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RESUMO

A NTPDase (ecto-apirase, ecto-difosfoidrolase, CD39, EC 3.6.1.5) é uma enzima
identificada como antigeno de superficie de células linfoides, cuja maior expressao
leva a um aumento da hidrolise do ADP ¢ ATP nessas células. O objetivo,
neste trabalho, foi caracterizar a enzima NTPDase em linfocitos de pacientes
imunodeprimidos pela infec¢do causada pelo HIV, determinando condigdes ideais in
vitro para sua atividade. As amostras utilizadas foram provenientes de pacientes HIV-
positivos atendidos no ambulatério de Doengas Infecciosas do Hospital Universitario
de Santa Maria. Os linfocitos foram isolados de sangue total coletado com EDTA
e separados em Ficoll-Hystopaque em gradientes de densidade. As amostras foram
incubadas tendo ATP e ADP como substratos e a atividade enzimatica determinada
medindo a liberacdo de fosfato inorganico através de ensaio colorimétrico, com verde
de malaquita como reagente. Em linfocitos de pacientes HIV positivos, observou-se
uma atividade maxima da enzima em temperatura de 37°C e pH 8,0 tanto na hidrolise
de ATP como na hidrélise de ADP.
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ABSTRACT

The NTPDase (ecto-apirase, ecto-difosfoidrolase, CD39, EC 3.6.1.5) is an enzyme
identified as the surface antigens of lymphoid cells, which an increased expression
leads to an increased hydrolysis of ATP and ADP in these cells. The objective of
this study was to characterize the enzyme NTPDase in lymphocytes of patients
immunosupressed by HIV infection, determining the ideal conditions in vitro for
their activity. The samples used were from HIV-positive patients seen at the clinic
of Infectious Diseases at the Santa Maria University Hospital (Santa Maria-
RS). The lymphocytes were isolated from whole blood collected with EDTA
and separated on Ficoll-Hystopaque on density gradients. The samples were
incubated with ATP and ADP as substrates and enzymatic activity determined by
measuring the release of inorganic phosphate by colorimetric test with green of
malachite as reagent. As for the lymphocytes of HIV-positive patients, there was
a maximum activity of the enzyme in temperature of 37°C and pH 8.0 in both the
hydrolysis of ATP as the hydrolysis of ADP.
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INTRODUCAO

O HIV ¢é um retrovirus conhecido como virus da imunodeficiéncia
humana, inicialmente isolado por Montagnier e colaboradores, em 1983-1984; foi
denominado HIV-1, atualmente distribuido por todo o mundo (STURM, 1988).
As células que possuem o antigeno de superficie CD4 sdo suscetiveis a infecgdo
pelo HIV-1. Os mecanismos de defesa do hospedeiro incluem respostas celulares
¢ humorais, a resposta imune inicial é caracterizada por uma expansdo macica de
linfocitos T citotoxicos especificos para peptideos derivados de proteinas do HIV,
o que pode levar a uma redugdo da viremia (ABBAS et al., 2002). Os pacientes
imunodeprimidos pela infec¢do causada pelo HIV possuem sérias alteragdes no
metabolismo das células imune, incluindo altera¢des bioquimicas. Sugere-se que
a indugdo inapropriada de apoptose de células T esta envolvida na perda continua
de células CD4+ durante a infeccao pelo HIV-1 (SAMUELSSON et al., 1997).

Por estarem amplamente distribuidas nas células sanguineas, as
ectonucleotidases participam de importantes interagdes celulares, agindo, por exemplo,
na agregacdo plaquetaria e em processos inflamatorios e imunes (ZIMMERMANN,
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2001). Os linfocitos humanos possuem em sua superficie a enzima NTPDase (ecto-
apirase, ecto-difosfoidrolase, CD39, EC 3.6.1.5), responsavel pela hidrdlise de
nucleotideos como ATP e ADP extracelular e/ou outros di ou tri fosfatados. ANTPDase
(ecto-apirase, ecto-difosfoidrolase, CD39, EC 3.6.1.5) é uma ectonucleotidase e possui
importante desempenho no controle da fungao linfocitaria, incluindo o reconhecimento
do antigeno e/ou ativagdo de atividades efetoras das células T-citotoxicas (FILIPPINI
et al., 1990). Essa enzima foi identificada como o antigeno de superficie CD39
das células linfoides, sendo que o aumento de sua expressdo levaria a uma maior
hidrélise de ADP e ATP nessas células. A infecgdo pelo HIV resulta em alteragGes
nas células imunes e na secre¢do de citocinas importantes na resposta a patdégenos.
Nessa situacdo, podem ocorrer alteragdes bioquimicas na resposta imune, como, por
exemplo, alteragdes na hidrolise de nucleotideos, ou seja, na atividade das enzimas que
degradam nucleotideos extracelulares.

A hidroélise de ATP pela NTPDase é necessaria para a secre¢ao de citocinas
de tipo 1 pelo linfocito T CD4+, como IL-2 e IFN-y, indispensaveis & continuidade
da resposta imune celular e ativagdo da resposta imune humoral (BAILER et al.,
1999). O CD39 (NTPDase) foi originalmente identificado como marcador de
ativagdo linfoide expresso em linfocitos B, linfocitos T citotoxicos, células NK
e endoteliais e, também, como capaz de gerar sinais que amplificam interagdes
célula-célula (KANSAS et al., 1991). Essa enzima hidrolisa tanto ATP como ADP
formando AMP na presenca de ions de Ca+ e Mg+ (ZIGANSHIN et al., 1994).

A andlise das sequéncias de todas as NTPDases mostra a existéncia de
cinco regides conservadas as quais foram chamadas de “regides conservadas da
apirase” (ACR) e estdo envolvidas na formacdo do sitio catalitico da enzima,
para que ocorra a hidrdlise dos nucleotideos tri e difosfato (ZIMMERMAN,
2001; ROBSON et al., 2006). Vuaden et al. (2007) demonstraram uma alteragao
na atividade das nucleotidases de linfocitos ¢ soros de ratos na presenga de
lipopolissacarideos. Os autores sugerem que as mudangas na atividade da enzima
agem na regulacdo dos nucleosideos e nucleotideos extracelulares no modelo,
iniciando o processo inflamatorio. Foi observado por Leal e colaboradores
(2005a) que a hidrolise de ATP e ADP ¢ essencial para resposta imune do HIV.
Os resultados indicaram claramente um aumento na atividade da NTPDasel em
linfocitos de pacientes HIV positivos, confirmados por um acentuado aumento da
expressao de CD39 na superficie dessas células.

Através da determinagdo da atividade da NTPDase em linfocitos de

pacientes HIV-positivos, verificou-se um aumento em sua atividade, acompanhada
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por uma maior expressdo de CD39 na superficie dessas células (LEAL et al.,
2005a), sugerindo um importante desempenho da enzima no controle da fungdo
dos linfocitos. Neste trabalho, teve-se como objetivo principal a caracterizagao
da NTPDase em linfocitos de pacientes HIV-positivos, os quais possuem grandes
alteragdes em relagdo a resposta imune, como diminui¢ao no numero de linfocitos
T, bem como alteragdes funcionais nessas células. Uma vez que a enzima esta
relacionada a fungdes exercidas por células que sdo responsaveis pelo sistema
imune, ha uma necessidade de se estudar as condi¢des ideais para a atividade dessa
ecto-enzima em linfocitos humanos, durante patologias relacionadas a imunidade,
como a infeccdo pelo HIV.

MATERIAIS E METODO

O projeto foi desenvolvido no Laboratério de Nanociéncias no Centro
Universitario Franciscano. As amostras utilizadas foram provenientes de pacientes
HIV-positivos atendidos no ambulatério de Doengas Infecciosas do Hospital
Universitario de Santa Maria (Santa Maria-RS) e obtidas através de puncdo venosa.

Os linfocitos foram isolados de sangue total coletado com EDTA e
separados em Ficoll-Hystopaque em gradientes de densidade, conforme Boyum
(1968). A concentragdo de proteina foi determinada através de método colorimétrico
com Comassie Blue, conforme Bradford (1976). A hidrolise dos nucleotideos foi
determinada pela medida de fosfato inorganico liberado na reagéo usando o método
colorimétrico de Chan et al. (1986) ¢ padronizada em linfocitos por Leal e et al.
(2005b). As amostras foram incubadas tendo ATP e ADP como substratos por 70
minutos, utilizando reagente verde de malaquita.

Apds foram analisadas em triplicatas para avaliar a atividade especifica
em nmol de Pi/ min/mg de proteina. As condi¢Ges ideais para incubagdo foram
determinadas testando-se uma faixa de pH de 6 a 9 com tampdes TRIS e MES a
temperaturas de 15, 25, 37 e 45°C.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre os mediadores capazes de modular as ag¢des dos linfocitos
destacam-se os nucleosidios e nucleotideos da adenina, em especial o ATP
extracelular, que é capaz de regular as interagdes célula-célula, sendo importante

nos processos de ativagdo, diferenciacdo, desenvolvimento, proliferagdo, morte
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celular e respostas efetoras dos linfécitos (REDEGELD et al., 1997, BURNSTOCK,
1997; DI VIRGILIO, 2000). Os nucleosideos e nucleotideos extracelulares agem
como moléculas sinalizadoras e estdo envolvidos em um amplo espectro de efeitos
bioldgicos (SCHETINGER et al., 2007). A atividade da NTPDase em linfocitos
foi caracterizada por Leal et al. (2005) e esta enzima tem sido reportada como um
marcador de ativa¢do necessario para a fungdo efetora dos linfocitos, participando
também dos processos de reconhecimento de antigeno (DOMBROWSKI et al.,
1998; MUSI et al., 2007). A CD39 desempenha também um papel imunoregulador
celular pela a hidrélise de ATP (e talvez de ADP), liberados pela célula T durante
a apresentacdo antigénica, gerando adenosina, uma molécula imunossupressora
(DWYER et al., 2007).

Verificou-se que a atividade maxima da enzima, tanto na hidrélise de
ATP como de ADP, ocorreu em pH 8 (Figura 1). Observaram-se as seguintes
atividades enzimadticas na temperatura de 37°C, para hidrolise de ATP e ADP,
respectivamente: 95,33 + 7,23 e 82,60 = 29,75 nmol de Pi/min/mg de proteina
(média + EPM; n=3).
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Figura 1 - Hidrolise de ATP e ADP em linfécitos de pacientes HIV-positivos em
diferentes pHs.

Em relagdo a atividade da enzima com a temperatura, observou-se que
tanto na hidrolise de ATP como de ADP a melhor atividade foi encontrada na
temperatura de 37°C (Figura 2). Ainda, verificaram-se as seguintes atividades
enzimaticas em pH 8 e temperatura de 37°C, para hidrdlise de ATP e ADP,
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respectivamente: 44,03 + 4,03 e 69,66 = 22,18 nmol de Pi/min/mg de proteina
(média £ EPM; n=3).
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Figura 2 - Hidrdlise de ATP e ADP em linfocitos de pacientes HIV-positivos em diferentes

temperaturas.

Os resultados encontrados estao de acordo com caracterizagdes anteriores
de NTPDases em outros tecidos, como, por exemplo, em sinaptossomas de cortex
cerebral de ratos e pancreas de porcos (BATTASTINI et al., 1991; LEBEL et al.,
1980), em plaquetas humanas (PILLA et al., 1996) e, também, em linfocitos de
pacientes imunocompetentes (LEAL et al., 2005b), que as condi¢des Otimas de
incubagao foram estabelecidas com pH alcalino de 8.0 e temperatura de incubagao
de 37°C.

CONCLUSAO

Ser portador do HIV ndo altera os linfocitos a ponto de modificar as
condigdes de temperatura ¢ pH, nas quais a enzima NTPDase apresenta maior
atividade. Para caracterizagdo completa dessa enzima € necessario realizar novos
experimentos relacionados a concentragdes de calcio e magnésio, parametros cinéticos,
especificidade de substrato e exclusdo de associagdes enzimaticas. A alteracdo na
atividade da enzima NTPDase em linfocitos de pacientes com HIV confirma o
importante papel das ecto-nucleotidases na regulagdo dos niveis de ATP e ADP, os

quais atuam como moléculas sinalizadores em varias células sanguineas, como os
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linfocitos. Apesar dos avangos em dire¢do a compreensdo da estrutura molecular
das ectonucleotidases mais investigacdes serdo necessarias para compreender
inteiramente o seu papel em condicdes fisioldgicas e patologicas.
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