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O Infarto Agudo do Miocardio (IAM) é um dos maiores problemas de saude publica
no mundo. O principal mecanismo que leva ao IAM é a oclusdo coronariana que
ocorre quando uma placa aterosclerética sofre fissura. Com o objetivo de reparagao
tecidual temos um aumento na agregagao plaquetaria e formacdo do trombo.
Acompanhando o momento de isquemia e reperfusao que ocorre no IAM temos uma
producao elevada de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). Um desequilibrio entre
a producado e a degradacédo de EROs pode levar a geragdo de estresse oxidativo.
Neste trabalho determinaram-se a atividade das enzimas envolvidas na
tromboregulacdo: NTPDase e 5’-nucleotidase, e parametros de estresse oxidativo
em pacientes que sofreram IAM e em pacientes controles. Foi realizada a avaliagao
do sistema oxidante através da determinagdo da peroxidacao lipidica e da
carbonilagdo protéica e a medida das defesas antioxidantes enzimaticas e nao
enzimaticas do organismo, em plaquetas, sangue total, plasma e soro destes
pacientes. Os resultados demonstraram um aumento na atividade da NTPDase,
revelada através da hidrolise dos nucleotideos ATP (54%) e ADP (45%), em
pacientes com IAM quando comparados com o grupo controle. O mesmo ocorreu
com a atividade da enzima 5’-nucleotidase. A hidrélise do AMP aumentou 46% nos
pacientes com IAM em relagdo ao grupo controle. O aumento na atividade das
ectonucleotidases pode estar relacionado a uma resposta orgénica compensatéria
do organismo frente ao estado patolégico formado. Em relagdo aos niveis de
oxidantes determinados, observou-se um aumento nos niveis de TBARS e proteina
carbonil em soro de pacientes com IAM quando comparados com o grupo controle.
Esse aumento também foi observado para as defesas antioxidantes enzimaticas
superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Entretanto, observou-se um
decréscimo das defesas antioxidantes ndo enzimaticas como a vitamina C e a
vitamina E no soro de pacientes com IAM. Estes dados sugerem um aumento do
estresse oxidativo como resultado do momento de isquemia/reperfusdo e da
diminuicao das defesas antioxidantes ndao enzimaticas. Além disso, o aumento das
defesas antioxidantes enzimaticas poderiam agir como um mecanismo
compensatério como consequéncia da superproducdo de EROS apdés o IAM.
Nenhuma interferéncia dos medicamentos utilizados no tratamento do IAM foram
observadas sobre os parametros testados in vitro. Conclui-se entdo, que o IAM
resulta tanto em danos oxidativos como mobilizagdo das defesas do organismo para
uma resposta compensatoria.

Palavras chaves: Infarto Agudo do Miocardio, NTPDase, 5’-Nucleotidase, Plaquetas,
Estresse Oxidativo, Antioxidantes enzimaticos, Antioxidantes ndo enzimaticos.
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Acute Myocardial Infarction (AMI) is one of the major public health problems in the
world. Coronary occlusion, which occurs when an atherosclerotic plaque breaks, is
the main mechanism that leads to AMI. With the objective of tissue reparation, there
is an increase in platelet aggregation and thrombus formation. When
ischemia/reperfusion occurs in AMI, Reactive Oxygen Species (ROS) are produced.
The imbalance between ROS production and degradation may lead to an increase in
oxidative stress. This study aimed to determine the activity of enzymes involved in
thromboregulation, such as NTPDase and 5’-nucleotidase, as well as oxidative stress
parameters. Evaluation of the oxidant system was carried out by lipid peroxidation
and carbonyl protein determination, and the enzymatic and nonenzymatic antioxidant
defense measurements were performed in platelets, total blood, plasma, and serum
of AMI patients. The results demonstrated that an increase in the activity of
NTPDase by ATP (54%) and ADP (45%) hydrolysis occurred in AMI patients when
compared to the control group. The same occurred with 5’-nucleotidase activity. The
hydrolysis of AMP increased 46% in AMI patients compared to the control group. The
increase in ectonucleotidase activities could be related to a compensatory organic
response to the pathologic state formed. Regarding oxidant levels, an increase in
TBARS and carbonyl protein levels was observed in AMI patients when compared to
the control group. The same occurred for the activities of the enzymatic antioxidants,
superoxide dismutase (SOD), and catalase (CAT). However, a decrease in
nonenzymatic antioxidants, such as vitamin C and vitamin E, was observed in AMI
patients when compared to control. These results suggest an increase in oxidative
stress in AMI, which was probably a result of the ischemic/reperfusion moment, as
well as a decrease of antioxidant defenses. Furthermore, the increased antioxidant
defense may act as a compensatory mechanism in consequence of the
overproduction of ROS after AMI. No differences in the parameters tested were
observed with the drugs utilized in AMI treatment in vitro. In conclusion, AMI results in
oxidative damage as well as an increase in the organism’s defenses as a
compensatory response.

Key words: Acute Myocardial Infarction, NTPDase, 5-Nucleotidase, Platelets,
Oxidative stress, Enzymatic antioxidants, Nonenzymatic antioxidants.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacao estdo apresentados sob a
forma de manuscritos, os quais se encontram no item Manuscritos. As secoes
Materiais e Meétodos, Resultados, Discussdao e Referéncias Bibliograficas,
encontram-se nos proprios manuscritos e representam a integra deste estudo.

Os itens Discussdo e Conclusdes, encontrados no final desta dissertacao,
apresentam interpretacdes e comentarios gerais sobre os manuscritos contidos
neste trabalho.

As Referéncias Bibliograficas referem-se somente as citagbes que aparecem
nos itens Introducdo, Revisdo de Literatura, Discussdao e Conclusdes desta
dissertacao.

Os manuscritos estdo estruturados de acordo com as normas das revistas
cientificas para as quais foram submetidos:

Manuscrito | — Clinical Biochemistry

Manuscrito Il — Biomedicine & Pharmacotherapy
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1. INTRODUCAO

As doencgas cardiovasculares continuam sendo a primeira causa de morte no
Brasil, sendo responsaveis por quase 32% de todos os obitos no pais,
representando a terceira maior causa de internacdo (GUIMARAES et al., 2006).
Dentre estas destaca-se o Infarto Agudo do Miocardio (IAM), que corresponde a
lesdo e a necrose celular irreversiveis em consequéncia da isquemia prolongada.
Em geral, o IAM ocorre quando o fluxo sanguineo coronariano diminui abruptamente
depois da obstrucdo trombdtica de uma artéria coronaria previamente afetada pela
aterosclerose (KASPER et al., 2006).

A aterosclerose € um processo dinamico, evolutivo, iniciado a partir de dano
endotelial de origem multifatorial, com caracteristicas de reparagao tecidual
(ROSS,1999). E uma doenca inflamatdria que esta associada com a ativagdo da
célula endotelial, com o estresse oxidativo e com o acumulo de leucécitos e
plaguetas nas paredes das artérias (HANSSON et al., 1991; SAKAI et al., 1997).

Na maioria dos casos, o IAM ocorre quando uma placa aterosclerética sofre
fissura, ruptura ou ulceragdo, de modo que um trombo forma-se na area de ruptura e
leva a oclusao da artéria coronaria. Apos a formacéo inicial de uma monocamada de
plaquetas no local da placa rota, varios agonistas (como o ADP) promovem a
ativagao plaquetaria. Imediatamente, tém-se agregacéo das plaquetas e ativagao da
cascata de coagulagao, que levam a formagao do trombo (KASPER et al., 2006).

As plaquetas sdo um dos mais importantes componentes do sangue que
participam na regulacao da formagao do trombo por liberagdo de substancias ativas
como o ADP (ALTMAN et al., 1995). E bem conhecido que concentracdes
micromolares de ADP sado suficientes para induzir a agregagado plaquetaria,
enquanto a adenosina (o produto final da hidrélise do ATP) pode inibir a agregacéao
plaquetaria (BAKKER et al., 1994). O ATP é considerado um inibidor competitivo das
acdes mediadas pelo ADP, embora evidéncias indiguem a existéncia de
mecanismos nao competitivos e demonstrem que o ATP em altas ou baixas
concentragdes modula diferentemente a agregacéo plaquetaria (LEON et al., 1997).

Varios estudos tém relatado o envolvimento das ectonucleotidases no
processo de formacdo do trombo. As nucleosideo trifosfato difosfoidrolases

(NTPDases) s&do uma familia de ectonucleotidases, responsaveis pela hidrélise dos
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nucleotideos ATP e ADP, formando AMP, que sera metabolizado pela enzima 5’-
nucleotidase, formando a adenosina (SEVIGNY et al., 2002). As enzimas NTPDase
e 5’-nucleotidase estdo localizadas na membrana de plaquetas e exercem uma
importante fungéo na regulagdo do fluxo sanglineo coronario e na trombogénese,
através da regulagdo do catabolismo do ADP (MARCUS et al.,, 2003). Pode-se
prever a importancia dessas enzimas na tromboregulacéo, ja que os nucleotideos
ATP, ADP e o nucleosideo adenosina sao responsaveis pela regulagdo do ténus
vascular e da fung¢ao plaquetaria (PILLA et al., 1996). Além disso, estudos realizados
em nosso laboratério revelam o envolvimento das ectonucleotidases em patologias
como diabetes e hipertensdo (LUNKES et al., 2003), cancer (ARAUJO et al., 2005),
insuficiéncia renal cronica (SILVA et al. 2005), hipercolesterolemia (DUARTE et al.,
2007), entre outras.

O infarto é secundario a oclusdo coronariana, seguido por uma fase de
isquemia e reperfusao (TOPOL, 2000). Nessa fase Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs) sao produzidas (ESPAT & NELTON, 2000). A alta producdo de EROs é
responsavel por varias acdes deletérias, tais como aumento nos niveis de
peroxidacao de lipidios de membranas (ALESSIO, 1993), aumento na carbonilagao
de proteinas (DONNE et al., 2003) e até danos ao DNA (RADAK et al., 1999), o que
em ultima instancia altera e prejudica o metabolismo intracelular, podendo inclusive
causar morte celular (MANOHARAN et al., 2004).

As proteinas sao as primeiras moléculas bioldgicas a sofrer com a produgéo
excessiva de EROs. A carbonilagdo protéica parece ser um fendbmeno comum
durante a oxidagdo e sua quantificacdo pode ser usada para medir a extensao da
modificagdo oxidativa (DONNE et al., 2003).

O aumento da peroxidacéo lipidica € uma consequéncia do estresse oxidativo
o qual ocorre quando o balangco dinamico entre o mecanismo pro-oxidante e
antioxidante esta em desequilibrio (DHALLA et al., 2000).

Entretanto, o organismo possui varios sistemas de defesa antioxidante que
atuam na detoxificacdo das EROs de formas diferenciadas. Ha evidéncias que
enzimas antioxidantes como catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD) podem
proteger contra EROs que sao produzidos durante o IAM (BOVERIS & CADENAS,
1997). O balango entre a atividade da SOD e da CAT nas células € de fundamental
importancia na determinagcdao do equilibrio dos niveis de radicais superoxido e

peréxido de hidrogénio. A SOD elimina radicais superoxidos por conversao desses
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em peroxido de hidrogénio que podem ser transformados pela atividade da enzima
CAT (MCCORD & FRIDOVICH,1969; FARBER,1990; MATTES, 2000).

Além das defesas antioxidantes enzimaticas, possuem grande relevancia os
antioxidantes ndo enzimaticos. Dentre estes antioxidantes podemos citar as
vitaminas E, C e os compostos organicos contendo grupos sulfidrila (SH),
denominados tidis. A glutationa reduzida (GSH) € um tiol de baixo peso molecular
que se encontra no interior celular, sendo um tripeptideo importante na proteg¢ao
contra o dano oxidativo (SHAN et al., 1990).

A vitamina E confere protecdo a membrana celular por atuar limitando a
lipoperoxidagao (DELANTY et al., 1997). Outro mecanismo proposto para a vitamina
E é sua acao na inibicdo da oxidagcao da LDL, prevenindo assim o desenvolvimento
de leséo aterosclerdtica (MOSCA et al., 1997). Somando-se as ag¢des da vitamina E,
o acido ascorbico ou vitamina C é um antioxidante hidrossoluvel que tem a
habilidade de regenerar a-tocoferdis (FREI et al., 1989; CHAN, 1993) e neutralizar
diretamente as EROs (ROSS & MOLDEUS,1991).

Baseado no exposto acima e devido a alta incidéncia de 1AM nos dias atuais,
€ de grande interesse clinico e cientifico a avaliacdo da atividade das
ectonucleotidases e dos marcadores de estresse oxidativo em pacientes com

diagnodstico de IAM.
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1.1 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Medir a atividade das enzimas NTPDase e 5’-nucleotidase e avaliar
parametros de estresse oxidativo e defesas antioxidantes, envolvidas no Infarto
Agudo do Miocardio (IAM) em pacientes infartados provenientes do Hospital

Universitario de Santa Maria.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a atividade das enzimas NTPDase e 5’-nucleotidase em plaquetas

desses pacientes.

e Determinar os indicadores do estresse oxidativo (TBARS e carbonilagéo protéica)

em soro da populagao estudada.

e Avaliar as defesas antioxidantes enzimaticas (SOD e CAT) e n&do enzimaticas
(tidis ndo-proteéicos, vitamina E e vitamina C) em sangue total, plasma e soro,

desses pacientes.

o Verificar a influéncia dos medicamentos, utilizados no tratamento de pacientes
com |AM, in vitro sobre as atividades da NTPDase, 5-nucleotidase e nos

indicadores do estresse oxidativo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Coracéao

O coragao € um 6rgdo muscular oco que se localiza no meio do peito, sob o
osso esterno, ligeiramente deslocado para a esquerda. Em uma pessoa adulta, tem
o tamanho aproximado de um punho fechado e pesa cerca de 400 gramas. O
coragao humano, como o dos demais mamiferos, apresenta quatro cavidades: duas
superiores, denominadas atrios (ou auriculas) e duas inferiores, denominadas
ventriculos. O atrio direito comunica-se com o ventriculo direito através da valvula
tricuspide. O atrio esquerdo, por sua vez, comunica-se com o ventriculo esquerdo
através da valvula bicuspide ou mitral. O coragdo bombeia o sangue para levar
oxigénio e nutrientes as células do organismo de um lado, e, de outro, para o
pulm&o, que eliminara gas carbdnico recebido das células. Funciona, portanto, como
duas bombas em paralelo: uma bombeia sangue pobre em oxigénio e rico em gas
carbbnico do corpo para os pulmdes; a outra, bombeia sangue rico em oxigénio e
pobre em gas carbdnico dos pulmdes para o corpo. Para funcionar adequadamente,
as células musculares do corag&o necessitam de nutrientes e oxigénio que chegam
pelo sangue que ele préprio bombeia. A irrigacédo do coragao ¢é feita pelas artérias
coronarias (CASTRO,1985) (Figura 1).

Arco Adrtico

“ala Cava
Superior Artéria

Pulmonar

- Atria
Atrio Diraits E Esquerdo
Vélvula i
Pulmonar || ey
| entriculo
Esquerdo
“entriculo t\x‘
Diraito T,
Vaia Cava

Inferior

Figura 1- Anatomia do Coracdo (www.heart-vessels.com)
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2.2 Infarto Agudo do Miocardio

Em geral, o Infarto Agudo do Miocardio (IAM), ocorre quando o fluxo
sanguineo coronario diminui abruptamente depois da obstrugdo trombodtica de uma
artéria coronaria previamente afetada pela aterosclerose. Na maioria dos casos, o
infarto ocorre quando uma placa aterosclerética sofre fissura, ruptura ou ulceracéo,
de modo que um trombo forma-se na area de ruptura e leva a obstrucao da artéria
coronaria (KASPER et al., 2006). Apos a formacgao inicial de uma monocamada de
plaguetas no local da placa rota, varios agonistas (colageno, ADP, epinefrina,
serotonina) promovem a ativagao plaquetaria, produgao e liberagdo de tromboxano
Az. A ativagcdo plaquetaria pelos agonistas desencadeia uma alteracédo da
conformacao da glicoproteina llb/llla que desenvolve alta afinidade pelo fator de von
Willebrand (FVW) e fibrinogénio. A cascata de coagulacédo é ativada e por fim, a
artéria coronaria afetada torna-se ocluida por um trombo contendo agregados
plaquetarios e filamentos de fibrina (AZZAZY & CHRISTENSON, 2002; SHEBUSKI,
2002; APPLE et al., 2005; WU, 2005; KASPER et al., 2006) (Figura 2).

Artéria Cononana -—

Musculo Saudével |
Musculo Isguémico

Figura 2 — Infarto Agudo do Miocardio (www.medicinenet.com)
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2.2.1 Aterosclerose

A aterosclerose € um processo dinamico, evolutivo, iniciado a partir de dano
endotelial de origem multifatorial, com caracteristicas de reparagéo tecidual (ROSS,
1999). E uma doenca inflamatéria que esta associada com a ativacdo da célula
endotelial, com o estresse oxidativo e com o acumulo de leucdcitos e plaquetas nas
paredes das artérias (HANSSON et al., 1991; SAKAI et al., 1997).

A aterosclerose é a principal causa de morte e incapacidade nos paises
desenvolvidos. Embora alguns fatores de risco generalizados ou sistémicos
predisponham ao seu aparecimento, a aterosclerose afeta varias regibes da
circulagcao e gera manifestagdes clinicas distintas de acordo com o leito circulatério
afetado. A aterosclerose das artérias coronarias geralmente causa IAM (KASPER et
al., 2006).

2.2.2 Epidemiologia

As doencgas cardiovasculares representam a principal causa de mortalidade e
incapacidade no Brasil e no mundo (LOPEZ, 1993; MURRAY et al., 1996). Segundo
dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2002 ocorreram 16,7 milhdes
de o6bitos, dos quais 7,2 milhdes foram de Doenga Arterial Coronariana (DAC)
(GUIMARAES, 2006). Estima-se para 2020, que esse numero possa se elevar a
valores entre 35 e 40 milhdes (GUIMARAES, 2006). Seu crescimento acelerado em
paises em desenvolvimento representa uma das questdes de saude publica mais
relevantes do momento.

O Brasil desde a década de 40 vem passando por um processo de inversao
das curvas de morbidade e mortalidade em que se observa um declinio por doengas
infecciosas e um concomitante aumento na mortalidade por doencgas crénicas nao
transmissiveis. Esse processo chamado de fenbmeno da transicao epidemioldgica
ocorreu em todos os paises hoje desenvolvidos onde a populagdo de idosos € cada
vez mais expressiva. O IAM, no Brasil, foi responsavel em 1996 por 22,4% dos
obitos. Em 1999 dos 76.310 ébitos por DAC, 75,6% foram por IAM (LESSA, 2003).

Nos Estados Unidos, anualmente, 650.000 pacientes sofrem IAM novo e

450.000, IAM recorrente. A taxa de mortalidade precoce (30 dias) do IAM é de cerca
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de 30%, com mais da metade dessas mortes ocorrendo antes que o paciente
infartado chegue ao hospital (KASPER et al., 2006).

2.2.3 Fatores de risco

Considerando o IAM um estado de emergéncia, a identificagao e o tratamento
efetivo dos principais fatores de risco podem desempenhar um importante papel na
sua prevengao. Os fatores de risco para IAM sao multiplos e combinados, refletindo
a heterogeneidade da doencga. Esses variam desde os mais classicos como sexo,
idade, tabagismo, niveis elevados da lipoproteina de baixa densidade (LDL),
diabetes mellitus, hipertensao, historia familiar de DAC, obesidade, sedentarismo,
ingesta de alcool, até os descobertos recentemente como alteragbes congénitas,
lupus eritematoso sistémico, entre outros.

Um dos mais importantes estudos sobre fatores de risco e IAM no Brasil, foi o
estudo “Avaliagao dos Fatores de Risco para Infarto Agudo do Miocardio no Brasil”
(AFIMAR) (PIEGAS et al., 2003). Esse foi um estudo caso-controle, de base
hospitalar, planejado para avaliar a associagao de fatores de risco convencionais e
primeiro IAM na populagdo brasileira. A analise multivariada demonstrou os

seguintes fatores como de risco independentes para o IAM (Tabela1):

Tabela 1 - Perfil de fatores de risco dos pacientes com IAM no Brasil e no mundo.

Variavel Brasil Mundo
Numero de pacientes 1.027 12.985
Idade mediana 61 anos 65 anos
Sexo masculino 726 (71%) 9.184 (71%)
Tabagismo 62% 62%
Hipertensao 58% 52%
Dislipidemia 31% 37%
Diabetes mellitus 22% 21%

Fonte: Guimaraes, 2006

Sexo e idade
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Varios estudos tém demonstrado que a taxa de mortalidade por IAM € maior
nos homens e nos individuos idosos do que em mulheres (DOUGLAS et al., 1991;
SHAROVISKY & CEZAR, 2002). As possiveis razdes para o aumento do risco de
doencas cardiovasculares com a idade incluem imobilidade, trauma, obesidade,
cirurgias meédicas, doengas crbnicas, aterosclerose, pressao alta, dislipidemia,
intolerdncia a glicose, aumento dos marcadores inflamatérios no sangue, terapia

com estrogenos e cancer (GORDON, 2004).

Tabagismo

O tabagismo associa-se a maior morbidade e mortalidade por doencga
coronariana aterosclerotica (KANNEL & HIGGINS, 1990), o que advém dos multiplos
efeitos deletérios causados pelo tabagismo nos mecanismos de aterogénese e
trombose (SAHGER et al., 1995). Na formagdo e na evolugdo da placa
aterosclerdtica, o tabagismo é capaz de produzir lesées endoteliais de forma direta,
levando a maior oxidacado da LDL e reduzindo a producao de HDL (KASPER et al.,
2006).

Hipertensao

A hipertensdo €& um dos principais fatores de riscos para DAC,
independentemente de idade, sexo ou raga. A pressao arterial sanguinea, (tanto a
sistélica quanto a diastdlica), esta correlacionada com a incidéncia de doencgas
cardiacas e acidente vascular cerebral. Tem sido postulado que a pressao
sanguinea excessivamente alta poderia danificar o endotélio e aumentar a
permeabilidade do mesmo. Em adicdo, a hipertensdo poderia estimular a
proliferacdo de células musculares ou induzir a ruptura de placas ateroscleréticas. A
presencga de lesdo em 6rgdos como o coragao € acompanhado de um aumento do
risco de doencgas cardiacas (LAHOZ & MOSTAZA, 2007). Numerosas triagens
clinicas tém demonstrado que um decréscimo na pressao arterial sistémica esta
associado com uma redugao significativa na incidéncia de acidente cerebral vascular
e eventos cardiacos (NEAL et al., 2000).



Revisdo de Literatura 10

Hipercolesterolemia

A hipercolesterolemia € amplamente aceita como um dos maiores fatores de
risco para o desenvolvimento de doenga isquémica cardiaca, angina e IAM (TAILOR
& GRANGER, 2003; AL-SHAER et al., 2004; VIEIRA, 2005; BHATT et al., 2006).
Estudos indicam que altos niveis de colesterol, principalmente da LDL,
desempenham um papel importante na aterogénese. As distor¢gdes no transporte do
colesterol podem favorecer seu depésito na parede das artérias e vasos,
contribuindo para o desenvolvimento da aterosclerose (DIETSCHY et al.,, 1993;
ECKARDSTEIN et al., 2001). A aterosclerose € um processo inflamatério que esta
associado com a ativacado de células endoteliais, com o estresse oxidativo e com o
acumulo de leucécitos na parede das artérias (HANSSON et al., 1991; SAKAI et al.,
1997, ROSS, 1999; LIBBY, 2000).

Diabetes Mellitus

Em relagao ao Diabetes Mellitus, esse se constitui um importante fator para o
desenvolvimento de doenga cardiovascular, por interagir com outros fatores, como
hipertensdo e hiperlipidemia, os quais potencializam o risco. Além disso, pacientes
com diabetes sdo conhecidos por ter alta propensdo a doencas aterosclerdticas,
uma das principais causas de IAM (KIP et al.,, 1996). O mecanismo pelo qual o
diabetes aumenta o risco de doengas cardiovasculares ndo esta totalmente
entendido, mas estudos indicam que a hiperglicemia e o estado patoldgico criado no
diabetes seriam os responsaveis pelo aumento do risco de doencas coronarias
(TSCHOEPE et al., 1993; NATHAN et al, 2003).

2.2.4 Diagnéstico

O diagnéstico de IAM é baseado nas manifestagdes clinicas apresentadas
pelo paciente, mudangas no eletrocardiograma e elevagdes dos biomarcadores
cardiacos séricos (KASPER et al., 2006).
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A dor é a queixa mais comum dos pacientes com IAM. Ela é profunda e
visceral; os termos comumente usados para descrevé-la sao: peso, aperto, pressao,
porém as vezes descrita como lascinante ou em queimacao. Tipicamente, ocorre na
parte central do térax e/ou epigastrico e pode irradiar-se para os bragos. Com
frequéncia € acompanhada de fraqueza, sudorese, nauseas, vomitos e ansiedade
(BERTRAND et al., 2002; VAN et al., 2003). Outras apresentagdes menos comuns,
com ou sem dor, sao perda subita da consciéncia, estado confusional, sensagao de
fraqueza extrema, aparecimento de arritmia, evidéncias de embolia periférica ou
apenas queda inexplicada da pressao (KASPER et al., 2006).

O exame eletrocardiografico € a principal ferramenta, ao lado da histéria
clinica, no diagnostico e avaliagcdo progndstica do paciente com dor toracica
sugestiva de IAM. Um eletrocardiograma inicial com supradesnivelamento do
segmento ST (Figura 3) maior ou igual a 1 mm em duas derivagdes contiguas,
define com alta probabilidade o diagnéstico de IAM. Em pacientes com sintomas
sugestivos, a elevacdo do segmento ST tem especificidade de 91% e sensibilidade
de 46% para diagnéstico de IAM. A mortalidade aumenta com o numero de
derivagcbes no eletrocardiograma com supradesnivel de ST (SAVONITTO et al.,
1999; BERTRAND et al, 2002; BRAUNWALD et al, 2002;). O exame
eletrocardiografico deve ser repetido apos a terapéutica inicial, 12h apds a

internagéo e diariamente até alta da unidade coronariana.

|_ if\ ~

Eletrocardiograma Normal Elevagao do Segmento ST

Figura 3- Eletrocardiograma representando elevagédo do segmento ST no IAM (Keeley & Hillis, 2007).

Certas proteinas, denominadas marcadores cardiacos séricos, sao liberadas

no sangue em grandes quantidades, pelo miocardio necrético apds o IAM. As taxas
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de liberacado das diferentes proteinas variam segundo a sua localizagao intracelular
e 0 seu peso molecular, bem como com o fluxo sanguineo e linfatico local
(STEFANINI et al., 2004).

A creatinofosfocinase (CK-total) encontrada na forma de dimero € uma
importante enzima reguladora da produgao e da utilizagao do fosfato de alta energia
nos tecidos contrateis. Embora seja um indicador sensivel de lesdo muscular, ndo é
especifico para o diagnostico de lesdao miocardica. Os resultados anormais da
atividade e da concentracido da CK-total podem ocorrer em razao de: problemas
intrinsecos aos testes laboratoriais; doencas associadas, que diminuem a depuragao
de proteinas; liberagdo de tecidos necroéticos contendo niveis elevados da enzima,;
presenca de lesées musculares agudas e cronicas; e uso de medicamentos e drogas
ilicitas (WU, 1998).

A isoenzima MB da CK é mais vantajosa que a CK-total, pois ndo é
encontrada em concentragdes significativas nos tecidos néo-cardiacos. A CK-MB
eleva-se em 4 a 6h apds o inicio dos sintomas, com pico em torno de 18h, e
normaliza-se entre 48 e 72h. Esta enzima permite o diagndstico tardio do IAM, apés
12h do inicio dos sintomas, quando possui sensibilidade de cerca de 93%, porém é
pouco sensivel para o diagndstico precoce nas primeiras 6h do inicio dos sintomas
(ADAMS et al., 1993).

As troponinas (T e |) especificas do coragdo sédo atualmente consideradas os
marcadores ouro para o IAM (ALPERT et al., 2000; BABUIN & JAFFE, 2005). Devido
as troponinas especificas do coracdo possuirem sequéncias de aminoacidos
diferentes das que sao encontradas no musculo esquelético, permitiram o
desenvolvimento de ensaios quantitativos com anticorpos monoclonais altamente
especificos, o que as torna os principais marcadores para o IAM, com alta
especificidade e sensibilidade (KASPER et al., 2006). As troponinas elevam-se entre
4 e 8h apds o inicio dos sintomas, com pico entre 36 e 72h e normalizagao entre 5 e
14 dias. Apresentam a mesma sensibilidade diagnéstica da CK-MB entre 12 e 48h
apos o inicio dos sintomas do IAM (BLUESTEIN et al., 1998; APPLE, 1992).

2.2.5 Tratamento farmacoldgico
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O uso dos agentes antiplaquetarios e antitrombéticos durante a fase inicial do
IAM, baseia-se em amplas evidéncias clinicas e laboratoriais indicativas de que a
trombose desempenha um papel importante na patogenia desta doenga. O objetivo
principal do tratamento com antiplaquetarios e antitrombédticos € estabelecer e
manter a perviedade da artéria relacionada com o infarto. O grau em que o
tratamento antiplaquetario atinge essas metas determina, em parte, a eficacia com
que reduz o risco de mortalidade associada ao IAM (KASPER et al.,, 2006). As
drogas antiplaquetarias mais comumente utilizadas sao o acido acetilsalicilico (AAS)
e o clopidogrel (KAM & NETHERY, 2003; KASPER et al., 2006).

Acido Acetilsalicilico (AAS)

O AAS interfere no metabolismo dos prostandides ciclicos pela inibigao
irreversivel da ciclooxigenase (COX), a qual € uma enzima chave na sintese do
tromboxano A; (TXAz). O TXA; € uma substancia com potentes propriedades
protrombdticas e vasoconstritoras (AWTRY & LOSCALZO, 2000; BHATT & TOPOL,
2002). A evidéncia mais convincente de beneficio do tratamento antiplaquetario com
acido acetilsalicilico em pacientes com |IAM foi demonstrada em uma abrangente
revisdo publicada no Antiplatelet Trialists’ Colaboration (2002). Os dados referentes
a quase 20.000 pacientes com IAM incluidos em 15 estudos randomizados foram
reunidos e demonstraram redugao relativa de 27% na taxa de mortalidade naqueles

pacientes tratados com AAS.

Clopidogrel

O clopidogrel € uma potente droga antiplaquetaria pertencente a classe das
tienopiridinas. Este composto inibe seletivamente a agregacéo plaquetaria induzida
pelo ADP e outros agonistas por se ligar aos receptores purinérgicos do tipo P2Yq, e
consequentemente decrescer a ativagdo da glicoproteina lIb/llla (HERBET et al.,
1999; QUINN & FITZGERALD,1999; SAVI et al., 2001). A eficacia do clopidogrel foi
verificada na triagem clinica: Clopidogrel versus Aspirina em Pacientes com Risco de

Eventos Isquémicos (CAPRIE, 1996). Esse estudo revelou que o tratamento com
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clopidogrel foi mais efetivo do que o tratamento com AAS em pacientes com uma
historia positiva de 1AM, ou acidente vascular cerebral. Alguns estudos demonstram
que o clopidogrel pode ser visto como uma alternativa ao tratamento com AAS, em
especial naqueles pacientes resistentes ou intolerantes ao AAS (QUINN &
FITZGERALD, 1999; CAVUSOGLU et al., 2003). O tratamento de modelos animais
de trombose com uma combinagao de AAS e clopidogrel sugere ser uma estratégia
antitrombdtica mais efetiva do que uma terapéutica isolada (HERBERT et al., 1996;
HARKER et al., 1998; HERBERT et al., 1998). O mesmo ocorre para o tratamento
de pacientes com sindrome coronariana aguda em que a associacao de AAS mais

clopidogrel mostrou eficacia superior ao tratamento com AAS sozinho (CURE, 2001).

2.3 Plaquetas

2.3.1 Estrutura

As plaquetas sao fragmentos citoplasmaticos derivados de megacaridcitos,
envolvidos por membranas e destituidas de nucleo. Apresentam-se heterogéneas
sob aspecto morfoldgico, considerando tamanho, densidade e coloragdo (LEE et al.
1998). Ao microscopio eletronico, as plaquetas apresentam-se como esferdides
achatados nos podlos. Em condicbes normais e em esfregagos sanglineos, as
plaquetas apresentam-se discoides (BATLOUNI, 1993).

Nas plaquetas se reconhecem trés zonas: (1) zona externa ou periférica que
condiciona a propriedade de adesdao. Nessa por¢cdo encontram-se antigenos,
glicoproteinas e varios tipos de enzimas. Mais internamente existe a membrana
plaquetaria, onde estdo localizadas glicoproteinas que séo receptores especificos
para determinados fatores de coagulacdo. (2) Uma zona sol-gel ou citosol com
proteinas actinomiosina e tubulina, formando microtubulos e microfilamentos,
responsaveis pelo esqueleto da plaqueta. (3) Uma zona de organelas contendo
corpusculos densos (Ca®*, ADP, ATP, Serotonina, Pirofosfato), granulos alfa (fatores
de crescimento, fatores de coagulacéo e proteinas de adesdo) e um sistema de
membrana, local de sintese de prostaglandinas e tromboxano A; (LORENZI et al.,
2003).
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Microtibulos

Membrana plasmética

Grénulos delta

Figura 5: Representacado de uma célula plaquetaria.

2.3.2 Ativacao plaquetéaria

As plaquetas sao liberadas do citoplasma dos megacariocitos medulares e
passam a circulagdo, onde tém vida média de 8 a 10 dias. Durante esse tempo de
sobrevida, o seu metabolismo se baseia na liberagdo de energia, representada pela
transformacédo do ATP em ADP, a partir da glicélise e do mecanismo oxidativo das
mitocdndrias. Essa energia é utilizada para as fungbes basicas das plaquetas, que
sdo a adesdo, a agregacao e a secrecao de substancias contidas nos granulos
citoplasmaticos (LORENZI et al., 2003).

Quando um vaso é lesado, o subendotélio, com o colageno subjacente, &
exposto e as plaquetas se ativam, iniciando-se uma série de fenbmenos que tem por
finalidade evitar a hemorragia (LORENZI et al., 2003). O primeiro sinal de ativagao
plaquetaria é sentido na membrana externa, onde os fatores capazes de promover
esta ativagdo como a trombina, a adrenalina, o colageno e o ADP se ligam aos seus
receptores especificos. A plaqueta modifica a sua forma que passa de discéide a
irregular devido a emissao de pseudopodos a partir da membrana. A seguir, ocorre a
ligacdo das plaquetas aos receptores das glicoproteinas e ativagado das moléculas
de integrinas plaquetarias levando ao processo de agregacgao plaquetaria (LEE et
al., 1998; LORENZI et al., 2003).
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2.3.3 Agregacao plaquetaria

A agregacao plaquetaria ocorre devido a formagéo de pontes de fibrinogénio,
pois este se liga ao receptor na membrana plaquetaria, GP lIb/llla, que na presenca
do Ca*" forma um complexo estavel na superficie das plaquetas ativadas. Essa
também ocorre devido ao metabolismo do acido araquidbnico, sendo 0 mesmo
liberado a partir da membrana fosfolipidica das plaquetas pela ativacdo da enzima
fosfolipase A, e, subsequentemente, a enzima cicloxigenase (COX-1) converte o
acido araquiddnico em endoperoxidos ciclicos. Esses sdo entdo convertidos pela
tromboxano sintetase em tromboxano A, (TXA;), funcionando como um potente
agonista que induz a agregacéo (LEE et al., 1998; ANDREWS et al., 1999; BECKER,
1999; GAETANO, 2001). A amplificagdo e propagacgado continua da agregacgéo
plaquetaria é ativada pela formacao de agregados plaquetarios e a expulsao de ADP

e de outras substancias ativas das organelas plaquetarias (LEE et al., 1998).

2.3.4 Hemostasia

A principal funcao das plaquetas é a hemostasia, na qual elas desempenham
atividade mecanica e bioquimica. As plaquetas aderem-se as estruturas
subendoteliais expostas e tornam-se ativadas; ocorrendo a adesao plaquetaria.
Posteriormente, ocorre uma intensa atividade metabdlica, havendo a sintese de
mensageiros intracelulares e formagao de agonistas plaquetarios. Na sequéncia as
plaquetas sofrem transformagdes morfoldgicas, iniciando a formagao de agregados
plaquetarios também denominados de rolhas, que vao constituir a barreira
plaquetaria inicial. A liberacdo de ADP e outras substancias ativas amplificam o
processo de ativagédo plaquetaria. Segue-se a ativagdo com a liberacéo do fator 3
plaquetario e tem inicio o processo de coagulacdo sangulinea, promovendo a
consolidagcao da rolha plaquetaria pela fibrina e a consequente retracdo do coagulo
(LEE et al., 1998; LORENZI et al., 2003; RAMASAMY, 2004; DAVi & PATRONO,
2007).

2.4 Nucleotideos de adenina
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Os nucleotideos extracelulares tais como o ATP, o ADP, e o UTP estéo
presentes nos fluidos extracelulares em baixas quantidades (micromolares) devido a
varios mecanismos como: lise celular, permeabilidade seletiva da membrana
plasmatica e exocitose de vesiculas secretoras como os corpos densos plaquetarios
(ENJYOUI et al., 1999; ZIMMERMANN, 2001).

A adenosina extracelular e os derivados da adenina sdo moduladores do
ténus vascular e da fungdo plaquetaria (COADE & PEARSON, 1989). E bem
conhecido que concentragdes micromolares de ADP sao suficientes para induzir a
agregacao plaquetaria, enquanto a adenosina (o produto final da hidrélise do ATP)
pode inibir a agregacao plaquetaria (KITAKAZE et al., 1991; BAKKER et al., 1994;
ZIMMERMAMM, 1999). O ATP é considerado um inibidor competitivo das agdes
mediadas pelo ADP, embora evidéncias indiquem a existéncia de mecanismos nao
competitivos e demonstrem que o ATP em altas ou baixas concentragcdes modula
diferentemente a agregacdo plaquetaria (LEON et al. 1997; SOSLAU &
YOUNGPRAPAKORN, 1997; BIRK et al., 2002; REMIJIN et al., 2002; ROZALSKI et
al., 2005).

A adenosina também apresenta uma acao cardioprotetora em episodios de
isquemia ou hipdéxia (MINAMINO et al., 1996). A funcao protetora da adenosina se
manifesta pela vasodilatagdo coronariana e de vasos colaterais, aumentando o
suprimento de oxigénio para os tecidos. Além disso, a adenosina é um ativador
endégeno do sitema de enzimas antioxidantes durante os processos de injuria e
isquemia celular (MAGGIRWAR et al., 1994; RAMKUMAR et al., 1995).

A adenosina é conhecida por ser cardioprotetora ndo somente nos momentos
de isquemia/reperfusdo, mas também na insuficiéncia cardiaca, atenuando a
liberagdo de catecolaminas, aumentando o fluxo sanguineo coronario e inibindo a
ativacao de plaquetas e leucécitos (KINUGAWA et al., 2006).

2.5 Enzimas que degradam nucleotideos de adenina - ECTONUCLEOTIDASES

Os nucleotideos de adenina extracelulares s&o hidrolisados por enzimas
conhecidas como ectonucleotidases. Dentre estas se destacam a NTPDase

(apirase, nucleosideo trifosfoidrolase, ATP difosfoidrolase) e a 5’-nucleotidase, duas
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enzimas capazes de controlar a disponibilidade de ligantes como ATP, ADP e AMP a
seus receptores especificos (ZIMMERMANN, 2001).

2.5.1 NTPDases

NTPDases (Nucleosideo trifosfato difosfoidrolases) é o termo genérico para
designar uma familia de enzimas responsaveis pela hidrélise de nucleotideos tri e
difosfatados (ZIMMERMANN, 2001). Oito membros desta familia ja foram
identificados (Figura 6) e diferem quanto a especificidade ao substrato, distribuigdo
tecidual e localizagdo celular (SHI et al., 2001; ZIMMERMANN, 2001; BIOGENNESE
et al.,, 2004). Quatro das NTPDases sdo enzimas tipicamente localizadas na
membrana celular com um sitio catalitico na face extracelular (NTPDase 1, 2, 3 e 8)
e quatro delas exibem localizagao intracelular (NTPDases 4, 5, 6 e 7) (ROBSON et
al., 2006).
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Figura 6 — Membros da Familia das NTPDases (Robson et al., 2006)

Estas enzimas apresentam um alto grau de similaridade na sua sequéncia de
aminoacidos, particularmente dentro de cinco regides que sao conhecidas como
“regides conservadas da apirase” (ACRs), as quais sdo de extrema importancia para
a atividade catalitica (ZIMMERMANN, 1999). Elas estdo amplamente distribuidas

nos tecidos animais e representam as principais ectonucleotidases expressas pelo
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endotélio e células musculares lisas do sistema circulatério (ZIMMERMANN et al.,
1999; BONAN et al., 2001; SCHETINGER et al., 2001; VIERA et al., 2001).

A NTPDase-1 (ATP difosfoidrolase, Apirase, Ecto/CD 39) foi a primeira enzima
da familia NTPDase a ser descrita, e esta ancorada na superficie celular através de
duas regides transmembranas préximas ao grupamento amino e carboxi terminal,
com o seu sitio catalitico voltado para o meio extracelular (Figura 7)
(ZIMMERMANN, 2001). Esta enzima hidrolisa tanto ATP como ADP formando AMP
na presencga de ions Ca ?* e Mg %" (ZIGANSHIN et al., 1994).

A NTPDase-1 de plaquetas intactas de humanos pode estar envolvida na
regulacdo da concentracdo dos nucleotideos, na circulagdo e no tébnus vascular.
Alguns estudos indicam que o uso de CD39 soluvel se constitui num potencial
agente terapéutico para inibigcdo de processos tromboéticos mediados por plaquetas.
A solucéo purificada de CD39 bloqueou in vitro a agregagao plaquetaria induzida por
ADP e inibiu a reatividade plaquetaria induzida pelo colageno (GAYLE Il et al.,
1998; ENJYOJI,1999).

E-NTPDases
COOH
y <
NHz COOH NH2
NTPDase1 NTPDase5
NTPDaseZ2 NTPDaset6
NTPDase3
NTPDase4d

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

2.5.2 5'- Nucleotidase
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Até o momento, sete sub-tipos da enzima 5-nucleotidase foram isoladas e
caracterizadas em humanos. Essas enzimas variam na localizagdo subcelular,
sendo 5 delas localizadas no citosol, uma na matriz mitocondrial e uma anexada a
membrana plasmatica externa. Enquanto essas enzimas compartilham a habilidade
em hidrolisar 5’- nucleosideos monofosfatos e se sobrepdem na especificidade ao
substrato, elas variam na afinidade por 5’-monofosfatos (HUNSUCKER et al., 2005).

A ecto-5-nucleotidase (E.C. 3.1.3.5, CD73) € uma dglicoproteina ligada a
membrana via um glicosil fosfatidilinositol (GPIl) com seu sitio catalitico voltado para
o meio extracelular (Figura 8) que catalisa a hidrolise éster fosférica do 5'-
ribonucleotideo para o correspondente ribonucleosideo e fosfato. Ocorre na forma
de dimero e seu peso molecular esta na faixa de 62 a 74 Kd. (ZIMMERMANN, 2001;
HUNSUCKER et al.,, 2005). Esta enzima é encontrada em bactérias, animais e
plantas (ZIMMERMANN, 1992).

Ecto-5"-
Nucleotidase

NH.

Figura 8 - Estrutura da ecto-5’-nucleotidase ancorada a8 membrana (Zimmermann, 2001- adaptado).

As fungdes da ecto-5-nucleotidase correlacionam-se diretamente ao seu
papel na producdo de adenosina. Assim, de acordo com a sua localizag¢ao tecidual,
ela desempenha importantes fungdes como por exemplo, no controle da agregacao
plaquetaria, na regulagdo do tbnus vascular e também na neuromodulagdo e
neuroprotecao no sistema nervoso (ZIMMERMANN et al., 1998; KAWASHIMA et al.,
2000; DUNWIDDIE & MASINO, 2001).
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A ecto-5’-nucleotidase é a principal enzima responsavel pela formagao de
adenosina extracelular e a subsequente ativagao de receptores de adenosina (P1)
(ZIMMERMANN, 2000). Estudos tém demonstrado que a geragdo de adenosina
extracelular tem sido amplamente implicada como uma resposta adaptativa a
momentos de hipéxia e isquemia (GNAIGER, 2001; O'FARRELL, 2001). E
geralmente aceito que a desfosforilagdo do AMP pela CD73 representa o maior
caminho da formacdo da adenosina extracelular durante o decréscimo da

suplementacao de oxigénio como no IAM (LINDEN, 2001).

2.6 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo ocorre em situagées em que ha um desequilibrio entre
os niveis de antioxidantes e pro-oxidantes, com o predominio destes ultimos. Assim,
a diminuicdo dos sistemas de defesa antioxidante, ou, 0 aumento da geragcéo de
espécies oxidantes, radicalares ou nao, pode resultar em lesdes oxidativas em
macromoléculas e diversas estruturas celulares que, se nao forem reparadas,
alteraréo a funcionalidade de células, tecidos e 6rgaos (DHALA et al., 2000).

Um decréscimo no fluxo sanglineo para o coragédo devido a aterosclerose,
trombose ou espasmo coronario, € conhecido por induzir isquemia miocardica.
Embora a reperfusdo do miocardio isquémico durante o estagio inicial seja essencial
na prevengao do dano cardiaco, apos um periodo critico leva a danos como geragao
de estresse oxidativo (KLONER et al., 1983; GARLICK et al., 1987; ZWEIER et al.,
1987; BOLLI et al., 1988; DAS & MAULIK, 2003). Durante a isquemia os carreadores
mitocondriais encontram-se no seu estado reduzido. Durante a reperfusdo, a
interagc&o entre o oxigénio molecular e a cadeia respiratoria reduzida leva a formagao
de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) (BECKER, 2004; KASPAROVA et al.,
2005). Entretanto EROs podem surgir de diferentes fontes que incluem NADPH
oxidase, xantina oxidase, oxido nitrico sintase, auto-oxidagdo de catecolaminas,
aumento dos niveis de angiotensina Il e aldosterona, e liberagdo de citocinas pro-
inflamatodrias (LANDMESSER et al., 2002; BERRY & HARE, 2004).

As EROs como o anion superéxido (O.7), peroxido de hidrogénio (H.0-),
anion hidroxil (*OH) e outros oxidantes podem ter diferentes efeitos deletérios no
coracéo (ZHAO, 2003; TAKANO et al., 2003, GHOSH et al., 2005). Os efeitos mais
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comumente reconhecidos do aumento do estresse oxidativo € a oxidagao e o dano a
macromoléculas como proteinas, lipidios, DNA (Figura 9) e enzimas envolvidas na
producao de energia, desse modo contribuindo para o dano celular e aceleragao da
morte celular através da apoptose e necrose (GIORDANO, 2005; VALKO et al.,
2006).
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Figura 9 - Dano oxidativo a macromoléculas biolégicas (Torres, 2003).

2.6.1 Indicadores pré-oxidantes

2.6.1.1 Lipoperoxidacao

O dano aos lipidios induz o fenbmeno conhecido como lipoperoxidagao. Um
dos mais conhecidos produtos da lipoperoxidagdo € o malondialdeido (MDA)
(ALEXANDROVA & BOCHEV, 2005; CHERUBINI et al., 2005), o qual é o produto
final da degradacao ndo enzimatica de acidos graxos poliinsaturados. Altos niveis de
MDA elevam a formacgao de lipoperéxidos e indicam um aumento da lipoperoxidagao
(KASHYAP et al., 2005).

As membranas sdo compostas principalmente de fosfolipidios e proteinas.
Alteracdes nos lipidios de membrana por EROS estdo entre os principais efeitos
relacionados ao momento de isquemia e reperfusdao que ocorre no IAM. Com isso,
ha perda da seletividade na troca ibnica e da liberagdo do conteudo de organelas,

como as enzimas hidroliticas dos lisossomas, e a formagao de produtos citotéxicos,
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culminando com a morte celular (LAZZARINO et al., 1994; PARK & LUCCHESI,
1999; MAREZIN et al., 2003).

2.6.1.2 Oxidacao protéica

As EROs podem causar danos a todos os tipos de biomoléculas, incluindo as
proteinas (DONNE et al.,, 2003). O dano a estrutura protéica pode alterar sua
atividade bioldgica, sendo que no caso de enzimas, poderia resultar em modificacao
de sua atividade catalitica. Além disso, estas alteragdes ainda poderiam causar
prejuizo no transporte ativo através das membranas celulares e citélise (DEAN et al.,
1997).

Os grupos carbonil sdo produzidos pela oxidacdo das cadeias laterais das
proteinas, quando elas sdo oxidadas. Essas fragdes sao quimicamente estaveis o
que os torna detectaveis. A proteina carbonil também pode ser gerada através da
clivagem oxidativa das proteinas por um sistema de a-amidagdo ou por oxidagao
das cadeias laterais de glutamato, levando a formagao de um peptideo no qual o
aminoacido N-terminal esta bloqueado por um derivado a-cetoacil. Também, os
grupos carbonil podem ser introduzidos nas proteinas por uma reagdo secundaria
das cadeias laterais nucleofilicas de Cis (cisteina), His (histidina) e Lis (lisina) com
aldeidos produzidos durante a peroxidacao lipidica (como o malondialdeido entre
outros). Além disso, derivados carbonil reativos (cetoaminas, cetoaldeidos) gerados
como uma consequéncia da reacdo de acgucares redutores, ou seus produtos de
oxidagao com residuos de Lis das proteinas (reagdes de glicagao ou glicooxidagao)
com a eventual formagao de produtos finais de glicacado-lipoxidacdo avangados,
podem levar a formacédo de grupos carbonil (DONNE et al., 2003; STADTMAN,
2004).

O conteudo de proteina carbonil é atualmente o principal indicador e
marcador de oxidacao protéica (BERLETT & STADTMAN, 1997; CHEVION et al.,
2000; BEAL, 2002). A acumulacdo de proteina carbonil tem sido observada em
diversas doencas humanas incluindo as doengas cardiacas (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 1999; MALDONADO et al., 2006; CORREA et al., 2007, BATTISTI et
al., 2008). O mecanismo causador dessa acumulagao é bastante interessante, mas

ainda ndo esta bem estabelecido. Uma ou mais das muitas possibilidades que
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poderiam causar o aumento nos niveis de proteinas oxidadas sao; (i) um aumento
no numero de espécies oxidantes, (ii) um decréscimo nos “scavengers” dessas
espécies, (iii) um aumento na susceptibilidade dessas proteinas a oxidagéo e (iv) um

decréscimo na remogéao das espécies oxidadas (DAVIES, 2000).

2.6.2 Defesas antioxidantes

Por definicdo, uma substancia antioxidante é aquela capaz de inibir a
oxidacdo ou, entdo, qualquer substancia que, mesmo presente em baixa
concentracdo, comparada ao seu substrato oxidavel, diminui ou inibe a oxidagao
daquele substrato. Do ponto de vista bioldgico, podemos definir antioxidantes como
compostos que protegem os sistemas biolégicos contra os efeitos deletérios dos
processos ou das reagdes que levam a oxidagcdo de macromoléculas ou estruturas
celulares (JORDAO et al., 1998; HALLIWELL & GUTTERIDGE,1999). Esta defini¢éo
engloba compostos de natureza enzimatica e ndo enzimatica (SIES, 1993; VALKO et
al., 2007).

2.6.2.1 Antioxidantes enziméaticos

Entre as principais enzimas responsaveis pela defesa antioxidante do
organismo destacam-se a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GSHPXx), que constituem a primeira linha de defesa endégena
de neutralizagdo das EROs. Através delas, as células tentam manter baixas as
quantidades do radical superoxido e de peroxidos de hidrogénio evitando assim, a
formagao do radical hidroxil (BOVERIS & CADENAS, 1997).

A funcdo da SOD foi descoberta em 1969 por McCord & Fridovich, o que
propiciou um grande avang¢o das pesquisas na area de toxicidade do oxigénio. Esta
enzima esta presente em todos os organismos aerobicos e catalisa a dismutagao do
radical superodxido. Existem trés classes de superéxido dismutase: Fe-SOD, CuZn-
SOD e Mn-SOD. A CuZn-SOD e a Mn-SOD encontram-se em eucariotos e a Fe-
SOD, apenas em procariotos. A SOD dependente de cobre e zinco encontra-se no

citoplasma celular e nos fluidos extracelulares, onde é secretada pelas células
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endoteliais. A Mn-SOD é uma enzima mitocondrial tetramérica, apresentando um
atomo de manganés por subunidade (SEIZI, 2003).

A SOD catalisa a dismutagdo do radical O,” em H,0,. O H,O, por sua vez é
degradado pela agdo da CAT ou GSHPx resultando em agua e O, (Figura 10)
(MCCORD & FRIDOVICH,1969; FARBER,1990).

A CAT é uma enzima tetramérica, consistindo de quatro subunidades
idénticas de 60 KDa, que contém um unico grupo ferroprotoporfirina por unidade, e
tem uma massa molecular de aproximadamente 240 KDa. A CAT reage
eficientemente com o H,O, para formar H,O e O, (MATTES et al., 1999). A enzima é
encontrada no sangue, medula 6ssea, mucosas, rim e figado e sua atividade é
dependente de NADPH (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

ﬁkda Hidrogénio
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=

Figura 10- Mecanismo enzimatico antioxidante (Nordberg & Arner, 2001).

2.6.2.2 Antioxidantes nao-enzimaticos

Além das defesas antioxidantes enzimaticas as defesas antioxidantes nao-

enzimaticas desempenham papel de fundamental importancia para a célula. Nesse



Revisdo de Literatura 26

grupo destacamos o papel dos tidis ndo-protéicos, e das vitaminas C e E (VALKO et
al., 2007).

Os tidis nao-protéicos tém uma importante funcdo na defesa contra EROs
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999; MASSELA et al., 2005). A glutationa reduzida
(GSH) é o tiol ndo-protéico mais abundante presente nas células animais (MEISTER
& ANDERSON, 1983). Esta é formada por cisteina, glicina e residuos de acido
glutdmico e sua capacidade redutora é determinada pelo grupamento -SH, presente
na cisteina. A GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes do
sistema de defesa antioxidante da célula, protegendo-a contra a lesao resultante do
momento de isquemia — reperfusao (SHAN et al., 1990; ARTEEL & SIES, 2001).

A GSH participa na decomposigdo do peroxido de hidrogénio (H203),
potencialmente toxico, que é convertido em H,O em reacéo catalisada pela GSHPx,
as custas da glutationa reduzida; a glutationa oxidada resultante é reciclada a forma
reduzida pela glutationa redutase e NADPH (Figura 11) (KRETZSCHMAR,1996;
GUL et al., 2000). O NADPH é regenerado pela via das pentoses fosfato, em reacéo
catalisada pela glicose 6-fosfato desidrogenase, a qual é particularmente importante
nos eritrécitos. Dessa forma, este processo de reciclagem e a manutencgao de niveis
adequados de GSH podem prevenir o dano celular causado pelo estresse oxidativo
(STAMLER & SLIVKA, 1996). Variagbes nos niveis de glutationa afetam diretamente
a sintese de proteinas e de DNA. A oxidagao ou deplecdo da GSH pode diminuir a
sintese protéica. Em situagdes de estresse oxidativo muito intenso a GSH pode ser
perdida de maneira irreversivel, permanecendo na forma oxidada e nao sendo
novamente reduzida (UHLIG & WENDEL, 1992).

Glutationa Reduzida
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Glutationa Redutase Glutationa Peroxidase
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GSSG

Glutationa Oxidada

Figura 11- Papel da GSHPx e GSH na decomposigao do peroxido de hidrogénio
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As vitaminas C e E também desempenham papel de fundamental importancia
na detoxificacdo das EROs formadas durante o momento de isquemia-reperfusao
que ocorre no IAM. A vitamina C (ascorbato) é um nutriente hidrossoluvel
encontrado primariamente em frutas e vegetais (MAYNE, 2003) e exerce agéao
protetora sobre componentes hidrossoluveis do organismo (BENZIE & STRAIN,
1999). Age diretamente sobre as EROs e esta envolvida na regeneragcéo de a-
tocoferil em a-tocoferol (Vitamina E) (FREI et al., 1989; CHAN, 1993). A vitamina C
interage com as EROs na fase aquosa do plasma antes que eles possam agir
oxidativamente sobre lipidios e lipoproteinas (ROSS & MOLDEUS,1991;
NORDBERG & ARNER, 2001).

A vitamina E (ou a-tocoferol) pertence ao grupo dos antioxidantes fendlicos,
sendo que dentre eles o a-tocoferol tem sido considerado o mais biologicamente
ativo e o principal antioxidante lipossoluvel nas membranas celulares (MACHLIN &
BENDICH, 1987; MAYNE, 2003).

A funcgéo antioxidante da vitamina E é essencialmente a captura de radicais
peroxila e alcoxila, levando ao término da reagao em cadeia da lipoperoxidacado por
formar um aduto n&o radicalar. Nesse processo a vitamina E atua doando um atomo
de hidrogénio para estes radicais, derivados da oxidagao de acidos graxos. O radical
peroxila oxida a vitamina E e produz o radical tocoferoxila, um radical estavel que
nao propaga a cadeia. Subsequentemente, o radical tocoferoxila € regenerado a
vitamina E pela vitamina C e pela glutationa (CHAN, 1993; LIEBLER, 1993).

A vitamina E também tem sido relatada como o mais importante antioxidante
endogeno para a LDL (STAMPFER & RIMM,1995; BONITHON-KOPP et al., 1997) e,
quando ha deplecdo de antioxidantes na molécula de colesterol LDL, ocorre
peroxidagao lipidica em cadeia, de modo que, a presenca de antioxidantes nessa
lipoproteina retarda o inicio deste processo (MOSCA et al., 1997). Sua deficiéncia
tem sido associada a um aumento da viscosidade das plaquetas do sangue,
predispondo a formagdo de coagulos potencialmente fatais (STAMPFER E
RIMM,1995; BONITHON-KOPP et al., 1997). Assim, a vitamina E previne doencas
aterosclerdticas ndo somente por seu efeito antioxidante, mas também por seu efeito
inibidor sobre a proliferacdo de células de musculo liso e sobre a adesao e

agregacao plaquetaria (HARRIS et al., 2002). Estudos epidemiolégicos revelam uma



Revisdo de Literatura 28

relagdo inversa entre os niveis de vitamina E e o risco para doencgas
cardiovasculares (GEY et al., 1991; RIEMERSMA et al., 1991; STREET et al., 1994).
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3. MANUSCRITOS

Os resultados que fazem parte desta dissertagao estdo apresentados sob a
forma de manuscritos, os quais se encontram aqui organizados. Os itens Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias Bibliograficas,
encontram-se nos proprios manuscritos. As apresentacdes estdo baseadas nas
versdes submetidas a publicagao nas revistas: Clinical Biochemistry (Manuscrito |) e

Biomedicine & Pharmacotherapy (Manuscrito II).

Manuscrito |: Hydrolisys of Adenine Nucleotides in Platelets from Acute

Myocardial Infarction Patients.

Manuscrito Il: Oxidative Stress versus Antioxidants Defenses in Patients

with Acute Myocardial Infarction.
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Abstract

Objectives: To investigate the rate of ATP, ADP and AMP hydrolysis on the
surface of platelets from Acute Myocardial Infarction (AMI) patients.

Design and methods: Twenty five patients diagnosed with AMI, through
clinical criteria, electrocardiographic changes and increase of cardiac biomarkers, as
well as 25 healthy patients were selected. The hydrolysis of ATP, ADP and AMP was
verified in isolated platelets of these patients.

Results: The results demonstrated that an increase in ATP (54%) and ADP
(45%) hydrolysis occurred in AMI patients when compared to the control group. The
hydrolysis of AMP also increased by 46% in AMI patients probably leading to an
enhancement in the adenosine level.

Conclusions: Our results suggest the existence of alterations in nucleotide
hydrolysis in platelets from AMI patients. Possibly, this increase in nucleotide
hydrolysis could be related to a compensatory organic response to thrombotic events

that occur in AMI.

Key words: Acute Myocardial Infarction, NTPDase-1, ecto-5’-nucleotidase, platelets,

adenine nucleotides, hypoxia, ischemia.
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1. Introduction

Vascular diseases are one of the major public health problems in the
developed world resulting in devastating symptoms involving coronary artery
occlusion, peripheral vascular insufficiency, cerebrovascular disorders and Acute
Myocardial Infarction (AMI) [1]. These diseases affect millions of people annually
resulting in morbidity and mortality. In these illnesses, organ infarction is mediated by
arterial thrombosis and is associated with vascular inflammation. The endothelium
and platelets have been recognized for decades as key pathological components of
these processes [2].

Hemostasis is a normal physiological response to vascular injuries, and
platelets play a pivotal role in this process [3]. According to the “response-to-injury”
hypothesis of atherogenesis, microscopic breaches in the endothelium at advanced
fatty streaks expose the highly thrombogenic subendothelial matrix to circulating
platelets. This, in turn, promotes the formation of platelet-rich microthrombi, which
become organized within the vessel wall, thereby contributing to the growth of
atherosclerotic lesions. In addition, platelets are a potent source of growth factors
that can contribute to smooth muscle cell proliferation in atherosclerotic plaques. In
such plaques, a breach in endothelial cell integrity can initiate the formation of
occlusive platelet macrothrombi, which can lead to AMI [4].

When platelets are activated, active substances such as ADP are released [5].
It is known that micromolar concentrations of ADP are sufficient to induce human
platelet aggregation, whereas adenosine (the final product of ATP hydrolysis) can
inhibit platelet aggregation [6,7]. ADP acts upon platelets regulating their aggregation
and modifying their shapes [8]. On the other hand, ATP has been postulated to be a

competitive inhibitor of ADP-induced platelet aggregation [9]. The released ADP can
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interact with P2Y, and P2Y 4, receptors on platelets and induce platelet aggregation
[10,11], which contributes to normal hemostasis and thrombus formation. However,
the effect of the released ATP is unclear. It is known that ATP can interact with P2X,
receptors on platelets causing a transient Ca®" mobilization, [12] but this does not
result in platelet aggregation. Furthermore, the importance of P2X; receptors for
overall platelet function is unknown. It is also known that ATP acts as an antagonist
of the effects of ADP at P2Y1 and P2Y 4, receptors [13], and that, high concentrations
can inhibit ADP-induced platelet aggregation [14].

Platelets express a multienzymatic complex, which is responsible for
extracellular nucleotide hydrolysis on their surface. This complex includes enzymes
from the E-NTPDase family as well as the 5’-nucleotidase enzyme [15]. The
combined action of these enzymes converts ATP, ADP and AMP to adenosine.
Adenosine, produced by nucleotide degradation, inhibits platelet aggregation and
acts as a vasodilator. Because of these important effects, adenosine is considered a
cardioprotector [16].

Taking into account the importance of adenine nucleotides in the regulation of
platelet aggregation, as well as their importance in adenosine formation, the
hydrolysis of nucleotides on platelets obtained from healthy and AMI patients was

studied.

2. Patients and methods

2.1 Materials
Nucleotides, sodium azide, HEPES, and Trizma base were purchased from
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). All other reagents used in the experiments were

of analytical grade and of the highest purity.
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2.2 Patients

Twenty-five AMI patients from the Federal University of Santa Maria Hospital
were selected for the study. AMI was characterized by clinical criteria, such as chest
pain (> 30 min duration). The electrocardiographic changes included symmetrical ST
segment elevations of 1 mm from baseline in limb leads or of 2 mm in chest leads of
T-wave inversions with or without Q waves, and changes in serum concentrations of
creatine kinase (CK), creatine kinase MB isoform (CK-MB) and troponins. All patients
received conventional therapy for AMI, including acetylsalicylic acid and clopidogrel.
Patient general characteristics are shown in table 1. The control group consisted of
25 individuals aged 44.36 + 11.07 years, 46.34% males and 53.66% females, who
presented normal blood pressure, were free from diabetes mellitus, alcoholism,
cigarette smoking, chronic diseases and who had not been submitted to any
pharmacological therapy during the month before the study. All subjects gave written
informed consent to participate in the study. The protocol was approved by the
Human Ethics Committee of the Health Science Center from the Federal University of
Santa Maria, protocol number 32/06, Brazil. Ten milliliters of blood was obtained
within 72 hours after AMI from each patient and used for platelet-rich plasma
preparation and biochemical determinations. The same procedure was carried out for

the control group.

2.3 Platelet isolation

Platelets were prepared from human donors by the method of Pilla et al. [17]
modified by Lunkes et al. [18]. Briefly, blood was collected into 0.129 M citrate and

centrifuged at 160 x g for 10 min. The platelet-rich plasma was centrifuged at 1400 x
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g for 15 min and washed twice with 3.5 mM HEPES isosmolar buffer containing 142
mM NaCl, 2.5 mM KCI, and 55 mM glucose. The washed platelets were

resuspended in HEPES isosmolar buffer and protein was adjusted to 0.4-0.6 mg/ml.

2.4 Measurement ATP, ADP and AMP hydrolysis in platelets

Twenty microliters of the isolated platelets (10-15 ug protein) were added to
the reaction assay and preincubated for 10 min at 37°C at a final volume of 200 pL.
ATP and ADP hydrolysis were determined by the method of Pilla et al. [17] in a
reaction medium containing 50 mM CaCl,, 120 mM NaCl, 50 mM KCI, 60 mM
glucose, and 50 mM Tris—HCI buffer, pH 7.4. The reaction was started by the addition
of ATP or ADP as substrate at a final concentration of 1 mM. AMP hydrolysis was
determined by the method of Pilla et al. modified by Lunkes et al. [17,18] in a reaction
medium containing 10 mM MgCl,, 100 mM Tris—HCI buffer, pH 7.4. The reactions
were stopped by the addition of 200 pL of 10% trichloroacetic acid (TCA) to provide a
final concentration of 5%. The inorganic phosphate (Pi) released was measured by
the method of Chan et al. [19] using KH,PO, as standard. Controls were prepared to
correct for nonenzymatic hydrolysis by adding protein after TCA addition. All samples

were run in triplicate.

2.5 Biochemical determinations

CK and CK-MB were assayed by spectrophotometric methods using available
commercial kits (Labtest, Minas Gerais, Brazil) with a Cobas Integra-400 method
(Cobas, Basel, Switzerland). Troponins were determined (Immulite, Los Angeles, CA,
USA) upon arrival to the emergency room and at 8, 12, and every 24 hours after the

onset of pain until the maximum level was reached.
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2.6 Effects in vitro, of drugs used in the treatment of patients with Acute

Myocardial Infarction on nucleotide hydrolysis

Twenty microliters of the isolated platelets (10-15 pg protein) from healthy
subjects were added to the reaction assay and preincubated for 10 min at 37°C at a
final volume of 200 pL. Acetylsalicylic acid was added from a water solution to a final
concentration of 50, 100, 150 and 200 pM in the test tubes. The concentrations
utilized for clopidogrel were 1, 3, 5 and 8 yM. All concentrations used in vitro
represented, approximately, the mean plasma values of the medications [20, 21]. The
enzyme reaction was started by the addition of ATP, ADP and AMP, and incubated
for 60 min. The reactions were stopped by the addition of 200 pyL of 10%

trichloroacetic acid (TCA).

2.7 Protein determination

Protein was determined by the Coomassie blue method using bovine serum

albumin as standard [22].

2.8 LDH measurement

LDH enzyme activities were measured using the kinetic method of the

Labquest apparatus (Diagnostics Gold Analyzer).

2.9 Statistical analysis

Data were analyzed statistically by the T-Test (P<0.05).
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3. Results

3.1 Biochemical parameters

Table 1 presents biochemical parameters demonstrated by CK (1584 + 43.02
Ul), CK-MB (161.11 £ 42.05 Ul) and troponin (99.32 + 20.16 ng/ml) were elevated in
the AMI group when compared with the control group (<232 Ul, <24 Ul, <0.2 ng/ml

respectively, reference values).

3.2 Cellular integrity

The activity of lactate dehydrogenase (LHD) was used as a marker for
measuring cell integrity. The measurements of LDH activity showed that most cells

(approximately 90%) were intact after the isolation procedure (data not shown).

3.3 Effects of Acute Myocardial Infarction on platelet nucleotide
hydrolysis.

The results obtained for ATP, ADP and AMP hydrolysis are shown in Figure 1.
As can be observed, ATP and ADP hydrolysis were enhanced (54% and 45%,
respectively) in the AMI patient group when compared with the control group,
P<0.0001.

AMP hydrolysis was modified by AMI demonstrating an increase of 46% in the
rate of hydrolysis in patients with AMI when compared with the control group,

P<0.0001.

3.4 Effects of drugs used in the treatment of Acute Myocardial Infarction

on nucleotide hydrolysis.
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In vitro, concentrations ranging from zero to 200 uM for acetylsalicylic acid and
from zero to 8 uM for clopidogrel were used. The results obtained demonstrate that
ATP, ADP and AMP hydrolysis was not affected by the presence of the medications

at the concentrations cited above (Table 2).

4. Discussion

Extracellular adenine nucleotides (ATP, ADP and AMP) and their nucleoside
derivative adenosine are important signaling molecules in the vasculature that have
the potential to influence vasomotor responses, cardiac function, inflammatory
responses and platelet reactivity [23]. One of the main events that occurs in AMI is
the abrupt rupture of atherosclerotic plaques, which results in atherothrombotic
events and consequently increases platelets aggregation. Therefore, in the present
work we evaluated the hydrolysis of the adenine nucleotides, which represent
important molecules in the process of homeostasis and thrombus formation, in
platelets from AMI patients.

The results of the present study showed an increase in ATP, ADP and AMP
hydrolysis in patients with AMI when compared with the control group (Figure 1).
Recently, altered nucleotide hydrolysis in platelets was also observed in studies
carried out in our laboratory with diabetic, hypertensive, diabetic/hypertensive [18],
breast cancer [24] and hemodialysis patients [25] and patients with
hypercholesterolemia and inflammatory processes [26]. Taken together, these
findings suggest that nucleotide hydrolysis could be an important parameter in
thromboregulation in different pathological conditions.

ATP, ADP and adenosine are known to regulate the vascular response to

endothelial damage by exerting a variety of effects on platelets. It has been observed
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that micromolar concentrations of ATP inhibit platelet aggregation by both
competitive and noncompetitive mechanisms, whereas lower concentrations can be
stimulatory [14]. ADP is a nucleotide recognized to induce changes in platelet shape
and aggregation whereas adenosine is a potent inhibitor of this aggregation and an
important modulator of vascular tone [8,16]. In this context, based on our results we
can suggest that the increase in nucleotide hydrolysis may act as a mechanism to
atenuate the thrombotic event that occurs in AMI.

The extracellular nucleotide concentration may be regulated by the action of
ectonucleotidases. The most relevant ecto-enzymes involved in adenine extracellular
nucleotide hydrolysis are those from the NTPDase family and ecto-5’-nucleotidase
[27]. The NTPDase family is composed of eight members: four are typical cell
surface-located enzymes with an extracellularly facing catalytic site (NTPDase 1, 2,
3, 8) that exhibit the ability to hydrolyze extracellular nucleotides to their respective
nucleosides [28]. Recent studies of our laboratory demonstrated a significant
increase in the expression of NTPDase-1 in platelets of patients with
hypercholesterolemia and inflammatory processes [26]. Based on these findings, we
can suggest that the hydrolysis of ATP, ADP and AMP in platelets of patients with
AMI could be carried out by action of NTPDase-1 together with ecto-5-nucleotidase,
as both enzymes are present on the ecto-surface in intact platelets and are able to
promote the complete hydrolysis of ATP to adenosine in the extracellular space [15].

Corroborating with our results, Kittel et al. [29] found faster hydrolysis of ATP
and ADP in tissues of patients with ischemic heart disease, which suggests the
upregulation of NTPDase-1 and ecto-5’-nucleotidase. However, Rossatto et al. [30],
studying patients with coronary artery heart disease, did not find any difference in

ATP diphosphoshydrolase activities between the groups studied (Group I= control,
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Group ll=stable angina, Group lll=unstable angina + |AM). These differing results
may be due to differences between our patient group and the patient group utilized in
Rossatto’s study, being that AMI is a pathology associated with higher platelet
aggregation than is found in other coronary diseases.

Another event that occurs in AMI is ischemia/hypoxia, which is caused by
coronary occlusion [31]. This alteration can be revealed by elevation of cardiac-
specific troponins, CK and CK-MB, which indicates necrosis and cellular damage.
This event is reinforced by the risk factors associated with AMI, such as
hypertension, cigarette smoking and family history, as shown in our results (Table 1).
An important aspect to be discussed here is that many studies show that myocardial
ischemic preconditioning is associated with increasing 5’-nucleotidase activity and
adenosine metabolism, suggesting a protective role for adenosine following hypoxia
and reperfusion [32]. Confirming this findings, Node et al. [33] showed that 5'-
nucleotidase activity increased 12-24 hours after ischemic preconditioning, which
limited the size of the infarct, accompanied by increased adenosine levels in coronary
venous blood. In this context we can infer that the nucleoside adenosine produced by
nucleotide degradation in platelets of AMI patients not only inhibits platelet
aggregation, but also acts as a vasodilator, thus contributing to the decrease in the
size of the infarction.

With the objective of excluding a direct effect of drugs commonly used for the
treatment of AMI, we investigated the influence of acetylsalicylic acid and clopidogrel
in nucleotide hydrolysis. Acetylsalicylic acid is an antiplatelet drug that interferes with
the metabolism of cyclic prostanoids by irreversible inhibition cyclooxygenase, which
is a key enzyme in the pathway of thromboxane A, synthesis [2]. Clopidogrel is an

antiplatelet compound that has recently been shown to be effective in the secondary
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prevention of cardiovascular complications of atherosclerosis [34]. Clopidogrel is a
thienopyridine, whose active metabolites are known as platelet ADP-receptor
blockers (P2Y,) [34]. At a concentration higher than that found therapeutically, they
do not alter nucleotide hydrolysis (Table 2). In accordance with our results, Lunkes,
et al [18] found no alteration in nucleotide hydrolysis with acetylsalicylic acid in vitro
at concentrations up to 60 uM. Herbet [35] found the same results for clopidogrel in
vitro in concentrations lower than 100 uM. Consequently, we may suggest that the
increase observed in nucleotide hydrolysis is not due to the medicines used by AMI
patients. In conclusion, these findings support the argument that the pathological
condition AMI generates the increase in nucleotide hydrolysis as a compensatory

organic response.

Acknowledgements

The authors wish to thank Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico (CNPq), Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Rio Grande do Sul
(FAPERGS) and Coordenagao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

(CAPES) for financial support.

References

[11 Hackam DG, Anand SS. Emerging risk factors for atherosclerotic vascular

disease: a critical review of the evidence. JAMA 2003; 290:932-940.

[2] Bhatt DL, Topol EJ. Need to test the arterial inflammation hypothesis. Circulation

2002; 106:136-140.



Manuscritos 42

[3] Libby P, Ridker PM, Maseri A. Inflammation and atherosclerosis. Circulation 2002;

105:1135-1143.

[4] Ross R. Mechanisms of disease: atherosclerosis-an inflammatory disease. N Engl

J Med 1999; 340:115-126.

[5] Pinsky DJ, Broekman MJ, Peschon JJ et al. Elucidation of the thromboregulatory

role of CD39/ ectoapyrase in the ischemic brain. J Clin Invest 2002; 109:1031- 1040.

[6] Bakker WW, Poelstra A, Barradas K et al. Platelets and ectonucleotidases.

Platelets 1994; 5:121-129.

[7] Marcus AJ, Broekman MJ, Drosopoulos JHF et al. Heterologous cell—cell

interactions: thromboregulation, cerebroprotection and cardioprotection by CD39

(NTPDase-1). Thromb Haemost 2003; 1: 2497-25009.

[8] Coukell AJ, Markham A. Clopidogrel. Drugs 1997; 54: 745-750.

[9] Coade SB, Pearson JD. Metabolism of adenine nucleotides in human blood. Circ

Res 1989; 65: 531-537.

[10] Kunapuli SP. Functional characterization of platelet ADP receptors. Platelets

1998; 9:343-351.



Manuscritos 43

[11] Gachet C. ADP receptors of platelets and their inhibition. Thromb Haemost 2001;

86:222-232.

[12] Mahaut-Smith MP, Ennion SJ, Rolf MG et al. ADP is not an agonist at P2X1
receptors: evidence for separate receptors stimulated by ATP and ADP on human

platelets. Brit J Pharmacol 2000; 131:108 —114.

[13] Nicholas RA. Identification of the P2Y 4, receptor: a novel member of the P2Y
family of receptors activated by extracellular nucleotides. Mol Pharmacol 2001;

60:416-420.

[14] Soslau G, Youngprapakorn D. A possible dual physiological role of extracellular
ATP in the modulation of platelet aggregation. Biochim Biophys Acta Mol Cell Res

1997; 1355:131-140.

[15] Frassetto SS, Dias RD, Sarkis JJF. Characterization of an ATP
diphosphohydrolase activity (APYRASE, EC 3.6.1.5) in rat blood platelets. Mol Cell

Biochem 1993; 129:47-55.

[16] Ely SW, Berne RM. Protective effects of adenosine in myocardial ischemia.

Circulation 1992;85:893-904.

[17] Pilla C, Emanuelli T, Frasetto SS et al. ATP diphosphohydrolase activity

(apyrase, EC 3.6.1.5) in human blood platelets. Platelets 1996; 7:225-230.



Manuscritos 44

[18] Lunkes GL, Lunkes D, Stefanello F et al. Enzymes that hydrolyze adenine

nucleotides in diabetes and associated pathologies. Thromb Res 2003; 109:189-194.

[19] Chan K, Delfert D, Junger KD. A direct colorimetric assay for Ca?*-ATPase

activity. Anal Biochem 1986; 157:375-380.

[20] Richter T, Murdter TE, Heinkele G et al. Potent Mechanism-Based Inhibition of
Human CYP2B6 by Clopidogrel and Ticlopidine. J Pharmacol Exp Ther 2004;

308:189-197.

[21] Tendera M, Wojakowski W. Role of antiplatelet drugs in the prevention of

cardiovascular events. Thromb Res 2003; 110: 355-359.

[22] Bradford MM. A rapid and sensitive method for the quantification of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal Biochem 1976;

72:218-254.

[23] Burstock G. Purinergic signaling and vascular cell proliferation and death.

Arterioscl Throm 2002; 22: 364-372.

[24] Araujo MC, Rocha JBT, Morsch A et al. Enzymes that hydrolyze nucleotides in

platelets from breast cancer patients. Biochem Biophys Acta 2005; 1740: 421—- 426.



Manuscritos 45

[25] Silva AC, Morsch ALB, Zanin RF et al. Enzymes that hydrolyzed adenine
nucleotides in chronic renal failure: Relationship between hemostatic defects and

renal failure severity. Biochem Biophys Acta 2005; 1741: 282-288.

[26] Duarte MMF, Loro VL, Rocha JBT" et al. Enzymes that hydrolyse adenine
nucleotides of patients with hypercholesterolemia and inflammatory processes. FEBS

J 2007; 274: 2707-2714.

[27] Zimmermann H. Ectonucleotidases: some recent developments and note on

nomenclature. Drug Develop Res 2001; 52, 46-56.

[28] Robson SC, Sévigny J, Zimmermann H. The E-NTPDase family
ectonucleotidases: Structure function relationships and pathophysiological

significance. Purinergic Signalling 2006; 2: 409-30.

[29] Kittel A, Kiss AL, Mullner N, Matko |, Sperlagh B. Expression of NTPDase 1 and

caveolins in human cardiovascular disease. Histochem Cell Biol 2005; 124: 51-59.

[30] Rossatto ER, Da Silva LB, Pereira GS et al. ATP diphosphohydrolase in human
platelets from patients with coronary arteries heart disease. Platelets 2003; 14: 47-

92.

[31] Keeley EC, Hillis D. Primary PCI for Myocardial Infarction with ST-Segment

Elevation. N Engl J Med 2007; 356:47-54.



Manuscritos 46

[32] Minamino T, Kitakaze M, Morioka T et al. Cardioprotection due to
preconditioning correlates with increased ecto-5-nucleotidase activity. Am J Physiol

1996; 270: 238-244.

[33] Node K, Hasegawa M, Suzuki S, Hori M. Induction of ecto-5’-nucleotidase
contributes to the second-window of cardioprotection in ischemic preconditiong.

Circulation 1996; 94: 1422.

[34] Pereillo JM, Maftouh M, Andrieu A et al. Structure and stereochemistry of the

active metabolite of clopidogrel. Drug Metab Dispos 2002; 30: 1288—1295.

[35] Herbert JM. Clopidogrel and antiplatelet therapy.Expert Opin. Invest Drug 1994,

3: 449-455.



Manuscritos 47

Table 1 Clinical characteristics and biochemical determinations in Acute Myocardial

Infarction (AMI) patients.

Variable AMI
(n=25)
Age(years) 57.53 + 11.41
Men 60%
Women 40%
Hypertension 53%
Smoker 48%
Family history 68%
Patients with CK elevation 100%
Patients with CK-MB elevation 100%
Patients with Troponins elevation 100%

Age is presented as mean £ SD and and percentage of patients.



Table 2 In vitro effect of acetylsalicylic acid and clopidogrel on ATP, ADP and AMP

hydrolysis in platelets of healthy subjects.

Drug (uM) ATP ADP AMP
Acetylsalicylic acid

0 16.36 + 0.70 6.26 £ 1.05 5.33+0.18
50 16.95 + 0.89 6.88 £ 0.72 5.35+0.17
100 16.67 + 0.28 7.37 £0.33 5.46 +£0.19
150 17.29 £ 0.37 6.90 £ 0.25 5.47 £ 0.20
200 16.99 + 0.37 6.44 +0.78 5.19 £ 0.53
Clopidogrel

0 17.04 £ 1.23 6.92+0.72 6.12 +0.84
1 16.89 + 1.26 7.02+£0.36 5.75 +0.82
3 17.18 £ 0.38 7.43+0.13 6.08 + 1.24
5 17.54 + 1.47 7.33+0.18 5.53+0.88
8 16.95 + 0.73 7.23+0.23 5.50 £0.39

Values represented mean + standard deviation (nmol Pi/min/ mg protein) from three

individual experiments.
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Legend of the Figure

Figure 1

ATP (A), ADP (B) and AMP (C) hydrolysis in platelets from Acute Myocardial
Infarction (AMI) patients. Data are presented as means = S.D. The symbol *

represents statistical difference from the control group.
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Abstract

Acute Myocardial Infarction (AMI) is a highly dynamic event, which is
associated with increasing production of reactive oxygen species (ROS). The
imbalance between ROS production and antioxidant defenses leads to the condition
known as oxidative stress. The most widely recognized effect of increasing oxidative
stress is the oxidation and damage of macromolecules, membranes, proteins, and
DNA. In this study lipid peroxidation, protein carbonyl contents, and enzymatic and
nonenzymatic antioxidants were assessed in samples obtained from 40 AMI patients
and 40 control patients. The control group was divided into two groups of 20 patients:
the control group with healthy patients and the group with risk factors such as
hypertension, cigarette smoking, and family history of heart disease. Our results
demonstrated an increase in TBARS and carbonyl protein levels in AMI group and
group with risk factors. The same occurred for the enzymatic antioxidant defenses,
superoxide dismutase (SOD), and catalase (CAT). However, a decrease in
nonenzymatic antioxidants such as vitamin C, and vitamin E in AMI patients was
observed when compared with the healthy group and the group with risk factors. The
increase in oxidative stress, represented by lipid peroxidation and protein carbonyl,
observed in AMI patients probably results from the ischemic/reperfusion moment that

occurs in AMI, added to the decrease of antioxidant defenses.

Keywords Acute Myocardial Infarction, Oxidative stress, Enzymatic antioxidants,

Nonenzymatic antioxidants.
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1. Introduction

Vascular diseases are one of the major public health problems in the
developed world resulting in devastating symptoms involving coronary artery
occlusion, peripheral vascular insufficiency, cerebrovascular disorders, and Acute
Myocardial Infarction (AMI) [1]. These diseases affect millions of people annually
resulting in morbidity and mortality [2].

AMI generally occurs when coronary blood flow decreases abruptly after a
thrombotic occlusion of a coronary artery previously narrowed by atherosclerosis.
That is to say, AMI occurs when a coronary artery thrombus develops rapidly at a site
of vascular injury. This injury is produced or facilitated by factors such as cigarette
smoking, hypertension, and lipid accumulation [3].

A decrease in the blood supply to the heart due to atherosclerosis or
thrombosis is known to induce myocardial ischemia. Following ischemia, reactive
oxygen species (ROS) are produced during reperfusion phase [4]. During ischemia,
mitochondrial carriers are in a reduced state. During reperfusion, the interaction
between molecular oxygen with the reduced respiratory chain leads to the formation
of ROS [5]. However, ROS might arise from many sources that include activation of
vascular NADPH oxidase, xantine oxidase, inducible nitric oxide synthase,
autooxidation of catecholamines, increased angiotensin Il and aldosteron levels, and
release of proinflammatory cytokines [6].

ROS may have several different effects in the heart. The most commonly
recognized effect of increased oxidative stress is the oxidation and damage of
macromolecules like proteins, lipids, DNA, and enzymes involved in energy
production, thereby contributing to cellular damage, energetic deficit, and the

acceleration of cell death through apoptosis and necrosis [7].
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The first biological molecules suffering oxidative damage in cells are proteins,
and their side chains can be carbonylated by reactive carbonyl compounds [8]. In
addition, membranes are composed mostly of phospholipids and proteins. Alterations
in membrane proteins by free radicals are important in the evolution of myocardial
damage. An increasing ROS leads to the peroxidation of lipid membranes and loss of
membrane integrity resulting in necrosis and cell death [9].

The effect of reactive species is balanced by the antioxidant action of
nonenzymatic antioxidants, as well as by antioxidant enzymes. The most efficient
enzymatic antioxidants are superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT). SOD
catalyzes the dismutation of superoxide anion (O2") to H,O,. Subsequently, H,O is
reduced to H,O and O, by peroxidases such as glutathione peroxidase or CAT [10].

The non-protein thiols, vitamin C, and vitamin E are important nonenzymatic
antioxidant defenses. Reduced glutathione (GSH) is the most abundant non-protein
tri-peptide thiol present in animal cells; it is formed by cystein, glicyne, and glutamic
acid residues and resists to the intracellular degradation by peptidases. Non-protein
thiols have an important function in the protection against ROS [11]. Ascorbic acid
(vitamin C) present in aqueous environment has multiple antioxidant properties
including the ability to regenerate a tocopherol by reducing a-tocopheryl radicals
present on the surface of membranes [12]. Vitamin E has a strong antioxidant
capacity and has been used in several ischemia—reperfusion studies. It plays a major
role in maintaining cell membrane integrity by limiting lipid peroxidation by ROS [13].

Inadequate antioxidant protection or excessive production of ROS creates a
condition known as oxidative stress that can lead to several damages [14]. The aim
of this work was to assess the relation between oxidative stress and antioxidant

defenses (enzymatic and nonenzymatic) in patients with AMI.
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2.Materials and Methods

2.1 Patient selection

Forty patients from the Federal University of Santa Maria Hospital with AMI
were selected for this study. AMI was characterized by clinical criteria, such as chest
pain with duration higher than 30 min. Electrocardiographic changes include
symmetrical ST segment elevations of 1 mm from baseline in limb leads or of 2 mm
in chest leads of T-wave inversions with or without Q waves, and changes in serum
concentrations of creatine phosphokinase (CK), creatine phosphokinase MB isoform
(CK-MB), and troponin I. All patients received conventional therapy for AMI, including
acetylsalicylic acid and clopidogrel. Patient general characteristics are shown in
table 1. The control group (n=40) was divided in two: control group |, consisted of
twenty healthy individuals aged 52.08 + 9.83 years, 55% males and 45% females,
who presented normal blood pressure, free from diabetes mellitus, alcoholism,
cigarette smoking, chronic diseases, and who had not been submitted to any
pharmacological therapy during the month before the study; and control group II,
(n=20) with risk factors, such as cigarette smoking, hypertension, and family history
of heart disease. All subjects gave written informed consent to participate in the
study. The protocol was approved by the Human Ethics Committee of the Health
Science Center from the Federal University of Santa Maria, protocol number 32/06,

Brazil.

2.2 Sample Collection

The blood was collected until 72 hours after the chest pain to start, in tubes

without an anticoagulant system, centrifuged at 1800 x g for 10 min, the precipitate
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was discarded and the serum was used to determine the cardiac biomarkers,
substances reactive to thiobarbituric acid (TBARS), protein carbonyl, vitamin E and
vitamin C contents. CAT and SOD activities were determined using whole blood
collected in citrated tubes and diluted in a 1:10 in saline solution. For non protein
thiols, the blood was collected using EDTA as anticoagulant. The sample was then
centrifuged (1800 x g for 10 min) and the plasma were used to determine plasmatic
thiols and the erythrocytes were used only to verify thiol levels. The sample was kept

at -80°C until analysis.

2.3 Cardiac biomarkers

CK and CK-MB were assayed by spectrophotometric methods using available
commercial kits (Labtest, Minas Gerais, Brazil) with a Cobas Integra-400 method
(Cobas, Basel, Switzerland). Troponin | was determined (Immulite, Los Angeles, CA,
USA) on the entrance at the emergency room at 8, 12, and every 24 hours after the

onset of pain until the maximum level was reached.

2.4 Carbonylation of serum protein

The carbonylation of serum proteins was determined by a modified Levine’s
method [15]. Firstly, from 1 ml of serum, the proteins were precipitated using 0.5 ml
of 10% trichloracetic acid (TCA) and centrifuged at 1800 x g for 5 min discarding the
supernatant. One half milliliter of 10 mmol/l 2.4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) in 2
mol/l HCI| was added to this precipitate protein and incubated at room temperature for
30 min. During incubation, the samples were mixed vigorously every 15 min. After
incubation, 0.5 ml of 10% TCA was added to the protein precipitate and centrifuged

at 1800 x g for 5 min. After discarding the supernatant, the precipitate was washed
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twice with 1 ml of ethanol/ethylacetate (1:1), centrifuging out the supernatant in order
to remove the free DNPH. The precipitate was dissolved in 1.5 ml of protein
dissolving solution (2 g SDS and 50 mg EDTA in 100 ml 80 mmol/l phosphate buffer,
ph 8.0) and incubated at 37°C for 10 min. The color intensity of the supernatant was
measured using a spectrophotometer at 370 nm against 2 mol/l HCI. Carbonyl
content was calculated by using the molar extinction coefficient (21x10° 1/mol cm)

and results were expressed as nanomoles per milligram protein.

2.5 Determination of lipid peroxidation

Lipid peroxidation was estimated by measuring TBARS in serum samples
according to a modified method of Jentzsch et al. [16]. Briefly, 0.2 ml of serum was
added to the reaction mixture containing 1 ml of 1% ortho-phosphoric acid, 0.25 mi
alkaline solution of thiobarbituric acid -TBA (final volume 2.0 ml) followed by 45 min
heating at 95°C. After cooling, samples and standards of malondialdehyde were read
at 532 nm against the blank of the standard curve. The results were expressed as

nanomoles MDA per milliliter of plasma.

2.6 Catalase (CAT) and Superoxide dismutase (SOD) activities

The determination of CAT activity was carried out in accordance with a
modified method of Nelson and Kiesow [17]. This assay involves the change in
absorbance at 240 nm due to CAT dependent decomposition of hydrogen peroxide.
An aliquot (0.02 ml) of blood was homogenized in potassium phosphate buffer, pH
7.0. The spectrophotometric determination was initiated by the addition of 0.07 ml in
an aqueous solution of hydrogen peroxide 0.3 mol/l. The change in absorbance at

240 nm was measured for 2 min. CAT activity was calculated using the molar
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extinction coefficient (0.0436 cm?umole) and the results were expressed as
picomoles per milligram protein.

SOD activity measurement is based on the inhibition of the radical superoxide
reaction with adrenalin as described by McCord & Fridovich [18]. In this method,
SOD present in the sample competes with the detection system for radical
superoxide. A unit of SOD is defined as the amount of enzyme that inhibits by 50 %
the speed of oxidation of adrenalin. The oxidation of adrenalin leads to the formation
of the colored product, adrenochrome, which is detected by spectrophotometer. SOD
activity is determined by measuring the speed of adrenochrome formation, observed
at 480 nm, in a reaction medium containing glicine-NaOH (50 mM, pH 10) and

adrenalin (1 mM).

2.7 Determination of non protein thiols

Non-protein thiols were assayed in plasma and erythrocytes by the method of
Ellman [19]. Aliquots (0.1 ml) of plasma were added to a phosphate buffer 0.3 mol/l
(0.85 ml), pH 7.4 and the reaction was read at 412 nm after the addition of 10 mM 5-
5’-dithio-bis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) (0.05 ml). Results were expressed as
pmol/ml of plasma.

Aliquots of erythrocytes (0.3 ml) were hemolyzed with 10% Triton X-100 (0.1
mL) and, after 10 min, precipitated with 0.2 mL of 20% TCA. After centrifugation at
1800 x g for 10 min, the supernatant aliquots reacted with 50 uL of DTNB (10 mM)
and the reaction product was read at 412 nm. Results were expressed as umol/mL of

erythrocyte.

2.8 Serum Vitamin C and Vitamin E quantification
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Vitamin C analysis was made by the method described by Jacques-Silva et al
[20]. The samples were desproteinizated with trichloroacetic acid (TCA) 15%, using
0.5 ml of sample and 0.5 ml of TCA, vortex-mixed for 15 s and centrifuged at 1800 g
for 15 min. Then, it was removed 0.4 ml of supernatant and incubated at 37°C in a
medium containing 4.5 mg/ml dinitrophelhydrazyne, 0.6 mg/ml thiourea, 0.075 mg/ml
CuSOQy4, and 0.675 mol/l H,SO4. After 3h, 1ml of 65% H»SO4 was added. Then, the
samples were read in spectrophotometer in 520 nm. It was used calibration curves
with L(+)-ascorbic acid to determine the concentration, following the same procedure
of the samples.

Serum vitamin E was estimated by a modified method of Hansen & Warwick
[21]. In a cover tube, 140 ul of Milli-Q water (Millipore, Bedford, MA, USA) was added
to 20 pL of butylated hydroxytoluene 10 mM (BHT), 140 pl of sample and 2.1 ml of
ethanol solution (66%). After this, it was vortex-mixed for 10 s and 3.5 ml of n-hexane
was added and mixed for 1 min. It was then centrifuged at 1800 g for 10 min and 3 ml
of superior phase transferred to fluorimeter cuvettes and the vitamin E was measured
in the fluorimeter: excitement: 295 nm; emission: 340 nm. Calibration curves with a-
tocoferol were used to determine the concentration, following the same procedure for

the samples.

2.9 Protein determination

Protein was measured by the method of Bradford [22] using bovine serum

albumin as standard.

2.10 Statistical Analysis
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Data were analyzed statistically using ANOVA followed by the Duncan’s

multiple test. Correlation was evaluated with the Pearson’s test. Differences were

considered significant when the probability was P < 0.05.

3. Results

3.1 Characteristics and cardiac biomarkers

Table 1 shows some characteristics and risk factors of AMI, such as cigarette
smoking, hypertension, and family history present in AMI patients. We have observed
in our studies a large number of men that have had AMI, as previously described in
the literature [3]. In the group with risk factors, we observed a higher prevalence of
smoking, followed by hypertension, and family history of ischemic heart disease.
Biochemical parameters demonstrated by CK, CK-MB and troponin | values were
elevated in the AMI group when compared with the two others groups (<232 Ul, <24

Ul, <0.2 ng/ml respectively, reference values).

3.2 Carbonylation of serum protein

The protein oxidation, determined by protein carbonyl content in serum from
the patients, is shown in Figure 1. A significant difference between the patients and
the control groups was observed. The protein carbonyl content was increased in the
AMI patients when compared with the healthy group (p<0.0001) and the group with
risk factors (p< 0.01). The results also showed an increase in the protein carbonyl
content in the group with risk factors when compared with the healthy group (p<0.01),

however, this elevation was lesser than that occurred in AMI patients.
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3.3 Lipid peroxidation

The lipid peroxidation estimated by TBARS levels are shown in Figure 2. The
TBARS levels showed an increase in lipid peroxidation in AMI patients when
compared with the healthy group (p<0.0001) and the group with risk factors (p<0.01).
When the group with risk factors was compared with the healthy group raised TBARS
levels (p<0.03) were observed. However, these levels were lower than those

occurred in AMI patients.

3.4 Antioxidant catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) activities

CAT activity was significantly increased in the AMI group and in the group with
risk factors (p<0.0001 and p<0.001, respectively). The same occurred with SOD
activity. There was an increase in the SOD activity in AMI patients (p< 0.0001) and in
the group with risk factors (p<0.002) when compared with the healthy group (Figures

3 and 4).

3.5 Levels of non-protein thiols in plasma and erythrocytes

Table 2 has shown non-protein thiol levels in plasma and erythrocytes of AMI
and the control groups. Non-protein thiol levels were increased in the plasma of AMI
patients when compared with the healthy group (p<0.003). There was no difference
between the healthy group and the group with risk factors (p=0.75).

Non-protein thiol levels in erythrocytes were not significant when compared to
the AMI patients and the healthy group (p=0.11). However, a decrease in the thiol
levels in AMI patients occurred when compared with the group with risk factors

(p<0.03).
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3.6 Serum vitamin C and E content

Serum vitamin C content was reduced in both AMI patients and group with risk
factors (p<0.0001) when compared with the healthy group. However, when AMI
patients were compared with the group with risk factors a higher reduction in vitamin
C levels in AMI patients was observed (p<0.02).

The serum vitamin E content was reduced in AMI patients and group with risk
factors (p<0.0001 and p<0.001, respectively) when compared with the healthy group

(Table 3).

4. Discussion

A decrease in blood supply for the heart due to atherosclerosis, thrombosis, or
coronary artery spasm is known to induce myocardial ischemia. Although reperfusion
of the ischemic myocardium during early stages is essential in preventing cardiac
damage, it exerts deleterious effects after a certain critical period. These
abnormalities are represented by contractile dysfunction, an increase in infarct size,
ultrastructural damage, and changes in myocardial metabolism, which at a posterior
stage leads to cell necrosis and increasing ROS production [23]. The cell necrosis
that occurs in AMI might be revealed through an elevation of cardiac biomarkers (CK-
MB and troponins), especially troponin [24]. Our results (Table 1) showed that all
patients had an increase in serum biomarkers, probably due to ischaemia or hipoxia
that resulted in cellular necrosis in AMI. Troponin is released into the bloodstream
from 4 to 6 hours after AMI, peaks appear after approximately 18 to 24 hours, and
the levels can continue elevated for up to 14 days. Assessment of troponin by

automated assay is the most sensitive and specific method for diagnosing AMI [25].
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The imbalance between ROS production and antioxidant defenses determines
the degree of oxidative stress [26]. When there is an increase in ROS production or a
decrease in the antioxidant defenses, this systemic antioxidant/pro-oxidant imbalance
may lead to the accumulation of oxidative damage, which, in turn, may lead to a
modification of cellular proteins, lipids, and DNA, reducing functional capacity and
increasing the risk of disease [7, 26].

Protein carbonyl content is the most general indicator and by far the most
commonly used marker of protein oxidation [8, 27]. Accumulation of protein carbonyls
has been observed in several human diseases including coronary heart surgery [28].
In our study we observed elevated protein carbonyl levels in AMI patients that can
disclose protein damage in consequence of AMI. ROS may damage all types of
biological molecules. Oxidative damages to proteins, lipids, or DNA may be seriously
deleterious and may occur concomitantly. However, proteins are likely to be the most
immediate vehicle for triggering the oxidative damage on cells because they are often
catalysts rather than stoichiometric mediators since the damaging effect on one
molecule is greater than stoichiometric [8].

Lipid damage induces the phenomenon known as lipoperoxidation, which
culminates in MDA formation [9]. Lipid peroxidation is a part of the normal
metabolism. Increasing lipid peroxidation is thought to be a consequence of oxidative
stress [9, 29]. Our results showed an increase in lipid peroxidation through TBARS
levels in AMI patients. The same results were found by Senthil et al. [30] and
Chamblee et al [31] in patients with cardiogenic shock complicating AMI and AMI
patients, respectively. Lipid peroxidation has been hypothesized to be a major
mechanism of ROS cell damage. It may alter intrinsic membrane properties due to

physicochemical changes of oxidized lipids, or secondary to crosslinking and
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polymerization of membrane components affected by MDA [32]. Paradies et al. [33]
studied the reperfusion of rat hearts after a period of ischemia found an increase in
mitochondrial membranes lipid peroxidation when compared to control hearts.
Besides, the damage in the reperfusion of rat hearts was also higher than in ischemia
alone, as a result of ROS generation.

When comparing the TBARS and carbonyl protein levels in patients with risk
factors we observed an increase in relation to the healthy group, but the
lipoperoxidation and carbonylation of protein was higher in AMI patients. These
results suggest that lipid and protein damage observed in our study is a result of AMI
pathology and not only to pathologies associated with AMI as for example,
hypertension, diabetes mellitus, and cigarette smoking. In addition, we found that
TBARS and protein carbonyl content are positively correlated with troponin levels
(r=0.45 and r=0.36, p<0.01, respectively) in AMI patients. These findings reinforce
that the increase in oxidative stress is associated with the infarction size and cellular
damage caused by ROS produced during the ischaemia/reperfusion moment.

Free radical-scavenging enzymes such as SOD and CAT are the first line of
cellular defense against oxidative injury, decomposing O, and H,O, before
interacting to form the more reactive hydroxyl radical ((OH) [10]. Akila et al. [34]
showed that the activity of CAT significantly increased after reperfusion, suggesting
that the antioxidant defense system protects the cell against reactive species. High
levels in SOD and CAT activities were found in patients with coronary heart disease
by Weinbrenner et al. [35] and Kesavulu et al. [36], respectively. We have also
observed an increase in SOD and CAT activities in whole blood of AMI patients. The
possible explanation for this is that the rise in SOD and CAT activity could be a

compensatory mechanism of the body by preventing tissue damage caused by
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oxidative stress [36]. In disagree with our results, Senthil et al. [30] and Pandey et al.
[37] observed decreasing SOD and CAT activities in the erythrocyte of cardiogenic
shock patients and in human blood platelets in myocardial infarction. These findings
may be explained by a decrease in antioxidant enzymes followed by an increase in
their activity levels after reactive species generation conditions, such as myocardial
injury followed by reperfusion [38].

Non-protein thiols have an important function in the protection against ROS.
Among non-protein thiols, GSH plays an important role in the antioxidant defense
system by scavenging reactive species and regenerating other antioxidants [11].
Previous studies on AMI evaluated plasma thiol groups as total-SH content and
interpreted the decrease as a marker of increased oxidation and an indirect sign of
higher oxidative stress [39]. However, our study demonstrated a rise in the non-
protein thiol levels in the plasma of AMI patients when compared with the healthy
group. Other experimental data suggest that the overexpression of the enzyme
glutathione peroxidase prevents left ventricular remodeling and delays the
progression to overt heart failure [40]. The raised blood GSH levels seen in our AMI
patients compared with the control groups could result from a depressed enzymatic
activity of glutathione peroxidase due to a rise of oxidative stress [40]. In relation the
results of thiols levels in erythrocytes no significant difference was observed between
AMI patients and the others groups.

Vitamin C is the primary antioxidant in plasma and cells to be depleted under
conditions of oxidative stress [12]. Our results, in accordance with other studies [12,
30, 41], demonstrated a decrease in vitamin C in AMI patients. This decrease could
be due to the increasing utilization of vitamin C as an antioxidant defense against

ROS.
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Vitamin E is an important membrane constituent of cardiac muscle which halts
lipid peroxidation by acting as a peroxyl radical trapping, a chain breaking
antioxidant. It is the only endogenous lipid soluble antioxidant and a stabilizer of the
lipid bilayer of cell membranes, where it interacts with phopholipases to reduce
membrane rearrangements [42]. The low vitamin E levels found in our study are in
accordance with other studies [30, 31, 41] and could be due either to the increasing
utilization in scavenging the oxyradicals generated or due to the decreased vitamin C
concentration since there is a well-established interaction between vitamin E and
vitamin C, as previously reported [12].

A family history of ischemic heart disease, cigarette smoking, hypertension,
and diabetes mellitus has been associated with an excess risk of AMI and an
increasing oxidative stress [3, 43]. We observed an increase in antioxidant enzymatic
defenses and a decrease in nonenzymatic defenses (especially vitamin C and E) in
group with risk factors compared to the healthy group, but when compared with AMI
patients this mobilization of the antioxidant system was lesser than that occurred in
AMI. This fact occurred probably because the damage caused by AMI was higher
than the damage caused by hypertension or smoking.

In order to exclude a direct effect of drugs commonly used for the treatment of
AMI, we investigated the influence of acetylsalicylic acid and clopidogrel in oxidative
stress and antioxidants. Acetylsalicylic acid is an antiplatelet drug that interferes with
the metabolism of cyclic prostanoids by irreversible inhibition cyclooxygenase, which
is a key enzyme in the pathway of synthesis of thromboxane A, [3]. Clopidogrel is an
antiplatelet compound that has recently been shown to be effective in the secondary
prevention of cardiovascular complications of atherosclerosis. Clopidogrel is a

thienopyridine, whose active metabolites are known as platelet ADP-receptor
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blockers [44]. At a concentration even higher than that found therapeutically, these
medicines do not alter oxidative stress or antioxidants (data not shown). Therefore,
these findings support the argument that the pathological condition in AMI is
responsible for the increased oxidative stress levels and a mobilization of the
antioxidant enzymatic system.

Taken together, these results suggest that an increase of oxidative stress in
AMI patients occurred as a result of an imbalance between the oxidants and the
antioxidants. Another aspect is that the oxidative stress observed in AMI patients is
not only due to an oxidative stress residual caused by risk factors or medicines
utilized by these patients, but also due to the state pathology that is generated by this
disease. A complementary therapy using antioxidants could help to prevent the

damage caused by ROS in AMI, but this should be investigated.
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Table 1 Clinical characteristics and cardiac biomarkers of healthy group, group with

risk factors and Acute Myocardial Infarction (AMI) patients.

Variable Healthy Group  Risk Factors AMI
n=20 n=20 n=40
Age(years) 52.08 £+ 9.83 48.73 £ 4.22 55.83 £ 9.25
Men 55% 35% 60%
Women 45% 65% 40%
Hypertension - 45% 58%
Smoker - 85% 70%
Family history - 40% 60%
CK elevation (Ul) <232 <232 1.395 + 109.70
CK-MB elevation (Ul) <24 <24 164.76 + 32.90
Troponins elevation (ng/ml) <0.2 <0.2 112.31 £ 23.42

Continuous variables are presented as mean £+ SEM and percentage of patients.
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Table 2 Comparison of nonenzymatic antioxidants levels between Acute Myocardial

Infarction (AMI) patients, group with risk factors and healthy control group (means +

SEM).

Variable Healthy Group Risk Factors AMI

Non protein thiol 0.77 £ 0.034 0.74 £ 0.048 1.02 £ 0.055
(Mmol/ml plasma)

p® 0.75 <0.003

p° <0.001

Non protein thiol 490+0.24 5.20+0.33 423 +0.28
(Mumol/ml erythrocytes)

p® 0.50 0.11

p® <0.03
Vitamin C 64.77 + 3.77 48.23 £ 4.14 38.03+2.12
(umol/ | serum)

p® <0.001 <0.0001

p® <0.02
Vitamin E 17.97 £ 1.07 13.57 £ 1.17 12.68 £ 0.54
(umol/l serum)

p® <0.001 <0.0001

p° 0.48

 compared to the healthy group.

® compared to the group with risk factors.
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Fig. 1
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Fig. 4
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Legends

Fig.1 Carbonyl Protein content in serum of healthy control (CT), risk factors (RF) and

acute myocardial infarction (AMI) groups. Results are expressed as means + SEM
nmol/mg protein. Groups that share different letters are statistically different by
Duncan’s multiple test: (°) P <0,02 versus healthy control and (°) P <0,0001 versus

healthy control.

Fig. 2 TBARS levels in serum of healthy control (CT), risk factors (RF) and acute

myocardial infarction (AMI) groups. Results are expressed as means £+ SEM nmol
MDA/mI serum. Groups that share different letters are statistically different by
Duncan’s multiple test: (°) P <0,03 versus healthy control and (°) P <0,0001 versus

healthy control.

Fig. 3 Catalase activity in total blood of healthy control (CT), risk factors (RF) and

acute myocardial infarction (AMI) groups. Results are expressed as means + SEM
pmol/mg protein. Groups that share different letters are statistically different by
Duncan’s multiple test: (°) P <0,001 versus healthy control and (°) P <0,0001 versus

healthy control.

Fig. 4 Superoxide dismutase activity in total blood of healthy control (CT), risk

factors (RF) and acute myocardial infarction (AMI) groups. Results are expressed as
means + SEM U SOD/mg protein. Groups that share different letters are statistically
different by Duncan’s multiple test: (°) P <0,03 versus healthy control and (¢) P

<0,0001 versus healthy control.
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4. DISCUSSAO

No presente estudo avaliamos o envolvimento de enzimas denominadas
ectonucleotidases nos processos de tromboregulagdo e o estresse oxidativo em
pacientes com |IAM. As ectonucleotidases sao enzimas que hidrolisam nucleotideos
extracelulares para seus respectivos nucleosideos (ROBSON et al., 2006),
contribuindo dessa forma para equilibrio dos eventos pro-trombaéticos. O estresse
oxidativo € um estado de desequilibrio entre a producéo e a degradacao de espécies
reativas, levando a danos deletérios em todo o organismo (DHALLA et al., 2000).

O IAM ¢é caracterizado por dois principais eventos; ruptura da placa
aterosclerotica, resultando em um evento tromboético e consequentemente um
aumento na agregacao plaquetaria, e a isquemia ou hipdxia resultante da occluséo
coronaria (KEELEY & HILLIS, 2007). Quando ocorre a oclusdo de uma artéria
coronaria previamente afetada pela aterosclerose, parte do coracéo irrigado por essa
artéria torna-se isquémico e ocorre um processo de necrose e morte celular
(KEELEY & HILLIS, 2007). Neste momento proteinas como CK, CK-MB e troponinas
sdo liberadas na circulagao e se constituem nos marcadores do IAM (HAMM et al.,
1992; ANTMAN et al.,, 1996). Nossos resultados demonstraram um aumento nos
marcadores seéricos cardiacos em todos os pacientes estudados, comprovando o
diagndstico de IAM.

Entretanto, o organismo dispbée de muitos mecanismos enddgenos que
reforcam a barreira vascular durante o momento de isquemia. Entre eles a produgao
de adenosina pelas enzimas que hidrolisam os nucleotideos de adenina exerce
papel de fundamental importancia (MINAMINO et al., 1996). Os resultados presentes
neste estudo demonstraram um aumento na hidrolise dos nucleotideos ATP, ADP e
AMP em pacientes com |IAM quando comparados com o grupo controle, o que
sugere um aumento na atividade dessas enzimas.

E bem conhecido que as plaquetas estdo fortemente associadas com a
tromboregulagédo e o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (BHATT &
TOPOL, 2002). Quando ativadas, as plaquetas liberam substancias ativas como o
ADP. O ADP é um dos principais fatores responsaveis pela indugdo da agregacéao
plaquetaria (QAWI & ROBSON, 2000). A associagdo das enzimas NTPDase e 5'-
nucleotidase pode promover a hidrolise do ATP, ADP e AMP, levando a formacgao de
adenosina (RAMAMURTHI et al.,, 2001). A adenosina tem sido relatada como
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importante cardioprotetor devido suas propriedades vasodilatadoras e anti-agregante
plaquetaria (BOROWIEC et al., 2006).

Além disso, estudos tém demonstrado que a geragcdo de adenosina
extracelular tem sido amplamente implicada como uma resposta adaptativa a
momentos de hipéxia e isquemia (GNAIGER, 2001; O’FARRELI, 2001). E
geralmente aceito que a desfosforilagdo do AMP pela enzima 5’-nucleotidase
representa 0 maior caminho da formacdo da adenosina extracelular durante o
decréscimo da suplementacéo de oxigénio como no IAM (LINDEN, 2001).

Dessa forma o aumento da atividade das enzimas NTPDase e 5’-nucleotidase
no IAM poderia estar relacionado a uma resposta organica compensatoéria, com o
objetivo de aumentar a produgéo de adenosina.

Durante o metabolismo basal das células aerdbicas normais existe uma
producao constante de EROs acompanhada pela sua continua inativagao, através
de antioxidantes, de forma a manter a integridade estrutural e funcional das
biomoléculas. A extensao e os tipos de danos causados pelas EROs depende tanto
da quantidade como da natureza das mesmas, bem como das defesas antioxidantes
das células (DAVIES, 1991). O desequilibrio entre os mecanismos que causam
condigcbes oxidativas e das defesas antioxidantes celulares presentes nos
organismos vivos, provoca uma variedade de mudangas fisiologicas em proteinas,
lipidios e DNA, chamadas coletivamente de estresse oxidativo (CROFT, 1998;
FINKEL & HOLBROOK, 2000; GIORDANO, 2005).

Estudos tém demonstrado que o momento de reperfusdo no IAM apds a
isquemia, pode levar a danos ao coragdo como geragao de estresse oxidativo
(KLONER et al., 1983; GARLICK et al., 1987; ZWEIER et al., 1987; BOLLI et al.,
1988; DAS & MAULIK, 2003). Nossos resultados revelaram a geragao de estresse
oxidativo em pacientes com |IAM demonstrado através da elevagdo dos marcadores
de dano aos lipidios e proteinas, bem como um aumento nas defesas antioxidantes
enzimaticas e um decréscimo das defesas antioxidantes ndo-enzimaticas.

A determinacdo do conteudo de proteina carbonil € um dos mais ulitilizados
indicadores de oxidacao proteica (CHEVION et al., 2000; DONNE et al., 2003).
Neste estudo observamos elevados niveis de proteina carbonil em pacientes com
IAM quando comparados com o grupo controle. Niveis aumentados de proteina
carbonil também foram verificados em nosso laboratério em diferentes patologias
como cancer (MALDONADO et al., 2006), insuficiéncia renal cronica (SILVA et al.,
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2007), acidente vascular cerebral (CORREA et al., 2007) e leucemia linfoblastica
aguda (BATTISTI et al., 2008) demonstrando que o conteudo de proteina carbonil
pode ser utilizado como marcador de dano oxidativo protéico em muitas patologias,
incluindo o IAM.

Danos aos lipidios causados por EROs induzem o fenbmeno conhecido como
peroxidagao lipidica, o qual culmina com a formacdo de MDA (LAZZARINO et al.,
1994). Nossos resultados estdo de acordo com outros estudos (SENTHIL, 2004;
CHAMBLEE, 2000) que demonstraram elevados niveis de TBARS em soro de
pacientes com |AM, quando comparados com o grupo controle. A peroxidagao
lipidica tem sido citada como o maior mecanismo das EROs em produzir dano as
membranas celulares (ESTERBAUER et al., 1991).

Os antioxidantes com alto potencial redutor, assim como as enzimas
antioxidantes intracelulares sao parte do mecanismo de prote¢ao do organismo a fim
de superar a formagao de espécies pro-oxidantes durante a isquemia/reperfuséo
(ZIMMERMANN et al., 2004). Enzimas como a SOD e a CAT se constituem na
primeira linha de defesa celular contra a injuria provocada pelas EROs (DHALLA et
al., 2000). AKILA et al. (2007) sugerem que a atividade da CAT aumentada apds o
momento de reperfusdo no IAM indica que esse sistema de defesa antioxidante
protege a célula contra as espécies reativas. Altos niveis de SOD e CAT também
foram encontrados em pacientes com DAC por WEINBRENNER et al. (2003) e
KESAVULU et al. (2001), respectivamente. Os resultados obtidos no nosso estudo
também demostraram um aumento na atividade da SOD e CAT em sangue total de
pacientes com IAM. Uma possivel explicacao para tais resultados, é que o aumento
da atividade dessas enzimas poderia ser um mecanismo compensatério do
organismo frente ao dano celular causado pelo estresse oxidativo (KESAVULU et al.,
2001).

Também colaboram na prote¢do do organismo frente aos danos causados
pelas EROs as defesas antioxidantes ndo-enzimaticas. Entre elas citamos os tidis
nao-protéicos, vitamina C e vitamina E, os quais foram alvos de estudo neste
trabalho. Entre os tidis nao-protéicos a GSH desempenha papel de fundamental
importancia como “scavenger” de espécies reativas e na regeneragcdo de outros
antioxidantes (HALLIWELL & GUTTERDIGE, 1999). Além disso, a GSH participa na
decomposicédo do perdxido de hidrogénio (H2O2), potencialmente toxico, que é

convertido em H,O em reacgao catalisada pela GSHPx (GUL et al., 2000). Estudos
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realizados em pacientes com |IAM demostraram uma diminuicdo dos niveis de tidis
nao-protéicos como um marcador do aumento do estresse oxidativo (MC MURRAY
et al., 1993). Entretanto, observamos neste trabalho um aumento nos niveis de tidis
nao-protéicos no plasma de pacientes com IAM. Esse aumento poderia ser resultado
da inibicdo da atividade da GSHPXx, devido aos altos niveis de espécies reativas
circulantes, o que provocaria acumulo de GSH (CAMPOLO et al., 2007).

As vitaminas C e E tém sido relatadas como importantes defesas
antioxidantes nao enzimaticas devido as suas propriedades de neutralizar
diretamente as EROs e proteger as membranas da peroxidacédo lipidica,
respectivamente (MACHLIN & BENDICH, 1987; ROSS & MOLDEUS,1991; MAYNE,
2003). Em concordéncia com outros estudos (FREI et al., 1989; CHAMBLEE et al.,
2000; SENTHIL et al., 2004; SINGH et al., 2004) nossos resultados demonstraram
uma diminuicdo nos niveis plasmaticos de ambas as vitaminas estudadas. Essa
diminuicao pode ser devido a um aumento da utilizagdo desses antioxidantes. Outra
hipétese seria o fato de uma diminuicdo nos niveis de vitamina C ser responsavel
pela diminuigdo dos niveis de vitamina E, ja que a vitamina C regenera a- tocoferois
(FREI et al., 1989).

Também foi observado neste estudo, alta prevaléncia dos fatores de risco
para o IAM como tabagismo, hipertensdo, histéria familiar e diabetes mellitus, os
quais poderiam estar gerando o estresse oxidativo na populagdo estudada.
Entretanto, nossos resultados revelaram que o aumento do estresse oxidativo em
pacientes controles com fatores de risco associados foi menor que o aumento do
estresse oxidativo em pacientes com |IAM. Esses resultados sugerem que o estresse
oxidativo observado em pacientes com IAM pode ser devido ao estado patolégico
formado.

Além disso, para excluir possiveis efeitos das drogas utilizadas no tratamento
do IAM, como AAS e clopidogrel, sobre a atividade das ectonucleotidases e sobre os
parametros de estresse oxidativo, foi avaliado in vitro o efeito desses medicamentos
nas concentragbes plasmaticas atingidas (TENDERA & WOJAKOWSKI, 2003;
RICHTER et al., 2004). Os resultados obtidos ndo demonstraram efeito sobre os
parametros testados quando concentragdes plasmaticas foram utilizadas. Esses
resultados estdo de acordo com HERBET et al. (1994) e LUNKES et al. (2003).

Em resumo, pode-se concluir que apesar de ter localizacdo definida, o IAM

resulta em uma desordem sistémica que provoca alteragdes bioquimicas, as quais
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podem ser detectadas perifericamente pela medida de indicadores do estresse

oxidativo e medida da atividade de ectonucleotidases.
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5. CONCLUSOES

e Ocorreu um aumento nas atividades das enzimas NTPDase e 5-nucleotidase em
plaquetas de pacientes com IAM. Isso poderia estar relacionado a uma resposta
organica compensatoria, com o objetivo de aumentar a produgdo de adenosina,

tendo em vista o papel cardioprotetor da mesma.

¢ Observou-se um aumento nos niveis de TBARS e conteudo de proteina carbonil,
0 que sugere o aumento da formagdo de EROs nessa patologia, principalmente no

momento de isquemia/reperfusao.

e O aumento dos indicadores de defesa antioxidante enzimaticas, estimados pela
atividade da SOD e CAT sustenta a ocorréncia do estresse oxidativo nos pacientes
com diagndstico de IAM. Esses antioxidantes poderiam atuar como um mecanismo

compensatorio frente ao aumento do estresse oxidativo.

e A diminuicdo das defesas antioxidantes nao-enzimaticas reveladas pelos niveis
de vitaminas C e E representa um maior consumo das mesmas durante o IAM, o que

demonstra haver produgdo aumentada de EROs nessa patologia.

e Nao se observou influéncia das drogas utilizadas no tratamento do IAM nas
concentragdes plasmaticas sobre os parametros testados in vitro, dessa forma
conclui-se que os resultados obtidos ndo foram em decorréncia do uso dos

medicamentos testados.
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7. ANEXOS

7.1 Anexo A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O Programa de Pd6s Graduagdo em Bioquimica Toxicolégica da UFSM esta
desenvolvendo um projeto de pesquisa intitulado: Avaliagdo da atividade da
NTPDase e indicadores do estresse oxidativo em pacientes com infarto agudo do
miocardio, através da mestranda Margarete Dulce Bagatini, orientada pela Prof?
Dra. Vera Maria Morsch, que tem como objetivo avaliar a atividade de componentes
sanguineos, que se alteram durante o IAM , a fim de esclarecer os mecanismos
envolvidos no IAM. Justifica- se este estudo tendo em vista que as doencgas
cardiovasculares continuam sendo a primeira causa de morte no Brasil, sendo
responsaveis por quase 32% de todos os oObitos no pais, representando a terceira
maior causa de internacdo. Os beneficios do estudo para os participantes é a
possibilidade de verificar fatores predisponentes e envolvidos no IAM sendo esses
informados e esclarecidos de atitudes preventivas que poderao tomar.

Os voluntarios participantes da pesquisa permitirdo uma coleta de sangue
(pungado venosa); um tubo com anticoagulante e um tubo de soro. Todo o material
utilizado para a coleta sera descartavel e/ou desinfectado. Este estudo ndo envolve
risco adicional de vida ou contaminacdo aos pacientes. Em caso de acidente de
coleta, os pacientes poderdo desenvolver flebite, hematoma local ou petéquias,
neste caso serdo atendidos e receberéo os cuidados adequados. As amostras seréo
tratadas de acordo com os protocolos experimentais estabelecidos.

Fica garantido que os dados coletados ficardo sob responsabilidade do
pesquisador e que os mesmos serao utilizados apenas para fins cientificos, sem
qgue o paciente seja identificado, garantindo assim o anonimato. A participagdo neste
estudo é livre e voluntaria, sendo que ndao havera nenhuma forma de compensacéao
financeira ou custos para o participante. A recusa na participagdo nao leva a
nenhum prejuizo ou comprometimento dos cuidados de saude aos pacientes.

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro que
estou de acordo em participar deste projeto de pesquisa, livre de qualquer
constrangimento, pois fui informado de forma clara e detalhada dos objetivos e dos

procedimentos que serdo realizados. Fui igualmente informado da garantia de
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receber respostas a qualquer duvida que ainda puder ter sobre assuntos
relacionados com a pesquisa, € da liberdade de retirar meu consentimento a
qualquer momento, sem que haja prejuizo de qualquer ordem.

Ciente e de acordo com o que foi anteriormente exposto, eu

estou de acordo em participar nesta pesquisa,

assinando este consentimento.

Santa Mairia, de 200

Assinatura

Margarete Dulce Bagatini/ Pesquisadora/ (55)91422611
Vera Maria Morsch/ Orientadora/ (55)32208665
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7.2 Anexo B — Carta de Aprovacéo pelo Comité de Etica

{\'\\lefSl:de

V)

1960

Ministério da Educagio
Universidade Federal de Santa Maria
Pro-Reitoria de Pos-Graduagéo e Pesquisa
Comité de Etica em Pesquisa

CARTA DE APROVACAO

Titulo do Projeto de Pesquisa: “Avaliagdo da atividade da NTPDase e indicadores do
estresse oxidativo em pacientes com infarto agudo do miocardio ™.

Numero do Processo: 23081.012275/2006-32,

CAAE (Certificado de Apresentagio para Apreciagio Etica): 0083.0.243.000-06

Pesquisador Responsavel:
Nome: Vera Maria Morsch
Telefone: 055 3220 8665
Email: vmorsch@smail ufsm.br

Projeto Aprovado em: 03/10/06.




	DISSERTAÇÃO DE MESTRADO
	Margarete Dulce Bagatini
	Mestre em Bioquímica Toxicológica
	Universidade Federal de Santa Maria
	Margarete Dulce Bagatini
	DEDICATÓRIA
	Aos meus pais: Luiz e Vanisse
	Aos meus irmãos: Márcia e Luciano
	Pelo amor, carinho, apoio,
	compreensão, companheirismo e
	dedicação durante toda minha vida.

	SUMÁRIO



	4. DISCUSSÃO
	6. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

