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RESUMO 
 

Dissertação de Mestrado 
Programa de Pós-Graduação em Ciências Biológicas: Bioquimica 

Toxicologica 
Universidade Federal de Santa Maria 

 

HIDROLISE DE NUCLEOTIDEOS DA ADENINA EM PACIENTES COM 
MENINGITE ASSEPTICA E BACTERIANA 
AUTORA: ARACELLI GNATTA DORNELES 

ORIENTADOR: PROFª. DRª. VANIA LUCIA LORO 
Data e Local da defesa: Santa Maria, 30 de novembro de 2007. 

 

 A meningite é uma grave doença inflamatória das meninges, as membranas 

que recobrem e protegem o encéfalo e a medula espinhal. Os principais agentes 

causadores da meningite são os vírus e as bactérias. Vários trabalhos afirmam que 

a adenosina, produto final da degradação do ATP (quando degradado pelas 

ectonucleotidases), possui um importante papel protetor nas desordens cerebrais. A 

degradação do ATP até adenosina é catalisada pela família das ecto-nucleotidases, 

a NTPDase hidrolisa nucleotídeos extracelulares tri e di-fosfatados (ATP e ADP) até 

nucleotídeos mono-fosfatados (AMP), e a 5�-nucleotidase catalisa a hidrolise do 

AMP até adenosina. 

Neste trabalho verificou-se a hidrólise dos nucleotídeos de adenina no líquor 

de pacientes com meningite asséptica e bacteriana, a fim de comparar a hidrólise 

destes nucleotídeos com pacientes controles (ausência de processo inflamatório 

neural). Foram utilizados pacientes com idade entre 18 e 59 anos de ambos os 

sexos em uma amostragem de 15 pacientes controles, 15 pacientes com meningite 

asséptica e 15 paciente com meningite bacteriana. Para os critérios de inclusão e 

exclusão foram analisados parâmetros tais como: aspecto do líquor, contagem total 

de leucócitos, contagem diferencial de leucócitos, valores de proteína, glicose e 

lactato.  

Obtivemos como resultado uma diminuição significativa da hidrólise do ATP 

nos pacientes com meningite asséptica e bacteriana quando comparados com 

pacientes controles. Ao contrário obtivemos um aumento significativo da hidrólise do 

ADP e do AMP nos dois grupos de meningites quando comparados com os 
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controles. A hidrólise aumentada do ADP e do AMP refere-se talvez a tentativa de 

aumentar a produção de adenosina, que por sua vez possui um conhecido papel 

neuroprotetor frente a insultos cerebrais.    

 

 

 

Palavras-chave: meningite, NTPDase, Liquor, Adenosina 
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ABSTRACT 
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ADENINE NUCLEOTIDE HYDROLYSIS IN PATIENTS WITH 
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AUTHOR: ARACÉLLI GNATTA DORNELES 
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Date and Place of the defense: November 30th, 2007, Santa Maria 

 
The meningitis is a serious inflammatory illness of meninges, the membranes 

that recover and protect encephalo and the spinal cord. The main causing agents of 

the meningitis are the viruses and the bacteria. Some works affirm that the 

adenosine, the final product of ATP hydrolysis (when degraded by 

ectonucleotidases), have an important protective role in brain disorders. Breakdown 

of extracellular ATP to adenosine is catalyzes by ecto-nucleotidases family, the 

NTPDase hydrolyze extracellular nucleotide tri and diphosphates (ATP and ADP) to 

nucleotide monophosphate (AMP) and the 5�-nucleotidase catalyzes the hydrolysis of 

AMP to adenosine.  

In this work we verified adenine nucleotides hydrolysis in the CSF of aseptic 

and bacterial meningitis patients, in order to compare with adenine nucleotides 

hydrolysis in controls patient (absence of neural inflammatory process). Were used 

patients with age between 18 and 59 years of both the sex in a sampling of 15 

patient controls, 15 patients with aseptic meningitis and 15 patients with bacterial 

meningitis. For the criteria of inclusion and exclusion had been analyzed parameters 

like, aspect of the CSF, total counting of leukocytes, distinguishing counting of 

leukocytes, values of protein, glucose and lactate.  

We got as resulted a significant reduction of hydrolysis of the ATP in the 

patients with aseptic and bacterial meningitis when compared with patient controls. In 

contrast we got a significant increase of hydrolysis of the ADP and the AMP in the 

two groups of meningitis when compared with the controls. The increase in ADP and 
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AMP hydrolysis maybe means the attempt of increase the adenosine production, that 

have a recognized neuroprotective actions in brain insults.   

Keywords: meningitis, NTPDase, cerebrospinal fluid, CSF, Adenosine 
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APRESENTAÇÃO 
 

 

Esta dissertação está descrita na seguinte forma: primeiramente são 

apresentados a introdução, os objetivos e a revisão bibliográfica. A seguir, os 

resultados são apresentados na forma de manuscrito, o qual foi escrito seguindo-se 

as normas do periódico ao qual o mesmo foi submetido à publicação. Os itens 

discussão e conclusões, dispostos após o manuscrito, contêm interpretações e 

comentários gerais referentes ao manuscrito. As referências bibliográficas 

apresentadas no final da dissertação referem-se às citações que aparecem nos itens 

introdução, revisão de literatura e discussão. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

A adenosina 5�-trifosfato (ATP) é um nucleotídeo purina encontrado em 

concentrações na faixa do milimolar em praticamente todas as células (Torres et al., 

2002). Além de estarem relacionados ao metabolismo energético intracelular, o ATP 

e seus produtos de hidrólise, adenosina difosfato (ADP) e adenosina, exercem 

funções de regulação em vários processos biológicos, como neurotransmissão, 

contração muscular, metabolismo ósseo, metabolismo do glicogênio hepático, 

função cardíaca, agregação plaquetária e inflamação entre outros (Agteresch et al., 

1999; Torres et al., 2002). 

Já é bem conhecido o papel da adenosina em condições fisiológicas no 

sistema nervoso central (SNC), atuando como um modulador do estado metabólico 

celular e como um neuromodulador nas sinapses nervosas (Cunha, 2001). Sabe-se 

também que a adenosina tem uma ação neuroprotetora em condições patológicas 

(Latini & Pedata, 2001), bem como em processos inflamatórios (Bours et al., 2006), 

na isquemia (Von Lubitz,1999) e nas convulsões (Rudolphi et al., 1992). Também 

tem sido proposto que a adenosina é um potente regulador da circulação cerebral 

(Dunwiddie & Fredholm, 1997). 

Existe uma variedade de enzimas, localizadas na superfície das células 

capazes de hidrolisar nucleotídeos extracelulares, como os nucleotídeos da adenina, 

produzindo como produto final dessa hidrólise, a adenosina. Estas enzimas são 

chamadas de ectonucleotidases (Zimmermann, 1996; Robson et al., 2006). Com o 

passar das décadas várias famílias de ectonucleotidases tem sido descobertas e 

caracterizadas, como por exemplo, a família das ecto-nucleosideo trifosfato 

difosfoidrolase (E-NTPDase/CD39; EC 3.6.1.5), que hidrolisam nucleotídeos 

extracelulares tri e difosfato. A cascata de ectonucleotidases pode ser iniciada por 

uma NTPDase e terminada pela ecto-5�-nucleotidase (CD73; EC 3.1.3.5), enzima 

responsável pela hidrólise de nucleotídeos monofosfato (Robson et al., 2006). 

Assim, este sistema enzimático é uma importante ferramenta para a manutenção e o 

controle das concentrações de purinas extracelulares e conseqüentemente, para a 

regulação do balanço entre as atividades purinérgicas excitatórias e inibitórias 

(Cunha, 2001). Baseado nestas considerações é possível postular que estas 

enzimas são importantes para a modulação fisiológica das funções do SNC, bem 
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como para as atividades neuroprotetoras contra danos cerebrais (Zimmermann, 

2001; Robson et al., 2006). 

A meningite é uma infecção aguda associada com uma reação inflamatória no 

espaço subaracnóideo, podendo ser causada por diversos microorganismos, 

incluindo bactérias, parasitas, vírus ou fungos (Sáez-Llorenz et al., 2003; 

Straussberg et al., 2003). Os índices de mortalidade variam entre crianças, recém�

nascidos e adultos. Um terço dos pacientes que sobrevivem à doença, apresentam 

seqüelas neurológicas como perda temporária ou permanente da audição (Sáez-

Llorens et al., 2003). O diagnóstico da meningite é feito pelos sintomas clínicos do 

paciente e pela análise do líquido cefalorraquidiano, também chamado líquor. 

Dependendo da etiologia da infecção, o aspecto do líquor poderá variar. Em 

pessoas sadias, o líquor apresenta-se cristalino e incolor. Nas meningites, 

parâmentros como cor, transparência, contagem diferencial de leucócitos, 

concentração de glicose, proteínas, lactato, coloração de Gram e cultura podem 

variar (Menaker et al., 2004).  

Na meningite asséptica a contagem total de leucócitos está elevada, ficando 

em torno de 10 a 1000 leucócitos/mm3, sendo que os linfócitos são os leucócitos que 

aparecem em maior quantidade, os valore de proteína estão aumentados, em torno 

de 0,5 a 1,0 g/dL, e os níveis de glicose encontram-se normais (Lewis & Gibbon, 

2000). Já na meningite bacteriana a contagem total de leucócitos está bem elevada, 

superior aquelas encontradas na meningite asséptica, sendo que os neutrófilos são 

os leucócitos que aparecem em maior quantidade, os valores de proteína aparecem 

bem elevados e os níveis de glicose aparecem diminuídos. (Rodriguez et al., 1990; 

Menaker et al., 2005). 

Outro parâmetro que pode ser utilizado para diferenciar a meningite asséptica 

da meningite bacteriana é o nível de lactato no líquor, que se encontra elevado na 

meningite bacteriana, superior a 2,8 mmol/L (Curtis et al., 1981). 

A hidrólise de nucleotídeos da adenina e guanina foi verificada em líquor de 

rato (Portela et al., 2002), entretanto são escassos os estudos em líquor humano. 

Considerando o exposto acima, é de interesse científico a avaliação da hidrólise dos 

nucleotídeos de adenina no líquor de pacientes humanos com meningite asséptica e 

bacteriana. 
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1.1 Objetivos: 

 

 

• Verificar se ocorre hidrólise dos nucleotídeos de adenina no líquor de 

pacientes controles (sem alterações inflamatórias no líquor) e no líquor de pacientes 

com diagnóstico positivo para meningite asséptica ou bacteriana. 

 

• Analisar se existe diferença na hidrólise do ATP, ADP e AMP no líquor dos 

pacientes com diagnóstico positivo para meningite asséptica e bacteriana quando 

comparados com os pacientes controles. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

 

2.1 Meninges 

 

 

 As meninges são constituídas de uma seqüência de três delicadas 

membranas de tecido conjuntivo que recobrem o sistema nervoso central (SNC), 

encéfalo e medula (Fig.1 e Fig.2), com múltiplas funções como proteção contra 

choques mecânicos, processos metabólicos, processos imunológicos e 

termorregulação. São elas a pia-máter (camada mais interna que adere ao cérebro e 

à medula espinhal), a aracnóide (que é a camada intermediária e também serve de 

canal para o líquido cefalorraquidiano) e a dura-máter (que é a camada mais externa 

e resistente) (Wang & Chambers, 2002). 

 

 

                               

 

 
Figura 1 � Meninges Cranianas. Disponível em: < http://www.msd-brazil.com/msd43/m_ 

manual/mm_sec6_59.htm>. Acesso em: 11 out. 2007. 
       



 24

                                         

 

 
Figura 2 � Meninges Espinhais. Disponível em: <http://www.msd-brazil.com/msd43/m_ 

manual/mm_sec6_59.htm>. Acesso em: 11 out. 2007. 
 

 

2.2 Líquido cefalorraquidiano 

 

 

 O líquor é um produto da filtração do plasma, que banha todo o cérebro e a 

medula, sendo uma via de comunicação direta entre eles. Aparentemente o líquor é 

incolor e transparente, semelhante ao plasma ultrafiltrado, vários íons, enzimas e 

outras substâncias são encontrados no líquor normal. Já a sua composição química 

não se parece com a de um ultrafiltrado do plasma, pois possui um conteúdo 

protéico baixo e poucas células (Sickmann et al., 2002; Di Terlizzi & Platt, 2006). As 

concentrações de cloro, sódio e magnésio no líquor são ligeiramente superiores às 

encontradas no plasma, já as concentrações de potássio, cálcio total e glicose, são 

ligeiramente inferiores (Guyton & Hall, 2000).  

O líquor é formado pelos plexos coróides, tecido especializado que se 

encontra no interior das quatro cavidades intra-cerebrais, chamadas de ventrículos 

cerebrais, em uma razão de aproximadamente 0,35 mL/min nos humanos (Di Terlizzi 

& Platt, 2006), quantidade essa reabsorvida pelos vilos aracnóideos para manter um 

volume total de 140 a 170 mL em adultos e de 10 a 60 mL em recém-nascidos 

(Strasinger, 2000). 
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A formação do líquor pelos plexos coróides é constante e feita por meio de 

filtração renovando-se diariamente (Pople, 2002). O Líquor produzido no encéfalo 

flui por entre os ventrículos, através de orifícios denominados forames até o tronco 

cerebral, após recobre a medula espinhal circulando até sua região mais inferior e 

retornando para o encéfalo no espaço subaracnóideo para ser reabsorvido e 

lançado na corrente sanguínea (Fig.3). Há a necessidade de reabsorção do líquor 

constantemente, a fim de evitar-se a pressão intracraniana (PIC) (Schirmer, 1995). 

 

 

                   

 

 
Figura 3 � Circulação liquórica. Disponível em: < http://esclerosemultipla.files.wordpress.com 

/2006/08/men_03.jpg>. Acesso em 14 out. 2007. 
 

 

O líquor tem um papel protetor no SNC. Uma das primeiras funções do líquor 

é proteger o cérebro das mudanças na pressão arterial e venosa associadas com a 

postura, respiração e esforço físico. Em síntese, o líquor ajuda a modular a variação 

normal da PIC e juntamente com o fluxo sanguíneo cerebral, auxiliam na auto-

regulação da PIC. Outra característica de proteção é o seu papel na excreção de 

produtos potencialmente tóxicos do metabolismo cerebral. Juntamente com a 

proteção, o líquor desempenha papel fundamental no metabolismo cerebral atuando 

como um transportador de nutrientes vindo do sistema circulatório sanguíneo para o 

sistema nervoso. O líquor age também como um veículo de transporte intra-cerebral 
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de substâncias biologicamente ativas, como as substâncias liberadoras de 

hormônios (Strasinger, 2000; Di Terlizzi & Platt, 2006).  

Em adição ao transporte de nutrientes, eventualmente o líquor pode 

transportar também agentes infecciosos como vírus, bactérias e parasitas para o 

espaço subaracnóideo (Guyton & Hall, 2000). Assim, para confirmar um diagnóstico 

positivo de infecção no sistema nervoso, ou alguma lesão, é necessário um exame 

do líquor, que é coletado por punção lombar (Lewis & Gibbon, 2000). 

 

 

2.2.1 Punção lombar 

 

 

Uma agulha pequena e oca é inserida na parte inferior do canal espinhal, em 

geral entre a terceira e a quarta ou entre a quarta e a quinta vértebras lombares, 

abaixo do ponto onde termina a medula espinhal (Fig.4). O líquido cefalorraquidiano 

é coletado geralmente em três tubos estéreis e as amostra são enviadas ao 

laboratório para serem examinadas. O primeiro tubo que recebe a primeira alíquota 

de líquor é utilizado para análises bioquímicas e sorológicas, o segundo tubo em 

geral é usado para microbiologia, e o terceiro tubo destina-se ao setor de 

hematologia para ser feita a contagem celular, já que esta fração da amostra tem a 

menor probabilidade de conter células introduzidas acidentalmente pelo 

procedimento de punção espinhal (Strasinger, 2000). 

 

 

                           

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4 � Punção lombar. Disponível em: <http://esclerosemultipla.files.wordpress.com/ 

2006/07/�unção_lombar.jpg>. Acesso em 14 out. 2007. 
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2.3 Meningite 

 

 

A meningite é uma infecção aguda associada a uma considerável reação 

inflamatória ocorrida nas meninges, mais especificamente no espaço subaracnóideo, 

incluindo a pia-máter, a membrana aracnóide e o líquor. O processo inflamatório se 

estende através do espaço subaracnóideo pelo encéfalo e medula. Vários são os 

agentes etiológicos causadores da meningite, sendo os vírus e as bactérias os 

principais. Os Parasitas e os fungos podem também desencadear a meningite, 

porém são menos freqüentes (Sanvito, 1997; Sáez-Llorenz et al., 2003; Straussberg 

et al., 2003). 

A meningite está entre as infecções que acometem o SNC, e que determina 

elevados índices de morbidade e mortalidade. Os índices de mortalidade variam 

entre crianças, recém�nascidos e adultos. Um terço dos pacientes que sobrevivem à 

doença apresenta seqüelas neurológicas. Perda temporária ou permanente da 

audição, cegueira, convulsões, hidrocefalia e deficiência motora são exemplos de 

seqüelas causadas pela meningite (Sáez-Llorens et al., 1990; Neumann & 

Thompson, 1998; Sáez-Llorens et al., 2003).  

O diagnóstico da meningite é feito através dos sinais clínicos juntamente com 

as análises laboratoriais. Dependendo da etiologia da infecção, o aspecto do liquor 

poderá variar, nas meningites, parâmetros como cor, transparência, contagem 

diferencial de leucócitos, concentração de glicose, proteínas, lactato, coloração de 

Gram e cultura, auxiliam no diagnóstico (Menaker et al., 2004). Os sintomas clínicos 

são a febre, a cefaléia, a rigidez do pescoço, a dor de garganta e o vômito (Begg et 

al., 1999).  

 

 

2.3.1 Meningite Asséptica 

 

 

 A meningite asséptica é uma denominação utilizada para a inflamação das 

meninges causada por agentes virais, porém, este tipo de meningite também pode 

ser causada por agentes químicos (alguns medicamentos utilizados no tratamento 

do câncer ou em transplantes de órgãos e mesmo antiinflamatórios não esteróides 
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(por exemplo, o ibuprofeno) também podem causar inflamação das meninges.) e 

malignidades disseminadas (algumas células tumorais podem provocar meningite ). 

Dentre os agentes etiológicos virais, destaca-se o enterovírus como o principal 

causador de meningite asséptica (Lamarão et al., 2005). 

 A meningite asséptica é geralmente a inflamação das meninges com a menor 

gravidade e cura-se sem tratamento específico (Kleine et al., 2003). 

 Neste tipo de meningite encontra-se no líquor uma contagem celular 

moderadamente elevada, ficando em torno de 10 a 100 leucócitos/mm3. A 

porcentagem de linfócitos e monócitos é alta. O aspecto do líquor antes da 

centrifugação é pouco turvo, devido à pequena elevação no valor de proteínas, 

ficando em torno de 50 a 100mg/dL, após a centrifugação seu aspecto é incolor. Os 

valores de glicose permanecem normais (Lewis & Gibbon, 2000). 

 

 

2.3.2 Meningite Bacteriana 

 

 

 A meningite bacteriana é a inflamação das meninges causada por bactérias. 

É uma doença com alto risco de vida e é considerada mais perigosa que a meningite 

asséptica por resultar em sérios danos ao sistema nervoso. Na meningite bacteriana 

é importante saber a bactéria causadora para que se possa fazer um tratamento 

adequado à base de antibióticos. Os patógenos mais comuns são o Streptococcus 

pneumoniae, Neisseria meningitidis, Haemophilus infuenzae tipo B e Streptococcus 

agalactiae (Neumann & Thompson, 1998; Weisfelt et al., 2007).  

 Entre os achados laboratoriais da meningite bacteriana, encontra-se uma 

contagem elevada de células brancas, ficando em torno de 1000 a 5000 leucócitos/ 

mm3 com uma predominância de neutrófilos. A proteína costuma estar elevada pelo 

menos três vezes em relação ao valor normal. Pelo consumo de glicose pela 

bactéria e pela lesão neuronal, temos a glicorraquia, assim os valores de glicose 

estão bastante diminuídos (Neumann & Thompson, 1998). 
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2.4 Nucleotídeos da adenina 

Os nucleotídeos possuem três componentes característicos: uma base 

nitrogenada, uma pentose e um grupo fosfato. As bases nitrogenadas são derivadas 

de dois compostos ancestrais, as pirimidinas e as purinas. São chamados 

nucleotídeos de adenina aqueles que possuem como base nitrogenada uma purina 

denominada adenina (Fig.5) (Lehninger et al., 2000).  

O ATP, um nucleotídeos purina trifosfatado, pode ser hidrolisado até ADP, um 

nucleotídeo difosfatado, seguidamente até AMP, um nucleotídeo monofosfatado, e 

finalmente até adenosina (Wink et al., 2003).  

Os nucleotídeos são amplamente encontrados em animais e plantas, e sabe-se 

que são responsáveis por regular várias funções fisiológicas e patológicas (Wink et 

al., 2003). Há algum tempo atrás se pensava que os nucleotídeos de adenina 

possuíam um exclusivo papel intracelular, agora já é conhecido seu amplo efeito 

extracelular como neurotransmissores e neuromoduladores (Torres et al., 2002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 � Estrutura dos nucleotídeos e do nucleosídeo de adenina. Disponível em: 
<http:/textbookofbacteriology.net/metabolism.html>. Acesso em 19 out. 2007. 
 

2.4.1 Adenosina 5�-trifosfato (ATP) 

 

 

 O ATP possui um papel intracelular bem estabelecido no metabolismo 

energético das células. Extracelularmente, o ATP participa de uma série de 
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processos biológicos como: neurotransmissão, contração muscular, função cardíaca, 

agregação plaquetária, metabolismo do glicogênio hepático e processos 

inflamatórios (Torres et al., 2002).  

ATP contido em vesículas sinápticas é liberado para estimular nervos 

terminais, bem como para ativar nervos pré-sinápticos. Uma vez liberado o ATP 

pode atuar como um rápido neurotransmissor em algumas sinapses ou como um 

neuromodulador pré-sináptico (Cunha & Ribeiro, 2000; Burnstock & Williams, 2000). 

O ATP atua como neurotransmissor no sistema nervoso simpático e 

parassimpáticos, e também nos nervos sensoriais do sistema nervoso periférico. É 

reconhecida também sua ação transmissora no SNC, possivelmente na 

comunicação neurônio-glia e glia-glia. O papel modulador do ATP, no sistema 

nervoso periférico, é controlar a sinalização da maioria dos neurotransmissores, 

como glutamato, GABA, acetilcolina, noradrenalina e serotonina (Cunha & Ribeiro, 

2000). Outra possível ação do ATP é como molécula endógena sinalizadora no 

processo inflamatório e imune (Bours et al., 2006).  

 

 

2.4.2 Adenina 5�-difosfato (ADP) 

 

 

O ADP é o principal agonista envolvido no recrutamento e agregação das 

plaquetas em locais de injúria vascular. Concentrações micromolar de ADP são 

suficientes para induzir a agregação plaquetária em humanos (Marcus et al., 2003; 

Duarte et al., 2007).  

 

 

2.4.3 Adenina 5�-monofosfato (AMP) 

 

 

 Quando o AMP está em concentrações elevadas, é ele que cumpre o papel 

de sinalizador, a fim de adaptar o metabolismo primário do desbalanço metabólico. 

Porém essa sinalização é intracelular, já que o AMP não consegue atravessar a 

membrana da célula (Cunha, 2001). 
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2.4.4 Adenosina 

 

 

 A adenosina tem várias funções no SNC. É bem conhecido seu papel como 

mensageiro trans-celular, sinalizando o desbalanço metabólico.  Além disso, possui 

um papel homeostático no controle do metabolismo celular. Junto ao seu papel 

como modulador homeostático, a adenosina também cumpre um papel 

neuromodulatório, no qual a adenosina regula a liberação de neurotransmissores, a 

ligação pós-sináptica e a ação de outros sistemas de receptores (Cunha, 2001). 

 A adenosina atua de maneira protetora em condições patológicas, como na 

isquemia e nas convulsões induzidas por injúrias neurais. Propõe-se também que a 

adenosina é um potente regulador da circulação cerebral (Latini & Pedata, 2001).   

 Evidências indicam que juntamente com o ATP, a adenosina funcione como 

um sinalizador endógeno que controla a resposta inflamatória e imune. Essa inter-

relação entre o ATP e adenosina é baseada na presença de uma grande família de 

receptores purinérgicos (P1 e P2, receptores para a adenosina e para o ATP 

respectivamente) (Bours et al., 2006). A adenosina inibe a agregação plaquetária, 

tornando-se um agente protetor dos vasos e artérias, protegendo os mesmos da 

instalação da placa arterosclerótica (Spronk et al., 2004; Duarte et al., 2007). 

 Alguns trabalhos apontam um aumento na hidrólise dos nucleotídeos de 

adenina com conseqüente aumento na produção de adenosina em condições 

patológicas como o diabetes e o câncer de mama. (Lunkes et al., 2003; Araújo et al., 

2004). 

 

 

2.5 Enzimas que degradam nucleotídeos de adenina 

 

 

Ectonucleotidases são ectoenzimas que hidrolisam nucleotídeos 

extracelulares aos seus respectivos nucleosídeos (Robson et al., 2006).  

A hidrolise do ATP e do ADP até AMP é catalisada por ecto-NTPDase 

(apirase, CD39, ATP difosfoidrolase) e o AMP formado pela ação desta enzima é 

hidrolisado até adenosina pela ação da 5�-nucleotidase (CD73,                

E.C.3.1.3.5), duas enzimas capazes de controlar a disponibilidade de ligantes como 
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ATP, ADP e AMP aos seus receptores específicos (Zimmermann, 1992; 

Zimmermann, 1996). 

Com o passar das décadas ectonucleotidases pertencentes a várias famílias 

de enzimas tem sido descobertas, clonadas e caracterizadas (Fig.6). Este estudo 

avançado em relação a estas enzimas tem resultado em uma considerável 

descoberta sobre a estrutura e função destas enzimas, bem como na definição de 

suas implicações fisiológicas e pato-fisiológicas em uma considerável variedade de 

tecidos (Robson et al., 2006). 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6 � Estrutura das enzimas da família NTPDase � Robson et al. 2006. 

 

 

2.5.1 NTPDase  (ATP difosfoidrolase, Apirase, Ecto/CD39, E.C. 3.6.1.5) 

 

 

 A E-NTPDase (ecto-nucleosídeo trifosfato difosfoidrolase) é o termo que se 

utiliza para designar uma família de enzimas localizadas na membrana plasmática 

de várias células, inclusive células do tecido nervoso (Zimmermann, 1996), e que 

hidrolisa nucleotídeos extracelulares di e/ou trifosfatados como o ATP e o ADP, na 
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presença de Ca2+/Mg2+ (são inativas na sua ausência), até nucleotídeos 

monofosfatados como o AMP (Wang & Guidotti, 1996; Robson et al., 2006).  

 A família das NTPDase é atualmente composta por 8 membros. Quatro das 

NTPDases são tipicamente encontradas na superfície das células, com um sítio 

catalítico extracelular (NTPDase1, 2, 3, 8). As NTPDases 5 e 6 apresentam 

localização intracelular, mas podem ser hidrolisadas e liberadas para o meio 

extracelular, e as NTPDases 4 e 7 que estão totalmente localizadas na região 

intracelular e seu centros ativos estão direcionados para o lúmem das organelas 

citoplasmáticas  

Todos os membros desta família apresentam em sua estrutura no mínimo 

cinco domínios chamados regiões conservadas de apyrase (ACR), que é o local que 

apresenta grande similaridade na seqüência de aminoácidos. Tais domínios estão 

diretamente envolvidos na atividade catalítica da enzima e/ou na integridade 

estrutural das E-NTPDases (Zimmermann, 2001; Robson et al., 2006).  

As E-NTPDases 1,2,3 e 8 estão ancoradas na superfície celular através de 

dois domínios transmembranas com dois grupamento amino e carboxi terminal 

hidrofóbicos, enquanto que as NTPDases 5 e 6 possuem apenas um domínio 

transmembrana com um grupamento amino terminal (Fig. 7) (Maliszewski et 

al.,1994; Zimmermann 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7.E-NTPDases -  Adaptado de Zimmermann (2001). 
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 As ações biológicas das E-NTPDases tem sido relatadas em vários eventos e 

tipos celulares. Dependendo da localização tecidual a sua atividade enzimática tem 

diferentes funções fisiológicas. O mecanismo tromborregulatório no sistema 

vascular, o papel imunorregulatório nos processos imunes e inflamatórios e o papel 

neuromodulador e neuroprotetor no sistema nervosos, são alguns exemplos das 

ações dessas enzimas (Lunkes et al., 2003; Robson et al., 2006; Duarte et al., 

2007).  

 

 

2.5.2 5� �Nucleotidase (CD73, E.C.  3.1.3.5) 

 

 

Existem sete tipos de 5�-nucleotidases humanas isoladas e caracterizadas. 

Estas enzimas variam de acordo com a sua localização celular, onde cinco destas 

enzimas estão localizadas no citosol, uma na matriz mitocondrial e uma ancorada no 

exterior da membrana plasmática (Fig.8). Estas enzimas têm em comum sua 

habilidade de catalisar a hidrólise de uma variedade de nucleotídeos 

monofosfatados como o AMP até o seu nucleosídeo, no caso a adenosina. As 5�-

nucleotidases têm também a função de regular os níveis de nucleotídeos e 

nucleosídeos celulares (Hunsucker et al., 2005). 

A ecto-5�-nucleotidase é uma enzima ancorada a membrana plasmática via 

uma molécula de GPI (glicofosfatidil inositol) com seu sítio catalítico voltado para o 

meio extracelular (Fig. 8) (Zimmermann, 1998). 
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Figura 8 � Estrutura da 5�-nucleotidase ancorada a membrana plasmática via uma molécula 
de GPI. Adaptado de Zimmermann (2001). 
 

 

 O papel da 5�-nucleotidase está intimamente ligado à produção de adenosina, 

assim a função desta enzima está ligada a todas as funções fisiológicas e protetoras 

em patologias, ligadas a adenosina. Vários experimentos evidenciam que esta 

enzima também participa no controle dos níveis extracelular de ATP na fenda 

sináptica e no controle da neurotransmissão e neuromodulação purinérgica 

(Dunwiddie & Masino, 2001; Schetinger et al., 2001). 

 

2.6 Receptores Purinérgicos no sistema nervoso central 

 

 

 Os purina nucleotídeos e nucleosídeos extracelulares iniciam uma vasta 

gama de respostas celular através da ativação de receptores. Como já foi visto, são 

as ectonucleotidases que controlam os níveis de nucleotídeos e nucleosídeos na 

superfície das células (Burnstock & Williams 2000). 

 Os receptores purinérgicos são divididos em receptores de nucleosídeos, que 

são os receptores P1, e os receptores de nucleotídeos, que são os receptores P2. 
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Existem dois grandes grupos de receptores de nucleotídeos extracelulares, que são 

os receptores P2X, chamados ionotrópicos, pois estão ligados a canais iônicos, e os 

receptores P2Y, chamados metabotrópicos, pois estão acoplados a uma proteína G 

(Kunapuli et al., 2003). 

Os neurônios do SNC possuem receptores P2X e P2Y sensíveis ao ATP. 

Acredita-se que os receptores P2X medeiam uma resposta sináptica rápida a 

transmissão do ATP, enquanto os receptores P2Y medeiam uma pequena mudança 

no potencial de membrana em resposta a liberação não sináptica do ATP ou a 

interação com receptores para outros transmissores. Dependendo da localização do 

receptor, ocorre uma determinada ação. Os receptores P2 pós-sinápticos e os 

receptores pré-sinápticos P2X parecem exercer efeito excitatório, enquanto que os 

receptores pré-sinápticos P2Y são inibitórios (Illes & Ribeiro, 2004). 

O ATP pode antagonizar a ação do ADP mediante receptor P2Y na 

agregação plaquetária. A adenosina possui efeitos sedativos no SNC pela ativação 

de receptores P1 ao contrário do ATP que possui efeitos excitatórios via ativação de 

receptores P2 nas células nervosas (Burnstock & Williams, 2000). 
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ABSTRACT 

 

The meningitis is a disease with high mortality rates capable to cause neurologic 

sequelae. The adenosine (the final product of ATP hydrolysis by ectonucleotidases), 

have a recognized neuroprotective actions in the central nervous system (CNS) in 

pathological conditions. The aim of the present study was evaluate the adenine 

nucleotides hydrolysis for to verify one possible role of ATP, ADP and AMP 

hydrolysis in inflammatory process such as meningitis. The hydrolysis was verified in 

cerebrospinal fluid (CSF) from human patients with aseptic and bacterial meningitis. 

Our results showed that the ATP hydrolysis was reduced 12.28% (p<0.05) in 

bacterial meningitis and 22% (p<0.05) in aseptic meningitis. ADP and AMP 

hydrolysis increased 79.13% (p<0.05) and 26.37% (p<0.05) in bacterial meningitis 

respectively, and 57.39% (p<0.05) and 42.64% (p<0.05) in aseptic meningitis 

respectively. This may be an important protective mechanism in order to increase 

adenosine production. 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: Aseptic Meningitis, Bacterial Meningitis, Meningitis, Adenosine, 

NTPDase, Cerebrospinal fluid 
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1. INTRODUCTION 

 

Several cell types including neurons and glial cells can release nucleotides 

and nucleosides into the extracellular space. These substances play an important 

role in physiological and/or pathologycal conditions [1]. Adenosine 5�-triphosphate 

(ATP) is a purine nucleotide found in millimolar concentrations in a variety of cells, 

including neural cells. ATP is a neurotransmitter of sensory nerves in sympathetic 

and parasympathetic peripheral nervous system, as well as in the central nervous 

system (CNS) [2, 3]. Once released, ATP can act as a fast neurotransmitter in some 

synapses or as a presynaptic neuromodulator [4]. Most commonly, the released ATP 

is metabolized extracellularly into adenosine by a cascade of ectonucleotidases [5]. 

Extracellular ATP and its breakdown products, such as adenosine 

diphosphate (ADP), adenosine monophosphate (AMP), and adenosine have 

important effects on a variety of biological processes [3]. Adenosine, final product of 

ATP breakdown, may be formed intracellularly in the CNS from degradation of AMP 

by 5�-nucleotidase [6] or extracellularly from degradation of AMP by ecto-5�-

nucleotidase [7]. Considering the excitatory effects of ATP and the neuroprotective 

effects of adenosine, the release of adenine nucleotides is an important step in the 

modulation of several functions of CNS [8].  Current evidences indicate that ATP and 

adenosine are also important endogenous signaling molecules in immunity and 

inflammation process [9]. Adenosine acts in physiological conditions, including 

neurotransmission, muscle contraction, platelet aggregation, cardiac function, and 

vasodilatation [10, 11, 9]. Adenosine has also been proposed to be a potent regulator 

of cerebral blood flow [12,13] and to have protective actions in pathological 

conditions, like brain ischemia [14], diabetes [15], cardiovascular pathology 
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associated with hypercholesterolemia, hypertension and platelet aggregation [16,17], 

cancer [18], and inflammatory processes [9].  

Ectonucleotidases are ectoenzymes that hydrolyze extracellular nucleotides to 

the respective nucleosides. These enzymes are located in various tissues and are 

Ca2+ or Mg2+ activated. Besides, they have been well characterized in the central 

nervous system (CNS) [19,20,17,21]. NTPDases were included in ecto-nucleoside 

triphosphate diphosphohydrolase (E-NTPDase/CD39) family (NTPDase 1,2,3 and 8) 

[22] . The ecto-5�-nucleotidase, which is responsible for extracellular degradation of 

AMP, is the best-characterized enzymatic source of adenosine [13]. 5�-nucleotidase 

activities have been described in mammalian tissues with different biochemical and 

molecular properties [6]. Complete ATP hydrolysis by NTPDase and 5´-nucleotidase 

may be relevant to the general pathogenesis or acute and chronic brain disorders, 

such as neurodegenerative diseases [23,14,24]. Consequently, taken together 

NTPDase and 5´-nucleotidase activities contribute for the regulation of the balance 

between excitatory and inhibitory purine activities in the CNS [5,25,24]. 

In this context, adenine nucleotide hydrolysis can be important in CNS 

inflammatory diseases as meningitis, which is a severe acute infectious disease 

caused by microorganisms, such as viruses, bacteria, parasites, and fungi [26,27]. 

This disease is associated with a considerable inflammatory reaction in the 

subarachnoid space [27]. Fatality rates associated with this disease can be as low as 

2% in infants and children, and as high as 20�30% in neonates and adults 

[28,26,27]. Diagnosis and initial treatment depends mainly on clinical symptoms and 

signs, as well as on the results of conventional cerebrospinal fluid (CSF) analyses. 

CSF changed its composition in the meningitis process [29]. The CSF analyses 
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include number and type of cells, and protein and glucose levels; however, in some 

specific cases these clinical data do not allow differential diagnosis [30,31].  

In aseptic meningitis the cell counts are in the range of 10�1000 

leukocytes/mm3, with lymphocyte predominanc. CSF protein is slightly raised at 0.5�

1.0 g/L and CSF glucose is normal [32]. On the contrary, CSF of a patient with 

bacterial meningitis reveals an increased white blood cell count and predominance of 

polymorphonuclear leucocytes. A low glucose concentration in CSF of bacterial 

meningitis patients was observed in relation to control patients [34,26]. Some authors 

recognize that CSF lactate estimation is a good discriminator between bacterial and 

aseptic meningitis [35,36].  

Considering the importance of adenine nucleotides hydrolysis for nervous 

system the question to be discussed is on the importance of this hydrolysis in CSF of 

patients with meningitis. Therefore, the objective of this study was to compare ATP, 

ADP, and AMP hydrolysis between healthy patients and patients that developed 

bacterial or aseptic meningitis.  

 

2. MATERIALS AND METHODS 

 

2.1 Patients � experimental groups 

 

The present study included 45 patients, with age ranging from 18 to 64 years 

old. The CSF samples of healthy patients were considered only absence of central 

nervous system inflammatory diseases (Table I). CSF samples obtained by lumbar 

puncture in the Caridade Hospital Santa Maria - RS were centrifuged and the 

supernatant was used for routine examination in the LABIMED Santa Maria � RS. 
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The remainder from LABIMED was used for the determination of adenine nucleotide 

hydrolysis and lactate measure. The protocol was approved by the Human Ethics 

Committee of the Health Science Center, Federal University of Santa Maria (Protocol 

number: 23081.017441/2006/97). The diagnosis was based in CSF aspect, white 

blood cell count, glucose and protein concentration (Table II). The biochemical 

concentrations of CSF were measured using standard enzymatic methods of Ortho-

Clinical Diagnostics � Johnson & Johnson reagents, with a fully automated analyzer 

(Vitros 950®- dry chemistry, Rochester, New York). Hematological determinations 

were performed using an analyzer Pentra 120® (ABX, Monpellier, France) from 

LABIMED Santa Maria � RS. The CSF samples (100 uL) was centrifuged with 10% 

TCA during 5 min at 1000 x g for obtain CSF deproteinated supernatant. Supernatant 

free protein was used to estimate CSF lactate content according to Harrower and 

Brown [38] with some modifications. 

 

2.2 ATP and ADP hydrolysis 

 

The samples used in experimentation were centrifuged at 4500 x g at 5°C for 

5 min, to obtain cell-free supernatants (S1). The supernatant (S1) was added to the 

reaction medium and used for enzymatic assay. Twenty microliters of the CSF 

preparation (4-7 µg protein) were added to the reaction mixture of NTPDase and 

preincubated for 10 min at 37°C, to a final volume of 200 µL. NTPDase activity was 

determined by the method of Schetinger et al. [39] with some modifications. The 

reaction medium containing 5 mM CaCl2, 5 mM KCl, 0.1 mM EDTA, 10 mM glucose 

+ 225 mM sucrose and 45 mM Tris�HCl buffer, pH 7.5 was started by the addition of 

ATP or ADP as substrate at a final concentration of 1 mM. The reaction was stopped 
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by the addition of 200 µL of 10% trichloroacetic acid (TCA) to provide a final 

concentration of 5%. The inorganic phosphate (Pi) released by ATP and ADP 

hydrolysis was measured by the method of Chan et al. [40] using KH2PO4 as 

standard. Controls were carried out to correct for nonenzymatic hydrolysis by adding 

CSF after TCA addition. All samples were run in triplicate. Enzyme activities are 

expressed as nmol Pi released/min/mg protein. 

 

2.3 AMP hydrolysis 

 

The samples preparation for AMP hydrolysis was the same for ATP and ADP 

hydrolysis. Twenty microliters of the CSF preparation (4-7 µg protein) were added to 

the reaction mixture of reaction and preincubated for 10 min at 37°C, to a final 

volume of 200 µL. AMP hydrolisis was determined by the method of Portela et al. [8] 

with some modifications, in a reaction medium containing 5 mM MgCl2 and 50 mM 

Tris�HCl buffer, pH 7.2. The reaction was started by the addition of AMP as substrate 

at a final concentration of 1mM. The reaction was stopped by the addition of 200 µL 

of 10% trichloroacetic acid (TCA) to provide a final concentration of 5%. The 

inorganic phosphate (Pi) released by AMP hydrolysis was measured by the method 

of Chan et al. [40] using KH2PO4 as standard. All samples were run in triplicate. 

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

 

2.4 Protein determination 

 

Protein was determined by the Coomassie blue method using bovine serum 

albumin as standard [41]. 
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2.5 Statistical analysis 

 

Comparison among multiple groups was performed by one-way ANOVA 

followed by Student�Newman�Keuls post-hoc tests, when necessary. The hydrolysis 

values obtained were compared by Student t-test. p<0.05 was considered significant 

for all statistical analyses. 

 

6. RESULTS 

 

ATP, ADP, and AMP hydrolysis were verified in cerebrospinal fluid of healthy 

patients (non inflammatory diseases associate) to compare with the same 

nucleotides hydrolysis in cerebrospinal fluid of aseptic and bacterial meningitis. ATP 

hydrolysis was decreased 12.28% (p< 0.05) in bacterial meningitis and 22% (p< 

0.05) in aseptic meningitis when comparing to the control. In the aseptic meningitis, 

the ATP hydrolysis was lower than bacterial meningitis (Fig. 1).  

On the other hand, ADP and AMP hydrolysis had an increase of 79.13% (p< 

0.05) and 26.37% (p< 0.05) in bacterial meningitis, respectively, and 57.39% (p< 

0.05) and 42.64% (p< 0.05) in aseptic meningitis, respectively, when comparing to 

the control values (Figs. 2 and  3). 

The Km value for control patients was verified varying ATP (100-2000 µM), 

ADP (100-2000 µM), and AMP (10-200 µM) concentrations. The apparent Km and 

Vmax for ATP (n=4, mean ± S.D.) were 44.8 µM and 7.1 nmol Pi /min per mg protein, 

for ADP (n=4, mean ± S.D.) were 30.6 µM and 14.2 nmol Pi /min per mg protein and 

for AMP were 16 µM and 5.5 nmol Pi /min per mg protein (Lineweaver�Burk plot).  
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In order to determine whether the nucleotidase activities in CSF were soluble 

or membrane bound, we measured ATP, ADP, and AMP hydrolysis both in the 

supernatants and pellets of a centrifugation at 4000 x g for 5 min and of an 

ultracentrifugation at 43 000 x g for 1 h. Enzymatic activities in the pellets were less 

than in the supernatants. These results were not influenced by inflammatory process 

of meningitis (Table III). So, we decide working with the supernatant because the 

highest enzymatic activities in this fraction suggest that we were essentially dealing 

with soluble nucleotidases present in the supernatants. Patients with bacterial 

meningitis showed lactate values increase in CSF as compared to patient control 

values, while in aseptic meningitis no alteration in lactate levels was observed (Fig. 

4).  

 

7. DISCUSSION 

 

Our data clearly demonstrate that adenine nucleotide hydrolysis in 

cerebrospinal fluid (CSF) was modified in patients with aseptic and bacterial 

meningitis. When analyzing ATP hydrolysis, a slight decrease in aseptic and bacterial 

meningitis patients compared with control patients was observed. This was a 

surprising result because ATP, once released in extracellular space, is quickly 

metabolized into adenosine by a cascade of ectonucleotidases [5]. 

It is well known that the extracellular ATP levels rise in response to cell 

damage caused by physical trauma or pathogens [9]. ATP release diffuses through 

the pericellular space and activates adjacent cells involved in inflammatory and 

immune responses, like epithelial cells, macrophages, and fibroblast [42]. The 

binding of ATP to purinergic receptors of the P2X and P2Y families has many pro-
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inflammatory effects [43]. In fact, purinergic signaling might influence cellular 

activation, proliferation, and induction of apoptosis observed in several inflammatory 

states [44].   

CD39 is a nucleoside triphosphate diphosphohydrolase that converts 

extracellular ATP to AMP. This enzyme is expressed by many types of leukocytes 

and by vascular endothelial cells [45]. As a result, ATP-generation and ATP-

consuming pathways coexist on the surface of leukocytes and endothelial cells and 

their dynamic balance regulates local ATP and adenosine levels in this 

microenvironment [45]. Meanwhile, nucleotidases can be found as soluble forms in 

biological fluids [46]. In the context of meningitis inflammatory process perhaps, ATP 

may have been hydrolyzed by ectoenzymes present on the surface of leukocytes and 

by a NTPDase soluble form. Soluble forms of nucleotidases have been shown to be 

released from cultured cells expressing these enzymes, as well as from nervous 

system [24, 46, 8]. According to Todorov et al. [48] soluble enzymes degrade ATP to 

adenosine, and according to Westfall et al. [47] these enzymes also degrade ADP to 

adenosine. Thus, in neural tissue the initial dephosphorylation from ATP to ADP is an 

important step in the metabolism from ATP to adenosine.  

In addition, evidences indicate that there are intracellular molecules that are 

exteriorized into the extracellular environment of the tissue trauma and have pro-

inflammation activity. These molecules would have the ability to alert the body about 

danger and initiate the immune response [42]. This is the �danger signal� hypothesis 

and the extracellular nucleotides have all the essential features for this task because 

they are present at a high concentration intracellular and are quickly released upon 

damage of the cell membrane [49,42]. 
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Many works have uncovered several interactions between ectoenzymes and 

the adhesion and activation molecules that are involved in leukocytes trafficking 

between the blood and the tissue damage [45].  

The increase in ADP and AMP hydrolysis in aseptic and bacterial meningitis 

observed in the present study is very significant. Itis important to point out  that ADP 

and AMP hydrolyses produce adenosine. These data agree with other works that 

showed adenosine production in CNS in brain insults and in inflammatory processes 

[5, 9]. Like ATP, adenosine can also be considered a danger molecule, because its 

extracellular levels increase in response to tissue damage [9]. The adenosine is 

normally present in the extracellular fluid in most tissues of the body, including the 

brain. Adenosine has an important neuroprotective role in CNS in pathological 

conditions [50, 3]. According to Latini and Pedata [13], evidences indicate that the 

adenosine release for extracellular space by physiological stimuli originates per se 

from neurons, meaning that in physiological conditions most adenosine is derived 

from intracellular AMP [51], whereas under conditions of increasing metabolic activity 

and for a mismatch between energy supply and demand, the adenosine extracellular 

is attributable to the degradation of extracellularly released nucleotides [13]. 

Adenosine activates specific receptors of neutrophil, working as an 

antiadhesive signal for the binding of neutrophils to endothelial cells. Thus, 

adenosine prevents leukocytes activation, downregulates the expression of vascular 

adhesion molecules, and decreases leukocyes trafficking by inhibition of cytokine 

release from the endothelium [45]. Furthermore, adenosine acts as an 

immunosuppressive agent, which may have relevance for both cell-mediated and 

inflammatory immune responses [52]. In this study adenosine formation can be 
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important as a neuroprotective mechanism against inflammatory process generated 

by meningitis. 

 

8. CONCLUSION: 

 

In conclusion, our study demonstrated that the hydrolysis of adenine 

nucleotides was modified in aseptic and bacterial meningitis, mainly by an NTPDase 

soluble form, indicating that there may be a neuroprotective attempt associate with 

adenosine production. The enhancement of ADP and AMP hydrolysis and the 

decrease in ATP hydrolysis is likely to have an important connection with the 

inflammatory processes.  
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Table I. Characteristics of the three groups: age (years) and sex (male/female), and 

absence of CNS inflammatory disease. 

 Control group 

(n=15) 

Aseptic Meningitis 

(n=15) 

Bacterial Meningitis 

(n=15) 

Male 8 4 7 

Female 7 11 8 

Age 18 � 59 years 27 � 46 years 22 � 64 years 

Inflammatory disease (CNS) absence presence presence 
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Table  II. Characteristics of the CSF in aspect, biochemistry and hematological 

analysis 

  Control (n=15) Aseptic Meningitis (n=15) Bacterial Meningitis (n=15)

 Mean ± SD Mean ± SD Mean ± SD 

Leukocytes (cells/mm³) 2.29 ± 1.82 89.07 ± 110.28 4929.57 ± 73.39 

Neutrophils (%) 0 ± 0 9.16 ± 13.14 76.7 ± 15.64 

Lymphocytes (%) 100 ± 0 81.83 ± 15.79 15.00 ± 14.40  

Monocytes (%) 0 ± 0 8.08 ± 5.01 8.25 ± 4.89 

Protein (mg/dL) 41.96 ± 19.20 86.11 ±  490.63 274.63 ±  61.11 

Glucose (mg/dL) 53.20 ± 7.02 58.71 ±  14.93 39.14 ± 18.15 

CSF aspect 

Before centrifugation 

clear Superficially cloudy Cloudy 

CSF aspect 

After centrifugation 

Colorless Colorless xanthochromic 
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Table III: Distribution of NTPDase and 5�-Nucleotidase activities after CSF 

centrifugation. (A) control group; (B) aseptic meningitis; (C) Bacterial meningitis 

A ATP 

 (nmol Pi / min per mg) 

ADP  

(nmol Pi / min per mg) 

AMP  

(nmol Pi / min per mg) 

S1 27.79 ± 0.39 33.29 ± 2.46 22.67 ± 0.29 

P1 19.46 ± 1.05 20.59 ± 2.64 15.05 ± 1.64 

S2 17.15 ± 0.72 22.37 ± 12.74 12.69 ± 1.21 

P2 6.23 ± 2.94       11.03 ± 1.47  10.39 ± 16.17 

B ATP 

(nmol Pi / min per mg) 

ADP 

(nmol Pi / min per mg) 

AMP 

(nmol Pi / min per mg) 

S1 33.66 ± 0.6 16.7 ± 0.46 9.55 ± 0.29 

P1 2.3 ± 0.05 2.46 ± 0.64 2.65 ± 0.35 

S2 17.5 ± 0.72 15.2 ± 1.74 8.9 ± 1.21 

P2 1.23 ± 0.85  1.42 ± 0.47 1.3 ± 0.16 

C ATP 

(nmol Pi / min per mg) 

ADP 

(nmol Pi / min per mg) 

AMP 

(nmol Pi / min per mg) 

S1 23.66 ± 0.68 17.5 ± 1.46 10.55 ± 0.59 

P1 3.3 ± 0.5 3.67 ± 0.54 3.65 ± 0.45 

S2 15.5 ± 0.52 13.2 ± 1.94 7.9 ± 1.3 

P2 2.33 ± 0.95  1.82 ± 0.57 1.7 ± 0.26 

CSF was centrifuged at low (4000g) and high (40 000g) speed to obtain two pellets 

(P1, P2) and two supernatants (S1, S2), respectively. The table shows the CSF 

hydrolytic activity for ATP, ADP and AMP present in pellets and supernatants (n=4). 

Results are expressed as mean ± S.D of three independent experiments.  
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FIGURES CAPTIONS 

 

Fig. 1. ATP hydrolysis in CSF from aseptic (n=15) and bacterial (n=15) meningitis, 

and from control group (n=15). Data represent the mean ± SD. * Indicate a significant 

difference at p<0.05 between groups and control values. 

 

Fig. 2. ADP hydrolysis in CSF from aseptic (n=15) and bacterial (n=15) meningitis, 

and from control group (n=15). Data represent the mean ± SD. * Indicate a significant 

difference at p<0.05 between groups and control values. 

 

Fig. 3. 5�-Nucleotidase activity in CSF from aseptic (n=15) and bacterial (n=15) 

meningitis using AMP as substrate. Data represent the mean ± SD. * Indicate a 

significant difference at p<0.05 between groups and control values. 

 

Figure 4. Alteration in lactate levels in CSF from aseptic (n=15) and bacterial (n=15) 

meningitis, and from control group (n=15). Data represent the mean ± SD. * Indicate 

a significant difference at p<0.05 between groups and control values. 
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Fig. 4 
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4. DISCUSSÃO 

 

 

 Existe uma grande variedade de estudos a respeito da atuação das 

NTPDases em diferentes patologias (Lunkes et al., 2003; Araújo et al., 2004; Duarte 

et al., 2007), e também a respeito do papel do ATP e da adenosina no SNC (Cunha 

& Ribeiro, 2001; Latini & Pedata, 2001), entretanto não foi encontrado na literatura 

um estudo que relacionasse a hidrólise dos nucleotídeos da adenina no líquor de 

pacientes humanos com presença de processo inflamatório, como é o caso das 

meningites.  

 Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que houve uma hidrólise 

aumentada dos nucleotídeos ADP e AMP, o que provavelmente indica um aumento 

na produção de adenosina Esse aumento pode ser atribuído as ações 

neuroprotetoras da adenosina no SNC (Pasini et al., 1999; Latini & Pedata, 2001), e 

também por atuar como um agente imunossupressor, tendo um papel relevante na 

resposta imune e inflamatória (Spychala, 2000). 

Sabe-se que a enzima NTPDase1 é responsável também pela degradação do 

ADP até AMP (Robson et al., 2006), e que a enzima 5�-nucleotidase tem como 

função primordial a degradação do AMP para a produção de adenosina 

(Zimmermann, 1992). Alguns trabalhos apontam a existência e a importância das 

formas solúveis dessas enzimas no líquor (Portela et al., 2002; Di Virgilio et al., 

2004). Neste trabalho, provavelmente formas solúveis foram expressas, devido ao 

fato de as maiores atividades de hidrólise ocorrerem na fração sobrenadante 1 do 

centrifugado do líquor.  

 Nosso estudo demonstrou também que houve uma diminuição na hidrólise do 

ATP, que pode ser explicada pelo fato de existirem NTPDases ligadas a membrana 

dos leucócitos (Salmi & Jalkanen, 2005), principais células recrutadas no processo 

inflamatório, como é o caso da meningite. Assim, talvez tenha ocorrido uma hidrólise 

do ATP pelas enzimas ligadas aos leucócitos e uma diminuição da hidrólise do ATP 

pelas enzimas solúveis. 

 De um modo geral, na literatura existem poucos estudos demonstrando a 

atividade enzimática das NTPDases e hidrólise dos nucleotídeos da adenina no 

líquor de humanos, apesar de haver uma grande quantidade de trabalhos a respeito 
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da atuação das NTPDases em várias regiões do sistema nervoso (Schetinger et al., 

2001; Torres et al., 2002; Wink et al., 2003). Dessa forma acreditamos que nosso 

estudo foi o primeiro passo para verificação da presença dessas enzimas no líquor 

de humanos quando relacionadas à pacientes com meningite asséptica e 

bacteriana.  

 Adicionalmente, este trabalho encoraja a realização de trabalhos futuros com 

essas enzimas neste fluido biológico que é tão importante para o SNC. Além disso, 

enfatizamos o fato de que o ATP e a adenosina são moléculas que podem auxiliar 

no tratamento da meningite, agilizando as defesas auto-imunes, e também 

protegendo o SNC do dano causado por essa grave reação inflamatória das 

meninges.  
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5. CONCLUSÃO  
 

 

• Ocorreu hidrólise dos nucleotídeos da adenina, ATP, ADP e AMP no líquor 

dos pacientes com ausência de reação inflamatória no líquor, e também nos 

pacientes possuindo diagnóstico positivo para meningite assépticas e meningite 

bacteriana. 

 

• Houve diferença na hidrólise dos nucleotídeos de adenina dos pacientes com 

diagnóstico positivo para meningite quando comparados com pacientes controle. 

Observou-se uma diminuição do ATP provavelmente pela ação diminuída das 

nucleotidases solúveis presentes neste líquido biológico, uma característica singular 

ao processo inflamatório gerado na meningite. Também foi observado um aumento 

na hidrólise do ADP e do AMP na tentativa de produzir adenosina, molécula com 

conhecidos efeitos benéficos em situações patológicas neurais. 
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ANEXOS 

 

Anexo A 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

O Programa de Pós Graduação em Bioquímica Toxicológica da UFSM está 

desenvolvendo um projeto de pesquisa intitulado: POSSÍVEIS ALTERAÇÕES DA 
HIDRÓLISE DE NUCLEOTÍDEOS DE ADENINA EM PACIENTES COM 

MENINGITE através da mestranda Aracélli Gnatta Dorneles, orientada pela Profª 

Dra. Vânia Lucia Loro, que tem como objetivo verificar se ocorrem mudanças no 

líquor de pacientes com diagnóstico positivo para meningite. Justifica-se este estudo 

levando-se em conta a importância de verificar se certas substâncias que fazem 

parte do líquor apresentam alterações na meningite. Futuramente, essa avaliação 

poderá ser um incremento no diagnóstico de patologias. 

 O Sr ou Sra está sendo convidado a participar deste estudo autorizando a 

utilização do líquor que sobraram de exames solicitados por seus médicos. Todo o 

material utilizado para a coleta será descartado e/ou desinfetado. Este estudo não 

envolve risco adicional a sua vida. As amostras serão tratadas de acordo com os 

protocolos experimentais estabelecidos. 

Fica garantido que os dados coletados ficarão sob responsabilidade do 

pesquisador e que os mesmos serão utilizados apenas para fins científicos, sem que 

o paciente seja identificado, garantindo assim o anonimato. 

A participação neste estudo é livre e voluntária, sendo que não haverá 

nenhuma forma de compensação financeira ou custos para o Sr ou a Sra. A recusa 

na sua participação não leva a nenhum prejuízo ou comprometimento dos  seus 

cuidados de saúde. 

Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro que 

estou de acordo em participar deste projeto de pesquisa, livre de qualquer 

constrangimento, pois fui informado (a) de forma clara e detalhada dos objetivos e 

dos procedimentos que serão realizados. Fui igualmente informado da garantia de 

receber respostas a qualquer dúvida que ainda puder ter sobre assuntos 
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relacionados com a pesquisa, e da liberdade de retirar meu consentimento a 

qualquer momento, sem que haja prejuízo de qualquer ordem. 

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

_______________________      assinando este consentimento estou de acordo em 

participar desta pesquisa. 

                                                                                  

Santa Maria, ____de_______200__. 

 

____________________________ 

           Assinatura 

 

Vânia Lucia Loro/ Pesquisadora/ (55) 32209456 � (55) 81296914 

Aracélli Gnatta Dorneles/ Aluna de mestrado/ (55) 91278275/ Rua: Araújo 

Viana 1547 apto 304.  
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Anexo B 

 


