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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de P6s-Graduagdo em Bioquimica Toxicologica
Universidade Federal de Santa Maria

HIDROLISE DE NUCLEOTiDEQS DE ADENINA EM PLAQUETAS DE
PACIENTES COM DIFERENTES NIVEIS DE COLESTEROL E SUA RELACAO
COM O PROCESSO INFLAMATORIO

Autora: MARTA MARIA MEDEIROS F. DUARTE
Orientadora: Vania Lucia Loro
Co — Orientadores: MARIA ROSA SCHETINGER
JOAO BATISTA TEIXEIRA DA ROCHA
Data e local de Defesa: Santa Maria, 10 de outubro de 2006.

A atividade da NTPDase (EC 3.6.1.5, apyrase, CD39) foi verificada em
plaguetas de pacientes com diferentes niveis de colesterol. Uma possivel
associacdo entre os niveis de colesterol e os marcadores inflamatérios como LDL
oxidado (oxLDL), proteina C reativa ultrasensivel (hsCRP) e anticopos anti-LDL
oxidado (Anti-oxLDL) foi investigado. Os seguintes grupos foram estudados: grupo |
(< 150 mg/dl), grupo Il (151 a 200 mg/dl); grupo IlI: (201 a 250 mg/dl); grupo IV (>
251 mg/dl) de colesterol. Os resultados demonstraram que a hidrdlise dos
nucleotideos (ATP e ADP) aumentou em funcdo dos niveis de colesterol. Os niveis
de LDL aumentaram concomitantemente com os niveis de colesterol total. Os niveis
de triglicerideos foram elevados no grupo com colesterol total acima de 251 mg/dl.
Os niveis de oxLDL foram elevados nos grupos I, lll and IV. A hsCRP foi elevada
no grupo com cholesterol maior que 251 mg/dl. Os Anti-oxLDL foram elevados nos
grupos lll e IV. O conteudo de TBARS foi aumentando em funcdo dos niveis de
colesterol. Em resumo, a hipercolesterolemia esta associada com o aumento da
resposta inflamatéria e hidrdlise de ATP e ADP. O aumento da atividade da
NTPDase esta possivelmente relacionado com uma resposta compensatéria ao

estado inflamatorio e pré-oxidativo associado com a hipercolesterolemia.

Palavras chave: NTPDase; CD39; colesterol; hsCRP; oxLDL; anti-oxLDL.
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ABSTRACT

Master Dissertation
Toxicological Biochemistry Post-Graduation
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

Enzymes that hydrolyze adenine nucleotides of patients with different
cholesterol levels and inflammatory processes

Author: MARTA MARIA MEDEIROS F. DUARTE
Oriented by: VANIA LUCIA LORO
Co-oriented by: MARIA ROSA SCHETINGER
JOAO BATISTA TEIXEIRA DA ROCHA
Date and place of the defense: Santa Maria, October 10nd, 2006.

The activity of NTPDase (EC 3.6.1.5, apyrase, CD39) was verified in platelets
from patients with increasing cholesterol levels. A possible association between
cholesterol levels and inflammatory markers, such as oxidized low density lipoprotein
(oxLDL), highly sensitive C-reactive protein (hsCRP) and oxLDL autoantibodies was
also investigated. The following groups were studied: group | (< 150 mg/dl), group I
(151 to 200 mg/dl); group lIl: (201 to 250 mg/dl); group IV (> 251 mg/dl) of
cholesterol. The results demonstrated that both ATP and ADP hydrolysis were
enhanced as a function of cholesterol levels. The LDL levels increased concomitantly
with total cholesterol levels. The triglyceride levels were increased in the group with
total cholesterol above 251 mg/dl. oxLDL levels were elevated in groups I, Il and IV.
hsCRP was elevated in the group with cholesterol higher than 251 mg/dl. oxLDL
autoantibodies were elevated in groups Il and IV. TBARS content was enhanced as
a function of cholesterol levels. In summary, hypercholesterolemia is associated with
an enhanced of inflammatory response and ATP and ADP hydrolysis. The increase
in NTPDase activity is possibly related to a compensatory response to the

inflammatory and pro-oxidative state associated with hypercholesterolemia.

Keywords: NTPDase; CD39; cholesterol; hsCRP; oxLDL; oxLDL autoantibodies.
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1. APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de artigo, o qual se encontra no item MANUSCRITO. As secbes Materiais e
Métodos e Resultados, encontram-se no proprio artigo.

Os itens DISCUSSAO, CONCLUSOES e REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
encontram-se no final desta dissertacéo.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citagdes que
aparecem nos itens INTRODUCAO, REVISAO DE LITERATURA E DISCUSSAO desta
dissertacéo.

O manuscrito esta estruturado de acordo com as normas da revista cientifica

European Journal of Biochemistry a qual foi submetido.
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2. INTRODUCAO

A hipercolesterolemia é um fator determinante para o surgimento da
arterosclerose, principal causa do infarto agudo do miocérdio, acidente vascular
cerebral, trombose, angina e demais doencas isquémicas. Pode afetar artérias do
cérebro, coracdo (Manolio et al.,1999) e rins (Jungers et al.,1997; Tonelli et al., 2001;
London et al., 2002). Atinge, principalmente, artérias de grande e médio calibre (Ross,
1993); também foi descrita em pequenas veias (vénulas) de diferentes tecidos animais,
estando presente em toda a arvore vascular (Stary et al.,1995). A arterosclerose € uma
doenca inflamatoéria que esta associada a ativacdo da célula endotelial (Ross,1999). O
endotélio ativado produz fatores de crescimento, expressao de moléculas de aderéncia
dos leucécitos (ICAMS, VCAMS, integrinas e selectinas) (Scalia et al., 1998; Liyama et
al.,1999). No processo de ativacdo endotelial ocorre a migracao e a proliferacédo de
macroéfagos e linfécitos T, facilitado a transmigracdo para o espaco subendotelial. A
oxidacdo das particulas de LDL, forma células espumosas (foam cell) e agregacao
plaguetaria, com disturbios da funcdo antitrombogénica (Hansson et al.,1991). Estes
eventos levam a disfuncdo dos fatores 6xido nitrico e endotelina-1, reguladores do
tbnus da célula muscular lisa (SMC) da camada média (Sakai et al., 1997; Bloodsworth
et al., 2000), promovendo o0 espessamento da camada intima, com rompimento da
camada média, conduzindo a formacé&o de trombos (Ross,1999; Armstrong et al., 2006
b).

Classicamente, os fatores de desenvolvimento da arterosclerose sao: elevados
niveis de colesterol total, lipoproteina de baixa densidade (LDL-colesterol), LDL-
oxidado, triglicerideos, baixos niveis da lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol)
(Brewer, 2004; Forrester et al., 2005), marcadores inflamatérios (Libby 2002),
homocisteina e a agregacdo plaquetaria (Furman et al.,1998). O LDL permanece na
circulagdo por varios dias e nestes periodos pode adentrar a parede vascular (Mayr et
al., 2005). O acumulo de lipidios nos macrofagos e nas SMC é o aspecto central da
aterogénese. A oxidacdo do LDL é induzida pelos radicais livres produzidos pelos
macroéfagos, células endoteliais ou SMC (Heinecke, 1998). Ocorre uma mudanca

oxidativa do LDL e a absorcdo das particulas de lipoproteinas modificadas pelos
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macrofagos que, por sua vez, se transformam em células carregadas, ricas em
colesterol (Lusis, 2000).

A oxidacdo do LDL é uma fase obrigatéria para a formagdo das céluas
espumosas. O LDL oxidado (oxLDL) é reconhecido pelo macrofago através de
receptores scavenger tipo SR-Al, SR-AIll, CD36 (Lougheed et al.,1997) e receptor LDL
relacionado a proteina (LRP) (Kounnas et al.,1992). Os macrofagos fagocitam as
moléculas de lipoproteinas, tornando-se ricos em conteudo lipidico, formando assim, a
célula espumosa (Libby, 2000; Witztum & Steinberg, 2001). Os anticorpos contra o
oxLDL foram encontrados em varios estudos no plasma humano, coelho e em lesdes
arteroscleréticas (Rosenfeld et al., 1990; Dijkstra et al., 1996; Shaw et al., 2003). Além
disso, o oxLDL induz a formacgédo de anticorpos, producdo de mediadores inflamatérios
como proteina C reativa (CRP), Interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral (TNF-a).
Foi sugerida uma correlagdo positiva entre CRP e LDL oxidado em seres humanos
(Holvoet et al., 1998; Armstrong et al., 2006 a).

A CRP é um marcador de fase aguda de processos inflamatorios, estando
presente na doenca arterial coronaria, implicando em risco elevado de infarto agudo do
miocardio em pacientes com angina instavel (Toss et al.,1997; Ford & Giles, 2000) e
acidente vascular cerebral em homens e mulheres (Ridker, 2001; Yasmin et al., 2004).
A producdo de CRP é regulada pela Interleucina-1(IL-1), IL-6 e TNF-a (Prabhu, 2004;
Napoli et al., 2005; Prasad, 2006).

As plaquetas podem acumular-se nas lesBGes arteriosclerdticas, recrutando
plaguetas adicionais para formar trombos, quando niveis de colesterol sanguineos
estao elevados (Stormorken & Sakariassen, 1997; Arakawa et al., 2005; Armstrong et
al., 2006 c). As plaquetas, angiotensina Il e o receptor CD36 s&o contribuintes com a
patogénese das doencas cardiovasculares (Lorenzi, 2003; Granger et al., 2004). As
plaguetas representam uma importante fonte dos nucleotideos ATP, ADP e AMP que
atuam na agregacdo plaquetéria (Stafford et al., 2003). Estes nucleotideos parecem
regular a homeostase através da ativacdo e cooperacdo de trés receptores purinérgicos
plaguetarios do tipo P2, chamados P2Y, P2X e ainda P2T (Di Virgilio et al., 2001). A
concentracdo desses nucleotideos depende da quantidade liberada, do efeito da
diluicdo no espaco extracelular e da atividade de enzimas de hidrolise, tais como as
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ectonucleotidases (Gordon, 1986). Existem muitas enzimas que hidrolisam ATP e ADP
separadamente (Battastini, 1990). A NTPDase (CD39, EC.3.6.1.5) é uma enzima capaz
de degradar tanto o ADP quanto o ATP (Meyerhof,1945; Robson et al., 2006). Além
disto, a 5’-Nucleotidase (CD73, E.C.3.1.3.5), catalisa especificamente a hidrélise de
AMP até adenosina. Assim, estas enzimas agem na regulacdo da formacéo do tampao
primério (Zimmermann, 2001). Estudos tém demonstrado a presenca de uma NTPDase
nas células endoteliais e que esta pode inibir a agregacdo plaquetaria através da
hidrolise de ADP (Marcus et al., 1997; Birk et al., 2002). Assim, a presenca de um
mecanismo enziméatico, capaz de hidrolisar os nucleotideos na circulagdo é importante
para limitar a agregacdo plaquetéria e a consequente formacdo de trombos induzidos
por esses agentes (Pilla et al., 1996; Marcus et al. 2001; Wagner & Burger, 2003).
Varios trabalhos relatam que a NTPDase é um agente anti-agregante e que juntamente
com outros fatores participa na tromboregulacdo (Gayle et al., 1998; Marcus et al.,
2001; Marcus et al., 2003; Araujo et al., 2004).

A relagcd@o entre a arterosclerose e possiveis fatores desencadeantes, ja foram
avaliados em alguns estudos (Dijkstra et al.,1996; Holvoet et al., 1998; Ford et al., 2000;
Armstrong et al., 2006 a), porém a maioria destes, relaciona os niveis de colesterol
LDL-oxidado com o processo inflamatério. Véarios outros fatores podem estar
relacionados com a formagao das placas de ateroma. O presente estudo pretende
avaliar se diferentes niveis de colesterol total afetam a atividade da enzima NTPDase
(CD39) em plaquetas. Este estudo também pretende verificar a concentracdo de

colesterol capaz de induzir a produgcdo de marcadores inflamatorios.
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2.1 OBJETIVOS

2.1.1. Objetivo geral

Verificar a relagcdo da atividade da enzima NTPDase em plaquetas de pacientes

com diferentes niveis de colesterol e sua relagdo com o processo inflamatorio.

2.1.2. Objetivos especificos

- Verificar a hidrélise dos nucleotideos ATP e ADP em plaquetas de pacientes com
niveis elevados de colesterol.

- Relacionar os niveis de colesterol total, HDL, LDL e triglicerideos com a hidrdlise dos
nucleotideos ATP e ADP.

- Verificar se os niveis de colesterol total relacionam-se com os niveis de LDL, LDL
oxidado, anticorpos anti-LDL e hsCRP.

- Relacionar a hidrolise dos nucleotideos ATP e ADP com os niveis de LDL oxidado,
anticorpos anti-LDL oxidado e hsCRP.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 PERFIL LIPIDICO

O perfil lipidico utilizado na rotina laboratorial € composto pelas dosagens de
colesterol total, lipoproteinas (LDL-colesterol - colesterol transportado pela lipoproteina
de baixa densidade, HDL-colesterol - colesterol transportado pela lipoproteina de alta
densidade) e triglicerideos (Simons & Toomre, 2000). O colesterol é encontrado em
praticamente todas as células e liquidos organicos. Ele é um alcool sélido que contém
27 atomos de carbono e possui 0 esqueleto tetraciclico do ciclopentano
peridrofenantreno. E o ponto de partida de muitas vias metabolicas, que incluem a
sintese de vitamina D, dos hombnios esterdides e do metabolismo dos acidos biliares.
Como componente estrutural importante das membranas celulares, influencia na sua
fluidez e no estado de ativagao de enzimas ligadas a membranas (Qui et al., 2006).

As lipoproteinas sdo responsaveis pelo transporte dos lipides no plasma e séo
compostas por lipides e proteinas, as chamadas apolipoproteinas. Existem quatro
grandes classes de lipoproteinas: as maiores e menos densas ricas em trigliceridios, os
qguilomicrons, de origem intestinal, e as lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL)
de origem hepética. As lipoproteinas de densidade baixa (LDL) e as lipoproteinas de
densidade alta (HDL). Existe ainda uma quinta classe, as lipoproteinas de densidade
intermediaria (IDL). Os quilomicrons sdo os responsaveis pelo transporte dos lipides da
dieta (via exdégena) (Cooper, 1997; Kamoun et al., 2006). O transporte de lipides de
origem hepatica ocorre por meio da VLDL e LDL, que caracteristicamente contém
liproproteina apo B-100 (via enddgena). Os trigliceridios das VLDL, assim como os dos
quilomicrons, sao hidrolizados pela lipase lipoprotéica (Goldberg, 1996). Os acidos
graxos sao liberados para os tecidos e metabolizados. Os quilomicrons se transformam
em remanescentes que sdo removidos pelo figado por receptores especificos, sendo
gue o mais aparente é o receptor da LDL (Cooper, 1997).

Uma parte das VLDL se transforma em LDL ap6s a perda de componentes de
superficie lipidicos e protéicos. As VLDL trocam trigliceridios por ésteres de colesterol

com as HDL e LDL por intermédio da proteina de transferéncia de colesterol
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esterificado (CETP) (Tall, 1993; Wilsie et al., 2006). Tanto as VLDL como as LDL serao
removidas no figado por intermédio de ligagdo com receptores especificos (Brown &
Goldstein, 1986; Melchior et al., 2005). A expressdo desses receptores € a principal
responsavel pelo nivel de colesterol no sangue e depende da atividade da enzima
HMG-CoA redutase (hidroxi-metil-glutaril CoA redutase) que € a enzima limitante da
sintese do colesterol hepético (Pease & Leiper, 1996).

A LDL normalmente transporta 70% do total de colesterol do plasma. Quando as
concentragbes de LDL estdo elevadas, ocorre um aumento do risco de arterosclerose
(Lusis, 2000; Farmer & Gotto, 2002; Armstrong et al., 2006 a), pois promove a ativacao
plaquetéaria e a expressao do fator tecidual (Ray & Rosendaal, 2001). As particulas de
HDL séo constituidas predominantemente por proteinas e fosfolipideos, sdo formadas
no plasma e compartimento extravascular. A apo A-l e a apo A-ll, constituem o principal
conteudo protéico da HDL. O colesterol livre da HDL é esterificado pela ag&o da lecitina
colesterol acil transferase (LCAT). A HDL transporta o colesterol dos tecidos para o
figado, que faz a conversdo desse colesterol para sais biliares. O colesterol sera
eliminado no chamado transporte reverso do colesterol (Fielding & Fielding, 1995). O
aumento dos niveis de HDL confere um efeito protetor contra a cardiopatia isquémica
(Junyent et al., 2006; Yokoyama, 2006). Apresenta também propriedades anti-
trombdticas por inibir a agregacdo plaquetaria, redugdo da viscosidade do sangue,
supressédo da atividade do fator tecidual e do inibidor do ativador de plasminogénio
(PAI-1) e aumento da inativagdo do fator de coagulacéo V pela ativacdo da proteina C
(Carine et al., 2004).

Os trigliceridios sdo a forma de armazenamento energético mais importante no
organismo, constituindo depdsitos no tecido adiposo e muscular (Hokanson &
Austin,1996). Constituem aproximadamente 95% do tecido adiposo em peso, sendo a
principal forma de armazenamento de lipideos no homem (Marcovina et al., 1994). Os
trigliceridios parecem contribuir também para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, pois aumentariam os niveis do fator VIl de coagulacdo, PAI-1 e a
viscosidade do sangue (Griffin et al., 2001). Os triglicerideos também contribuem para
aterogenicidade, pois sdo 0s constituintes principais dos quilomicron e das VLDL. As
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VLDL contribuem para o acumulo de lipidios nos macrofagos humanos, promovendo a
formacao das “” (células espumosas) (Moore & Freeman, 2006).

As lipoproteinas tém um papel especifico no transporte de lipideos na circulacéo.
Entretanto, algumas vezes, ocorrem distirbios que promovem uma diminuicdo das
lipoproteinas (hipolipoproteinemia) ou um aumento das mesmas (hiperlipoproteinemia),
0 que é mais comum. A hiperlipoproteinemia pode ser primaria ou secundaria. As
formas primérias sdo determinadas geneticamente (Dastani et al., 2006). Em
decorréncia dessa alteragdo genética, podem ocorrer defeitos em apolipoproteinas,
sitios de receptores ou em algumas das enzimas utilizadas pelo sistema de transporte
dos lipideos (Forcheron, et al., 2005; Wung et al., 2006). As formas secundarias de
hiperlipoproteinemia s&o decorrentes de outras afecc¢des, incluindo doencas e alguns
fatores ambientais. Entre as causas mais frequentes, destaca-se o hipotireoidismo,
Diabetes Mellitus, alcoolismo, sindrome nefrética, insuficiéncia renal cronica,
hepatopatia e o uso de alguns farmacos (Ascaso et al., 1999; Hirany, et al., 2000;
Alexander et al., 2003; Gazi et al., 2006). Podem ocorrer também variagcdes nos niveis
de colesterol e lipoproteinas de acordo com a idade e com o género do paciente
(Danesh et al., 2000; Jaffer et al., 2002).

3.2 HIPERCOLESTEROLEMIA

Os tecidos periféricos sintetizam aproximadamente 9 mg de colesterol, por
kilograma do peso corporal, por dia e este deve ser removido para o figado para o
efetivo metabolismo. As distor¢bes no transporte do colesterol podem favorecer seu
deposito na parede das artérias e vasos, contribuindo para o desenvolvimento da
arterosclerose (Dietschy et al., 1993; Eckardstein et al., 2001). Considera-se
hipercolesterolemia quando o nivel de colesterol total sanguineo for maior ou igual a
200 mg/dL (Hamasaki et al., 2000). E considerada como um dos maiores fatores de
risco para o desenvolvimento das doencas cardiovasculares, sendo uma das principais
causas de mortalidade mundial (Stamler et al., 1986; Al-Shaer et al., 2004; Bhatt et al.,
2006).
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3.3 ARTEROSCLEROSE

A arterosclerose é uma doenca inflamatdria crbnica, subclinica, presente ja na
infancia e que avancga, de forma generalizada, durante toda a vida. Ao comprometer 0s
vasos, predispde ao aparecimento de doenca cardiovascular, cerebrovascular,
renovascular ou arterial periférica (Berliner et al., 1995).

A inflamacgdo crénica na parede vascular é representada por mondcitos,
macrofagos e linfocitos T ativados (Hansson et al., 1989; Libby &, Hansson, 1991; Ross,
R, 1993). A secrec¢do de citocinas pro-inflamatérias; producéo de anticorpos (Hansson,
2001), marcadores inflamatérios, como CRP, proteina sérica amiléide A (Ridker, 1998,
2001), fibrinogénio (Toss et al., 1997) e agregacao plaquetaria (Barlage, et al., 2006),
sdo componentes que também contribuem para a formacao da placa ateromatosa.

Os fatores classicos no desenvolvimento da arterosclerose sédo elevacdo nas
taxas de colesterol total, lipoproteina de baixa densidade (LDL-colesterol), LDL-oxidado,
triglicerideos, baixos niveis da lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol) (Brewer,
2004; Forrester et al., 2005), aumento dos niveis dos marcadores inflamatdrios,
homocisteina (Libby, 2002) e agregac¢ao plaquetéria (Sevit, 1986; Furman et al.,1998).

3.4 RESPOSTA IMUNE A OXIDACAO DO COLESTEROL LDL

A hipercolesterolemia favorece um recrutamento de células do sistema imune
para a parede dos vasos, ocorrendo depésito do LDL no espaco subendotelial (Boren et
al., 2000; Skalen et al., 2002). O LDL depositado associa-se com os materiais da matriz
extracelular e sofre oxidagdo, formando o LDL oxidado (Harrison, 1997; Holvoet et al.,
1998). A oxidac&o do LDL € induzida pelos radicais livres produzidos pelos macroéfagos,
células endoteliais ou SMC (Heinecke, 1998; Harrison et al., 2003; Armstrong et al.,
2006 b). A peroxidacdo lipidica, inicia nos &cidos graxos poiinsaturados dos
fosfolipidios, propagando-se aos lipidios do nucleo, como o colesterol livre e ésteres de
colesterol (Albertini et al., 2002). A presenca de oxLDL aumenta a expressdo das

moléculas de adesdo nas células endoteliais, quimiotaxia de mondcitos, expressao de
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genes das proteinas inflamatorias e desestabilizacdo das placas. Estimula a liberacao
de interleucina-1b (IL-1b) e Interleucina — 6 (IL-6) (Hulthe & Griendling & Ushio-
Fukai,1998; Fagerberg, 2002).

O oxLDL induz as células endoteliais a expressar o ICAM-1 (molécula de adeséo
intercelular =1 ) e VCAM -1 (mdlecula de adesao da célula vascular —1), permitindo que
0s mondcitos e linfécitos T possam se aderir as células endoteliais, através de seus
receptores MCP-1 (proteina quimiotatica de mondécitos—1) (Scalia et al 1998). Ocorre a
migracdo dos mondcitos do sangue periférico para o espac¢o subendotelial. Quando o
LDL é oxidado, transforma-se em um auto-antigeno. Os receptores scavenger (SRA-I,
SRA-Il, LRP e CD 36) localizados na superficie dos macrofagos, reconhecem oxLDL e
este é internalizado pelos macréfagos, formando as células espumosas. Os macréfagos
processam o auto-antigeno promovendo a ativagdo dos linfocitos T e secrecdo de
citocinas (Kounnas et al.,1992; Qin et al.,, 2006). Os macréfagos ativados secretam
citocinas pro-inflamatérias como IFN — g (interferon — ), fator de necrose tumoral — a
(TNF-a) e IL-6, as quais podem potencializar a expressao dos receptores scavenger,
induzir fatores pré-coagulantes, fibrinoliticos e aumentar as propriedades adesivas das
células endoteliais (Geng & Hansson, 1992; Liao et al., 1999; Persson et al., 2006).

Os linfocitos T (CD4) ativados proliferam e passam também a secretar as
citocinas pré-inflamatérias como, TNF - a e b, Interleucina - 2 (IL-2) e IFN - g, que
causam ainda uma maior ativacdo de macrofagos, ativacdo vascular e inflamacao
(Frostegard et al., 1999). O IFN - g, TNF-a e IL-1 estimulam a proliferacdo das SMC e a
sintese de colageno, as quais se agregam as células espumosas, completando a
formacao da placa ateromatosa (Libby et al., 1988; Schachter, 1990; Tingstrom et al.,
1992). Os ateromas podem progredir para formar placas fibrosas. Neste processo de
formacao, as células espumosas comecam a se protrair entre as células endoteliais e
entram no limem em virtude da ruptura da juncdo da célula endotelial. As células
espumosas podem agir como pontos trombogénicos, com formagcdo de microtrombos
de plaquetas nas superficies expostas. O conteudo lipidico € um fator importante na
determinacado da susceptibilidade a ruptura da placa fibrosa (Kusumoto, 2001).

A IL-6, IL-1 e TNF-a, induzem a expressédo dos gens hepaticos a sintetizarem, as

proteinas de fase aguda como a CRP e soro amiloide A (Amberger et al., 1997).
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Concentracles elevadas de CRP atuam diretamente no recrutamento de leucdcitos e
apoptose na parede do vaso (lkeda et al., 1992; Pasceri et al., 2000; Verma et al.,
2004). A CRP provoca efeitos pro-inflamatorios e pro-arterosclerético no endotélio
vascular. Seus niveis elevados aumentam a sintese das moléculas de adesédo
leucocitaria e plaquetéaria (E-selectina e P-selectina), estimulando a quimiotaxia e
favorecendo a transmigracao leucocitaria para a intima vascular e a adesao plaquetaria
(Pasceri et al., 2000; Ley et al., 2003; Prasad, 2006). A presenca de CRP em altas
concentracdes inibe a sintese do 6xido nitrico nas células endoteliais, facilitando a
apoptose destas células e bloqueia a angiogénese (Verma et al., 2002). Seus efeitos
pré-aterogénicos sdo evidenciados por estimular a migracdo, proliferacdo das SMC, e
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Wang et al., 2003; Verma et al.,
2004). Os linfécitos T (CD8), também participam da resposta imune, causam um ataque
citotoxico nas SMC, quando as mesmas estdo apresentando fragmentos lipidicos
associados a proteinas de classe | do MHC (Complexo Principal de
Histocompatibilidade), levando a apoptose destas células (Geng et al., 1997). Os
linfécitos B podem ocorrer na camada adventicia e no tecido conectivo, sendo 0s
responsaveis pela sintese dos anticorpos anti-oxLDL (Parums et al., 1986; Hansson et
al., 1984; Hansson, 2001). Os Anti-oxLDL, desempenham uma fungdo imunoprotetora,
contra o desenvolvimento da arterosclerose, pois neutralizam e catabolizam o ox-LDL
(Fukumoto et al., 2000; Matsuura, 2006), (Fig.1).
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Figura 1 — Resposta imune a oxidagéo do colesterol LDL. Adaptado de Kumar et al. (2004)

3.5 FATORES TROMBOEMBOLICOS E HEMOSTASIA

A hipercolesterolemia, oxLDL e proteinas de fase aguda como a CRP, séo
fatores predisponentes a adesdo, ativacdo e agregacdo plaquetaria (Tousoulis et al.,
2003, 2006). Apds a ruptura da placa aterosclerdtica, as plaquetas aderem aos tecidos
conectivos subendoteliais expostos. As microfibrilas subendoteliais ligam-se ao fator
von Willebrand (VWF), o qual se liga ao complexo Ib da membrana da plagueta. As
plaguetas movimentam-se ao longo da superficie dos vasos até que a GPla/lla reage
com o colageno, fazendo com que ocorra a adesdo plaquetaria (Simoons, 2001). Apés
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a adesdo, as plaquetas, formam pseuddpodes, aumentando a interacdo entre as
plaguetas adjacentes. A ativacao é realizada pela glicoproteina lib/llla (integrina a;u/bs),
que liga o fibrinogénio para produzir a agregacao plaquetéria. O complexo do receptor
lIb/llla, também é um sitio secundario de ligacdo com o VWF, promovendo maior
adeséo (Li et al., 2006). A exposi¢do ao coldgeno e a acdo da trombina, resultam na
secre¢cdo do conteudo dos granulos das plaquetas, incluindo ADP, serotonina,
fibrinogénio, enzimas lisossOmicas, b-tromboglobulina e fator de neutralizacdo de
heparina (fator plaquetario 4). As plaquetas também sintetizam prostaglandinas e
tromboxano A,. O tromboxano potencializa a reacdo de agregacao e tem intensa
atividade vasoconstritora (Freedman, 2005)

A liberacdo do ADP, ATP e do tromboxano Ay, causa agregacao adicional de
plaquetas no local da lesdo vascular. O ADP provoca engurgitamento das plaquetas e
estimula a adesdo entre as membranas das plaquetas adjacentes, ocorrendo ainda

mais liberagcdo de ADP e tromboxano A,. Esta retroalimentagcdo positiva resulta na

formacao de massa de plaguetas suficientemente grande para ocluir a regido da leséao
vascular (Leon et al., 2004). Depois da agregacao das plaquetas, o fosfolipidio exposto
na membrana (fator plaguetario 3), fica disponivel para as duas reacdes da cascata de
coagulacao. A primeira envolve os fatores 1Xa, Vllla e X na formacéo do fator Xa. A
segunda resulta na formacéo de trombina a partir da interacdo dos fatores Xa, Va e
protrombina (fator 1l). Deste modo ocorre a coagulacdo sanguinea proporcionando a
formacdo do codgulo intravascular, favorecendo a vasoconstricdo, aumento da
capacidade pro-coagulante do endotélio, estimulando a inflamagéo local (Gailani et al.,
2001), (Fig.2).
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Figura 2 — Adesdo, ativacao, agregacao e formacao do trombo plaquetéario. Adaptado de Brass (2001)

Esta hiperatividade no endotélio faz com que as células endoteliais injuriadas
expressem na sua superficie a nucleotideo trifosfato difosfoidrolase (NTPDase, CD39),
uma ecto enzima com atividade ATPase e ADPase (Kansas et al., 1991; Kaczmarek et
al., 1996; Gayle et al., 1998; Marcus et al., 1991, 1997; Di Virgilio et al., 2001; Robson
et al., 2006). A NTPDase hidrolisa o ATP e ADP, liberado pelas plaquetas ativadas. A
remocdo do ATP e ADP inibem o recrutamento de plaquetas, fazendo com que as
mesmas retornem ao seu estado inativado. No processo de hidrélise do ATP, ADP e
AMP, a adenosina é liberada. A adenosina inibe a agregacéo plaquetaria, expressédo do
fator tecidual ou moléculas de adesé&o. Inibe também a liberacdo de citocinas pelas
células endoteliais ativadas (Kawashina et al., 2000; Armstrong et al., 2006 b). Em
funcdo de sua atividade, torna-se um agente protetor dos vasos e artérias, protegendo
0s mesmos da instalacdo da placa arterosclerotica (Marcus & Safier, 1993; Kaneider et
al., 2002; Spronk et al., 2004).
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3.6 ENZIMA ECTONUCLEOSIDIO TRIFOSFATO DIHIDROFOSFOIDROLASE
(NTPDase, ATP difosfoidrolase, Apirase, Ecto/CD39, E.C. 3.6.1.5)

Os nucleotideos de adenina extracelulares sédo hidrolisados por enzimas
conhecidas como ecto-nucleotidases. Dentre estas, destacam-se a NTPDase (apirase,
CD39, ATP difosfoidrolase) e a 5’-nucleotidase (CD73, E.C.3.1.3.5), duas enzimas
capazes de controlar a disponibilidade de ligantes como ATP, ADP e AMP aos seus
receptores especificos (Zimmermann, 2001).

E-NTPDases (Ecto — nucleosideo trifosfato difosfoidrolase) € o termo genérico
para designar uma familia de enzimas responsaveis pela hidrélise de nucleotideos tri e
difosfatados (Papanikolaou et al., 2005). Esta enzima hidrolisa tanto ATP como ADP
formando AMP na presenca de fons Ca %" e Mg ?* (Chan et al., 1986; Ziganshin et al.,
1994). O AMP é subseqientemente convertido para adenosina pela 5'- nucleotidase,
com a liberacao de fosfatos inorganicos (Robson et al., 2006).

As NTPDases sdao enzimas amplamente distribuidas na natureza, tendo sido
bem caracterizadas em plantas, parasitas, insetos e em varios tecidos e células de
mamiferos, como por exemplo em cortex cerebral, linfécitos, células endoteliais e
plaquetas (Battastini et al., 1991; Sarkis et al., 1995; Pilla et al., 1996; Wang & Guidotti,
1998; Leal et al., 2005).

3.6.1 Familia NTPDase

A familia das NTPDases sao sintetizadas pelos genes ENTPD. Quatro das
NTPDases, estdo localizadas na superficie das células, com um sitio catalitico
extracelular (NTPDasel, 2, 3, 8). As NTPDases 5 e 6 apresentam localizacéo
intracelular e NTPDase 4 e 7 sdo enzimas intracelulares cujos centros ativos estao
direcinadas para o lumem das organelas citoplasmaticas (Zimmermann, 2001; Robson
et al., 2006), (Fig. 3). A NTPDase 1 é a principal ectonucleotidase presente na rede
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vascular, podendo também estar presente a NTPDase 2 (Enjyoji et al.,1999, Robson et
al., 2006).
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Figura 3 - Estrutura das enzimas da familia NTPDase. Adaptado de Robson et al. (2006).

3.6.2 Estrutura enzimatica e propriedades cataliticas da NTPDase

A analise das sequéncias de todas as NTPDases mostra a existéncia de cinco
regides conservadas as quais foram chamadas de “apyrase conserved regions” ACR
(ACR | — ACR V) e estao envolvidos na formacgéo do sitio catalitico da enzima, para que
ocorra a hidrélise dos nucleotideos tri e di fosfato (Schulte et al., 1999; Zimmerman,
2001; Sévigny et al., 2002; Robson et al., 2006).
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As regibes ACR | e ACR IV s&o similares aos dominios de ligacdo de fosfato 3 e
y da actina-hsp 70 hexoquinase. Uma mutacdo em um residuo de &cido aspartico da
regido conservada ACR | e ACR IV reduz a atividade hidrolitica da NTPDase em mais
de 90% (Flaherty et al.,, 1991; Smith & Kirley, 1999). As NTPDases sao proteinas
oligoméricas, cujos dominios transmembrana sdo responsaveis pela formacdo de
tetrameros. Apresentam dois dominios transmembrana (dominio | e dominio Il), de
tamanhos similares, com segmentos NH2 e COOH terminais citoplasméticos e um
grande dominio extracelular com a atividade enzimatica formando uma grande fenda
que compde o sitio catalitico (Vorhoff et al., 2005). As NTPDases 1,2,3 e 8 estdo
firmemente ancoradas na membrana através dos dominios transmembranas, 0s quais
interagem entre seus monémeros (Grinthal & Guidotti, 2002). Estes dominios podem
movimentar-se durante o processo de ligagdo da enzima com o nucleotidio e durante
sua hidrolise (Bork et al., 1992).

Os subtipos da NTPDase, diferem quanto a sua localizac&o e funcdo. As formas
NTPDase 1,2,3,8, sao diferenciadas de acordo com a preferéncia pelo substrato sendo
dependentes de ions calcio ou magnésio, para realizarem sua atividade maxima
(Zimmermann, 2001). A NTPDase 1, hidrolise tanto de ATP como de ADP na mesma
proporcdo, NTPDase 3 e 8, preferem mais o ATP do que o ADP como substrato, mas a
NTPDase 2 apresenta uma alta preferéncia pelo ATP, sendo classificada como uma
ecto-ATPase (Kukulski et al., 2005; Robson et al., 2006).

3.6.3 Papel fisiol6gico da NTPDase

Os nucleotideos modulam vérias func¢des teciduais, como o fluxo sangtineo,
secrecOes, inflamacdo e reacOes imunes. Influem nos processos que afetam o
metabolismo celular, na adeséo, ativagcdo e migracao celular (Luthje, 1989; Neary &
Abbracchio, 2001). A sinalizacdo purinérgica exerce um profundo impacto na
proliferacao, diferenciagdo e apoptose celular, pois influenciam na secrecao de fatores
de crescimento celular, citocinas inflamatorias, expressdo de moléculas de adesao e na

sintese de acido nitrico (Erlinge, 1998; Hou et al., 2002). No sistema vascular a
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sinalizagédo purinérgica esta associada com o controle do ténus vascular pela liberacdo
de ATP dos nervos e das células vasculares. A migracdo, proliferacdo e apoptose das
células vasculares constituem um importante papel no desenvolvimento das doencas
arteriais como a arterosclerose (Schachter, 1990). A NTPDasel sendo uma enzima que
hidrolisa nucleotideos desempenha um importante papel na tromboregulacéo e controle
dos processos inflamatérios nos pacientes que apresentam hipercolesterolemia
(Papanikolaou et al., 2005). Estas enzimas inibem a agregacéo plaquetéaria, regulam a
liberacdo de fatores mitogénicos das SMC e fatores de crescimento plaquetario e a

secrecao de citocinas inflamatorias ao hidrolizar os nucleotidos na membrana vascular
(Marcus et al., 2003; Lunkes et al., 2003; Aradjo et al., 2004; Robson et al., 2006), (Fig.
4).

Figura 4 — Papel fisiolégico da NTPDase no endotélio vascular. Adaptado de Marcus et al. (1997).
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3.6.4 Receptores purinérgicos

Os nucleosidios e nucleotideos exercem um papel de moléculas sinalizadoras
extracelulares em varios tecidos, através dos receptores purinérgicos (Burnstock &
Knight, 2004). Os receptores que ligam nucleotideos e nucleosidios s&o divididos em
receptores de adenosina ou P1 (subdivididos em Al, A2A, A2B e A3); em receptores
P2, que sado subdivididos em dois grandes grupos, 0s receptores ionotropicos P2X
(P2X1-7); e os 6 receptores metabotrépicos P2Y (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 e P2Y11).
Os receptores P2X ligam preferencialmente ATP e/ou UTP e P2Y podem ser ativados
por ATP, ADP, UTP, UDP, ITP e nucleotideos glicosados (Burnstock, 2002; Robson et
al., 2006). A adenosina inibe a proliferacdo das células musculares lisas, a sintese de
colageno e a agregacdo plaquetéria, especialmente pelos receptores, A2B e P2Y
diminuindo a ocluséo vascular (Crowley et al., 1994; Dubey et al., 1999).
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Abstract

The activity of NTPDase (EC 3.6.1.5, apyrase, CD39) was verified in platelets from
patients with increasing cholesterol levels. A possible association between cholesterol
levels and inflammatory markers, such as oxidized low density lipoprotein (oxLDL),
highly sensitive C-reactive protein (hsCRP) and oxLDL autoantibodies was also
investigated. Lipid peroxidation was estimated by the measurement of thiobarbituric acid
reactive substances (TBARS) in serum. The following groups were studied: group | (<
150 mg/dl), group Il (151 to 200 mg/dl); group IlI: (201 to 250 mg/dl); group IV (> 251
mg/dl) of cholesterol. Results demonstrated that both ATP and ADP hydrolysis were
enhanced as a function of cholesterol levels. LDL levels increased concomitantly with
total cholesterol levels. Triglyceride levels were increased in the groups with total
cholesterol above 251 mg/dl. oxLDL levels were elevated in groups I, Il and IV. hsCRP
was elevated in the group with cholesterol higher than 251 mg/dl. oxLDL autoantibodies
were elevated in groups Ill and IV. TBARS content was enhanced as a function of
cholesterol levels. In summary, hypercholesterolemia is associated with an enhanced of
inflammatory response, oxidative stress and ATP and ADP hydrolysis. The increase in
CD39 activity is possibly related to a compensatory response to the inflammatory and
pro-oxidative state associated with hypercholesterolemia.

Key words: NTPDase, CD39, Cholesterol hsCRP, oxLDL, oxLDL Autoantibodies

Abbreviations: oxLDL: oxidized low density lipoprotein; hsCRP: highly sensitive C-
reactive protein; TBARS: thiobarbituric acid reactive substances; LDL: Low-density
lipoprotein; TNF: tumor necrosis factor; E-selectin: endothelial selectin.
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Introduction

Hypercholesterolemia is widely accepted as one of the major risk factors for the
development of ischemic heart disease, angina, and myocardial infarction. Although the
risks imposed by hypercholesterolemia seem to be manifold, most attention has been
devoted to its role in atherosclerosis [1]. Atherosclerosis is an inflammatory disease that
is associated with endothelial cell activation, oxidative stress, and the accumulation of
leukocytes in the walls of arteries [2-5]. The inflammatory process induced by
hypercholesterolemia is not limited to large arteries. Endothelial cell adhesion molecule
expression, enhanced oxidant production, and leukocyte— endothelial cell adhesion
have been demonstrated in postcapillary venules of different tissues of
hypercholesterolemic animals [6- 8]. An atherosclerotic lesion is a process that involves
multiple cell types and a variety of cytokines, T lymphocytes and macrophages have
been implicated in the lesion formation induced by hypercholesterolemia in humans and
mice [9-11].

Low-density lipoprotein (LDL), is a major carrier of cholesterol in the circulation,
and can play an important role in atherogenesis if it undergoes oxidative modification by
endothelial cells, vascular smooth muscle, or macrophages within the arterial wall [12].
Several studies support the concept that oxLDL may be a key antigen in atherosclerosis.
oxLDL is taken up by specific scavenger receptors in macrophages, which develop into
s. Anti-oxLDL are present in the atherosclerotic lesions and plasma [13-14]. oxLDL as
well as oxLDL autoantibodies have been found in several studies in atherosclerotic
lesions in both human and rabbit plasma [3,6,13]. A further role of oxLDL in
atherosclerosis could be to initiate and affect inflammatory mediators such as hsCRP,
interleukin (IL)-6, and the tumor necrosis factor (TNF). A positive correlation between
hsCRP and oxLDL in humans has been suggested [13,15-16]. The hsCRP enhances
the binding of oxLDL to monocytic/macrophage-like cells through Fcgreceptors [17] and
also hsCRP has been found to have predictive power for future myocardial infarction
and stroke in middle-aged men and women without clinical cardiovascular diseases [18-
19].
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Platelets also accumulate within atherosclerotic lesions and can recruit additional
platelets to form a thrombus, indicating that the arterial wall can assume both an
inflammatory and prothrombogenic phenotype when blood cholesterol levels are
elevated [20-21]. Platelets are one of the most important blood components that
participate in and regulate thrombus formation by releasing active substances, such as
ADP [20-22]. Micromolar concentrations of ADP are sufficient to induce human platelet
aggregation, and in the coagulation cascade, ATP is hydrolyzed to adenosine, which
has an important function in the regulation of platelet aggregation [23-26]. Furthermore,
the roles of nucleotides and nucleosides as extracellular signaling molecules have been
well established. Extracellular nucleotides have become recognized for the significant
role that they play in modulating a variety of processes related to vascular inflammation
and thrombosis [27]. In this vein, recent data from our laboratory have indicated
changes in nucleotide hydrolysis by platelets from patients carrying diseases generally
associated with changes in coagulation/homeostasis [25, 26, 28]. More recently, there is
growing interest in the long-term effects of extracellular nucleotides and nucleosides on
cell growth, proliferation and death [29, 30].

NTPDase (EC 3.6.1.5, CD39, ecto-apyrase, ATP diphosphohydrolase) is a
glycosylated membrane bound enzyme that hydrolyzes ATP and ADP to adenosine
monophosphate (AMP), which is subsequently converted to adenosine by 5'-
nucleotidase (EC 3.1.3.5, CD73). NTPDases are located in various tissues including the
platelet membrane [24-31]. NTPDase and CD73 play an important role in the regulation
of blood flow and thrombogenesis by regulating ADP catabolism [24, 32]. Another
aspect that must be emphasized here is the fact that CD39 rapidly metabolizes ADP
released from platelet activation, and this event is very important, considering that ADP
is the final pathway for platelet recruitment and thrombus formation [33]. In fact, CD39
has been recognized to play an important role in thromboregulation through the
inhibition of platelet aggregation by hydrolyzing ADP. In a recent study, Papanikolaou et
al. [34] showed that the depletion or the sequestration of membrane cholesterol results
in a strong inhibition of CD39 and that this was reversed by the replenishment with pure
cholesterol.
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Thus, one question that could be made is could the different cholesterol levels
observed in human blood affect CD39 activity? This study was performed in an attempt
to answer this question. The activity of CD39 was measured on platelets of human
donors with cholesterol levels ranging from less than 150 to higher than 251 mg/dL.
Furthermore, we studied whether cholesterol levels induce inflammatory marker

production, for example, hsCRP, and induce lipid peroxidation.

Materials and methods

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.

Patients

The sample consisted of patients with different cholesterol levels and ages ranging from
40 to 70 years, from LABIMED Santa Maria - RS. We chose non-smoking patients not
undergoing hypo-lipemic or anti-inflammatory treatment, with glucose levels ranging
from 70-95 mg/dl. The sample was divided into four groups constituted by female (50%)
and male (50%), as follows.

Group 1: Cholesterol levels < 150 mg/dl (n=40); Group 2: Cholesterol levels ranging
from 151 to 200 mg/dl (n= 40); Group 3: Cholesterol levels ranging from 201 to 250
mg/dl (n=40); Group 4: Cholesterol levels > 251 mg/dl (n= 40). All subjects gave written
informed consent to participate in the study. The protocol was approved by the Human
Ethics Committee of the Health Science Center, Federal University of Santa Maria
(Protocol number: 015/2004). Eight milliliters of blood were obtained from each
participant and used for biochemical and hematological determinations and platelet-rich
plasma preparations.

Biochemical determinations:

Serum total cholesterol and triglycerides concentrations were measured using standard
enzymatic methods with the use of Ortho-Clinical Diagnostics — Johnson & Johnson
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reagents, with a fully automated analyzer (Vitros 950%- dry chemistry, Rochester, New
York). High-density lipoprotein cholesterol was measured in the supernatant plasma
after precipitation of apolipoprotein B-containing lipoproteins with dextran sulfate and
magnesium chloride according to [45]. Low-density lipoprotein cholesterol was estimated
by the Friedewald equation [46]. hsCRP was measured by the methods of
immunoluminometry (IMMULITE® 2000 — Diagnostic Products Corporation, Los
Angeles, CA, USA). oxLDL was determined by a capture ELISA according to
manufacturer’s instructions (Mercodia AB) as described by [47]. oxLDL autoantibodies

were determined using ELISA as described by [48].

Platelet-rich plasma (PRP) preparation

Platelet-rich plasma was prepared from human donors by the methods of Pilla et al. [31]
and Lunkes et al. [25]. Briefly, blood was collected into 0.129 M citrate and centrifuged
at 160 x g for 10 min. The platelet-rich plasma was centrifuged at 1400 x g for 15 min
and washed twice with 3.5 mM HEPES isosmolar buffer containing 142 mM NacCl, 2.5
mM KCI, and 5.5 mM glucose. The washed platelets were resuspended in HEPES buffer
and protein was adjusted to 0.3-0.5 mg/ml, where 6—-10 ng of protein was used per tube
to ensure linearity in the enzyme assay. NTPDase is an ecto-enzyme and thus platelet
viability and integrity were confirmed by the measurement of lactate dehydrogenase
(LDH) activity using the enzymatic Vitros 950* (Ortho-Clinical Diagnostics — Johnson &

Johnson, Rochester, New York).

NTPDase activity

Twenty microliters of the PRP preparation (10-15 ng protein) were added to the reaction
mixture of NTPDase and preincubated for 10 min at 37°C, to a final volume of 200 ni.
NTPDase activity was determined by the method of [31], in a reaction medium
containing 5.0 mM CacCl2, 100 mM NacCl, 4.0 mM KCI, 6 mM glucose, and 50 mM Tris—
HCI buffer, pH 7.4. The reaction was started by the addition of ATP or ADP as substrate
at a final concentration of 1.0 mM. The reaction was stopped by the addition of 200 L 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
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[49] using KH,PO, as standard. Controls were prepared to correct for nonenzymatic
hydrolysis by adding PRP after TCA addition. All samples were run in triplicate. Enzyme
activities are reported as nmol Pi released/min/mg protein.

Hematological determinations

Quantitative determinations of platelets obtained by venipuncture were performed using
an analyzer Pentra 120% (ABX, Monpellier, France). Platelet aggregation was performed
by the technique of [50] consisting of the in vitro macroscopic visualization of aggregates
at intervals of 15 to 50 s by the addition of ADP to platelet-rich preparation (PRP).

Determination of lipid peroxidation

The lipid peroxidation was estimated by the measurement of thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) in serum samples by modifications of the method of Jentzsch et al.
[51]. In short, 0.2 mL of serum was added to the reaction mixture containing 1 mL of 1%
orto-phosphoric acid, 0.25 mL alcaline solution of thiobarbituric acid -TBA (final volume
2.0 mL) followed by 45 min heating at 95°C. After cooling, samples and standards of
malondialdehyde were read at 532 nm against the blank of the standard curve. The
results were expressed as nmol MDA/mL.

Protein determination
Protein was determined by the Coomassie blue method using bovine serum albumin as
standard [52].

Statistical analysis
Data were analyzed statistically by one-way ANOVA followed by the Duncan test.
Differences between groups were considered to be significant when P<0.05. Linear

correlation between variables was also carried out.

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com
http://www.pdffactory.com

27

Results

Glucose levels were in the normal range in all the groups studied. The patients
presented values ranging from 88-98 mg/dl. No significant differences were observed in
the HDL cholesterol levels among the groups. On the other hand, LDL levels were
increased concomitantly with the increase in total cholesterol levels. A significant
difference was observed in groups with total cholesterol higher than 201 mg/dl.
Triglyceride levels were increased in the groups with total cholesterol above 251 mg/dl
(Table 1).

oxLDL was elevated in groups I, Ill and IV (Table 2). hsCRP was elevated in the
fourth group (cholesterol higher than 251 mg/dl). oxLDL autoantibodies were elevated in
groups lll and IV (Table 2). The lipid peroxidation estimated by TBARS levels in patients
with hypercholesterolemia is shown in figure 3A statistically significant relationship was
found between the cholesterol levels and TBARS production. The data showed a
positive correlation between hypercholesterolemia and TBARS indicating an oxidative
stress in the patients.

ATP hydrolysis was modified by cholesterol levels above 151 mg/L and post-hoc
comparisons by Duncan’s test revealed that ATP hydrolysis was significantly higher in
patients from groups I, lll and IV. Furthermore, these groups were significantly different
from each other (Figure 1A). Similar results were observed in the ADP hydrolysis. Post-
hoc comparisons by Duncan’s multiple range test revealed that patients from groups I,
lIl and IV presented higher ADP hydrolysis, as none of the groups were similar to the
others (Figure 1B). Correlation analysis indicated a positive correlation between
increasing cholesterol levels and platelet ATP and ADP hydrolysis (Figure 2A and 2B).

Analyzing ATP and ADP hydrolysis and inflammatory markers there was a
statistically significant correlation between the ATP and ADP hydrolysis and oxLDL
(r=0.82, P< 0.01; r= 0,91, P< 0.001), hsCRP (r = 0,82, P< 0.01, r= 0,91 P< 0.001), and
oxLDL autoantibodies (r= 0,85, P< 0.01, r= 0,96, P< 0.001), respectively. The ATP and
ADP hydrolysis also were correlated with trygliceryde levels (r=0.819, P<0.001, r = 0,92,
P<0.001).
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Discussion

The present study clearly indicated that cholesterol levels are associated with
increased oxLDL, anti-oxLDL formation and inflammatory markers. oxLDL plays a major
role in atherosclerosis development. The accumulation of oxLDL in the vessel wall
stimulates the overlying endothelial cells to produce a number of pro-inflammatory
molecules, such as the intercellular and vascular adhesion molecule-1 and endothelial
selectin (E-selectin). These components contribute to the recruitment of platelets and
leukocytes and determine atherogenic properties in vivo [12, 35]. oxLDL also stimulates
the production of auto-antibodies by B cells. oxLDL auto-antibodies are present in
healthy individuals, as well as in patients with atherosclerosis and cardiovascular
disease [36,37]. The results of this study reveal that patients with high cholesterol may
have a predisposition to atheroma plaque development, which corroborates with
Lehtimaki et al. [38], who found that oxLDL autoantibodies were significantly higher in
subjects with hypercholesterolemia. The results of the present study also show a
positive correlation between cholesterol levels and oxLDL and hsCRP production, which
is in accordance with literature data [12]. In several studies, hsCRP has been show to
be an additional marker used for prognostic information at all levels of LDL and at all
levels of risk factors as determined by the Framingham Risk Score [19]. Our study
confirmed the hypothesis that increased levels of cholesterol may be associated with
hsCRP and oxLDL autoantibodies, which are good indicators of increased risk for
atherosclerosis development. In the inflamed vasculature, hsCRP may directly affect the
expression of adhesion molecules and alter endothelial dysfunction, which may induce
platelet aggregation and activation. These processes may cause leukocyte damage,
which in turn could cause the release of their granule content [19, 39-41].

The present results show that nucleotide hydrolysis was enhanced in platelets of
patients with hypercholesterolemia. Probably, high cholesterol levels increase platelet
ATP and ADP hydrolysis as a compensatory mechanism to inhibit platelet aggregation
and limit thrombus formation in patients with a pre-disposition to atheroma development.
In fact, our laboratory, in a previous study, demonstrated that diabetic, hypertensive and

diabetic/hypertensive patients presented elevated nucleotide hydrolysis by platelets [25,
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28]. Taken together, we can suppose that these co-associated pathological conditions
may change platelet nucleotide hydrolysis. Platelets are one of the components of the
thrombus microenvironment and of the process of thromboregulation. It is known that
platelet nucleotide hydrolysis is not the highest in the circulation, mainly when compared
to endothelium. However, considering the function and the mobility of platelets we can
understand their active role in this process and the importance of such hydrolysis.
Literature data indicate that adenine nucleotides and adenosine could be two of several
regulatory factors in the development of atherosclerosis [29]. Recently, it was shown that
induced upregulation of CD39/NTPDasel has beneficial effects on the platelet and on
endothelial cell activation, and this may be observed in the case of vascular
inflammation [30]. Of importance, Papanikolaou et al. [34] showed that the modulation of
cholesterol levels by drugs that either delete or sequester membrane cholesterol results
in a strong inhibition of enzymatic and anti-platelet activity of CD39. We agree with this
statement and also showed that cholesterol levels present in the circulation enhance
platelets CD39 activity. In fact, we observed a positive correlation between ATP and
ADP hydrolysis and cholesterol levels (Figure 2A and B). Papanikolaou et al. [34]
suggested that cholesterol may affect the ability of this enzyme to undergo
conformational changes required for nucleotide hydrolysis. Probably, it enhances the
interaction between the enzyme and the substrates.

In the literature there are some works showing that the levels of cholesterol or its
oxidation status can affect ATPase activities [42,43]. However, a direct role of plasmatic
cholesterol levels on platelet ecto-CD39 has never been established. Lijnen et al. [44]
suggest that cholesterol lowering in hypercholesterolemic patients may result in a
significant decrease in erythrocyte and platelet membrane cholesterol content. Perhaps,
in our study the same is occurring. When the cholesterol level is enhanced, the platelet
membrane cholesterol content is enhanced, increasing the conformational stability of the
transmembrane CD39 protein, promoting activation.

Taking into account the importance of cholesterol, in its physiological (lipidic
bilayer component) or pathological (factor related with atherogenesis) functions, as well
as the importance of the platelets and the importance of CD39, we suggered with this
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study to what degree platelets can modulate their activities in vivo when exposed to
different cholesterol levels.

In conclusion, our study demonstrated that the hydrolysis of adenine nucleotides
is modified in platelets from hypercholesterolemia patients, and we can suggest that it is
beneficial by preventing thrombus formation. Furthermore, this activation was associated

with oxLDL, oxLDL autoantibodies and hsCRP levels observed in these patients.
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Tablel. HDL, LDL, triglyceride and glucose (mg/dl) levels of patients with different cholesterol

levels?.

Blood parameters  Cholesterol groups

mg/dl | (< 150) Il (151-200) 111 (201-250) IV (> 251)
LDL cholesterol 70.8+13.2 1055+17.5 134.3+48.3* 209+ 46
HDL cholesterol 448 +10.3 48.8+104 57.3+148 54 +14.8
Triglycerides 88.2+25 121 + 46 124 + 54.5 286 +33.9°
Glucose 88 + 15.5 98 + 27.8 93 + 27 98 + 32

®Results are expressed as the mean + SE (n= 40 for each group). *Indicates significant

difference at P < 0.05 between groups.

Table 2. oxLDL (mg/dL), hsCRP (mg/L) and oxLDL autoantibodies (mg/L) in patients with

different cholesterol levels?.

Cholesterol Levels

Parameters | (< 150) Il (151-200) 111 (201-250) IV (> 251)

oxLDL 0.082+0.21 0.42+025 0.48+0.26* 0.78 +0.08*
hsCRP 0.42+0.12 046+006 068+0.16 2.06+0.08*
Anti-oxLDL 6.2 +15 726+25  21.1+35% 38.66+8.5*%

®Results are expressed as the mean + SE (n= 40 for each group). *Indicates significant

difference at P < 0.05 between groups.
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Figure Legends

Figure 1. ATP (A) and ADP (B) hydrolysis of patients with hypercholesterolemia (n=40).
Results are expressed as nmol Pi/min/mg of protein. Different letters indicates a
significant difference at P < 0.05 between groups.

Figure 2. Correlation analysis between cholesterol levels and ATP (A) (r=0.75, P < 0.01).
Y= 2.06 + 0.078x, where y= ATP hydrolysis and x= cholesterol levels and ADP (B)
(r=0.85, P< 0,01). Y= 1.85 + 0,056x, where Y= ADP hydrolysis and x= cholesterol levels
(n=40).

Figure 3. Correlation between cholesterol levels and TBARS (n=40), (r=0.74, P < 0.01).
Y=4.37 + 0.077x, where y= MDA production (hmol/mL) and x= cholesterol levels.
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Figura 1A. ATP hydrolysis of patients with hypercholesterolemia (n=40). Results are
expressed as nmol Pi/min/mg of protein. Different letters indicates a significant
difference at P < 0.05 between groups.
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Figura 1B. ADP hydrolysis of patients with hypercholesterolemia (n=40). Results are
expressed as nmol Pi/min/mg of protein. Different letters indicates a significant

difference at P < 0.05 between groups.
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Figura 2 A. Correlation analysis between cholesterol levels and ATP hydrolysis (n=40),
(r=0.75, P < 0.01). Y= 2.06 + 0.078x, where y= ATP hydrolysis and x= cholesterol levels.
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Figura 2B. Correlation analysis between cholesterol levels and ADP hydrolysis (n=40),
(r=0.75, P < 0.01). Y= 1.85 + 0,056x, where y= ADP hydrolysis and x= cholesterol

levels.
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Figura 3. Correlation between cholesterol levels and TBARS (n=40), (r=0.74, P < 0.01).

Y=4.37 + 0.077x, where y= MDA production (hmol/mL) and x= cholesterol levels.
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5. DISCUSSAO

A enzima NTPDase vem sendo estudada em muitas condi¢des patologicas (Bonan
et al., 2001; Lunkes et al., 2003; Araujo et al., 2004; Leal et al.,2005), no entanto, nao
foi encontrado na literatura um estudo que relacionasse a atividade desta enzima com a
hipercolesterolemia e o processo inflamatorio.

Nosso estudo demonstrou que os niveis de colesterol estdo associados com o
aumento do oxLDL, anti-oxXLDL e hsCRP. O oxLDL possui um papel importante no
desenvolvimento da arterosclerose (Tsimikas & Witztum 2001; Hulthe & Fagerberg
2002; Armstrong et al., 2006 b). O acumulo de oxLDL na parede dos vasos estimula as
células endoteliais a produzirem moléculas de adeséo intracelular e vascular, o
recrutamento de leucocitos e plaquetas e a producdo de anticorpos pelas células B.
(Lehtimaki et al., 1999; Shoenfeld et al., 2004; Angelique et al., 2005).

Os resultados obtidos também mostram uma correlacdo positiva entre os niveis
de colesterol e a producdo de oxLDL e hsCRP, o que esta de acordo com dados da
literatura (Hulthe & Fagerberg 2002; Armistrong et al., 2006 a). Em varios estudos, a
hsCRP tem sido colocada como um marcador adicional utilizado para o progndstico da
arterosclerose (Ridker et al., 2004; Napoli et al., 2005). Na vasculatura inflamada,
hsCRP pode afetar diretamente a expressao de moléculas de adesao e alterar a fungéo
endotelial, induzindo ativagcdo e agregacao plaquetaria (Szmitko et al., 2003; Li & Fang
2004).

Um outro importante aspecto a ser discutido neste estudo é com relacdo a
hidrélise dos nucleotideos da adenina, onde resultados mostraram que a hidrdlise do
ATP e ADP estavam aumentadas em plaquetas de pacientes com niveis de colesterol
superior a 150 mg/dL, (Fig. 1A e 1B). Provavelmente, a hidrolise aumentada de ATP e
ADP seria um mecanismo compensatério para inibir a agregacao plaquetaria e limitar a
formacao de trombos em pacientes com pré-disposicdo ao desenvolvimento de ateroma
(Papanikolaou et al., 2005; Atkinson et al.,, 2006). Considerando a fungcdo e a
mobilidade das plaquetas, podemos entender seu papel ativo no processo de
tromboregulacdo e a importancia da hidrélise dos nucleotideos. Os dados da literatura

indicam que os nucleotideos da adenina e a adenosina podem ter fatores regulatérios
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no desenvolvimento da arterosclerose (Burnstock, 2002). Recentemente, foi
demonstrado que o aumento da atividade da CD39/NTPDase-1 tem efeitos benéficos
na plagueta e na ativacdo celular endotelial, e isto pode ser observado nos casos de
inflamacé&o vascular (Atkinson, et al., 2006; Robson 2006). Pananikolaou et al. (2005)
mostrou que a modulacdo dos niveis de colesterol por drogas que eliminam ou
sequestram colesterol da membrana resulta em uma inibigdo importante da atividade da
CD39 em plaquetas. Este estudo esti4 de acordo com estes achados, uma vez que se
observou que niveis aumentados de colesterol na circulagdo aumentam a atividade da
CD39 nas plaquetas. De fato, uma correlacdo positiva entre a hidrélise de ATP e ADP
com os niveis de colesterol (Fig. 2A e 2B). Papanikolaou et al (2005) sugeriram que o
colesterol pode aumentar a interacdo entre a enzima CD39 e seus substratos.

Na literatura, de uma maneira geral, poucos estudos mostram que 0s niveis de
colesterol ou sua oxidagcdo podem afetar a atividade de ATPases (Wood et al., 1995;
Ortega et al.,, 1996). Entretanto, uma relacdo direta entre os niveis de colesterol
plasmatico e a atividade da CD39 em plaquetas parece nao estar bem estabelecido.
Lijnen et al. (1996) observou que ao aumentar os niveis de colesterol em pacientes com
hipercolesterolemia, resultou em reducdo no contetdo de colesterol nos eritrocitos e
nas membranas de plaquetas. Talvez, em nosso estudo este efeito pode ter acontecido.
Quando os niveis de colesterol aumentam, aumenta a estabilidade conformacional da
proteina transmembrana CD39, promovendo sua ativacao.

Considerando a importancia do colesterol em seu papel fisiolégico (componente
da bicamada lipidica das membranas), ou patologico (relacionado com a aterogénese),
as quais refletem na importancia das plaquetas e da enzima CD39, pode-se propor que
as plaguetas podem modular sua atividade in vivo quando expostas a diferentes niveis
de colesterol.

Finalizando, neste estudo foi demonstrado que a hidrélise de nucleotideos da
adenina é modificada em pacientes com altos niveis de colesterol, oxLDL, anti-oxLDL e
hsCRP. Pode-se assim, sugerir que a modulacdo desta atividade tem um papel
fundamental como um sistema preventivo na formagdo de trombos em pacientes

hipercolesterolémicos.
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6. CONCLUSOES

Aumento na atividade da enzima NTPDase foi observado em pacientes com
hipercolesterolemia o que indica que uma importante plasticidade na atividade das
ectonucleotidases pode ocorrer para diminuir os niveis extracelulares de ATP e ADP e
aumentar os niveis de adenosina durante uma possivel inducdo da formacéo da placa

de ateroma.

A hidrdlise dos nucleotideos ATP e ADP se apresentou significativamente

aumentada com a elevacao dos niveis de trigliceridios e do colesterol LDL.

O aumento dos niveis de colesterol total, apresentaram uma correlagéo positiva
com os niveis de oxLDL, anti-oxLDL e hsCRP.

A presenca de elevados niveis de oxLDL, anticorpos anti-oxLDL e hsCRP, estdo

relacionados com o aumento da hidrélise dos nucleotideos ATP e ADP.

Conclui-se, portanto que niveis aumentados de colesterol apresentam forte

relacdo com a atividade da NTPDase em plaquetas e com o processo inflamatério.
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