 
para as determinações experimentais. Os resultados obtidos mostraram que o treinamento 
com natação foi capaz de reduzir a pressão sanguínea em ratos hipertensos, além de 
prevenir o aumento da atividade das enzimas NTPDase, ecto-5’-nucleotidase e ADA em 
linfócitos e plaquetas, o que provavelmente contribuiu para prevenir a agregação 
plaquetária. Cronicamente, a natação também foi eficaz na prevenção do aumento da 
atividade das enzimas AChE em linfócitos e sangue total e BuChE em soro. Com relação à 
expressão da NPTDase1, o exercício per se gerou a redução da expressão desta enzima, 
mas não apresentou efeitos significativos nos ratos hipertensos. A prevenção do aumento 
dos níveis de colesterol, triglicerídeos, proteína C-reativa e mieloperoxidase gerada pela 
prática da natação reforça o fato de que o exercício reduziu a inflamação em ratos 
hipertensos. Como resposta a uma única sessão aguda de exercício, verificou-se o aumento 
da atividade das enzimas dos sistemas colinérgico em sangue total, linfócitos e soro e do 



sistema purinérgico em plaquetas. Entretanto, ocorreu a diminuição da atividade da 
NTPDase e da ADA em linfócitos. Pode-se concluir que  este estudo permitiu desvendar em 
parte os mecanismos relacionados aos processos protetores advindos da prática regular de 
exercício físicos na hipertensão relativos aos processos inflamatórios e à agregação 
plaquetária. Os resultados ainda reforçam a importância da dosagem das enzimas dos 
sistemas purinérgico e colinérgico como parâmetros da resposta inflamatória. Conclui-se, 
também, que a prática regular de exercício físico possui efeitos antitrombóticos e anti-
inflamatórios através da modulação da atividade das enzimas dos sistemas purinérgico e 
colinérgico na hipertensão. Sugere-se que estas respostas tenham sido provenientes das 
adaptações ocorridas no organismo decorrentes de cada estímulo agudo, que gerou 
estímulos suficientes para quebrar a homeostase do organismo e promover adaptações 
benéficas.  Desta forma, o exercício físico aeróbico moderado possui um papel fundamental 
na atuação como coadjuvante no tratamento da hipertensão.  
 
 

Palavras-chave: hipertensão, ectonucleotidases, colinesterases, ratos, sangue, L-NAME, 

pressão arterial, resposta inflamatória, agregação plaquetária. 
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Hypertension is a multifactor clinical condition, which is accompanied by a low-grade 
inflammation and alterations in platelet function. These modifications may be related to an 
imbalance in the regulation of adenine nucleotides (ATP, ADP and AMP), adenosine and 
acetylcholine (ACh) levels. This regulation is performed by purinergic [NTPDases, ecto-5’-
nucleotidase and adenosine deaminase (ADA)] and cholinergic [Acetylcholinesterase (AChE) 
and Butyrylcholinesterase (BuChE)] system enzymes, present in blood, respectively. These 
enzymes can be modulated by regular practice of physical exercise, which has been 
recommended for the treatment of hypertension. Thus, the aim of this study was to 
investigate the effect of six swimming training weeks on blood pressure, on purinergic and 
cholinergic systems enzymes activities in blood as well as on platelet aggregation and 
classic inflammatory markers in rats with hypertension induced by methyl Nω-nitro-L-arginine 
ester hydrochloride (L-NAME) administration. In order to better understand chronic changes, 
we also evaluated the effect of a single acute bout of exercise on the activity of the enzymes 
already mentioned. The animals were divided into four groups (n = 10): control, exercise, L-
NAME and exercise L-NAME. After 60 days of treatment, animals were euthanized and 
platelets, lymphocytes, whole blood and serum were used for experimental determinations. 
The results showed that swimming training was able to reduce blood pressure in 
hypertensive rats, and to prevent the increase in NTPDase, ecto-5'-nucleotidase and ADA 
activities in lymphocytes and platelets. This probably contributed in preventing platelet 
aggregation. Chronically, swimming was also effective in preventing the increase in AChE (in 
lymphocytes and whole blood) and BuChE (in serum) activities. Regarding to the expression 
of NPTDase1, exercise per se triggered a reduction in the expression of this enzyme, but 
had no significant effects in hypertensive rats. The prevention of the increase in cholesterol, 
triglycerides, C-reactive protein levels and myeloperoxidase activity generated by swimming 
practice reinforces the fact that exercise reduced inflammation in hypertensive rats. In 
response to a single acute bout of exercise, was observed an increase in the activity of 
cholinergic system enzymes in whole blood, lymphocytes and serum, and purinergic system 
enzymes in platelets. However, there was a decrease in the activity of NTPDase and ADA in 
lymphocytes. It can be concluded that this study allowed us to unveil, in part, the 
mechanisms related to the protective processes arising from regular physical exercise on 
hypertension related to inflammation and platelet aggregation. The results also reinforce the 



	
  

importance of measuring the purinergic and cholinergic systems enzymes as parameters of 
inflammatory response. Also, it is concluded that regular physical exercise has antithrombotic 
and anti-inflammatory effects by modulating the activity purinergic and cholinergic systems 
enzymes in hypertension. It is suggested that these responses have been derived from the 
adaptations that occur in the body due to each acute stimulus that promotes enough impact 
to break homeostasis and promote beneficial adaptations. Thus, moderate aerobic exercise 
has a key role in acting as an adjuvant in the treatment of hypertension.  

 
 

Keywords: hypertension, ectonucleotidases, cholinesterases, rats, blood, L-NAME, blood 
pressure, inflammatory response, platelet aggregation.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

A hipertensão arterial sistêmica (HAS) é uma condição clínica multifatorial 

caracterizada por níveis elevados e sustentados de pressão arterial (PA). Associa-se 

frequentemente a alterações funcionais e/ou estruturais dos órgãos-alvo (coração, 

encéfalo, rins e vasos sanguíneos) e a alterações metabólicas, com consequente 

aumento do risco de eventos cardiovasculares fatais e não fatais (FAUCI et al., 

2009; LLOYD-JONES et al., 2009; DBH, 2010; BRASIL, 2013). 

A HAS tem alta prevalência e baixas taxas de controle (BRASIL, 2013). É 

considerada um dos principais fatores de risco (FR) modificáveis para o 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares (DCV) e um dos mais importantes 

problemas de saúde pública (LLOYD-JONES et al., 2009; BRASIL, 2013). A 

mortalidade por DCV aumenta progressivamente com a elevação da PA a partir de 

115/75 mmHg de forma linear, contínua e independente (SBC, 2010). Em 2001, 

cerca de 7,6 milhões de mortes no mundo foram atribuídas à elevação da PA (54% 

por acidente vascular encefálico e 47% por doença isquêmica do coração) 

(WILLIAMS, 2010), sendo a maioria em países de baixo e médio desenvolvimento 

econômico e mais da metade em indivíduos entre 45 e 69 anos. No Brasil, as DCV 

tem sido a principal causa de morte (BRASIL, 2013). Em 2007, ocorreram 308.466 

óbitos por doenças do aparelho circulatório (MALTA et al., 2009). 

As DCV são ainda responsáveis por alta frequência de internações, 

ocasionando custos médicos e socioeconômicos elevados (DBH, 2010). Como 

exemplo, em 2007 foram registradas 1.157.509 internações por DCV no Sistema 

Único de Saúde (SUS). A doença renal terminal, outra consequência frequente da 

HAS, ocasionou a inclusão de 94.282 indivíduos em programa de diálise no SUS e 

9.486 óbitos em 2007 (DATASUS, 2009). 

De acordo com dados do IBGE (2009), as DCV representam mais de 40% 

das causas de óbito prematuro. Em menos de 40 anos, o Brasil passou de um perfil 

de mortalidade típico de uma população jovem para um desenho caracterizado por 

enfermidades complexas e mais onerosas, próprias das faixas etárias mais 

avançadas (IBGE, 2009). 

Os inquéritos populacionais em cidades brasileiras nos últimos 20 anos 

apontaram uma prevalência de HAS acima de 30% (DBH, 2010). Considerando-se 
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valores de PA ≥ 140/90 mmHg, 22 estudos encontraram prevalências entre 22,3% e 

43,9% (média de 32,5%) (DBH, 2010). Entre os gêneros, a prevalência foi de 35,8% 

nos homens e de 30% em mulheres, semelhante a de outros países. Uma revisão 

sistemática quantitativa de 2003 a 2009, de 44 estudos em 35 países, revelou uma 

prevalência global de 37,8% em homens e 32,1% em mulheres (PEREIRA et al., 

2009). 

Estudos clínicos demonstraram que a detecção, o tratamento e o controle da 

HAS são fundamentais para a redução dos eventos cardiovasculares (SBC, 2010; 

BRASIL, 2013). No Brasil, 14 estudos populacionais realizados nos últimos quinze 

anos com 14.783 indivíduos (PA < 140/90 mmHg) revelaram baixos níveis de 

controle da PA (19,6%) (JARDIM et al., 2007; DBH, 2010). 

Dentre os fatores de risco (FR) para o desenvolvimento da HAS encontram-

se: idade, sendo a prevalência de HAS superior a 60% em indivíduos acima de 65 

anos; gênero e etnia, nos quais homens negros estão mais suscetíveis; excesso de 

peso e obesidade; ingestão de sal; consumo exagerado de álcool; sedentarismo e 

genética (FAUCI et al., 2009). Há evidências de que fatores socioeconômicos 

também possam ser incluídos como um FR para a HAS, pois já foi observada uma 

prevalência em indivíduos com menor escolaridade  (DBH, 2010). 

Os FR cardiovasculares frequentemente se apresentam de forma agregada. A 

predisposição genética e os fatores ambientais tendem a contribuir para essa 

combinação em famílias com estilo de vida pouco saudável (DBH, 2010). O 

Ministério da Saúde (BRASIL, 2013) reforça a importância do diagnóstico precoce e 

da mudança no estilo de vida, principalmente com relação ao sedentarismo, como 

fatores de controle e tratamento fundamentais para a qualidade de vida do paciente. 

Desta forma, a recomendação é que se faça a aferição da PA no mínimo uma vez 

por ano. Tanto nos atendimentos em unidades básicas de saúde quanto em 

consultório, preconiza-se que os médicos e/ou enfermeiros tenham a atenção 

voltada para estas medidas de “rastreamento”, como denomina o Ministério da 

Saúde (BRASIL, 2013). 

Os critérios clínicos atuais para definir hipertensão geralmente baseiam-se na 

média de duas ou mais aferições da pressão na posição sentada durante cada uma 

de duas ou mais consultas ambulatoriais. A classificação da determinação do nível 

de hipertensão varia levemente de acordo com a referência utilizada, como 
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demonstrada nos quadros abaixo. De acordo com a Sociedade Brasileira de 

Cardiologia (2010), os indivíduos podem ser classificados como portadores de 

pressão ótima, pressão normal, pressão limítrofe, hipertensão estágio 1, hipertensão 

estágio 2, hipertensão estágio 3 ou hipertensão sistólica isolada (Quadro 1). 

Tomando como base o American Heart Association (2004), os indivíduos são 

caracterizados como portadores de pressão normal, pré-hipertensão, hipertensão 

estágio 1 e hipertensão estágio 2 (Quadro 2).  

 

 

Categoria 
PA diastólica 

(mmHg) 

PA sistólica  

(mmHg) 

Pressão ótima < 80 <120 

Pressão normal < 85 <130 

Pressão limítrofe 85-89 130-139 

Hipertensão estágio 1 90-99 140-159 

Hipertensão estágio 2 100-109 160-179 

Hipertensão estágio 3 ≥110 ≥180 

Hipertensão sistólica isolada < 90 ≥140 

 

Quadro 1 - Classificação da determinação do nível de hipertensão de acordo com a Sociedade 
Brasileira de Cardiologia, Sociedade Brasileira de Hipertensão e Sociedade Brasileira de Nefrologia 
(SBC, 2010). 

 

Categoria 
PA diastólica 

(mmHg) 

PA sistólica 

 (mmHg) 

Pressão normal < 80 <120 

Pré-hipertensão 80-89 120-139 

Hipertensão estágio 1 90-99 140-159 

Hipertensão estágio 2 ≥100 ≥160 
 

Quadro 2 - Classificação da determinação do nível de hipertensão de acordo com o American Heart 
Association (2004). 
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É importante frisar que, dependendo dos métodos de avaliação do paciente, 

até 95% dos hipertensos são diagnosticados como tendo hipertensão essencial, 

também chamada de hipertensão primária ou idiopática (FAUCI et al., 2009; 

ROGERS et al., 2011). Outros tipos de hipertensão como a secundária e a do jaleco 

branco são menos prevalentes (FAUCI et al., 2009). 

A hipertensão essencial tende a ser familiar e propensa a ser consequência 

de uma interação entre fatores ambientais e genéticos. A prevalência da hipertensão 

essencial aumenta com a idade e indivíduos com pressões arteriais relativamente 

altas, quando mais jovens, apresentam aumento do risco de desenvolvimento 

subsequente de hipertensão. É provável que a hipertensão essencial represente um 

espectro de distúrbios com fisiopatologias subjacentes diferentes. Na maioria dos 

pacientes com hipertensão estabelecida, a resistência periférica encontra-se 

aumentada e/ou o débito cardíaco com volume elevado (FAUCI et al., 2009). 

Diversos estudos relacionados à hipertensão têm sido realizados com foco 

em pacientes portadores de hipertensão essencial ou em modelos experimentais 

desta patologia (GARCIA et al., 1995; PANZA et al., 1993; KASHYAP et al., 2005; 

FURSTENAU et al., 2008; FURSTENAU et al., 2010), provavelmente devido à sua 

grande prevalência.  

Muitos investigadores tem demonstrado que o aumento da PA está associado 

com uma alteração na função reflexa dos barorreceptores.  Essas alterações podem, 

inclusive, produzir uma bradicardia persistente em pacientes hipertensos devido aos 

altos níveis da atividade reflexa continuada. Assim, a frequência cardíaca (FC) de 

indivíduos com  a PA elevada geralmente encontra-se pouco alterada ou em níveis 

normais, refletindo uma adaptação do sistemas barorreflexos a altas pressões 

(CHRYSANT, 2010). 

A hipertensão essencial, na maioria das vezes é associada a importantes 

alterações metabólicas, incluindo aquelas relacionadas ao metabolismo lipídico 

(ZICHA et al., 1999). Dentre essas alterações, a dislipidemia, que consiste em níveis 

plasmáticos elevados de triglicerídeos e colesterol, baixos níveis de lipoproteína de 

alta densidade (HDL) e aumento nos níveis de lipoproteína de baixa densidade 

(LDL) e de partículas aterogênicas, geralmente acompanham indivíduos portadores 

dessa patologia (KULLO et al., 2005; UKOH & OFOROFUO, 2008).  
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Além disso, há evidências crescentes de uma base genética para a 

associação da hipertensão com resistência à insulina e dislipidemia. O locus 

genético associado à hipertensão acompanhada de dislipidemia ou diabetes parece 

estar intimamente ligado ao receptor de LDL e ao receptor de insulina. Por outro 

lado, os efeitos do genótipo sobre o colesterol LDL foram um aditivo para a 

influência da desnutrição precoce. O crescimento fetal e infantil prejudicados está 

associado não apenas com a incidência de hipertensão aumentada, mas também 

com a resistência à insulina, níveis elevados de triglicérides, colesterol LDL elevado, 

e diminuição do colesterol HDL (ZICHA et al., 1999). 

A HAS também está intimamente ligada à prejuízos na função renal e 

encontra-se geralmente associada à níveis elevados de ácido úrico na corrente 

sanguínea (SOLTANI et al., 2013). O nível de uréia sérica é uma das medidas mais 

comumente utilizadas para a avaliação da função renal. Os fatores que podem 

influenciar tanto a excreção de uréia pelos rins quanto sua sua geração são 

complexos e variam muito entre os indivíduos e ao longo do tempo (LESLEY & 

STEVENS, 2005). A uréia é um produto final do catabolismo protéico. É livremente 

filtrada pelo glomérulo e passivamente reabsorvida em ambos os néfrons (proximal e 

distal), e é excretada em altas concentrações na urina. A depleção do volume do 

fluido extracelular e estados de antidiurese estão associados com o aumento da 

reabsorção de uréia, levando a uma diminuição da depuração desta (LESLEY & 

STEVENS, 2005). Em revisão recente sobre hiperuricemia e hipertensão, constatou-

se que 75% dos sujeitos hipertensos possuem níveis elevados de ácido úrico 

circulante e que este quadro também configura-se como um fator de risco 

independente para o desenvolvimento da hipertensão (SOLTANI et al., 2013). 

Mazzali et al. (2001) demonstraram uma associação positiva entre o aumento da 

concentração de ácido úrico e os níveis da PA em ratos. Soltani et al. (2013) alertam 

para a importância da dosagem deste parâmetro em indivíduos hipertensos, bem 

como apontam para o fato de que o controle da hiperuricemia é um dos fatores 

principais para a redução da PA.  

Além das alterações renais, é importante ressaltar a importância do óxido 

nítrico (ON) na patofisiologia da hipertensão (QIAN & FULTON, 2013). A síntese e a 

liberação de ON pelas células endoteliais desempenham um efeito importante de 
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relaxamento vascular (KATSUMI et al., 2007), contribuindo para a modulação do 

tônus vascular e consequentemente da pressão sanguínea. 

Várias células utilizam a arginina para sintetizar o ON. Nas células do 

endotélio vascular, na presença de oxigênio molecular, o terminal guanidino 

nitrogenado da L-arginina produz o radical livre gasoso, ON, e L-citrulina em um 

processo catalisado pela enzima óxido nítrico sintase (MONCADA et al., 1991). O 

ON atravessa o espaço do endotélio para o músculo liso vascular e estimula 

diretamente a enzima guanilato ciclase solúvel e a consequente formação de cGMP  

(monofosfato de guanosina-3’,5’-cíclico) intracelular, resultando no relaxamento das 

células da musculatura lisa vascular (MONCADA et al., 1991) (Figura 1). 

 

 

 
 

Figura 1 - Mecanismo de vasodilatação mediado pelo ON, em resposta a vários estímulos, como 

bradicinina ou acetilcolina. A enzima óxido nítrico sintase constitutiva (cNOS) utiliza o oxigênio 

molecular (O2) e o aminoácido l-arginina para formar o ON. O ON ativa a guanilil ciclase nas células 

da musculatura lisa vascular, aumentando o nível de cGMP, produzindo relaxamento e vasodilatação.  
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Quando o cGMP está alto, o cálcio intracelular aumenta, relaxando as 

células e a vasodilatação se desenvolve. A vasodilatação se mantém enquanto a 

difusão do ON para a musculatura lisa vascular estiver ocorrendo. Um aumento no 

fluxo de ON para a musculatura lisa vascular provoca maior relaxamento celular e 

maior vasodilatação (QIAN & FULTON, 2013). Se a formação de ON diminui, ocorre 

uma vasoconstrição moderada. O efeito vasodilatador do ON parece ser mantido por 

estímulos físicos do fluxo pulsátil e força de cisalhamento nas células endoteliais 

vasculares (CHESTER et al., 1990). O ON também pode ser produzido pelas células 

musculares lisas, podendo regular a atividade dessas células por um mecanismo 

dependente do cGMP (COOKE & TSAO, 1993). 

Quian e Fulton (2013) reforçam o fato de que o ON exerce um papel vital na 

manutenção da homeostase cardiovascular através de sua influência no tônus 

vascular, na proliferação das células musculares lisas, na adesão de leucócitos e na 

agregação plaquetária. Sendo assim, diversos estudos tem mostrado que a enzima 

óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) tem efeito protetor em diversas patologias, 

incluindo a hipertensão (QUIAN & FULTON, 2013).  

Através de seus efeitos na função endotelial e no vasorelaxamento, o ON 

regula o fluxo sanguíneo e, consequentemente, a PA. Indivíduos hipertensos 

possuem baixa formação de ON, que pode ser tanto causa quanto consequência da 

patologia, pois sabe-se que o metabolismo de síntese do ON prejudicado pode ser 

uma das causas da  hipertensão (QUIAN & FULTON, 2013). O déficit de ON é um 

dos fatores que fazem com que a perfusão tecidual seja reduzida e ocorra a 

formação de trombo, condição que agrava o quadro hipertensivo (QUIAN & 

FULTON, 2013).  

Além disso, a hipertensão está intimamente ligada à produção de espécies 

reativas que alteram o metabolismo do ON. O ânion superóxido (O2
-•) reage com o 

ON três vezes mais rápido do que com a enzima superóxido dismutase (SOD). Esta 

reação efetivamente bio-inativa o ON, e sendo assim, diminui a vasodilatação do 

endotélio que é dependente de ON. O produto da reação do ON com o O2
-• é o 

peroxinitrito (ONOO-), o qual é altamente reativo. Por nitrosilar resíduos de tirosina 

na prostacilina sintase, o ONOO- pode por si só prejudicar as respostas de 

relaxamento (WILCOX, 2003).  

A inibição crônica da síntese de ON produz uma elevação volume-
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dependente da PA e suas características fisiológicas e patológicas se assemelham a 

hipertensão essencial (LERMAN et al., 2005; DORNAS & SILVA, 2011). Além disso, 

é bem estabelecido que ocorre a inibição aguda da biossíntese de  óxido nítrico 

através da administração in vivo de metila Nω-Nitro-L-arginina cloridrato de éster (L-

NAME), um análogo da L-arginina, levando à vasoconstrição renal e hipertensão 

arterial (LERMAN et al., 2005; DORNAS & SILVA, 2011). Neste sentido, diversos 

estudos utilizam a administração de L-NAME para a indução da hipertensão arterial 

in vivo (BAYLIS et al., 1992; RIBEIRO et al., 1992; HUSAIN, 2002; FURSTENAU et 

al., 2008; FURSTENAU et al., 2010).  

Em fases mais avançadas, o modelo é caracterizado por uma função renal 

deprimida e microangiopatia renal hipertensiva (RIBEIRO et al., 1992), além de dano 

renal glomerular (BAYLIS et al., 1992, KURU et al., 2005).  Foi observado também, o 

aumento da resistência vascular renal e proteinúria como consequência da 

hipertensão causada pela administração de L-NAME, coincidindo com o 

aparecimento de lesão glomerular esclerótica na histopatologia renal e estreitamento 

arteriolar (BAYLIS et al., 1992; RIBEIRO et al., 1992). 

A administração de L-NAME pode ser realizada oralmente, através de 

gavagem ou na água da dieta; ou através da via intraperitoneal. A dose do inibidor 

da óxido nítrico sintase varia de 10 mg/kg/dia à 60 mg/kg/dia, dependendo do 

protocolo experimental (BAYLIS et al., 1992; RIBEIRO et al., 1992; HUSAIN, 2002; 

KURU et al., 2002; KURU et al., 2009; FURSTENAU et al., 2008). Diante dos dados 

existentes na literatura é possível afirmar que a via de administração e a dose do 

composto não exercem alterações significativas com relação ao resultado esperado. 

Entretanto, observa-se que existe uma correlação positiva entre doses mais altas 

e/ou tempo de exposição prolongado ao composto e o desenvolvimento de danos 

renais que variam de leves a severos (BAYLIS et al., 1992; RIBEIRO et al., 1992; 

AZEGAMI et al., 2012) 

Através da utilização de modelos experimentais de hipertensão tem sido 

possível analisar e melhor compreender as alterações fisiopatológicas que 

acompanham essa patologia. Neste contexto, é importante destacar que as 

mudanças vasculares constituem-se como foco importante de pesquisa. A pressão 

exercida pelo próprio fluxo sanguíneo é um dos fatores responsáveis por causar 

danos ao endotélio vascular. Em uma visão superficial e resumida observa-se que 
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estímulos dirigidos às paredes das artérias resultam em rápida ativação do 

endotélio, agregação plaquetária bem como acúmulo de leucócitos (GLEESON et 

al., 2011; KANTHI et al., 2014; SCHIFFRIN, 2014).  

Nos últimos 20 anos tem sido reconhecido que o quadro inflamatório de baixo 

grau exerce  um papel chave nas DCV. Este estado inflamatório de baixo grau é 

indicado por níveis elevados de marcadores inflamatórios clássicos como a proteína 

C-reativa (PCR) (GLEESON et al., 2011). A PCR tem sido reconhecida como 

preditora de eventos cardiovasculares, principalmente quando seus níveis elevados 

estão associados à hipertensão (BLAKE et al., 2003). Entretanto, Pirro e Schillaci 

(2006) sugerem que a PCR elevada em indivíduos saudáveis pode ser um preditor 

da hipertensão. Sendo assim, ainda não está claro se essa proteína deve ser 

entendida como um marcador inflamatório ou um fator causal na promoção da 

hipertensão e suas complicações (PIRRO & SCHILLACI, 2006). A PCR é uma 

proteína de fase aguda produzida nos hepatócitos em resposta ao estímulo de 

citocinas, em especial a IL-6, que induz a sua expressão e liberação na corrente 

sanguínea (PIRRO e SCHILLACI, 2006). Além de inibir a atividade da eNOS, ela 

possui habilidade de ligação e ativação do sistema complemento, promovendo 

deposição de C3b nos tecidos, o que poderia induzir à aterosclerose e potencializar 

a instabilidade da placa de ateroma (PIRRO e SCHILLACI, 2006).  

Além disso, a PCR é capaz de induzir a produção de fatores teciduais pró-

trombóticos pelos macrófagos, promovendo conexão entre as vias inflamatórias e de 

coagulação (SCHNABEL et al., 2005). Isso porque o dano causado pelo acúmulo de 

LDL na íntima do endotélio vascular ativa a inflamação, recrutando macrófagos para 

o local de injúria. A PCR liberada pelo processo inflamatório estimula os macrófagos 

a fagocitar lipoproteínas circulantes, favorecendo o aparecimento de lesão vascular 

com consequente adesão plaquetária e formação de trombos (ROSS, 1999; PIRRO 

e SCHILLACI, 2006). A partir do exposto, constata-se que a PCR pode ser 

compreendida tanto como marcador inflamatório quanto como um promotor da 

hipertensão e das complicações atreladas à patologia.  

Além da PCR, a enzima mieloperoxidase (MPO) tem emergido na literatura 

como um importante marcador inflamatório e preditor de risco cardiovascular e, 

atualmente, sugere-se que essa enzima deve ser utilizada como uma ferramenta 

para o diagnóstico e prognóstico na maioria das DCV (ANATOLIOTAKIS et al., 
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2013).  Considerando que a inflamação de baixo grau está presente na hipertensão 

e esta é protagonista do processo aterosclerótico, aponta-se o papel da ativação 

neutrofílica nesse contexto (ANATOLIOTAKIS et al., 2013). A ativação de neutrófilos 

resulta na liberação dos grânulos intracelulares, gerando dano endotelial e 

aumentando a atividade pró-coagulante. Sabe-se que a MPO é o maior constituinte 

dos grânulos azurófilos dos neutrófilos e é imediatamente liberada após a sua 

ativação por diferentes agonistas (HANSSON et al., 2006). A liberação da MPO 

pelos leucócitos ativados afeta o endotélio arterial a partir de diversos mecanismos 

que incluem a modificação do fluxo de colesterol e prejuízo da produção de ON que 

induz relaxamento vascular (ANATOLIOTAKIS et al., 2013). Neste sentido, a MPO 

está implicada tanto na propagação quanto na formação da aterogênese e existem 

evidências substanciais de que ela também promove isquemia através da 

desestabilização e movimentação  da placa vulnerável (BALDUS et al., 2003).  

Além disso, diversos estudos tem adicionado a informação de que a MPO e 

seus produtos oxidantes são parte da cascata inflamatória iniciada pelo dano 

endotelial e que eles são significativamente no local da inflamação arterial 

(ANATOLIOTAKIS et al., 2013). A MPO utiliza ON como substrato, gerando 

espécies reativas de nitrogênio e sendo catalisadora da peroxidação lipídica. A 

conversão do LDL em sua forma pró-aterogênica gera aumento da sua captação 

pelos macrófagos do endotélio vascular, formando as células espumosas que 

originam a placa de aterosclerose (NICHOLLS et al., 2004). Além disso, a MPO 

também é capaz de desencadear a produção de fatores pró-inflamatórios, expressão 

de moléculas de adesão, produção de quimiocinas e ativação de metaloproteinases, 

promovendo a desestabilização e a ruptura da placa aterosclerótica (BALDUS et al., 

2003). Todos esses fatores reforçam o fato de que a MPO deve ser considerada 

como candidata para a predição de evento cardiovascular, como já salientado por 

Anatoliotakis et al. (2013). 

Além do envolvimento de marcadores inflamatórios nas complicações da 

hipertensão, atualmente as discussões sobre a participação das respostas imunes 

inatas e adaptativas nos mecanismos que contribuem para a inflamação nesta 

patologia estão ganhando grande destaque (SCHIFFRIN, 2014). Diferentes subtipos 

de linfócitos e suas citocinas estão envolvidos no remodelamento vascular na 

hipertensão. Entretanto, como essa ativação do sistema imune é desencadeada 
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permanece desconhecida, mas novos antígenos poderiam estar sendo gerados pela 

elevação da pressão sanguínea através dos receptores moleculares padrão 

associados ao dano ou outros mecanismos (SCHIFFRIN, 2014). Uma vez ativadas, 

as células Th1 podem contribuir para a elevação da pressão através do 

remodelamento vascular das veias sanguíneas pelos efeitos das citocinas 

produzidas ou por seus efeitos na gordura perivascular (SCHIFFRIN, 2014). Apesar 

de estar claro que alterações nos sistema imune acompanham a hipertensão e estão 

relacionadas com a progressão das doenças cardiovasculares, Schiffrin (2014) em 

sua última revisão sobre o tema, afirma que os mecanismos para desvendar como 

estas alterações são desencadeadas e interrelacionadas ainda precisam ser 

estudados. 

A partir disso, maior atenção deve ser voltada para eventos adjacentes às 

células imunes. De grande importância neste contexto, observa-se que a liberação 

de nucleotídeos é um potente promotor de trombose e inflamação (KANTHI et al., 

2014), condições que, como já referido anteriormente, se relacionam em maior ou 

menor grau com a hipertensão. 

O endotélio mantém a integridade vascular e a fluidez do sangue atuando 

como um anticoagulante, suprimindo a ativação plaquetária e promovendo a 

fibrinólise e um estado quiescente (BONNER et al., 2012). Isso ocorre através de 

diversos mecanismos tromboregulatórios, incluindo o catabolismo de nucleotídeos 

purinérgicos como o trifosfato de adenosina (ATP), difosfato de adenosina (ADP) e 

monofosfato de adenosina (AMP) (BONNER et al., 2012). Os nucleotídeos são 

liberados constantemente pelas células vasculares em baixas taxas, as quais 

aumentam quando as células são lesadas ou estressadas. Esses nucleotídeos 

funcionam como potentes sinalizadores parácrinos para ativar programas pró-

trombóticos  e pró-inflamatórios  na vasculatura através  da sinalização mediada por 

receptores em plaquetas, leucócitos (especialmente linfócitos), células endoteliais e 

células lisas musculares (JUNGER, 2011; KANTHI et al., 2014). 

O sistema purinérgico está programado para manter a integridade vascular e 

esse fenômeno se dá principalmente através da regulação das concentrações de 

nucleotídeos. Estas concentrações aumentam no meio extracelular após a ativação 

de células endoteliais e plaquetas, desgranulação de leucócitos, ou de necrose ou 

apoptose de células vasculares e inflamatórias (HYMAN et al., 2009). A liberação de 
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nucleotídeos ocorre através da lise celular e de outros mecanismos que não 

envolvem o rompimento da célula (KANTHI et al., 2014). Esses últimos incluem a 

exocitose de vesículas contendo nucleotídeos e de canais permeáveis de 

nucleotídeos os quais podem liberar nucleotídeos em resposta a pequenas 

perturbações celulares (SCHENK et al., 2008; JUNGER, 2011). Quando liberados, 

os nucleotídeos exercem efeitos imediatos no meio local a partir da ativação dos 

seus receptores e são rapidamente inativados através de degradação enzimática. 

Assim, os nucleotídeos e seus metabólitos funcionam como ligantes para receptores 

expressos na superfície das células vasculares. A ligação destes aos receptores 

purinérgicos medeia os efeitos modulatórios na trombose e na inflamação das 

purinas, entre outros (KANTHI et al., 2014). 

É importante destacar que o  funcionamento do sistema purinérgico vem sendo 

desvendado ao longo dos anos. Sua história começou com Drury e Szent-Györgyi 

em 1929, através da  descoberta da possível ação dos compostos de adenina no 

coração. No início dos anos 60, foi caracterizada a  neurotransmissão não-

adrenérgica e não-colinérgica no intestino e na bexiga e, nos anos 70, a adenosina 

5’-trifosfato (ATP) teve seu papel descrito como um transmissor nesses sistemas 

(BURNSTOCK, 2009). Entretanto, o conceito da co-transmissão purinérgica foi 

formulado pela primeira vez em 1976 (BURNSTOCK, 1976) e atualmente é 

reconhecido que o ATP atua como um co-transmissor em todas as inervações 

periféricas e no sistema nervoso central (BURNSTOCK, 2009).  

Duas famílias de receptores purinérgicos foram reconhecidas em 1978: os 

receptores P1, sensíveis a ação da adenosina; e os receptores P2, sensíveis ao 

ATP e à adenosina difosfato (ADP) (BURNSTOCK, 1978). A clonagem desses 

receptores no início dos anos 90 foi um ponto chave para a aceitação da hipótese da 

sinalização purinérgica (LUSTING et al., 1993). Atualmente existem 4 subtipos de 

receptores P1 (A1, A2a, A2b, A3), sensíveis à adenosina; 7 subtipos de receptores 

P2X (ionotrópicos), sensíveis ao ATP; e 8 subtipos de receptores P2Y 

(metabotrópicos/acoplados à proteína G) os quais diferem na seletividade entre 

nucleotídeos e estão relacionados à diferentes vias de sinalização intracelular 

(BURNSTOCK, 2009; KUKULSKI, LÉVESQUE E SÉVIGNY, 2011). Os receptores 

P2Y1, P2Y12 e P2Y13 são ativados pelo ADP; o P2Y2 pelo ATP e UTP; o P2Y4 

pelo UTP; o P2Y6 pelo UDP em humanos e roedores e pelo UTP em camundongos 
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(KAUFFENSTEIN et al., 2010);  o P2Y11 pelo ATP; e o P2Y14 é sensível à UDP-

glicose (KUKULSKI, LÉVESQUE E SÉVIGNY, 2011) (tabela 1).   

 

 

Agonista Receptor 

ATP P2X1-7, P2Y2 e P2Y11 

ADP P2Y1, P2Y12 e P2Y13 

UTP P2Y2, P2Y4, P2Y6 (camundongos) 

UDP P2Y6 

UDP-glicose P2Y14 

Adenosina P1 (A1, A2a, A2b, A3) 

 
Tabela 1 – Agonistas do sistema purinérgico e seus respectivos receptores. 

 

Os nucleotídeos e a adenosina extracelular, através de sua ação via receptores 

P1 e P2, estão envolvidos em um grande número de processos fisiológicos como 

metabolismo celular, vasodilatação, ativação e migração dos leucócitos e agregação 

plaquetária (KUKULSKI, LÉVESQUE & SÉVIGNY, 2011; DEAGLIO & ROBSON, 

2011). A ativação desses receptores é regulada por ectoenzimas, as quais têm 

como função eliminar e/ou produzir tais moléculas sinalizadoras (ABBRACCHIO e 

BURNSTOCK, 1998; BURNSTOCK, 2009; KUKULSKI, LÉVESQUE e SÉVIGNY, 

2011).   

Como o próprio nome sugere, as ectoenzimas estão acopladas à membrana 

plasmática da célula e seu sítio ativo encontra-se voltado para o meio extracelular. 

As referidas enzimas estão envolvidas em múltiplos aspectos da sinalização 

purinérgica, incluindo: término da ativação dos receptores P2; proteção da 

suscetibilidade dos receptores P2 à dessensibilização; geração de ligantes para 

receptores P2 através da hidrólise de moléculas que contém um nucleotídeo em sua 

estrutura (ex.: NAD+, UDP-glicose, etc...) em nucleotídeos, ou trifosfonucleotídeos 

em difosfonucleotídeos; e produção de adenosina com a finalidade de ativar 

receptores P1 (KUKULSKI, LÉVESQUE & SÉVIGNY, 2011).  

Existem quatro famílias de ectonucleotidases: nucleosídeo trifosfato 

difosfoidrolases (NTPDases), nucleotídeo pirofosfatases/fosfodiesterases (NPPs), 
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fosfatases alcalinas e ácidas (ALP e ACP, respectivamente) e a ecto-5’-nucleotidase 

(CD73) (ROBSON et al., 2006; STEFAN et al., 2006; YEGUTKIN, 2008; 

ZIMMERMANN, 2000, 2009). Essas enzimas diferem tanto em relação à 

especificidade pelo substrato e sua hidrólise, quanto em relação à sua localização 

celular (KUKULSKI, LÉVESQUE & SÉVIGNY, 2011). Corroborando com a 

importância biológica das ectonucleotidases, doenças neurológicas, 

cardiovasculares, inflamatórias e autoimunes tem sido associadas com alterações 

na atividade e/ou na expressão dessas enzimas, o que, em alguns casos, está 

ligado ao polimorfismo genético (KUKULSKI, LÉVESQUE e SÉVIGNY, 2011). 

Em nosso laboratório, os estudos já realizados demonstraram alterações na 

hidrólise dos nucleotídeos da adenina em patologias como: diabetes (LUNKES et al., 

2003; SCHMATZ et al., 2009; ), câncer de mama (ARAÚJO et al., 2005), câncer de 

pulmão (ZANINI et al., 2012), artrite reumatoide (BECKER et al., 2010), esclerose 

múltipla (SPANEVELLO et al., 2010), hipercolesterolemia (DUARTE et al., 2007), 

infarto agudo do miocárdio (BAGATINI et al., 2008), cardiopatia isquêmica 

(BAGATINI et al., 2011), dentre outras (SCHETINGER et al., 2007).  

A família da NTPDase é composta por oito membros. NTPDase1,-2,-3 e -8 

hidrolisam todos os nucleotídeos que ativam receptores P2. Em contraste, as 

NTPDases 4,-5,-6 e -7 estão localizadas em organelas intracelulares e, a priori, não 

participam do metabolismo dos nucleotídeos extracelulares (ROBSON, SÉVIGNY E 

ZIMMERMANN, 2006) (Figura 2). Entretanto, as NTPDases 5 e 6 podem aparecer 

na superfície celular ou ser secretadas no espaço extracelular como exoenzimas e, 

sendo assim, poderiam regular a ativação de receptores dependentes de ADP, UDP 

e UTP (BRAUN et al., 2000). Porém, essas duas enzimas possuem um km 

relativamente alto e uma baixa atividade específica, sugerindo que suas 

contribuições para a hidrólise dos nucleotídeos extracelulares são limitadas 

(KUKULSKI, LÉVESQUE E SÉVIGNY, 2011).  

 

 

 



	
  
	
  

	
  
	
  

34	
  

 
 

Figura 2 - Membros da família NTPDase. 

FONTE: Robson et al. (2006), com adaptações. 

 

 

A NTPDase1 (EC 3.6.1.5, conhecida também como CD39, apirase, E-

NTPDase1 e/ou ecto-NTPDase1) é uma proteína de membrana integral e 

conservada que hidrolisa ATP e ADP em um modo dependente de cátions para 

gerar AMP. Constitui-se como a principal responsável pelo término da ativação dos 

receptores P2Y1,12,13 pois ela não permite a acumulação de ADP durante a 

hidrólise do ATP (KUKULSKI, LÉVESQUE & SÉVIGNY, 2011). Essa enzima 

também protege os receptores P2X1 e P2Y1 contra a dessensibilização 

(KAUFFENSTEIN et al., 2010). É formada por 510 aminoácidos e possui dois 

domínios transmembrana, um pequeno citoplasmático que contem uma porção 

amino terminal e seguimentos COOH-terminal e um domínio hidrofóbico extracelular. 

O domínio hidrofóbico extracelular enzimaticamente ativo contém cinco regiões 

conservadas da apirase responsável pelo nucleotídeo. (KUKULSKI, LÉVESQUE & 

SÉVIGNY, 2011).  
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A NTPDase1 é inativa no compartimento citoplasmático até sua localização na 

superfície celular, onde se torna cataliticamente ativa. Seu deslocamento para a 

superfície ocorre por mecanismos dependentes de regiões lipídicas. A ecto-5’-

nucleotidase também tem sido observada na superfície de regiões lipídicas em tipos 

celulares diferentes, sugerindo a possibilidade de se co-localizar com a NTPDase1 

para gerar eficientemente adenosina a partir de ATP e ADP (KANTHI et al., 2014). 

Os mecanismos moleculares que regulam a expressão dessa enzima ainda são 

desconhecidos e são objeto de investigação em diversos grupos de pesquisa 

(KANTHI et al., 2014). Entretanto, sabe-se que em condições pró-inflamatórias a 

liberação de IL-6 desencadeia um aumento na expressão da CD39 nos linfócitos. 

Em contrapartida, este aumento gera mais adenosina e consequentemente 

desencadeia a supressão das funções das células T efetoras CD4+ e CD8+ 

(CHALMIN et al., 2012).  

Além disso, muitas condições estressoras tem sido associadas com a 

diminuição da expressão da NTPDase1, incluindo citocinas pró-inflamatórias (IL-17 e 

TNF-α) (HOT et al., 2013), estresse oxidativo e ativação de células endoteliais 

(ROBSON et al., 1997). Em contraponto, um importante estudo conduzido por 

Eltzschig et al. (2009) demonstrou um aumento na expressão da NTPDase1 em 

resposta a hipóxia. É interessante salientar que em condições  de hipóxia forma-se 

um meio propício para a ativação do endotélio, rapidamente iniciando a cascata de 

processos biossintéticos e de resposta ao estresse, incluindo a expressão de 

moléculas de adesão celular e fatores pró-trombóticos, geração de espécies reativas 

de oxigênio (EROs) e liberação de citocinas pró-inflamatórias (ELTZSCHIG et al., 

2009).  

Com relação ao papel das NTPDses 2, 3 e 8 na circulação, observa-se que 

elas promovem a ativação dos receptores de ADP devido à sua preferência pela 

hidrólise do ATP e, dessa forma, propiciam um acúmulo sustentado ou transitório de 

ADP na presença de ATP. Entretanto, essas enzimas possuem expressão reduzida 

nas células endoteliais e sanguíneas (KUKULSKI, LÉVESQUE & SÉVIGNY, 2011). 

Sendo assim, ainda não se tem informações conclusivas a respeito das suas 

importâncias relativas quanto às questões inflamatórias e relacionadas à agregação 

plaquetária (FOUNTAIN & BURNSTOCK, 2009; KUKULSKI, LÉVESQUE & 

SÉVIGNY, 2011).  
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A família das E-NPPs (EC 3.1.4.1) consiste de sete membros (E-NPP1-7), mas 

apenas a E-NPP1, 2 e 3 tem a capacidade de hidrolisar nucleotídeos (STEFAN et 

al., 2006). As E-NPPs hidrolisam o ATP diretamente à AMP, e, desta forma, podem 

cancelar a sinalização através dos receptores P2. Assim como as NTPDases, as E-

NPPs também encontram-se amplamente distribuídas no organismo (KUKULSKI, 

LÉVESQUE & SÉVIGNY, 2011).   

A família da 5’-nucleotidase possui sete membros, seis citosólicos e uma ecto-

enzima, a ecto-5’-nucleotidase (EC 3.1.3.5, também conhecida como CD73) 

(YEGUTKIN, 2008). A principal função dessa enzima é a geração de adenosina 

extracelular, a partir do AMP, sendo responsável pela ativação dos receptores P1. 

Essa ativação pode ser cancelada através da ação das enzimas adenosina 

desaminase (ADA) e purina nucleosídeo fosforilase (PNP). Essas últimas são 

responsáveis pela hidrólise da adenosina em inosina e hipoxantina (KUKULSKI, 

LÉVESQUE & SÉVIGNY, 2011). A figura 3 apresenta a cascata de hidrólise de 

nucleotídeos e nucleosídeo da adenina de forma resumida. 

 

 

 
Figura 3 - Cascata de ectoenzimas responsáveis pela hidrólise de nucleotídeos de adenina e 
adenosina. 

 
FONTE: Yegutkin (2008), com adaptações. 
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De suma importância para o quadro hipertensivo está a relação entre os 

componentes do sistema purinérgico e os processos trombóticos (KAHNER et al., 

2005; DEAGLIO & ROBSON, 2011). A agregação plaquetária é um processo 

primário na formação do trombo, acompanhada pela deposição do fator tecidual e 

geração de fibrina para estabilizar o trombo plaquetário. O acúmulo inicial de 

plaquetas é rápido, seguido de uma diminuição no tamanho do trombo, com um grau 

de desagregação plaquetária e estabilização do mesmo (MOHEIMANI & JACKSON, 

2012). Durante a ativação, grânulos plaquetários se fundem com a membrana 

plasmática, liberando seu conteúdo para o meio extracelular, incluindo o ADP 

proveniente de grânulos densos (DEAGLIO & ROSON, 2011).  

A ativação plaquetária culmina em mudança na forma, agregação, liberação de 

conteúdos granulares e geração de mediadores lipídicos. Esses mediadores geram 

um mecanismo de feedback positivo potencializando a ativação plaquetária induzida 

pelos agonistas fisiológicos como colágeno e trombina (KAHNER et al., 2006). Os 

nucleotídeos de adenina (ATP e ADP), liberados pelas células danificadas e que são 

secretados pelos grânulos densos das plaquetas, contribuem para esse mecanismo, 

agindo através dos receptores na superfície das plaquetas. O ADP age através dos 

receptores P1Y1 e P2Y12. O ATP age através do receptor P2X1. O estímulo das 

plaquetas pelo ADP leva a mudança no formato, agregação e geração de 

tromboxano A2. A co-estimulação de ambos os receptores (P2Y1 e P2Y12) é 

requerida para a indução da agregação plaquetária pelo ADP (KAHNER et al., 

2006), embora os últimos estudos enfatizem que o receptor P2Y12 parece ter maior 

influência quanto à ativação plaquetária (MOHEIMANI & JACKSON, 2012).  

O estímulo do receptor P2X1 pelo ATP está envolvido na mudança do formato 

das plaquetas e ajuda a ampliar as respostas mediadas pelos outros agonistas. A 

ativação dos receptores purinérgicos resulta em uma via de transdução de sinal que 

é importante na regulação da trombose e da hemostasia (KAHNER et al., 2005). Em 

resposta à ligação do ADP ao receptor P2Y12, a subunidade Giα da proteína G, 

através da inibição da PKA, ativa a fosfoproteína vasodilatadora (VASP). Já, a 

subunidade βγ da proteína G estimula a fosfatidil inositol 3 quinase (PI-3K) que 

fosforila e ativa as atividades da Rap1b e Akt. Essas respostas levam à ativação da 

integrina. A ligação do ADP nos receptores P2Y1 gera a ativação da fosfolipase A2 
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(cPLA2) que ativa a geração de tromboxano A2. Tanto a ativação dos receptores 

P2Y1 quanto a ligação do ATP nos receptores P2X (principalmente o P2X1) gera 

mobilização e influxo de Ca2+ e mudança no formato das plaquetas. Além disso, a 

ativação da cinase regulada por sinal extracelular (Erk) pelo ATP também atua na 

ativação do receptor de fibrinogênio e geração de tromboxano A2. Todos esses 

fatores levam à ativação plaquetária e à estabilização de agregados plaquetários já 

existentes.  

A figura 4 mostra o resumo do mecanismo de ativação plaquetária gerado pelo 

ADP e pelo ATP de acordo com o exposto por Kahner et al. (2005) e Moheimani e 

Jackson (2012). 

 
 

Figura 4 - Visão geral e simplificada sobre a sinalização gerada pelo ADP e pelo ATP nas plaquetas.  

FONTE: desenho criado pela autora de acordo com as proposições de Kahner et al. (2005) e 

Moheimani e Jackson (2012). 
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Embora esses sinais bioquímicos sejam precursores da propagação do trombo, 

muitos mecanismos não estão claros (DEAGLIO & ROBSON, 2011). O ADP é 

reconhecido como uma molécula pró-trombótica e a NTPDase1 tem sido identificada 

em micropartículas e tem sido proposta como um possível contribuinte para a 

desagregação plaquetária por hidrolisar o ADP para regular o tamanho do trombo 

(BANZ et al., 2008; DEAGLIO & ROBSON, 2011). Corroborando com a afirmação 

anterior, foi observado que micropartículas de camundongos nocaute para CD39 

induzem uma resposta pró-trombótica e pró-inflamatória em células endoteliais com 

a expressão aumentada de moléculas de adesão celular e liberação de TNF-alfa 

acompanhada de diminuição de mediadores anti-inflamatórios (BANZ et al., 2008).  

Contrariamente à ideia de que baixos níveis da NTPDase1 estão relacionados 

ao aumento da inflamação e de processos trombóticos, em estudo recente, Visovatti 

et al. (2012) observaram níveis elevados de CD39 em micropartículas de pacientes 

com hipertensão pulmonar, doença esta que se caracteriza pela presença de 

resistência vascular, trombose microvascular e inflamação. Os autores concluem 

que mais estudos são necessários para elucidar se a superexpressão da enzima 

está relacionada à patogênese da doença ou a mecanismos de resposta 

compensatória. 

Ainda, em diversos estudos realizados em nosso laboratório foi observado que 

doenças cardíacas com níveis aumentados de agregação plaquetária e presença de 

inflamação parecem estar associadas à maior atividade das NTPDases 

(SCHETINGER et al., 2007). Este fato tem sido atribuído a um possível mecanismo 

compensatório do organismo na tentativa de reduzir as injúrias que podem ser 

desencadeadas pela ativação das plaquetas devido às altas concentrações de ATP 

e ADP (pró-agregantes) (SCHETINGER et al., 2007; BAGATINI et al., 2011). 

Em estudo realizado com pacientes hipertensos observou-se que a atividade 

das ectonucleotidases apresenta-se aumentada provavelmente como uma forma de 

mecanismo compensatório para evitar possíveis complicações advindas da patologia 

(LUNKES et al., 2003). Já, em estudo realizado com ratos submetidos à 

administração de L-NAME para a indução da hipertensão, observou-se diminuição 

na atividade das ectonucleotidases em plaquetas e o aumento da agregação 

plaquetária (FURSTENAU et al., 2008), o que pode representar um risco adicional 

para o desenvolvimento da hipertensão e suas complicações. Também em ratos, foi 
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observado o aumento da atividade e da expressão das ectonucleotidases em rins, 

possivelmente como uma forma compensatória para evitar danos renais maiores 

advindos da patologia (FURSTENAU et al., 2010).  

Além dos seus efeitos na agregação plaquetária, os nucleotídeos são potentes 

mediadores inflamatórios, gerando vias de sinalização purinérgica autócrina e 

parácrina que regulam interações celulares e migração leucocitária (CHEN et al., 

2006). Sob condições homeostáticas, a NTPDase1 é encontrada na maioria dos 

monócitos, neutrófilos e linfócitos B (BONNER et al., 2012). Em linfócitos T e em 

células natural killer, sua expressão é baixa. Em condições de estresse, 

especialmente quando existe uma resposta inflamatória robusta, os linfócitos B 

tornam-se a principal fonte de atividade das ectonucleotidases (BONNER et al., 

2012). 

Considerando que a NTPDase1 modula as concentrações extracelulares de 

purinas mas é encontrada na superfície dos leucócitos, os quais em contrapartida 

migram em resposta a essas concentrações, a NTPDase1 pode ser vista como um 

auto-regulador da concentração de leucócitos na corrente sanguínea. Em trabalho 

desenvolvido por Hyman et al. (2009), foi observado que o influxo de neutrófilos e 

macrófagos para o cérebro foi aumentado na ausência da enzima após a indução de 

acidente vascular cerebral. Eles identificaram um novo mecanismo pelo qual o infuxo 

de leucócitos é auto-regulado pela NTPDase1 (HYMAN et al., 2009). 

Além disso, atualmente muita atenção tem sido direcionada para o papel da 

NTPDase1 em contribuir para propriedades anti-inflamatórias das células T. As 

propriedades imunomodulatórias das células T regulatórias (Treg) tem sido 

atribuídas em parte à expressão da NTPDase1, resultando na degradação do ATP à 

adenosina, a qual estimula os receptores A2a nas células T efetoras ativadas 

culminando em imunossupressão (KANTHI et al., 2014). Além disso, a presença da 

NTPDase1 na superfície celular parece proteger as células T contra a apoptose 

induzida pelo ATP e existe uma correlação positiva entre a atividade das 

ectonucleotidases e a ativação dos linfócitos (DOMBROWSKI et al., 1995; KANTHI 

et al., 2014).  

Além das questões relacionadas ao sistema purinérgico, a inflamação, que 

acompanha a hipertensão, está intimamente ligada a alterações nos níveis 

plasmáticos da molécula acetilcolina (ACh).  Há aproximadamente cem anos atrás, a 
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ACh foi proposta como o agente químico responsável pela transmissão nervosa na 

sinapse, a área de conexão entre um neurônio e sua célula alvo. Desde a 

comprovação de que a ACh exerce um papel fundamental no funcionamento do 

sistema nervoso, a transmissão colinérgica se tornou um dos campos de maior 

importância para a neurociência. (ANGLADE & LARAH-GODINOT, 2010). A 

histoquímica da sinapse colinérgica nasceu em 1949, quando Koelle e Friedenwald 

localizaram a atividade da AChE in situ a partir de uma ACh artificial.  A partir daí, os 

outros componentes do sistema também foram caracterizados (ANGLADE & 

LARAH-GODINOT, 2010). 

Atualmente, sabe-se que o sistema colinérgico é principalmente composto 

pela enzima colina acetiltransferase, a qual, a partir da acetil coenzima A e colina, 

sintetiza a ACh. Uma vez sintetizada, a ACh é direcionada para dentro de vesículas 

sinápticas pelo transportador vesicular de ACh. Quando liberada na fenda sináptica, 

a ACh pode ser hidrolisada pela AChE e/ou agir em duas famílias de receptores 

denominados muscarínicos (acoplados a proteína G) e nicotínicos (dependentes de 

canais iônicos) (DEAN, 2009).  

Diferentes formas da AChE existem em tipos celulares variados (BI et al., 

2014), entretanto, sua expressão é mais pronunciada no cérebro, nas células 

vermelhas e nos leucócitos (DAS, 2007). Existe ainda uma outra colinesterase, 

chamada Butirilcolinesterase (BuChE) (também conhecida como “pseudo 

colinesterase”). Esta é uma colinesterase não específica que hidrolisa outros ésteres 

de colina além da ACh e está principalmente presente no soro, pâncreas e fígado 

(DAS, 2007). Ambas as enzimas possuem diversas funções celulares dependendo 

de sua localização e expressão.  

A ACh é conhecida por possuir ações anti-inflamatórias e suprimir a produção 

de citocinas pro-inflamatórias (DAS, 2007; HARVEY, 2012). As vias de sinalização 

colinérgicas anti-inflamatórias são mediadas principalmente pelos receptores da ACh 

nos tecidos e nos macrófagos. Essas vias levam à diminuição da ativação do NF-KB 

(fator nuclear kappa B), preservação da localização nuclear do grupo caixa 1 de alta 

mobilidade (HMGB1) e diminuição da produção de citocinas pro-inflamatórias (DAS, 

2007). Além disso, a ACh é capaz de inibir a síntese e liberação de TNF-α, aumentar 

a produção de ON e, assim, exercer ações anti-inflamatórias (PAVLOV & TRACEY, 

2006; DAS, 2007). 
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Estudos tem salientado a importância da ACh como um modulador 

inflamatório e a medida das atividades das enzimas AChE e BuChE tem sido 

descritas como marcadores fidedignos de inflamação sistêmica de baixo grau (DAS, 

2007). Das (2007), ao sugerir que as enzimas colinérgicas poderiam ser usadas 

como marcadores inflamatórios, justificou sua proposição afirmando que existem 

muitas evidencias concretas de que em condições de inflamação de baixo grau, as 

atividades da AChE e da BuChE estão elevadas, degradando a ACh, que é uma 

molécula anti-inflamatória. Estas proposições foram confirmadas e reafirmadas em 

estudos recentes desenvolvidos em nosso laboratório. Zanini et al. (2013), ao 

estudar pacientes com câncer de pulmão, verificaram um aumento considerável na 

atividade da AChE em linfócitos, o que correlaciona-se com o estado inflamatório em 

que os pacientes se encontram. Resultados semelhantes foram encontrados por 

Battisti et al. (2009) em linfócitos e sangue total de pacientes com leucemia. Em 

resposta a infecção por parasita e em pacientes diabéticos, foi verificado o aumento 

da atividade de ambas as colinesterases (DE BONA et al., 2011; COSTA et al., 

2012; WOLKMER et al., 2013). Estes estudos, corroborando com a proposta de DAS 

(2007), revelam que quando as atividades das enzimas AChE e BuChE estão 

aumentadas ocorre a diminuição dos níveis da ACh, e, consequentemente a 

redução das ações anti-inflamatórias exercidas por esta molécula. 

Assim, atividades aumentadas das colinesterases medidas em plasma, 

linfócitos e/ou soro indiretamente refletem níveis reduzidos de ACh que, em 

contrapartida, irá aumentar os eventos inflamatórios sistêmicos devido a ausência do 

controle de feedback negativo exercido pela ACh. Até o presente momento, não se 

tem conhecimento se os níveis dessas enzimas estão elevados mesmo quando 

outros marcadores inflamatórios como PCR, IL-6 e TNF-alfa ainda não estão 

elevados, como, por exemplo, na resistência a insulina, hiperlipidemia e hipertensão 

(DAS, 2007).  

Em ampla revisão sobre os receptores muscarínicos, Harvey (2012) evidencia 

a importância da ACh nas funções cardiovasculares. Nas células endoteliais, a ACh, 

agindo através dos receptores M3 e M5, estimula a atividade da fosfolipase C (PLC) 

através da proteína Gq. A subsequente produção de Inositol-1,4,5- trifosfato (IP3) 

age no receptor IP3 (IP3R) no retículo endoplasmático para liberar Ca2+. O aumento 

no cálcio citosólico ativa a eNOS levando a produção de ON, o qual se difunde para 
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as células musculares lisas, onde ele estimula a guanilil ciclase solúvel a produzir 

cGMP. A proteína-cinase G (PKG) ativada pelo cGMP promove o relaxamento. Já, 

nas células lisas musculares vasculares, a ACh, através dos receptores M1 e/ou M3 

estimula a produção de IP3 dependente de PLC e a subsequente liberação de Ca2+ 

do retículo endoplasmático. Isto resulta na ativação da cinase dependente de 

calmodulina e Ca2+ (CAmKII) que ativa a quinase da miosina de cadeia leve (MLCK), 

a qual promove contração (HARVEY, 2012) (Figura 5). Mesmo possuindo respostas 

opostas, a sinalização endotelial e o consequente relaxamento dos vasos 

sanguíneos se sobressai, sendo fundamental para o funcionamento cardiovascular 

(HARVEY, 2012). Além disso, diversos estudos mostram que as respostas 

vasodilatadoras da ACh encontram-se marcadamente reduzidas em indivíduos com 

doenças cardiovasculares (VIRDIS et al., 2010). Na hipertensão, a redução dos 

níveis da ACh configura-se como um fator adicional para o aumento da pressão 

sanguínea (HARVEY, 2012). 

 

 
 

Figura 5 - Vias de sinalização muscarínicas na vasculatura. 

FONTE: Harvey (2012), com adaptações.  	
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Este efeito de relaxamento da vasculatura desencadeado pela ACh é 

claramente observado durante a prática de exercícios físicos. O exercício aumenta a 

atividade colinérgica com o consequente aumentos nos níveis de ACh circulantes 

que induzem relaxamento vascular e maior expressão de eNOS (DAS, 2007). 

O exercício físico aeróbico moderado tem sido reconhecido como um dos 

coadjuvantes no tratamento e na prevenção de doenças cardiovasculares, como a 

hipertensão (HUMPHREY e BARTELS, 2001; PACE, 2001; BRIFFA & BRIFFA, 

2002; WARBURTON et al., 2006; HACKAM et al., 2010). O exercício físico é 

definido como qualquer atividade física praticada de forma sistematizada, que 

mantém ou aumenta a aptidão física em geral, podendo ser usado desde a 

promoção da saúde até a melhora da performance física. A razão da prática de 

exercícios inclui os benefícios tanto na aptidão física relacionada à saúde 

(resistência cardiorespiratória, força/resistência muscular e flexibilidade), quanto na 

aptidão física relacionada à performance (resistência cardiorespiratória, 

força/resistência muscular, flexibilidade, agilidade, potência, velocidade, 

coordenação e equilíbrio) (GUEDES & GUEDES, 2005). 

A intensidade, o volume e a frequência do exercício exercem papel-chave na 

determinação das respostas a um esforço e devem variar de acordo com a 

capacidade do sujeito e com o objetivo deste (GUEDES & GUEDES, 2005; GOMEZ-

CABRERA et al., 2008). Embora haja atualmente um grande incentivo para a prática 

de exercícios físicos, é importante ressaltar que o sedentarismo ainda se configura 

como o FR modificável predisponente para doenças crônicas que possui maior 

prevalência quando comparado aos demais (tabagismo, dieta, etc...) (WARBURTON 

et al., 2006).  

Os indivíduos inativos fisicamente, mesmo que sem presença de patologias, 

estão propensos à maior produção de marcadores inflamatórios como a PCR 

(GLEESON et al., 2011). O sedentarismo leva ao acúmulo de gordura visceral e isto 

é acompanhado da infiltração de células imunes pro-inflamatórias no tecido adiposo 

e aumento da liberação de adipocitocinas e o desenvolvimento de um estado 

inflamatório sistêmico de baixo grau. Este quadro  futuramente pode se configurar 

como um prognóstico para doenças cardiovasculares (PEDERSEN et al., 2006). 

Os efeitos benéficos do exercício físico regular e moderado têm sido descritos 

desde as décadas passadas (GOMEZ-CABRERA et al., 2008). Existem evidências 
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irrefutáveis sobre a efetividade da atividade física regular na prevenção primária e 

secundária de diversas doenças crônicas, como diabetes, câncer, obesidade, 

depressão, osteoporose, doenças cardiovasculares e hipertensão, além de morte 

prematura (WARBURTON et al., 2006; GOMEZ-CABRERA et al., 2008; GLEESON 

et al., 2011). 

Dentro dos mecanismos deste tipo de prevenção/tratamento está relacionada 

a modulação do perfil lipídico, através da diminuição dos níveis de colesterol e LDL e 

aumento nos níveis de HDL, diminuição do percentual de gordura intra-abdominal, 

modulações no estado redox da célula e, de suma importância, o exercício exerce 

papel anti-inflamatório em decorrência às adaptações ao treinamento (GUEDES & 

GUEDES, 2005; WARBURTON et al., 2006; GOMEZ-CABRERA et al., 2008; 

PASCHALIS et al., 2010; GLEESON et al., 2011). 

A modulação do perfil lipídico através do exercício físico se dá através de uma 

maior demanda muscular por lipídeos como fontes energéticas tanto no momento da 

atividade quanto na recuperação para a regeneração das fibras musculares 

(HERZBERG, 2004; PASCHALIS et al., 2010). Durante o exercício físico, há uma 

maior atividade da lipoproteína lípase, o que, em última instância aumenta a 

degradação de triglicérides e a mobilização de ácidos graxos de diversas fontes. 

De acordo com Herzberg (2004), o fato de o exercício aeróbico ser 

relacionado com a redução do risco de doenças cardiovasculares deve-se pelo 

menos parcialmente por mudanças na circulação de lipoproteínas resultantes de 

mudanças adaptativas nas enzimas envolvidas no metabolismo lipídico. 

Acompanhando essa redução na massa gorda (principalmente a visceral), observa-

se a redução na liberação de adipocitocinas, o que configura um dos mecanismos 

anti-inflamatórios relacionados à prática regular de exercícios físicos (GLEESON et 

al., 2011). 

Em recente trabalho de revisão, Gleeson et al. (2011) apontam para outros 

dois mecanismos anti-inflamatórios decorrentes da prática regular de exercício 

físicos, que são: aumento da produção e liberação de citocinas anti-inflamatórias a 

partir das células do músculo esquelético (moléculas denominadas “miocinas”) e 

expressão reduzida de Toll-like receptors (TLRs) em monócitos e macrófagos. Este 

último, configura-se como o fator responsável  pelas respostas sistêmicas 

observadas, como a inibição da produção de citocinas pró-inflamatórias, diminuição 
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dos níveis de PCR e inibição da expressão de MHC e moléculas co-estimulatórias 

(GLEESON et al., 2011). 

Tendo conhecimentos dos benefícios do exercício, é crescente o número de 

indivíduos que procuram esta prática como um meio alternativo para o tratamento de 

doenças crônicas e promoção da saúde. Diversos estudos relatam que o exercício 

aeróbico moderado tem sido eficaz quanto à redução da PA e da FC de repouso e o 

tipo de exercício a ser realizado parece não ter influência quanto a esse resultado 

(BRIFFA & BRIFFA, 2002; FAGARD & CORNELISSEN, 2007, CHRYSANT, 2010).  

Os mecanismos responsáveis pela redução da pressão, em indivíduos 

hipertensos, promovidos pelo exercício moderado aeróbico parecem estar 

relacionados com a redução na resistência vascular periférica, na qual o sistema 

simpático e o sistema renina-angiotensina parecem estar envolvidos (O’SULLIVAN & 

BELL, 2000; FAGARD & CORNELISSEN, 2007). Além disso, foram observados 

como benefícios do exercício moderado a redução na atividade simpática 

cardiovascular (IZDEBSKA et al., 2004), redução no débito cardíaco (KINOSHITA et 

al., 1988; HAGBERG et al., 1989), além do aumento dos níveis de ON, através da 

indução da enzima óxido nítrico sintase (MAEDA et al., 2004).  

Diversos estudos relatam a diminuição da pressão sanguínea em decorrência 

do exercício físico regular tanto em humanos quanto em animais. Com relação aos 

modelos experimentais de hipertensão, o condicionamento físico foi capaz de reduzir 

eficientemente a pressão sanguínea em ratos espontaneamente hipertensos 

(TIPTON et al., 1991; VERAS-SILVA et al., 1997), ratos com hipertensão induzida 

através da dieta rica em sal (NaCl) (SHEPHERD et al., 1982), ratos com hipertensão 

induzida através da administração crônica de acetato de deoxicorticosterona 

(FREGLY, 1984), ratos com hipertensão induzida através da manipulação de 

artérias renais (MARCUS & TIPTON, 1985) e ratos com hipertensão induzida 

através da administração de L-NAME (HUSAIN, 2002; KURU et al., 2002; KURU et 

al., 2009). 

Com relação aos efeitos do exercício sobre a função renal na hipertensão, 

observa-se que ainda não existem dados conclusivos. A maioria dos estudos 

apontam uma correlação positiva entre o nível de condicionamento físico, diminuição 

da pressão sanguínea e baixos níveis séricos de ácido úrico (medida usada tanto 
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como marcador inflamatório quanto de dano renal) (TRAPÉ et al., 2013; NETO et al., 

2013).  

Dentre os numerosos efeitos do exercício, é importante ressaltar que, 

atualmente, os estudos tem direcionado a atenção para os efeitos do treinamento 

físico sobre a função endotelial. Em ampla revisão realizada por Skrypnik et al. 

(2014), observou-se que a atividade física regular reduz em até 70% a inflamação, 

corroborando com o descrito por Gleeson et al. (2011) sobre os efeitos anti-

inflamatórios da prática regular de exercícios. Em importante estudo realizado por 

Ryan et al. (2014) verificou-se uma clara relação entre a redução da pressão 

sanguínea e a redução dos níveis de marcadores inflamatórios como a PCR e outras 

moléculas de adesão celular.  

É importante frisar que os efeitos benéficos advindos dessa prática ocorrem 

não durante uma sessão aguda de exercício, mas sim em decorrência das 

adaptações que ocorrem no organismo cronicamente, ou seja, após diversos 

estímulos agudos (GLEESON et al., 2011; DALY et al., 2014; SKRYPNIK et al., 

2014). No momento do exercício, ocorrem muitas alterações metabólicas, a maioria 

delas decorrentes das contrações musculares e da maior demanda por O2 exigida 

para o suprimento energético correto, ou seja, maior produção de ATP é necessária 

para a atividade ATPásica dos filamentos de actina e miosina que compõem as 

fibras musculares (GUEDES & GUEDES, 2005; GLEESON et al., 2011). 

Dessa forma, os efeitos agudos do exercício podem ser compreendidos como 

deletérios ao organismo, pois envolvem dano tecidual, liberação de citocinas pró-

inflamatórias e aumentos nos marcadores inflamatórios clássicos. Esses fatores 

estão relacionados a maior produção de EROs (JACKSON, 2000). Essa produção 

de EROs e o consequente dano tecidual resultantes do exercício agudo ocorrem 

principalmente devido  ao fluxo maior de oxigênio intracelular que causa o  aumento 

da atividade da cadeia de transporte de elétrons na mitocôndria (JACKSON, 2000).  

Estes eventos pró-oxidantes estão ligados às alterações pró-inflamatórias 

decorrentes do exercício. Mais especificamente, estudos recentes apontam para o 

fato de que durante uma sessão de exercícios, ocorre o aumento dos níveis 

circulantes de IL-6 proveniente das células do músculo esquelético (GLEESON et 

al., 2011; SLATTERY et al., 2014) . Com o exercício prolongado, estes níveis podem 

aumentar mais de 100 vezes, mas aumentos mais modestos já são observados em 
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exercícios de curta duração (GLEESON et al., 2011). Entretanto, com o exercício 

crônico, observa-se o aumento dos níveis circulantes de IL-10 e do antagonista dos 

receptores de IL-1, citocinas anti-inflamatórias. Segundo Steensberg et al. (2003), 

este aumento de citocinas anti-inflamatórias é proveniente do aumento agudo da IL-

6. 

De acordo com o exposto acima, compreende-se que as alterações pró-

inflamatórias que ocorrem através de estímulos agudos são responsáveis pelo 

fortalecimento na capacidade anti-inflamatória do organismo a longo prazo. Isto 

porque os estímulos gerados durante o exercício atuam como sinais para o aumento 

na concentração de moléculas anti-inflamatórias (GLEESON et al., 2011). Sendo 

assim, é possível afirmar que o exercício aeróbico moderado, quando realizado por 

um longo prazo, tem a capacidade de atuar como um evento anti-inflamatório. 

Entretanto, é importante notar que os mecanismos moleculares diretos e 

indiretos pelos quais o exercício influencia a função imune ainda precisam ser 

melhor esclarecidos. Neste sentido, considera-se imprescindível a investigação de  

sistemas adjacentes relacionados à inflamação, como é o caso dos sistemas 

purinérgico e colinérgico. 

A relação entre a prática de exercícios e o sistema purinérgico configura-se 

como um campo de pesquisa novo e que necessita ser melhor compreendido. Até o 

momento, existem muitas informações existentes sobre o papel do ATP e da 

adenosina na regulação do fluxo sanguíneo em resposta ao exercício (GORMAN & 

FEIGL, 2012), mas pouco se sabe a respeito do papel das ectonucleotidases neste 

processo, e há uma grande lacuna na literatura com relação às adaptações crônicas 

advindas da prática regular de atividades físicas no sistema purinérgico. 

Com relação ao exercício agudo, artigos recentes salientam o papel do ATP 

liberado pelas células vermelhas como sendo fundamental na vasodilatação 

(GORMAN & FEIGL, 2012).  O fluxo sanguíneo, quando o músculo esquelético está 

se contraindo, é regulado principalmente para suprir os tecidos com oxigênio de 

acordo com sua utilização, ou o mais próximo disso que for possível para o 

organismo. As células vermelhas, principais carreadoras de O2 no sangue, 

contribuem para a regulação dos processos locais de suprimento e demanda por O2. 

Isto é realizado possivelmente pela habilidade das células vermelhas em liberar 

ATP, que, ligando-se aos receptores P2 nas células endoteliais funciona como uma 
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substância vasoativa em resposta à redução do O2 no plasma e nos eritrócitos 

(ALONSO, 2012). Além da baixa concentração de O2, as células vermelhas liberam 

ATP quando expostas a outros estímulos como o “shear stress” (que significa o 

estresse mecânico/de cisalhamento gerado pelo aumento do fluxo sanguíneo) 

aumentado e deformações mecânicas, condições que também ocorrem na 

microcirculação do músculo esquelético ativo (ALONSO, 2012). 

Após a ligação do ATP aos receptores purinérgicos expressos no endotélio 

das microveias e nas células musculares lisas, ele estimula a síntese de ON, 

prostaglandinas e do fator hiperpolarizador derivado do endotélio (EDHF) e 

possivelmente outros sinais vasoativos. A ativação da eNOS e da via do ácido 

araquidônico [que leva a formação das prostaglandinas e prostaciclinas (PGI2) e 

ácidos eicosatrienóicos (Ác E)] se deve principalmente ao aumento da concentração 

de cálcio intracelular. Nas células musculares lisas, essas moléculas são 

responsáveis por ativar o monofosfato de guanosina-3’,5’-cíclico (cGMP), o qual 

pode promover o aumento dos níveis de monofosfato de adenosina-3’,5’-cíclic 

(AMPc) através da inibição da fosfodiesterase III (a qual degrada o AMPc), gerando 

o relaxamento vascular (Figura 6) (ALONSO, 2012; HELLSTEN et al., 2012).  
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Figura 6 - Digrama esquemático ilustrando como o ATP derivado dos eritrócitos contribui para o 

suprimento de O2 às células musculares ativas. 

 FONTE: Alonso (2012), com adaptações. 

 

Esse ATP liberado também pode ser degradado pelas ectonucleotidases 

endoteliais (especialmente a NTPDase1 e a ecto-5’-nucleotidase) para formar a 

adenosina. Esta, por sua vez, tem a habilidade de se ligar aos receptores P1 e 

exercer os mesmos efeitos do ATP, induzindo a vasodilatação (HELLSTEN et al., 

2012).  

Durante a ativação muscular, observa-se ainda, que a ACh também funciona 

como vasodilatador e, através da ativação dos receptores M3 e M5 nas células 

endoteliais, desencadeia as mesmas respostas observadas com relação ao ATP e à 

adenosina (HELLSTEN et al., 2012). A sinalização pelos receptores purinérgicos P2 

e P1 e pelos receptores colinérgicos M3 e M5 nas células endoteliais ativa o influxo 

de cálcio e liberação do mesmo de vesículas citoplasmáticas. A partir daí, diversas 

vias de sinalização são ativadas e ocorre o aumento de substâncias vasoativas 

como ÁcE, EDHF, ON e PGI2. Principalmente PG12 e ON são responsáveis pela 

ativação de AMPc e cGMP, respectivamente. Essas moléculas geram o efeito de 

vasodilatação nas células musculares lisas vasculares  (FIGURA 7). 
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Figura 7 - Desenho esquemático da ação do ATP, da adenosina e da ACh sobre seus respectivos 

receptores nas células endoteliais.  

FONTE: Hellsten et al. (2012), com adaptações.  

 

O ATP e a adenosina são mediadores de sinal interessantes para a regulação 

do fluxo sanguíneo do músculo esquelético não apenas porque ele age como um 

potente vasodilatador, mas também em função de suas propriedades simpáticas 

(ALONSO, 2012; HELLSTEN et al., 2012). Estas propriedades são essenciais para 

conter os efeitos vasoconstritores concorrentes, provenientes do aumento da 

atividade nervosa simpática no músculo e de outras substâncias vasoconstritoras 

que circulam durante o exercício.  

A comparação das propriedades vasoativas  relativas do ATP sugere que o 

ATP intravascular exerce seus efeitos vasodilatadores e simpáticos diretamente e 

não através de seus produtos (ROSENMEIER et al., 2008).  Entretanto, a maioria 

dos estudos continua pontuando a adenosina como um dos principais responsáveis 

pela indução da vasodilatação (HELLSTEN et al., 2012). 

Alterações nas funções plaquetárias e aumento nas concentrações de ADP 

também foram encontrados em resposta ao exercício agudo (YEGUTKIN et al., 
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2007). Singh et al. (2006) analisaram a reatividade das plaquetas em resposta a 

uma sessão de exercício agudo moderado em sujeitos treinados e sedentários. Os 

autores observaram que ambos os grupos tiveram um aumento na agregação 

plaquetária, mas esta foi mais pronunciada em indivíduos sedentários, o que aponta 

para risco de evento cardiovascular em resposta a sessão aguda de exercício em 

indivíduos sedentários que já tenham alguma pré-disposição às DCV.  

De maior relevância, o estudo acima referido reforça o fato de que, 

cronicamente, o exercício físico é capaz de produzir adaptações plaquetárias que 

geram a redução de sua ativação, sendo, dessa forma, cardioprotetor (SINGH et al., 

2006). Entretanto, até o presente momento, não há relatos na literatura sobre 

possíveis efeitos do exercício físico aeróbico moderado sobre as funções 

plaquetárias e a atividade das ectonucleotidases na hipertensão.  

Levando-se em conta que durante o exercício, existe uma grande liberação 

de ATP por parte das células vermelhas e o ATP funciona como um sinal de dano 

(causando ativação de linfócitos), isto pode favorecer o desencadeamento das 

respostas pró-inflamatórias verificadas durante uma sessão de exercício (produção 

de IL-6, por exemplo). 

Por outro lado, tendo em vista que o exercício gera um aumento da atividade 

colinérgica e maior liberação da ACh, e esta molécula é conhecida por ter ações 

anti-inflamatórias e suprimir a produção de citocinas pro-inflamatórias (DAS, 2007), 

este efeito agudo do exercício em aumentar a produção de moléculas pró-

inflamatórias não seria esperado. Entretanto, está claro na literatura que o exercício 

agudo, em intensidade moderada e/ou intensa, produz efeitos pró-inflamatórios 

(GLEESON et al., 2011). Dessa forma, especula-se que mesmo que a ACh esteja 

sendo liberada em maior quantidade, no momento do exercício ela pode estar 

agindo apenas nas células endoteliais para induzir o relaxamento vascular e não 

está exercendo suas ações nos linfócitos. 

O que fica claro a partir das proposições já descritas é que muitos 

mecanismos estão implicados nos efeitos do exercício físico sobre o organismo. 

Existe uma diferença entre as respostas agudas e crônicas que são, em sua maioria, 

opostas. Observa-se, claramente, que o envolvimento dos sistemas purinérgico e 

colinérgico são imprescindíveis para estas respostas e que as adaptações benéficas 

relativas à prática regular de exercício físicos moderados é dependente do 
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envolvimento desses sistemas. O mesmo pode se concluir com relação aos 

nucleotídeos de adenina, a adenosina e a acetilcolina na hipertensão. Estas 

moléculas possuem papéis fundamentais nas respostas geradas pela patologia e 

seus desequilíbrios podem contribuir para as complicações advindas da mesma, 

embora isto ainda não esteja claro na literatura. 

Desta forma, observa-se que as enzimas responsáveis pela hidrólise dessas 

moléculas e que, consequentemente regulam os níveis destas, possuem papel 

chave na manutenção e regulação das respostas por elas produzidas, sendo 

fundamentais quando se analisa as condições fisiológicas e patofisiológicas relativas 

à esses sistemas. 

Tendo em vista que a hipertensão é acompanhada de alterações em 

marcadores inflamatórios sistêmicos, e, dessa forma, pode estar relacionada à 

mudanças nas atividades das ectonucleotidases e colinesterases em componentes 

sanguíneos, e que o exercício físico pode ter um papel modulador sobre estas 

variáveis, torna-se importante o estudo dos mecanismos patofisiológicos desta 

doença e a possível contribuição do exercício físico no controle da mesma, como 

uma forma de tratamento não-medicamentoso.	
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2. OBJETIVOS 
 

 

2.1 Objetivo geral 
 
Verificar o efeito do exercício físico sobre a atividade de enzimas dos 

sistemas purinérgico e colinérgico em sangue, bem como sobre a agregação 

plaquetária, em ratos com hipertensão induzida através de administração de L-

NAME.  

 

 

2.2 Objetivos específicos 
 

! Analisar, em ratos com hipertensão induzida através da administração de L-

NAME, o efeito de seis semanas de natação sobre: 
 

•  Os parâmetros hemodinâmicos (pressão arterial sistólica e frequência 

cardíaca). 
 

• A atividade das enzimas NTPDase, E-NPP, ecto-5’-nucleotidase e ADA em 

plaquetas, bem como sobre a agregação plaquetária. 
 

• A atividade das enzimas NTPDase e ADA e a expressão da enzima NTPDase1 

em linfócitos.  
 

• A atividade das enzimas AChE em linfócitos e sangue total e BuChE em soro.  
 

• O perfil lipídico (colesterol total e triglicerídeos) e os níveis de marcadores 

inflamatórios em soro (PCR, MPO e ácido úrico).  
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! Analisar o efeito agudo de uma sessão de natação sobre a atividade das 

enzimas NTPDase e ADA em plaquetas e linfócitos, E- NPP e ecto-5’-

nucleotidase em plaquetas, AChE em linfócitos e sangue total e BuChE em 

soro de ratos saudáveis.   
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APRESENTAÇÃO 
 
 

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

publicados e um manuscrito, os quais encontram-se no item “ARTIGOS E 
MANUSCRITO”. As seções Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e 

Referências encontram-se nos próprios artigos e no manuscrito 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 

apresentados nos artigos e no manuscrito contidos neste trabalho.  As 

REFERÊNCIAS referem-se somente às citações que aparecem nos itens 

INTRODUÇÃO e DISCUSSÃO desta tese. 
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3. ARTIGOS E MANUSCRITO 
 
 
3.1 Artigo 1 
 
 

O exercício regular previne alterações nas ecto-nucleotidases em  
plaquetas de ratos hipertensos 

 
 
 
 
 

Exercise training prevents ecto-nucleotidases alterations in 
platelets of hypertensive rats 

 

 
 
 
 

Andréia Machado Cardoso,  Margarete Dulce Bagatini,  Caroline Curry Martins, Fátima Hussein 
Abdalla, Daniela Zanini, Roberta Schmatz,  Jessié Gutierres, Victor Camera Pimentel, Gustavo 
Thomé, Claudio Alberto Martins Leal, Juliano Marchi Vieira, Naiara Stefanello, Fernando da 
Silva Fiorin, Jucimara Baldissareli, Luiz Fernando Freire Royes, Adriane Bello Klein, Vera Maria 
Morsch, Maria Rosa Chitolina Schetinger 
 
 
 
 
 

Publicado na revista “Molecular and Cellular Biochemistry  
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3.2 Manuscrito  
 
 
 
A natação previne alterações na atividade das ecto-NTPDases e da adenosina 

desaminase em linfócitos de ratos com hipertensão induzida através da 
administração de L-NAME 

 
 
 
 
 

Swimming training prevents alterations in ecto-NTPDase and 
adenosine deaminase activities in lymphocytes from L-NAME-

induced hypertension rats 
 
 
 
 

Andréia Machado Cardoso, Fátima Hussein Abdalla, Margarete Dulce Bagatini,  Caroline Curry 
Martins, Daniela Zanini, Roberta Schmatz,  Jeandre Augusto Jaques, Daniela Bitencourt Leal, 
Vera Maria Morsch, Maria Rosa Chitolina Schetinger 
 
 
 
 
 
 
 
 
Este manuscrito foi submetido para a revista “Journal of Hypertension” e 
encontra-se em revisão.  
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CONDENSED ABSTRACT 

Six weeks of swimming training were able to prevent alteration in lymphocytic 

purinergic system enzymes in hypertensive rats (P< 0.05) and keep the blood pressure in the 

same level of normotensive group. Exercise per se was associated with a decrease in the 

expression of ecto-NTPDase1 in lymphocytes (-23.4%, P< 0.05). Exercise was also efficient 

in preventing the rise in classic inflammatory markers observed in hypertensive group (P< 

0.05). This work highlighted the link between purinergic signaling and inflammatory process 

and suggests a novel mechanism in which moderate aerobic exercise possesses the potential 

to attenuate inflammation caused by hypertension.  

  



	
  
	
  

	
  
	
  

71	
  

INTRODUCTION 

Essential hypertension is an important public health challenge because of its high 

prevalence, which is estimated to increase to 29% by the year 2025 [1]. This disease 

represents a major risk factor for stroke, myocardial infarction, heart failure, aneurysm of the 

arteries and chronic kidney disease, being associated with a shortened life expectancy [1].  

Is well established that a chronic low-grade inflammation accompanies hypertension 

[2] and subsets of lymphocytes have been implicated in the pathogenesis of this disease and 

vascular remodeling [2]. The activation of lymphocytes and other immune cells can be 

regulated by purinergic signaling [3]. Nucleotides such as ATP, ADP and AMP, adenosine, 

the enzymes that degrade these nucleotides as well as its receptors are the main components 

of purinergic system [3, 4, 5].   The ATP that is released from damaged tissues and dying 

cells is recognized by the specifics purinergic receptors as a danger signal that elicits a variety 

of inflammatory responses [4, 5]  

Following its release into the extracellular space, ATP can be rapidly hydrolysed in a 

stepwise manner to ADP and AMP by ecto-NTPDases (ectonucleoside triphosphate 

diphosphohydrolase) family. After, AMP produced can be converted into adenosine by the 

action of adenosine deaminase (ADA) [6]. These enzymes are expressed on immune cells 

cellular membrane [3]. 

ATP has a major role in elicit immune responses while adenosine has a major role in 

suppressing it [3]. T cells express many members of the P2X, P2Y and P1 receptor families, 

and ecto-NTPDase1 is the most expressed ectonucleotidase [3]. Thus, the complex network of 

enzymes that regulates the ligand availability for P1 and P2 receptors has a central role in 

defining the immune responses in different tissues [7,8] and the activity of ecto-NTPDases 

and ADA are particularly important for the balance between the pro and anti-inflammatory 

effects of released cellular ATP [3]. 

Moreover, is well known that hypertension development can comes accompanied by 

changes in lipid profile [7, 8]  and classic inflammatory markers, such as myeloperoxidase 

enzyme (MPO) [9], C-reactive protein (CRP) [8] and uric acid [10]. The augment in MPO 

activity has been considered one of the most important markers of inflammation in several 

pathologies [9].    

Physical training has been highlighted as the major lifestyle change responsible to 

cardiovascular health improvement. One of the mainly effects as a coadjuvant in the 

hypertension treatment is related to its anti-inflammatory properties [11, 12]. The reduction in 
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visceral fat mass, increased production and release of anti-inflammatory cytokines and 

reduced expression of Toll-like receptors (TLRs) on monocytes and macrophages have been 

described as the possible mechanisms responsible for the anti-inflammatory effects of 

exercise [12].  

We have recently evidenced that there is a modulation in ectonucleotidase activities in 

platelets in response to chronic and acute exercise [13]. Furthermore, in a low oxygen tension 

environment, as in an exercise session, red cells release ATP and its metabolites, and there is 

the involvement of nucleotidases in this process as a way to control blood flow [14]. Indeed, 

the effects of physical training on ectonucleotidase activities and expression in lymphocytes 

are still unknown, highlighting the importance of this study. 

Studies have reported the relation between hypertension and alterations in platelets 

ectonucleotidases and adenosine deaminase activities [15, 16, 17] and in kidney 

ectonucleotidases activities [18]; and we have recently shown the great potential of exercise 

in preventing alterations in platelets ectonucleotidases in hypertensive rats [13]. However, the 

relationship between hypertension and purinergic system in lymphocytes as well as the 

possible contribution of physical training in this context remains unknown.  

Considering the importance of purinergic system in modulating immune functions and 

that exercise is being considered one of the major lifestyle changes that contributes to the 

cardiovascular health, in this study we investigated the effect of chronic swimming training 

on purinergic system enzymes activities related to inflammatory process, as well as in lipid 

profile and classic inflammatory markers. The study was conducted with rats that developed 

hypertension in response to the oral administration of Nω-Nitro-L-arginine methyl ester 

hydrochloride (L-NAME). Moreover, in order to explain and clarify exercise chronic 

alterations, we investigated acute changes in purinergic enzymes activities after a single bout 

of swimming  
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MATERIALS AND METHODS 

Chemicals 

The Nω-Nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME), Coomassie Brilliant 

Blue G, nucleotides and Trizma base were obtained from Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, 

USA). Ficoll-Histopaque (Lymphoprep™) was purchased from Nycomed Pharma (Oslo, 

Norway).  Ecto-NTPDase1 mouse monoclonal antibody was obtained from eBioscience 

(Anti-rat Ecto-NTPDase1 polyclonal antibody). Laemmli sample buffer and polyvinylidine 

difluoride (PVDF) membrane were obtained from Bio-Rad Laboratories. The bovine serum 

albumin was obtained from Reagen (Colombo, PR, Brazil). All other reagents used in the 

experiments were of analytical grade and the highest purity. 

 

Animals 

Adult male Wistar rats (70–90 days; 220–300 g) from the Central Animal House of 

the Federal University of Santa Maria were used in this experiment. The animals were 

maintained at a constant temperature (23±1 °C) on a 12 h light/dark cycle with free access to 

food and water. All animal procedures were approved by the Animal Ethics Committee from 

the Federal University of Santa Maria (protocol under number: 029/2011). All protocols are in 

accordance with the guidelines of the Conselho Nacional de Controle de Experimentação 

Animal (CONCEA) and all efforts were made to minimize the number of animals used in this 

study and their suffering. 

 

Experimental protocol 

Rats were randomly divided into four groups: normotensive (Control), normotensive 

plus exercise (Exercise), hypertensive (L-NAME) and hypertensive plus exercise (Exercise L-

NAME).  In the hypertensive groups, hypertension was induced by the oral administration of 

the nitric oxide synthase (NOS) inhibitor (L-NAME).  L-NAME administration via includes 

drinking water, gavage and subcutaneous via. Although most of the works induce 

hypertension through drinking water, Ribeiro et al. [19] observed that average dairy water 

intake per box was 26% lower in L-NAME-treated rats than in controls. This way, we chose 

gavage administration to be sure on the dose ingested by rats and to be sure all rats were 
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receiving the same dose. In addition, despite of hypertension induction, high doses [19, 20] or 

long term administration [21] of L-NAME may induce severe proteinuria and renal injury. 

This way, we decided to use a medium dose as used by Furstenau et al. (30 mg/kg/day) [15] 

and at relative medium time [13, 22], understanding that our rats would become hypertensive 

but the renal injury would happens and not be too deleterious. L-NAME administration 

started one week before the exercise protocol and lasted throughout the experiment [13]. In 

the normotensive groups, the animals received water by gavage throughout the entire 

experiment to be submitted to the same stress (control groups). These rats were euthanized 24 

h after the last exercise session [13, 22]. Blood was collected by cardiac puncture (further 

described). 

 

 

Exercise Protocol  

Swimming was the exercise chosen for this study. The use of swimming rats as a 

model of exercise presents advantages over treadmill running, since swimming is a natural 

ability of the rats and it avoids the selection of animals, which is necessary in experimental 

protocols using treadmill running. Furthermore, the animals are not likely to suffer from foot 

injuries and physical trauma. An additional advantage is that swimming provides a uniform 

type of physical activity with the use of ankle and flexor muscles [23]. The protocol is 

described bellow, according to our previous works [13,22].  

 

 Swimming Protocol  

All rats were adapted to water before training beginning. The adaptation was to keep 

the animals in shallow water at 31 ± 1°C [13] for 5 days, with duration of 1h. This procedure 

was performed always at the same time, between 10:00 and 12:00 a.m. The adjustment 

reduces stress, without, however, promoting adaptations to the training. 

Animals were trained 5 times per week in an adapted swimming system with water 

heated to 31 ± 1ºC for 6 weeks with duration of 60 min, performed always between 10:00 and 

12:00 am. The training tank used for this study was 80 cm in length, 50 cm in width and 90 

cm in depth [13]. The workload (weight on the back) was gradually increased up to 5% of the 

animal's body weight (Table 1). 
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Sedentary animals were placed in shallow water (5 cm in depth), heated to 31±1ºC, for 

60 min, 5 days a week without the work load (5% of body weight) to be subjected to the same 

stress, however, without being submitted to the effects of physical training. 

 

Acute Exercise Protocol 

With the purpose to complement the work and explain chronic changes in 

ectonucleotidase activities, it was aimed to verify changes in these enzymes due to an acute 

bout of exercise. A number of 10 healthy normotensive rats were randomly divided into 2 

groups: a group which should remain at rest (n=5) and a group which was submitted to an 

adaptation training week before the swimming test. In the swimming session test rats 

performed 60 min of swimming with 5% animal’s body weight workload (weight on the 

back). Rats were killed immediately after the acute swimming test, blood was collected, and 

lymphocytes were separated to further analysis. 

  

Hemodynamic parameter determination   

In all rats, systolic blood pressure (SBP) was measured in awake animals, by tail-cuff 

plethysmography (Kent Scientific; RTBP1001 Rat Tail Blood Pressure System for rats and 

mice, Litchfield, USA). Rats were conditioned with the apparatus before measurements were 

taken. SBP was recorded at the end of experiment (last treatment week).  

 

Blood Collection 

Twenty-four hours after the last swimming session, the animals were previously 

anesthetized with halothane and submitted to euthanasia. Halothane was administered by 

inhalation, by the closed technique, in a dose of 0.5%, according to Halothane bull (Tanohalo 

1:1mL; CRISTÁLIA Produtos Químicos Farmacêuticos LTDA) adapted to rats. The animals 

were kept in a closed chamber, becoming an environment saturated with anesthetic, for 

approximately 2 minutes [22]. The exact time spent in the chamber depended on the clinical 

signs of each animal. Blood was collected by cardiac puncture in tubes with EDTA as 

anticoagulant, for lymphocytes and plasma separation. Tubes without anticoagulant were used 

to obtain serum. Immediately after, the rats were killed by decapitation. 
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Isolation of mononuclear cells  

Mononuclear leukocytes were isolated from blood collected with EDTA and separated 

on Ficoll-Histopaque density gradients as described by Böyum [24].  

 

Ecto-NTPDase activity determination  

After lymphocyte isolation, ecto-NTPDase activity was determined as described by 

Leal et al. [25] where the reaction medium contained 0.5 mmol/L CaCl2, 120 mmol/L NaCl, 5 

mmol/L KCl, 6 mmol/L glucose and 50mmol/L Tris–HCl buffer at pH 8.0, with a final 

volume of 200 µL. Twenty microliters of the intact mononuclear cells suspended in saline 

solution were added to the reaction medium (2-4 µg of protein) and pre-incubated for 10 min 

at 37 °C and incubation proceeded for 70 min. The reaction was initiated by the addition of 

substrate (ATP or ADP) at a final concentration of 2.0 mmol/L and stopped with 200 µL of 

10% trichloracetic acid (TCA). The released inorganic phosphate (Pi) was assayed by the 

method of Chan et al. [26] using malachite green as colorimetric reagent and KH2PO4 as 

standard. Controls were carried out by adding the enzyme preparation after TCA addition to 

correct for non-enzymatic nucleotide hydrolysis. All samples were run in triplicate and the 

specific activity is reported as nmol Pi released/min/mg of protein. 

 

Western blot of protein ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase1 (ecto-

NTPDase1) 

 Electrophoresis was performed using 12% polyacrylamide in a Bio-Rad Mini-Protean 

III apparatus. For Western blotting assays, peripheral blood lymphocytes were lysated inside 

microtubes containing an extraction buffer (50 mM Tris HCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF, pH 

7,5), glass pearls and vortexed for a minute, twice, on ice. Samples were centrifuged at 10,000 

g for 20 min at 4oC. The protein present in the supernatant, determined by colorimetric assay 

(Bradford, 1976), was diluted (1:1, v:v) in the Bio-Rad Laemmli sample buffer (62.5 mM Tris 

HCl, pH 6,8; 25% glycerol, 2% SDS, 0,01% Bromophenol Blue) and then loaded (10 ug) and 

size-separated in 15% sodium dodecylsulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE, 100V). The running buffer used contained 25 mM Tris, 192 mM glycine, and 0,5% 

SDS. The proteins were blotted onto a polyvinylidine difluoride (PVDF) membrane for 1h 
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(Bio-Rad) in blotting buffer containing 25 mM Tris, 192 mM glycine, and 20% methanol. 

Subsequently, the membrane was incubated with anti-rat ecto-NTPDase1 polyclonal antibody 

(primary antibody used at a dilution of 1:400; eBiosciences) at room temperature overnight. 

The sensitivity and specificity of this antibody for rat antigen has been previously validated. 

The amount of protein was corrected in order to load a fixed concentration of protein (1 ug) in 

12% SDS-PAGE, and it was determined based on preliminary experiments by using different 

concentrations of proteins. Membranes were developed using the substrate of alkaline 

phosphatase, nitro blue tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate [27]. 

 

Adenosine Deaminase (ADA) activity determination 

ADA activity from lymphocytes was determined according to Guisti [28] based on the 

Bertholet reaction, that is, the formation of a colored indophenol complex from ammonia 

released from adenosine and quantified spectrophotometrically. Briefly, 25 µL of 

lymphocytes reacted with 21 mmol/L of adenosine pH 6.5 and was incubated at 37 °C for 60 

min. This method is based on the direct production of ammonia when ADA acts in excess of 

adenosine. The protein content for lymphocytes experiment was adjusted between 0.1- 0.2 

mg/mL. Results were expressed in U/L. One unit (1 U) of ADA is defined as the amount of 

enzyme required to release 1 mmol of ammonia per minute from adenosine at standard assay 

conditions. 

 

Mieloperoxidase (MPO) activity determination 

MPO activity was measured in plasma from blood collected with EDTA and followed 

by centrifugation at 1800 x g for 10 min.  The MPO activity was analyzed 

spectrophotometrically by a modified peroxidase-coupled assay system involving phenol, 4-

aminoantipyrine (AAP) and H2O2 [29]. Briefly, 390 µL of 2.5 mM AAP and 20 mM phenol 

were placed in each tube, followed by 450 µL of 1.7 mM H2O2. In the presence of H2O2 as 

oxidizing agent, MPO catalyzed the oxidative coupling of phenol and AAP yielding a colored 

product, quinoneimine, with a maximum absorbance at 500 nM. The millimolar absorbance 

coefficient for the quinoneimine was determined to be ∑ = 14 ± 0.1/mM-1 cm-1, close to the 

previously reported values [30]. The results were expressed in micromolar of quinoneimine 

produced at 30 min. 
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Lipid Profile and Inflammatory Markers   

 

Serum total cholesterol and triglyceride concentrations were measured using standard 

enzymatic methods using Ortho-Clinical Diagnostics® reagents on the fully automated 

analyzer (Vitros 950® dry chemistry system; Johnson & Johnson, Rochester, NY, USA). The 

levels of C-Reactive protein (CRP) was determined in serum by nephelometry (Dade Behring, 

Newark, DE, USA), and uric acid was determined by dry chemistry method standardized by 

the Cobas MIRA ®. 

 

Protein determination 

Protein was measured by the Coomassie blue method according to Bradford [31] using 

serum albumin as standard. 

 

Statistical analysis 

Data were analyzed statistically using two-way analysis of variance (ANOVA) using 

SSPS 18.0 for Windows (SPSS, Chicago, IL, USA), followed by Tukey’s multiple range 

tests. Some data were analyzed using Student t test and others by Pearson’s correlation. 

Differences were considered significant when P<0.05. Variables are presented as mean ± 

standard deviation. 
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RESULTS 

In the present study, the oral administration of L-NAME by gavage was associated 

with a significant rise in systolic blood pressure (SBP) when compared with the other groups, 

revalidating the hypertensive model (31.3% higher than control group, P< 0.05). On the other 

hand, we can observe that exercise clearly possesses hypotensive effect, reducing 

significantly SBP in the exercise L-NAME group (interaction between factors F=(3,28) = 

7.63, P< 0.05, 13.9% of diminution when compared to L-NAME group) (Figure 1). No 

difference was observed in the body weight and food and water consumption after the 

administration of L-NAME among the experimental groups (data not shown).  

Results obtained for ecto-NTPDase (hydrolyzing ATP and ADP) activity and 

expression in lymphocytes are shown in Figure 2. As can be observed, ATP and ADP 

hydrolysis was significantly increased in the L-NAME-treated group when compared with the 

control groups (71.7% for ATP and 90.1% for ADP, P< 0.05) and exercised L-NAME group 

(F(3,36) = 5.09, p<0.05) (Figure 2A and 2B). However, it is interesting to note that exercise 

per se had the ability to diminish ecto-NTPDase (hydrolyzing ATP) activity in the exercise 

group (diminution of 40% when compared to control group, P< 0.05) (Figure 2A). 

Corroborating with this result, the expression of ecto-NTPDase1 was significant decreased in 

Exercise group (23.4% less expression when compared to control group, P< 0.05) (Figure 

2C). In figure 2C, we can also observed that, although not reach statistical significance, the 

expression of ecto-NTPDase1 is higher in L-NAME group when compared to others (17.02% 

higher than control group). 

Regarding to acute effect of a single bout exercise (Figure 2D), we observed a 

significant decrease in ecto-NTPDase (ATP and ADP) activity immediately after exercise 

(61.8% less for ATP hydrolysis and 36.7% less for ADP hydrolysis, P<0.05). Figure 2 (E and 

F) shows a positive Pearson’s correlation between ecto-NTPDase (ATP and ADP) activity 

and Systolic Blood Pressure (r=0.7923 and r=0.7884, respectively, P< 0.05), indicating that 

the ecto-NTPDase activity rises as the augment of blood pressure.  

 ADA activity results in lymphocytes are shown in Figure 3. Statistical analysis 

showed a significant hypertension vs. exercise interaction (F (3,36) = 6.80; P< 0.05). Post hoc 

comparison revealed that the hypertension development was associated with a significant rise 

in ADA activity in the L-NAME group when compared with the other groups  (Figure 3A) 

(105.5% higher than control group, P< 0.05). Regarding to acute effect of a single bout 

exercise (Figure 3B), we observed a significant decrease in ADA activity (-55.8%, p<0.05). 
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Figure 3 (C) shows a positive Pearson’s correlation between ADA activity and Systolic Blood 

Pressure (r=0.5555, P< 0.05), indicating that the ADA activity rises as the augment of blood 

pressure. 

Table 2 shows lipid profile and inflammatory markers of Control, Exercise, L-NAME 

and Exercise L-NAME groups. As can be observed, all variables tested, including cholesterol, 

triglycerides, CRP, uric acid and MPO activity had a significant increase in L-NAME-treated 

group when compared with other groups (P<0.05), strongly indicating the presence of 

inflammatory process in hypertensive rats. Swimming training was able to prevent almost all 

of these alterations in exercise L-NAME group (P<0.05), except for uric acid, showing a 

protector effect against hypertension-induced inflammation. 
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DISCUSSION 

Hypertension is accompanied by vascular inflammation that is characterized by 

infiltration of immune cells [8]. In addition to vascular growth and proliferation of vascular 

smooth muscle cells, inflammation plays a key role in the vascular remodeling that 

participates in the mechanisms leading to blood pressure (BP) elevation [2, 8, 32]. On the 

other hand, regular physical activity has been shown as having a central role in hypertension 

prevention or treatment and one of the main mechanisms are its anti-inflammatory effects [11, 

12, 14]. 

Several studies [13, 14, 22] have shown the beneficial effects of regular physical 

activity in reducing the elevated blood pressure and regular physical exercises have been 

recommended by health professionals to maintain good cardiovascular fitness and prevent or 

treat hypertension. It has become evident that regularly performed aerobic exercise 

significantly reduces the high blood pressure in rats with spontaneous hypertension [33] and 

in rats with hypertension induced by L-NAME administration [34, 35, 36]. Similar responses 

were found in recently published works developed by our group using the same experimental 

design [13, 22, 37] and in the present study, where rats performed six weeks of swimming 

protocol, corresponding to moderate aerobic exercise.  

The role of purinergic signaling as a mechanism of intercellular communication 

among immune cells has been widely recognized [3, 38]. The enzymes ecto-NTPDase and 

ADA have a central role in modulating immune responses, since extracellular ATP exhibits 

pro-inflammatory properties and adenosine acts inhibiting immune responses [3]. Evaluating 

the relevance of purinergic system and hypertension-induced inflammation, it has to be 

pointed out the applicability of this study, since this is the first study aiming to analyze the 

involvement of lymphocytic purinergic signaling in hypertension and the effects of physical 

training in this system. 

 In the present study, hypertension (L-NAME-treated rats) was strongly associated 

with an increase in lymphocytic ecto-NTPDases (hydrolyzing ATP and ADP) activities when 

compared to other groups, and enzyme activities displayed a positive correlation with BP. 

Since the presence of high ATP amounts in extracellular medium is a consequence of 

inflammation and damaged cells [3, 38, 39], this augment in enzyme activities can indicates 

that in hypertension stressed cells are releasing a large quantity of ATP.  

Furthermore, T cell activation also induces the release of ATP through pannexin 1 

channels that translocate with P2X receptors to the immune synapse, where they promote 
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calcium influx and cell activation through autocrine purinergic signaling [39]. Activation in 

lymphocytic ecto-NPTDase was also observed by our research group in multiple sclerosis 

[40], HIV [41] and rheumatoid arthritis [42] patients as a result of immune system alterations. 

Kauffenstein et al. [42 43] findings suggest that the increased endothelial nucleotidases 

activity may diminish the potency of vasodilator effect of nucleotides, and, as a consequence, 

increase vascular tone. This information allows us to infer that the augment in lymphocytic 

ecto-NTPDase also can diminish nucleotides-mediating vasodilatation and can also be 

responsible to impairment vascular tonus in hypertension. 

Hypertension was also positive correlated with an augment in ADA activity in lymphocytes 

from L-NAME-treated rats, what possibly indicates that a low concentration of adenosine is 

available in extracellular medium. As adenosine is a molecule that has a role in suppresses 

effector cells through A2A receptor mediated signaling, it less availability can indicates that 

an inflammatory process is occurring due to hypertension development. Taken together, these 

data suggest that the increased ecto-NTPDase and ADA activities in lymphocytes of 

hypertensive rats are occurring due to the activation of pro-inflammatory mediators.  

Alterations in purinergic system enzymes related to other pathologies, such as lung cancer, 

Chagas’disease, experimental sepsis and multiple sclerosis  as well as in nicotine exposition 

were already found in recent works developed by our research group [27, 40, 44, 45, 46]. 

Regarding to the effects of six weeks of swimming training on purinergic signaling in 

lymphocytes, our results clearly shows that exercise was efficient on preventing ecto-

NTPDase and ADA alterations in L-NAME-treated rats when compared to other groups.  A 

recent review showed that the anti-inflammatory effects regular exercise may be mediated via 

induction of an anti-inflammatory environment with each bout of exercise [12]. Various 

mechanisms may contribute to the generation of this anti-inflammatory environment, 

including: increased release of cortisol and adrenaline from the adrenal glands; increased 

production and release of IL-6 and other myokines from working skeletal muscle; reduced 

expression of TLRs on monocytes and macrophages (with subsequent inhibition of 

downstream pro-inflammatory cytokine production); inhibition of adipose tissue infiltration 

by monocytes and macrophages; phenotypic switching of macrophages within adipose tissue; 

a reduction in the circulating numbers of pro-inflammatory monocytes; and an increase in the 

circulating numbers of TReg cells [12].  

However, the contribution of exercise on ectonucleotidases-regulating immune 

responses is shown by the first time in the present study. We demonstrated that chronic 
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exercise training in normotensive rats (exercise group) had the ability to decrease ecto-

NPTDase (hydrolyzing ATP and ADP) activity, besides prevented the increase in ecto-

NTPDase and ADA activities and reduced BP in exercise L-NAME group. These data suggest 

that chronic exercise training can modulates purinergic signaling-related to inflammation in 

hypertension. 

To better understand the mechanisms involved in these effects, we evaluated 

enzymatic changes due to an acute exercise session. We observed that immediately after an 

acute exercise bout, lymphocytic purinergic system enzymes activities had a significant 

decrease. According to Gorman and Feigl [14], during exercise, ATP in plasma is rapidly 

broken down to ADP, AMP, and adenosine by nucleotidases in the plasma and on the surface 

of red blood cells in order to promote vasodilatation (caused mainly due to AMP 

concentration that binds to endothelial P1 purinergic receptors). Indeed, according to 

Kauffenstein et al. [42] ecto-NTPDase1 constitutes the major ectoenzyme hydrolysing 

extracellular nucleotides at the surface of the vascular endothelium. Its absence allows a 

facilitated relaxation and a hypotensive effect because ATP becomes available to bind in 

endothelial P2X receptors and promotes vasodilatation [42]. Despite of a little conflict 

between above findings, what becomes clearly evident is that during exercise, there is a great 

involvement of purinergic system and less amount of ATP is available in extracellular 

medium. 

This way, a reduced ecto-NTPDase activity in lymphocytes verified in our study was 

probably promoted by the reduced amount of ATP accessible in the extracellular medium, 

since the availability of this molecule can be diminished by either hydrolysis by red blood 

cells ectonucleotidases in order to augment AMP concentration [14], or the ATP is binding in 

endothelial P2X receptors [42]. In turn, the reduction in ADA activity can be explained by 

both reduced adenosine available and/or reduction in ADA activity in order to promote more 

available adenosine in the medium, which has anti-inflammatory properties. Taken together, it 

suggests that the modulation of purinergic signaling can be described as another mechanism 

that contributes to the anti-inflammatory microenvironment due to an acute exercise bout and 

can be related to the release of anti-inflammatory cytokines and the modulation of immune 

cells already described by Gleeson review [12], although this last statement must be further 

investigated. 

Moreover, we showed that chronic swimming training has the ability to modulate 

ADA activity in hypertensive rats, and, this way, possibly the increase of adenosine levels in 
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extracellular medium.  The modulation of ADA activity through exercise may represent an 

approach to antihypertensive therapy via inhibition of inflammatory process. 

Complementing our work, we verified important metabolic abnormalities including 

those concerning to lipid metabolism that accompanies hypertension and inflammatory 

process [7, 47]. Dyslipidemia consists of elevated plasma triglycerides, low HDL cholesterol, 

and increased levels of atherogenic LDL cholesterol particles [47, 48]. The altered membrane 

microviscosity seen in hypertensive subjects reflects the changes of membrane lipid 

composition resulting from the intensive exchange between circulating and membrane lipids, 

as well as from abnormal cellular lipid synthesis and metabolism, which includes oxidative 

stress and lipid peroxidation [7, 47], that was already verified in one of our previous studies 

[22]. 

Our results show a significant rise in serum cholesterol and triglyceride levels in L-

NAME-treated rats. However, exercise training was efficient to prevent lipid alterations. This 

prevention may be explained by the increased demand of the working muscle for fatty acids 

as an energy-yielding substrate as well as the replenishment of fatty acid containing stores for 

the regeneration of damaged muscle fibers [49, 50].  Lower cholesterol and triglyceride levels 

can also be explained through the biochemistry of exercises because there is an increased 

activity of lipoprotein lipase, which augments the degradation of triglycerides from very low-

density lipoproteins and causes the lipoprotein particles to shrink [49, 50] 

According to Herzberg [49], aerobic exercise has been shown to reduce the risk of 

cardiovascular disease and this reduction is at least partially mediated by changes in 

circulating lipoproteins resulting from adaptive changes in enzymes involved in their 

metabolism. Although aerobic exercise can cause oxidative damage when performed acutely 

[51], there are adaptive changes resulting from chronic exercise, as in our study, which can 

result in the improvement of the lipid profile [49, 50, 51].  

In addition to dyslipidemia, in the current study, hypertensive rats also presented 

alteration in inflammatory markers, evidenced by the elevation in MPO activity, CRP and uric 

acid levels, which are considered as significant markers of inflammatory process [11, 32].  

The increased inflammatory markers verified in our study in hypertensive rats, together with 

ecto-nucleotidases and ADA results and changes in lipid profile confirm that inflammation is 

accompanying hypertension and highlights the importance of purinergic signaling in this 

process as well as their interrelation.  

Of great importance, physical training prevented the increase in MPO activity and 
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levels of CRP in exercise L-NAME-treated rats, but was not able to prevent the augment in 

uric acid levels. The effects of exercise training related to renal health in hypertension seem to 

be controversial. While there are some updated works showing that physical training 

attenuates renal damage in hypertensive rats [52], and low levels of uric acid correlates 

positively with performance and low blood pressure [53], Kuru et al. [54] showed that 

physical training increases renal injury in rats with chronic NOS inhibition. Taken together, 

these information allow us to infer that we did not reach improvement in acid uric levels 

probably due to L-NAME administration and the consequent higher levels of nitric oxide that 

are known to causes elevated uric acid release [53]. Even though, the relationship between 

exercise and renal functions in hypertension remains to be better understood. 

In conclusion, exercise was powerful in preventing alterations in ecto-NTPDases and 

ADA activities in lymphocytes from hypertensive rats and displayed an improvement in 

dyslipidemia as well as attenuated the augment in standard inflammatory markers. These 

findings highlight the link between purinergic signaling and inflammatory process and 

suggest a novel mechanism in which moderate aerobic exercise possesses the potential to 

attenuate inflammation caused by hypertension. 
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TABLES AND FIGURES 

 

Table 1 Swimming protocol, with training time from 1st to 6th week, held from 

Monday to Friday. 

Week Monday Tuesday Wednesday Thursday Friday 

1st 20 min.  

wo 

30 min. 

wo 

40 min.  

wo 

50 min  

wo  

60 min.  

wo 

2nd 40 min.  

2% bw 

50 min.  

2% bw 

60 min.  

2% bw 

60 min.  

2% bw 

60 min.  

2% bw 

3th 40 min.  

5% bw 

50 min.  

5% bw 

60 min.  

5% bw 

60 min.  

5% bw 

60 min.  

5% bw 

4th, 5th, 6th 60 min.  

5% bw 

60 min.  

5% bw 

60 min.  

5% bw 

60 min.  

5% bw 

60 min.  

5% bw 

 (wo) = without overload (bw) = body weight (n=10 to each group). 
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Table 2  Lipid profile and inflammatory markers of Control, Exercise, L-NAME and Exercise L-

NAME groups.  

 Control Exercise L-NAME Exercise L-

NAME 

Cholesterol (mmol/L) 1.51±0.17ª 1.39±0.21ª 2.21±0.13b 1.65±0.20ª 

Triglycerides (mmol/L) 0.83±0.05ª 0.78±0.07ª 1.17±0.06b 0.94±0.04c 

C Reactive 

Protein(mg/Dl) 

51.2±9.7a 47.1±4.5a 87.2±7.5b 59.9±8.2a 

Uric Acid (mg/Dl) 4.43±0.97a 4.09±1.09a 5.94±0.93b 5.38±0.95b 

MPO activity (µM 

Quinoneimine) 

0.89±0.05a,c 0.81±0.06a 1.79±0.16b 1.24±0.09c 

Data are expressed as means ± S.D. Different letters in the same line indicate differences among the groups (P< 0.05; n = 10 

animals per group). Two-way ANOVA.  
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Figure 1. Final Systolic blood pressure (BP) measurements of Control group, Exercise group, 

L-NAME group and Exercise L-NAME group. SBP was followed as described in materials. 

Data are presented as means ± SD. Groups with different letters are statistically different 

(two-way ANOVA, p<0.05, n=10 to each group). 

 

Figure 2. (A) ecto-NTPDase (hydrolyzing ATP) and (B) ecto-NTPDase (hydrolyzing ADP) 

activity in lymphocytes of Control group, Exercise group, L-NAME group and Exercise L-

NAME group. Data are presented as means ± SD. Groups with different letters are 

statistically different (two-way ANOVA, p<0.05, n=10 to each group). (C) Expression of 

ecto-NTPDase1 protein in lymphocytes of Control group, Exercise group, L-NAME group 

and Exercise L-NAME group. Data are presented as means ± SD. Groups with different 

letters are statistically different (two-way ANOVA, p<0.05, n=5 to each group). (D) ecto-

NTPDase (hydrolyzing ATP and ADP) activity in lymphocytes of rats at rest and after an 

acute bout of exercise. Data are presented as means ± SD. *Indicates statistical difference 

(Student t test, p<0.05, n=5 to each group). (E) Pearson’s Correlation between ecto-NTPDase 

(ATP) activity and Systolic Blood Pressure (r=-0.7923, P< 0.05). (F) Pearson’s Correlation 

between ecto-NTPDase (ADP) activity and Systolic Blood Pressure (r=-0.7884, P< 0.05). 

 

 

Figure 3. (A) Adenosine Deaminase (ADA) activity in lymphocytes of Control group, 

Exercise group, L-NAME group and Exercise L-NAME group. Data are presented as means ± 

SD. Groups with different letters are statistically different (two-way ANOVA, p<0.05, n=10 

to each group). (B) ADA activity in lymphocytes of rats at rest and after an acute bout of 

exercise. Data are presented as means ± SD. *Indicates statistical difference (Student t test, 
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p<0.05, n=5 to each group). (C) Pearson’s Correlation between ADA activity and Systolic 

Blood Pressure (r=-0.5555, P< 0.05). 
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4. DISCUSSÃO 
 

Atualmente, a hipertensão configura-se como um grave problema de saúde 

pública mundial (BRASIL, 2013). O aumento da pressão sanguínea é um fator de 

risco para o desenvolvimento de diversas doenças cardiovasculares e correlaciona-

se positivamente com o número de mortes pelas mesmas (WILLIAMS, 2010). Esta 

patologia caracteriza-se como uma condição clínica multifatorial que envolve 

diversas alterações metabólicas. Embora muitos estudos estejam voltados para 

desvendar os mecanismos responsáveis pelo desenvolvimento da hipertensão e 

suas complicações (FAUCI et al., 2009; LLOYD-JONES et al., 2009; DBH, 2010; 

BRASIL, 2013),  ainda existem muitos questionamentos que necessitam ser 

elucidados a fim de melhor compreender o que ocorre em nível celular em indivíduos 

hipertensos. 

Os estudos mais recentes sobre a hipertensão tem seu foco principal nos 

mecanismos inflamatórios e trombóticos que, sabidamente, acompanham a 

patologia em maior ou menor grau (BONNER et al., 2012; KANTHI et al., 2014; 

SHIFFRIN et al., 2014). Isto porque estes são os principais fatores responsáveis 

pelas complicações advindas da patologia, como os eventos agudos que na maioria 

das vezes causam danos irreversíveis ao organismo ou são fatais (SHIFFRIN et al., 

2014). 

A hipertensão está acompanhada por um quadro inflamatório de baixo grau e 

por uma maior atividade plaquetária (SHIFFRIN et al., 2014). Entretanto os 

mecanismo envolvidos nestas respostas ainda precisam ser melhor esclarecidos. 

Sabe-se que existe um envolvimento importante dos sistemas purinérgico e 

colinérgico a nível vascular nestes processos (DAS, 2007; KANTHI et al., 2014).  A 

regulação dos níveis dos nucleotídeos de adenina (ATP, ADP e AMP), da adenosina 

e da acetilcolina parece ser um ponto chave na indução de respostas pró ou anti-

inflamatórias, bem como pró ou anti-agregantes (KANTHI et al., 2014). Sendo assim, 

fica claro que as enzimas responsáveis pela hidrólise destas moléculas e, 

consequentemente, responsáveis pela regulação de seus níveis, exercem um papel 

imprescindível no funcionamento do organismo em condições fisiológicas e 

patológicas. 
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Dentre as diversas formas de tratamento para a hipertensão, a prática regular 

de exercícios físicos, desde as décadas passadas, tem sido descrita como um dos 

principais coadjuvantes no tratamento desta patologia. Seus efeitos quanto à 

redução da pressão sanguínea são irrefutáveis (TIPTON et al., 1991; VERAS-SILVA 

et al., 1997; O’SULLIVAN & BELL, 2000; HUSAIN, 2002; KURU et al., 2002; 

FAGARD & CORNELISSEN, 2007; KURU et al., 2009; RYAN et al., 2014) , mas os 

mecanismos que contribuem para esta resposta ainda requerem maior atenção. 

Durante uma sessão de exercício aeróbico moderado, como no modelo de natação 

utilizado no presente estudo, existe a mobilização de moléculas como o ATP e ACh. 

Até o presente momento, a relação entre o exercício e essas moléculas apenas 

havia sido analisada em termos de suas respostas vasodilatadoras (ALONSO, 2012; 

HELLSTEN et al., 2012). 

Sendo assim, este é um trabalho pioneiro no qual investigou-se o efeito de 

seis semanas de natação sobre a atividade das enzimas dos sistemas purinérgico e 

colinérgico em componentes sanguíneos, bem como na agregação plaquetária em 

ratos hipertensos induzidos por L-NAME. Além disso, as respostas agudas das 

atividades enzimáticas frente a uma única sessão de natação também foram 

analisadas com o objetivo de explicar as alterações crônicas. Para complementar o 

estudo e confirmar a relação das enzimas em questão com a inflamação, foram 

dosados os níveis de marcadores inflamatórios clássicos (PCR, MPO e ácido úrico), 

bem como os níveis de colesterol total e triglicerídeos. 

Os resultados obtidos indicam que a indução da hipertensão gerou um 

aumento na atividade das enzimas NTPDase, ecto-5’-nucleotidase e adenosina 

desaminase em plaquetas. Tendo em vista que o ATP e o ADP são moléculas que 

induzem a ativação plaquetária (DEAGLIO & ROBSON, 2011), um aumento na 

atividade das enzimas que hidrolisam esses substratos poderia representar uma 

forma de mecanismo compensatório do organismo para evitar essa ativação. Não 

foram observadas mudanças significativas na atividade da E-NPP, mas houve uma 

tendência à ativação desta enzima em resposta a hipertensão. Existe a possibilidade 

de que se os ratos se mantivessem nesta condição patológica por mais tempo, uma 

ativação mais pronunciada da enzima poderia ter sido encontrada. Por outro lado, os 

resultados obtidos para a E-NPP podem sugerir que os efeitos gerados pelo modelo 
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experimental estejam mais relacionados às outras enzimas do sistema purinérgico e 

que a E-NPP pode ter uma baixa expressão nas células analisadas. 

Embora o aumento da NTPDase e ecto-5’-nucleotidase em plaquetas 

pudesse favorecer a formação da adenosina, o aumento na atividade da ADA indica 

claramente que a adenosina formada pela ação da ecto-5’-nucletotidase pode estar 

sendo degradada e não estar exercendo seus efeitos anti-agregantes (KAHNER et 

al., 2005; DEAGLIO & ROBSON, 2011). Isso foi confirmado pelo aumento na 

agregação plaquetária observado nos ratos hipertensos. Estes resultados confirmam 

o fato de que a patologia relaciona-se com o risco do desenvolvimento de processos 

trombóticos e ressaltam a importância do sistema purinérgico neste contexto.  

Além de seu envolvimento na ativação plaquetária, o sistema purinérgico 

relaciona-se com os processos inflamatórios na hipertensão (JUNGER, 2011; 

KANTHI et al., 2014). Os resultados do presente estudo corroboram com esta 

afirmação, pois verificou-se que aliado ao aumento nos níveis dos marcadores 

inflamatórios clássicos, ocorreu o aumentos das enzimas NTPDase e ADA nos 

linfócitos de ratos hipertensos. Isto indica que níveis aumentados de ATP estão 

sendo liberados no meio extracelular e que a adenosina formada, que poderia estar 

exercendo suas ações anti-inflamatórias, está sendo hidrolisada e inativada pela 

ADA (SCHENK et al., 2008; JUNGER, 2011). Além disso, o provável aumento dos 

níveis de ATP na circulação sugere uma maior ativação dos linfócitos com a 

consequente liberação de mediadores inflamatórios (JUNGER, 2011. KANTHI et al., 

2014). 

Evidenciando o estado inflamatório observado nos ratos hipertensos, 

verificou-se um aumento na atividade das enzimas colinérgicas AChE e BuChE em 

linfócitos, sangue total e soro. A partir desse resultado, pode-se inferir que níveis 

diminuídos de ACh estão disponíveis na circulação. Sendo a ACh uma molécula 

com ações anti-inflamatórias (DAS, 2007), uma diminuição na sua concentração 

pode estar interligada ao desenvolvimento do quadro inflamatório comum à  

hipertensão e que foi confirmado a partir da elevação dos níveis da PCR, MPO e 

ácido úrico. Esta relação entre o quadro inflamatório e atividade aumentada das 

colinesterases já é bem descrita na literatura (DAS, 2007; KAWASHIMA et al., 

2003). 
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Quando analisados em conjunto, os dados obtidos quanto às atividades 

enzimáticas nos permitem inferir que o ATP (molécula pró-inflamatórias) e o ADP 

(molécula pró-agregante) estão sendo liberados no meio extracelular em maior 

quantidade em ratos hipertensos e que as moléculas que exerceriam ações anti-

agregantes (adenosina) e anti-inflamatórias (ACh) estão sendo rapidamente 

hidrolisadas e inativadas. É importante ressaltar aqui que este trabalho demonstrou 

que o aumento da atividade das NTPDase, ADA e AChE em linfócitos, bem como o 

aumento da atividade da AChE em sangue total e BuChE em soro correlacionaram-

se positivamente com o aumento da pressão sanguínea.  

Este cenário evidencia claramente a relação destas enzimas com a 

hipertensão e corrobora com o já descrito por Kanthi et al. (2014) e Das (2007) sobre 

a importância dos sistemas purinérgico e colinérgico no desenvolvimento e na 

progressão da inflamação e dos processos tromboembólicos responsáveis pelas 

complicações advindas da hipertensão. Diversos estudos realizados em nosso grupo 

de pesquisa confirmam a relação entre modificações nas atividades das 

ectonucleotidases, da ADA e das colinesterases em componentes sanguíneos em 

resposta a diversas patologias que possuem como característica o processo 

inflamatório (SCHETINGER et al., 2007; SPANEVELLO et al., 2010; BERTONCHELI 

et al., 2012; SOUZA et al., 2012; ZANINI et al., 2013), dados esses que se 

assemelham com as proposições aqui descritas. 

De grande relevância científica e que configura-se como o ponto principal 

deste trabalho, o exercício físico mostrou-se como um potente protetor e regulador 

da atividade das enzimas dos sistemas purinérgico e colinérgico em ratos 

hipertensos, além de, como já esperado (HUSAIN, 2002; KURU et al., 2002; 

FAGARD & CORNELISSEN, 2007; KURU et al., 2009; RYAN et al., 2014), reduzir 

os níveis da PA. 

No presente estudo, seis semanas de natação foram capazes de prevenir o 

aumento da atividade da enzimas NTPDase, ecto-5’-nucleotidase e ADA em 

plaquetas de ratos com hipertensão induzida através da administração de L-NAME. 

O fato de manter a atividade enzimática nos mesmos níveis dos ratos normotensos 

indica que os níveis circulantes de ATP e ADP que são moléculas que induzem a 

agregação plaquetária (KAHNER et al., 2005; DEAGLIO e ROBSON, 2011) se 
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mantiveram em níveis fisiológicos, o que provavelmente contribuiu para seus efeitos 

em prevenir a agregação plaquetária.  

Além disso, a atividade da ADA reduzida no grupo hipertenso tratado com o 

exercício pode não apenas indicar uma diminuição em toda a cascata de hidrólise de 

nucleotídeos, mas, principalmente sugerir que uma maior quantidade de adenosina 

estará disponível na circulação, podendo exercer seus efeitos anti-agregantes 

(BAKKER et al., 1994;  DEAGLIO e ROBSON, 2011). Sendo assim, esta modulação 

exercida pelo exercício nas plaquetas pode ser entendida como um dos mecanismos 

relacionados aos efeitos protetores do exercício quanto aos processos 

tromboembólicos que representam risco adicional na hipertensão.  Estes achados 

corroboram com os de Singh et al. (2006) que reforça o fato de que, cronicamente, o 

exercício físico é capaz de produzir adaptações plaquetárias que geram a redução 

de sua ativação, sendo, dessa forma, cardioprotetor. 

Além de promover adaptações benéficas quanto a ativação das plaquetas, as 

seis semanas de treinamento físico preveniram o aumento da atividade da NTPDase 

em linfócitos, sugerindo uma possível redução dos níveis de ATP no meio 

extracelular. Com relação à expressão da NPTDase1, o exercício per se gerou a 

redução da expressão desta enzima, mas não apresentou efeitos significativos nos 

ratos hipertensos. Contudo, essa redução ocasionada pelo exercício também 

corrobora para o fato de que o exercício possuiu o potencial de reduzir os níveis de 

ATP circulante. Esta resposta pode ser relacionada à redução da inflamação e à 

manutenção da integridade endotelial promovida pelo exercício (GLEESON et al., 

2011; SKRYPNIK et al., 2014), pois, células menos estressadas liberam menor 

quantidade de ATP e, consequentemente, geram menor ativação dos linfócitos 

(JUNGER, 2011). Ainda, o ATP liberado pode estar agindo nos receptores P2 das 

células endoteliais para promover a vasodilatação (ALONSO, 2012), fator importante 

para a redução  da PA.  

Corroborando com a relação entre os componentes do sistema purinérgico, o 

exercício físico e a inflamação, observou-se que o exercício manteve a atividade da 

ADA nos mesmos níveis verificados nos ratos normotensos. Essa atividade reduzida 

(quando comparada com os hipertensos) indica que maior quantidade de adenosina 

pode estar disponível no espaço extracelular. Sabendo-se que a adenosina possui 

propriedades anti-inflamatórias (JUNGER, 2011) e antitrombóticas (DEAGLIO e 
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ROBSON, 2011), esses resultados, aliados aos encontrados nas análises 

plaquetárias, confirmam os efeitos protetores do exercício físico e indicam que estes 

possam ser possíveis mecanismos para o controle da pressão arterial. 

Além de seu papel como regulador da atividade das enzimas purinérgicas, o 

exercício físico também preveniu o aumento da atividade das colinesterases em 

componentes sanguíneos de ratos hipertensos. A baixa atividade enzimática 

observada após o treinamento indica que os níveis de ACh estão preservados no 

meio extracelular na vasculatura e, dessa forma, estão ajudando a evitar e/ou 

controlar a inflamação (DAS, 2007) induzida pela hipertensão.   

Como forma de comprovar a relação entre as enzimas purinérgicas e 

colinérgicas na inflamação e os efeitos anti-inflamatórios do exercício em ratos 

hipertensos, os dados obtidos neste estudos mostraram que a natação foi eficiente 

em prevenir o aumento de marcadores inflamatórios clássicos (PCR e MPO), além 

de prevenir a dislipidemia observada em ratos hipertensos. As alterações 

metabólicas que ocorrem durante a atividade física, bem como, a maior necessidade 

de suprimento energético pelas células musculares em contração (HERZBERG, 

2004) explicam a manutenção dos níveis de colesterol e triglicerídeos. Os efeitos do 

exercício físico na redução dos níveis de colesterol, triglicerídeos e marcadores 

inflamatórios já são amplamente conhecidos (HERZBERG, 2004; PASCHALIS et al., 

2010; RYAN et al., 2014; SKRYPNIK et al., 2014) e, no presente estudo, tem o papel 

de salientar os efeitos anti-inflamatórios do mesmo e sua relação com a manutenção 

das enzimas purinérgicas e colinérgicas. 

Interessantemente, o exercício físico não foi capaz de reduzir ou controlar os 

níveis de ácido úrico em ratos hipertensos. Os estudos recentes apontam uma 

correlação positiva entre o nível de condicionamento físico, diminuição da pressão 

sanguínea e baixos níveis séricos de ácido úrico (medida usada tanto como 

marcador inflamatório quanto de dano renal) (TRAPÉ et al., 2013; NETO et al., 

2013). Entretanto, um estudo realizado em ratos com hipertensão induzida através 

da administração de L-NAME mostrou que o exercício físico moderado gerou 

aumento nos níveis de ácido úrico e prejuízos na função renal (KURU et al., 2005). 

Sendo assim, esta é uma questão que deve ser melhor elucidada em pesquisas 

posteriores. Entretanto, especula-se que o composto L-NAME utilizado para induzir 
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a hipertensão poderia estar bloqueando os efeitos benéficos do exercício quanto à 

redução dos níveis de ácido úrico (KURU et al., 2005). 

Na tentativa de melhor compreender as alterações crônicas desencadeadas 

pelo treinamento com a natação, foi realizada a medida da atividade das enzimas 

dos sistemas purinérgico e colinérgico em resposta a uma única sessão de 

treinamento. Com relação aos resultados para a atividade das ectonucleotidases e 

da ADA em plaquetas e da AChE em sangue total e linfócitos na sessão aguda de 

exercício, observa-se um aumento na atividade dessas enzimas imediatamente após 

o estímulo, indicando que níveis elevados de ATP e ACh estão sendo liberados 

durante o exercício. Como já salientado, essas moléculas agem como potentes 

vasodilatadores quando se ligam a seus receptores nas células endoteliais 

(HELLSTEN et al., 2012). Embora este seja um experimento pioneiro, como a 

demanda de oxigênio aumenta significativamente durante uma sessão de exercício 

moderado e mais substâncias vasoativas são requeridas neste processo (ALONSO, 

2012), as respostas encontradas configuram-se como algo esperado. 

Entretanto, quando analisadas as respostas relacionadas aos parâmetros 

inflamatórios em resposta ao exercício agudo, parece existir uma contradição. O 

ATP é considerado como uma molécula pró-inflamatória por desencadear a ativação 

dos linfócitos (JUNGER, 2011; KANTHI et al., 2014). Já, um aumento nas 

concentrações circulantes de ACh, estão relacionadas a respostas anti-inflamatórias 

(DAS, 2007). Durante o exercício, ocorre um aumento na concentração de ambas as 

moléculas. Entretanto, as atividades das enzimas AChE e NTPDase nos linfócitos 

são opostas.  

Uma menor atividade da NTPDase é observada nos linfócitos, indicando que 

mais ATP parece estar disponível para se ligar aos receptores nessas células, e, 

com isso, auxiliar na produção de respostas pró-inflamatórias. Efeitos esses já 

observados em outros estudos, como, por exemplo, aumento da produção de IL-6 

após o exercício (STEENSBERG et al., 2003; GLEESON et al., 2011). Já, a 

atividade da AChE aumentada nessas células nos permite inferir que mesmo que a 

molécula esteja sendo produzida em maior quantidade (devido a seus efeitos 

vasodilatadores), nos linfócitos ela está sendo rapidamente degradada e, dessa 

forma, seus efeitos anti-inflamatórios não estão sendo exercidos. Ou, ainda, pode-se 

especular que mesmo que a ACh esteja agindo, as respostas pró-inflamatórias 
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sobressaem-se em decorrência do estímulo agudo gerado pelo exercício aeróbico 

moderado (GLEESON et al., 2011). 

Entretanto, para que estas suposições se confirmem, é importante que se 

faça a dosagem do conteúdo circulante de ATP, adenosina e ACh durante uma 

sessão de exercício. Outro ponto importante que permanece sendo questionado é 

se a manutenção da pressão sanguínea gerada pelo exercício neste modelo 

experimental foi causa ou consequência das alterações verificadas na atividade das 

enzimas estudadas. Esta questão poderia ser melhor elucidada com a realização 

das dosagens enzimáticas em períodos diferentes do tratamento. 

Além disso, cita-se como principal limitação do estudo, o fato de que a 

indução da hipertensão nos ratos foi realizada através da inibição da produção de 

ON e, em humanos, a hipertensão geralmente é multifatorial e as alterações 

vasculares podem ser distintas. Embora este modelo experimental seja bastante 

utilizado para a compreensão dos mecanismos hipertensivos e de terapias 

alternativas no tratamento da hipertensão (BAYLIS et al., 1992; RIBEIRO et al., 

1992; HUSAIN, 2002; FURSTENAU et al., 2008; FURSTENAU et al., 2010), existe a 

possibilidade de que as respostas encontradas no presente estudo tenham uma 

relação mais direta com a inibição da síntese de ON.  

Contudo, este estudo permitiu desvendar em parte os mecanismos 

relacionados aos processos protetores  advindos da prática regular de exercício 

físicos na hipertensão relativos aos processos inflamatórios e à agregação 

plaquetária. Os resultados observados apontam para o fato de que o exercício atua 

como modulador da atividade das enzimas dos sistemas purinérgico e colinérgico 

nesta patologia e, dessa forma, pode exercer controle sobre os níveis de ATP, ADP, 

AMP, adenosina e ACh. Cronicamente, o exercício físico foi capaz de manter as 

atividades enzimáticas nos mesmos níveis observados em organismos saudáveis, o 

que correlaciona-se com o fato de ter reduzido a pressão sanguínea. Sugere-se que 

estas respostas tenham sido provenientes das adaptações ocorridas no organismo 

decorrentes de cada estímulo agudo, ou seja, de cada sessão de exercício isolada 

que promoveu um estímulo suficiente para quebrar a homeostase do organismo e 

promover adaptações benéficas. Entretanto, incentiva-se fortemente que mais 

estudos sejam realizados afim de melhor elucidar os mecanismos moleculares que 

estão atuando nesta modulação.  
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5. CONCLUSÕES 
 

• O treinamento com natação foi capaz de reduzir a pressão sanguínea de 

ratos com hipertensão induzida através da administração do L-NAME, 

reforçando os efeitos benéficos da prática regular de exercícios físicos no 

tratamento da hipertensão. Não foram encontradas diferenças significativas 

com relação à frequência cardíaca, embora uma tendência à redução tenha 

sido observada como resposta ao treinamento. Esta diminuição discreta da 

FC é esperada em resposta ao treinamento aeróbio moderado e reforça o 

efeito do exercício na adaptação cardiovascular.  

 

• Cronicamente, o exercício físico preveniu o aumento da atividade da enzimas 

NTPDase, ecto-5’-nucleotidase e ADA em plaquetas, o que provavelmente 

contribuiu para seus efeitos em prevenir a agregação plaquetária. Acredita-se 

que esses efeitos se devem à redução da liberação de ATP e ADP, moléculas 

pró-agregantes. Não foram observadas alterações na atividade da E-NPP, o 

que sugere que os efeitos observados estejam mais relacionados às outras 

enzimas e que a E-NPP pode ter uma baixa expressão nas células 

analisadas.  

 

• Em linfócitos, o exercício foi eficaz em prevenir o aumento da atividade das 

NTPDases e da ADA, sugerindo que a possível redução dos níveis de ATP 

circulantes estejam relacionados com os mecanismos anti-inflamatórios 

advindos da prática regular de exercícios físicos. Com relação à expressão da 

NPTDase1, o exercício per se gerou a redução da expressão desta enzima, 

mas não apresentou efeitos significativos nos ratos hipertensos. Contudo, 

essa redução ocasionada pelo exercício também corrobora para o fato de que 

o exercício possuiu o potencial de reduzir os níveis de ATP circulante e, com 

isso, reduzir as respostas inflamatórias. 
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• O treinamento com a natação também preveniu o aumento da atividade das 

colinesterases em componentes sanguíneos de ratos hipertensos. Isto pode 

ser entendido como um outro mecanismo gerado pelo exercício para o 

controle do processo inflamatório, já que uma maior quantidade de ACh ficará 

disponível e poderá exercer seus efeitos anti-inflamatórios. 

 

• A prevenção do aumento dos níveis de colesterol, triglicerídeos, PCR e MPO 

gerada pela prática da natação reforça o fato de que o exercício reduziu a 

inflamação em ratos hipertensos. Isto também reforça a importância da 

dosagem das enzimas dos sistemas purinérgico e colinérgico como 

parâmetros inflamatórios e que estes podem ser regulados pela prática 

regular de exercícios físicos. O exercício físico não foi capaz de reduzir os 

níveis de ácido úrico em ratos hipertensos, o que pode ter acontecido em 

função do modelo de indução da hipertensão utilizado. 

 

• O aumento da atividade das enzimas do sistemas colinérgico em sangue 

total, linfócitos e soro e do sistema purinérgico em plaquetas, bem como a 

diminuição da atividade da NTPDase e da ADA em linfócitos como resposta 

ao exercício agudo nos permite inferir que durante cada sessão de exercício 

ocorre um aumento do ATP e ADP circulantes e que a ACh não está 

exercendo seus efeitos nas células de defesa. Estes fatores indicam que 

respostas pró-inflamatórias e pró-trombóticas estão ocorrendo durante o 

exercício, e que estas servem como estímulos para gerar as adaptações 

benéficas observadas cronicamente, ou seja, após as 6 semanas de 

treinamento com natação.  
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6. PERSPECTIVAS 
 

Este trabalho forneceu subsídios importantes para o esclarecimento da 

relação entre as enzimas dos sistemas purinérgico e colinérgico na hipertensão, 

bem como o papel da prática regular de exercício sobre as mesmas nesta patologia. 

Entretanto, muitos aspectos da inter-relação exercício, sistemas colinérgico e 

purinérgico e hipertensão ainda permanecem desconhecidos. 

Neste sentido, aponta-se como foco de futuros trabalhos, o seguinte: 

 

" Avaliação dos mecanismos moleculares envolvidos na modulação dos sistemas 

colinérgico e purinérgico através do exercício físico. 

 

" Realização das dosagens enzimáticas e análise dos parâmetros hemodinâmicos 

em diferentes momentos do protocolo experimental. Isto permitiria elucidar se as 

alterações observadas na pressão arterial são causa ou consequência das 

mudanças verificadas nas atividades enzimáticas. 

 

" Investigação da expressão gênica dos componentes dos sistemas colinérgico e 

purinérgico em sangue de ratos hipertensos após a exposição a seis semanas 

de natação, o que possibilitaria uma melhor compreensão dos resultados 

contidos nesta tese. 

 

" Avaliação do efeito de seis semanas de natação sobre os componentes dos 

sistemas purinérgico e colinérgico em rins e no encéfalo de ratos hipertensos. 

Este ponto seria importante para relacionar as alterações sistêmicas observadas 

através dos resultados desta tese com alterações locais. Neste sentido, 

evidenciam-se os rins e o encéfalo como focos da investigação por serem locais 

que sabidamente são afetados pela hipertensão.  

 

" Investigação da relação entre os sistemas colinérgico e purinérgico na 

adaptação ao treinamento físico. Isto ajudaria a elucidar o que ocorre no 

organismo com a prática de exercícios físicos e esclareceria a importância 
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relativa dos sistemas aqui estudados na melhora do rendimento/performance 

física. 

 

" Avaliação da atividade e da expressão das enzimas estudadas em sangue de 

pacientes hipertensos em resposta a um programa de treinamento físico aeróbio 

moderado. Desta forma, poder-se-ia validar o modelo experimental utilizado e 

afirmar que as proposições podem ser estendidas aos pacientes. Além disso, 

isto proporcionaria maior fidedignidade a experimentos futuros que objetivem a 

análise dos mecanismos envolvidos nestas alterações, bem como os estudos 

em outros tecidos utilizando este modelo de indução da hipertensão. 
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ANEXOS 
 

 

ANEXO A – Carta de Aprovação pelo Comitê Interno de Ética em Experimentação 

Animal - UFSM 
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APÊNDICES 
 

 

APÊNDICE A - Resultados obtidos durante o Programa de Doutorado Sanduíche no 

Exterior (PDSE) 

 

O PDSE foi realizado sob a supervisão do Prof. Dr. Jean Sévigny no 

departamento de Microbiologia, Doenças Infecciosas e Imunologia do curso de 

Medicina da Université Laval, na cidade de Quebec (Canadá). O doutorado 

sanduíche teve duração de 1 ano e possibilitou a criação e o desenvolvimento de um 

projeto de pesquisa que tem por objetivo avaliar as adaptações do sistema 

purinérgico induzidas pela prática regular de exercício físico moderado. 

Até o presente momento, resultados promissores foram obtidos. Entretanto, 

ainda não existem dados suficientes para obter informações conclusivas a respeito 

dos mecanismos responsáveis pela inter-relação exercício físico – sistema 

purinérgico. Sendo assim, o projeto continua em andamento e espera-se que muito 

em breve subsídios concretos para serem publicados sejam obtidos. 

Como resultados parciais deste trabalho, foi apresentado um resumo na 

Jornada Científica do “Centre Hospitalier Université Laval (CHUL) – CHUQ”, como 

segue: 
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The role of P2Y6 receptor in exercise adaptation 
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Introduction 

Purinergic signaling is involved in an exercise session and process adaptations into chronic 
exercise. During a bout of exercise, red blood cells are exposed to a low oxygen tension 
environment, producing a large ATP release which activates purinergic receptors. In this 
process there is the involvement of nucleotidases as a way to control blood flow. Chronically, 
there is an adaptation of purinergic system that probably is related to performance 
improvement. However, the mechanisms implicated in this relationship are poorly understood 
[1,2]. The aim of this work was to verify the role of P2Y6 receptor in exercise-induced 
purinergic system adaptation.  
 
Material and Methods 
 
Wild Type  and P2ry6-/- mice were divided in two subgroups (n=6), Swimming and 
Sedentary. Exercised groups were submitted to swimming training during 4 weeks, 5 
days/week, with progressive increase in time and body load up to reach 1h and 3% of body 
weight.  
 
 
To evaluate exercise capacity we performed two test: 1) measurement of the time taken for a 
mouse to reach exhaustion during a swimming test with a 10% load of their weight, and 2) 
lactate production in the blood of the mice that swam for 3 min with a load of 0, 4% and 8% 
of their body weight.  
 
 
 
After in vivo tests, heart and gastrocnemius muscle were removed for immunohistochemistry 
and qPCR analysis. Antibody against CD31 was used to estimate blood vessel’s concentration 
and the expression of eNOS and LDH were verified.  
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Results 
 
P2ry6-/- swimming mice displayed impaired performance and showed high levels of lactate 
production when compared to wild type swimming mice.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Less CD31 positive microvessels and low expression of eNOS and LDH were observed in 
P2ry6-/- swimming mice.  
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Conclusion 
 
These preliminar results suggest that P2Y6 receptor is involved in adaptations to exercise and 
performance.  
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