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A analise do liquor é de grande importancia para a detecgdo de desordens
neuroldgicas de diversas etiologias. O ATP junto a seus produtos de hidrdlise (ADP,
AMP e adenosina) desempenha importantes fungdes junto ao SNC, as quais
envolvem agdes neuroprotetoras em doencgas de etiologias variadas. O presente
estudo tem como objetivos verificar a ocorréncia de hidrdlise de nucleotideos da
adenina em liquor de pacientes sem doencga inflamatéria do sistema nervoso. A
determinacido da atividade enzimatica da NTPDase foi feita em liquor humano em
diferentes condigbes experimentais e na presencga de inibidores. As amostras foram
escolhidas de acordo com os baixos niveis protéicos, valores normais de glicose e
contagem celular diminuida. Foi escolhido o sobrenadante 1 (S1) por apresentar
melhores atividades enzimaticas. A melhor temperatura de hidrolise do ATP e ADP
foi 37°C. Esta enzima é cation dependente, sendo a atividade de hidrolise 6tima do
ATP em presenca de 5 mM Ca*® e o ADP 5-7 mM de Ca*?, ambos em pH 8.0. A
azida sodica alterou a atividade enzimatica do ATP e do ADP somente nas
concentragcdes mais altas deste inibidor da ATPase mitocondrial. A ouabaina, um
inibidor da Na*/K* ATPase n&o afetou a hidrélise do ATP/ADP. O inibidor de ATPase
tipo-P lantéanio (5 mM) foi ineficaz na hidrolise dos nucleotideos. O suramin (30-300
MM), inibidor especifico de NTPDase, inibiu a hidrélise do ATP/ADP e apresentou
maximo efeito inibitério na concentracdo de 300 pyM. Os resultados deste estudo
mostraram que a hidrélise de ATP/ADP em liquor humano apresentou uma resposta
semelhante aquelas obtidas em sinaptossomas de ratos.

Palavras-chave: NTPDase; caracterizagao; liquido cefalorraquidiano; neuroprotecao.
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Adenine nucleotides hydrolysis is an important step of the neuromodulation of
CNS and some of its breakdown products are able to protect the nervous tissue
against brain injuries. The activity of NTPDase (EC 3.6.1.5, apyrase, CD39) was
verified in cerebrospinal fluid (CSF) from patients without neural inflammatory
process under different conditions and in the presence of several inhibitors. The
samples were chose considering the low protein levels, normal glucose levels, low
leukocyte count and CSF differential count. We chose use the supernatant 1 (S1) for
enzyme assay due to the best enzymatic activities in this fraction. The best hydrolyze
temperature was 37°C to ATP and ADP. This enzyme was cation-dependent, with a
maximal rate for ATP and ADP hydrolysis in pH 8.0 in the presence of 5mM Ca*2.
Sodum azide inhibited both nucleotide hydrolysis at concentrations higher than 10
mM. Sodium fluoride inhibited the ATP and ADP hydrolysis at concentrations of 15
mM and 20 mM. The Na* K" ATPase inhibitor ouabain, did not affect ATP or ADP
hydrolysis. The inhibitor P-type ATPase lanthanum 5mM was ineffective on ATPDase
hydrolysis. Suramin (30-300 uM) inhibited ATP and ADP hydrolysis and presented a
maximal inhibitory effect of 50% at 300 uM. The results of the present study
demonstrated that ATP and ADP hydrolysis from human CSF presented a similar

response those obtained from rat synaptosomes.

Keywords: CSF; nucleotides; NTPDase; neuroprotection.
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APRESENTAGAO

Esta dissertacdo esta descrita da seguinte forma: primeiramente sao
apresentadas a introdugédo, os objetivos e a revisdo bibliografica. A seguir, os
resultados sao apresentados na forma de manuscrito, o qual foi escrito seguindo-se
as normas do periddico ao qual o mesmo sera submetido a publicacdo. Os itens
discussdo e conclusdes estdo dispostos apds o manuscrito. As referéncias
bibliograficas apresentadas no final da dissertacdo referem-se as citagdes que

aparecem nos itens introducao, revisao de literatura e discusséo.



16

1. INTRODUGCAO

A analise laboratorial do liquido cefalorraquidiano (LCR), ou liquor, € de ampla
utilidade para verificar a saude neurologica dos pacientes. Tais analises tém sido de
grande importancia para o diagndstico de varias patologias no Sistema Nervoso
Central (SNC) de origem infecciosa, como as meningites, assim como também a sua
analise podera fazer a diferenciagcao entre processos infecciosos, inflamatorios ou
neoplasicos. O liquor é constituido por células e metabdlitos, os quais, em condi¢cdes
normais, apresentam-se dentro de determinadas faixas de referéncia
(STRASINGER, 1997). Em situagdes de dano ao tecido nervoso, independente da
etiologia, esses constituintes poderdo sofrer alteracbes, como por exemplo: o
aumento do conteudo proteico ou reducdo da glicose (KLEINE, 2003). Os
nucleotideos da adenina, em situagao fisiolégica ou patoldgica, sao relevantes no
restabelecimento das fungdes do SNC. Apds agir como neurotransmissor, o ATP é
degradado até adenosina através de ecto-nucleotidases, e a adenosina sera efetiva
na neuroprotecdo. As enzimas que degradam os nucleotideos da adenina sao da
familia NTPDase (E.C.3.6.1.5, ecto-CD39, ecto-apirase, ATP difosfoidrolase). Elas
hidrolisam tanto o ATP como o ADP, liberando AMP, que por sua vez sofre a
hidrdlise por acdo da 5'-nucleotidase (E.C.3.1.3.5, CD73), tendo como produto final
a adenosina.

A caracterizagdo de enzimas que degradam nucleotideos em liquor através
da determinagao enzimatica em diferentes temperaturas e pH do meio de incubacéo,
variadas concentracoes de Ca*?, em diferentes fracoes do sobrenadante e do pellet,
assim como também a incorporagao de inibidores como azida soédica, fluoreto de
sodio, lantanio, ouabaina e suramin ao sistema, associada aos outros parametros de
diagndstico, podera colaborar na identificacdo de fatores causadores de lesdo em
individuos acometidos por patologias diversas. Considerando a importancia da
hidrolise dos nucleotideos e da atividade da enzima CD39 em patologias neurais,

sdo apresentados os objetivos do presente estudo.
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1.1 Objetivos:

o Verificar se ocorre hidrélise de ATP e ADP em liquor de pacientes sem
patologias inflamatdrias detectadas;

e Caracterizar parcialmente a atividade da enzima NTPDase em liquor de
pacientes sem patologias inflamatorias detectadas ou quaisquer processos

infecciosos;

e Comparar os resultados obtidos utilizando-se liquor humano com os

resultados obtidos em estudo anterior que utilizou sinaptossomas de ratos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Liquido cefalorraquidiano

O liquido cefalorraquidiano (LCR), ou liquor, foi descoberto em 1764 por
Cotugno, vindo a ser considerado o terceiro liquido biolégico mais importante
depois do sangue e da linfa (STRASINGER, 1997), pelo papel que desempenha
na nutricdo e circulacao do cérebro e medula espinhal (JOHNSTON &
PAPAICONOMOU, 2002).

2.1.1 Formacao e fluxo do liquido cefalorraquidiano

Diariamente, o LCR é formado na intensidade de 500 mililitros (500 ml)
em um tecido considerado como a fonte primaria de sua producao,
denominado plexo cordéide (FISONE et al., 1995). Aproximadamente 20 ml do
LCR produzido, sao reabsorvidos pelas vilosidades aracnodideas. A esse
volume produzido, sao acrescentadas pequenas quantidades de liquor
originadas nas superficies ependimarias dos ventriculos e das membranas
aracndideas, além de uma pequena quantidade que vem do proprio cérebro
através de espagos que rodeiam os vasos sanguineos e penetram no tecido
cerebral, mantendo assim um volume médio de 120 - 150 ml em adultos
(POPLE, 2002). O fluxo do liquor, ap6és sua sintese, ocorre a partir dos
ventriculos, passando para o interior do espago subaracnéideo e circulando
pela medula espinhal e superficie do cérebro (Fig. 1) (JOHNSTON &
PAPAICONOMOU, 2002).
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Granulacao de

Figurail- Fluxo do liquor no SNC. Disponivel em

<http://esclerosemultipla.files.wordpress.com/2006/08/men_03.jpg>. Acesso em 1 novembro
de 2007

A producao de LCR nos plexos cordides, ocorre por filtragcao sob pressao
hidrostatica através do endotélio capilar cordide, e depende do transporte
ativo de ions so6dio gerado pela bomba de Na'/K* ATPase presente na
membrana das células epiteliais que revestem o lado externo de tais plexos
(FISONE et al., 1995). Os ions sédio sao ativamente transportados do interior
das células epiteliais cordides para dentro dos ventriculos e esses ions, por
apresentarem cargas positivas, atraem as cargas opostas dos ions cloreto (DI
TERLIZZI & PLATT, 2005). Desta forma, ha a formacao de cloreto de sédio, o
que provoca a osmose da agua através da membrana (WATSON & SCOTT,
1995). Além desse movimento idnico, ha o transporte de glicose para o interior
do liquido cefalorraquidiano, como o de potassio e bicarbonato para fora
desse liquido (GUYTON & HALL, 2002).
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2.1.2 Composigao do Liquor

O liquor, embora seja considerado um ultrafiltrado plasmatico,
apresenta uma composicao diferente dos outros liquidos extracelulares de
outras partes do corpo. Comparando o liquor ao plasma, ambos tém
composi¢coes semelhantes, mas ha uma grande disparidade na concentragao
dos seus constituintes (WALKER, 1933).

LCR em
o LCR em
LCR normal meningite
) meningite viral
bacteriana
0 100

Contagem celular | Até 5 células/mm?® 1 10 células/mm?

células/mm?®

Proteinas 15-45 mg/di 1 45 mg/dl Normal ou 1
60-80 % da

Glicose ! normal
glicemia

Cor Incolor Alterada Incolor

Aspecto Limpido Turvo/opaco Incolor

Tabela 1. Comparagao da composicao do LCR normal e em meningites —
ROMERO et al., 2003; WEISFELT et al., 2006.

Moléculas de grande peso molecular tém dificuldade de passar do sangue para
o LCR ou para os liquidos intersticiais do cérebro, apesar de passarem para os
liquidos bioldégicos usuais do corpo. Isto se deve a existéncia de barreiras
semi-permeaveis constituidas por células justapostas que se localizam em
quase todo o parénquima cerebral. Tais barreiras sdao usualmente chamadas
de barreira hematoliquérica e barreira hematoencefalica, situadas entre o
sangue e o liquido cefalorraquidiano, sangue e o liquido cerebral,
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respectivamente (GUYTON & HALL, 2002; DI TERLIZZI & PLATT, 2005). A
fungcdo desse conjunto celular é garantir o controle da homeostase no
parénquima cerebral, evitando flutuagées na concentragiao extracelular de
ions, horménios e aminoacidos, os quais em desequilibrio, poderao gerar uma
atividade de neurotransmissao descontrolada e também a injuria de células
nervosas (MOODY, 2006).

A aparéncia do LCR em pessoas sadias é limpida, cristalina e incolor, sendo
usualmente comparado a ”agua de rocha”. Essa aparéncia podera ser opaca
ou turva, xantocromica ou sanguinolenta na presenca de proteinas, lipideos,

microrganismos ou sangue. Tais inclusdes causarao a variagao da cor, sendo

chamado de liquor rosado, avermelhado ou amarelo (Fig. 2) (STRASINGER,
1997).

} &u -1‘
S
- £

Figura 2 - Diferentes aspectos e coloragdées do LCR — STRASINGER, 1997.

Em condigées normais, o liquor em adultos apresenta até cinco
leucécitos/mm?, sendo praticamente todas essas células representadas por
linfocitos e mondcitos (Fig. 3). Em criancas e em recém-nascidos, o valor de
referéncia considerado é de até trinta células/mm?® (RAVEL, 1997).

O liquor normalmente nao apresenta hemaceas. Estas células podem estar
presentes em situacdées variadas, como punc¢do traumatica ou hemorragia

intracraniana. Outras formas celulares diferentes que eventualmente poderao
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ser encontradas no LCR sao: macréfagos, células do plexo coréide e células

neoplasicas (STRASINGER, 1997).
-

Figura 3 - Monécitos e linfécitos no LCR — STRASINGER, 1997.

Normalmente, a concentragao protéica do liquor é baixa, geralmente
considerada na faixa de 15 — 45 mg/dl. Entretanto, em condi¢gdes de dano a
barreira hematoencefalica, ocorre a passagem, para o liquor, de grande
quantidade de proteinas oriundas do plasma, sendo a albumina a principal
fragao protéica a invadir o LCR, devido a sua alta concentragao plasmatica (DI
TERLIZZI & PLATT, 2005). Outros exemplos em que ha o aumento da
proteinorraquia seriam: processos infecciosos, traumatismo cerebral, acidente
vascular cerebral e tumores no SNC (RAVEL, 1997). E sabido que certas
substancias sdo mais permeaveis ao SNC do que outras, e esta
permeabilidade é afetada por processos patolégicos ou por mudancgas na
concentracao de alguns metabdlitos plasmaticos (LYTTLE & HEARN, 1926). A
glicose no LCR é derivada do plasma, sendo carregada para o SNC por
transporte facilitado, podendo-se considerar que a glicorraquia é dependente
dos niveis da glicemia, sendo que os niveis normais de glicose no liquor
equivalem a dois tergos da glicose no plasma, ou seja, 60 — 80% da glicose
plasmatica (KLEINE et al., 2003).
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O aumento nos niveis da glicorraquia € observado quando ha elevagéo da
glicemia, situacao esta que pode ser fisioldgica. Ja a diminuigdo da glicose no liquor,
associada com outros achados clinicos, serviria como parametro de diagndstico em
processos patolégicos, como nas meningites bacteriana, tuberculosa ou fungica
(RAVEL, 1997; SAEZ-LLORENS & MCCRACKEN, 2003).

A bomba de Na'/K' presente na membrana dos plexos cordides & a
responsavel pela determinacdo das concentracdes de sodio e potassio no LCR.
Ainda estdo presentes neste liquido calcio, magnésio, cloretos, fosforo e
bicarbonato, os quais apresentam distribuicdo independente entre o LCR e o plasma
devido a outros mecanismos de transporte (PINCUS & KRAEMER, 1923).

Varias enzimas presentes no liquor tém sido estudadas ao longo dos anos.
Elas podem ter origens diferentes, ou seja, essas enzimas podem proceder do
sangue ou do proéprio tecido neural. Creatinoquinase isoenzima (CK-BB) e Lactato
Desidrogenase (LDH) s&o enzimas utilizadas no diagnostico de danos ao SNC,
estando alteradas, geralmente, em patologias com mau prognéstico (DI TERLIZZI
and PLATT, 2005).

As fungbes do liquor incluem: servir de barreira mecanica contra
traumatismos, fazer o transporte intracerebral de biomoléculas, promover a remogao
de metabdlitos cerebrais tais como lactato e CO,, fazer a manutencao da pressao
intracraniana e a defesa contra a invasao de patégenos (WATSON & SCOTT, 1995).
Em diversas patologias como doengas infecciosas, processos neoplasicos,
traumas, doencas neurodegenerativas entre outras, as analises laboratoriais
do liquor, tais como o cultivo microbiolégico, a citologia e as analises
bioquimicas, associados aos dados clinicos, servirao de auxilio no diagnéstico
(WATSON & SCOTT, 1995; KLEINE et al., 2003).

2.2 Nucleotideos da adenina

Nucleotideos sdo compostos formados a partir da unido de uma base
nitrogenada, derivada de compostos como as purinas ou pirimidinas (Fig. 4a), um

monossacarideo pentose e um, dois ou trés grupos fosfato (Fig. 4b). A perda dos
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grupos fosfato, faz com que o nucleotideo passe a ser chamado de nucleosideo
(Fig. 4b).
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Figura.4 - (a) Estrutura de uma base purica; (b) estrutura de um nucleotideo. Lehninger — Principles of

Biochemistry, 4" ed.

Nucleotideos extracelulares modulam multiplas fungdes teciduais.
Dependendo do subtipo de receptores ativados, eles poderdo disparar e mediar
processos que afetam o metabolismo celular, mecanismos de ativagdo, migragao e
adesao celular, além de estarem envolvidos em mecanismos de protecao, incluindo
proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose, que ocorrem na aterosclerose,
doengas neurodegenerativas e em varias doengas inflamatérias (ROBSON et al.,
2006).

2.2.1ATP

A adenosina 5'-trifosfato, ou ATP, € um nucleotideo trifosfatado existente em
todas as células e esta envolvido na regulagdo de varios processos fisioldgicos e
patolégicos no meio extracelular (BOURS et al, 2006). Assim como o0s
neurotransmissores, no SNC o ATP é estocado em vesiculas intracelulares e, apos
um estimulo neuronal, ele é liberado pelas terminagdes nervosas na fenda sinaptica
aonde ira se ligar a receptores especificos do tipo P, (KUKULSKY et al., 2004;
NEDELJKOVIC et al., 2005). Esse nucleotideo, além de ser considerado uma fonte

classica de energia no metabolismo intracelular, no meio extracelular ele age como
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neurotransmissor, agindo também como neuromodulador no sistema nervoso central
e periférico, além de regular outros processos biolégicos como fungdo cardiaca e
contragao muscular (JAMES & BUTT, 1999; ZIMMERMANN, 1999; TORRES et al.,
2002).

2.2.2 ADP

A adenosina 5’-difosfato € o primeiro produto gerado na hidrolise do ATP,
sendo conhecido por induzir mudangas no formato das plaquetas, o que acelera o
processo de agregacao destas células. Em situagbes de injuria vascular, o ADP é
liberado do interior de granulos existentes nas plaquetas, sendo entao considerado o
agonista mais importante do recrutamento plaquetario e indutor da formagéao de
trombos no interior de vasos (MARCUS et al., 2003; LUNKES et al., 2003).

2.2.3 AMP e Adenosina

A adenosina 5-monofosfato € um intermediario obrigatério da hidrélise do
ATP (BARSOTTI & IPATA, 2004) que exerce a fungéo de sinalizador em situagdes
de desequilibrio no metabolismo e € também através da hidrolise desse nucleotideo
que ocorre a formagao da adenosina (CUNHA, 2001; LATINI & PEDATA, 2001). A
adenosina € um nucleosideo purinico enddégeno, produzido principalmente pela
hidrélise do ATP (BARSOTTI and IPATA, 2004) e liberado por varios tecidos e
orgaos. Além de ser considerado um poderoso agente anticonvulsivante (WANG &
GUIDOTTI, 1998), no SNC a adenosina inibe o metabolismo celular em condigbes
adversas como hipdxia, hipoglicemia ou danos isquémicos. Nestas situagdes, onde
ocorre injuria neuronal, a produgdo de adenosina € aumentada devido a maior
demanda de energia suprida pelo ATP, o qual é totalmente metabolizado (LATINI &
PEDATA, 2001; NOJI et al., 2004), assim como também a sua presenca é
imprescindivel para atuar na inibicdo da agregacao plaquetaria disparada pelo ADP
(LUNKES et al., 2003).
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2.3. Enzimas que degradam os nucleotideos da adenina

As ectonucleotidases sdo enzimas que degradam os nucleotideos
extracelulares a seus respectivos nucleosideos (ROBSON et al., 2006). Estas
enzimas foram previamente identificadas e s&o reconhecidas por serem capazes de
hidrolisar nucleosideos purinicos mono, di- e trifosfatados (ZIMMERMANN et al.,
1998).

A familia das E-NTPDases (ecto-nucleosideo trifosfato difosfoidrolase) é
atualmente composta por 8 membros (Fig. 5), em que quatro destas enzimas s&o
tipicamente encontradas na superficie das células, com um sitio catalitico
extracelular (NTPDase1, 2, 3 e 8). As NTPDases 5 e 6 apresentam localizagao
intracelular e as NTPDases 4 e 7 estdo totalmente localizadas na regiao intracelular
e seu centros ativos estdo direcionados para o lumen das organelas citoplasmaticas.
Todos os membros desta familia apresentam em sua estrutura, no minimo, cinco
dominios chamados regides conservadas de apirase (ACR), locais estes que
apresentam grande similaridade na sequéncia de aminodacidos. Tais dominios estao
diretamente envolvidos na atividade catalitica da enzima e/ou na integridade
estrutural das E-NTPDases (ZIMMERMANN, 2001; ROBSON et al., 2006).
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Figura 5 — Arvore filogenética dos oito membros da familia NTPDase — Robson et al., 2006)
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2.3.1. Ecto-NTPDases

Nucleosideo trifosfato difosfoidrolase (NTPDase-1, E.C. 3.1.3.5, ecto-apirase,
CD39) é a designagao genérica de enzimas que hidrolisam nucleosideos tri- e
difosfatados a seus respectivos monofosfonucleosideos e fosfato inorganico (OSES
et al., 2004 b). A CD39 é uma glicoproteina localizada na membrana plasmatica
celular, com seis locais de glicosilagdo e com dois dominios transmembrana, um N-
terminal e um C-terminal, sendo que seus sitios cataliticos localizam-se do lado de
fora da membrana (Fig. 6) (CHEN & GUIDOTTI, 2001). Na presencga obrigatoria de
cations divalentes como o Ca*¥/Mg*?, a CD39 hidrolisa tanto o ATP a ADP, como o
ADP até o AMP (PLESNER, 1995; WANG & GUIDOTTI, 1996). As NTPDase-1 sédo
caracteristicas por sua insensibilidade a inibidores especificos do tipo P, tipo V e tipo
F, caracterizando-se também por apresentarem maior atividade enzimatica em pH
alcalino (KEGEL et al., 1997; SCHETINGER et al., 2001).

Estudos baseados em imunocitoquimica e western blooting mostraram que as
ecto-nucleotidases estdo presentes em varios tecidos humanos incluindo placenta,
coragao, pulmao, figado, pancreas, ovarios, prostata, célons e cérebro. Além disso,
algumas formas soluveis ja foram encontradas também em invertebrados, plantas,
fungos e protozoarios (KACZMAREK et al., 1996; ZIMMERMANN, 1999; MATOS et
al., 2001; SATUE-MARTIN et al., 2007).

out

NH. COOH

ATP = ADP —- AMP + 2P,

Figura 6 — Localizacdo da NTPDase-1 na membrana plasmatica de células — Zimmermann et al.,

1998.
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Abstract

Adenine nucleotides hydrolysis is an important step of the neuromodulation of
CNS and some of its breakdown products are able to protect the nervous tissue
against brain injuries. The activity of NTPDase (Nucleoside Triphosphate
Diphosphohydrolase) was verified in cerebrospinal fluid (CSF) from patients without
neural inflammatory process under different conditions and in the presence of several
inhibitors. The samples were chose considering the low protein levels, normal
glucose levels, low leukocyte count and CSF differential count. We chose use the
supernatant 1 (S1) for enzyme assay due to the best enzymatic activities in this
fraction. The best hydrolyze temperature was 37°C to ATP and ADP. This enzyme
was cation-dependent, with a maximal rate for ATP and ADP hydrolysis in pH 8.0 in
the presence of 5 mM Ca*?. Sodum azide inhibited both nucleotide hydrolysis at
concentrations higher than 10 mM. Sodium fluoride inhibited the ATP and ADP
hydrolysis at concentrations of 15 mM and 20 mM. The Na* K* ATPase inhibitor
ouabain, did not affect ATP or ADP hydrolysis. The inhibitor P-type ATPase
lanthanum 5 mM was ineffective on ATPDase hydrolysis. Suramin (30-300 uM)
inhibited ATP and ADP hydrolysis and presented a maximal inhibitory effect of 50%
at 300 uM. The results of the present study demonstrate that ATP and ADP
hydrolysis from human CSF presented a similar response to pH, azide, fluoride,
lanthanum, suramin and ouabain those obtained from rat synaptosomes. A distinct
response was showed in terms of calcium concentration required from brain
synaptosomes. The presence of a NTPDase in human CSF without any inflammatory
or infectious disorders can be important to modulate functions like thrombus
formation, release of excitatory nucleotides and others what could bring injuries to the

brain tissue.

Keywords: neuromodulation; brain injuries; human CSF; NTPDase; CD39; classical

inhibitors
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1. Introduction

Nucleotides (triphosphated and diphosphated) such ATP, ADP, UTP and UDP
act as extracellular signalling substances in various tissues and organisms.
Extracellular ATP is involved in a large variety of physiological functions [1] and it
acts as purinergic neurotransmitter that often is co-released into the synaptic cleft
together with others neurotransmitters as acetylcholine and norepinephrine [2]. This
nucleotide also plays the important role in cellular energy transport and
transformation, as well as it is typically associated in enzyme regulation [3]. ADP in
human is released from activated platelets and it is the final common agonist for
platelet activation and recruitment [4]. Besides its function on platelet aggregation,
ADP acts, at low concentrations, strong influence in vascular tone and cardiac
function [5].

External concentrations of adenine nucleotides in the extracellular
compartment are controlled by ecto-nucleotidases [17]. These enzymes includes the
E-NTPDase family (ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase family), the E-
NPP family (ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase family), ecto-5'-
nucleotidase and alkaline phosphatases [21]. These so-called ecto-enzymes are
located on cell surface as well as may be found in soluble form in the interstitial
medium or in body fluids [10].

Nucleoside triphosphate diphosphohydrolase (NTPDases) is the general
designation for enzymes that hydrolyses ATP and ADP in their equivalent
monophosphonucleosides and inorganic phosphate [11]. The dephosphorylation of
these nucleotides results in some important physiological responses by regulating P,

receptor activation [12]. NTPDases are located in various tissues like brain, kidney,
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liver, heart, spleen, thymus, lung, skeletal muscle, as well as the platelet membrane
[3, 5, 16]. NTPDase-1 (CD39, ecto-apyrase, ATP diphosphohydrolase) is a
glycosylated membrane bound enzyme that hydrolyses ATP and ADP to adenosine
monophosphate (AMP), which is subsequently converted to adenosine by 5'-
nucleotidase (EC 3.1.3.5, CD73). The nucleotide hydrolysis was showed in various
pathologies like in the patient with hypercholesterolemia that present an increased
hydrolyze in their platelets [13]. In the nervous system, NTPDase acts in an indirect
role of modulation of nucleotide and nucleoside processes in response of purine
neuromodulatory actions [14]. Increased NTPDase activities have been detected in
brain synaptosomes of rats on seizures possibly comprising a neuroprotective
response against brain injury [15]. In addition, the presence of soluble NTPDase
activities also was suggested for its role of possible marker of brain injury [11].
NTPDase (CD39) and 5°-nucleotidase (CD73) play an important role together
in the control the release of ligands (ATP, ADP, AMP and adenosine) for both
nucleotide and nucleoside receptors. These enzymes may also have a protective
function by keeping extracellular ATP/ADP and adenosine concentrations within
physiological levels [19, 20]. In this way these enzymes are very important for
physiological modulation of CNS, as well as the neuroprotective activities against
brain insults [22]. Changes in neural plasticity can be paralleled by changes in ecto-
ATPase activity. This suggests that expression of ectonucleotidases can be altered
following a variety of physiological or pathological situations [23]. Considering the
importance of reported functions of ATP and the neuroprotective effects of adenosine
the adenine nucleotides hydrolyses ectonucleotidases is an important step in the
modulation of several functions in central nervous system (CNS). Recent work

pointed out the possible role of NTPDase and 5°-nucleotidase in CSF. ADP and AMP
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hydrolysis increase in liquor of patients with aseptic and bacterial meningitis [38].
Thus, the objective of this study was verify if occur adenine nucleotide hydrolysis in
CSF of NTPDase in this biological fluid through the parameters as pH dependence,
different Ca*? concentrations, different temperatures of the medium, different times of
the reaction and inclusion of classical inhibitors like sodium azide, fluoride, ouabain,

lanthanum and suramin.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals
Nucleotides, sodium azide, HEPES and Trizma base were purchased from
Sigma (St. Louis, USA). All other reagents used in the experiments were of analytical

grade and of the highest purity.

2.2. Patients

The sample consisted of 6 male patients and 4 female patients without any
inflammatory process in CNS and ages ranging from 20 to 60 years, from LABIMED
Santa Maria - RS. The control samples presented medium values for each parameter
in the group of participants (n=10) as follow: patients with cellular counting of 2,94
(+1,89) cells/mm?® (0-5 cells/mm? in adults), values of glucose of 87 (+ 22,77) mg/d|
(2/3 of glucose of serum) and proteins 32 (x 9,92) mg/dl (15-40 mg/dl). The
references value was obtained of [24]. The samples that had cloudy aspect with an
increased white blood cell count and a predominance of polymorphonuclear
leucocytes and also a low glucose concentration were rejected. All subjects gave

written informed consent to participate in the study. The protocol was approved by
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the Human Ethics Committee of the Health Science Center, Federal University of

Santa Maria (Protocol number: 0149.0.243.000-06).

2.3. CSF sampling

After the puncture, the CSF samples were pooled in single tubes and stored
on ice. Before performing the assays, the samples were centrifuged at 4500xg at 5°C
for 5 min, to obtain cell-free supernatants (S1). The supernatants were added to the

reaction and used for enzymatic assay.

2.4. ATP and ADP hydrolysis - NTPDase activity

NTPDase activity was determined by the method of Schetinger et al. [14] with
some modifications in a reaction medium contained 0.5 mM CaCl, 0.1 mM EDTA, 5
mM KCI, 10 mM glucose, 225 mM sucrose and 450 mM Tris-HCI buffer, pH 7,5 in a
final volume of 200 ul. Twenty pl of aliquot of CSF (10-30 pg protein) was added to
the reaction medium. The reaction mixture containing CSF was pre-incubated for 10
min at 37°C before addition of the substrates. The reaction was started by adding the
substrate (ATP and ADP each time) and stopped with 200 ul of 10% trichloroacetic
acid (TCA) to provide a final concentration of 5%. Inorganic phosphate was
measured by the method of Chan et al. [25], using malachite green as the
colorimetric reagent and KH,PO,4 as standard. All samples were run in triplicate.

Enzyme specific activities are expressed as nmol Pi released/min per mg protein.



35

2.5. Protein determination
Protein was determined by the Coomassie blue method, according to Bradford

[26] using bovine serum albumin as standard.

2.6. Statistical analysis
Data were analyzed statistically by one-way ANOVA followed by the Tukey
test when F test was significant. Differences between groups were considered to be

significant when p<0.05 (n=10).

3. Results

The pH optimum for ATP and ADP hydrolysis was 8.0 in human CSF. The
nucleotide hydrolysis activity had a linear curve at pH 6.0, 7.0, 9.0 and 10.0 using
both ATP and ADP as substrate. The highest enzymatic activity was at pH 8.0,
showing a decrease in the hydrolysis at pH 9.0 and 10.0 (Figure 1).

NTPDase is activated by Ca®* or Mg?®*, and ion function is to form metal ion-
nucleotide complex. Therefore the Ca®* requirement for maximal activity for ATP and
ADP didn’t differed. ATP and ADP hydrolysis was assayed ranging from 0.5 until 2.0
mM for both nucleotides. The calcium concentration (0.5 mM) used in the subsequent
assays were in accordance with these results (Table 1).

The adenine nucleotide hydrolysis was assayed at temperature ranging from
15 until 60°C. Figure 2 shows the temperature effects on the ATP and ADP
hydrolysis from liquor. The both nucleotide displayed a maximal activity at 37°C.

When the temperature was raised from 37°C, the activity decreased 30%.



36

In order to determine whether the nucleotidase activities in CSF were soluble
or membrane bound, we measured ATP and ADP 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
what its was observed in study using CSF with aseptic and bacterial meningitis.
Thus, we chose use the supernatant 1 (S1) due to the best enzymatic activities in this
fraction. The maximum ATP and ADP hydrolysis suggest that there is enzymatic
activitie in the supernatants (Table 2).

The sodium azide classical mitochondrial ATPase inhibitor was tested for
ATP and ADP hydrolysis. Azide inhibited nucleotide hydrolysis at concentrations
higher than 10 mM (p<0,05) (Figure 3A). Sodium fluoride inhibited the ATP and ADP
hydrolysis at concentrations of 15 mM and 20 mM (p<0,05) (Figure 3B). The Na* K*
ATPase inhibitor ouabain, tested at 0.5-3.0 mM, did not affect ATP or ADP
hydrolysis. The classical P-type ATPase lanthanum, tested in the concentrations
ranging from 0.1 until 0.5 mM was ineffective as an ATPDase hydrolysis. Suramin

(30-300 uM) inhibited ATP and ADP hydrolysis and presented a maximal inhibitory

effect of 40% at 300 uM (Table 3).

4. Discussion

In our study we observed clearly that there is adenine nucleotides hydrolysis in
human CSF like in others tissues. The results of the present study demonstrate that
ATP and ADP hydrolysis from human CSF presented a similar response to pH,
azide, fluoride, lanthanum, suramin and ouabain those obtained from rat

synaptosomes [14]. A distinct response was showed in terms of calcium
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concentration required from brain synaptosomes. In general, similar response were
observed from ATP and ADP hydrolysis in CSF preparation. This parallelism, in
addition to other data, suggest that the same enzyme could participate in the
hydrolysis of both ATP and ADP [5, 14].

The ectonucleotidases activity show single kinetic properties on their enzyme
activity. They are activated by divalent cations, they show insensibility to P-type, V-
type and F-type ATP-ases and they have an alkaline pH [31, 32]. ATP and ADP
hydrolysis in CSF was highly active at pH 8.0, showed a linearity of the pH curve in
CSF similar to others studies in animals like chicken and rats [14]. In our samples the
maximal activity was at pH 8.0, the same pH medium of maximal activity occurred in
lymphocytes [30] and zebrafish [33] but a different result obtained in kidney and liver
of adult rats which obtained similar curves at pH 6.0, 8.0 and 10.0 [29]. This suggests
that in human CSF does exist an NTPDase, what it even had mentioned previously
[22].

Through the propose to eliminate associations with another enzymes we used
some classical inhibitors of the E-NTPDases. The inhibition of mitochondrial ATPase
by sodium azide depends on the uM range of concentrations of this substance. High
concentrations of this inhibitor may block the NTPDase1 activity and it also
distinguish NTPDase1 from NTPDase2, because the later does not is inhibited by
this substance [17]. In this work this inhibitor of mitochondrial ATPase show us that
we were working with a NTPDase because the sensibility to it has been generally
considered as a criterion in distinguishing the ecto-ATPDases from ecto-ATPases,
which have different roles in the physiological responses of different tissues [34]. [35]
found enzymatic activity in low concentrations of the sodium azide although had been

demonstrated that this inhibitor need high concentrations (>100 yM) to work. It is well
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known that divalent cations such as Mg+2 and Ca*? are essential for nucleotide
hydrolysis by all NTPDases surface-located and they are inactive in their absence
[23]. In our samples the ATP hydrolysis was linear at 3 mM, 4 mM and 5 mM Ca*?
been this the highest activity. Whereas in rat cardiac synaptosomes 2 mM Ca*™ was
established as optimal condition for measuring the ectonucleotidase activity [36]. [19]
affirmed that the presence of Ca*? facilitates nucleotide binding to the catalytic site.

The Km value was verified varying ATP (100-2000 uM) and ADP (100-2000 uM)
concentrations, the enzymatic activity increased up to saturation to obtain Vmax. The
apparent Km and Vmax for ATP (n=5, mean = S.D.) were 45.8 yM and 6.8 nmol P
/min per mg protein, for ADP (n=5, mean £ S.D.) were 28.6 uM and 12.2 nmol P /min
per mg protein (Lineweaver—Burk plot).

Ectoenzymes are membrane proteins that have their enzymatically active site
outside the plasma membrane, in the extracellular environment, but are also found as
soluble forms in biological fluids [37]. Our group working with different fractions of the
supernatant and the pellet obtained maximal activity of the enzyme in the
supernatants what we can suggest that we were working with soluble ecto-
nucleotidases. This findings already done by [22] in previous studies with rat
cerebrospinal fluid.

The results of the present study demonstrate that ATP and ADP hydrolysis from
human CSF presented a similar response to pH, azide, fluoride, lanthanum, suramin
and ouabain those obtained from rat synaptosomes. A distinct response was showed
in terms of calcium concentration required from brain synaptosomes. The presence
of enzymatic activity in CSF of healthy patients can represent a protect mechanism in
neural environment through the modulation the extracellular nucleotides

concentration avoiding the brain tissue against injuries. In this way, this study could
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serve to future studies about the role of ectonucleotidase in CSF. More parameters

are needed to identify which member of ecto-enzymes family exists in the CSF.
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Table 1. Calcium dependence of NTPDase (nmol P/min per mg protein) from human CSF

(n=10).

Ca**(mM) ATP ADP
0.5 17.79 + 0.39 13.29 + 2.46
1.0 11.46 + 1.05 10.59 + 1.64
15 1215 +£1.7 8.35+0.3
2.0 6.23 + 2.94 7.5+ 0.57




Table 2. Distribution of ATP, ADP hydrolysis after human CSF centrifugation (n=10).

Fraction ATP ADP
(nmol P; / min per mg (nmol P; / min per mg
protein) protein)
S1 16.5+0.39 10.3£0.46
P1 7.46 +1.05 2.59 + 0.64
S2 10.15+£0.72 23704

P2 4.23+2.94 1.03 + 0.47
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Table 3. Effects of ouabain (mM), lanthanum (mM) or suramin (uM) on ATP or ADP
hydrolysis from human CSF (n=10). Nucleotide hydrolysis was expressed as nmol P; /

min per mg of protein. (p<0,05)

Ouabain ATP ADP
0.0 13.5+1.2 8.6+0.6
0.5 128+ 1.1 84+0.6
1.5 12.7£0.9 7.7+13
3.0 11.5+0.75 8.9+0.6
Lanthanum ATP ADP
0.0 125+1.1 75+0.7
0.1 12.8£ 0.9 6.8+0.9
0.2 11.8+1.1 74106
0.4 11.2+1.6 8.0+1.1
Suramin ATP ADP
(uM)

30 13.5+0.8 89+13
100 11+04 8.2+0.6
150 9.2+0.7 74+11

300 8.3+0.5 45+0.3
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FIGURES CAPTIONS

Figure 1. pH dependence on (o) ATP and (A) ADP hydrolysis from CSF of 10

patients (n=10). The activity was expressed as nmol Pi/min per mg of protein.

Figure 2. Effect of temperature on o ATP and A ADP hydrolysis from CSF of 10

patients (n=10). The activity was expressed as nmol Pi/min per mg of protein.

Figure 3A. Sodium azide effect on o ATP and A ADP hydrolysis from CSF of 10

patients (n=10). The activity was expressed as nmol Pi/min per mg of protein.

Figure 3B. Sodium fluoride effect on o ATP and A ADP hydrolysis from CSF of 10

patients (n=10). The activity was expressed as nmol Pi/min per mg of protein.
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4.DISCUSSAO

A hidrdlise dos nucleotideos ATP e ADP exercida pelas NTPDases ocorre em
variados locais do organismo e em diversas situagdes fisioldégicas ou patologicas
(ROBSON et al, 2006). Como exemplo, pode-se citar o0s pacientes
hipercolesterolémicos onde a hidrdlise desses nucleotideos € aumentada em
plaquetas (DUARTE et al., 2007). Ja no sistema nervoso, as NTPDases
desempenham uma fungao indireta de neuromodulagao (SCHETINGER et al., 2001).

A atividade enzimatica aumentada na hidrdlise de ATP e ADP ja foi detectada
em sinaptossomos de ratos em convulsdo. Este mecanismo seria explicado
sabendo-se que, apds a hidrodlise total do ATP, ha a producao de adenosina, a qual
age na neuroprotecgao contra injurias ao tecido cerebral (OSES et al., 2004b). Por
esse motivo, ja foi sugerido que, pela acao exercida pela NTPDase, esta enzima
seja utilizada como marcador de lesao cerebral (OSES et al., 2004a).

Em nosso estudo, verificou-se que no liquor humano ocorre hidrélise de ATP
e ADP, e esta atividade enzimatica pode estar ocorrendo através da mesma enzima.
As NTPDases para apresentarem atividade, necessitam de cofatores como a
presenca de cations divalentes (Ca*? e Mg*?) (WANG & GUIDOTTI, 1996), os quais
facilitam a ligacdo dos substratos aos seus sitios cataliticos e, na auséncia de tais
cofatores, a enzima torna-se inativa. Neste estudo com liquor humano, a atividade
enzimatica mostrou-se linear em concentragdes seriadas de Ca*?. Isto aliado ao fato
da enzima ter obtido atividade maxima em pH 8,0 e em temperatura de 37°C,
caracteristicas estas que ja haviam sido demonstradas em linfécitos humanos (LEAL
et al., 2005), nos faz supor que, no liquido cefalorraquidiano de humanos sem
processo inflamatério/infeccioso, a NTPDase-1 esta presente.

Uma outra propriedade que deve ser citada € a capacidade das NTPDases se
manterem ativas mesmo em presenca de inibidores como azida sddica e fluoreto de
sodio. No liquor, em presenca de azida sédica, a hidrélise do ATP e do ADP ocorreu
de forma linear, havendo uma diminui¢gao na hidrolise de ambos os nucleotideos em
concentragdes altas. Este evento também se repetiu quando foi introduzido no meio
de reacao o inibidor classico fluoreto, que pode ser explicado através do fato que o
meio de reacao continha Ca*. Durante a reacdo, a hidrélise dos nucleotideos

ocorreu de forma linear, mas com o aumento das concentragdes do inibidor, houve
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um decréscimo na atividade de ambos. O inibidor ndo especifico de receptores
purinérgicos, o suramin, foi testado e observou-se que a atividade enzimatica na
hidrolise do ATP e ADP diminuiu, conforme ja havia sido citado em outro trabalho
utilizando sinaptossomas de hipocampo de ratos (BONAN et al., 1998). Ja o inibidor
da Na+/K+ ATPase ouabaina ndo inibiu a atividade de hidrolise em ambos
nucleotideos, assim como ja ocorreu em estudos utilizando mucosa gastrica de ratos
(SAVEGNAGO et al., 2005), sinaptossomas (SCHETINGER et al., 2001) e linfécitos
(LEAL et al., 2005).

As ectonucleotidases sdo encontradas na superficie de células, como também
na sua forma soluvel presente nos fluidos biologicos. No presente estudo, as
melhores atividades foram obtidas no sobrenadante 1 (S1). A dosagem de atividade
enzimatica nas diferentes fragdes do sobrenadante e do pellet de liquor sem
processo inflamatério/infeccioso também foi maior, assim como ocorreu em estudo
que utilizou liquor de pacientes com meningite (DORNELES et al., 2007).

De acordo com a existéncia de parametros como insensibilidade a inibidores
classicos, hidrolise de ATP e ADP em pH 8,0 a 37°C e a especificidade pelo
substrato, como foi demonstrado, nos permite sugerir que no liquido
cefalorraquidiano de pessoas sadias exista NTPDases que se comportam como a
NTPDase1. Uma resposta distinta foi obtida em termos da concentragdo de calcio
requerida para a maxima atividade, a qual foi menor que a obtida em sinaptossomas
de ratos (SCHETINGER et al., 2001). A atividade enzimatica presente no liquor de
pacientes sem processos inflamatorios/infecciosos mostra a necessidade do tecido
neural em manter concentracbes constantes da nucleotideos como ATP e ADP,
evitando assim que ocorra a hiperexcitagdo do SNC pela liberacdo exacerbada de
ATP, assim como também a hidrolise do ADP impede a formagao de trombos na
microcirculacao cerebral e, por fim, a formag¢ao do nucleosideo adenosina promove a
neuroprotegcdo contra possiveis injurias ao SNC. Isso faz com que mais estudos
sejam feitos a fim de realmente especificar a classe das ecto-NTPDases que estéao

presentes no liquor.



54

5. CONCLUSOES

No liquido cefalorraquidiano de pacientes sem patologias inflamatérias
ocorreu a hidrélise de ATP e ADP.

A enzima presente no liguor de pacientes sem processos
infecciosos/inflamatérios foi pré-caracterizada através de variados parametros

e parece tratar-se de uma ecto NTPDase.

Os parametros obtidos como melhor temperatura, pH e sensibilidade a
inibidores sdo semelhantes aqueles obtidos em sinaptossomas de cérebro de

ratos.
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ANEXOS

Anexo A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O Programa de Pds-Graduacédo em Bioquimica Toxicolégica da UFSM esta
desenvolvendo um projeto de pesquisa intitulado: CARACTERIZAGAO PARCIAL
DA NTPDase (CD39) E 5-NUCLEOTIDASE EM LIQUOR HUMANO, através da
mestranda Rita Leal Sperotto, orientada pela Prof? Dr? Vania Lucia Loro, que tem
como objetivo verificar a ocorréncia de hidrélise de nucleotideos da adenina no
liguor de pacientes sem doenca inflamatorio do SNC detectada. Levando-se em
conta que € de grande importancia a caracterizagdo da NTPDase e da 5'-
nucleotidase no liquor oriundo de processos patolégicos no SNC, para que,
futuramente, essa seja um incremento no diagndstico de patologias.

Os voluntarios participantes da pesquisa permitiram a utilizagdo do liquor que
sobraram de exames solicitados por seus médicos. Todo o material utilizado para a
coleta sera descartavel e/ou desinfectado. Este estudo ndo envolve risco adicional
de vida aos pacientes. As amostras serdo tratadas de acordo com os protocolos
experimentais estabelecidos. Fica garantido que os dados coletados ficardo sob
responsabilidade de pesquisador e que os mesmos serao utilizados apenas para fins
cientificos, sem que o paciente seja identificado, garantindo assim o anonimato.

A participacao neste estudo é livre e voluntaria, sendo que nao havera
nenhuma forma de compensacéao financeira ou custos para o participante. A recusa
na participagdo nao leva a nenhum prejuizo ou comprometimento dos cuidados de
saude dos pacientes. 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 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
relacionados com a pesquisa, e da liberdade de retirar meu consentimento a

qualquer momento, sem que haja prejuizo de qualquer ordem.
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