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RESUMO

METABOLISMO DE NUCLEOTIDEOS E NUCLEOSIDEO DA ADENINA EM
LINFOCITOS E PLAQUETAS DE PACIENTES COM HEPATITE C

AUTORA: Maria Emilha Basso
ORIENTADORA: Prof2. Dr2. Daniela Bitencourt Rosa Leal

A hepatite C é uma doenca infecciosa causada pelo virus HCV, caracterizado pelo
desenvolvimento de inflamacdo, bem como da fibrose. J& o0s nucleotideos de
adenina e seu nucleosideo sdo moléculas de sinalizagcdo importantes no meio
extracelular, que podem modular as respostas inflamatérias em plaguetas e
linfocitos. O objetivo deste estudo foi determinar as atividades de ectoenzimas
[ectonucleoside trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDase), ecto-5'-nucleotidase (E-5'-
NT) e ecto-adenosina desaminase (E-ADA)], presentes em plaquetas e linfécitos de
pacientes com hepatite C. Vinte e cinco pacientes com sorologia positiva para HCV
e cinquenta individuos aparentemente saudaveis, com sorologia negativa para HCV
(grupo controle) foram selecionados para este estudo. Em linfdcitos, foi observada
uma menor hidrélise de ATP (P<0,001), e uma maior hidrélise de ADP (P<0,001)
pela E-NTPDase, e uma maior atividade da E-ADA (P-<0,001) em pacientes com
HCV, quando comparados com o grupo de controle. Ainda, os resultados em
plaguetas revelaram uma maior hidrélise de ATP e ADP pela E-NTPDase e uma
maior atividade da E-ADA em pacientes com hepatite C quando comparados com o
grupo controle. Também foram observados niveis séricos aumentados de IL-4 e IL-
10 (P<0,05) e reducédo de IL-6 (P<0,05). Em concluséo, os resultados mostraram
que as atividades das E-NTPDases e E-ADA foram alteradas em linfocitos e
plaguetas de pacientes com hepatite C. Essas alteracbes podem representar
possiveis mecanismos reguladores para evitar danos ao figado. Além disso, a
diminuicdo nos niveis séricos de IL-6, bem como produgcdo aumentada de IL-4 e IL-
10 podem sugerir uma resposta anti-inflamatéria e possiveis mecanismos

compensatorios a fim de minimizar a leséo hepética.

Palavras-chave: Hepatite C, os linfécitos, plaguetas, ectoenzimas, citocinas,

sinalizacdo purinérgica.



ABSTRACT

METABOLISM OF NUCLEOTIDE AND NUCLEOSIDE ADENINE IN
LYMPHOCYTES AND PLATELETS OF PATIENTS WITH HEPATITIS C

AUTHOR: Maria Emilha Basso
ADVISOR: Daniela Bitencourt Rosa Leal

Hepatitis C is an infectious disease caused by Hepatitis C virus (HCV) and
characterized by development of inflammation as well as fibrosis. On the other hand,
the extracellular nucleotides and adenine nucleosides are important signaling
molecules that can modulate inflammatory responses in platelets and lymphocytes.
This study sought to determine the activities of ectoenzymes [ectonucleoside
triphosphate diphosphohydrolase (E-NTPDase), ecto-5-nucleotidase (E-5-NT) and
ecto-adenosine deaminase (E-ADA)] that metabolize nucleotides in platelets and
lymphocytes and to evaluate cytokine levels of patients with HCV. Twenty five HCV
patients and fifty healthy subjects (control group) were selected for this study. In
lymphocytes, was observed a lower ATP hydrolysis (P<0.001), and higher ADP
hydrolysis (P<0.001) and E- ADA activity (P<0.001) in HCV patients when compared
to the control group. In addition, the results revealed a higher ATP and ADP
hydrolysis by E-NTPDase and higher E-ADA activity in platelets of HCV patients
when compared with the control group. Also, IL-4 and IL-10 were significantly
(P<0.05) increased while IL-6 was decreased (P<0.05) in HCV patients. In
conclusion, the results showed that the activities of E-NTPDase and E-ADA were
altered in both lymphocytes and platelets of HCV patients. These alterations in
enzymes activities may be possible regulatory mechanisms in an attempt to manage
liver damage and ongoing inflammatory process. Furthermore, decreased IL-6 as
well as increased IL-4 and IL-10 in HCV patients may suggest an antiinflammatory

process and possible compensatory mechanisms in minimizing liver injury.

Keywords: Hepatitis C, lymphocytes, platelets, ectoenzymes, cytokines, purinergic
signaling.
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1 INTRODUCAO

A hepatite C € uma infeccao viral causada pelo virus da hepatite C (HCV) que
dependendo da intensidade e do tempo de duracdo pode levar a danos
permanentes no figado como cirrose e cancer. Sua prevaléncia esta distribuida de
forma variada nas diferentes regifes, podendo representar entre 123 milhdes e 170
milhdes de pessoas infectadas no mundo, sendo que mais de 350 mil pessoas
morrem devido a doencgas hepéticas relacionadas com a hepatite C a cada ano.
Neste contexto, o Brasil encontra-se classificado como um pais de prevaléncia
intermediaria, com uma variacdo entre 1% e 2% como ilustrado na Figura 1
(MARTINS et al., 2011; ZHU et al., 2014).

Figura 1 - Prevaléncia de Hepatite C por regido em percentual

O«
Dﬂouala

Fonte: Lavanchy, 2011.

Os dados epidemioldgicos referentes a Hepatite C ainda sdo escassos,
principalmente no Brasil, sendo um dificil processo o da constru¢édo de dados com
informagdes confiaveis. Sabe-se que a doenca esta distribuida no mundo todo,
acometendo principalmente individuos de nivel socioeconémico baixo, adultos
jovens e predominio do sexo masculino (FOCACCIA, BARALDO, SOUZA, 2003).
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Dos individuos infectados pelo HCV, em média, 15% consegue a eliminacao
espontanea do virus, 25% desenvolvem doenca assintomatica e sua grande maioria,
representando em torno de 60% dos pacientes infectados desenvolve hepatite C
cronica- (MARCELIN, 1999).

Os mecanismos responsaveis pela persisténcia da infeccdo pelo HCV ainda
ndo foram completamente elucidados. A grande capacidade mutagénica do virus, o
desequilibrio entre as respostas Thl e Th2 e a possivel interacdo entre as proteinas
virais e do hospedeiro seriam alguns mecanismos responsaveis pela incapacidade
de eliminacdo do HCV e pela gravidade da lesdo hepatica (STRAUSS, 2001).

A histéria dos conhecimentos relacionados ao processo saude/doenca das
hepatites virais € encontrada na literatura ha milénios, a partir de relatos chineses
que faziam referéncia a ocorréncia de ictericia em sua populacdo (DA FONSECA.
2010). No Brasil, os relatos anteriores ao século XIX s@o escassos. Nos anos 80
uma constante interrogacdo havia entre os pesquisadores, referente a existéncia de
uma doenca sem um agente etiolégico identificado, caracterizando um tipo de
hepatite pds-transfusional ndo-A e ndo-B (DA FONSECA, 2010).

Apenas em 1989, apds sete anos de estudo, Michel Honghton, Qui-Lim-Choo,
George Kno e Daniel Bradley, conseguiram por meio de biologia molecular, a
clonagem de partes do virus C e também um teste capaz de identificar o virus em
individuos infectados (BRASIL, 2005).

Assim sendo, o HCV é classificado como um virus de RNA, da familia
Flaviviridae e género Hepacivirus com genoma de sentido positivo, cadeia simples e
medindo cerca de 10 kb de comprimento- (FERREIRA; DA SILVEIRA, 2004;

STRAUSS, 2001). Sua estrutura encontra-se representada na figura 2:
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Figura 2 — Estrutura do HCV
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Fonte: adaptado de http://www.hepcentro.com.br/hepatite_c.htm. Acessado em 20/06/2016.

Este genoma de fita simples € responsavel por codificar um grande
polipeptideo composto de aproximadamente 3.000 aminoacidos (PENIN et al.,
2004). Ainda, a acdo de proteases virais e celulares é responséavel pela clivagem da
poliproteina precursora formando assim, as proteinas estruturais do “core” e do
“‘envelope” (E1 e E2) e as proteinas ndo estruturais (NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A
e NS5B) (Figura 3) (GIANNINI; BRECHOT, 2003).


http://www.hepcentro.com.br/hepatite_c.htm
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Figura 3 — Genoma do HCV
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Fonte: Adaptado de HUGO; ROSEN, 2011.

Basicamente, a transmissdo do HCV ocorre pelo contato direto com sangue
infectado, decorrente de exposicdo percutanea, transfusdo de sangue e/ou
hemoderivados e transplantes realizados a partir de doadores infectados (BRASIL,
2011). Ainda, outros meios de transmissdo podem ocorrer através do
compartilhamento de seringas por usuarios de drogas injetaveis, exposi¢ao
ocupacional a sangue contaminado, transmissdo vertical e relacdo sexual
desprotegida com parceiro infectado (ALTER, 2007).

O Ministério da Saude (MS) enquadra como populacdes de risco para
infeccdo pelo HCV: individuos que receberam transfusdo de sangue e/ou
hemoderivados antes de 1993; usuéarios de drogas injetaveis e outros tipos de
drogas que compartihem de equipamentos contaminados; individuos que
compartilham equipamentos néo esterilizados utilizados por manicures e podélogos;
individuos submetidos a procedimentos de colocac¢édo de piercing e/ou tatuagens e
ainda aqueles que realizaram procedimentos cirlrgicos, odontolégicos, de
hemodialise e de acupuntura sem os devidos cuidados preventivos (BRASIL, 2011).

Observando-se a importancia da ocorréncia de infeccao pelo HCV, tém-se
disponivel desde 1989, ano em que foi decodificado seu genoma, testes
laboratoriais para diagnostico. Basicamente, o diagndstico da infec¢do por HCV é
baseado em métodos soroldgicos e em técnicas de biologia molecular (BRANDAO
et al., 2001).
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Dentre os testes laboratoriais realizados estdo os testes de rastreamento,
como 0s imunoensaios enzimaticos (ELISA), os quais realizam a pesquisa de
anticorpos contra o HCV. A rapidez no processamento, a facilidade de automacéo, a
alta confiabilidade e o baixo custo destes testes o0s caracterizam como
consideravelmente vantajosos, sendo que sua Unica desvantagem seria a baixa
especificidade, fato este que proporcionou o0 desenvolvimento de testes
suplementares para confirmacéo diagnostica de infec¢cdo pelo HCV em individuos
com resultados positivos (DE MEDINA; SCHIFF, 1995; REIS, 1998).

Desta forma, o diagnostico de infeccdo pelo HCV tem como padrdo ouro a
determinacdo do RNA do HCV através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). O
método € capaz de ampliar sequéncias genéticas especificas de forma que uma
Gnica molécula de DNA pode ser detectada na presenca de milhdes de outras
(BRANDAO et al., 2001).

Em relacdo ao tratamento da hepatite C, o grande problema est4d no
reconhecimento das pessoas infectadas, as quais muitas vezes ndo possuem
conhecimento de seu estado. Portanto o rapido diagndstico e a caracterizacdo da
doenca por genotipagem sS&0 essenciais para que se inicie sua terapéutica
(SALUDES, 2014).

Sabe-se que até a década de 1990 o interferon-a era a Unica medicagao
disponivel para o tratamento da hepatite C cronica, mas infelizmente, apenas 5% a
20% dos pacientes tratados apresentavam negativacdo do RNA do HCV apéds 48
semanas de tratamento. Esta baixa porcentagem de sucesso terapéutico incentivou
o desenvolvimento de estudos que utilizassem a terapia combinada de interferon-a
com ribavirina, um analogo nucleosideo sintético, o que apresentou resultados
positivos, havendo persisténcia de negativacdo do RNA do HCV 24 semanas apos o
término do tratamento (ALVES et al., 2003).

No Brasil, o tratamento para hepatite C cronica foi estabelecido por diretrizes
do MS, pelo Decreto Ministerial, revisado em 2011 (BRASIL, 2011). Esta diretriz
recomenda que pacientes de gendétipo tipo 2 ou 3 devem ser tratados com
interferon-a e ribavirina durante 24 semanas e os de gendtipo tipo 1 devem ser
tratados com peginterferon e ribavirina por 48 semanas (GONCALVES et al., 2012).
Foi aprovada para o tratamento de infec¢éo crénica pelo gendtipo tipo 1 em diversos
paises, a terapia tripla que inclui um inibidor da protease especifica-HCV (GHANY et
al., 2011).
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A variacdo nos tratamentos em relacdo aos genotipos 1, 2 e 3 pode ser
explicada por estudos onde foi sugerido que pacientes infectados com gendtipos 1b
e, em menor grau, 1a ndo apresentariam uma resposta significativamente favoravel
ao tratamento com interferon quando comparados aos que estdo infectados com o
genotipo tipo 2 ou 3 (ZEIN, 2000).

Recentemente, o MS langcou o novo Protocolo Clinico e Diretrizes
Terapéuticas para Hepatite C e Coinfec¢cbes visando uma melhoria na qualidade de
vida do paciente e aumento da possibilidade de cura. Assim sendo, trés novos
medicamentos foram incluidos ao protocolo de tratamento da hepatite C, sendo eles
Sofosbuvir, Daclatasvir e Simeprevir, destacando-se que a nova terapia apresenta
posologia simples e administracdo via oral, minimos efeitos adversos, menor
interacdo medicamentosa e uma porcentagem de cura superior a 90%, ressaltando-
se que o tratamento anterior apresenta apenas 40-47% de cura, 0 que promete
alavancar o processo saude/doenca dos pacientes portadores de hepatite C
(BRASIL, 2015).

A elevada capacidade mutagénica do HCV é responsavel pela intensa
resposta imunoldgica desenvolvida pelo hospedeiro, sendo que tanto a hepatite
aguda quanto a hepatite crénica sdo geralmente observadas como assintomaticas. A
evolucdo para hepatite cronica é caracterizada pela manutencdo do RNA-HCV por
mais de seis meses apo6s a infeccdo, observando-se que um total de 85% da
populacdo infectada evolui para cronicidade, cirrose e carcinoma hepatocelular
(FERREIRA; DA SILVEIRA, 2004; STRAUSS, 2001).

Esta potencial capacidade de cronicidade tem representado a principal razao
para transplante de figado nos Estado Unidos, de forma que este fato incentivou a
busca por uma vacina universal eficaz com a finalidade de prevenir novos casos.
Este processo € dificultado pela heterogeneidade do genoma do HCV, que esta
caracterizado em sete genotipos, 0s quais sao subdivididos em grupos. Ainda,
variacfes do HCV dentro de um mesmo gendtipo e subtipo podem ser encontradas,
sendo denominadas quasispecies (STRAUSS, 2001; ZEIN, 2000).

Para gque se inicie o desenvolvimento de processo infeccioso e replicacao
viral, primeiramente € necessario que ocorra a entrada do virus na célula. Poucos
estudos relatam os mecanismos especificos sobre a entrada do HCV nos
hepatdcitos, mas acredita-se ser um processo altamente coordenado e que envolva

varias moléculas de superficie celular em etapas sequenciais. Recentes pesquisas
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demonstraram um papel importante desempenhado pela proteina tirosina quinase
no processo de regulacdo da entrada do HCV na célula (ZHU et al., 2014).

Apoés a entrada do HCV na célula e consequente instalacdo do processo
infeccioso o organismo reage exibindo dois tipos de respostas imunes, a inata e a
adaptativa. A resposta inata é a primeira barreira imunolédgica e também atua como
um ativador da segunda linha de defesa imunoldgica, a resposta adaptativa. Esta
desempenha importante papel nas infeccfes virais ndo citopaticas, ou seja, aquelas
onde ndo ocorrem alterac6es morfologicas nas células infectadas por virus, como é
o caso da hepatite C, devido a capacidade deste tipo de infec¢do permanecer oculto
ao sistema imune inato. Permanecendo oculto, o HCV é capaz de escapar do
controle imunoldgico, possuindo grande capacidade de permanecer em altas
porcentagens em hospedeiros. Para tanto, a resposta imune adaptativa realiza papel
essencial reconhecendo as células infectadas e destruindo-as por mecanismos
citopéticos e néo citopéaticos (LARRUBIA et al., 2014).

A leséo hepatica seria decorrente desta grande dificuldade de eliminacdo do
virus, onde o0 processo inflamatério continuo seria o0 responsavel pelo
desencadeamento da fibrinogénese, a qual se desenvolve através do
reconhecimento imunoldgico e destruicdo da célula infectada. Pode-se caracterizar a
fibrose como um processo de cicatrizagdo tecidual, onde o processo pode se
apresentar de formas variadas dependendo da causa da doenca hepatica, de fatores
ambientais e do estado de saude do individuo (STRAUSS, 2001; YANG et al., 2003).

Pellicoro e col. (2014) sugerem que o sistema imune tenha papel importante
na regulacéo e equilibrio do processo fibrotico. A fibrose é precedida de inflamacgéo
e 0s elementos tanto da resposta imune quanto adaptativa sdo fundamentais na
regulacdo do processo. Quando ocorre dano ao tecido hepatico uma gama de
mediadores inflamatérios sdo liberados para que se inicie uma cascata de
coagulacao anti-fibrinogénica. Leucécitos séo recrutados ao local da lesdo para que
fagocitem células mortas e amplifiguem a resposta inflamatéria através da geracéo
de citocinas pro-inflamatérias, tais como o fator de necrose tumoral (TNF),
interleucina-6 (IL-6), IL-1, e recrutamento de células T (BATALLER; BRENNER,
2005).

Outro processo ativado em decorréncia a lesdo hepatica € conhecido como
ativacdo ou transdiferenciacdo das células estreladas hepaticas, onde elas passam

a expressar um fendtipo miofibroblastéide. Estas células, no figado normal se
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apresentam no estado quiescente, caracterizado pela presenca de gotas lipidicas no
citoplasma contendo vitamina A na forma de éster de retinila. Quando ativadas, as
células estreladas hepaticas perdem esta capacidade de armazenar retindides,
mudam a organizacdo e morfologia do citoesqueleto, produzem substancias
quimiotaticas responsaveis por recrutar células inflamatérias e outras células
estreladas hepaticas tornam-se fibrinogénicas (FRIEDMAN, 2008).

Representando uma importante via de sinalizacdo em diferentes tecidos, o
sistema purinérgico esta diretamente envolvido em eventos de curta e longa duracéo
como a resposta imune, inflamacéo, dor, agregacéo plaquetaria, proliferacdo e morte
celular (BURNSTOCK; KNIGHT, 2004; YEGUTKIN, 2008).

Possui trés componentes principais, representados na figura 4 (ATKINSON et
al., 2006):

1) os nucleotideos e nucleosideos extracelulares como moléculas

mediadoras da sinalizacao;

2) os receptores purinérgicos especificos através dos quais os nucleotideos e

nucleosideos exercem seus efeitos;

3) as ecto-enzimas, responsaveis pelo controle dos niveis extracelulares

destas moléculas.

Diferentes tipos celulares sdo capazes de expressar componentes da
sinalizacdo purinérgica, como plaquetas, linfécitos e células endoteliais, de forma
gue possibilitam a formacao de complexos personalizados de sinalizacdo purinérgica
(JUNGER, 2011).
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Figura 4 — Representacdo esquematica da cascata purinérgica
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Fonte: Adaptado de JUNGER, 2011.

Formados a partir da unido de uma base nitrogenada (purica ou pirimidica) e
uma pentose, os nucleotideos e seu derivado nucleosideo caracterizam-se como
moléculas extracelulares que desempenham importantes atividades biol6gicas como
a modulacédo da resposta imune (ATKINSON et al., 2006; BIRK et al., 2002).

Esses nucleotideos e nucleosideo extracelulares s&o considerados
importantes moléculas sinalizadoras necessarias para o inicio e manutencao das
reacbes inflamatorias, tendo seus efeitos mediados através dos receptores
purinérgicos P1 e P2 localizados na superficie celular (BIRK et al., 2002).

O inicio da cascata de sinalizacdo purinérgica acontece quando ha liberacao
do nucleotideo ATP em meio externo, o que pode ser provocado por diferentes
estimulos, como a lise de células decorrente de dano celular (Figura 5) (YEGUTKIN,
2008). O proporcional aumento de ATP em meio externo é interpretado pelo sistema
imune como um “sinal de perigo”, considerando-se os efeitos danosos deste
nucleotideo quando em meio extracelular. Assim, é estabelecido um processo

inflamatorio local, havendo recrutando de linfocitos, citocinas pro-inflamatoérias e
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liberacdo de histamina pelos mastécitos (DI VIRGILIO 1998, LANGSTON et al.,
2003).

Figura 5 — Liberac&o de ATP extracelular
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Fonte: Adaptado de YEGUTKIN, 2008.

Sendo gerado a partir da hidrolise de ATP, o ADP possui importante funcao
por estimular a adeséo, ativacdo e agregacédo plaquetéria, podendo assim, colaborar
na formacédo de processos trombaéticos (PILLA et al., 1996).

O AMP é um metabdlito intermediario da hidrélise do ATP (BARSOTTI;
IPATA, 2004) que possui funcdo como sinalizador em situacdes de desequilibrio no
metabolismo, servindo também como substrato para a formacdo de adenosina
(CUNHA, 2001; LATINI; PEDATA, 2001).

Sendo formada a partir do precursor ATP (BARSOTTI; IPATA, 2004), a
adenosina € reconhecida por suas propriedades anti-inflamatorias (CRONSTEIN,
1994), vasodilatadoras, neuroprotetoras (JACOBSON et al, 2006), e
imunossupressoras (SPYCHALA et al., 1997), além de atuar como um potente
inibidor da agregacdo plaquetéria induzida pelo ADP (BOROWIEC et al., 2006).
Ainda, tem funcdo -cardioprotetora em episddios de isquemia ou hipoxia e
insuficiéncia cardiaca (MINAMINO et al., 1996, HASKO; CRONSTEIN, 2004).
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Esses nucleotideos extracelulares s&o considerados importantes moléculas
sinalizadoras necessarias para o inicio e manutencdo das reacgfes inflamatdrias,
tendo seus efeitos mediados através dos receptores purinérgicos P1 e P2
localizados na superficie celular (BIRK et al, 2002). Os receptores P1 sao
responsivos a adenosina, enquanto os receptores P2 ligam preferencialmente
nucleosideos tri e difosfatados, possuindo baixa afinidade pelos monofosfatados.
(SEVIGNY et al, 2000). Os purinoreceptores P2 podem ainda ser divididos em duas
subclasses: acoplados a proteina G (metabotropicos), chamados de P2Y e os
ligados a canais idnicos (ionotropicos), designados P2X (DI VIRGILIO et al, 2001).
Em especial, o receptor subtipo P2X7 pode funcionar como um poro ibnico nao-
seletivo em mastécitos, plaquetas, macréfagos e linfécitos (DI VIRGILIO et al., 1999;
DUBYAK; EL MOATASSIM, 1993). A liberacdo de grande quantidade de ATP
intracelular durante o processo inflamatério aumenta a sinalizacdo purinérgica
através da ativacdo do receptor P2X7 desencadeando eventos pro-inflamatorios
(LISTER et al., 2007).

Uma variedade de enzimas conhecidas como ectonucleotidases sao
diretamente responsaveis por todo o processo de controle dos niveis extracelulares
dos nucleotideos da adenina e da adenosina pelo fato de hidrolisarem nucleotideos
trifosfatados até seus respectivos nucleosideos (ROBSON; SEVIGNY;
ZIMMERMANN, 2006; YEGUTKIN, 2008).

Ainda, sdo responsaveis por acdes de extrema importancia no sistema
imunoldgico, sendo classificadas como ecto-nucleosideo trifosfato difosfoidrolase (E-
NTPDase), ecto-nucleotideo pirofosfatase fosfodiesterase (E-NPP), fosfatase
alcalina e ecto-5’-nucleotidase (Figura 6) (ANDRADE, 2008).
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Figura 6 — Membros da familia das NTPDases
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Fonte: Adaptado de ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006.

Nas ultimas décadas, tém sido descobertas varias ectonucleotidases
pertencentes a diversas familias de enzimas. A familia ecto-nucleosideo trifosfato
difosfohidrolase (E-NTPDase) (EC 3.6.1.5)s@o responsaveis por hidrolisar
nucleotideos  tri e difosfatados extracelulares, produzindo assim,
monofosfonucleotideos correspondentes, tendo um papel farmacolégico bem
estabelecido (ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006).

Oito diferentes genes E-NTPD codificam os membros da familia E-NTPDase.
Sua classificacdo e nomenclatura € composta inicialmente por NTPDase em em
seguida o numero que é referente a sua ordem de descoberta e caracterizacdo
(ROBSON et al., 2006) de acordo com a preferéncia por um ou outro substrato, pela
presenca de cations divalente, localizacdo celular e tipo de produto formado
(ZIMMERMANN, 2001; ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006).

A E-NTPDase-1, primeira a ser identificada, € conhecida como um marcador
de superficie celular (CD39). Inicialmente identificada em células linfoides e
subsequentemente em linfocitos NK, linfocitos T ativados, mondcitos, células
dendriticas e plaquetas (YEGUTKIN, 2008; ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN,
2006; ATKINSON et al., 2006).
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Dentre as principais fungcbes de NTPDase-1 estd seu envolvimento no
sistema hemostatico, considerando que ela controla os efeitos de nucleotideos como
ATP e ADP, reduzindo ou inibindo seus efeitos pro-tromboticos e pré-inflamatorios,
reduzindo assim, o risco de formacdo de coagulos e a vaso-oclusdo (YEGUTKIN,
2008). Ainda, possui importante papel imunossupressor e na formacao de adenosina
(ROBSON:; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006).

A NTPDase-2 possui atividade hidrolitica com preferéncia por nucleosideos
trifosfatados, de forma que a maior hidrélise deste pode levar a um aumento na
formacdo de ADP, podendo assim, induzir o aumento da ativacdo plaquetaria
(ZIMMERMANN, 2001).

A enzima E-5-nucleotidase (E-5’-NT; EC 3.1.3.5) encontra-se distribuida em
bactérias, plantas e animais. E responsavel por catalisar a hidrolise da ligacéo
fosfodiéster de varios nucleosideos 5’-monofosfatados (ex.: AMP) a seus respectivos
nucleosideos (ex.: adenosina) (ZIMMERMANN, 1996).

Até o momento, sete membros da enzima E-5-nucleotidase foram isolados e
caracterizados em humanos, diferindo entre si através das suas propriedades
moleculares e cinéticas, bem como de sua especificidade pelo substrato e
localizagao celular (BOROWIEC et al., 2006). Destes sete membros, cinco deles
estdo localizados no citoplasma, um na matriz mitocondrial e um ancorado a
membrana plasmatica externa, sendo este caracterizado uma ecto-5’-nucleotidase
(E-5’-NT) (HUNSUCKER et al., 2005).

A enzima E-5’-NT demonstrou possuir maior afinidade pelo nucleotideo AMP,
com valores de Km da faixa de micromolaridade, de forma que é caracterizada como
a principal enzima responsavel pela formacédo de adenosina (ZIMMERMANN, 1996;
ZIMMERMANN, 2001).

Também possui importante funcdo de reciclagem de nucleotideos
extracelulares ao realizar sua conversdo e entdo internaliza-los através de
transportadores de nucleotideos especificos. Ainda, como outras enzimas
localizadas na superficie celular, a E-5’-NT, também conhecida como CD73, tem
sido relacionada com funcbes nao-enzimaticas como a ativacdo de células T,
adesao célula-célula (RESTA et al.,1998; ZIMMERMANN, 2001; STRATER, 2006) e
sinalizagdes transmembranas (KAWASHIMA et al., 2000).

A enzima adenosina desaminase (ADA; E.C. 3.5.4.4) é uma metaloenzima

que faz parte do conjunto de enzimas responsaveis pela degradacdo dos
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nucleotideos e nucleosideos da adenina (YEGUTKIN, 2008). Ainda, é responsavel
por catalisar a desaminacdo da adenosina e da desoxiadenosina em inosina e
desoxiinosina, respectivamente (BOTA et al., 2001).

Pode ser encontrada principalmente no citoplasma e na superficie das
células, encontrando-se também distribuida em todo o organismo, sendo que nos
humanos existe na forma de duas isoenzimas classificadas como ADA1l e ADAZ2,
cada uma com suas particulares propriedades bioquimicas (SHAROYAN et al.,
2006).

Diferencas estruturais, cinéticas e de localizagédo existem entre ADAL1 e ADA2.
A primeira possui localizacdo intracelular, podendo estar combinada a uma
glicoproteina dimérica de aproximadamente 200 kDa, designada proteina
recombinante (CP), formando assim o complexo ADA-CP, que constitui uma ecto-
ADA, situada na superficie celular (TSUBOI, et al., 1995). Ja a ADA2 é encontrada
predominantemente no soro de individuos normais, possui massa molecular de
aproximadamente 100 kDa e representa a menor parte da atividade da ADA total em
tecidos (UNGERER, et al., 1992; GAKIS, 1996).

A regulacao da concentracao extracelular de adenosina foi uma das primeiras
funcdes fisiol6gicas atribuidas a E-ADA, logo ap6s sua descoberta na membrana
celular (FRANCO et al.,, 1997). A adenosina pode ser liberada de células,
dependendo da sua concentragéo intracelular ou ser proveniente da degradacao do
ATP extracelular devido a acdo de ectonucleotidases. O controle da sinalizacéo
adenosinérgica também pode ser exercido através da via de recuperacdo da
adenosina através de transportadores de nucleosideos, seguida por fosforilacdo a
AMP pela adenosina quinase ou desaminacdo a inosina pela ADA citosoélica
(HASKO; CRONSTEIN, 2004).

Ainda, a adenosina é considerada uma biomolécula capaz de sinalizar
processos enddgenos a fim de regular diversos processos tanto fisioldgicos como
patolégicos (FREDHOLM et al., 2001). Este nucleosideo é produzido em resposta a
situacbes de estresse metabolico ou dano celular e altas concentracdes de
adenosina extracelular ocorrem em situacdes de isquemia, hipoxia, inflamacéo e
trauma (HASKO; CROSTEIN, 2004).

Diversas citocinas tém sido implicadas na patogénese da hepatite C crbnica.
Na maioria dos tecidos, como no figado, a producéo de citocinas é ausente ou baixa,

mas frente a alguma lesdo, como infec¢éo pelo HCV é estimulada. Varias citocinas
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mediadoras da inflamacéo hepética tém sido relacionadas a morte do hepatdcito e
processos fibroticos e, paradoxalmente, sdo mediadoras da regeneracdo apés o
dano hepatico. Na hepatite C crbnica, o desequilibrio entre a producao de citocinas
Thl e Th2 esta relacionado com a progressdo da doenca. As citocinas envolvidas
nas doencgas hepaticas podem ser classificadas como pro-inflamatorias, como IL-1
(a e b), IL-6, IL-8, TNF-qa, ja que estimulam a sintese de IFN-a, além de ter acao
imunoregulatéria de Thl; citocinas anti-inflamatérias como IL-10; citocinas
envolvidas na resposta imune Thl como IL-2, IFN-a; citocinas envolvidas na
resposta Th2 como IL-4 e IL-5; além de citocinas fibrogénicas como TGF-$ e anti-
fibrogénicas como o IFN-a (TILG et al., 2006).

A IL-2 esta diretamente envolvida na expansdo celular, sendo a principal
citocina responsavel pela maturagdo e proliferacdo dos LTCDS8", estimulando a
secrecdo de IFN-y e de outras moléculas que vdo mediar a resposta imune (NAPOLI
et al., 1996).

A IL-4 é caracterizada como um fator de crescimento e diferenciacdo de
células T (Th2), inibe a ativacdo de macréfagos e bloqueia os efeitos do IFN-y e IL-1
(JANEWAY et al., 2007). Também estimula a producédo de anticorpos neutralizantes
e induz a producédo de citocinas anti-inflamatdorias como IL-10 (CACCIARELLI et al.,
1996).

A IL-6 estd associada a necrose, inflamacdo de hepatdcitos e producédo de
matriz extracelular com proliferacdo celular (ABRIGNANI, 1997). E produzida por
fagdcitos mononucleares, células endoteliais e outras em resposta a IL-1 e ao TNF
(WINNOCK et al., 1993), sendo que em portadores de HCV cronica foi encontrada
tanto no sangue como no figado (OYANAGI et al.,1999).

A IL-10 é produzida por diversas populacdes celulares, como LT, células
dendriticas, LB e mondcitos (TILG et al., 2006; JANEWAY et al., 2007). Ela participa
da resposta inflamatoria inibindo a producédo de citocinas pré-inflamatérias (CURFS
et al., 1997). Ha evidéncias do aumento desta citocina na hepatite C cronica
(CACCIARELLI et al.,, 1996), sendo que alguns trabalhos relatam a reducdo da
atividade inflamatoria (NELSON et al., 2003).

O interferon-o. (IFN-o) secretado por células Thl e é um potente ativador de

macrofagos (fator pro-inflamatério). E uma importante citocina pré-inflamatéria com
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efeitos pleiotropicos na replicagdo viral e regulacdo das células T, B, NK e
macréfagos (NAPOLI et al., 1996).

O fator de necrose tumoral (TNF) € uma citocina pré-inflamatéria produzida
principalmente por macrofagos ativados (DING E YIN, 2004). Exerce protecao contra
virus, aumenta a expressdo de MHC classe |, potencializa a lise mediada por LT de
células infectadas por virus, além de estimular células como fagécitos a produzir
interleucinas (JANEWAY et al.,, 2007). O TNF-a Estd associado a necrose,
inflamacdo e producdo de matriz extra-celular com proliferacdo celular
(TSUKAMOTO, 1999).

Em resumo, pode-se observar o o envolvimento direto do sistema purinérgico
com a manutencao da homeostasia hormal e também sua ligacdo com 0s processos
de fibrinogénese e de resposta inflamatoria. Desta forma, sabendo-se que a hepatite
C é caracterizada pelo desencadeamento de resposta inflamatéria e em sua forma
cronica o desenvolvimento de processo fibrético, € interesse cientifico se avaliar o
metabolismo de nucleotideos e nucleosideo da adenina em pacientes acometidos

com esta patologia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o metabolismo de nucleotideos e nucleosideo da adenina em linfécitos e

plaguetas de pacientes com hepatite C.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em pacientes com hepatite C e grupo controle avaliou-se:
e a atividade da enzima E-NTPDase em linfocitos e plaquetas;
e a atividade da enzima E-ADA em linfocitos e plagquetas;
e a atividade da enzima E-5’-nucleotidase em plaquetas;
e 0 efeito in vitro dos farmacos interferon alfa-2a e alfa 2b, ribavirina e telaprevir
sobre a atividade das enzimas E-NTPDase e E-5’-nucleotidase em linfocitos e
plaguetas;

e 0s niveis séricos de citocinas referentes as respostas Thl e Th2.
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Abstract

Hepatitis C is an infectious disease caused by Hepatitis C virus (HCV) and
characterized by development of inflammation as well as fibrosis. On the other hand,
the extracellular nucleotides and adenine nucleosides are important signaling
molecules that can modulate inflammatory responses in platelets and lymphocytes.
This study sought to determine the activities of ectoenzymes [ectonucleoside
triphosphate diphosphohydrolase (E-NTPDase), ecto-5-nucleotidase (E-5’-NT) and
ecto-adenosine deaminase (E-ADA)] that metabolize nucleotides in platelets and
lymphocytes and to evaluate cytokine levels of patients with HCV. Twenty five HCV
patients and fifty healthy subjects (control group) were selected for this study. In
lymphocytes, was observed a lower ATP hydrolysis (P<0.001), and higher ADP
hydrolysis (P<0.001) and E- ADA activity (P<0.001) in HCV patients when compared
to the control group. In addition, the results revealed a higher ATP and ADP
hydrolysis by E-NTPDase and higher E-ADA activity in platelets of HCV patients
when compared with the control group. Also, IL-4 and IL-10 were significantly
(P<0.05) increased while IL-6 was decreased (P<0.05) in HCV patients. In
conclusion, the results showed that the activities of E-NTPDase and E-ADA were
altered in both lymphocytes and platelets of HCV patients. These alterations in
enzymes activities may be possible regulatory mechanisms in an attempt to manage
liver damage and ongoing inflammatory process. Furthermore, decreased IL-6 as
well as increased IL-4 and IL-10 in HCV patients may suggest an antiinflammatory
process and possible compensatory mechanisms in minimizing liver injury.
Keywords: Hepatitis C, lymphocytes, platelets, ectoenzymes, cytokines, purinergic

signaling.
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1. Introduction

Hepatitis C is one of the causes of chronic hepatic disease with 170 million
people estimated to be infected worldwide [1]. This infection is caused by
the hepatitis C virus (HCV), a RNA virus from the Flaviviridae family found in human
pathogen [2]. Some risk factors such as injection, organ transplantation,
hemodialysis, vertical transmission, sexual and occupational exposure are directly
linked to HCV. Since there is no available vaccine and effective post-exposure
prophylaxis, the prevention of HCV infection is concentrated on recognition and
control of risk factors [3]. This condition is characterized by an infectious process
which starts with the entry of the virus into the hepatocytes and triggers the host
innate and adaptive responses [4]. Once the virus has penetrated, around 85% of
infected individuals develop chronic hepatic diseases, cirrhosis, and hepatic
carcinoma [5]. The initial stage is charcterized by the development of fibrosis and
inflammation [6].

The immune system plays an important role in the regulation of
inflammation.This involves the activation of inflammatory cells such as leukocytes,
tissue macrophages, dendritic cells and eosinophils [6]. Cellular immunity mediated
by T lymphocytes (LT) may play crucial role in liver injury and of fundamental
importance in viral diseases [7]. Gruner et al. (2000) [8] reported that the LT cytotoxic
reactivity may be essential for HCV shedding. After activation, the LT may lead into
clonal proliferation by secreting cytokines and other substances that are capable of
affecting variable hepatic function [9]. The imbalance between the production of Thl
and Th2 cytokines may be associated with the progression of chronic hepatitis C
[10]. Some cytokines stimulate the synthesis of collagen by fibroblasts, formation of
fibrosis, distortion of liver architecture and cirrhosis in chronic hepatitis C [9].

The purinergic system represents an important signaling pathway in several
tissues and comprises of three components: extracelullar nucleotides and
nucleosides, purinergic receptors and ectoenzymes. It is directly involved in the
immune response, inflammation, pain, platelet aggregation, cell proliferation and
death [11]. Extracelullar nucleotides interact with their respective receptors and elicit
several tissue functions. Seven of these receptors are ionotropic (P2X) which
respond to ATP, and at least eight are metabotropic (P2Y) responsive to ATP and

ADP. Ectoenzymes are also part of the purinergic system, act by
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hydrolysing extracellular nucleotides and their respective nucleosides such as
ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase (E-NTPDase; EC 3.6.1.5),
ectonucleotide pyrophosphatase phosphodiesterase (E-NPPs; EC 3.1.4.1), E-5'-
nucleotidase (5-NT; EC 3.1.3.5) and ecto-adenosine deaminase (E-ADA; E.C.
3.5.4.4). E-NTPDases are responsible for the hydrolysis of ATP and ADP into AMP.
AMP is subsequently hydrolyzed by E-5-nucleotidase into adenosine. Adenosine
undergoes deamination into inosine by E-ADA activity [12]. It is well known that
extracellular ATP, for example, when in micromolar concentrations, can induce the
formation of pores in the cell membranes, resulting in osmotic changes [13]. Under
physiological conditions, the nucleotides are present in the extracellular environment
in low concentrations, usually in nanomolar, but may occur in micromolar levels [14].
It can also induce two antagonistic effects: cell proliferation, when in low
concentrations, and cell death, when in high concentrations [14]. These enzymes
play an important role in maintaining proper vascular hemostasis and
thrombogenesis [15]. The enzymes of this family are widely distributed in animal
tissues and represent the main ectoenzyme expressed by endothelial cells and
muscle cells of the circulatory system [16;17].

Cytokines may be secreted upon HCV-mediated activation of immune cells
and exhibit essential adaptable functions in the immune response during the course
of infection and liver damage. In HCV infection, we speculate that there may be
correlation between the purinergic system, cytokine secretion and maintenance of
normal homeostasis in HCV infected patients. Despite the importance of E-NTPDase,
E-5’-nucleotidase and E-ADA in modulating inflammatory and immune responses, to
the best of our knowledge, there is dearth of information on these enzymes in
platelets and lymphocytes of HCV infected patients. Considering the alterations in
platelet and lymphocyte functions observed in HCV linfection, this study aimed to
evaluate E-NTPDase, E-5-nucleotidase and E-ADA activities in platelets and
lymphocytes as well as the serum pro inflammatory and inflammatory cytokine levels

of HCV infected patients.

2. Material and Methods

2.1 Chemicals



33

The substrates ATP, ADP, AMP, adenosine, as well as Trizma base,
Coomassie Brilliant Blue G, bovine serum albumin and HEPES were obtained from
Sigma Chemical Co and K;HPQO,, from Reagen. All the other chemicals used in this

experiment were of the highest purity.

2.2 Patients and samples

The sample consisted of 25 patients with hepatites C and 50 healthy subjects
as a control group. The diagnosis of hepatitis C was based on International Statistical
Classification of Diseases (ICD 10) (B 17.1/18.2) [18]. The subjects gave written
consent to participate in this study and the Human Ethics Committee of the Health
Science Center from the Federal University of Santa Maria approved the protocol
under number 832.436. In this study, subjects with altered blood pressure,
alcoholism, cigarette smoking or diagnosed of diabetes mellitus, autoimmune
diseases and immunodeficiencies were excluded from this study. Patients who
received blood transfusion at least two months earlier were also excluded. Ten
milliters of blood was obtained from each patient or control and used for the
preparation of lymphocytes and platelets. Biochemical determinations of enzymes
activities and cytokines secretion were subsequently performed.

2.3 Isolation of lymphocytes from human blood

Lymphocytes-rich mononuclear cells were isolated from peripheral human
blood collected with 7.2 mg dipotassium EDTA as anticoagulant and separated on
Ficoll-Histopaque density gradients as described by Boyum (1968) [19]. The
percentage of lymphocytes was superior to 93% as previously outlined [20]. Right
after lymphocytes separation, cell viability was determined by measuring the activity
of lactate dehydrogenase (LDH) present in the sample, using the kinetic method of
the Labquest apparatus (Diagnostics Gold Analyzer). The procedure was repeated
before and after the incubation period and samples with more than 10% of disrupted

cells were excluded.

2.4 Isolation of platelets from human blood
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PRP was prepared by the method of Pilla et al. (1996) [21] with slight
modification by Lunkes et al. (2003) [22]. Briefly, peripheral blood was collected in
129 mM sodium citrate as anticoagulant and centrifuged at 1600g for 15 min.
Afterwards, the PRP was centrifuged at 1400g for 30 min and washed twice with 3.5
mM HEPES buffer, pH 7.0, containing 142 mM NacCl, 2.5 mM KCI and 5.5 mM
glucose. The washed platelets were suspended in 3.5 mM HEPES buffer, pH 7.0.

2.5 Protein content determination

Protein content was measured by the Comassie Blue method according to the
method described by Bradford (1976) [23] using serum albumin as standard.

2.6 E-NTPDase activity in lymphocytes

The E-NTPDase activity in lymphocytes was determined according to the
method described by Leal et al (2005) [24], in which the reaction medium contained
0.5 mM CacCl;, 120 mM 24 NaCl, 5 mM KCI, 60 mM glucose and 50 mM Tris-HCI
buffer at pH 8.0, with a final volume of 200 pL. Twenty microliters of the intact
mononuclear cells suspended in saline solution was added to the reaction medium
(2-4 ug of protein), and pre-incubated for 10 min at 37°C. The mixture was further
incubated for 70 min. The reaction was initiated by the addition of substrate (ATP or
ADP) at a final concentration of 2.0 mM and stopped with 200 pL of 10%
trichloracetic acid (TCA). The released inorganic phosphate (Pi) was assayed by a
method previously described by Chan et al (1986) [25] using malachite green as
colorimetric reagent and KH,PO, as standard. Controls were carried out by adding
the enzyme preparation after TCA addition to correct for non-enzymatic nucleotide
hydrolysis. The analyses on all samples and standard were performed in triplicate

and the specific activity reported as nmol of Pi released/min/mg of protein.
2.7 E-NTPDase and E-5’-nucleotidase activities in platelets
The E-NTPDase enzymatic assay in platelets was carried out in a reaction

medium containing 5 mM CacCl,, 100 mM NaCl, 4 mM KCI, 5 mM glucose and 50 mM
Tris-HCI buffer, pH 7.4, at a final volume of 200 uL as described by Pilla et al. (1996)
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[21]. For AMP hydrolysis, the E-5-nucleotidase activity was carried out as previously
described, except that the 5 mM CaCl, was replaced by 10 mM MgCl,. Twenty
microliters of the isolated platelets (8 -12 ug of protein) was added to the reaction
mixture and pre-incubated for 10 min at 37°C. The reaction was started by the
addition of ATP or ADP for N-TPDase activity at a final concentration of 1 mM, and
AMP for E-5'-nucleotidase activity at a final concentration of 2 mM. The mixture was
further incubated for 60 min. Both enzyme assays were stopped by the addition of
200 pL of 10% TCA and the tubes were subsequently placed on ice for 10 min. The
Pi released was measured using malachite green as the colorimetric reagent and
KH,PO, as standard. Controls were carried out to correct for nonenzymatic
hydrolyses of nucleotides by adding enzyme preparation after 10% TCA addition.
The analyses on all samples and standard were performed in triplicate. Enzyme-

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

2.8 E-ADA activity in lymphocytes and platelets

E-ADA activity in lymphocytes and platelets was measured by the method of
Giusti and Galanti (1984) [26]. This is based on the direct measurement of the
formation of ammonia produced, when E-ADA acts in excess of adenosine. Briefly,
25 pL of lymphocytes and 50 uL of platelets separately was added to 21 mM of the
substrate (adenosine), pH 6.5, and incubation was carried out for 1 h at 37° C. The
reaction was stopped by adding 106 mM and 167.8 mM sodium nitroprusside and
hypochlorite solution. Seventy five micromolar of Ammonium sulfate was used as
ammonium standard. All the experiments were performed in triplicate, ADA activity
was calculated and expressed in U/mg protein. One unit (1U) of E-ADA is defined as
the amount of enzyme required to release 1 mmol of ammonia per minute from

adenosine at standard assay conditions.

2.9 In vitro effects of drugs used in the treatment of patients with Hepatitis C on

E-NTPDase and E-5’-nucleotidase activities

The in vitro effects of peginterferon alfa-2a, peginterferon alfa-2b, ribavirin and
telaprevir on E-NTPDase and E-5-nucleotidase activities were evaluated. Isolated

lymphocytes and platelets from health subjects were incubated with the drugs in the
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medium reaction as previously described. The concentrations of this drugs used in
vitro were based on the mean plasma values of the medications (peginterferon alfa
2a (0.00077 uM), peginterferon alfa-2b (0.00077 uM), ribavirin (28 uM) and telaprevir

(5 uM).

2.10 Separation of blood serum

The blood samples were collected in tubes without anticoagulant, clots were
formed and the clotted samples were centrifuged at 1400 g for 15 min at room
temperature. The resultant serum samples were aliquotted in microtubes and used

for the quantification of cytokines.

2.11 Cytokines measurement

Serum cytokines were simultaneously measured by flow cytometry by means
of CBA. The human Th1/Th2/Th17 kit (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) was
used in accordance to the manufacturer's instructions. Quantitative results were
generated using Accuri Flow Cytometer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) and

FCAP Array software.
2.12 Statistical analysis

Values were expressed as meanztstandard errors of mean (SEM). The data
obtained were statistically analyzed using the Student's t test for independent
samples and one-way ANOVA followed by Dunnett's Multiple Comparison Test.
Differences were considered significant when probability was P<0.05.
3. Results
3.1 General characteristics of the patients

Fifty healthy individuals consisting of 25 males with mean age of 29 (range:

19-37 years old) and 25 females with mean age of 25 (range: 18-35 years old), as

the control and the HCV patients comprised of 15 males with mean age of 45 (range:
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40-54 years old) and 10 females with mean age of 31 (range: 24-35 years old). Nine
of the HCV patients are currently on medication as prescribed by the consultant
physician (peginterferon alfa-2a, peginterferon alfa-2b, ribavirin and telaprevir) while
15 HCV patients are not under medication at the period of sample collection. The
HCV patients had the following genotypes G1 (12%), G2 (34%) e G3 (40%).

3.2 E-NTPDase and E-ADA activities in lymphocytes of HCV patients

The results obtained for ATP and ADP hydrolysis are shown in Figure 1. It was
observed that ATP hydrolysis by E-NTPDase was significantly reduced (P<0.001) in
HCV patients when compared to the controls. However, ADP hydrolysis by E-
NTPDase was significantly increased (P<0.001) in HCV patients when compared to
the control group. In a similiar manner, E-ADA activity was significantly elevated
(P<0.001) in HCV patients when compared to the control group (Figure 3A).

3.3 E-NTPDase, E-5’- Nucleotidase and E-ADA activities in platelets of HCV

patients

The activities of E-NTPDases in platelets using ATP and ADP as substrate
and E-ADA activity were significantly higher (P<0.05) in HCV patients when
compared to the control group (Figures 2 and 3). However, there was no significant
(P>0.05) difference in AMP hydrolysis of HCV patients when compared to the control
group, as shown in Figure 2.

3.4 In vitro effects of drugs used in the treatment of HCV patients on E-

NTPDase and E-5’-nucleotidase activities

The in vitro effects of some antiretroviral drugs (Ribavirin, Telaprevir,
Peginterferon alphaa-2a and Peginterferon alpha-2b) on E-NTPDase and E-5'-
nucleotidase activities in lymphocytes and platelets were evaluated as shown in
Table 1 and Table 2. The results revealed that the enzymes activities were not
altered when the isolated platelets and lymphocytes from health subjects were
incubated with Ribavirin, Telaprevir, Peginterferon alpha-2a and Peginterferon alpha-

2b in the reaction medium as previously described (P>0.05, n=15).
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3.5 Evaluation of cytokines levels

Serum concentrations of cytokines (TNF-a, IFN-a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10) are
shown in Figure 4. The results revealed that there was significant (P<0.05) increase
in IL-4 and IL-10 while IL-6 was observed to be significantly decreased (P>0.05) in
HCV patients when compared to the control group. However, there were no
significant differences (P>0.05) in the levels of TNF-a, IFN-a and IL-2 of HCV

patients when compared to the control group.

4. Discussion

Unlike other viruses that cause hepatitis, hepatitis C virus does not produce a
sufficient immune response in the body. However, it has the ability to evade the
immune system of highly efficient host, enabling it to stay in the infected tissue [4].
Therefore, the virus can cause acute infection, which may be less symptomatic in
that most of the people infected may become carriers of chronic hepatitis and display
long-term consequences [27]. In this study, there was a higher prevalence of HCV
infection in males than in females. This agrees with reports from earlier studies where
the prevalence of HCV was higher in males than in females [28;29;30].

One of the major causes of liver damage may involve HCV infection [31].
Hepatocyte apoptosis may be triggered as a response of the host defense against
viral infection and this may represent the molecular mechanisms of liver apoptosis
[31]. This may be responsible for promoting the release of cellular contents such as
ATP and ADP to the extracellular space thereby modulating the immune response
through the purinergic nucleotide mediated signaling receptors [32]. Therefore,
purinergic signaling pathways may be involved in the modulation of viral entry and
penetration of HCV infection [33]. Also, cascade of purinergic signaling enzymes may
be involved in the regulatory mechanism against inflammation in cells [34]. In this
study, we observed a lower E-NTPDase activity with ATP as substrate in
lymphocytes of HCV patients. However, it is possible that ATP is hydrolysed by other
enzymes including E-NPP, alkaline phosphatase and soluble ATPase [35;36;37].

In addition, increased activities of E-NTPDase (ADP hydrolysis) and E-ADA in
lymphocytes of treated and non-treated hepatitis C patients may be attributed to the

increased extracellular ADP hydrolysis in order to achieve homeostasis, thereby
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removing the excessive nucleotides from the external environment [38]. In a similar
manner, the observed elevation in the activity of E-ADA in lymphocytes of patients
with HCV may be linked to the resultant inflammatory processes in HCV patients that
require a high activity of E-ADA in order to produce an anti-inflammatory effect [39].
This effect may reduce the extracellular levels of adenosine and convert it to inosine,
a purine that is directly associated with immunoregulatory effects by possible
modulation of inflammatory processes and regulation of cytokines levels [40].

Thrombocytopenia is one of the hallmarks of chronic liver disease. It may
occur as a result of platelet accumulation in liver tissue and contribute to the
progression of hepatic fibrosis via the activation of hepatic stellate cells [41]. This
culminated into the investigation of the possible alteration of the purinergic signaling
enzymes in platelets of HCV patients. The observed a higher E-NTPDases activity
(ATP and ADP as substrate) in platelets of HCV patients may suggest the
association of liver damage in these patients, affecting the tissue and persistent
inflammatory mediators, prior to fibrogenesis. These results are in agreement with
previous studies in our research group, where E-NTPDase activity was reported to be
elevated in inflammatory conditions [42; 43].

The AMP formed from the hydrolysis of ADP can be metabolized by E-5'-
nucleotidase. In this study, the non-significant difference observed in platelets of
HCV patients when compared to the control may suggest to a compensatory
mechanism arising from the increase in adenylate kinase 1 (AK1), that catalyzes the
conversion of AMP to ADP [44]. Furthermore, result from this study revealed that
there was a higher E-ADA activity in platelets of HCV patients when compared to
healthy individuals. This is in agreement with the results obtained for E-ADA activity
in lymphocytes of HCV patients. These results suggest that a higher E-ADA activity
can elevate the levels of extracellular inosine, which has anti-platelet properties and
can reduce the accumulation of platelets in the liver tissue [45]. We also conducted
an in vitro assay with some standard drugs used for the treatment of hepatitis C, in
order to validate the results obtained for the enzymes activities in HCV patients. The
results showed that the ribavirin drugs, telaprevir, interferon 2a and 2b do not
interfere in the activity of E-NTPDase and E-5-nucleotidase in lymphocytes and
platelets. Therefore, we suggest that the observed E-NTPDase and E-ADA activities
are solely the enzyme activities on the surface of lymphocytes and platelets in HCV

patients and healthy individuals used as control in this study.
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Cytokines can be characterized as heterogeneous soluble proteins, capable of
modulating and regulating the pattern of the host immune response due to their
ability to act on different cell types and produce distinct biological effects [46]. They
can be classified into groups based on the type of biological effects they trigger, as
pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines. Hepatitis C is characterized by
persistent inflammatory process, and cytokines are directly involved in the
modulation of this process. In this study, our results revealed that there was no
significant difference in the serum levels of TNF-a, IFN-y and IL-2 between the HCV
patients and control group. However, serum IL-4 and IL- 10 were increased while
serum IL-6 was decreased in HCV patients when compared to the healthy individuals
[47]. This may suggest an important cellular indication for possible alteration in the
Th1/Th2 response in HCV patients. The result obtained from our study also agrees
with that of Sofian and colleagues (2012) [48] who reported that regulatory cytokines
(IL-4 and IL-10) are increased in serum of HCV patients. IL-10 may protect against
the progression of hepatic fibrosis in HCV patients [49]. Therefore, we suggest that
the observed increase may be regulatory and compensatory mechanisms involved in
minimizing liver injury. On the other hand, the decreased IL-6 level observed in this
study may suggest a antiinflammatory process response in HCV patients [50].

In conclusion, the results showed that the activities of E-NTPDase and E-ADA
are altered in both lymphocytes and platelets of HCV patients. These alterations in
enzymes activities may be attributed to regulatory mechanisms in response to the
presence of liver damage and ongoing inflammatory process. Furthermore,
decreased IL-6 as well as increased IL-4 and IL-10 in HCV patients may suggest that
decreased proinflammatory process and possible compensatory mechanisms in
minimizing liver injury. Further studies are ongoing to investigate the purines levels

as well as the enzyme expression in HCV patients.
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Figures legend

Figura 1. ATP (A) and ADP (B) hydrolysis by E-NTPDase in lymphocytes of Hepatitis
C patients and controls. Enzyme specific activities were reported as nmol of Pi
released/min/mg of protein. Variables were expressed as mean + standard error of
the mean (SEM). Bars represent mean + S.E.M. (“***”) indicates a significant
difference (P<0.001) between the Hepatitis C patients (n=25) and controls (n=50).

Student's t test for independent samples was used for all the analyses.

Figura 2. ATP (A), ADP (B) and AMP (C) hydrolysis by E-NTPDase and E-5'-
nucleotidase in platelets of Hepatitis C patients (n=25) and controls (n=50). Enzyme
specific activities were reported as nmol of Pi released/min/mg of protein. Variables
were expressed as mean + standard error of the mean (SEM). Bars represent mean
+ S.E.M. (") and (***”) represents significant diference of P<0.001 and P<0.01,

respectivelly. Student's t test for independent samples was used for all the analyses.

Figura 3. Adenosine deamination in lymphocytes (A) and platelets (B) of Hepatitis C
patients and controls. Enzyme activities were reported as U/mg protein. Variables
were expressed as mean * standard error of the mean (SEM). Bars represent mean
+ S.E.M. ("™™**”) indicates a significant diference (P<0.001) and (“*”) indicates a
significant diference (P<0.05), with n=50 (controls) and n=25 (Hepatitis C patients)

(Student's t test for independent samples).

Figura 4. Serum levels of TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 from patients with
Hepatitis C and control group. Bars represent mean * S.E.M. (**) indicates a
significant diference (P<0.05), with controls (n=50) and Hepatitis C patients (n=25)

(Student's t test for independent samples).
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Table 1: In vitro effects of antiretrovirals on E-NTPDase activity in lymphocytes.

ATP hydrolysis ADP hydrolysis
(nmol Pi/min/mg protein) (nmol Pi/min/mg protein)
Control 59.96+2.69 51.81+2.04
Ribavirin 56.93+6.72 51.80+4.18
Telaprevir 54.99+5.77 53.62+3.79
Peginterferon alpha-2a 64.57+5.94 52.64+5.97
Peginterferon alpha-2b 63.36+6.80 48.69+5.28

Enzyme specific activities are reported as nmol of Pi released/min/mg of protein.
Groups: Control, Rivavirin, Telaprevir, Peginterferon alpha-2a, Peginterferon alpha-
2b. Variables were expressed as meanzstandard error of the mean (SEM). P>0.05,

with n=15 (one-way ANOVA- Dunnett's Multiple Comparison Test).



Table 2: In vitro effects of antiretrovirals on E-NTPDase and E-5’-nucleotidase
activities in platelets.

ATP hydrolysis
(nmol Pi/min/mg

ADP hydrolysis
(nmol Pi/min/mg

AMP hydrolysis
(nmol Pi/min/mg

protein) protein) protein)
Control 40.49+0.97 43.17+1.99 13.83+0.38
Ribavirin 37.94+£1.76 43.48+4.87 12.73+0.50
Telaprevir 40.64+2.87 42.12+2.35 14.07+2.19
Peginterferon 40.05+3.75 43.63+3.25 12.97+0.29
alpha-2a
Peginterferon 41.88+3.38 43.44+5.42 14.32+1.08

alpha-2b

Enzyme specific activities are reported as nmol of Pi released/min/mg of protein.
Groups: Control, Rivavirin, Telaprevir, Peginterferon alpha-2a, Peginterferon alpha-
2b. Variables were expressed as meanzstandard error of the mean (SEM). P>0.05,

with n=15 (one-way ANOVA- Dunnett's Multiple Comparison Test).
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5 CONCLUSOES

A sinalizagé@o purinérgica mostrou estar envolvida nas respostas imunes dos

pacientes com hepatite C.

Sugere-se que a reducéo da atividade de E-NTPDase quando utilizado ATP
como substrato possa se dar pela acdo de outra enzima como E-NPP ou
fosfatase alcalina, resultando na formacdo de ADP, promovendo assim
elevacdo na atividade de E-NTPDase em pacientes HCV a fim de

desenvolver mecanismos regulatérios em resposta a presenca de lesbes

hepéticas e processo inflamatério constante.

A manutencdo de baixas concentracdes de ATP e ADP extracelular exercida
pela E-NTPDase presente nas plaguetas induz a um equilibrio destes
nucleotideos a nivel extracelular a fim de reduzir o acimulo de plaguetas no

tecido hepético e consequentemente o processo fibrotico.

A elevada atividade de E-ADA observada em linfocitos e plaguetas vem a
favorecer a producéo de inosina, a qual apresenta atividade antiplaquetéaria e
imunossupressora, contribuindo na reducdo do acumulo plaquetario no

figado.

Os farmacos utilizados no tratamento de portadores de HCV néo interferiram

nas atividades das enzimas analisadas;

A diminuicdo da IL-6, bem como producdo aumentada de IL-4 e IL-10 em
pacientes com HCV sugere uma tentativa de diminuicdo do processo pro-
inflamatorio e o desenvolvimento de possiveis mecanismos compensatorios a

fim de minimizar a lesdo hepatica.
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ANEXOS

Anexo A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Titulo do projeto: “Metabolismo de nucleotideos e nucleosideo da adenina em

linfocitos de pacientes com hepatite C”.

Pesquisadora responsavel: Prof?. Dr2. Daniela Bitencourt Rosa Leal

Instituicdo/Departamento: Departamento de Microbiologia e Parasitologia— UFSM
Telefone para contato: (55) 3220-9581 ou (55) 99467672

Local de coleta de dados:

Nome da paciente: Idade: anos

Responsavel legal:

Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma
pesquisa. Vocé precisa decidir se quer participar ou ndo. Por favor, ndo se apresse
em tomar a decisdo. Leia com atencdo o que esta escrito e pergunte ao responsavel
pelo estudo qualquer duvida que vocé tiver. ApGs ser esclarecido(a) sobre as
informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste
documento, que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra é do pesquisador
responsavel. Em caso de recusa vocé ndo sera punido (a) de forma alguma.
Convidamos vocé também a responder algumas perguntas, de forma voluntaria,
tendo o direito de desistir a qualguer momento.

Objetivo: A pesquisa avaliara algumas substancias que compdem o0 sangue de
pacientes com hepatite C. Buscamos um melhor entendimento sobre esta doenca e
gerando informacdes capazes de no futuro auxiliar no controle e no estabelecimento
de novos tratamentos bem como melhorar a qualidade de vida dos pacientes
portadores da hepatite C.

Procedimento e riscos: Sera realizada uma coleta de sangue de 10mL da veia. E
importante informar que a participacdo na pesquisa nao oferece danos a sua saude.
A coleta serd realizada por um profissional especializado, sendo este procedimento
seguro, mas que pode, as vezes, trazer algum leve desconforto devido a picada da
agulha. O local da coleta de sangue podera ficar dolorido ou arroxeado, voltando ao
normal em poucos dias, ndo causando problemas a sua saude. Providéncias seréo
tomadas a fim de se evitar os riscos da coleta, portanto, se o local da coleta ficar
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arroxeado, sera realizado uma compressdo no local durante pelo menos dois
minutos e compressas frias serdo utilizadas

auxiliando na reducéo da dor. Ao responder ao questionario vocé podera sentir um
leve cansaco.

Beneficios: Os resultados ndo irdo trazer beneficios diretos para vocé, porém sua
contribuicdo é importante para melhorar nossos conhecimentos sobre a hepatite C.
Ao participar desta pesquisa o senhor ndo tera gasto ou lucro financeiro e ndo sera
feito qualquer tipo de pagamento pela sua participacao na pesquisa.

Garantia de acesso: Em caso de duvidas os pesquisadores responsaveis estaréo a
disposicéo para esclarecé-las através do contato pelos telefones: (55) 99467672 —
Daniela Bitencourt Rosa Leal; (55) 97069621- Maria Emilha Basso.

Confidencialidade: as informacGes fornecidas no questionario serdo de
conhecimento apenas dos pesquisadores responsaveis. Em nenhum momento sera
revelado ou utilizado seu nome. Os dados serdo arquivados por um periodo de 5
anos, e depois destruidos. O material biolégico sera coletado e guardado em local
seguro por até 1 (um) ano, utilizados unicamente para os fins descritos e apos este
periodo serdo descartados.

Consentimento da participacao da pessoa como sujeito

Eu, , abaixo assinado, concordo em
participar do estudo que fui convidado. Fui suficientemente informado a respeito das
informagdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Metabolismo
de nucleotideos e nucleosideo da adenina em linfocitos de pacientes com hepatite
C”. Eu discuti com a pesquisadora Maria Emilha Basso sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo,
0s procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participacdo é isenta de despesas. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualgquer momento, antes ou
durante 0 mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que
eu possa ter adquirido, ou no meu acompanhamento/ assisténcia/tratamento neste
Servico.

Declaro, também, que recebi copia do presente Consentimento Livre e
Esclarecido.

Santa Matria, de de 20 )

Assinatura do participante
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Assinatura do coordenador do projeto Assinatura do pesquisador

Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre
em contato:

Comité de Etica em Pesquisa — UFSM - Cidade Universitaria - Bairro Camobi, Av.
Roraima, n°1000 - CEP: 97.105.900 Santa Maria — RS. Telefone: (55) 3220-9362 —
Fax: (55)3220-8009- E-mail: comiteeticapesquisa@smail.ufsm.br - Web:
www.ufsm.br/cep



mailto:comiteeticapesquisa@smail.ufsm.br
file:///C:/Rafael/AppData/Rafael/AppData/Local/Temp/www.ufsm.br/cep
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Anexo B — TERMO DE CONFIDENCIALIDADE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

Titulo do projeto: “Metabolismo de nucleotideos e nucleosideo da adenina em
linfécitos de pacientes com hepatite C”.

Pesquisadora: Prof®. Dra. Daniela Bitencourt Rosa Leal (Coordenadora)
Instituicdo/Departamento: Departamento de Microbiologia e Parasitologia
Telefone para contato: (55) 3220 — 9581

Local da coleta de dados: Hospital Universitario de Santa Maria

Os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a privacidade
das pacientes cujos dados serdo coletados do registro do paciente no arquivo do
HUSM. Concordam, igualmente, que estas informacdes serdo utilizadas Unica e
exclusivamente para execucdo do presente projeto. As informacdes somente
poderdo ser divulgadas de forma anénima e serdo mantidas na sala 4102 do prédio
20 do Departamento de Microbiologia e Parasitologia (UFSM) por um periodo de
cinco anos, sob a responsabilidade da Pesquisadora responsavel. Apos este
periodo, os dados seréo destruidos.

Santa Maria, Maio de 2014.

Prof2 Dr2 Daniela Bitencourt Rosa Leal
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Anexo C — QUESTIONARIO

Titulo do projeto: “Metabolismo de nucleotideos e nucleosideo da adenina em
linfocitos de pacientes com hepatite C”.

Pesquisadora responsavel: Prof2 Dr2, Daniela Bitencourt Rosa Leal — Departamento
de Microbiologia e Parasitologia, UFSM.

Telefone para contato: (55) 3220-9581 ou (55) 99467672

Identificacdo namero:

Data da coleta:

PACIENTE:

Nome:

Sexo: ()M ()F
Raca: ( ) negra ( )branca ( ) mulato ( ) asiatico

Data de nascimento:

Local de nascimento:

Endereco:

Telefone:

SAME:

1. Grupo em que pertence o paciente:
( ) com hepatite C

( ) sem hepatite C

2. Faz uso de alguma medicacao?
( ) Nao

( ) Sim. Quais? ( ) ribavirina ( ) interferon ( ) analgésicos ( ) outros



Outros: Miligramas:

Quantas vezes ao dia?

3. Efumante? ( )Sim () N&o
4. Possui uma das seguintes doencas? Quais?
( ) Hipertensdo ( ) Diabetes ( ) Artrite reumatéide ( ) Coagulopatia

( ) Outras

5. Como e ha quanto tempo descobriu ter hepatite C?

65

6. Quando iniciou a terapia medicamentosa?

7. Existem outras pessoas com hepatite C na familia? Qual o parentesco?

Outras informacg0des relevantes:
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: METABOLISMO DE NUCLEOTIDEOS E NUCLEOSIDEO DA ADENINA EM
LINFOCITOS DE PACIENTES COM HEPATITE C
Pesquisador: Daniela Bitencourt Rosa Leal
Area Tematica:
Versdo: 1
CAAE: 36333914.4.0000.5346
Instituicao Proponente: Universidade Federal de Santa Maria/ Pré-Reitoria de Pés-Graduagéo e
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 832.436
Data da Relatoria: 14/10/2014

Apresentacdo do Projeto:

A hepatite C constitui-se na maior causa de doenca crénica hepatica a qual pode evoluir para cirrose e
carcinoma hepatocelular representando, assim, um problema de satde publica. Sua transmisséo se da pelo
virus da hepatite C (HCV ou VHC), ocorrendo principalmente por via pés-transfusional e também por
procedimentos médicos, odontolégicos, pelo uso de drogas injetaveis, procedimentos de tatuagem e
inje¢des. O processo infeccioso se inicia apés entrada do HCV nos hepatécitos, onde pode permanecer
oculto ao sistema imune inato, apresentando altas porcentagens em hospedeiros e processo inflamatério
continuo, fazendo-se necessdria atuagdo do sistema imune adaptativo, reconhecendo e destruindo estas
células. Atuando de forma essencial para o inicio e a manutencdo das reagdes inflamatérias, os
nucleotideos extracelulares ATP, ADP e AMP e o nucleosideo adenosina sdo importantes moléculas
sinalizadoras que modulam as agdes dos linfécitos. Estas moléculas tem seus efeitos promovidos pela
ativagao de receptores purinérgicos especificos, tais como o receptor P2X7, e sdo catabolizadas através de
um complexo enzimético, formado por E-NTPDase, E-NPP, E-5"-nuclectidase e adenosina desaminase. Tais
enzimas localizam-se na superficie de linfocitos e atuam modulando a resposta inflamatéria e as reagdes
imunes.

Endereco: Av. Roraima, 1000 - prédio da Reitoria - 2° andar

Bairro: Camobi CEP: 97.105-970
UF: RS Municipio: SANTA MARIA
Telefone: (55)3220-9362 E-mail: cep.ufsm@gmail.com
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Sendo assim, sabendo-se que a patologia da hepatite C esta diretamente associada a intensa resposta
imunolégica e ao processo inflamatério, este projeto propde-se avaliar o metabolismo de nucleotideos e
nucleosideo da adenina em linfécitos de pacientes com hepatite C.

Trata-se de um estudo transversal que visa a estudar o metabolismo de nucleotideos e nucleosideo da
adenina em linfécitos de pacientes com hepatite C.

Obijetivo da Pesquisa:
Avaliar o metabolismo de nucleotideos e nucleosideo da adenina em linfécitos de pacientes com hepatite C.

Objetivos especificos

Em pacientes com hepatite C pretende-se:

1)avaliar a atividade da enzima E-NTPDase em linf6citos;

2) avaliar a atividade da enzima E-ADA em linfécitos;

3) quantificar os nucleotideos e nucleosideo da adenina em soro;

4) determinar a expressio de CD73 e CD39 em linfécitos;

5) determinar a expresséo do receptor purinérgico P2X7 em linfécitos;

6) determinar os niveis séricos de citocinas referentes as respostas Th1, Th2 e Th17.

Avaliacado dos Riscos e Beneficios:

Os resultados da pesquisa, nédo irdo trazer beneficios diretos, porém sua contribuigdo é muito importante
para o conhecimento sobre a evolucéo e tratamento da doenga ser aprimorado. Ao participar desta pesquisa
o paciente nao tera gasto ou lucro financeiro e néo seré feito pagamento pela participagéo na pesquisa.

Os riscos sdo minimos e derivam-se da coleta de sangue. Providéncias serdo tomadas a fim de se evitar os
riscos da coleta, portanto, se o local da coleta ficar arroxeado, sera realizado uma compresséo no local

durante pelo menos dois minutos e compressas frias serdo utilizadas auxiliando na redugao da dor. O
preenchimento do questionario poderia causar algum cansago.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Enderego: Av. Roraima, 1000 - prédio da Reitoria - 2° andar

Bairro: Camobi CEP: 97.105-970
UF: RS Municipio: SANTA MARIA
Telefone: (55)3220-9362 E-mail: cep.ufsm@gmail.com
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Consideragoes sobre os Termos de apresentacéo obrigatdria:
O TCLE estd muito bem escrito.

O termo de confidencialidade também esta presente e adequado.

Recomendacdes:

Acesse ao novo site do CEP - http://coral.ufsm.br/cep - e, na aba "Orientagbes gerais”, encontre modelos
para apresentacé@o de documentos.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgées:
Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Néo

SANTA MARIA, 15 de Outubro de 2014

Assinado por:
CLAUDEMIR DE QUADROS
(Coordenador)
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