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Os processos patofisiológicos inflamatórios e degenerativos no sistema nervoso 

central (SNC) e plaquetas são importantes causas de doenças humanas promovidas 

pela fumaça de cigarro. O objetivo do presente estudo foi avaliar a atividade das 

enzimas que hidrolisam nucleotídeos e nucleosídeos em sinaptossomas de córtex 

cerebral e plaquetas de ratos expostos à fumaça envelhecida e diluída inalada por 

via secundária de cigarros comerciais. Os animais foram aleatoriamente divididos 

em dois grupos (10 ratos por grupo): controle (não exposto a fumaça de cigarro) e 

fumo (exposto a fumaça de cigarro). O grupo fumo foi exposto à fumaça de cigarro 

15 minutos por dia no interior de uma câmara de exposição durante 3 semanas. Em 

relação ao sinaptossoma de córtex cerebral os resultados demonstraram que a 

atividade da E-NTPDase (ATP e ADP como substrato) aumentou significativamente 

no grupo exposto à fumaça de cigarro (p<0.05) e a atividade da 5'-nucleotidase 

(AMP com substrato) diminuiu neste grupo (p<0.05), comparado ao grupo controle.  

Nas plaquetas foi demonstrado um aumento na atividade das enzimas E-NPP e E-

NTPDase (ATP como substrato) e 5’-nucleotidase (AMP como substrato) no grupo 

exposto à fumaça de cigarro (p<0.05) quando comparado ao grupo controle. Já a E-

NTPDase (ADP como substrato) demonstrou uma diminuição de sua atividade no 

grupo exposto à fumaça de cigarro (p<0.05). Pode-se sugerir que a provável 

diminuição da adenosina, uma molécula neuroprotetora, pode levar ao dano no 

tecido do encéfalo. Entretanto, em plaquetas, houve um aumento da adenosina, a 

qual pode refletir mudanças adaptativas. As alterações na atividade das 

ectonucleotidases em animais submetidos à exposição de fumaça de cigarro podem 

contribuir na elucidação de seus efeitos patológicos em sistemas biológicos. 

 

Palavras chave: E-NTPDase; 5’-nucleotidase; E-NPP; Plaquetas; Sinaptosomas; 

Fumaça de Cigarro. 
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Inflammatory and degenerative pathophysiological processes within the central 

nervous system (CNS) and platelets are important causes of human disease 

promoted by cigarette smoke. The objective of the present study was to evaluate 

activity of the enzymes that hydrolyze nucleotides and nucleosides in synaptosomes 

of cerebral cortex and platelets from rats exposed to aged and sidestream diluted 

smoke of commercial cigarettes. The animals were randomly divided into two groups 

(ten rats in each group): control (not exposed to cigarette smoke) and smoke 

(exposed to cigarette smoke). The smoke group was exposed via inhalation through 

the nose only 15 minutes per day inside a cigarette smoke exposure chamber during 

3 weeks. The results demonstrated that E-NTPDase (with ATP and ADP as 

substrate) activity was significantly higher in the smoke group (p<0.05), while the 5'-

nucleotidase with AMP as substrate demonstrated decreased activity in the smoke 

group (p<0.05). However, in platelets activities demonstrated that E-NPP and E-

NTPDase with ATP as substrate and 5´-nucleotidase with AMP as substrate were 

significantly higher in the smoke group (p<0.05) as compared to the control group, 

while E-NTPDase with ADP as substrate demonstrated decreased activity in the 

smoke group (p<0.05). A decrease of adenosine, a neuroprotective nucleoside, was 

observed in brain, which could lead to damage of the brain tissue. However, in 

platelets, there was an increase of adenosine, which may reflect adaptative changes. 

These alterations caused by cigarette smoke on ectonucleotidase activities may 

assist in verifying pathophysiological effects in biological systems.  

 

Keywords: E-NTPDase; 5'-Nucleotidase; E-NPP; Platelets; Synaptosomes; Cigarette 

Smoke. 
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APRESENTAÇÃO 

 

 

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a 

forma de manuscrito, o qual se encontra no item Manuscrito. As seções Materiais e 

Métodos, Resultados, Discussão e Referências Bibliográficas, encontram-se no 

próprio manuscrito e representa a íntegra deste estudo.  

Os itens Discussão e Conclusões, encontrados no final desta dissertação, 

apresentam interpretações e comentários gerais sobre o manuscrito contido neste 

trabalho.  

As Referências Bibliográficas referem-se somente às citações que aparecem 

nos itens Introdução, Revisão de Literatura, Discussão e Conclusões desta 

dissertação.  

O manuscrito está estruturado de acordo com as normas da revista científica 

para a qual foi submetido:  

Manuscrito - Life Sciences: Molecular, Cellular and Functional Basis of 

Therapy.
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INTRODUÇÃO  

 

 

O cigarro é atualmente o maior problema de saúde pública mundial segundo a 

Organização Mundial da Saúde. O fumante passivo é o indivíduo que não fuma, mas 

está exposto à fumaça de cigarro exalada de outras pessoas. As pessoas passam 

80% de seu tempo em locais fechados como no trabalho, nas residências ou em 

locais de lazer, onde há grande risco de exposição excessiva a esta fumaça 

(FFFCMPA, 2009). A toxicidade da fumaça de cigarro é determinada por um grupo 

complexo de produtos característicos, incluindo a marca do tabaco e aditivos 

(HAMMOND et al., 2006). 

 Na queima dos cigarros são liberadas centenas de substâncias com 

propriedades irritativas e várias são carcinogênicas em humanos e animais. As 

principais manifestações clínicas em fumantes passivos adultos são sintomas 

respiratórios em pacientes sadios, exacerbação de efeitos irritativos em pacientes 

alérgicos, aumento da taxa de mortalidade por cardiopatias, câncer de boca, de 

laringe, de esôfago e de cérebro (FFFCMPA, 2009). As principais causas que levam 

a morte em fumantes são as doenças cardiovasculares, a doença pulmonar 

obstrutiva crônica e o câncer de pulmão (BERLIN, 2008; FFFCMPA, 2009).  

 A exposição da nicotina em humanos, lançadas por fumantes de cigarro ou 

em ambientes com fumaça de tabaco, é promotora de alterações fisiológicas, 

principalmente exposição da nicotina no pré-natal e na adolescência (SLOTKIN, 

2004). Estudos epidemiológicos revelaram uma associação entre filhos de fumantes 

de cigarro na gravidez e distúrbios comportamentais em humanos como déficit de 

atenção, hiper-ativação e retardo na leitura e escrita (NAEYE, 1992; BELL and LAU, 

1995). 

 A exposição aguda à fumaça de cigarro aumenta a epinefrina do plasma e 

induz a reação de plaquetas incluindo a liberação de nucleotídeos, os quais têm 

função importante na ativação das plaquetas, na trombogênese, na angiogênese e 

na remodelação vascular em resposta ao estresse (RAHMAN et al., 1996; 

GENBACEV-KRTOLICA, 2005; ROBSON et al., 2006). As enzimas E-NTPDase e 5´-

nucleotidase estão presentes na membrana das plaquetas (PILLA et al., 1996; 

KAWASHIMA et al., 2000) e tem um importante papel na manutenção da 
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hemostasia normal e na prevenção da excessiva agregação plaquetária (PILLA et 

al., 1996; MARCUS et al., 2003; LUNKES et al., 2004) pela hidrólise do ADP. 

Atualmente, a NTPDase é aceita como um potente agente antitrombótico (ENJYOJI 

et al., 1999; SÉVIGNY et al., 2002; MARCUS et al., 2003). E-NTPDase é uma 

enzima ligada a membrana que hidrolisa ATP e ADP até AMP, o qual é 

subseqüentemente convertido em adenosina pela ação da enzima 5´-nucleotidase 

(ZIMMERMANN, 2001; ROBSON et al., 2006).  

Por outro lado, alguns efeitos danosos, no sistema nervoso central (SNC), são 

causados por fumantes ativos e também persistem por meio da exposição passiva a 

fumaça de cigarro, promovendo alteração na atividade sináptica colinérgica 

(ABREU-VILLAÇA et al., 2003a, 2003b; SLOTKIN, 2004). A análise do cérebro, 

exposto ao ambiente com a fumaça de cigarro por meio da inalação, mostra 

regulação alterada de genes associados com a função sináptica, neurotransmissão 

e suporte neurotrófico, tanto quanto na resposta inflamatória e ativação glial devido 

ao dano no tecido cerebral (MANNA et al., 2006). 

O ATP é um importante neurotransmissor excitatório no SNC, que além de 

atuar como neuromodulador pré-sinaptico, também possui papel essencial no 

desenvolvimento e na plasticidade neuronal (EHRLICH and KORNECKI, 1999; 

CUNHA and RIBEIRO, 2000). O produto de quebra do ATP, a adenosina, atua como 

agente modulatório na atividade neuronal e tem ação neuroprotetora no SNC em 

condições patológicas (LATINI and PEDALA, 2001). 

 A sinalização induzida por estas moléculas (ATP e adenosina) correlaciona-se 

diretamente à atividade das enzimas E-NTPDase (Ecto/CD 39) e 5’-nucleotidase 

(CD73) (ZIMMERMANN et al., 1998, 2001). Estas enzimas estão envolvidas no 

controle dos níveis de nucleotídeos e nucleosídeos na fenda sináptica e atuam no 

controle da neuromodulação e da neurotransmissão purinérgica. A enzima E-

NTPDase hidrolisa ATP e ADP produzindo AMP, sendo este posteriormente 

hidrolisado pela 5’-nucleotidase gerando adenosina (ZIGNASHIN, et al., 1994; 

ZIMMERMANN, 1996). Thomé at al (2009) demonstrou uma alteração na atividade 

da E-NTPDase e 5’-nucleotidase em plaquetas de ratos expostos durante 4 

semanas à fumaça de cigarro, porém não tem sido encontrado na literatura estudos 

relacionados com a atividade destas enzimas na neurotransmissão purinérgica. 
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 Neste contexto, considerando a importância das ectonucleotidases no 

controle da transmissão sináptica e na manutenção da hemostasia normal das 

plaquetas, este estudo foi conduzido com o objetivo de correlacionar a atividade 

dessas enzimas nestes sistemas em ratos submetidos ao modelo de exposição à 

fumaça de cigarro. 

 

 

 1.1. OBJETIVOS 

 

 

OBJETIVO GERAL 

 

 

 Avaliar a atividade de enzimas ectonucleotidases em sinaptossomas de 

córtex cerebral e plaquetas de ratos expostos à fumaça de cigarro. 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

• Avaliar, ex vivo, a atividade das enzimas E-NTPDase e 5’-nucleotidase em 

sinaptossomas de córtex cerebral de ratos após três semanas de exposição à 

fumaça de cigarro. 

 

• Investigar, ex vivo, a atividade das enzimas E-NPP, E-NTPDase e 5’-

nucleotidase em plaquetas de ratos após três semanas de exposição à 

fumaça de cigarro. 



18 
 

 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1. Cigarro 

 

 

2.1.1. Histórico 

 

 

 A história do fumo no Brasil começa muito cedo, bem antes da chegada dos 

europeus. A planta, a qual teve origem o fumo, nasceu provavelmente nos vales 

orientais dos Andes bolivianos e se difundiu no atual território brasileiro através das 

migrações indígenas, sobretudo Tupi-Guarani. Havia vários tipos de fumo, mas 

apenas duas plantas eram usadas e cultivadas: a Nicotiana tabacun e a Nicotiana 

rústica. O fumo, para os índios brasileiros, tinha caráter sagrado semelhante a 

mandioca, o milho e muitas outras plantas de origem mística. O fumo era 

geralmente limitado aos ritos mágico-religiosos e como planta medicinal, reservado 

unicamente aos pajés (HOUSTON, 2002; MUSK, 2002; ROSEMBERG, 2002; 

HECKERLING, 2009). 

 Por outro lado, em 16 de setembro de 1586, Felipe II ordenou, mediante 

documento real, que a folha de tabaco fosse publicamente queimada como erva 

prejudicial e danosa. Desde essa época já se percebia os efeitos maléficos do 

tabaco (Nicotiana tabacum) planta da qual se deriva o cigarro (Figura 1) (PORTAL 

DE CHARUTOS DO BRASIL, 2009). No final do século XIX iniciou-se a sua 

industrialização sob a forma de cigarro. O uso do tabaco espalhou-se de forma 

epidêmica por todo o mundo (BOUISSON, 1859; MONACO, 2009). No fim da 

década de 70 vários autores começaram a relacionar o tabagismo com aspectos 

negativos da afetividade como a ansiedade, a irritabilidade e sintomas depressivos 

(WAAL-MANNING AND HAMEL, 1978; BOYLE et al., 1995). Atualmente, o 

tabagismo é uma das principais causas que levam a morbidade e mortalidade nos 

Estados Unidos, sendo que a maior taxa de prevalência está entre as mulheres 

universitárias com idade compreendida entre 18-25 anos. (WESCHLER et al., 1998; 

CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 2005; ROCKVILLE, 2005; LANTZ, 2003).  
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2.1.2. Fumaça de Cigarro  

 

 

 A toxicidade da fumaça de cigarro é determinada por um conjunto complexo 

das características do produto, incluindo a mistura do tabaco, aditivos e a 

característica do design, tal como a ventilação do filtro e a porosidade do papel, 

sendo as principais partes do cigarro de papel demonstrado na figura 2 

(KOZLOWSKI et al., 2001). Os estudos realizados em máquinas, para mimetizar a 

exposição à fumaça de cigarro em humanos, nem sempre reflete os reais valores de 

alcatrão, nicotina e monóxido de carbono. Pois, a absorção real desses compostos 

depende do comportamento humano em fumar, tal como a intensidade em puxar a 

fumaça do cigarro e o tempo da tragada (HAMMOND et al., 2006). 

 A fumaça que sai do cigarro via boca do tabagista durante a tragada (puffing) 

é chamada “via principal da fumaça de cigarro”, no inglês é denominada “cigarette 

Figura 1: Planta Nicotiana tabacum. 
Adaptado de Österreich (2009). 
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mainstream smoke”. Nesta via, a fumaça sai diretamente do cigarro e é inalada para 

o sistema respiratório. Já a “via secundária da fumaça de cigarro”, denominada 

“sidestream smoke” no inglês é, sobretudo, a fumaça emergente do ambiente a 

partir do cigarro aceso e inalada através do nariz. A fumaça exalada da via principal 

e a fumaça da via secundária difusa para a atmosfera torna-se diluídas pelo 

ambiente do ar e, após várias alterações físicas e químicas, incluindo reações com 

substâncias químicas não geradas pelo tabaco, tornam-se AFT (Ambiente com 

Fumaça de Tabaco), no inglês é denominada “Environmental Tobacco Smoke”. 

Antes de ser exalada do trato respiratório a fumaça da via principal é filtrada, a qual 

contribui entre 15% a 43% das partículas do AFT e entre 1% a 13% da fase de 

vapor, sendo o restante proveniente da fumaça da via secundária (BAKER AND 

ROBINSON, 1990; EATOUGH et al., 1990; GUERIN AND JENKINS, 1992a, 1992b; 

BORGERDING AND KLUS, 2005). 

 Essa fumaça inalada por fumantes possui um grupo complexo de compostos: 

na forma de aerossol suspensos no interior de uma mistura de gases de combustão 

(CO, CO2, NOx, etc.); e de compostos semi-voláteis (SMITH et al., 2006). As 

gotículas líquidas ou partículas representam a fase alcatrão; enquanto os gases de 

combustão e gases semi-voláteis compõem a fase de vapor. A fase particulada é 

mutagênica e citotóxica, promove a formação tumoral nos modelos animais. Na fase 

de vapor contém um número de compostos citotóxicos que inclui carbonílicos e 

aldeídos reativos, os quais são capazes de danificar as células e induzir a 

inflamação pulmonar (SMITH et al., 2006). Algumas evidências sugerem que a 

inflamação pulmonar induzida pela fumaça de cigarro pode desempenhar um papel 

importante no aumento de risco do câncer de pulmão em fumantes (SMITH et al., 

2006). Uma relação entre a inflamação pulmonar e câncer de pulmão, 

mecanicamente é plausível, porque as células inflamatórias secretam espécies 

reativas de oxigênio, mediadores inflamatórios e enzimas proteolíticas, as quais, 

tanto pode danificar DNA quanto aumentar as taxas de proliferação de reparo celular 

(SMITH et al., 2006).  
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2.1.3. Etiologia 

 

 

 Em 1949 Robert Schrek e colaboradores publicaram artigo com fortes 

evidências circunstanciais de que a fumaça de cigarro é um fator etiológico para 

doenças como o câncer no trato respiratório (SCHREK et al., 1950). Nessa época, 

não havia conhecimento suficiente para suportar tal afirmação, porém em anos 

posteriores, com a melhoria do conhecimento da relação tabagismo-câncer do 

pulmão e aprimoramento da metodologia utilizada na realização de estudos 

epidemiológicos retrospectivos (ZAMBONI, 2002), iniciaram as confirmações de 

doenças decorrentes da fumaça de cigarro e a identificação de seus constituintes. 

Atualmente há estudos cujo que demonstram que a fumaça de cigarro contém 

carcinógenos que incluem hidrocarbonetos aromáticos policíclicos, aminas 

heterocíclicas e N-nitrosaminas (HOFFMANN AND HOFFMANN, 1997; HOOKER et 

al., 2007). Essa fumaça é uma complexa mistura de mais de 4000 substâncias já 

identificadas incluindo a nicotina, aldeídos reativos, cádmio, além de compostos que 

induzem a produção de espécies reativas de oxigênio (EROS) e nitrogênio (ERN), 

conhecidas genericamente como radicais livres (RL), os quais são capazes de iniciar 
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Linha de 
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papel e tinta 
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adicionados ao tabaco 

Cigarro de papel Filtração de 
materiais 

Figura 2. Estrutura do cigarro de papel. Adaptado de Philip Morris International 
(2009). 
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ou promover dano oxidativo (RAHMAN et al., 1996; PANDA et al., 1999; 

GENBACEV-KRTOLICA, 2005; LUCHESE et al., 2007). A nicotina contida na 

fumaça de cigarro pode interagir com receptores colinérgicos presentes no sistema 

nervoso central e periférico. Possivelmente, aumenta os níveis de dopamina, o qual 

pode dar origem à dependência do cigarro. A nicotina também aumenta a liberação 

de norepinefrina, epinefrina e serotonina e esses aumentos modulam alguns dos 

efeitos de estímulo agradável da nicotina (CLARKE AND REUBEN, 1996; 

OLAUSSON et al., 2002).   

 

 

2.1.4. Fisiopatologia 

 

 

 Os compostos presentes na fumaça de cigarro tais como a nicotina, a 

nitrosamina e as aminas aromáticas são carcinógenos e podem mediar o início e a 

promoção de tumor, juntamente com danos promovidos pelo estresse oxidativo, o 

qual aumenta a probabilidade de doenças cardíacas (SMITH et al., 2006; 

YANBAEVA et al., 2007).  

 Alguns dos efeitos nocivos do tabagismo incluem o aumento da pressão 

arterial e da resistência vascular coronariana, a redução do fornecimento de 

oxigênio, o aumento da agregação plaquetária, o aumento do fibrinogênio e a 

diminuição do colesterol HDL (RIGOTTI AND PASTERNAK, 1996). Estudos 

demonstram que fumantes aumentam a agregação de plaquetas e monócitos, o que 

contribui potencialmente para formação trombose arterial (BENOWITZ, 1991; 

HARDING et al., 2004), pois pode ocorrer disfunção das propriedades fisiológicas de 

células endoteliais como a perda da propriedade de não-aderência na circulação de 

células efetoras imunes como os monócitos, macrófagos, linfócitos-T e plaquetas 

(YANBAEVA et al., 2007). Fusegawa e colaboradores (1999) demonstraram que 

fumantes podem estar com os níveis de epinefrina ou ADP alterados, o que pode 

levar a indução na agregação de plaquetas através do complexo glicoprotéico 

IIb/IIIa. Os nucleotídeos de adenina extracelular (ATP, ADP e AMP) e seu derivado, 

nucleosídeo adenosina, são importantes sinalizadores moleculares que podem 

mediar diversos processos biológicos e patológicos (RATHONE et al., 1999; 
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RIBEIRO et al., 2003). Por outro lado, as conseqüências da exposição à fumaça de 

cigarro, no sistema nervoso central, pode levar a um decréscimo na expressão de 

genes associados à função sináptica, neurotransmissão e suporte neurotrófico, tanto 

quanto na resposta inflamatória e glial devido ao dano no tecido do cérebro (MANNA 

et al., 2006). 

 

 

2.1.5. Epidemiologia 

 

 

 Segundo os dados dos inquéritos epidemiológicos em 16 capitais brasileiras, 

realizado pelo Ministério da Saúde em 2004, as prevalências de tabagismo são 

maiores nas capitais brasileiras de regiões mais industrializadas, para ambos os 

sexos. No entanto, elas ainda são menores do que as observadas em países 

industrializados, como por exemplo, nos Estados Unidos. Os homens ainda 

apresentam maiores prevalências de tabagismo do que as mulheres nas cidades 

pesquisadas. A razão de prevalências por sexo (homem/mulher), entretanto, é 

menor nas regiões sudeste e sul, possivelmente apontando para um aumento de 

consumo de tabaco no grupo feminino em regiões mais desenvolvidas (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2009). 

 Ao redor do mundo, cerca de três milhões de pessoas morrem a cada ano 

devido ao tabagismo, a metade deles antes dos 70 anos de idade (PETO et al., 

1994). Não é usual a aceitabilidade política e social desse hábito letal. A indústria do 

tabaco é responsável por mais doenças e mortes prematuras do que qualquer outra 

organização comercial, superando o impacto destrutivo de armas e drogas ilícitas. 

Os detalhes estatísticos de mortalidade e morbidade sobre o tabagismo tendem a 

ocultar o impacto global do hábito sobre a saúde (WALD AND HACKSHAW, 1996). 

O fumo pode ter impacto substancial na causa de câncer em locais distintos, como: 

câncer de pulmão, do trato respiratório superior, da bexiga, do pâncreas, do 

esôfago, do estômago, próstata, rim e leucemia (WALD AND HACKSHAW, 1996; 

GIOVANNUCCI et al., 1999). Outras doenças potencialmente fatais podem ter 

origem devido ao tabagismo: doença cardíaca respiratória, doença pulmonar 

obstrutiva crônica, acidente vascular cerebral, pneumonia, aneurisma de aorta e a 
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doença isquêmica cardíaca, a causa mais comum de morte em países 

economicamente desenvolvidos (DOLL et al., 1994; HACKSHA et al., 1997). Na 

gestação, o tabagismo aumenta o risco de aborto espontâneo, de gravidez ectópica 

e de baixo peso ao nascer (ONAL et al., 2004). Embora existam algumas doenças 

para as quais o tabagismo demostra algum efeito protetor, como alívio da 

ansiedade, esses “efeitos benéficos” são insignificantes em relação a essas doenças 

e a mortalidade prematura causada pelo tabagismo. Cerca de 20% de todas as 

mortes em países desenvolvidos são de origem do tabagismo, um enorme custo 

humano que pode ser totalmente evitado (WALD AND HACKSHAW, 1996). 

 

 

2.2. Plaquetas 

 

 

2.2.1. Estrutura 

 

 

 As plaquetas são fragmentos citoplasmáticos derivados de megacariócitos, 

envolvidos por membranas e destituídas de núcleo (Figura 3).  

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

condiciona a propriedade de adesão. Nessa porção encontram-se antígenos, 

glicoproteínas e vários tipos de enzimas. Mais internamente existe a membrana 

plaquetária, onde estão localizadas glicoproteínas que são receptores específicos 

para determinados fatores de coagulação. (2) Uma zona sol-gel ou citosol com 

proteínas actinomiosina e tubulina, formando microtúbulos e microfilamentos, 

responsáveis pelo esqueleto da plaqueta. (3) Uma zona de organelas contendo 

corpúsculos densos (Ca2+, ADP, ATP, Serotonina, Pirofosfato), grânulos alfa (fatores 

de crescimento, fatores de coagulação e proteínas de adesão) e um sistema de 

membrana, local de síntese de prostaglandinas e tromboxano A2 (LORENZI et al., 

2003). 

 As plaquetas em média circulam no sangue de 9-10 dias. Durante esse tempo 

de sobrevida, o seu metabolismo se baseia na liberação de energia, representada 

pela transformação do ATP em ADP, a partir da glicólise e do mecanismo oxidativo 
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das mitocôndrias. Essa energia é utilizada para as funções básicas das plaquetas, 

que são a adesão, a agregação e a secreção de substâncias contidas nos grânulos 

citoplasmáticos (LORENZI et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Quando um vaso sanguíneo é lesado, ocorre exposição da plaqueta ao 

colágeno. Nesse momento ocorre a ativação plaquetária, iniciando-se uma série de 

fenômenos que tem por finalidade evitar a hemorragia. Após a adesão das plaquetas 

ao subendotélio, novas plaquetas são ativadas e acabam aderindo a essas 

plaquetas. Durante esta ativação, as plaquetas mudam sua forma passando de 

discóide a irregular, emitindo pseudópodes a partir da membrana e se agregam 

(Figura 4). Os grânulos plaquetários são liberados. O primeiro sinal de ativação 

plaquetária é sentido na membrana externa, onde os fatores capazes de promover 

esta ativação como a trombina, a adrenalina, o colágeno e o ADP se ligam aos seus 

Plaquetas 

Célula sanguínea 
hematopoiética 

Célula-tronco 
multipotencial 

Glóbulos brancos 

Células ósseas 

Osso 

Megacariócito 

Figura 3: Origem das plaquetas. Adaptado de Espinosa (2009). 
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receptores específicos. A seguir, ocorre a ligação das plaquetas aos receptores das 

glicoproteínas e ativação das moléculas de integrinas plaquetárias levando ao 

processo de agregação plaquetária (LEE et al., 1998; LORENZI et al., 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2.2. Agregação plaquetária  

 

 

 A agregação plaquetária ocorre devido à formação de pontes de fibrinogênio, 

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

do Ca2+ forma um complexo estável na superfície das plaquetas ativadas. Essa 

também ocorre devido ao metabolismo do ácido araquidônico, sendo o mesmo 

liberado a partir da membrana fosfolipídica das plaquetas pela ativação da enzima 

fosfolipase A2 e, subseqüentemente, a enzima cicloxigenase (COX-1) converte o 

ácido araquidônico em endoperóxidos cíclicos. Esses são então convertidos pela 

Figura 4. Plaquetas emitindo pseudópodes a partir da 
membrana (seta vermelha). Seta azul mostra dois 
eritrócitos. Microscópio eletrônico com aumento de 
5000x. Adaptado de Breddin (2005). 
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tromboxano sintetase em tromboxano A2 (TXA2), funcionando como um potente 

agonista que induz a agregação (LEE et al., 1998; ANDREWS et al., 1999; 

BECKER, 1999; GAETANO, 2001). A amplificação e propagação contínua da 

agregação plaquetária é ativada pela formação de agregados plaquetários e a 

expulsão de ADP e de outras substâncias ativas das organelas plaquetárias (LEE et 

al., 1998). 

 

 

2.2.3. Hemostasia  

 

 

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

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

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

(Figura 5). Posteriormente, ocorre uma intensa atividade metabólica, havendo a 

síntese de mensageiros intracelulares e formação de agonistas plaquetários. Na 

seqüência as plaquetas sofrem transformações morfológicas, iniciando a formação 

de agregados plaquetários também denominados de rolhas, que vão constituir a 

barreira plaquetária inicial. A liberação de ADP e outras substâncias ativas 

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

do fator 3 plaquetário e tem início o processo de coagulação sangüínea, 

promovendo à consolidação da rolha plaquetária pela fibrina e a conseqüente 

retração do coágulo (LEE et al., 1998; LORENZI et al., 2003; RAMASAMY, 2004; 

DAVÍ AND PATRONO, 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5. Adesão e agregação plaquetária. Adaptado de 

Famadas (2009). 
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2.2.4. Plaquetas e cigarro 

 

 

 Em fumantes, a agregabilidade das plaquetas aumenta fortemente, e numa 

exposição de longo tempo à fumaça de cigarro pode aumentar a sensibilidade das 

plaquetas pela epinefrina ou ADP (FUSEGAWA AND HANDA, 2000). Devido a esse 

fato, inúmeros estudos indicam que a fumaça de cigarro é um dos fatores de risco 

que leva à doenças ateroscleróticas, particularmente em pacientes com hipertensão, 

hiperlipidemia e doenças cardíacas (FUSEGAWA et al., 1999; FUSEGAWA AND 

HANDA, 2000). A exposição aguda à fumaça de cigarro aumenta os níveis de  

epinefrina do plasma e induz à reação de liberação de plaquetas em indivíduos 

hipertensos, o que exibe determinado aumento no grau de hiper-reatividade de 

plaquetas (MUNDAL et al., 1998). Além disso, foi relatado que a agregação 

espontânea de plaquetas continua aumentada após 10 horas da abstinência do 

fumo em fumantes habituais, e essa cronicidade de agregabilidade plaquetária pode 

ter efeito sobre o aparecimento e progressão das desordens aterosclerótica e 

trombogênica (FUSEGAWA et al., 1999). 

 

 

2.2.5. Plaquetas e doenças neurológicas 

 

 

 As plaquetas estão sendo utilizadas como um excelente modelo para 

investigar doenças neurológicas, devido às características similares que estas 

células têm com os neurônios, como por exemplo, estocar e liberar 

neurotransmissores, além de apresentar receptores para os mesmos em sua 

superfície (CHAKRABARTI et al., 1998). Estas similaridades entre plaquetas e 

neurônios reforçam a importância de se estudar parâmetros bioquímicos em 

plaquetas como marcadores clínicos de doenças neurológicas como a depressão, a 

esquizofrenia, a doença de Alzheimer (RAINESALO et al., 2003; CATTABENI et al., 

2004) e a exposição à fumaça de cigarro, facilitando assim uma melhor 

compreensão da etiopatogenia dessas doenças. 
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2.3. Cigarro e SNC 

 

 

 A migração adequada de neurotransmissores e a localização de populações 

de células específicas dentro de cada região cerebral fazem parte do 

desenvolvimento normal no SNC (SLOTKIN, 2004). Porém, a atividade neural pode 

ficar vulnerável devido a agentes químicos, os quais podem diminuir as respostas ou 

bloquear neurotransmissores, cuja extensão de alterações pode alcançar todas as 

fases de montagem do encéfalo, desde o estágio embrionário inicial até 

adolescência (SLOTKIN, 2004). A exposição da nicotina no pré-natal, ou ambiente 

com fumaça de cigarro podem ser os meios de perturbação trófica na sinalização de 

neurotransmissores (SLOTKIN, 2004). Estudos indicam que a fumaça de cigarro 

pode mudar a atividade de sistemas biológicos como o tecido do encéfalo, e desse 

modo pode causar dano irreparável no organismo, como o aumento da peroxidação 

lipídica nas regiões do encéfalo (ANBARASI et al., 2005; MANNA, et al., 2006). A 

nicotina é um dos componentes chaves que causa neuroteratogênese com efeitos 

adversos no número de células do encéfalo, no desenvolvimento sináptico e na 

função neurocomportamental (LEVINAND SLOTKIN, 1998; SLOTKIN, 1998, 1999).  

 

 

3. Sistema purinérgico 

 

 

3.1. Nucleotídeos 

 

 

 Os nucleotídeos extracelulares de adenina (ATP, ADP e AMP) e seu derivado 

nucleosídeo adenosina são importantes moléculas sinalizadoras que medeiam 

diversos processos biológicos e patológicos (RATHBONE et al., 1999; RIBEIRO et 

al., 2003; ILLES AND RIBEIRO, 2004). Os nucleotídeos e nucleosídeos podem ter 

suas concentrações alteradas, hidrolisados por enzimas do sistema purinérgico 

como as ectonucleotidases. Desse modo, esses nucleotídeos ATP, ADP e AMP 
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podem estimular células ou órgãos alvos conferindo determinado efeito tanto no 

SNC como no sistema vascular (RATHBONE et al., 1999; KANNAN, 2002; REMIJIN 

et al., 2002). 

 No sistema vascular, a sinalização purinérgica está associada com o controle 

do tônus vascular mediado por ATP liberado de células endoteliais (BURNSTOCK, 

1990; RALEVIC, 2001). Durante as doenças arteriais como a aterosclerose, eventos 

de migração, proliferação de células endoteliais tem um importante papel no 

desenvolvimento do espessamento intimal (SCHACHTER, 1990; GIBBONS, 1993). 

Estudos indicam que ATP e ADP e adenosina também desempenham papel central 

de sinalização destes acontecimentos e do mecanismo de tromboregulação 

(SOSLAU AND YOUNGPRAPAKORN, 1997; ZIMMERMANN, 1999; BURNSTOCK, 

2002; REMIJIN et al., 2002).  

 Os nucleotídeos de adenina constituem 90% dos nucleotídeos plaquetários e 

encontram-se distribuídos em dois pools distintos: o pool metabólico, utilizado na 

manutenção das funções celulares, constituído principalmente por ATP, e o pool de 

armazenamento, que contém ATP e ADP para a liberação durante a secreção 

plaquetária (LEE et al., 1998). Entretanto, processos hemostáticos desempenhados 

através de mecanismos de adesão, agregação e subseqüente formação de trombos 

em locais de injúria vascular, são importantes funções realizadas por células 

anucleadas, denominada plaquetas (HARKER, 1997; MARCUS et al., 2003; 

WAGNER AND BURGER, 2003). O ATP possui um papel complexo nos 

mecanismos de regulação de agregação plaquetária, sendo que em baixas 

concentrações ativa e em altas concentrações inibe a agregação de plaquetas 

induzida pelo ADP (BIRK et al., 2002; ROZALSKI et al., 2005). Por sua vez, o ADP 

constitui-se no principal agonista envolvido no recrutamento e agregação das 

plaquetas em locais de injúria vascular, enquanto que a adenosina possui efeitos 

inibitórios sobre esta agregação (ROZALSKI et al., 2005). 

 No SNC os nucleotídeos e nucleosídeos de adenina possuem diversas 

funções como a neurotransmissão, a neuroproteção (CUNHA AND RIBEIRO, 2000; 

DUNWIDDIEAND MASINO, 2001; CUNHA, 2001) e a proliferação de células glias 

(FIELDS AND BURNSTOCK, 2006). Também, podem estar envolvidos na formação 

e regulação da sinaptogênese, plasticidade neuronal e na diferenciação de células 

progenitoras de oligodendrócitos (OPCs) (RATHBONE et al ., 1999; FIELDS AND 
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STEVENS, 2000; CICARRELLI et al., 2001; STEVENS et al., 2002; WINK et al., 

2003, ARESTI et al., 2005). O ATP é um importante neurotransmissor excitatório nas 

sinapses nervosas purinérgicas, age como neuromodulador e pode ser armazenado 

e liberado no meio extracelular juntamente com outros neurotransmissores, tais 

como acetilcolina, glutamato e noradrenalina através das vesículas pré-sinápticas 

dependentes de cálcio (GIBB AND HALLIDAY, 1996; SPERLÁGH AND VIZI, 1996; 

ZIMMERMANN, 1996; ILLES AND RIBEIRO, 2004). 

 A adenosina tem papel relevante na neuromodulação regulando a liberação 

de vários neurotransmissores, age tanto pré quanto pós-sinapticamente (CUNHA, 

2001; DUNWIDDIE AND MASINO, 2001; RIBEIRO, et al., 2003). A regulação da 

liberação de neurotransmissores excitatórios, por esta molécula, tem se tornado 

importante em muitos processos patológicos, pois a adenosina pode limitar o dano 

causado pela excitotoxicidade destes neurotransmissores, exercendo assim uma 

ação protetora no SNC (ZIMMERMANN et al., 1998; DUNWIDDIE AND MASINO, 

2001). 

 

 

3.2. Enzimas que degradam nucleotídeos de adenina 

 

 

 As ecto-nucleotidases são enzimas que hidrolisam nucleotídeos de adenina 

extracelulares, entre elas destacam-se a E-NTPDase (CD39), a 5’-nucleotidase 

(CD73) e a ecto-nucleotídio pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP), as quais são 

enzimas capazes de alterar os níveis de ATP, ADP, AMP e adenosina 

(ZIMMERMANN, 2001; GODING et al., 2003; ROBSON et al., 2006). 

 

 

3.2.1. E-NTPDase  

 

 

 A família das E-NTPDases (Ecto-nucleosídeo trifosfato difosfoidrolases) 

possui oito membros (Figura 6), os quais são responsáveis pela hidrólise de 

nucleotídeos tri e difosfatados (ZIMMERMANN, 2001) e diferem quanto à 
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especificidade ao substrato, distribuição tecidual e localização celular (SHI et al., 

2001; ZIMMERMANN, 2001; BIGONNESE et al., 2004). Quatro E-NTPDases são 

típicas da superfície celular, onde seus sítios catalíticos estão voltados para o meio 

extracelular (E-NTPDase 1, 2, 3 e 8). E-NTPDases 4, 5, 6 e 7 apresentam 

localização intracelular e sitio catalítico voltado para face interna da célula (ROBSON 

et al., 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Estas enzimas apresentam um alto grau de similaridade na sua seqüência de 

aminoácidos, particularmente dentro de cinco regiões que são conhecidas como 

“regiões conservadas da apirase” (ACRs), as quais são de extrema importância para 

a atividade catalítica (ZIMMERMANN, 1999). 

 A E-NTPDase-1 (ecto/CD 39) hidrolisa tanto ATP como ADP formando AMP 

na presença de íons Ca2+ e Mg2+ (ZIGANSCHIN et al., 1994). Na família das E-

NTPDases, a enzima E-NTPDase-1 foi a primeira a ser descrita e encontram-se 

ancorada na superfície celular através de duas regiões transmembranas, próximas 

ao grupamento amino e carboxi terminal com o seu sítio catalítico voltado para o 

meio extracelular (Figura 7) (ZIMMERMANN, 2001).  

Figura 6. Família das enzimas E-NTPDases. 
Adaptado de Robson (2006). 
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 Já foi identificado em sinaptossomas isolados que a E-NTPDase-1 é expressa 

nesse meio, bem como em cultura de neurônios primários de córtex cerebral e 

astrócitos (BATTASTINI et al., 1991; WANG AND GUIDOTTI, 1998). Pesquisas em 

imunohistoquímica revelaram que essa enzima é amplamente distribuída no 

encéfalo de ratos, tal como em neurônios de córtex cerebral, hipocampo, cerebelo, 

células gliais e endoteliais (WANG AND GUIDOTTI, 1998).  

 As E-NTPDases possuem funções fisiológicas e fisiopatológicas em vários 

tecidos (ROBSON et al., 2006). Em plaquetas intactas de humanos, a E-NTPDase-1 

pode estar envolvida na regulação da concentração dos nucleotídeos, na circulação 

e no tônus vascular. Alguns estudos indicam que o uso de E-NTPDase-1 solúvel 

constitui-se num potencial agente terapêutico para inibição de processos trombóticos 

mediados por plaquetas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Estrutura das enzimas da 
família E-NTPDase. Adaptado de 
Zimmermann (2001). 
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 A solução purificada de E-NTPDase-1 bloqueou in vitro a agregação 

plaquetária induzida por ADP e inibiu a reatividade plaquetária induzida pelo 

colágeno (GAYLE III et al., 1998; ENJYOJI, 1999). Nos últimos anos, esta enzima 

está sendo amplamente estudada em condições patológicas de modelos 

experimentais (BONAN et al., 2000; LUNKES et al., 2003; ARAÚJO et al., 2005; 

THOMÉ et al., 2009). A função geral desta enzima é atribuída à hidrólise extracelular 

dos nucleotídeos ATP e ADP e, portanto, dependendo da localização tecidual, da 

atividade enzimática, possui diferentes papéis fisiológicos (SARKIS et al., 1995;  

ZIMMERMANN, 1999; BONAN et al., 2001). 

 

 

3.2.2. 5’-Nucleotidase  

 

 

 A 5’-Nucleotidase (ecto-5’-nucleotidase, CD73) é uma enzima ancorada à 

membrana plasmática via uma molécula de GPI (glicosilfosfatidil inositol) com seu 

sítio catalítico voltado para o meio extracelular (Figura 8). Entretanto, formas 

solúveis e clivadas desta enzima também já foram descritas (ZIMMERMANN, 2001; 

HUNSUCKER et al., 2005).  

 Esta enzima catalisa a desfosforilação de vários nucleotídeos 5’-

monofosfatados como CMP, IMP, UMP, GMP e AMP à seus respectivos 

nucleosídeos (ZIMMERMANN, 1996). No entanto, foi demonstrado que a 5’-

nucleotidase hidrolisa mais eficientemente o AMP, sendo por isto considerada a 

principal enzima responsável pela formação de adenosina (ZIMMERMANN, 1996; 

ZIMMERMANN et al., 1998; ZIMMERMANN, 2001). 

 A função da enzima 5’-nucleotidase correlaciona-se diretamente ao seu papel 

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

desempenha importantes funções como, por exemplo, no controle da agregação 

plaquetária, na regulação do tônus vascular e também na neuromodulação e 

neuroproteção do sistema nervoso (ZIMMERMANN et al., 1998; KAWASHINA et al., 

2000; DUNWIDDIE AND MASINO, 2001). 

 No SNC, a 5’-nucleotidase está predominantemente associada à glia, mas 

várias evidências têm demonstrado que essa atividade também está associada a 
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neurônios (ZIMMERMANN et aI, 1998; ZIMMERMANN, 1996, 2001). A 5’-

nucleotidase é transitoriamente expressa na superfície de células neuronais e nas 

sinapses durante o desenvolvimento sináptico (BRAUN et aI, 1995). A atividade 5’-

nucleotidase encontra-se aumentada em astrócitos, células microgliais (BRAUN et 

aI, 1997) e em sinaptossomas de hipocampo após isquemia focal e reperfusão 

(SCHETINGER et al, 1998). Além disso, estudos demonstram que a 5’-nucleotidase 

possui características de molécula de adesão (AÍRAS et al, 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.3. E-NPP 

 

 

A ecto-nucleotídeo pirofosfatase/fosfodiesterase (EC 3.1.4.1; E-NPP) 

representa uma família de proteínas eucarióticas que são expressas como 

ectoenzimas transmembranas ou como proteínas secretadas (BOLLEN et al., 2000; 

GIJSBERS et al., 2001; DUAN et al., 2003). O sítio catalítico é extracelular, sendo 

Figura 8. Estrutura da Ecto-5’-
nucleotidase ancorada à membrana 
plasmática via uma molécula de GPI. 
Adaptado de Zimmermann (2001). 
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esta família de proteínas denominada de ecto-NPPs (E-NPP) (Figura 9). Esta 

enzima está sendo descrita como um novo foco dentro da sinalização purinérgica no 

controle da ativação de plaquetas, pois está localizada juntamente com a E-

NTPDase e a 5’-nucleotidase na superfície destas células (Figura 10), onde faz parte 

de um sistema múltiplo enzimático na hidrólise de nucleotídeos (FÜRSTENAU et al., 

2006). 

 As E-NPPs são responsáveis pela hidrólise de ligações 5’-fosfodiéster em 

nucleotídeos e seus derivados, onde ambas purinas e pirimidinas servem como 

substratos, resultando na produção de nucleotídeos monofosfatos (ZIMMERMANN, 

2001; GODING  et al., 2003). Esta enzima compreende três membros (NPP1-3), os 

quais são responsáveis pela conversão cíclica do ATP para AMP e ADP para AMP 

(CIMPEAN et al., 2004).  

 Alguns estudos desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa evidenciaram a 

importância das ectonucleotidases em processos patológicos na neurotransmissão e 

sistema vascular (LUNKES et al., 2004; SPANEVELLO et al., 2006; THOMÉ et al., 

2009). De interesse especial, no estudo de quatro semanas de exposição à fumaça 

de cigarro em ratos, o qual foi determinado à atividade das ectonucleotidases em 

plaquetas, houve um aumento na hidrólise do ATP e do AMP em relação ao grupo 

controle. Essa alteração na hidrólise de nucleotideos demonstrou ser, 

possivelmente, um mecanismo adaptativo patofisiológico devido exposição à fumaça 

de cigarro (THOMÉ et al., 2009). 

 A fumaça de cigarro pode promover câncer, acidente vascular cerebral e 

doenças cardiovasculares. Cerca de três milhões de pessoas morrem a cada ano 

devido ao tabagismo. Tanto no SNC como no sistema vascular à fumaça de cigarro 

causa danos, sendo que nesses tecidos encontram-se as ectonucleotidases que 

promovem funções importantes para o funcionamento de sistemas biológicos e suas 

atividades podem estar alteradas em situação patológica. 
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Figura 9. Imagem ilustrativa da 
topografia de ectonucleotidases E-
NPPs de membrana. Adaptado de 
Zimmermann (2001). 
 

Figura 10. Cascata enzimática de hidrólise de nucleotídeos ATP, ADP e 
AMP na membrana de plaqueta. Adaptado de Fürstürstenau et al (2006). 
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4. MANUSCRITO 

 

 

 Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados sob a 

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

Métodos, Resultados, Discussão dos Resultados e Referências Bibliográficas, 

encontram-se no próprio manuscrito. A apresentação está baseada na versão 

submetida à publicação na revista: Life Sciences: Molecular, Cellular and Functional 

Basis of Therapy. 

 

 

Manuscrito: Cigarette smoke alter the ectonucleotidases activit ies in the 

cerebral cortex and platelets of rats. 
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Abstract 

 

Aim : Inflammatory and degenerative pathophysiological processes within the central 

nervous system and platelets are important causes of human disease promoted by 

cigarette smoke. The objective of the present study was to evaluate activity of the 

enzymes that hydrolyze nucleotides and nucleosides in synaptosomes of cerebral 

cortex and platelets from rats exposed to aged and sidestream diluted smoke of 

commercial cigarettes. 

 

Main methods : The animals were randomly divided into two groups (ten rats in each 

group): control (not exposed to cigarette smoke) and smoke (exposed to cigarette 

smoke). The smoke group was exposed via inhalation through the nose only 15 

minutes per day inside a cigarette smoke exposure chamber during 3 weeks.  

 

Key findings : The results demonstrated in cortex synaptosomes that E-NTPDase 

(with ATP and ADP as substrate) activity was significantly higher in the smoke group 

(p<0.05), while the 5'-nucleotidase with AMP as substrate demonstrated decreased 

activity in the smoke group (p<0.05). However, in platelets activities demonstrated 

that E-NPP and E-NTPDasewith ATP as substrate and 5´-nucleotidase with AMP as 

substrate were significantly higher in the smoke group (p<0.05) as compared to the 

control group, while E-NTPDase with ADP as substrate demonstrated decreased 

activity in the smoke group (p<0.05). 
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Significance : A decrease of adenosine, a neuroprotective nucleoside, was observed 

in brain, which could lead to damage of the brain tissue. However, in platelets, there 

was an increase of adenosine, which may reflect adaptative changes. These 

alterations caused by cigarette smoke on ectonucleotidase activities may assist in 

verifying pathophysiological effects in biological systems.  

Keywords: E-NTPDase; 5'-Nucleotidase; E-NPP; Platelets; Synaptosomes; Cigarette 

Smoke. 
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Introduction 

 

 The toxicity of cigarette smoke is determined by a complex set of product 

characteristics, including the tobacco blend and additives (Hammond et al., 2006). 

Many of these compounds present in tobacco smoke, such as nicotine, nitrosamine 

and aromatic amines, are carcinogens and can mediate tumor initiation and 

promotion, beside of the to cause oxidative stress, which increases the propensity for 

cardiac disease (Smith et al., 2006; Yanbaeva et al., 2007). Moreover, acute 

cigarette smoking significantly increases plasma epinephrine and induces platelet 

reactions, including the release of nucleotides (Rahman et al., 1996; Genbacev-

Krtolica, 2005). On the other hand, analysis of brain exposed to environmental 

tobacco smoke (ETS) through cigarette smoke inhalation has shown a down-

regulation of genes associated with synaptic function, neurotransmission and 

neurotrophic support, as well as inflammatory response and glial activation due to 

damaged brain tissue (Manna et al., 2006). 

 Extracellular adenine nucleotides (ATP, ADP and AMP) and their nucleoside 

derivative adenosine are important signaling molecules that mediate diverse 

biological and pathological processes (Rathone et al., 1999; Ribeiro et al., 2003). In 

recent years, studies have demonstrated that ATP, ADP and adenosine regulate 

thromboregulation mechanism (Soslau and Youngprapakorn 1997; Zimmermann 

1999; Remijin et al., 2002) and have a diverse array of functions in the central 

nervous system (CNS) such as neurotransmission (Burnostock 2006); 

neuroprotection (Cunha 2001); neurite outgrowth (Rathone et al., 1999) and 

proliferation of glial cells (Fields and Burnstock 2006). 
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Signaling events induced by extracellular adenine nucleotides are controlled by the 

action of ectonucleotidases, including members of ectonucleotide 

pyrophosphatases/phosphodiesterases (E-NPPs, EC 3.1.4.1) and ecto-nucleoside 

triphosphate diphosphohydrolase (E-NTPDases, E.C. 3.6.1.5, CD39) families as well 

as ecto-5´-nucleotidase. The enzyme E-NTPDase hydrolyzes the extracellular 

nucleotides tri- and- diphosphate (ATP and ADP) to adenosine monophosphate 

(AMP) while that E-NPP enzyme is responsible for hydrolyzing 5′- phosphodiester 

bonds in nucleotides and their derivatives resulting in production of nucleotides 

monophosphate (Zimmermann 2001; Goding et al., 2003). The AMP produced from 

action of E-NTPDase and E-NPP is subsequently hydrolyzed to adenosine by the 

action of ecto-5’-nucleotidase. Together theses ecto-enzymes constitute a highly 

organized enzymatic cascade for the regulation of nucleotide-mediated signaling, 

controlling the rate, amount and timing of nucleotide hydrolysis from ATP degradation 

to nucleoside adenosine formation (Wink et al., 2006). These enzymes have been 

characterized in the neurons and platelets and it has been proposed that E-

NTPDase, E-NPP and 5-nucleotidase activities regulate a variety of physiological 

functions including neurotransmission and platelet activation (Lunkes et al., 2003; 

Spanevello et al., 2006a, b). 

 Considering the presence of purinoceptors in rat and the importance of 

ectonucleotidases in the control of synaptic transmission and maintenance of normal 

hemostasis in platelets, the objective of the present study was to evaluate enzymatic 

activity of the enzymes that hydrolyze nucleotides and nucleosides in synaptosomes 

of cerebral cortex and platelets from rats exposed to aged and sidestream diluted 

smoke of commercial cigarettes. 
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Materials and Methods 

Chemicals 

 

Nucleotides, HEPES and Coomassie Brilliant Blue G were obtained from Sigma 

Chemical Co (St. Louis, MO, USA) and bovine serum albumin. K2HPO4 was obtained 

from Reagen (Quimibrás Indústrias Químicas S.A., BR). All other chemicals used in 

this experiment were of the highest purity. 

 

Animals  

 

 Adult male Wistar rats (200–300g) with four month of age were used in this 

experiment. The animals were kept on a 12-h light 12-h dark cycle, at a temperature 

of 22 ± 2 ºC, with free access to food and water. The animals were used according to 

the guidelines of the Committee on Care and Use of Experimental Animal 

Resources, (COBEA) and are in accordance with international guidelines. 

 

Cigarette composition 

 

 The brand of cigarette used in the experiment was manufactured by Philip 

Morris Brazil Industry and Company LTDA from the city of Santa Cruz do Sul - Rio 

Grande do Sul, Brazil. Tobacco smoke contains thousands of different chemicals, 

including tar, nicotine and carbon monoxide. These measurements of chemicals are 

obtained using standardized testing methods that compare different brands when 

"smoked" by a machine under identical laboratory conditions. The basic ingredients 
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of cigarettes as printed on cigarette packs of the brand used in the experiment are: 

sugar, paper, plant extracts and agents of flavor and each cigarette contains 10 mg 

tar, 0.8 mg nicotine and 10 mg carbon monoxide. Moreover, the ingredients in 

cigarette brand hard pack 20 cigarettes contain burnt items (such as propylene 

glycol, glicerol, guar gum, side seam adhesives among others) and unburnt items 

(such as filtration material, filter wraps, filter adhesives among others). 

 

Cigarette smoke exposure 

 

 The animals were randomly divided into two groups (ten rats in each group): 

control (not exposed to cigarette smoke) and smoke (exposed to cigarette smoke). 

The smoke group was exposed to aged and diluted sidestream smoke of commercial 

cigarettes via inhalation through the nose only inside an exposure chamber during 3 

weeks. In the first, second and third weeks, animals were concomitantly exposed to 

the smoke of two, three and four cigarettes per day, respectively. The duration of 

each exposure was 15 minutes, 7 days each week. Control animals were placed 

another clean chamber for the same amounts of time and without exposure to 

smoke. At no time were the control rats in the same environment during the exposure 

of cigarette smoke. The chambers (one for control and another for smoke) of 

exposure were washed with clean water and detergent and aired out for 24 hours 

after use. At the end of the experimental period (21 days), rats were anesthetized 

with ketamine chlorhydrate and xylazine (5:1; 0.1 ml/100g) and the tissues were 

collected for the subsequent enzymatic assays.  
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Smoke generation 

 

 The system of exposure to cigarette smoke is simple. After placing the rats 

inside the chamber of exposure (size 564 x 385 x 371mm; volume 53100 mL/1795 

oz; plastic material) between 2 and 4 cigarettes were lit (Figure 6). Cigarettes were 

fixed in a metal holder allowing them to be fully burned down within the period of 15 

minutes. After lighting the cigarettes, the chamber was immediately closed, with only 

a small opening (371mm x 40mm) in the chamber for ventilation. A metal grille was 

placed on top of the cigarette holder for the rats not to injure themselves and to avoid 

direct contact with the cigarette. The inhalation was aged and diluted sidestream 

smoke that could also be termed as a surrogate of AFT that does not require 

smokers. 

 

Synaptosome Preparation 

 

 The synaptosomes were isolated as described by Nagy and Delgado-Escueta 

(1984), using a discontinuous Percoll gradient. The cerebral cortex was gently 

homogenized in 10 volumes of an ice-cold medium (medium I), consisting of 320 mM 

sucrose, 0.1 mM EDTA and 5 mM HEPES, with a pH of 7.5, in a motor driven Teflon-

glass homogenizer and then centrifuged at 1.000 x g for 10 min. An aliquot of 0.5 ml 

of the crude mitochondrial pellet was mixed with 4.0 ml of an 8.5% Percoll solution 

and layered into an isoosmotic discontinuous Percoll/sucrose gradient (10%/16%). 

The synaptosomes that banded at the 10 and 16% Percoll interface were collected 

with a wide-tip disposable plastic transfer pipette. The synaptosomal fraction was 

washed twice with isoosmotic solution by centrifugation at 17.200 x g for 20 min to 



47 
 

 

 

remove any contaminating Percoll. The pellet from the second centrifugation was 

suspended in an isoosmotic solution and the final protein concentration was adjusted 

to 0.4-0.6 mg/ml. Synaptosomes were prepared fresh daily, maintained at 0-4 ºC 

throughout the procedure and used for E-NTPDase and 5’-nucleotidase assays. 

 

E-NTPDase and 5´-nucleotidase activities from synaptosome assay 

 

 The E-NTPDase enzymatic assay was carried out in a reaction medium 

containing 5 mM KCl, 1.5 mM CaCl2, 0.1 mM EDTA, 10 mM glucose, 225 mM 

sucrose and 45 mM Tris-HCl buffer, pH 8.0, in a final volume of 200 µl as described 

in a previous study from our laboratory (Schetinger et al., 2000). Twenty microliters of 

enzyme preparation (8-12 µg of protein) were added to the reaction mixture and pre-

incubated at 37ºC for 10 min. The reaction was initiated by the addition of ATP or 

ADP to obtain a final concentration of 1.0 mM and incubation proceeded for 20 min in 

either case. 5´-Nucleotidase activity was determined essentially by the method of 

Heymann et al. (1984), in a reaction medium containing 10 mM MgSO4 and 100 mM 

Tris-HCl buffer, pH 7.5, in a final volume of 200 µl. Twenty microliters of enzyme 

preparation (8-12 µg of protein) were added to the reaction mixture and pre-

incubated at 37ºC for 10 min. The reaction was initiated by the addition of AMP to a 

final concentration of 2.0 mM and proceeded for 20 min. In all cases, the reaction 

was stopped by the addition of 200 µl of 10% trichloroacetic acid (TCA) to obtain a 

final concentration of 5%. Then, the tubes were chilled on ice for 10 min. The 

released inorganic phosphate (Pi) was assayed by the method of Chan et al. (1986), 

using malachite green as colorimetric reagent and KH2PO4 as standard. Controls 

were carried out by adding the synaptosomal fraction after TCA addition to correct for 
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non-enzymatic nucleotide hydrolysis. All samples were run in triplicate. Enzyme 

activities are reported as nmol Pi released/min/mg of protein. 

 

Platelet-rich plasma preparation 

 

 Platelet-rich plasma (PRP) was prepared by the method of Lunkes et al. 

(2004), with the following minor modifications. Total blood was collected from cardiac 

puncture with 0.12 M sodium citrate as anticoagulant. The total blood-citrate system 

was centrifuged at 160 × g during 15 min. The PRP was centrifuged at 1400 × g for 

30 min and washed twice by centrifugation at 1400 × g for 10 min with 3.5 mM 

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

The washed platelets were resuspended in HEPES isomolar buffer and adjusted to 

0.4-0.6 mg of protein per milliliter. 

 

E-NTPDase and 5'-nucleotidase from platelet assays 

 

 The E-NTPDase enzymatic assay was carried out in a reaction medium 

containing 5 mM CaCl2, 100 mM NaCl, 5 mM KCl, 6 mM glucose and 50 mM Tris–

HCl buffer, pH 7.4, at a final volume of 200 µl as described by Pilla et al. (1996). 

Twenty microliters of the enzyme preparation (8–10 µg of protein) was added to the 

reaction mixture and the pre-incubation proceeded for 10 min at 37°C. The reaction 

was initiated by the addition of ATP or ADP at a final concentration of 1.0 mM, and 

the time of incubation was 60 min. For AMP hydrolysis, the 5’-nucleotidase activity 

was carried out as previously described, except that 5 mM CaCl2 was replaced by 10 

mM MgCl2 and 2 mM of AMP was added. Both reactions were stopped by the 
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addition of 200 µl of 10% trichloroacetic acid (TCA) to provide a final concentration of 

5%. After this, the inorganic phosphate released by ATP, ADP and AMP hydrolysis 

was determined in triplicate by the method of Chan et al. (1986) using KH2PO4 as 

standard. The same process was carried out on the control tubes to exclude non 

enzymatic hydrolysis, by adding twenty microliters of protein to the reaction medium 

after TCA. The results were expressed as nmol inorganic phosphate released/ 

minute/ milligram of protein (nmol Pi released/ min/ mg protein). 

 

E-NPP from platelet assays 

 

 The E-NPP activity, from platelets, was assessed using p-nitrophenyl 5’-

thymidine monophosphate (p-Nph-5’-TMP) as substrate as described by Fürstenau 

et al. (2006). The reaction medium containing 50 mM Tris-HCl buffer, 120 mM NaCl, 

5.0 mM KCl, 6 mM glucose, 5.0 mM CaCl2, pH 8.9, was preincubated with 

approximately 20 µg per tube of platelet protein for 10 min at 37°C i n a final volume 

of 200 µl. The enzyme reaction was started by the addition of p-Nph-5’-TMP to a final 

concentration of 0.5 mM. After 80 min of incubation, 200 µl NaOH 0.2 N was added 

to the medium to stop the reaction. The amount of p-nitrophenol released from the 

substrate was measured at 400 nm using a molar extinction coefficient of 18.8 x 10-

3/M/cm. Controls to correct non-enzymatic substrate hydrolysis were performed by 

adding platelet preparations after the reaction had been stopped with NaOH as 

described for platelets. All samples were performed in triplicate. Enzyme activities 

were generally expressed as nanomol of p-nitrophenol released per minute per 

milligram of protein (nmol p-nitrophenol released/min/mg protein). 
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Protein determination 

 

 Protein was measured by the Coomassie Blue method according to Bradford 

(1976) using serum albumin as standard.  

 

Blood gases, pH and carboxyhemoglobin 

 

 To evaluate the reproducibility of this model of cigarette smoke exposure, 

blood gas and pH and carboxyhemoglobin (HbCo) were measured. Blood gas 

consists of partial pressure of CO2 (pCO2), partial pressure of oxygen (pO2), 

carbonate ion (HCO-
3), total CO2 (tCO2), saturation of oxygen (sO2). The rats were 

previously anesthetized with ketamine chlorhydrate and xylazine (5:1; 0.1mL/100g) 

and the fur on the ventral face of the neck was clipped. The rats were then placed in 

the dorsal position and anti-sepsis was carried out with alcohol-iodine-alcohol, after 

which the skin was cut and the sternocleidomastoid muscle was pushed back with 

microsurgical instruments in order to identify the right common carotid artery by 

surgical microscope with a magnification of 10 x which was isolated with mononylon 

number 6.0. Then, arterial blood was collected by puncture with an insulin needle 

(0.45 x 13). The syringe was prepared in advance with a solution of sodium heparin 

5000 IU (100 µL/2mL blood). Immediately after collection, the arterial blood was 

placed under ice for up to 3 hours until it was read in the Radiometer analyzer (model 

ABL-5, Copenhagen). 

 

Platelet aggregation ex vivo 
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 The blood samples were drawn by cardiac puncture using sodium citrate 

0.129 M as anticoagulant (1:9). The tests started within 3 hours after the puncture 

and the samples were kept at room temperature (24° to 27° C). Platelet aggregation 

was measured by the method of Born and Cross (1963) by measuring turbidity with a 

Chrono-log optical aggregometer, with AGGRO/LINK® Model 810-CA software for 

Windows version 5.1. The preparation of platelet-rich plasma (PRP) was obtained by 

centrifugation of blood for 10 min at 500 rpm and the preparation of platelet-poor 

plasma (PPP) was obtained by centrifugation of the sample by 2400 rpm for 20 

minutes. Aggregation was measured at 37°C and expre ssed as the maximal percent 

change in light transmittance from baseline at 6 min after the addition of the agonist 

(ADP 10 µM), with platelet-poor plasma as a reference. 

 

Anatomopathologic analysis of lung tissue 

 

 To confirm this model of exposure, an anatomopathologic analysis of lung 

tissue was carried out. The samples of lung tissue, ex vivo, were collected and fixed 

in formalin solution of 10%, and then dehydrated and embedded in paraffin, followed 

by sectioning and histological staining with hematoxylin and eosin (HE) (Tolosa and 

Rodrigues et al., 2003). The slides were observed in an optical microscope to check 

for possible changes in the lung tissue indicative of exposure to cigarette smoke. 

 

Statistical analysis 

   

 Student‘s t test was used to evaluate differences between groups. A p value of 

<0.05 was considered statistically significant. Statistical analysis was performed with 
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an SPSS software package (SPSS 10.0 Chigago, USA). All data were expressed as 

mean ± SEM.  

 

Results 

 

 The results obtained for synaptosomal E-NTPDase activity are shown in figure 

1. As can be observed, activities in synaptosomes from the cerebral cortex of rats 

with ATP as substrate were increased and Student’s t test revealed that ATP 

hydrolysis was significantly higher in the smoke group (23.3 %) (p<0.05) (Figure 1A); 

when compared to the control group and when ADP was used as substrate Student’s 

t test also revealed an increase (25.4%) (Figure 1B). In addition, the result of the 

activity obtained for 5’-nucleotidase with AMP as substrate was also altered and 

Student’s t test revealed that AMP hydrolysis was significantly decreased in the 

smoke group (73.9 %) (Figure 1C) (p<0.05) when compared with the control group.  

The results obtained for E-NPP activity from platelets are shown in figure 2. As can 

be seen, Student’s t test revealed that E-NPP activity in the platelets was significantly 

higher in the smoke group (91.4 %) (p<0.05) when compared to the control group. 

Moreover, E-NTPDase activities from platelets of rats with ATP as substrate were 

increased and Student’s t test revealed that ATP hydrolysis was significantly higher 

in the smoke group (95.6 %) (p<0.05) when compared to the control group (Figure 

3A) and when ADP was used as substrate Student’s t test revealed a decrease 

(53.8%) (Figure 3B). It can be seen that cigarette smoke significantly inhibited ADP 

hydrolysis from platelets. On the contrary, the results for 5´-nucleotidase with AMP 

hydrolysis showed significantly higher activity in the smoke group (159.8 %) (p<0.05) 

when compared to the control group (Figure 3C). A significant increase (78%) in 
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platelet aggregation was observed in the smoke group (p<0.05) when compared with 

the control group (Figure 4). 

 The anatomopathologic analysis of lung tissue by microscopy revealed the 

presence of chronic inflammatory infiltrate on the wall of the bronchiole and 

peribronchiolar with extension to the alveolar septa of mild to moderate intensity 

(Figure 5B). The disorganized feature of the alveolar walls demonstrated sparse 

areas of pulmonary emphysema (Figure 5C). In conclusion, the histological sections 

of the lung revealed bronchiolitis associated with pulmonary emphysema. The normal 

lung tissue of controls is shown in figure 5A. 

 The analysis of blood gas, pH and carboxyhemoglobin from control rats and 

those exposed to aged and diluted sidestream smoke are shown in Table 1. A 

significant increase in pCO2, HCO-
3, tCO2 and carboxyhemoglobin (HbCo) (p<0.05) 

were observed in the smoke group when compared to the control group. 

 

Discussion  

 

 Several studies from our laboratory has demonstrated that the 

ectonucleotidases have the important role in thromboregulation and 

neurotransmission  process; and alterations in their activities have been observed in 

various diseases suggesting that its could be an important physiological and 

pathological parameter (Lunkes et al., 2003, Silva et al., 2005; Araujo et al., 2005; 

Spanevello et al., 2006a, b; Mazzanti et al., 2007; Schetinger et al., 2007). One prior 

study from our laboratory demonstrated alteration of ATP and AMP nucleotide 

hydrolysis in rat platelets and adenosine nucleoside hydrolysis in rat plasma, caused 

by aged and diluted sidestream smoke exposure during 4 weeks (Thomé et al., 
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2009). In addition, this is the second study to investigate the enzymes that hydrolyze 

nucleotides and nucleosides with the aim of to compare the physiological role of 

these enzymes in the CNS and platelets of rat submitted the model of cigarette 

smoke exposure during 3 weeks. 

 Previous studies have indicated that cigarette smoke can change activity of 

biological systems such as the blood and brain tissue and many of the chemical 

constituents cause irreparable damage to the organism (Fusegawa and Handa 2000; 

Manna et al., 2006; Yanbaeva et al., 2007). In the present study we investigated the 

effects of cigarette smoke on E-NTPDase and 5’-nucleotidase activities from brain 

and platelets and E-NPP activity from platelets, which are considered critical 

enzymes for the normal functioning of many tissues, mainly the CNS and platelets. 

 Our results demonstrated that in synaptosomes from cerebral cortex the ATP 

and ADP hydrolysis were increased in rats exposed the cigarette smoke (Figure 1A, 

B) while that the AMP hydrolysis was decreased (Figure 1C) demonstrating that 

compounds found in cigarette smoke altered the purinergic signaling in the cerebral 

cortex.  

 ATP is involved in the important functions in the CNS. Numerous studies 

demonstrated that ATP is the molecule that acts as the neurotransmitter and 

neuromodulator in the CNS. On the other hand, the adenosine (its breakdown 

product) is an important molecule in the neuromodulation, homeostatic regulation 

and neuroprotection of the CNS. It has been reported that ectonucleotidases such as 

E-NTPDase and 5´-nucleotidase are the most relevant ectoenzymes involved in 

adenine extracellular nucleotide hydrolysis synaptic cleft. (Cunha and Ribeiro 2000; 

Burnstock and Williams 2000; Zimmermann 2001; Balz et al., 2003). Our results 

demonstrate the E-NTPDase activity is increased, while that 5’-nucleotidase is 
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decreased in cerebral cortex of rats exposed the cigarette smoke. In this context, is 

probable that the increase E-NTPDase could have an important effect in terminating 

the function of the extracellular ATP and the inhibition of the 5’-nucleotidase may 

decrease the adenosine level. Based in these findings we can suggest that 

alterations caused by the cigarette smoke can contributed for the neural damage 

described in the literature (Anbarasi et al., 2005; US DHHS 1989; Yanbaeva et al., 

2007). 

 The next set of experiments was performed in order to evaluate the effects of 

the cigarette smoke in the ectonucleotidase activities in the platelets of the rats. Our 

results demonstrated that E-NTPDase activity was increased when ATP was used as 

substrate and decreased when ADP was used as substrate (Figure 3A and B). The 

5’-nucleotidase (Figure 3C) and E-NPP (Figure 2) activities were increased in 

platelets of the rats exposed the cigarette smoke. Moreover, previous studies 

conducted in our laboratory demonstrated changes in ectonucleotidase activity in 

platelets from rats exposed to cigarette smoke for 4 weeks (Thomé et al., 2009). 

Take together these findings demonstrating that the cigarette smoke also altered the 

purinergic signaling in the vascular system.  

 ATP, ADP and their metabolite adenosine can modulate multiple effects on the 

vascular system by interacting with specific receptors in platelets (Di Virgilio et al., 

2001). The nucleotide ADP is mainly responsible for inducing changes in platelets 

shape and promoting platelet aggregation (Birk et al. 2002a). On the other hand 

adenosine, is a potent inhibitor of platelet aggregation, and an important modulator of 

tone vascular (Anfossi et al., 2002; Remijin et al., 2002; Borowiec et al., 2006). 

Moreover high ATP concentrations, inhibits aggregation induced by ADP, but low 

concentrations can contribute to enhance collagen, thromboxane A2 and thrombin 



56 
 

 

 

induced aggregation (Soslau and Youngprapakorn 1997; Birk et al., 2002a, b). The 

decreased in E-NTPDase activity in relation the ADP can contribute for the 

proaggregant effect in the platelets, which may be associated with the increased the 

platelet aggregation observed in this study (Figure 4). On the other hand, the 

increase of the E-NPP and 5’-nucleotidase activities found in our work could be 

related to a compensatory organic response, contributing for the adenosine 

production. We can suggested that the cigarette smoke alter the levels of the 

nucleotide interfering with the processes of coagulation and thrombus formation 

which may increases the propensity for cardiac disease (Smith et al., 2006; 

Yanbaeva et al., 2007). 

 Studies have indicated that neurons and platelets are cells with similar 

characteristics. Platelets are capable of storing and releasing neurotransmitters and 

expressing appropriate neurotransmitter transport (Cattabeni et al., 2004). For this 

reason and because they are more accessible, platelets were used in the 

investigation of neuron dysfunction and disabilities. In this context, considering that 

cigarette smoke may be involved in disorders in the CNS, we also investigated the 

effect of cigarette smoke on E-NPP, E-NTPDase and 5’-nucleotidase activities in 

platelets in order to determine whether the activity of these enzymes reflects the 

ectonucleotidade status in the CNS. 

 Our results demonstrated that cigarette smoke only produced a similar effect 

in platelets and cerebral cortex for ATP hydrolysis, demonstrating that the activity of 

platelets in the peripheral tissues may not be good peripheral marker to reflect the 

status of ADP and AMP at the synaptic site. We suggest that differences in the 

physiological role of these ectonucleotidases in cerebral cortex and platelets may 

have been the main factors that differentiated these activities. 
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 To evaluate the reproducibility of the model of exposure aged and diluted 

sidestream smoke blood gas, pH and carboxyhemoglobin were measured and an 

anatomopathologic analysis of lung tissue was carried out. Blood gas parameters 

(pH, pO2, sO2) were unchanged due to the compensatory mechanism carried out by 

the buffering system to maintain blood homostasis. On the other hand, the 

parameters of partial carbon dioxide pressure (pCO2), carbonate ion (HCO3
-) and 

total carbon dioxide pressure (tCO2) from blood gas were altered in the group 

exposed to cigarette smoke, demonstrating that the animals were exposed to 

cigarette smoke efficiently (Table 1). The high amount of carboxyhemoglobin, a blood 

biomarker for cigarette smoke, demonstrates the efficiency of this model of exposure 

as a surrogate to ETS (Table 1).  

 The anatomopathologic analysis of lung tissue showed the presence of 

chronic inflammatory infiltrate on the wall of the bronchioles and peribronchiolar with 

extension to the alveolar septal of mild to moderate intensity (Figure 5B). The 

disorganized feature of alveolar walls showed sparse areas of pulmonary 

emphysema (Figure 5C). Theses findings confirm bronchiolitis associated with 

pulmonary emphysema. The normal lung tissue of controls is shown in figure 5A. 

 

Conclusion 

 

 Based on the results presented here we may suggest that the rats exposed to 

subacute cigarette smoke presented alterations in E-NTPDase and 5´-nucleotidase 

activity in cerebral cortex and in E-NPP, E-NTPDase and 5´-nucleotidase activity in 

platelets. Our results suggest that the alterations caused by cigarette smoke in the 
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activities of ectonucleotidase, such as the decrease of the neuroprotector adenosine, 

may contribute to the understanding of pathophysiological effects in biological 

systems such as the brain tissue. However, in platelets, the increase in adenosine 

formation observed may better reflect pathophysiological adaptive changes due to 

exposure to cigarette smoke in rats. Moreover, the platelets did not prove to be a 

good peripheral marker to reflect the ectonucleotidase status at the synaptic site. 

Thus, we can suggest that future studies be carried out in order to understand the 

effects of cigarette smoke on the platelet coagulant status and in the purinergic 

neurotransmission. 
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 TABLE 

 

  control group   smoke group  

pH 9.87 ± 2.35 11.25 ± 2.18 

pCO2 46.25 ± 6.51 55.62 ± 3.29* 

pO2 62.62 ± 14.64 56.75 ± 18.41 

HCO3
- 24.12 ± 1.24 27.62 ± 1.30* 

tCO2 25.25 ± 1.28 29.37 ± 1.30* 

sO2 88.12 ± 6.83 89.00 ± 5.50 

HbCo 0.23 ± 0.05 6.38 ± 0.94* 

 

 

Table 1. Measurement of gas and pH in arterial blood of rats after three weeks of exposure to 

cigarette smoke. The control group was not exposed to cigarette smoke and the smoke group was 

exposed to cigarette smoke. The pH is defined as the negative log of the activity of H+ which is the 

entity actually measured with the pH meter. pCO2 and pO2 are expressed in mmHg; HCO3
- and tCO2 

are expressed in nmol/L; sO2 is expressed in %. Carboxyhemoglobin (HbCo) is expressed in mg/dL. 

Values represent the mean value ± SEM. (*P < 0.05; n=10). 
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Figure 1. E-NTPDase activity in synaptosomes of rats using ATP (A) and ADP (B) as substrate and 5’-

nucleotidase activity in platelets of rats using AMP as substrate (C) after three weeks exposure to 

cigarette smoke. The control group was not exposed to cigarette smoke and the smoke group was 

exposed to cigarette smoke. The enzymes activities were expressed in nmol Pi released/min/mg 

protein. Bars represent mean value ± SEM. (*P < 0.05; n=10). 
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Figure 2. E-NPP activity in platelets of rats after three weeks exposure to cigarette smoke. The control 

group was not exposed to cigarette smoke and the smoke group was exposed to cigarette smoke. The 

E-NPP enzyme activity was expressed in nmol p-nitrophenol released/min/mg protein. Bars represent 

mean value ± SEM. (*P < 0.05; n=10). 

E-NPP 
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 Figure 3. E-NTPDase activity in platelets of rats using ATP (A) and ADP (B) as substrate, 5’-

nucleotidase activity in platelets of rats using AMP as substrate (C) after three weeks exposure to 

cigarette smoke. The control group was not exposed to cigarette smoke and the smoke group was 

exposed to cigarette smoke. The E-NTPDase and 5´-nucloeotidase were expressed in nmol Pi 

released/min/mg protein. Bars represent mean value ± SEM. (*P < 0.05; n=10). 
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Figure 4. Aggregation of platelets in rats after three weeks exposure to cigarette smoke. The control 

group was not exposed to cigarette smoke and the smoke group was exposed to cigarette smoke. 

Bars represent the mean value ± SEM. (*P < 0.05; n=10). The aggregation of platelets was expressed 

in amplitude percent. 
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 Figure 5. (A) Normal histological aspect of rat lung tissue, H&E (200x). (B) The image of rat lung 

tissue exposed to cigarette smoke with presence of chronic inflammatory infiltrate on the wall of the 

bronchiole and peribronchiolar with extension to the alveolar septa of mild to moderate intensity, H&E 

(40x). (C) Rat lung tissue exposed to cigarette smoke with bumpy alveolar walls, featuring sparse 

areas of pulmonary emphysema, H&E (100x). 

A 

B 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

 Vários estudos têm demonstrado que as ectonucleotidases têm importante 

papel nos processos de tromboregulação e neurotransmissão. Alterações na 

atividade dessas enzimas foram observadas em várias doenças sugerindo que as 

ectonucleotidases podem ser um importante parâmetro fisiológico e patológico 

(LUNKES et al., 2003, SILVA et al., 2005; ARAUJO et al., 2005; SPANEVELLO et 

al., 2006a, b; MAZZANTI et al., 2007; SCHETINGER et al., 2007). No entanto, não 

foi encontrado na literatura estudos que relacionassem os efeitos da exposição à 

fumaça de cigarro com a atividade das ectonucleotidases em ratos. Estudo prévio 

realizado em nosso laboratório demonstrou alterações na hidrólise de nucleotídeos 

ATP e AMP em plaquetas de ratos e na hidrólise do nucleosídeo adenosina em 

plasma de ratos, causado pela exposição à fumaça de cigarro (THOMÉ et al., 2009). 

Sendo assim, este é o segundo estudo realizado para investigar as enzimas que 

hidrolisam nucleotídeos e nucleosídeos com o objetivo de comparar o papel 

fisiológico dessas enzimas no SNC e plaquetas de ratos submetidos ao modelo de 

exposição à fumaça de cigarro (Figura A).  

 As pesquisas indicam que a fumaça de cigarro pode mudar a atividade de 

sistemas biológicos tal como o sangue e o encéfalo, além de muitos constituintes 

químicos serem capazes de causar dano irreparável no organismo (FUSEGAWA 

AND HANDA, 2000; MANNA et al., 2006; YANBAEVA et al., 2007). No presente 

trabalho foi investigado os efeitos da fumaça de cigarro nas atividades da NTPDase 

e 5’-nucleotidase de encéfalo e plaquetas e atividade da E-NPP de plaquetas, as 

quais são consideradas enzimas crucias para o funcionamento normal de muitos 

tecidos, principalmente do SNC e plaquetas.  

 Os resultados demonstraram que em sinaptossomas de córtex cerebral a 

hidrólise do ATP e ADP foram aumentadas em ratos expostos à fumaça de cigarro, 

e a hidrólise do AMP foi diminuída, demonstrando que compostos originados da 

fumaça de cigarro alteraram a sinalização purinérgica. O ATP está envolvido em 

funções importantes no SNC. Inúmeros estudos demonstraram que o ATP é uma 

molécula que age como neurotransmissor e neuromodulador no SNC. Por outro 
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lado, a adenosina (produto de quebra do ATP) é também uma importante molécula 

envolvida com a neuromodulação e neuroproteção do SNC. Já foi reportado que a 

E-NTPDase e a 5’-nucleotidase são as ectoenzimas de maior relevância envolvidas 

na hidrólise de nucleotídeos de adenina extracelular na fenda sináptica (CUNHA 

AND RIBEIRO, 2000; BURNSTOCK AND WILLIAMS, 2000; ZIMMERMANN, 2001; 

BALZ et al., 2003). Neste estudo, foi demonstrado um aumento na atividade da E-

NTPDase e uma diminuição na atividade da 5’-nucleotidase no córtex cerebral de 

ratos expostos à fumaça de cigarro (Figura 1). É provável que o aumento na 

atividade da E-NTPDase pode ter importante efeito na função terminal do ATP 

extracelular e a inibição da 5’-nucleotidase pode diminuir o nível de adenosina. 

Neste contexto, pode-se sugerir que as alterações causadas pela fumaça de cigarro 

podem contribuir para o dano neuronal descrito na literatura (US DHHS, 1989; 

ANBARASI et al., 2005; YANBAEVA et al., 2007). 

 Neste trabalho, também foi avaliado o efeito da fumaça de cigarro na 

atividade das ectonucleotidases em plaquetas de ratos. Os resultados 

demonstraram que a atividade da E-NTPDase aumentou quando o ATP foi usado 

como substrato e diminuiu quando o ADP foi utilizado como substrato. As atividades 

da 5’-nucleotidase e E-NPP aumentaram em plaquetas de ratos expostos a fumaça 

de cigarro (Figuras 2 e 3). Além disso, um estudo prévio demonstrou uma alteração 

na atividade das ectonuclotidases em plaquetas de ratos expostos à fumaça de 

cigarro por quatro semanas (THOMÉ et al., 2009). Estes resultados demonstram que 

a fumaça de cigarro pode alterar a sinalização purinérgica no sistema vascular. 

 O ATP, o ADP e seu metabólito adenosina podem modular múltiplos efeitos 

no sistema vascular pela interação com receptores específicos em plaquetas (DI 

VIRGILIO et al., 2001). O nucleotídeo ADP é o principal responsável por induzir 

mudanças na forma das plaquetas e promover sua agregação (BIRK et al., 2002a). 

Por outro lado, a adenosina é um potente inibidor da agregação plaquetária e 

importante modulador do tônus vascular (ANFOSSI et al., 2002; REMIJIN et al., 

2002; BOROWIEC et al., 2006). Além disso, uma alta concentração de ATP inibe a 

agregação induzida pelo ADP, mas em baixas concentrações o ATP pode contribuir 

para o aumento do colágeno, do tromboxano A2 e da trombina os quais induzem ao 

processo de agregação (SOSLAU AND YOUNGPRAPAKORN, 1997; BIRK et al., 

2002a, b). O decréscimo na atividade da NTPDase em relação ao ADP pode 
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contribuir para efeitos pró-agregantes nas plaquetas, o qual pode estar associado 

com o aumento da agregação de plaquetas observado nesse estudo (Figura 4). Por 

outro lado, o aumento das atividades da E-NPP e 5’-nucleotidase encontrados neste 

estudo, pode estar relacionado com uma resposta orgânica compensatória, 

contribuindo para produção de adenosina. Neste contexto, sugere-se que a fumaça 

de cigarro altera os níveis de nucleotídeos interferindo nos processos de coagulação 

e formação de trombos os quais podem aumentar a propensão de doenças 

cardíacas (SMITH et al., 2006; YANBAEVA et al., 2007). 

 Estudos têm demonstrado que neurônios e plaquetas são células com 

características similares. As plaquetas são capazes de armazenar e liberar 

neurotransmissores e expressar apropriado transporte de neurotransmissores 

(CATTABENI et al., 2004). Por esta razão e pela facilidade de acesso, plaquetas 

foram usadas na investigação de alterações neuronal. Neste contexto, considerando 

que a fumaça de cigarro pode estar envolvida em desordens no SNC, foi também 

investigado o efeito da fumaça de cigarro sob as atividades da E-NPP, E-NTPDase e 

5’-nucleotidase em plaquetas com objetivo de determinar se a atividade dessas 

enzimas refletem o “status” das ectonucleotidases no SNC. Os resultados 

demonstraram que a fumaça de cigarro somente produziu efeito similar nas 

plaquetas e córtex cerebral para hidrólise de ATP, demonstrando que a atividade de 

plaquetas no tecido periférico não pode ser considerada um bom marcador para 

refletir o status de ADP e AMP na fenda sináptica. Assim, pode-se sugerir que o 

papel fisiológico dessas ectonucleotidases no córtex cerebral e nas plaquetas 

podem ter sido o principal fator responsável pela diferença na atividade destas 

enzimas. 

 Para avaliar a reprodutibilidade do modelo de exposição à fumaça de cigarro 

envelhecida e diluída pela via secundária (sidestream smoke), foram medidos os 

gases do sangue, o pH, a carboxihemoglobina e realizado análise 

anatomopatológica do tecido de pulmão. Não houve mudança nos parâmetros dos 

gases de sangue (pH, pO2 e sO2) devido ao mecanismo compensatório realizado 

pelo sistema de tamponamento, o qual mantém a homeostase do sangue. Por outro 

lado, os parâmetros da pressão parcial de dióxido de carbono (pCO2), íon carbonato 

(HCO3
-) e pressão total de dióxido de carbono (tCO2) dos gases de sangue foram 

alterados no grupo exposto à fumaça de cigarro, demonstrando que os animais 
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grade de metal 

cigarros 

pequena abertura 
(371mm x 40mm) 

Câmara de 
exposição 

564mm 

385mm 

foram expostos eficientemente a fumaça de cigarro (Tabela 1). A alta quantidade de 

carboxihemoglobina, um biomarcador sanguíneo para fumaça de cigarro, demonstra 

a eficiência desse modelo de exposição à fumaça de cigarro. 

 A análise anatomopatológica do tecido de pulmão mostrou a presença de um 

infiltrado inflamatório crônico na parede de brônquios e peribronquiolar com 

extensão para os septos alveolares de intensidade leve à moderada. A estrutura 

desorganizada das paredes alveolares mostrou áreas esparsas de enfisema 

pulmonar (Figura 5). Estes resultados confirmam uma bronquiolite associada a 

enfisema pulmonar.  

 

 

 

 

Figura A. Câmara de exposição à fumaça de cigarro em ratos. 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

���� A atividade da enzima E-NTPDase (ATP e ADP como substrato) foi 

aumentada e a atividade da 5’-nucleotidase diminuída em córtex cerebral de ratos 

expostos à fumaça de cigarro, indicando que esta fumaça pode interferir com a 

neurotransmissão purinérgica.  

 

���� A atividade da enzima E-NPP, E-NTPDase (ATP como substrato) e 5’-

nucleotidase foram aumentadas em plaquetas e a atividade da enzima E-NTPDase 

(ADP como substrato) foi diminuída nestas células em ratos expostos à fumaça de 

cigarro. Pode-se sugerir que o aumento na formação de adenosina, esteja associado 

a um mecanismo compensatório que pode contribuir para o controle dos 

mecanismos de tromboregulação em modelos de exposição à fumaça de cigarro. 

 

���� As plaquetas não demonstraram ser bom marcador periférico para refletir o 

status de ectonucleotidases no SNC neste trabalho. Somente a enzima E-NTPDase 

(ATP como substrato) teve atividade semelhante nos dois locais. 
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