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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pés-Graduacédo em Ciéncias Bioldgicas: Bioquimica
Toxicologica
Universidade Federal de Santa Maria

HIDROLISE DE NUCLEOTIDEOS DA ADENINA EM PACIENTES COM
MENINGITE ASSEPTICA E BACTERIANA
AUTORA: ARACELLI GNATTA DORNELES
ORIENTADOR: PROF2. DR2. VANIA LUCIA LORO
Data e Local da defesa: Santa Maria, 30 de novembro de 2007.

A meningite € uma grave doenca inflamatoria das meninges, as membranas
que recobrem e protegem o encéfalo e a medula espinhal. Os principais agentes
causadores da meningite sdo os virus e as bactérias. Varios trabalhos afirmam que
a adenosina, produto final da degradacdo do ATP (quando degradado pelas
ectonucleotidases), possui um importante papel protetor nas desordens cerebrais. A
degradacgao do ATP até adenosina é catalisada pela familia das ecto-nucleotidases,
a NTPDase hidrolisa nucleotideos extracelulares tri e di-fosfatados (ATP e ADP) até
nucleotideos mono-fosfatados (AMP), e a 5-nucleotidase catalisa a hidrolise do
AMP até adenosina.

Neste trabalho verificou-se a hidrélise dos nucleotideos de adenina no liquor
de pacientes com meningite asséptica e bacteriana, a fim de comparar a hidrolise
destes nucleotideos com pacientes controles (auséncia de processo inflamatorio
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
asseptica e 15 paciente com meningite bacteriana. Para os critérios de inclusédo e
exclusao foram analisados parametros tais como: aspecto do liquor, contagem total
de leucdcitos, contagem diferencial de leucdcitos, valores de proteina, glicose e
lactato.

Obtivemos como resultado uma diminuic&o significativa da hidrélise do ATP
nos pacientes com meningite asséptica e bacteriana quando comparados com
pacientes controles. Ao contrario obtivemos um aumento significativo da hidrélise do

ADP e do AMP nos dois grupos de meningites quando comparados com os



controles. A hidrolise aumentada do ADP e do AMP refere-se talvez a tentativa de
aumentar a producdo 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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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



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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APRESENTAGAO

Esta dissertacdo esta descrita na seguinte forma: primeiramente sao
apresentados a introducdo, os objetivos e a revisdo bibliografica. A seguir, os
resultados s&o apresentados na forma de manuscrito, o qual foi escrito seguindo-se
as normas do periddico ao qual o mesmo foi submetido a publicagdo. Os itens
discussdo e conclusdes, dispostos apds o manuscrito, contém interpretagbes e
comentarios gerais referentes ao manuscrito. As referéncias bibliograficas
apresentadas no final da dissertagao referem-se as citagbes que aparecem nos itens

introducgao, revisdo de literatura e discussao.
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1. INTRODUGAO

A adenosina 5-trifosfato (ATP) € um nucleotideo purina encontrado em
concentragdes 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 hidrolise, adenosina difosfato (ADP) e adenosina, exercem
funcbes de regulagdo em varios processos bioldgicos, como neurotransmisséao,
contragcdo muscular, metabolismo 60sseo, metabolismo do glicogénio hepatico,
funcdo cardiaca, agregacao plaquetaria e inflamag&o entre outros (Agteresch et al.,
1999; Torres et al., 2002).

Ja & bem conhecido o papel da adenosina em condi¢des fisiolégicas no
sistema nervoso central (SNC), atuando como um modulador do estado metabdlico
celular e como um neuromodulador nas sinapses nervosas (Cunha, 2001). Sabe-se
também que a adenosina tem uma agao neuroprotetora em condigbes patologicas
(Latini & Pedata, 2001), bem como em processos inflamatoérios (Bours et al., 2006),
na isquemia (Von Lubitz,1999) e nas convulsdes (Rudolphi et al., 1992). Também
tem sido proposto que a adenosina € um potente regulador da circulagado cerebral
(Dunwiddie & Fredholm, 1997).

Existe uma variedade de enzimas, localizadas na superficie das células
capazes de hidrolisar nucleotideos extracelulares, como os nucleotideos da adenina,
produzindo como produto final dessa hidrdlise, a adenosina. Estas enzimas sao
chamadas de ectonucleotidases (Zimmermann, 1996; Robson et al., 2006). Com o
passar das décadas varias familias de ectonucleotidases tem sido descobertas e
caracterizadas, como por exemplo, a familia das ecto-nucleosideo trifosfato
difosfoidrolase (E-NTPDase/CD39; EC 3.6.1.5), que hidrolisam nucleotideos
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
responsavel pela hidrélise de nucleotideos monofosfato (Robson et al., 2006).
Assim, este sistema enzimatico € uma importante ferramenta para a manutencao e o
controle das concentragdes de purinas extracelulares e consequentemente, para a
regulagdo do balango entre as atividades purinérgicas excitatérias e inibitorias
(Cunha, 2001). Baseado nestas consideragbes € possivel postular que estas
enzimas sao importantes para a modulagéo fisiologica das fun¢gdes do SNC, bem



21

como para as atividades neuroprotetoras contra danos cerebrais (Zimmermann,
2001; Robson et al., 2006).

A meningite € uma infecgdo aguda associada com uma reagao inflamatoria no
espaco subaracnoideo, podendo ser causada por diversos microorganismos,
incluindo bactérias, parasitas, virus ou fungos (Saez-Llorenz et al., 2003;
Straussberg et al., 2003). Os indices de mortalidade variam entre criangas, recém—
nascidos e adultos. Um terco dos pacientes que sobrevivem a doencga, apresentam
sequelas neurolégicas como perda temporaria ou permanente da audigdo (Saez-
Llorens et al., 2003). O diagnodstico da meningite é feito pelos sintomas clinicos do
paciente e pela analise do liquido cefalorraquidiano, também chamado liquor.
Dependendo da etiologia da infecgdo, o aspecto do liquor podera variar. Em
pessoas sadias, o liquor apresenta-se cristalino e incolor. Nas meningites,
paramentros como cor, transparéncia, contagem diferencial de leucdcitos,
concentragdo de glicose, proteinas, lactato, coloragdo de Gram e cultura podem
variar (Menaker et al., 2004).

Na meningite asséptica a contagem total de leucdcitos esta elevada, ficando
em torno de 10 a 1000 leucdcitos/mm?, sendo que os linfocitos sdo os leucdcitos que
aparecem em maior quantidade, os valore de proteina estdo aumentados, em torno
de 0,5 a 1,0 g/dL, e os niveis de glicose encontram-se normais (Lewis & Gibbon,
2000). Ja na meningite bacteriana a contagem total de leucocitos esta bem elevada,
superior aquelas encontradas na meningite asséptica, sendo que os neutroéfilos séo
os leucdcitos que aparecem em maior quantidade, os valores de proteina aparecem
bem elevados e os niveis de glicose aparecem diminuidos. (Rodriguez et al., 1990;
Menaker et al., 2005).

Outro parametro que pode ser utilizado para diferenciar a meningite asséptica
da meningite bacteriana € o nivel de lactato no liquor, que se encontra elevado na
meningite bacteriana, superior a 2,8 mmol/L (Curtis et al., 1981).

A hidrolise de nucleotideos da adenina e guanina foi verificada em liquor de
rato (Portela et al., 2002), entretanto sdo escassos os estudos em liquor humano.
Considerando o exposto acima, é de interesse cientifico a avaliagdo da hidrolise dos
nucleotideos de adenina no liquor de pacientes humanos com meningite asséptica e

bacteriana.
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1.1 Objetivos:

. Verificar se ocorre hidrolise dos nucleotideos de adenina no liquor de
pacientes controles (sem alteragdes inflamatorias no liquor) e no liquor de pacientes
com diagndstico positivo para meningite asséptica ou bacteriana.

. Analisar se existe diferenca na hidrélise do ATP, ADP e AMP no liquor dos
pacientes com diagnostico positivo para meningite asséptica e bacteriana quando

comparados com os pacientes controles.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Meninges

As meninges s&o constituidas de uma sequéncia de trés delicadas
membranas de tecido conjuntivo que recobrem o sistema nervoso central (SNC),
encéfalo e medula (Fig.1 e Fig.2), com multiplas fungbes como protecdo contra
choques mecanicos, processos metabdlicos, processos imunolégicos e
termorregulagcédo. S&o elas a pia-mater (camada mais interna que adere ao cérebro e
a medula espinhal), a aracndide (que é a camada intermediaria e também serve de
canal para o liquido cefalorraquidiano) e a dura-mater (que é a camada mais externa
e resistente) (Wang & Chambers, 2002).

Meninges

Crénio
Dura-mater

Aracndide

Espago
subaracndide

Pia-mdter

Cérebro

Figura 1 — Meninges Cranianas. Disponivel em: < http://www.msd-brazil.com/msd43/m
manual/mm_sec6_59.htm>. Acesso em: 11 out. 2007.
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Meninges Espinhais

Medula
espinhal

Pia-mater

Aracnoide

Dura-mater

Figura 2 — Meninges Espinhais. Disponivel em: <http://www.msd-brazil.com/msd43/m
manual/mm_sec6_59.htm>. Acesso em: 11 out. 2007.

2.2 Liquido cefalorraquidiano

O liquor é um produto da filtracdo do plasma, que banha todo o cérebro e a
medula, sendo uma via de comunicagao direta entre eles. Aparentemente o liquor é
incolor e transparente, semelhante ao plasma ultrafiltrado, varios ions, enzimas e
outras substancias sdo encontrados no liquor normal. Ja a sua composi¢ao quimica
nao se parece com a de um ultrafiltrado do plasma, pois possui um conteudo
protéico baixo e poucas células (Sickmann et al., 2002; Di Terlizzi & Platt, 2006). As
concentragdes de cloro, sédio e magnésio no liquor s&o ligeiramente superiores as
encontradas no plasma, ja as concentragdes de potassio, calcio total e glicose, séo
ligeiramente inferiores (Guyton & Hall, 2000).

O liquor é formado pelos plexos cordides, tecido especializado que se
encontra no interior das quatro cavidades intra-cerebrais, chamadas de ventriculos
cerebrais, em uma raz&o de aproximadamente 0,35 mL/min nos humanos (Di Terlizzi
& Platt, 2006), quantidade essa reabsorvida pelos vilos aracnoideos 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 formacédo do liquor pelos plexos cordides é constante e feita por meio de
filtragdo renovando-se diariamente (Pople, 2002). O Liquor produzido no encéfalo
flui por entre os ventriculos, através de orificios denominados forames até o tronco
cerebral, apos recobre a medula espinhal circulando até sua regidao mais inferior e
retornando para o encéfalo no espaco subaracndideo para ser reabsorvido e
langado na corrente sanguinea (Fig.3). Ha a necessidade de reabsorg¢ao do liquor
constantemente, a fim de evitar-se a presséao intracraniana (PIC) (Schirmer, 1995).

Granulacao de

Figura 3 — Circulagéo liqudrica. Disponivel em: < http://esclerosemultipla.files.wordpress.com
[2006/08/men_03.jpg>. Acesso em 14 out. 2007.

O liquor tem um papel protetor no SNC. Uma das primeiras fungdes do liquor
€ proteger o cérebro das mudangas na presséo arterial e venosa associadas com a
postura, respiragao e esforco fisico. Em sintese, o liquor ajuda a modular a variagao
normal da PIC e juntamente com o fluxo sanguineo cerebral, auxiliam na auto-
regulagdo da PIC. Outra caracteristica de protecdo € o seu papel na excregédo de
produtos potencialmente toxicos do metabolismo cerebral. Juntamente com a
protecao, o liquor desempenha papel fundamental no metabolismo cerebral atuando
como um transportador de nutrientes vindo do sistema circulatorio sanguineo para o

sistema nervoso. O liquor age também como um veiculo de transporte intra-cerebral
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de substancias biologicamente ativas, como as substancias liberadoras de
horménios (Strasinger, 2000; Di Terlizzi & Platt, 2006).

Em adigdo ao transporte de nutrientes, eventualmente o liquor pode
transportar também agentes infecciosos como virus, bactérias e parasitas para o
espaco subaracnoideo (Guyton & Hall, 2000). Assim, para confirmar um diagndstico
positivo de infecgdo no sistema nervoso, ou alguma lesdo, é necessario um exame

do liquor, que é coletado por pungao lombar (Lewis & Gibbon, 2000).
2.2.1 Puncéo lombar

Uma agulha pequena e oca € 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 liquido cefalorraquidiano
€ coletado geralmente em trés tubos estéreis e as amostra sdo enviadas ao
laboratorio para serem examinadas. O primeiro tubo que recebe a primeira aliquota
de liquor é utilizado para analises bioquimicas e sorologicas, o segundo tubo em
geral € usado para microbiologia, e o terceiro tubo destina-se ao setor de
hematologia para ser feita a contagem celular, ja que esta fragdo da amostra tem a
menor probabilidade de conter células introduzidas acidentalmente pelo
procedimento de pungao espinhal (Strasinger, 2000).

i/
=

Figura 4 — Pungéo lombar. Disponivel em: <http://esclerosemultipla.files.wordpress.com/
2006/07/Jungéo_lombar.jpg>. Acesso em 14 out. 2007.
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2.3 Meningite

7

A meningite é uma infecgdo aguda associada a uma consideravel reagao
inflamatoria ocorrida nas meninges, mais especificamente no espago subaracnaideo,
incluindo a pia-mater, a membrana aracnodide e o liquor. O processo inflamatério se
estende através do espaco subaracndideo pelo encéfalo e medula. Varios sdo os
agentes etiologicos causadores da meningite, sendo os virus e as bactérias os
principais. Os Parasitas e os fungos podem também desencadear a meningite,
porém sdo menos frequentes (Sanvito, 1997; Saez-Llorenz et al., 2003; Straussberg
et al., 2003).

A meningite esta entre as infecgdes que acometem o SNC, e que determina
elevados indices de morbidade e mortalidade. Os indices de mortalidade variam
entre criancas, recém-nascidos e adultos. Um terco dos pacientes que sobrevivem a
doenga apresenta sequelas neurolégicas. Perda temporaria ou permanente da
audicdo, cegueira, convulsdes, hidrocefalia e deficiéncia motora sdo exemplos de
sequelas causadas pela meningite (Saez-Llorens et al., 1990; Neumann &
Thompson, 1998; Saez-Llorens et al., 2003).

O diagndstico da meningite € feito através dos sinais clinicos juntamente com
as analises laboratoriais. Dependendo da etiologia da infec¢do, o aspecto do liquor
podera variar, nas meningites, pardmetros como cor, transparéncia, contagem
diferencial de leucdcitos, concentragdo de glicose, proteinas, lactato, coloragdo de
Gram e cultura, auxiliam no diagnostico (Menaker et al., 2004). Os sintomas clinicos
s&o a febre, a cefaléia, a rigidez do pescoco, a dor de garganta e o vomito (Begg et
al., 1999).

2.3.1 Meningite Asséptica

A meningite asséptica € uma denominacgao utilizada para a inflamagao das
meninges causada por agentes virais, porém, este tipo de meningite também pode
ser causada por agentes quimicos (alguns medicamentos utilizados no tratamento

do cancer ou em transplantes de 6rgédos e mesmo antiinflamatérios nao esterdides
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(por exemplo, o ibuprofeno) também podem causar inflamagdo das meninges.) e
malignidades disseminadas (algumas células tumorais podem provocar meningite ).
Dentre os agentes etiologicos virais, destaca-se o enterovirus como o principal
causador de meningite asséptica (Lamarao et al., 2005).

A meningite asséptica é geralmente a inflamagdo das meninges com a menor
gravidade e cura-se sem tratamento especifico (Kleine et al., 2003).

Neste tipo de meningite encontra-se no liquor uma contagem celular
moderadamente elevada, ficando em torno de 10 a 100 leucdcitos/mm®. A
porcentagem de linfocitos e mondcitos € alta. O aspecto do liquor antes da
centrifugagdo € pouco turvo, devido a pequena elevagdo no valor de proteinas,
ficando em torno de 50 a 100mg/dL, apds a centrifugagéo seu aspecto € incolor. Os
valores de glicose permanecem normais (Lewis & Gibbon, 2000).

2.3.2 Meningite Bacteriana

A meningite bacteriana € a inflamag¢do das meninges causada por bactérias.
E uma doenca com alto risco de vida e é considerada mais perigosa que a meningite
asseptica por resultar em sérios danos ao sistema nervoso. Na meningite bacteriana
€ importante saber a bactéria causadora para que se possa fazer um tratamento
adequado a base de antibioticos. Os patdogenos mais comuns sdo 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 leucocitos/
mm?® com uma predominancia de neutrdfilos. A proteina costuma estar elevada pelo
menos trés vezes em relagdo ao valor normal. Pelo consumo de glicose pela
bactéria e pela lesdo neuronal, temos a glicorraquia, assim os valores de glicose

estdo bastante diminuidos (Neumann & Thompson, 1998).
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2.4 Nucleotideos da adenina

Os nucleotideos possuem trés componentes caracteristicos: uma base
nitrogenada, uma pentose e um grupo fosfato. As bases nitrogenadas sao derivadas
de dois compostos ancestrais, as pirimidinas e as purinas. Sao chamados
nucleotideos de adenina aqueles que possuem como base nitrogenada uma purina
denominada adenina (Fig.5) (Lehninger et al., 2000).

O ATP, um nucleotideos purina trifosfatado, pode ser hidrolisado até ADP, um
nucleotideo difosfatado, seguidamente até AMP, um nucleotideo monofosfatado, e
finalmente até adenosina (Wink et al., 2003).

Os nucleotideos sdo amplamente encontrados em animais e plantas, e sabe-se
que sao responsaveis por regular varias fungdes fisiologicas e patologicas (Wink et
al.,, 2003). Ha algum tempo atras se pensava que os nucleotideos de adenina
possuiam um exclusivo papel intracelular, agora ja € conhecido seu amplo efeito

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

Adenosine

AMP

ADP

ATP

Figura 5 — Estrutura dos nucleotideos e do nucleosideo de adenina. Disponivel 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 ceélulas. Extracelularmente, o ATP participa de uma série de
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processos bioldgicos como: neurotransmissao, contragao muscular, fungéo cardiaca,
agregacédo plaquetaria, metabolismo do glicogénio hepatico e processos
inflamatorios (Torres et al., 2002).

ATP contido em vesiculas sinapticas é liberado para estimular nervos
terminais, bem como para ativar nervos pré-sinapticos. Uma vez liberado o ATP
pode atuar como um rapido neurotransmissor em algumas sinapses ou cComo um
neuromodulador pré-sinaptico (Cunha & Ribeiro, 2000; Burnstock & Williams, 2000).
O ATP atua como neurotransmissor no sistema nervoso simpatico e
parassimpaticos, e também nos nervos sensoriais do sistema nervoso periférico. E
reconhecida também sua ac&o transmissora no SNC, possivelmente na
comunicagdo neurdnio-glia e glia-glia. O papel modulador do ATP, no sistema
nervoso periférico, € controlar a sinalizagcdo da maioria dos neurotransmissores,
como glutamato, GABA, acetilcolina, noradrenalina e serotonina (Cunha & Ribeiro,
2000). Outra possivel agdo do ATP & como molécula enddgena sinalizadora no

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

2.4.2 Adenina 5'-difosfato (ADP)

O ADP é o principal agonista envolvido no recrutamento e agregagédo das
plaquetas em locais de injuria vascular. Concentragbes micromolar de ADP sao
suficientes para induzir a agregacgéo plaquetaria em humanos (Marcus et al., 2003;
Duarte et al., 2007).

2.4.3 Adenina 5’-monofosfato (AMP)

Quando o AMP esta em concentragdes elevadas, é ele que cumpre o papel
de sinalizador, a fim de adaptar o metabolismo primario do desbalango metabdlico.
Porém essa sinalizagdo é intracelular, ja que o AMP ndo consegue atravessar a
membrana da célula (Cunha, 2001).
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2.4.4 Adenosina

A adenosina tem varias fungées no SNC. E bem conhecido seu papel como
mensageiro trans-celular, sinalizando o desbalango metabdlico. Além disso, possui
um papel homeostatico no controle do metabolismo celular. Junto ao seu papel
como modulador homeostatico, a adenosina também cumpre um papel
neuromodulatério, no qual a adenosina regula a liberagdo de neurotransmissores, a
ligacéo pds-sinaptica e a agao de outros sistemas de receptores (Cunha, 2001).

A adenosina atua de maneira protetora em condigbes patoldgicas, como na
isquemia e nas convulsdes induzidas por injurias neurais. Propde-se também que a
adenosina é um potente regulador da circulagao cerebral (Latini & Pedata, 2001).

Evidéncias indicam que juntamente com o ATP, a adenosina funcione como
um sinalizador endégeno que controla a resposta inflamatéria e imune. Essa inter-
relacdo entre o ATP e adenosina € baseada na presenca de uma grande familia de
receptores purinérgicos (P1 e P2, receptores para a adenosina e para o ATP
respectivamente) (Bours et al., 2006). A adenosina inibe a agregacéo plaquetaria,
tornando-se um agente protetor dos vasos e artérias, protegendo os mesmos da
instalagcao da placa arterosclerotica (Spronk et al., 2004; Duarte et al., 2007).

Alguns trabalhos apontam um aumento na hidrolise dos nucleotideos de
adenina com consequente aumento na produgdo de adenosina em condi¢coes
patolégicas como o diabetes e o cancer de mama. (Lunkes et al., 2003; Araujo et al.,
2004).

2.5 Enzimas que degradam nucleotideos de adenina

Ectonucleotidases sdo ectoenzimas que hidrolisam nucleotideos
extracelulares aos seus respectivos nucleosideos (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 acdo desta enzima é
hidrolisado até adenosina pela agcdo 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 especificos (Zimmermann, 1992;
Zimmermann, 1996).

Com o passar das décadas ectonucleotidases pertencentes a varias familias
de enzimas tem sido descobertas, clonadas e caracterizadas (Fig.6). Este estudo
avangado em relacdo a estas enzimas tem resultado em uma consideravel
descoberta sobre a estrutura e fungdo destas enzimas, bem como na definicao de
suas implicagdes fisiologicas e pato-fisiologicas em uma consideravel variedade de
tecidos (Robson et al., 2006).

NTPDase8 ‘g
(NTP>NDP) ll

h

NTPDase2
(NTP==>NDP)

o

NTPDase3
m {(NTP>NDP)

NTPDased4
(UDP=GDP=CDP)

Figura 6 — Estrutura das enzimas da familia NTPDase — Robson et al. 2006.

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

A E-NTPDase (ecto-nucleosideo trifosfato difosfoidrolase) é o termo que se
utiliza para designar uma familia de enzimas localizadas na membrana plasmatica
de varias células, inclusive células do tecido nervoso (Zimmermann, 1996), e que

hidrolisa nucleotideos extracelulares di e/ou trifosfatados como o ATP e o ADP, na
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presenca de Ca®/Mg®* (sdo inativas na sua auséncia), até nucleotideos
monofosfatados como o AMP (Wang & Guidotti, 1996; Robson et al., 2006).

A familia das NTPDase € atualmente composta por 8 membros. Quatro das
NTPDases sao tipicamente encontradas na superficie das células, com um sitio
catalitico extracelular (NTPDase1, 2, 3, 8). As NTPDases 5 e 6 apresentam
localizagao intracelular, mas podem ser hidrolisadas e liberadas para o meio
extracelular, e as NTPDases 4 e 7 que estdo totalmente localizadas na regido
intracelular e seu centros ativos estdo direcionados para o lumem das organelas
citoplasmaticas

Todos os membros desta familia apresentam em sua estrutura no minimo
cinco dominios chamados regides conservadas de apyrase (ACR), que é o local que
apresenta grande similaridade na sequéncia de aminoacidos. Tais dominios est&o
diretamente envolvidos na atividade catalitica da enzima e/ou na integridade
estrutural das E-NTPDases (Zimmermann, 2001; Robson et al., 2006).

As E-NTPDases 1,2,3 e 8 estdo ancoradas na superficie celular através de
dois dominios transmembranas com dois grupamento amino e carboxi terminal
hidrofobicos, enquanto que as NTPDases 5 e 6 possuem apenas um dominio
transmembrana com um grupamento amino terminal (Fig. 7) (Maliszewski et
al.,1994; Zimmermann 2001).

MTF D] 2.3, 8 NIPIFseS, &

Figura 7.E-NTPDases - Adaptado de Zimmermann (2001).
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As acdes bioldgicas das E-NTPDases tem sido relatadas em varios eventos e
tipos celulares. Dependendo da localizagdo tecidual a sua atividade enzimatica tem
diferentes fungdes fisiologicas. O mecanismo tromborregulatério no sistema
vascular, o papel imunorregulatorio nos processos imunes e inflamatérios e o papel
neuromodulador e neuroprotetor no sistema nervosos, sado alguns exemplos das
acdes 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 localizagao celular, onde cinco destas
enzimas estdo localizadas no citosol, uma na matriz mitocondrial e uma ancorada no
exterior da membrana plasmatica (Fig.8). Estas enzimas tém em comum sua
habilidade de catalisar a hidrdlise de uma variedade de nucleotideos
monofosfatados como o AMP até o seu nucleosideo, no caso a adenosina. As 5'-
nucleotidases tém também a funcdo de regular os niveis de nucleotideos e
nucleosideos celulares (Hunsucker et al., 2005).

A ecto-5’-nucleotidase € uma enzima ancorada a membrana plasmatica via
uma molécula de GPI (glicofosfatidil inositol) com seu sitio catalitico voltado para o

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

O papel da 5’-nucleotidase esta intimamente ligado a produg¢do de adenosina,
assim a fungado desta enzima esta ligada a todas as fungdes fisiologicas e protetoras
em patologias, ligadas a adenosina. Varios experimentos evidenciam que esta
enzima também participa no controle dos niveis extracelular de ATP na fenda
sinaptica e no controle da neurotransmissdao e neuromodulagdo purinérgica
(Dunwiddie & Masino, 2001; Schetinger et al., 2001).

2.6 Receptores Purinérgicos no sistema nervoso central

Os purina nucleotideos e nucleosideos extracelulares iniciam uma vasta
gama de respostas celular através da ativagdo de receptores. Como ja foi visto, s&o
as ectonucleotidases que controlam os niveis de nucleotideos e nucleosideos na
superficie das células (Burnstock & Williams 2000).

Os receptores purinérgicos sao divididos em receptores de nucleosideos, que
sdo os receptores P1, e os receptores de nucleotideos, que sédo os receptores P2.
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Existem dois grandes grupos de receptores de nucleotideos extracelulares, que séo
os receptores P2X, chamados ionotropicos, pois estdo ligados a canais iénicos, e 0s
receptores P2Y, chamados metabotropicos, pois estdo acoplados a uma proteina G
(Kunapuli et al., 2003).

Os neurdnios do SNC possuem receptores P2X e P2Y sensiveis ao ATP.
Acredita-se que os receptores P2X medeiam uma resposta sinaptica rapida a
transmissao do ATP, enquanto os receptores P2Y medeiam uma pequena mudancga
no potencial de membrana em resposta a liberagdo nao sinaptica do ATP ou a
interacdo com receptores para outros transmissores. Dependendo da localizagédo do
receptor, ocorre uma determinada acdo. Os receptores P2 pds-sinapticos e os
receptores pré-sinapticos P2X parecem exercer efeito excitatorio, enquanto que os
receptores pré-sinapticos P2Y sé&o inibitorios (llles & Ribeiro, 2004).

O ATP pode antagonizar a acdo do ADP mediante receptor P2Y na
agregacéao plaquetaria. A adenosina possui efeitos sedativos no SNC pela ativagéo
de receptores P1 ao contrario do ATP que possui efeitos excitatorios via ativagao 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
Ca?* or Mg? 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
Ieukocytes/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 ). 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 IlI). 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 pg protein) were added to the reaction mixture of NTPDase and
preincubated for 10 min at 37°C, to a final volume of 200 pL. NTPDase activity was
determined by the method of Schetinger et al. [39] with some modifications. The
reaction medium containing 5 mM CaClz, 5 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 10 mM glucose
+ 225 mM sucrose and 45 mM Tris—HCI 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 pL 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 KH,PO, 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 pg protein) were added to
the reaction mixture of reaction and preincubated for 10 min at 37°C, to a final
volume of 200 pyL. AMP hydrolisis was determined by the method of Portela et al. [8]
with some modifications, in a reaction medium containing 5 mM MgCl, and 50 mM
Tris—HCI 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 uL
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 pM),
ADP (100-2000 pM), and AMP (10-200 uM) concentrations. The apparent Km and
Vmax for ATP (n=4, mean + S.D.) were 44.8 yM and 7.1 nmol Pi /min per mg protein,
for ADP (n=4, mean + S.D.) were 30.6 uM and 14.2 nmol Pi /min per mg protein and

for AMP were 16 yM 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 Ill). 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.



50

REFERENCES

1. Magalhdes-Cardoso MT, Pereira MF, Oliveira L et al (2003) Ecto-AMP deaminase
blunts the ATP-derived adenosine A2A receptor facilitation of acetylcholine release at
rat motor nerve endings. J Physiol 549:399-408

2. Bunstook G, Willians M (2000) P2 purinergic receptors: modulation of cell function
and therapeutic potential. J Pharmacol Exp Ther 295:862-869

3. Torres ILS, Buffon A, Dantas G et al (2002) Chronic stress effects on adenine
nucleotide hydrolysis in the blood serum and brain structures of rats. Pharmacol
Biochem Behav 74:181-186

4. Cunha RA, Ribeiro JA (2000) ATP as a presynaptic modulator. Life Sci 68:119-137
5. Cunha RA (2001) Adenosine as a neuromodulator and as a homeostatic regulator
in nervous system: different role, different sources and different receptors.
Neurochem Int 38:107-25

6. Zimmermann H (1992) 5’-Nucleotidase: molecular structure and functional
aspects. J Biochem 285:345-365

7. Zimmermann H (1996) Biochemistry, localization and function roles of
ectonucleotidases in the nervous system. Prog Neurobiol 49:589-618

8. Portela LVC, Oses JP, Silveira AL et al (2002) Guanine and adenine nucleotidase
activities in rat cerebrospinal fluid. Brain Res. 950:74-78

9. Bours MJL, Swennen ELR, Di Virgilio F et al (2006) Adenosine 5'- triphosphate
and adenosine as endogenous signaling molecules in immunity and nflammation.
Pharmacol Ther 112: 358-404

10. Agteresch HJ, Dagnelie PC, van den Berg JW et al (1999) Adenosine

triphosphate: established and potential clinical application. Drugs 58:211- 232



51

11. Hoebertz A, Arnett TR, Burnstock G (2003) Regulation of bone resorption and
formation by purines and pyrimidines. Trends Pharmacol Sci 24:290- 297

12. Dunwiddie TV, Fredholm BB (1997) Adenosine neuromodulation. In:Purinergic
Approaches in Experimental Therapeutics. (Jacobson KA, Jarvis MF, eds) Wiley-
Liss, New York, pp 359-382

13. Latini S, Pedata F (2001) Adenosine in the central nervous system: release
mechanisms and extracellular concentrations. J Neurochem 79:463-84

14. Pasini FL, Guideri F, Picano E et al (1999) Increase in plasma adenosine during
brain ischemia in man: A study during transient ischemic attacks, and stroke. Brain
Res Bull 51:327-330

15. Lunkes GlI, Lunkes D, Stefanello F et al (2003) Enzymes that hydrolyze adenine
nucleotides in diabetes and associated pathologies. Thromb Res 109:189-194

16. Kawashima Y, Nagasawa T, Ninomiya H (2000) Contribution of ecto-5-
nucleotidase to the inhibition of platelet aggregation by human endothelial cells.
Blood 96:2157-2162

17. Duarte MMF, Loro VL, Rocha JBT et al (2007) Enzymes that hydrolyze adenine
nucleotides of patients with hypercholesterolemia and inflammatory processes. FEBS
J 274: 2707-2714

18. Araujo MC, Rocha JBT, Morsch A et al (2004) Enzymes that hydrolyze adenine
nucleotides in platelets from breast cancer patients. Biochim Biophys Acta 1740:421-
426

19. Vieira VP, Rocha JBT, Stefanello FM et al (2001) Heparin and chondroitin sulfate
inhibit adenine nucleotidehydrolysis in liver and kidney membrane enriched fractions.

Int J Biochem Cell Biol 33:1193-1201



52

20. Marcus AJ, Broekman MJ, Drosopoulos JHF et al (2003) Heterologous cellcell
interactions: thromboregulation, cerebroprotection and cardioprotection by CD39
(NTPDase-1). J Thromb Haemost 1:2497-2509

21. Pedrazza EL, Senger MR, Pedrazza L et al (2007) Sertraline and clomipramine
inhibit nucleotide catabolism in rat brain synaptosomes. Toxicol In Vitro 21:671-676
22. Robson SC, Sévigny J, Zimmermann H (2006) The E-NTPDase family of
ectonucleotidases: Structure function relationships and pathophysiological
significance. Purinergic Signalling 2:409-430

23. Rathbone MP, Middlemiss PJ, Gysbers JW et al (1999) Trophic effects of purines
in neurons and glial cells. Prog Neurobiol 59:663-690

24. Mulero JJ, Yeung G, Nelken ST et al (1999) CD39-L4 is a secreted human
apyrase, specific for the hydrolysis of nucleotide diphosphates. J Biol Chem
274:20064-20067

25. Zimmermann H (2001) Ectonucleotidases: Some recent developments and a
note nomenclature. Drug Dev Res 52:45-45

26. Saez-Llorenz X, Jr. McCracken GH (2003) Bacterial meningitis in children. Lancet
361:2139-2148

27. Straussberg R, Harel L, Nussinovitch M et al (2003) Absolute Neutrophil Count in
Aseptic and Bacterial meningitis related to time of lumbar puncture. Pediatr Neurol
28:365-369

28. Saez-Llorens X, Ramilo O, Mustafa MM et al (1990) Molecular pathophysiology
of bacterial meningitis: Current concepts and therapeutic implications. J Pediatr

116:671-684



53

29. Toczytowska B, Chalimoniuk M, Wodowska M et al (2006) Changes in
concentration of cerebrospinal fluid components in patients with traumatic brain
injury. Brain Res 1104:183-189

30. Lindquist L, Linné L, Hansson LO et al (1988) Value of cerebrospinal fluid
analysis in the differential diagnosis of meningitis: a study in 710 patients with
suspected central nervous system infection. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 7:374-380
31. Rodriguez-Nunez A, Cid E, Rodriguez-Garcia J et al (2003) Neuron-specific
enolase, nucleotides, nucleosides, purine bases, oxypurines and uric acid
concentrations in cerebrospinal fluid of children with meningitis. Brain Dev 25:102-
106

32. Lewis H, Gibbon FM (2000) Management of viral meningitis and encephalitis.
Curr Pediatr 10:110-115

33. Menaker J, Martin IBK, Hirshon JM (2005) Marked elevation of cerebrospinal fluid
white blood cell count: an unusual case of streptococcus pneumoniae meningitis,
differential diagnosis, and a brief review of current epidemiology and treatment
recommendations. J. Emerg Med 29:37-41

34. Rodriguez AF, Kaplan SL, Mason EO Jr (1990) Cerebrospinal fluids values in the
very low birth weight infant. J Pediatr 116:971-74

35. Controni G, Rodriguez W, Hicks JM et al (1977) Cerebrospinal fluid lactic acid
levels in meningitis. J Pediatr 91:379-384

36. Cameron PD, Boyce JMH, Ansari BM (1993) Cerebrospinal fluid lactate in
meningitis and meningococcaemia. J Infect 26:245-252

37. Curtis GDW, Slack MPE, Tompkins DS (1981) Cerebrospinal fluid lactate and the

diagnosis of meningitis. J Infect 3:159-165



54

38. Harrower JR, Brown CH (1972) Blood lactic acid. A micromethod adapted to field
collection of microliter samples. J Appl Physiol. 32:709-711

39. Schetinger MRC, Vieira VLP, Morsch VM et al (2001). ATP and ADP hydrolysis in
fish, chicken and rat synaptosomes. Comp Biochem Physiol B. 128:731-741

40. Chan K, Delfret D, Junges K (1986) A direct colorimetric assay for Ca+2 ATPase
activity. Anal Biochem 157:375-380

41. Bradford MM (1976) A rapid and sensitive method for the quantification of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal
Biochem 72:248-254

42. Di Virgilio F (2005) Purinergic mechanism in the immune system: A signal of
danger for dendritic cells. Purinergic Signalling 1:205-209

43. Idzko, M. et al. (2002) Nucleotides induce chemotaxis and actin polymerization in
immature but not mature human dendritic cells via activation of pertussis toxin-
sensitive P2y receptors. Blood 100:925-932

44. Dwyer KM, Deaglio S, Crikis S et al (2007) Salutary roles of CD39 in
transplantation. Transplant Rev 21:54-63

45. Salmi M, Jalkanen S (2005) Cell-surface enzymes in control of leukocyte
trafficking. Nature Rev Immunol 5:760-771

46. Goding JW (2000) Ecto-enzymes: physiology meets pathology. J Leukoc Biol
67:285-311

47. Westfall TD, Menzies JR, Liberman R et al (2000) Release of a soluble ATPase
from the rabbit isolated vas deferens during nerve stimulation. Br J Pharmacol

131:909-914



55

48. Todorov LD, Mihaylova-Todorova S, Westfall TD et al (1997) Neuronal release of
soluble nucleotidases and their role in neurotransmitter inactivation. Nature 387:76-
79

49. Di Virgilio F, Baricordi OR, Romagnoli R et al (2004) Leukocyte P2 receptors: A
novel target for anti-inflammatory and anti-tumor therapy. Curr Drug Targets. 5:85-99
50. Rudolphi KA, Schubert P, Parkinson FE et al (1992) Neuroprotective role of
adenosine in cerebral ischaemia. Trends Pharmacol Sci 13:439-445

51. Spicuzza L, Di Maria G, Polosa R (2006) Adenosine in the airways: Implications
and applications. Eur J Pharmacol 533:77-88

52. Spychala J (2000) Tumor-promoting functions of adenosine. Pharmacol Ther

87:161-173



56

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
Female 7
Age 18 — 59 years

Inflammatory disease (CNS) absence

4 7
11 8
27 — 46 years 22 — 64 years
presence presence
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Table 1l. Characteristics of the CSF in aspect, biochemistry and hematological

analysis

Leukocytes (cells/mm3)

Neutrophils (%)

Lymphocytes (%)

Monocytes (%)

Protein (mg/dL)

Glucose (mg/dL)

CSF aspect
Before centrifugation
CSF aspect

After centrifugation

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

Mean + SD Mean + SD Mean + SD
2.29+1.82 89.07 + 110.28 4929.57 £ 73.39
00 9.16 £ 13.14 76.7 £ 15.64
100+ 0 81.83 + 15.79 15.00 £ 14.40
0+0 8.08 +5.01 8.25 +4.89
41.96 £ 19.20 86.11 + 490.63 274.63 £+ 61.11
53.20 £+ 7.02 58.71 + 14.93 39.14 £ 18.15
clear Superficially cloudy Cloudy
Colorless Colorless xanthochromic
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Distribution of NTPDase and 5’-Nucleotidase activities after CSF

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

A ATP ADP AMP
(nmol P; / min per mg) (nmol P; / min per mg) (nmol P; / 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 2237 £12.74 12.69+1.21
P2 6.23 £2.94 11.03 £ 1.47 10.39 £ 16.17
B ATP ADP AMP
(nmol P; / min per mg) (nmol P; / min per mg) (nmol P; / 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+0.85 142 +0.47 1.3+£0.16
C ATP ADP AMP
(nmol P; / min per mg) (nmol P; / min per mg) (nmol P; / min per mg)
S1 23.66 £ 0.68 17.5+1.46 10.55 £ 0.59
P1 3305 3.67 £ 0.54 3.65 +0.45
S2 15.5 +0.52 13.2+1.94 79+13
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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4. DISCUSSAO

Existe uma grande variedade de estudos a respeito da atuagdo das
NTPDases em diferentes patologias (Lunkes et al., 2003; Araujo 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 ndo foi encontrado na literatura
um estudo que relacionasse a hidrolise dos nucleotideos da adenina no liquor de
pacientes humanos com presenca de processo inflamatério, como é o caso das
meningites.

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que houve uma hidrélise
aumentada dos nucleotideos ADP e AMP, o que provavelmente indica um aumento
na produgdo de adenosina Esse aumento pode ser atribuido as agdes
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 inflamatéria (Spychala, 2000).

Sabe-se que a enzima NTPDase1 é responsavel também pela degradagao do
ADP até AMP (Robson et al., 2006), e que a enzima 5-nucleotidase tem como
funcdo primordial a degradagdo do AMP para a produgdo de adenosina
(Zimmermann, 1992). Alguns trabalhos apontam a existéncia e a importancia das
formas soluveis dessas enzimas no liquor (Portela et al., 2002; Di Virgilio et al.,
2004). Neste trabalho, provavelmente formas soluveis foram expressas, devido ao
fato de as maiores atividades de hidrélise ocorrerem na fragao sobrenadante 1 do
centrifugado do liquor.

Nosso estudo demonstrou também que houve uma diminui¢do na hidrolise do
ATP, que pode ser explicada pelo fato de existirem NTPDases ligadas a membrana
dos leucécitos (Salmi & Jalkanen, 2005), principais células recrutadas no processo
inflamatorio, como é o caso da meningite. Assim, talvez tenha ocorrido uma hidrodlise
do ATP pelas enzimas ligadas aos leucécitos e uma diminuigdo da hidrélise do ATP
pelas enzimas soluveis.

De um modo geral, na literatura existem poucos estudos demonstrando a
atividade enzimatica das NTPDases e hidrolise dos nucleotideos da adenina no

liquor de humanos, apesar de haver uma grande quantidade de trabalhos a respeito
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da atuagdo das NTPDases em varias regides 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 verificagdo da presenga dessas enzimas no liquor
de humanos quando relacionadas a pacientes com meningite asséptica e
bacteriana.

Adicionalmente, este trabalho encoraja a realizagdo de trabalhos futuros com
essas enzimas neste fluido biolégico que é tdo importante para o SNC. Além disso,
enfatizamos o fato de que o ATP e a adenosina sdo moléculas que podem auxiliar
no tratamento da meningite, agilizando as defesas auto-imunes, e também
protegendo o SNC do dano causado por essa grave reacdo inflamatoria das

meninges.
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5. CONCLUSAO

. Ocorreu hidrdlise dos nucleotideos da adenina, ATP, ADP e AMP no liquor
dos pacientes com auséncia de reacado inflamatéria no liquor, e também nos
pacientes possuindo diagndstico positivo para meningite assépticas e meningite

bacteriana.

. Houve diferenca na hidrdlise dos nucleotideos de adenina dos pacientes com
diagnostico positivo para meningite quando comparados com pacientes controle.
Observou-se uma diminuigdo do ATP provavelmente pela agdo diminuida das
nucleotidases soluveis presentes neste liquido biolégico, uma caracteristica singular
ao processo inflamatério gerado na meningite. Também foi observado um aumento
na hidrélise do ADP e do AMP na tentativa de produzir adenosina, molécula com
conhecidos efeitos benéficos em situagdes patoldgicas neurais.
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ANEXOS

Anexo A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Programa de Pdés Graduagédo em Bioquimica Toxicologica da UFSM esta
desenvolvendo um projeto de pesquisa intitulado: POSSIVEIS ALTERAGOES DA
HIDROLISE DE NUCLEOTIDEOS DE ADENINA EM PACIENTES COM
MENINGITE através da mestranda Aracélli Gnatta Dorneles, orientada pela Prof?
Dra. Vania Lucia Loro, que tem como objetivo verificar se ocorrem mudangas no
liquor de pacientes com diagndstico positivo para meningite. Justifica-se este estudo
levando-se em conta a importéncia de verificar se certas substancias que fazem
parte do liquor apresentam alteragdes na meningite. Futuramente, essa avaliagéo

podera ser um incremento no diagnostico de patologias.

O Sr ou Sra esta sendo convidado a participar deste estudo autorizando a
utilizacdo do liquor que sobraram de exames solicitados por seus médicos. Todo o
material utilizado para a coleta sera descartado e/ou desinfetado. Este estudo nao
envolve risco adicional a sua vida. As amostras ser&o tratadas de acordo com os
protocolos experimentais estabelecidos.

Fica garantido que os dados coletados ficardo sob responsabilidade do
pesquisador e que os mesmos serao utilizados apenas para fins cientificos, sem que

o paciente seja identificado, garantindo assim o anonimato.

A participacdo neste estudo é livre e voluntaria, sendo que n&o havera
nenhuma forma de compensacao financeira ou custos para o Sr ou a Sra. A recusa
na sua participagdo nao leva a nenhum prejuizo ou comprometimento dos seus

cuidados de saude.

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 serdo realizados. Fui igualmente informado da garantia de

receber respostas a qualquer duvida 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 prejuizo 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

Vania Lucia Loro/ Pesquisadora/ (55) 32209456 — (55) 81296914

Aracélli Gnatta Dorneles/ Aluna de mestrado/ (55) 91278275/ Rua: Araujo
Viana 1547 apto 304.
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