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Resumo:

O modelo experimental de artrite
induzida por adjuvante (AlA) é empregado na
investigacdo de artropatias como a artrite
reumatoide (AR). A sinalizacdo purinérgica
atua modulando respostas inflamatérias e
imunes. Suas biomoléculas extracelulares tém
as concentragdes controladas por
ectoenzimas.

Avaliamos o] metabolismo de
nucleotideos e nucleosideo de adenina. Os
resultados demonstraram aumento da hidrélise
do ATP e do ADP na atividade da E-NTPDase,
do AMP na atividade da E-5’-nucleotidase e da
atividade da E-ADA.

O aumento da atividade da E-NTPDase
faz com que os valores retornem a niveis
basais, uma vez que altas concentracbes de
ATP e ADP contribuem para dano tecidual. A
E-5-nucleotidase hidrolisa esse excesso de
ATP e ADP aumentando a concentracdo de
adenosina que é desaminada pela E-ADA.

Os resultados reforcam a participacéo
do sistema purinérgico na AR. A queda da
concentracdo de adenosina na corrente
sanguinea pode ser o fator que leva a
inflamacdes sistémicas nos pacientes.
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Introducao:
A artrite reumatoide (AR) € uma doenca
multifatorial, autoimune, inflamatoria,

sistémica, crbnica e progressiva, que afeta
cerca de 1% da populacdo. Ela cursa com
dano articular irreversivel, jA que acomete
preferencialmente a membrana sinovial,
podendo levar a destruicdo das articulacdes
por erosdo do 0sso e da cartilagem, impondo
limitacdo e incapacidade de movimentos, além
de significativo aumento da taxa de morbidade
devido a complicacbes por processos
inflamatorios.

As primeiras  manifestacdes da
resposta inflamatoria devem-se a um excesso
de sinais decorrentes das respostas dos
linfocitos Thl e Th1l7 e de suas citocinas tais
como IL 1B, IL-6, IL-7, IL-12, IL-23, TNF-a e
TGF-B. Esses mediadores recrutam
macréfagos e fibroblastos que se exacerbam
na membrana sinovial, tornando-a um espaco
hipercelular e formando uma camada
conhecida como pannus.

Para realizacdo de estudos desta
doenca, utilizamos modelo experimental de
artrite induzida por adjuvante (AIA) completo
de Freund (CFA), uma suspensdao de
Mycobacterium  tuberculosis. A  resposta
imunolégica frente a essa bactéria produz
anticorpos contra a proteina HSP de sua
superficie, desencadeando uma reacao
inflamatodria cruzada semelhante ao da AR. Ha
a ativacdo da resposta imune na qual o
sistema purinérgico € uma importante via de
sinalizacao.

Esse sistema ¢é composto por
sinalizadores purinicos que consequentemente
interagem com  receptores  especificos
denominados purinoreceptores, como também
por enzimas que controlam a concentragdo
dos sinalizadores. Entre estes estdo o0s
nucleotideos de adenina (ATP, ADP e AMP) e
seu derivado nucleosideo adenosina que sao
secretados por leucécitos, plaguetas e células
endoteliais danificadas.

Por isso, torna-se de interesse
cientifico a avaliacdo da atividade das
ectonucleotidases participantes da degradacéao
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de nucleotideos e nucleosideo da adenina,
gue tém as concentragbes extracelulares
controladas por acdo de ectoenzimas como E-
NTPDase, E-5-nucleotidase e E-ADA. Elas
medeiam muitos aspectos da funcdo celular,
desde eventos pré-inflamatoérios até a
ocorréncia extra-articular da doenca.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o metabolismo de nucleotideos e
nucleosideo de adenina através da atividade
dessas ectoenzimas: E-NTPDase para a
hidrélise do ATP e do ADP, E-5-nucleotidase
para a hidrélise do AMP e E-ADA em soro de
ratos submetidos ao modelo experimental de
AR, com o intuito de conhecer seus
mecanismos e avaliar sua metabolizacédo
sistemicamente.

Metodologia:

Neste estudo foram utilizados 14 ratos
Wistar fémeas adultas, com idade entre 8 e 12
semanas, pesando aproximadamente 250g,
provenientes do Biotério Central e mantidos no
Biotério do Departamento de Microbiologia e
Parasitologia da UFSM. Os animais foram
distribuidos randomicamente em dois grupos:
controle (CN), sem inducdo de AR e grupo
com AlA.

Para o modelo experimental utilizamos
50ul de CFA (Img/ml de Mycobacterium
tuberculosis, SIGMA) na inducéo por injecéo
intraplantar direita. O grupo CN foi induzido
com soro fisiolégico 0,9%. Para confirmar,
foram feitos testes de medicdo de pata,
usando pagquimetro digital para avaliar edema,
e hiperalgesia térmica em imersdo, para
avaliar a hipersensibilidade.

Apés 15 dias, os animais foram
anestesiados com isoflurano e submetidos a
toracotomia com coleta de sangue por puncao
cardiaca. As amostras foram centrifugadas a
3500rpm por 15 minutos. O soro resultante foi
aliguotado em eppendorfs e mantido em gelo a
-80°C até as determinagbes enzimaticas. A
dosagem de proteina foi determinada pelo
método de Comassie Brilliant Blue usando
albumina sérica bovina como padrao.

O ensaio enzimético foi determinado
em um meio reacional contendo tampao Tris-
HCI 205mM, pH 8,0, para a atividade da E-
NTPDase, responsavel pela hidrélise de ATP e
ADP; e tampéo Tris-HCI 182mM, pH 7,5, para
a atividade da E-5-nucleotidase responsavel
pela hidrolise de AMP. Foram adicionados
30pl de amostra ao sistema e a pré-incubacgao
se deu por um periodo de 10 minutos a 37°C.
A reacao foi iniciada pela adicdo de 60pl de
substrato, ATP e ADP numa concentracéo final
de 3,0mM e AMP numa concentragéo final de
2mM. Os ensaios foram interrompidos apés 40

min pela adicdo de 200ul de TCA 10% para
proporcionar uma concentracdo final de 5% e
volume final de 400ul. Todas as amostras
foram centrifugadas a 3500rpm por 15 minutos
para eliminar proteinas precipitadas e o
sobrenadante foi usado para a determinacéo.
O fosfato inorgéanico (Pi) liberado foi
determinado utilizando verde de malaquita
como reagente colorimétrico e KH,PO, como
padréo.

A atividade da E-ADA foi determinada
espectrofotometricamente e se baseia na
medicdo direta da formagdo de amoniaco
produzido, quando E-ADA atua em excesso de
adenosina. Incubou-se 25uL da amostra com
adenosina 21 mM, pH 6,5, durante 60 min a 37
°C, parando-a pela adi¢éo de fenol 106,2 mM,
nitroprussiato de sodio 167,8 mM e solugéo de
hipoclorito.

Todas as amostras foram realizadas
em triplicata no Laboratério de Imunobiologia
Experimental e Aplicada (LABIBIO - UFSM).
Os resultados foram expressos como média +
erro padrdo da média e analisados
estatisticamente pelo teste t de Student. Um
P<0,05 foi considerado para representar
diferenca significativa em todas as analises.

Resultados e Discussao:

Como pode ser observado na Figura
1A, a hidrolise do ATP extracelular foi alterada
em ratos com AR, estando aumentada em
55,76%, além de um aumento de 78% na
hidrolise de ADP extracelular (Figura 1B) no
grupo AR, quando comparados com O grupo
controle.
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Figura 1 — Atividade da E-NTPDase em soro de ratos
submetidos a modelo experimental de artrite: 5A)
hidrolise do ATP e 5B) hidrélise do ADP. As barras
representam média + erro padrdo da média estdo
indicados para cada grupo (n=7). P < 0,0005 representa
diferenca estatistica entre os grupos.

Em relacdo a hidrélise de AMP

extracelular pela E-5-nucleotidase, houve
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aumento no grupo AlA em 76% (Figura 2).
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Figura 2 — Atividade da E-5-nucleotidase (hidrélise do
AMP) em soro de ratos submetidos a modelo
experimental de artrite. As barras representam média +
erro padrdo da média (n=7). * (P<0,01) representa
diferenca estatistica entre os grupos.

Os resultados do presente trabalho
demostraram um aumento na atividade da E-
NTPDase com ATP e ADP como substrato em
ratos com AR quando comparados aos
animais controle. Este aumento na atividade
hidrolitica para ATP também foi observado por
Becker et al. (2010), em seu estudo com
pacientes artriticos, o qual encontrou um
aumento na atividade da E-NTPDase em
plaguetas e linfécitos. De acordo com Becker
et al. (2010), é bem documentado que o ATP é
frequentemente encontrado no fluido sinovial
de pacientes acometidos com a doenca.
Ainda, o ATP atua via receptores P2 e assim
induz niveis significativamente mais elevados
de IL-18 em pacientes com artrite sugerindo
gue células mononucleares destes pacientes
sd0 mais sensiveis a estimulacdo do ATP do
gue aquelas de individuos saudaveis.

Desse modo, o aumento da atividade
da E-NTPDase no soro de ratos com AR
provoca um aumento da hidrélise de ATP e
ADP e, ~como um mecanismo de
compensacéao, conduz a manutencao dos seus
niveis adequados basais, uma vez que altas
concentracbes de ATP e ADP no meio
extracelular  ativam mecanismos pré-
inflamatérios e contribuem para dano tecidual
e inflamacdo. Esse aumento da hidrélise de
ATP gera baixas concentracfes extracelulares
nas quais age como anti-inflamatério.

Também houve um aumento de 231%
na desaminagdo da adenosina (Figura 3), de
0,960 U ADA/min/mg de proteina do grupo
controle para 3,178 U ADA/mg de proteina em

ratos com AlA.
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Figura 3 — Atividade da E-ADA em soro de ratos
submetidos a modelo experimental de artrite. As barras
representam média + erro padrao da média (n=7). ** (P
<0,005) representa diferenca estatistica entre os grupos.

Sabe-se que a E-5-nucleotidase
degrada o AMP formado pela E-NTPDase,
gerando adenosina. O nucleosideo adenosina
pode ser liberado no meio extracelular como
resultado da degradacdo do ATP e do ADP por
enzimas especificas, ou atravées de
transportadores na membrana das células que
transportam a adenosina de dentro das células
para o meio extracelular e é reconhecido por
possuir propriedades anti-inflamatérias. A
atividade da E-ADA baixa favorece um
aumento da concentracdo de adenosina
extracelular e assim, ela usaria de suas
propriedades anti-inflamatérias para minimizar
0s danos.

Porém, o aumento da atividade da E-
ADA no soro diminui a concentracdo de
adenosina e, portanto, um efeito reverso
acontece, o qual possivelmente favorece a
inflamacdo nesses pacientes. Sugere-se entao
gue a atividade da E-ADA tem um papel
importante na patogénese da AR, e
consequentemente, que sua atividade no soro
possa predizer a atividade da doenca.

Uma vez que essas enzimas atuam em
cascata e constituem uma forma de manter a
concentracdo ou levar a degradacdo de
nucleotideos extracelulares para hidrdlise,
pode-se sugerir que o0 aumento destas
atividades reflete um aumento da degradacao
dos nucleotideos mencionados como uma
resposta compensatOria organica desta
patologia.

Conclusdes:

O modelo de AIA mostrou-se capaz de
mimetizar um processo artritico, no qual pode
ser visto um aumento na atividade das
enzimas NTPDase, 5-nucleotidase e ADA de
ratos em comparagdo com o controle.

O aumento da atividade catalitica para
0 nucleotideo ATP provavelmente esta ligado
ao extenso dano tecidual provocado pela
patologia. Entdo, faz-se necessaria sua
degradacédo neste ambiente.

Por compensacdo, a atividade da
enzima 5'nucleotidase apresenta-se elevada
para degradar o excesso de AMP formado
pela enzima NTPDase formando adenosina,
molécula com potencial anti-inflamatério, o
qual ndo é de todo utilizado j4 que a enzima
ADA com atividade elevada, nos ratos com
artrite, provavelmente reduz a concentracdo
deste nucleotideo na corrente sanguinea.

A queda de adenosina, que tem por
caracteristica ser anti-inflamatoria, pode ser o
fator que leva a inflamacdes sistémicas nos
pacientes.
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