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RESUMO

DIAS, DA. Caracterizacdo da atividade ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolasica (E-
NTPDASE; EC 3.6.1.5) em macrdfagos peritoneais de camundongos BALB/c. Campo
Grande; 2016.

[Dissertacdo — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

A enzima ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDase) hidrolisa os
nucleotideos extracelulares ATP em ADP e este em AMP. Desta forma, ela regula os niveis
dos agonistas dos receptores P2X e P2Y. Este estudo propds a caracterizacdo da atividade da
E-NTPDase em macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c. Apos a investigacdo da
viabilidade celular foi realizada a caracterizagdo enzimética que envolveu a analise do
intervalo de linearidade da atividade enzimatica em relacdo ao contetido de enzima (proteina)
e tempo de reacdo, o efeito dos ions calcio e magnésio, os valores 6timos de pH e
temperatura, as constantes cinéticas Km e Vmax, efeito dos inibidores de ATPases e
fosfatases e a especificidade da enzima por outros substratos. Apés 12 horas, 90% das células
mantiveram a viabilidade da membrana celular preservada. Para a hidrélise de ambos os
substratos (ATP e ADP) foi observado linearidade no intervalo de 0,2 a 0,8 pg de proteina por
reacao e no intervalo de 5 a 80 minutos. Foi observado que ha ativacdo da catalise na presenca
de fons Ca?* ou Mg?* na concentracdo de 1.5 mM, no entanto o calcio permitiu um aumento
mais acentuado na atividade enzimatica. Esta foi maxima em meio alcalino (pH 8.5) e a
temperatura de 37 °C. Os valores de Km aparente foram de 0.51 e 0.66 mM para a hidrélise
de ATP e ADP, respectivamente. Os valores de Vmax foram de 136.4 e 120.8 nmol de
Pi/min/mg de proteina para a atividade ATPasica e ADPasica, respectivamente. A hidrdlise
dos nucleotideos foi inibida na presenca de azida de sédio (20mM; ATP: p<0.05;
ADP<0.001), fluoreto de sddio (20mM; ATP e ADP: p<0.001) e suramina (0.3mM; ATP:
p<0.01; ADP: p<0.05). Os inibidores oligomicina (2 pug/mL), ortovanadato (0.5 mM), Ap5A
(0.01 mM), oubaina (0.1 e 1 mM), NEM (1 mM), levamisol (1 mM), tetramisol, e azida de
sodio (1.0, 5.0 e 10 mM), ndo apresentaram efeito inibitério sobre a hidrolise de ATP e ADP.
Isso mostra que outras enzimas que hidrolisam moléculas fosfatadas ndo estdo participando da
catalise durante o tempo de incubacdo. Quanto a especificidade por substrato, embora a
enzima seja capaz de hidrolisar outros nucleotideos tri e difosfatos, ela apresenta maior
afinidade por nucleotideos de adenina. Além disso, um comportamento paralelo de inibicéo,
com relagdo & hidrolise dos substratos Ca?*-ATP e Ca?*-ADP, constituiu uma importante
evidéncia que estes sdo hidrolisados por uma mesma enzima, uma ATP-difosfohidrolase.
Finalmente, o conhecimento das propriedades cataliticas da E-NTPDase em macréfagos é
imprescindivel para determinar apropriadamente a sua atividade e para compreender de uma
forma mais completa o perfil de resposta imune em animais saudaveis e em condigdes
patoldgicas.

Palavras-chave: E-NTPDase, CD39, macrdfagos, caracterizacao, ectonucleotidases.



ABSTRACT

DIAS, DA. Characterization of ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolasic
activity (E-NTPDase) in peritoneal macrophages of BALB/c mice. Campo Grande; 2016.
[Dissertation - Federal University of Mato Grosso do Sul].

The enzyme ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase (E-NTPDase; EC
3.6.1.5; CD39) hydrolyzes extracellular nucleotides ATP and ADP and thereby modulates the
activity of P2X and P2Y receptors. This study aimed to characterize the activity of this
enzyme in peritoneal macrophages from BALB/c mice. After the investigation of cell viability
it was carried out the enzymatic characterization involving the analysis of enzymatic activity
linearity range compared to enzyme content (protein) and reaction time, the influence of
calcium and magnesium ions, the optimum pH value and temperature, kinetic constants Vmax
and Km. the effect of ATPase inhibitors and phosphatases and the specificity of the enzyme
by other substrates. After 12 hours, 90% of the cells maintained viability of the cell membrane
preserved. For hydrolysis of both substrates (ATP and ADP) it was observed linearity in the
range 0.2 to 0.8 pg of protein per reaction and in the range of 5 to 80 minutes. It was observed
that activation of catalysis in the presence of Ca2* or Mg?* ions at a concentration of 1.5 mM,
however calcium ion has allowed a more pronounced increase in the enzymatic activity. It
was maximal in alkaline medium (pH 8.5) and at 37 ° C. The apparent Km values were 0.51
and 0.66 mM for the hydrolysis of ATP and ADP, respectively. The Vmax values were 136.4
and 120.8 nmol Pi / min / mg protein for ATPase and ADPase activity, respectively. The
hydrolysis of the nucleotides was inhibited in the presence of sodium azide (20mM; ATP: p
<0.05; ADP <0.001), sodium fluoride (20mM, ATP and ADP: p<0.001) and suramin
(0.3mM; ATP: p<0.01; ADP: p<0.05). The other inhibitors were oligomicine (2 pg/mL),
orthovanadate (0.5 mM), Ap5A (0.01 mM), oubaine (0.1 and 1 mM), NEM (1 mM),
levamisole (1 mM), Tetramisole, sodium azide (1.0, 5.0 and 10 mM), had no inhibitory effect
on the hydrolysis of ATP and ADP. This shows that other enzymes that hydrolyze phosphate
molecules are not participating in the catalysis during the incubation time. As for substrate
specificity, although the enzyme is capable of hydrolyzing other tri and diphosphate
nucleotides, it has a higher affinity for adenine nucleotides. Furthermore, a parallel inhibition
behavior with respect to hydrolysis of substrates Ca**-ATP and Ca?*-ADP constituted an
important evidence that these are hydrolyzed by the same enzyme, an ATP-
diphosphohydrolase. Finally, knowledge of the catalytic properties of E-NTPDase in
macrophages is imperative to appropriately determine its activity and to more fully
understand the immune response profile in healthy animals and pathological conditions.

Keywords: E-NTPDase, CD39, macrophages, characterization, ectonucleotidase.
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APRESENTACAO

Os resultados que fazem parte desta Dissertacdo estdo apresentados sob a forma de
um artigo. A secdo Material e Métodos, Resultados, Discussdo e Referéncias encontram-se no
préprio artigo e representa a integra deste estudo.

A secdo Referéncias contém as referéncias das citacbes que aparecem nos itens
Introducéo e Revisdo de Literatura.

O artigo esta estruturado de acordo com as normas da revista Cell Biochemistry and
Function.
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1 INTRODUCAO

Os nucleotideos de adenina (ATP, ADP e AMP) e o seu nucleosideo derivado, a
adenosina, atuam no meio extracelular como moléculas sinalizadoras (ZIMMERMANN,
2001) envolvidas em diversas fungdes fisiologicas, como por exemplo: na tromborregulacéo e
homeostasia e na funcdo plaquetaria (ZIMMERMANN, 1999); na regulacdo do ténus
vascular (CROWLEY et al. 1994; DUBEY, GILLESPIE, JACKSON, 1999), no
desenvolvimento sinaptico (BRAUN et al. 1995; SCHOEN, KREUTZBERG, 1994), na
neurogénese (ZIMMERMANN, 2006), na neurotransmissdo (ZIMMERMANN, 2008), no
pré-condicionamento isquémico e adaptacdo a hipoxia (SCHETINGER et al. 1998a; 1998b);
na funcdo cardiaca (FORRESTER, WILLIAMS, 1977; PADDLE, BURNSTOCK, 1974); na
contragdo muscular (BUCHTHAL, FOLKOW, 1944, 1948; BURNSTOCK, ARNETT,
ORRISS, 2013); na adesividade celular (DZHANDZHUGAZYAN; BOCK, 1993); e na
complexa orquestra de eventos que modula a resposta imune (BOURS et al. 2006; JUNGER,
2011). Estas moléculas sinalizadoras, juntamente com o0s seus receptores de membrana
(ILLES, ALEXANDRE, 2004) e enzimas envolvidas em sua degradacdo (ZIGANSHIN et al.
1994) compdem o chamado sistema purinérgico.

Os receptores purinérgicos para nucleotideos podem ser divididos em duas
subclasses: acoplados a proteina G, chamados de P2Y, e os ligados a canais idnicos,
designados P2X (RALEVIC, BURNSTOCK, 1998). Através destes receptores, 0s
nucleotideos desencadeiam uma amplitude de respostas fisioldgicas, como mencionado
anteriormente. No entanto, depois de transmitida, esta sinalizacdo precisa ser terminada e para
isto existe um grupo de enzimas envolvidas na regulacdo dos niveis extracelulares destes
nucleotideos e do nucleosideo adenosina (ZIMMERMANN, ZEBISCH, STRATER, 2012).

Dentre as enzimas do sistema purinérgico, as ectonucleotidases atuam na regulacao
dos niveis extracelulares dos nucleotideos e do nucleosideo de adenina. Dentre elas destacam-
se as familias ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDase, EC 3.6.1.5) e ecto-5’-
nucleotidase (E-5’-NT, EC 3.1.3.5) por representarem as principais enzimas envolvidas na
hidrélise de nucleotideos que participam da sinalizacdo purinérgica (ZIMMERMANN,
ZEBISCH, STRATER, 2012). E-NTPDases é o termo genérico para designar uma familia de
enzimas responsaveis pela hidrolise de nucleotideos tri e difosfatados como o ATP e o0 ADP,
respectivamente (PAPANIKOLAOU et al. 2005). O produto da hidrélise do ADP, o AMP, é
subsequentemente convertido a adenosina pela E-5’-NT, com a liberacdo de fosfato



14

inorganico (Pi) (ROBSON, SEVIGNY, ZIMMERMANN, 2006). Estas enzimas possuem
caracteristicas como a dependéncia de cations divalentes (Ca?* ou Mg?*) para a catélise e de
forma geral s@o insensiveis a inibidores especificos de ATPases do tipo P-, F- e V-
(ZIGANSHIN et al. 1994).

Estas enzimas sdo amplamente distribuidas na natureza e j& foram estudadas em
bactérias (IVANENKOV, MURPHY-PIEDMONTE, KIRLEY 2003), protozoarios (MEYER-
FERNANDES et al. 1997; BERREDO-PINHO et al. 2001), platelmintos (TORRES et al.
1998, DEMARCO et al. 2003; FARIA-PINTO et al. 2004), fungos (BERNINSONE et al.
1994; GAO et al. 1999; JUNIOR et al. 2005), plantas (HANDA, GUIDOTT]I, 1996), insetos
(SARKIS et al. 1986), peixes (SARKIS, SALTO, 1991; MARTI et al. 1997; SCHETINGER
et al. 2001; RICO et al. 2003; SENGER et al. 2004), aves (STROBEL et al. 1996;
KNOWLES, NAGY, 1999; SCHETINGER et al. 2001) e em varios tecidos e células de
mamiferos como, por exemplo, em cortex cerebral (BATTASTINI et al. 1991), linfdcitos
(LEAL et al. 2005), células endoteliais (KACZMAREK et al. 1996) e plaquetas (PILLA et al.
1996).

S&o encontrados na literatura estudos que apresentam a quantificacdo da atividade da
enzima E-NTPDase e E-5’-NT em macréfagos peritoneais estimulados com LPS ou IL-4 e se
diferenciaram nos fen6tipos M1 e M2. Foi observado que hd um aumento da expressao da
NTPDasel nos macrofagos que adquirem o fendtipo M2, associado com a imunossupressao, e
também um aumento na hidrélise de ATP, ADP e, consequentemente, um aumento na
formacéo de adenosina (ZANIN et al. 2012, 2013). No entanto, ndo ha disponivel na literatura
estudos que apresentem a caracterizacdo detalhada da atividade desta enzima nessas células.
Considerando esta necessidade, a caracterizacdo da hidrélise extracelular dos nucleotideos
ATP e ADP pela enzima E-NTPDase em macrofagos peritoneais proporcionara a investigacdo
apropriada da atividade desta enzima em doencas nas quais estas células possuam uma

participacdo importante.
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2 OBJETIVOS

Obijetivo geral

Caracterizacdo da atividade da enzima ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolase

(E-NTPDase) em macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c.

Obijetivos especificos

¢ Investigar a viabilidade celular dos macrofagos peritoneais no periodo de 24 horas;
e Padronizar as condi¢fes 6timas de tempo e concentracdo de proteina para a hidrolise dos
substratos ATP e ADP;

e Determinar as propriedades bioguimicas da enzima, tais como a temperatura 6tima, o pH

otimo, e a influéncia de cations divalentes sobre a atividade enzimatica;

e Determinar as constantes cinéticas como a constante de Michaelis e Menten (Km) e a

velocidade méaxima (Vmax) para 0s respectivos substratos;

e Investigar a associacdo de outras atividades enzimaticas utilizando inibidores cléssicos de

ATPases e fosfatases;

e Analisar a especificidade da enzima para 0s seus substratos atraves da analise da atividade

enzimatica relativa para outros nucleotideos tri e difosfatados.
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3 REVISAO DE LITERATURA

O sistema purinérgico € composto por receptores purinérgicos, por enzimas como a
E-NTPDase e a E-5’-NT, e moléculas sinalizadoras extracelulares representadas pelos
nucleotideos de adenina (ATP, ADP e AMP) e o seu nucleosideo derivado, a adenosina
(Figura 1) (YEGUTKIN, 2008).

Recaptacdo

Ext lul
Eaca AL Sinalizagdo P2 [---------- ; de adenosina
— = = ‘
Liberacdo | Hidrdlise | Hidrdlise E — Hidrdlise
de ATP ' |_de ATP ADPd') de AMP E Sinalizag&o P1 || 4e adenosina
1 ! 5] o O 1 5
' O == O Omud b © sina | © -
ATP : ot o * OA!aP O * /:deno"“a i |r?o°<i)na
fMLP %o i ° : :
. 1
Membrana ¢ e - i
celular o () ;

Y0000K Y0000X 000K Y0000
Y000 Y000 xcooood)
P CTNs.

FPR'S  panexinal P2x  ENTPDs "2 °  CD73 S PL'S Adenosina
i L T : ' | 2 : desaminase
E o« H:\ fi\ oo E
i y . i | Reciclagem ol '
' ATP H ' '
! . i | de adenosina -
v : B '
Informagdo e | [P — ¢
qualitativa T quantitativa
Resposta

Intracelular funcional

Figura 1 — Componentes da sinalizagdo purinérgica. A ativagdo e estimulacdo do receptor formil-peptidio
(FPRs) pelo receptor N-formil-metionil-leucil-fenilalanina (fMLP) leva a abertura de hemicanais panexina 1 e a
liberagdo de ATP que promove a ativagdo autocrina de receptores P2. As ectonucleotidases ENTPDs e CD73
promovem a hidrdlise de ATP e a formacgdo de adenosina que ativa os receptores P1. A adenosina pode ser
convertida a inosina pela enzima adenosina desaminase ou pode ser recaptada através de transportadores de
nucleosideos (ENTS). Fonte: Junger (2011).

3.1 Nucleotideos extracelulares

Os nucleotideos e 0s nucleosideos sdo encontrados em todos 0s sistemas organicos
animais, onde sdo capazes de produzir efeitos tanto por mecanismos intracelulares, quanto
extracelulares. O ATP intracelular € primordialmente utilizado como molécula energética, em
processos como o transporte ativo, a motilidade celular e a biossintese, enquanto o ATP
extracelular é considerado uma importante molécula sinalizadora (YEGUTKIN, 2008).

O conceito de neurotransmissdo purinérgica foi proposto por Geoffrey Burnstock ha

mais de quatro décadas (BURNSTOCK, 1972) e, desde entdo, nucleotideos puricos (e.g.,
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ATP, ADP e AMP) e pirimidicos (e.g., UTP e UDP) sdo considerados moléculas
sinalizadoras importantes (Figura 2). Estas moléculas modulam vérias funcdes teciduais,
incluindo a neurotransmissdo no sistema nervoso central (SNC), a contracao ndo colinérgica e
ndo adrenérgica em musculo liso e interacBes neurdnio-glia (RALEVIC, BURNSTOCK,
1998), efeitos ionotrdpicos, cronotropicos e arritmogénicos no miocardio (VASSORT, 2001),
fungBes gastrointestinais e hepaticas (ROMAN, FITZ, 1999), regulagdo da resposta
inflamatdria em células epiteliais (SCHWIEBERT, ZSEMBERY, 2003), regulacdo do fluxo
sanguineo (GONZALEZ-ALONSO, OLSEN, SALTIN, 2002), resposta imune e inflamagéo
(BOURS et al. 2006), agregacdo plaquetéaria em sitios de injdria vascular (GACHET, 2006;
MARCUS et al. 2003), regulacdo do sono, vasodilatacdo mediada pelo endotélio, proliferacdo
e morte celular (BURNSTOCK, 2006).

®—CP>—<P>—Adenosina (Trifosfato de adenosina, ATP)
cl)_
-O—P—OH + @—@—Adenosina (Difosfato de adenosina, ADP)

Fosfafo inorgéanico (P;)
B
" O—P—O—P—O0OH + @—Adenosina (Monofosfato de adenosina, AMP)

Pirofosfato inorganico (PP;)

Figura 2 — Estrutura dos nucleotideos paricos ATP, ADP e AMP. Fonte: Nelson e Cox (2014).

A sinalizacdo purinérgica apresenta papéis importantes na proliferacdo celular
(BURNSTOCK, 2006), na inducdo de apoptose e na atividade anticAncer (BOURS et al.
2006; WHITE, BURNSTOCK, 2006), na formacao da placa aterosclerotica (DI VIRGILIO,
SOLONI, 2002), na cicatrizacdo, na formacdo e reabsorcdo 0ssea (HOEBERTZ, ARNETT,
BURNSTOCK, 2003) e nas alteragOes vasculares que ocorrem no diabetes (SOLINI et al.
2004).
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3.1.1 ATP

A adenosina 5’-trifosfato (ATP) é um nucleotideo existente em todas as células e é
considerada a principal molécula energética no metabolismo intracelular. No entanto, é
especialmente no meio extracelular que o ATP esta envolvido na regulacdo de varios
processos fisiologicos e patoldgicos (BOURS et al. 2006).

A concentracdo de ATP intracelular é muito alta, na faixa de 3 a 10 mM, enquanto
que a concentragcdo de ATP extracelular € muito baixa, entre 400 a 700 nM (BOURS et al.
2006). Considerado um neurotransmissor, o0 ATP é estocado em vesiculas intracelulares e,
apos um estimulo neuronal, ele é liberado pelas terminacGes nervosas na fenda sinaptica,
onde ira se ligar a receptores especificos do tipo P2 (KUKULSKI, KOMOSZYNSKI, 2003).

O ATP extracelular tem papel fundamental na inflamacéo, agindo como um “sinal de
perigo” ou como um padrdo molecular associado a dano celular (DAMPS), liberado em
resposta a lesdes, infec¢bes ou outros estimulos inflamatérios (SEONG, MATZINGER, 2004,
BOURS et al. 2006). Além disso, o ATP participa na regulacdo de outros processos
biolégicos como a funcédo cardiaca e a contracdo muscular (JAMES, BUTT, 1999; TORRES
et al. 2002; ZIMMERMANN, 1999). Estudos também mostram que o ATP exerce um papel
pré-inflamatorio através da ativacdo de receptores P2X7, induzindo a producdo de citocinas
como interleucina-1 (IL-1), interleucina-2 (IL-2), interleucina-12 (I1L-12), interleucina-18 (IL-
18) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (BOURS et al. 2006; SOLLE et al. 2001) (Figura
3).
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Figura 3 - Funcbes do ATP extracelular em baixas e altas concentragdes na modulagdo da resposta imune.

a) As células teciduais liberam grandes quantidades de ATP em resposta ao aumento no nimero de patégenos, o
que estimula a diferenciacao das células dendriticas (DC) e de macrofagos que é acompanhado pela liberacéo de
mediadores pro-inflamatérios como o fator de necrose tumoral-a (TNF-a), a interleucina 12 (IL-12), a
interleucina-1 beta (IL-1B), e espécies reativas de oxigénio (ROS), e também a diferenciacdo de linfdcitos T
helper (Th) naive, ou ndo diferenciados, em linfécitos Th 1 e, consequentemente a iniciacdo da inflamacéo. b)
Em resposta a diminuigdo de patogenos as células teciduais liberam pouco ATP, o que provoca a modulagdo
negativa das citocinas pré-inflamatérias, liberacdo preferencial de citocinas imunossupressoras como o fator de
transformacdo do crescimento beta (TGF-pB), o receptor antagonista da IL-1 (IL-1Ra), e a interleucina-10 (IL-
10), e também a diferenciacdo de células Th naive em linfocitos Th 2 e um estado de imunosupressao. Fonte: Di
Virgilio (2009).

3.1.2 ADP

A adenosina 5'-difosfato € o primeiro produto gerado na hidrolise do ATP. Dentre
outras funcgdes, este nucleotideo € conhecido por induzir mudancas no formato das plaquetas,
0 que acelera o processo de agregacédo destas células. Em situagdes de injaria vascular, o ADP
é liberado do interior de granulos existentes nas plaquetas, sendo considerado o agonista mais

importante do recrutamento plaquetario e indutor da formagdo de trombos no interior de
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vasos (LUNKES et al. 2003; MARCUS et al. 2003).

3.1.3 AMP e adenosina

A adenosina 5’-monofosfato (AMP) é um intermediario na hidrélise do ATP
(BARSOTTI, IPATA, 2004) que exerce a funcdo de sinalizador intracelular, especialmente
como um sinal para a ativacdo de vias catabolicas (NELSON, COX 2014). O aumento das
concentraces de AMP intracelulares alem de regular a atividade de inuUmeras enzimas de
forma alostérica, também ativa quinases dependentes de AMP, envolvidas na mediacdo do
consumo de combustivel celular em situacdes de grande necessidade de ATP e no controle do
apetite e na sua capacidade de estimular (KEMP et al. 1999; STEIN et al. 2000). Alguns
hormdnios tais como o glucagon e a adrenalina tém como segundo mensageiro a molécula de
nucleotideo de adenina na forma ciclica, o AMP ciclico (AMPc) (NELSON, COX 2014). O
AMPc é o principal ativador de proteinas quinases, e inibidor das fosfoproteinas fosfatases
(DANIEL, WALKER, HABENER, 1998; CHIN et al. 2002).

O AMPc, atua como um segundo mensageiro em vias de transdugdo de sinal e,
dentre outras fungdes, esta envolvido na ativagdo da proteina quinase A (PKA) (CUNHA,
2001; LATINI, PEDATA, 2001). O AMP produzido pela atividade das enzimas NTPDases, é
posteriormente, hidrolisado a adenosina pela enzima E-5’-NT (ROBSON, SEVIGNY,
ZIMMERMANN, 2006).

Durante muitos anos 0 AMP ndo possuia um receptor alvo conhecido, mas em 2012
foi demonstrado que ele atua como agonista do receptor Al e alguns dos seus efeitos
fisiolégicos podem ser desencadeados de forma indireta via formacdo de adenosina, que
ocorre atraves da hidrolise dos nucleotideos catalisada pelas ectonucleotidases (RITTINER et
al. 2012).

A adenosina é um nucleosideo purico enddgeno, produzido principalmente pela
hidrolise do ATP (BARSOTTI, IPATA, 2004) e liberado por varios tecidos e érgaos além de
ser considerada molécula sinalizadora de dano celular, exercendo em geral acdes contrarias as
do ATP extracelular (FRANTZ et al. 2005; BOURS et al. 2006). Além de ser considerado um
poderoso agente anticonvulsivante (GUIDOTTI, WANG, 1998), no SNC a adenosina suprime
0 metabolismo celular em condicBes adversas como isquemia, hipoxia e hipoglicemia. A
adenosina também possui um papel importante na inibicdo da agregacédo plaquetaria induzida
pelo ADP (LUNKES et al. 2003).
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3.2 Receptores purinérgicos

Os receptores purinérgicos, responsaveis pela transdugédo do sinal representado pelos
nucleotideos e nucleosideos extracelulares, sdo divididos em duas familias: P1 e P2. Os
receptores P2 sdo subdivididos em P2X e P2Y (BURNSTOCK, KENNEDY, 1985;
BURNSTOCK, FOUNTAIN, 2012).

A Figura 4 ilustra as estruturas dos receptores P2X, P2Y e P1. O receptor P2X possui
sete isoformas, as quais se ligam ao ATP e sdo todos receptores ionotropicos, ou seja, canais
ibnicos. Os receptores P2Y e P1 também possuem diversas isoformas e ambos séo receptores

acoplados a proteina G.

Purinoceptors

P2 nucleotide P1 adenosine
receptors receptors

P2Y1 24611121314 A 20283

ARRRRRARAR

Figura 4 - Estrutura dos receptores P1, P2X e P2Y. Fonte: Adaptado de Abbracchio et al. (2006).

3.3 Ectonucleotidases

As ectonucleotidases sdo enzimas envolvidas no metabolismo de nucleotideos e
localizam-se ancoradas na membrana celular, com o seu sitio catalitico voltado para 0 meio
extracelular. Elas também podem estar presentes de forma sollivel no meio intersticial ou
intracelular (ZIMMERMANN, 2001).
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Diversas enzimas fazem parte do grupo das ectonucleotidases e sdo divididas na
familia das ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolases (E-NTPDases), das ectonucleosideo
pirofosfatases/fosfodiesterases (E-NPPs), das ecto-5’-nucleotidases (E-5’-NTs) ou das
fosfatases alcalinas (APs) (Figura 5) (ZIMMERMANN, 2001).

1

m 3 4
AT ADP ANMP = Ade = he

R
RRRQRL

1. E-NPP ATP - AMP + PP;

2. E-NTPDase ATP - ADP + P;; ADP - AMP + P;
3. Ecto-5'-nucleotidase AMP - adenosina + P;

4. Adenosina deaminase ‘Adenosina - Inosina

Figura 5 — Enzimas envolvidas na degradagdo extracelular de nucleotideos e do nucleosideo de adenina.
Fonte: Adaptado de Yegutkin (2008).

3.3.1 Ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase (E-NTPDase)

A familia das E-NTPDases (ATP difosfohidrolase, apirase) hidrolisam os
nucleotideos difosfatos e trifosfatos que sédo convertidos em sua forma monofosfatada. Estas
enzimas possuem caracteristicas como a dependéncia de cations divalentes (Ca* e Mg?*) para
a catalise e sdo insensiveis a inibidores especificos de ATPases do tipo P-, F- e V. Possuem
cinco regides altamente conservadas entre as espécies denominadas ACRs (do inglés, apyrase
conserved regions) que sdo regides importantes para que ocorra a atividade catalitica destas
enzimas. (HANDA, GUIDOTTI, 1996; ZIMMERMANN, 2000; ZIGANSHIN, HOYLE,
BURNSTOCK, 1994).

Oito genes diferentes codificam os membros desta familia de enzimas (Figura 6).
Sabe-se que quatro isoformas sdo expressas na superficie celular (NTPDasel, 2, 3, e 8)
(ROBSON, SEVIGNY, ZIMMERMANN, 2006). Como a maior parte dessas enzimas sdo



23

encontradas ligadas @ membrana celular com o sitio catalitico voltado para o meio
extracelular, elas sdo denominadas ecto-NTPDases. No entanto, nem todos os representantes
dessa familia de enzimas séo ectoenzimas. Algumas séo intracelulares encontradas no lumen
de organelas como o complexo de Golgi e o reticulo endoplasmatico. Estudos demonstram
que as enzimas desta familia podem hidrolisar tanto 0 ATP quanto o ADP (SEVIGNY et al.
1997; ZIMMERMANN, 1996).

NTPDase8
(NTP>NDP), /" h NTPDase1

(NTP ~ NDP)
m

NTPDase2
(NTP> > > NDP)

h

h NTPDase3
(NTP> NDP)
] m
NTPDase6 o6 J
(GDP> IDP > UDP) Mgy~
h
h
NTPDase4
m (UDP > GDP > CDP)
NTPDase5
(UDP>GDP>CDP)m h m h
NTPDase7
(UTR.GTPCTP)

Figura 6 — Arvore filogenética hipotética para os membros da familia das NTPDases (NTPDasel a NTPDase8)
de ratos (r), seres humanos (h) e camundongos (m), apds o alinhamento da sequéncia de aminoacidos. Fonte:
Robson, Sevigny e Zimmermann (2006).

A familia NTPDasel foi identificada como o antigeno de superficie CD39 sendo que
0 aumento de sua expressdo estd relacionado com a ativacdo dos receptores P2 e
concomitantemente hd um aumento nas atividades ATPasicas e ADPasicas (KACSMARECK
et al. 1996; KUKULSKI, LEVESQUE, SEVIGNY, 2011; KUMALISZEWSKI et al. 1994).
Estudos revelaram a expressdo abundante de CD39 no endotélio vascular (ENJYOJI et al.
1999; MARCUS et al. 2003; ROBSON et al. 2005), em células dendriticas (MIZUMOTO et
al. 2002), linfécitos, plaguetas (COPPOLA et al. 2005; DEAGLIO et al. 2007) mondcitos e
macr6fagos (HYMAN et al. 2009; LEVESQUE et al. 2010; MARTIN-SATUE et al. 2009).

Estudos demonstram que a expressdo da E-NTPDase em células T reguladoras

(Treg) de ratos pode aumentar a sua atividade supressora através de duplo mecanismo.
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Primeiro, através da diminuicdo da concentracdo do ATP extracelular, que geralmente exerce
um efeito pré-inflamatério (BORSELLINO et al. 2007). Segundo, pois a atividade desta
enzima promove, em conjunto com a atividade da enzima E-5’-NT, a formac&o de adenosina,
associada a imunossupressdo via ativacdo subsequente de receptores A2 (DEAGLIO et al.
2007).

Estudos realizados com camundongos deficientes da enzima NTPDasel, confirmaram
que esta ectoenzima tém papel importante no controle da hemostasia, na reatividade de
plaquetas, nas reacdes tromboticas e no crescimento vascular in vivo (ENJYOJI et al. 1999).
Também foi demonstrado o seu potencial terapéutico em doengas vasculares e durante o
transplante (ENJYOJI et al. 1999; ROBSON et al. 2005). Além disso, os estudos em
camundongos demonstraram que a familia E-NTPDase tem um importante papel na
prevencdo de inflamacdes exacerbadas na pele, desencadeadas por produtos quimicos
irritantes (MIZUMOTO et al. 2002).

As NTPDases 1 e 2 sdo localizadas na superficie celular ligadas a membrana
(ROBSON, SEVIGNY, ZIMMERMANN, 2006), conforme ilustrado na Figura 7. A
NTPDase2 € expressa principalmente na superficie adventicia de vasos sanguineos onde
contribui para a homeostasia vascular, pois promove a agregacdo de plaguetas na presenca de
ATP e facilita ainda mais a agregagéo na presenca de ADP (SEVIGNY et al. 2002). Recentes
estudos imuno-histoquimicos realizados em ratos revelaram que a NTPDase2, juntamente
com a fosfatase alcalina, desempenha um papel importante no controle purinérgico

embrionario, pos-natal e na neurogénese adulta (LANGER et al. 2007).

E-NTPDase family

Put.
NTPDase1 NTPDasc2 NTPDase3 (Ecto- NTPDase4 NTPDase5 NTPDase6
{Ecto-ATPDase, (Ecto-ATPase, ATPDase, (UDPase) (CD39L4) O0H (CD39L2)

CD39) cD3sL1) CD38L3) GOOM COOH
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Plasma Plasma Rl 2
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COOH NH;

NTP — NMP +2Pi NTP -» NDP +Pi NTP — NDP + Pi  UDP — UMP + Pi  NDP — NMP + Pi N.d.

NDP - NMP + Pi (NDF — NMP + Pi) NDP — NMP + Pi UTP — UDP + Pi
(ATP.ADP = 1:0.8) (ATP:ADP =1:0.03) (ATP:ADP = 1:0.3)

Figura 7 - Membros da familia das NTPDases, suas localiza¢cbes na membrana e propriedades cataliticas.
Nucleotideo trifosfato (NTP), Nucleotideo difosfato (NDP), Nucleotideo monofosfato (NMP) e Nucleotideos
desconhecido (N.d). Fonte: Zimmermann et al. (2000).
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A expressdo de NTPDase3 ocorre principalmente em estruturas neuronais, onde pode
atuar na pré-sinapse como um regulador dos niveis de ATP extracelular, e coordena varios
sistemas homeostaticos, incluindo a alimentacdo, comportamentos de sono e vigilia
(BELCHER et al. 2006). As NTPDases 5 e 6 podem ser secretadas para 0 meio extracelular
(YEGUTKIN, 2008). A NTPDase5 quando expressa em células COS-7, € secretada e possui
preferéncia nucleosideos 5°-difosfatados (MULERO, et. al. 1999), enquanto que as NTPDases
4 e 7 estdo localizadas no meio intracelular, voltadas para o Iumen de organelas
citoplasmaticas (ZIMMERMANN, 2000).

A NTPDase 8 esta associada a membrana plasmatica de células de mamiferos, e
apresenta expressdo abundante no jejuno e no rim (BIGONNESSE et al. 2004). A expressédo
abundante de NTPDase8 em canaliculos biliares e grandes vasos sanguineos do figado sugere
0 envolvimento desta ecto-nucleotidase na regulacdo da secrecdo biliar (FAUSTHER et al.
2007).

3.3.2 Ecto-5’-nucleotidase (E-5°-NT)

A ecto-5'-nucleotidase (E-5'-NT, EC 3.1.3.5) representa uma das principais enzimas
envolvidas na hidrélise dos nucleotideos que participam da sinalizacdo purinérgica. Esta
ectoenzima é conhecida também como CD73, que € um marcador de superficie celular
expresso em linfécitos T e B (CHRISTENSEN, 1997; ZIMMERMANN et al. 2012). A E-5°-
NT é responsdvel pela hidrolise do AMP e a formagdo do nucleosideo adenosina
concomitante com a liberacdo de fosfato inorganico (Pi) (ROBSON, SEVIGNY,
ZIMMERMANN, 2006). Esta ectoenzima € co-expressa com a E-NTPDase na superficie de
células Treg, sendo consideradas componentes importantes na autoimunidade e também nos
mecanismos de supressdo da resposta imune, através da conversdo dos nucleotideos ATP e
ADP em AMP e na subsequente producdo de adenosina, que atua como um mediador anti-
inflamatdrio inibindo a proliferacdo de células T e a secrecdo de citocinas pro-inflamatérias
(DEAGLIO et al. 2007).

A familia E-5'-NT possui sete membros, sendo que seis séo citosolicos, ancorados a
membrana plasmatica por meio de uma ancora de glicosilfosfatidilinositol (GPI) localizada no
carbono C terminal (AIRAS et al. 1997; YEGUTKIN, 2008) conforme mostra a Figura 8.
Esta ectoenzima se liga a ions Zn?* e outros cations divalentes, que sdo necessarios para a sua
atividade enzimatica. Possui uma ampla especificidade por nucleosideos monofosfatos com
um Km na faixa de 3 a 50 mM (ZIMMERMANN, 1992). S&o encontradas em diferentes
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tecidos com expressdao abundante no colon, rim, cérebro, figado, coracdo e pulméo
(MORIWAKI, YAMAMOTO, HIGASHINO, 1999; THOMPSON et al. 2004;
ZIMMERMANN, 1992, 2001).

E-5’
Nucleotidase
(CD73)
(AMP—»AD)

NH,

Meio extracelular

Membrana
plasmatica

Figura 8 — Representacdo da enzima ecto-5'-nucleotidase ancorada @ membrana plasmatica. Fonte: Adaptado de
Zimmermann (2000).

3.3.3 Fosfatase alcalina

A enzima fosfatase alcalina (APs; EC 3.1.3.1), é uma fosfomonohidrolase ubiqua,
presente em quase todos os tecidos. No homem esta enzima possui trés isoformas que estéo
distribuidas em todos os tecidos: a do intestino, a da placenta denominada de tecido-
especifica, e a isoforma do figado-osso-rim que é encontrada em quase todos os tecidos,
sendo denominada de fosfatase alcalina tecido ndo especifica (TNAP) (WUTHIER,
REGISTER, 1985; NAKAMURA T, NAKAMURA K, STINSON, 1988; HSU, ANDERSON
1995). Um papel importante da (TNAP) é a capacidade de hidrolisar o PPi no tecido dsseo,
que promove a calcificacdo através deste potente inibidor de mineralizagdo (HESSLE et al.
2002; JOHNSON et al. 2000).

A familia das APs é formada por enzimas homodiméricas e cada sitio catalitico
contém trés fons metalicos, dois ions de Zn?* e um fon de Mg?*. Estes ions s30 necessarios
para a sua atividade enzimatica (MILLAN, 2006) pois estimulam a degradacio dos
nucleotideos de adenina (FIELDS, BURNSTOCK, 2006). Esta enzima é semelhante a E-5’-
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NT, pois é ancorada & membrana plasmética (ZIMMERMANN, 2001) de mamiferos e podem
exibir uma ampla especificidade por diferentes substratos fosfomonoésteres e outros
compostos, incluindo os nucleotideos de adenina, pirofosfato, fosfatidatos com varias cadeias
de &cidos graxos, polifosfatos inorganicos, glicose-fosfato, B-glicerolfosfato e bis-p-nitrofenil-
fosfato (SAY et al. 1991).

A evidéncia mais clara, € que a AP tem grande influéncia para 0s organismos in
Vivo, que esta associada no processo da cartilagem mal mineralizada (raquitismo), nos 0ssos

(osteomalacia) e também em fraturas 6sseas espontaneas (MILLAN, 2006).

3.3.4 Ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPPs)

A familia E-NPP € composta por sete ectoenzimas (NPP1 a NPP7) que sdo expressas
em vertebrados, numeradas de acordo com a sua ordem de descoberta, e sdo capazes de
hidrolisar nucleotideos (STEFAN, JANSEN, BOLLEN, 2006). No entanto, devido a sua
ampla especificidade por substratos, algumas NPPs podem desfosforilar o ATP a ADP e Pi,
ADP a AMP e Pi, ou NAD* a AMP (Figura 9) (ZIMMERMANN, ZEBISCH, STRATER,
2012).

Somente trés membros desta familia (NPP1 a NPP3) sdo capazes de hidrolisar
nucleotideos difosfatos, nucleotideos trifosfatos, acidos nucleicos, actcares de nucleotideos,
assim como nos ésteres de fosfato de colina e fosfolipidios. As familias NPP2, NPP6 e NPP7
hidrolisam fosfolipidios e fosfodiésteres de colina. (STEFAN, JANSEN, BOLLEN, 2006).

A familia NPP1 € expressa no tecido adiposo, bexiga, coracdo, rim, figado, pulméo,
timo. Esta enzima desempenha um papel importante na mineralizacdo 0ssea e na regulacao
dos niveis de pirofosfato inorgénico. (GODING, GROBBEN, SLEGERS, 2003; HARMEY et
al. 2004). Nos leucécitos, a NPP1 esta presente em macrofagos alveolares e em linfécitos B e
T (GODING, GROBBEN, SLEGERS, 2003; TAKAHASHI, OLD, BOYSE, 1970). As
familias NPP1 a NPP3 tem uma ampla distribui¢do, e podem ser encontradas em roedores e
humanos (STEFAN, JANSEN, BOLLEN, 2006). A NPP3 esta presente na parte superior das
celulas das vias respiratorias, hepatocitos e basofilos de humanos (BUHRING et al. 2001). A
NPP4 é uma potente hidrolase do substrato diadenosina trifosfato (Ap3A), gerando 0s
produtos ADP e AMP. O aumento da atividade desta enzima em sitios de lesdo no endotélio
vascular causa um aumento dos niveis locais de ADP, que possui conhecido efeito pro-

coagulante, levando a formacéo de trombos e desencadeando uma resposta que mantém a
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hemostasia na agregacao plaquetéria (Albright et al. 2012).

NTPDase NPP1, 3 NPP1, 3
AP

_fir g AL

ADP
NPP1, 2 NTPDase, AP E-5'NT,AP AMP

Figura 9 — Sitios de hidrdlise catalisada pelas enzimas, NTPDase, E-5’NT, AP e¢ NPP1, NPP2, NPP3. As
enzimas mostradas em azul, vermelho e verde reconhecem, respectivamente, ATP, ADP e AMP como
substratos. A remogdo do fosfato a partir de ATP pela NPP1 e NPP2 (azul claro). Em verde a remocdo do
fosfato a partir do AMP pela E-5’NT e AP. Fonte: Adaptado de Strater, Zebisch, Zimmermann, (2012).

3.4 Funcdes da E-NTPDase em macro6fagos

Os macrofagos desempenham um papel importante na iniciacdo e na regulacdo da
resposta imune inata e adaptativa, pois apresentam receptores de superficie que reconhecem
diversos tipos de antigenos. Quando os macréfagos entram nos tecidos inflamados ocorre a
producdo de feno6tipos distintos durante a resposta inflamatoria (BOURS, et al. 2006).

Dependendo do perfil do estimulo os macrofagos podem ser ativados e diferenciados
através das vias cléssica ou alternativa. Os macrofagos que sdo ativados pela via cléassica (M1)
recebem estimulos de citocinas inflamatorias IFN-y, TNF-a, receptores do tipo Toll (TLR) e
lipopolissacarideos (LPS) no tecido lesado. J& os macrdofagos que sdo ativados pela via
alternativa (M2) recebem estimulos pela IL-4 e IL-13, estdo basicamente envolvidos no
reparo tecidual, estimulando fibroblastos, promovendo deposicdo de matriz extracelular e a
liberacdo de IL-10, uma citocina anti-inflamatoria que exerce atividade reguladora.
(MOSSER, EDWARDS, 2008; FUJIWARA, KOBAYASHI, 2005).

No trabalho de Zanin em 2012 e 2013, foram observados que o0s macrofagos
estimulados por LPS ou pela IL4, podem ativar os macréfagos através da via classica M1 ou

pela via alternativa M2. Os resultados mostraram que os macréfagos M1 ndo apresentaram
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aumento na atividade ATPasica e ADP4sica que consequentemente diminui a expressdo da
NTPDasel. Os macrofagos M2 obtiveram aumento na atividade ATPasica e ADPésica e
também na expressao da NTPDasel, isto indica que nos macrofagos M2 séo conduzidas pela
via nucleotidica para gerar adenosina.

Estas células também podem reagir diretamente ao dano tecidual através do
reconhecimento de “sinais de perigo” (DI VIRGILIO, 1995; GALLUCCI, MATZINGER,
2001), assim como aos nucleotideos extracelulares, pois além de induzirem as células
apresentadoras de antigenos (APCs) como por exemplo os macréfagos na inflamacgéo, que
provocam a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias tais como IL-1 e IL-6 e expressdo da
ciclooxigenase 2 (COX-2) através da geracdo de superoxido, que favorece a morte dos
patégenos (KUSNER, BARTON, 2001; AGA et al. 2002; la SALA et al. 2003) (Figura 10).

Para que as moléculas constitutivas atuem como sinal de perigo elas devem ser
reconhecidas pelas APCs e o0s nucleotideos possuem estes quesitos, pois apresentam altas
concentracdes nas faixas entre 5 a 10 mM no citoplasma de todas as células, enquanto que no
meio extracelular, a sua concentracdo chega a faixas nanomolares. Portanto o aumento da
concentracdo dos nucleotideos extracelulares esta relacionado com a lesdo celular. Pois o
ATP, pode ser secretado por diversos tipos de células em situacfes de estresse ou em locais de
agregacdo plaquetaria, que sdo reconhecidos pelos receptores purinérgicos do tipo P2, que séo
expressas na membrana celular de diversos tecidos, assim quando este receptor estiver ativado
pode ter um profundo impacto sobre as funcdes das células imunes (FERRARI et al. 1997,
MITCHELL et al. 1998, la SALA et al. 2003).

Apés a infecgdo, as células do sistema imune, como os linfdcitos, produzem
citocinas, que podem direcionar o combate ou facilitar a proliferacdo do parasita. Quando
ocorre a produgdo de citocinas como a IL-2, a IL-12, 0 TNF-a e o IFNy, predomina a resposta
imune do tipo Thl, com caracteristicas pro-inflamatérias. Por outro lado, quando séo
produzidas as citocinas IL-4, IL-5, IL-6, IL-13 e IL-10, h4 uma modulacdo negativa na
liberagdo de moduladores pro-inflamatorios, producdo preferencial de moléculas
imunossupressoras e a transformacdo de células T indiferenciadas em células do tipo Th2,
predominando um estado de imunossupresséo (DI VIRGILIO et al. 2009).

As ceélulas fagocitarias como os macrofagos, os neutrofilos e as células dendriticas
sdo as principais celulas hospedeiras para a infeccdo e a proliferacdo de parasitas do género
Leishmania, cuja doencga é a segunda maior causa de mortes por infeccdes parasitarias no
mundo, com uma estimativa de mais de 15 milhdes de casos de humanos infectados (BERN,
MAGUIRE, ALVAR, 2008; WHO, 2010). Em Mato Grosso do Sul, a leishmaniose é
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endémica e é uma ameaca significativa para a satde publica (MENEZES et al. 1986; NUNES
et al. 1995), onde 42,9 dos casos foram notificados por 100.000 habitantes de 2010 a 2013
para a leishmaniose visceral (LV), e 21,6 casos por 100.000 habitantes para leishmaniose
cutanea (LC) no mesmo periodo (DORVAL et al. 2006; LIMA et al. 2009; NUNES et al.
1995).

As células em condicdes de injaria podem liberar substancias que estdo confinadas
no seu interior, e a sua concentracdo extracelular aumentada, consequentemente podera
ocorrer um sinal de lesdo celular, que esta associada a alteracdes na atividade ou expressdo
das ectoenzimas E-NTPDase que hidrolisam o ATP em ADP até AMP, e a E-5’NT converte o
AMP em adenosina (FERRARI et al. 1997, MITCHELL et al. 1998, la SALA et al. 2003).
Sendo a liberacdo de ATP extracelular um dos mecanismos criados para subverter a infecgéo,
qgue induz a morte da Leishmania amazonensis através da ativacdo do receptor P2X7
(CHAVES et al. 2009).

Varios estudos associaram a expressdo da E-NTPDase a viruléncia de diferentes
espécies de Leishmania, isto foi observado em pacientes com Leishmaniose visceral que
obtiveram niveis elevados de adenosina no soro (BERREDO-PINHO et al. 2001;
MARQUES-DA-SILVA et al. 2008; SOUZA et al. 2010; VIEIRA et al. 2011; GOMES et al.
2015). Recentemente um estudo observou que a infeccdo por Leishmania esta relacionada
com o equilibrio de varios fatores, e que os nucleotideos podem modular o equilibrio de
respostas pro inflamatorias, com a liberacdo de LTs e na resposta anti-inflamatoria, com a
liberacdo de prostaglandinas (PGs) (CHAVES, CANETTI, COUTINHO-SILVA, 2016).
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Figura 10 — Comparagdo entre a maturacdo das células dendriticas através da via candnica ou cléssica e via
alternativa na presenca do ATP extracelular. a) Os sinais de ativacdo como por exemplo LPS, que desencadeiam
a liberacdo de CCL2, CCL3, CCL4, CXCL10 e CCL5 recrutando mondcitos circulantes e outros DC imaturos.
Os DCs maduros liberam TNF- o ¢ IL-12, que promovem a inflamacéo e a ativacdo de células natural killer
(NK). IFN-y produzido pela infiltragdo de linfocitos Thl e células NK atuam como feedback positivo para a
producdo de IL-12. As DCs mieldides que maturam neste ambiente migram para os nédulos linfaticos e auxiliam
na iniciacdo de células T do tipo 1. b) O ATP extracelular liberado pelas células danificadas atua como
quimiotaxico para as células DC imaturas que bloqueiam a producdo de IL-1, TNF-a e IL-12, CXCL10 e CCLS5,
mas nao bloqueia a liberacdo de I1L-10 na fase de maturacdo. A producédo de IL-12 favorece respostas de Th2. O
ATP ¢ hidrolisado para ADP e subsequente convertido em AMP pela CD39. Por sua vez, 0 AMP é substrato
para a CD73 conduzindo a geracéo de adenosina (ADO) que se liga a receptores purinérgicos P1 receptores de
adenosina (la SALA, 2003).

A atividade da enzima E-NTPDase ja foi descrita em diversos estudos de tecidos
como coracdo, placenta, pulméo, figado, musculo esquelético, timo, rim, pancreas, testiculos,
ovarios, prostata, colon e encéfalo. (LECLERC et al. 2000; PLESNER, 1995; VIEIRA et al.
2001). Recentemente, alguns autores publicaram estudos, onde apresentaram a quantificagao
da atividade desta enzima nos macrofagos peritoneais em diferentes contextos (ZANIN et al.
2012, 2013). Entretanto, esta atividade ndo foi estudada detalhadamente de forma a auxiliar o
seu entendimento na funcdo na resposta imune.

O sistema purinérgico, apresentado anteriormente, € um dos diversos sistemas
envolvidos na modulagdo dos padrbes de resposta imune (DI VIRGILIO, BOEYNAEMS,
ROBSON, 2009). Desta forma, a investigacdo da atividade das enzimas E-NTPDase e E-5’-
NT em macréfagos pode contribuir para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas frente

a diversas funcgoes fisiologicas e imunitarias.
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Abstract

This study aimed to characterize the activity of ectonucleoside triphosphate
diphosphohydrolase (E-NTPDase; EC 3.6.1.5; CD39) in peritoneal macrophages from
BALB/c. The enzyme was activated in the presence of both calcium (1.5 mM) and
magnesium (1.5 mM) ions. However the activity was higher in the presence of Ca?*. The pH
8.5 and temperature of 37°C represented the optimum conditions for catalysis. The apparent
Km values were 0.51 and 0.66 mM for the hydrolysis of ATP and ADP, respectively. The
Vmax values were 136.4 and 120.8 nmol Pi/ min/ mg of protein for ATPase and ADPase
activity, respectively. Nucleotide hydrolysis was inhibited in the presence of sodium azide (20
mM, ATP: p<0.05; ADP: p<0.001), sodium fluoride (20 mM; ATP and ADP: p<0,001), and
suramin (0.3 mM; ATP: p<0,01; ADP: p<0, 05), which is an already described profile for
NTPDase inhibition. Although all di- and triphosphate nucleotides tested were hydrolyzed,
enzyme activity was increased when adenine nucleotides were used as substrates. Finally, we
stress the importance that the knowledge of these biochemical properties of E-NTPDase
catalysis in mice macrophages is indispensable to determine properly its activity and to

understand more deeply the immune response profile in healthy and in sickness.

Keywords: E-NTPDase, CD39, macrophages, characterization, ectonucleotidase, apyrase,
purinergic system.
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Introduction

Nucleoside triphosphate diphosphohydrolases (NTPDase; EC 3.6.1.5) is the generic
term to appoint a family of enzymes responsible for the hydrolysis of tri and diphosphate
nucleotides such as ATP and ADP, respectively.*

The members of NTPDase family are codificated by eight different genes. Four
members of this enzyme family are surface-located, with an extracellular catalytic site,
namely NTPDases 1, 2, 3 and 8 and are usually referred as ecto-nucleoside triphosphate
diphosphohydrolases (E-NTPDases). Other two members, NTPDases 5 and 6 exhibit
intracellular location and are secreted after heterologous expression. 234 NTPDases 4 and 7
exhibit intracellular location with the active site faced to the lumen of cytoplasmic organelles.
5,6

E-NTPDases play an important role in the control of important biological functions
such as thromboregulation,”® maintenance of vascular tone % neurogenesis
neurotransmission 12 and regulation of immune cell function of diverse cell types including
neutrophils, dendritic cells, lymphocytes, and of special interest for this study, monocytes and
macrophages.t3415

These enzymes are widely distributed in nature, have been studied in bacteria'®
protozoa,!’” fishes!®!® and many mammal tissues and cells. 22122 Recently, some studies
presented the activity of these enzymes in peritoneal macrophages 23%* However, there is no
study showing the biochemical characterization of E-NTPDase activity in the surface of these
cells.

Considering this need, the aim of this study was to characterize the E-NTPDase
activity in peritoneal macrophages of mice and to describe the appropriate assay conditions
for further investigation of this enzyme in diseases in which macrophages might have a

particular interest.



36

Materials and methods

Reagents

ATP (A6419), ADP (A2754), GTP (G8877), GDP (G7127), UTP (U6625), UDP
(U4125), bovine serum albumin (A2153), trichloroacetic acid (T4885), L-histidine (H8000),
HEPES (H7006), oligomycin A (75351), sodium orthovanadate (4502423), P!P°-
di(adenosine-5’-)pentaphosphate (Ap5A, D4022), ouabain (03125), N-ethylmaleimide
(NEM, E38776), suramin (S2671), levamisole (31742), tetramisole (T1512) were purchased
from Sigma (St. Louis, MO, USA). All other reagents used in the experiments were of

analytical grade and of the highest purity.

Experimental animals

They were used 60 BALB/c mice, 12- weeks old, from the Central Animal Facility
of Instituto de Biociéncias (INBIO) of Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS).
The Animal Ethics Committee of UFMS (Campo Grande, MS, Brazil) approved the study
under the protocol number 587/2014.

Isolation of peritoneal macrophages
In order to obtain the peritoneal macrophages, each mouse was euthanized by
cervical dislocation. The abdomen was rinsed with ethyl alcohol 70% and then 5-10 mL of
0.9% saline solution at 0 °C was injected into the peritoneum with a syringe coupled to a 13 x
4,5 mm needle. Following this procedure, the area was massaged and, at the end of 60
seconds, the macrophage-rich solution was drained. The macrophages were kept on ice during
the experiments. This procedure was reproduced for each day of the experiment.

Cell viability

Cell viability was determined by trypan blue dye exclusion, 2° as previously detailed

Enzyme activity

The reaction medium consisted of 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 1,5 mM CacClz, 10 mM
glucose and 50 mM Tris/His buffer (pH 8.5) in a final volume of 200 uL. In tubes containing
160 pL of the system it was added 20 pL of the suspended preparation of peritoneal
macrophages (4-16 pg) and pre-incubated for 10 minutes at 37 °C. The reaction was initiated
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by addition of 20 pL of substrate (ATP or ADP or another as indicated) at a final
concentration of 2.0 mM. All reactions were stopped with 200 pL of trichloroacetic acid
(TCA) 10% to provide a final concentration of 5%. The concentration of protein (enzyme)
and the incubation time was selected in order to ensure the linearity of the reactions. The
enzymatic activities were measured by the amount of inorganic phosphate (Pi) released during
the reactions. This amount was quantified by the method described by 2 using malachite
green as the colorimetric reagent and KH2PO4 as standard. All samples were analyzed in
triplicates and the specific activity is expressed as nanomol of released Pi / min / mg of

protein.

Protein determination
The protein content of the samples was determined according to the method

described by 2" using bovine serum albumin as standard.

Statistical analysis
The statistical analysis was performed using the Student's T test or Mann Whitney
test. P < 0.05 was considered to represent a significant difference.
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Results

Cellular integrity

A viability curve was performed to determine the cell membrane integrity of
peritoneal macrophages kept at 4 - 8 °C 2°. Results demonstrated that after 12 h, 90% of cells
were viable and even after 24 h, the majority of cells (85%) still preserved the cell membrane
structure (data not shown).

Conditions for incubation

Quantification of enzyme activity was performed at the temperatures of 15, 25, 37
and 45 °C. The maximal activity was obtained at 37 °C for both ATP and ADP (Figure 1). We
investigated the effect of pH 6.0, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5 and 9.0 on substrate hydrolysis and pH
curve revealed that both ATP and ADP hydrolysis were higher at pH 8.5 (Figure 2). The
range of protein concentration in which the enzyme activity was linear was of 0.2 to 0.8 ug of
protein per reaction. The catalysis of both substrates was linear in the interval of 5 to 80
minutes in the presence of 1.5 mM calcium and 2 mM of ATP or ADP. The intermediate time

point of 40 minutes was selected for the assays (data not shown).

Cation dependence

Calcium and magnesium dependence for substrate hydrolysis was tested in the range
of 0.1 to 3 mM. The maximum enzyme activity was obtained in a concentration of 1.5 mM of
calcium and 1.5 mM of magnesium. However, the activity was higher in the presence of
calcium. All the experiments for nucleotide hydrolysis were developed with 1.5 mM of

calcium.

Kinetic parameters

ATP and ADP hydrolysis were determined in the range of 30 to 3000 uM in the
presence of 1.5 mM calcium. Enzyme activity increased with increasing substrate
concentrations up to 2 mM, when enzyme became saturated by substrate. Lineweaver-Burk
plot was used to determine the kinetic parameters Km (Michaelis constant) and Vmax
(maximum velocity). The apparent Km for ATP and ADP hydrolysis was 0.51 and 0.66 mM,
respectively. The calculated Vmax values were 136.4 and 120.8 nmol of Pi/ min/ mg of
protein for ATP and ADP hydrolysis, respectively.
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Exclusion of enzymatic associations

The enzymatic association was eliminated employing commonly used ATPases
inhibitors in the enzyme reaction containing 1.5 mM of calcium (Table 1). Oligomycin (2
pg/mL; inhibitor of mitochondrial ATPases), orthovanadate (0.5 mM; inhibitor of transport
ATPases, acid phosphatases and phosphotyrosine phosphatases), Ap5A (0.01 mM; inhibitor
of adenylate kinase), ouabain (0.1 and 1 mM; classic inhibitor of Na*, K*™-ATPase), NEM (1
mM; Ca?*, Mg?*-ATPases; adenylate kinase and sulfhydryl groups modifier), Levamisole (1
mM; inhibitor of alkaline phosphatase), tetramisole (1 mM; inhibitor of alkaline phosphatase)
and sodium azide (1.0, 5.0 and 10 mM; inhibitor of mitochondrial ATPases) did not show any
inhibitory effect on ATP and ADP hydrolysis. Nucleotide hydrolysis was inhibited in the
presence of sodium azide (20 mM, ATP: p < 0.05; ADP: p < 0.001), sodium fluoride (20 mM;
ATP and ADP: p < 0,001), and suramin (0.3 mM; ATP: p <0, 01; ADP: p <0, 05).

Substrate specificity

All nucleotides tested were hydrolyzed by mouse peritoneal macrophages (Table 2).
Enzyme showed preference for ATP and ADP as triphosphate and diphosphate nucleotides,
respectively. The relative activity for GTP and UTP hydrolysis was higher than half of the
ATP rate. However, the GDP and UDP hydrolysis were close to 50% of the ADP rate of

catalysis.
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Discussion

E-NTPDase activity was described in many tissues such as heart, placenta, lung,
liver, skeletal muscle, thymus, kidney, pancreas, testis, ovaries, prostate, colon and brain. 262°
Recently, studies were published showing the quantification of this enzyme activity in
peritoneal macrophages 2>?* However, this activity has not been studied in detail. In this
context, this research characterized the biochemical properties of E-NTPDase expressed in
peritoneal macrophages of BALB/c mice.

Macrophages play an important role in the immune response, because they can
participate in the destruction of tumors, virus and bacteria (Mycobacterium tuberculosis and
Listeria monocytogenes), process and present antigen to lymphocytes, secrete cytokines that
modulate and drive the development and function of lymphocytes, and participate in
autoimmune responses. Macrophages are essential effector cells in the elimination of
intracellular microorganisms and they are under the control of pro-inflammatory cytokines
such as IFN-y, TNF-a, IL-1pB, IL-12, and anti-inflammatory cytokines such as IL-4, IL-10 and
TGF-p. 3031

The dependence of calcium and magnesium ions was observed in the hydrolysis of
ATP and ADP. 333 |n this study, both ions allowed a maximum activity at a concentration of
1.5 mM. However, Ca?*-ATP and Ca?*-ADP hydrolysis was superior compared to Mg?*-ATP
and Mg?*-ADP as substrates. Other studies have also noted that calcium is the best activator
for this ectoenzyme activity such as, for example, in synaptosomes of cerebral cortex (1.5
mM)? Trichomonas vaginalis (1 mM), in human lymphocytes (5 mM), and in zebrafish brain
membranes (5 mM).20213435 |n this context, we can discard the influence of ectonucleotide
pyrophosphatase/phosphodiesterase (E-NPP), another ectonucleotidase, which would mimic
the ATP-diphosphohydrolasic activity of E-NTPDase because a final concentration of 1.5
mM have inhibitory effect on E-NPP isoforms.3®

The influence of temperature on Ca?*-ATPase and Ca®’-ADPase activities was
investigated at 15, 25, 37 and 45 °C. The higher activity was at 37 °C for both Ca?*-ATP and
Ca2*-ADP hydrolysis, which is close to the average body temperature of this strain of mice.
Our results are also corroborated by other authors, which found 37 °C as the optimum
temperature for NTPDase activity of zebrafish (Danio rerio) brain membranes, human
lymphocytes and synaptosomes from cerebral cortex of adult rats. 202135

NTPDase family has different optimal pH but are quite active in the pH range of 7.0
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to 8.5 32 The pH curve showed that its enzymatic activity was maximal at the alkaline pH 8.5.
Our study is in agreement with 3" which showed a peak in the pH 8.5 for the parasite strain
Leishmania tropica. Other studies described similar pH values, such as in zebrafish brain
membranes (pH 8.0), in human lymphocytes (pH 8.0), in and synaptosomes of cerebral cortex
of adult rats (pH 8.0) and in Trichomonas vaginalis (pH 8.0. 20:21:34.35

As expected, Ca?*-ATP and Ca®*-ADP were the preferred tri and diphosphate
substrates, respectively. The other nucleotides (GTP, UTP, GDP and UDP) were also
hydrolyzed when added to the reaction instead of ATP or ADP, which demonstrates a broad
substrate specificity for E-NTPDase expressed in the surface of peritoneal macrophages.
Corroborating our results, other authors also reported that this enzyme possess specificity for
other nucleotides. 322133

The apparent values of Km for Ca?*-ATP and Ca?*-ADP were 510 pM and 660 pM,
respectively. The maximum speed values (Vmax) for Ca?*-ATP and Ca?*-ADP were 136.4
and 120.8 nmol of Pi/ min/ mg of protein, respectively. The Km values obtained are in the
micromolar range, similar to the values found in synaptosomes of cerebral cortex of adults
rats, which were found to be 80 uM for Ca?*-ATP and 45 pM for Ca?*-ADP. In the same
study, the Vmax for Ca?*-ATP and Ca?*-ADP was 150 and 62 nmol of Pi/ min/ mg of protein,
respectively. 2° The Km values found in our study, in the micromolar range, influence the
control of signal transduction, by the efficient hydrolysis of ATP and ADP in a way that
terminate the activation of P2X and P2Y receptors, when extracellular levels of nucleotides
are increased, 3 32

The exclusion of enzymatic associations was performed using inhibitors of ATPases
and phosphatases. The inhibitors oligomycin (2pug/mL; inhibitor of mitochondrial ATPases),
orthovanadate (0.5 mM; inhibitor of transport ATPases, acid phosphatases and
phosphotyrosine phosphatases), Ap5A (0.01 mM; inhibitor of adenylate kinase), ouabain (0.1
and 1 mM; classic inhibitor of Na*, K'-ATPase), NEM (1 mM; Ca?",Mg?*"-ATPases;
adenylate kinase and sulfhydryl groups modifier), levamisole (1 mM; inhibitor of alkaline
phosphatase), tetramisole (1 mM; inhibitor of alkaline phosphatase) and sodium azide (1.0,
5.0 and 10 mM; inhibitor of mitochondrial ATPases) did not affect the hydrolysis of ATP and
ADP.

The absence of inhibition in both ATP and ADP hydrolysis in the presence of Ap5A,
an inhibitor of adenylate kinase (AK), indicates that this enzyme, which consumes ADP, is
not an influence to our result. Furthermore, adenylate kinase is more active in the presence of

Mg?* ions. So in the presence of Ca®" ions it is excluded the possible enzymatic association of
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AK.

Sodium azide inhibited enzyme activity for both substrates only at 20 mM.
Converging with our results,?% in a study with synaptosomes obtained from cerebral cortex of
adult rats did not observe inhibition in the presence of 1 and 5 mM of sodium azide. However,
in their study sodium azide 20 mM inhibited the hydrolysis of both substrates. Another study
with the larvae Pachymerus nucleorum * demonstrated that sodium azide at concentrations of
1 mM and 10 mM did not achieve any inhibition in relation to ATP hydrolysis, similar to our
results.

Suramin, a non-specific inhibitor of NTPDase, showed inhibitory effect on the
hydrolysis of ATP and ADP in the concentration of 0.3 mM, which corroborates with the
study conducted by, 2 with human lymphocytes. Sodium fluoride, an inhibitor of NTPDase
activity, 2! was the main inhibitor of ATP and ADP hydrolysis at 20 mM. The same result was
described by 2 in synaptosomes of cerebral cortex of adult rats.

Recent studies showed that CD39 is the predominantly expressed ectonucleotidase
on the surface of peritoneal macrophages from mice and its expression may also be governed
by the P2X7 receptor in response to IL-1 secretion.*® The purinergic system is involved in
innate immune responses, and it is assumed that ectonucleotidases can participate in
macrophage differentiation by modulating P2 and P1 receptors.?® The ATP released in the
extracellular medium such as, for example, in stress situations or cell damage, can act by
accelerating the process of chemotaxis by immature dendritic cells. 4

Thus, the quantification of E-NTPDase activity in peritoneal macrophages of mice
can help in understanding the mechanisms involved in immune response, physiological and
pathological conditions. We stress the importance of knowing these characteristics to the
appropriate quantification of enzyme activity in peritoneal macrophages of mice. Finally, in
this study, we described the biochemical conditions to the proper quantification of E-
NTPDase activity in peritoneal macrophages of BALB/c mice. The parallel behavior with
respect to hydrolysis of Ca?*-ATP and Ca?*-ADP, in different conditions and in the presence
of inhibitors, constituted an important evidence that both ATP and ADP are hydrolyzed by the

same enzyme, an ATP-diphosphohydrolase.
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Table 1. Effects of inhibitors on ATP and ADP hydrolysis by mice macrophages”

Inhibitor Concentration % Control enzyme activity

(mM)

ATPase ADPase

Oligomycin? 2 pg/mL 98 £8,5 95+10
Orthovanadate 0.5 94+ 14 97 £ 14
Fluoride 20 25,8 + 6 26,8+8 "™
Ap5A 0.01 99+9 99+9
Ouabain 0.1 100+ 8 93+15

1 100 + 16 98+ 10
NEM 1 92+10 8810
Azide 1 99+ 14 86+9

5 72,3+8 76 £ 16

10 7458 5049

20 56,4+8" 40,5 + 3 ###
Suramin 0.3 425+8™ 51,1+8*
Levamisole 1 75,4 + 13 90 + 15
Tetramisole 1 75,8 £ 10 92,8+ 19

2 The concentration used was 2 pg/mL. Results are expressed as mean + standard error of the
mean (SEM). ® Data were analyzed statistically by the Student’s t test and significant

difference is indicated by * (p < 0.05), ™ (p < 0.01) or

*k*k

(p < 0.001); or by the Mann Whitney

test and significant difference is indicated by * (p <0.05) or ** (p < 0.001).



Table 2. Substrate specificity of E-NTPDase from mice peritoneal macrophages.
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Substrate Relative activity
ATP 1.00
GTP 0.74+£0.12
UTP 0.65+0.10
ADP 1.00
GDP 0.56£0.11
UDP 0.51+£0.11

The results of two experiments (n = 6) were expressed as mean + standard error of the mean
(SEM). All substrates were used in concentration of 2 mM (1.5 mM Ca?*). The control
activity of the E-NTPDase was 127.75 + 15.30 (ATP hydrolysis) and 65.80 + 8.18 (ADP
hydrolysis) nmol Pi /min/mg protein. The results are expressed in relative activity of control

(ATP or ADP).
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Figure 1. Effect of temperature on E-NTPDase activity from mice peritoneal macrophages
with ATP (A) or ADP (B) as substrate. Ca?*-ATP and Ca?*-ADP hydrolysis were determined
as described in Material and Methods and the temperatures tested were 15, 25, 37 and 45 °C.
Data represent the values of the mean + standard error of the mean (SEM) of two different
experiments with different macrophage preparations (n = 4).
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Figure 2. Effect of pH on the ATP-diphosphohydrolase activity. The Ca?*-ATP (B) and Ca?*-
ADP (D) activities were determined as described in Material and Methods. The results
correspond to the mean * standard error of the mean (SEM) of two different experiments with
different macrophage preparations (n = 4).
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4 CONCLUSOES

e Apds 12 horas, 90 % das células estavam viaveis e mesmo apds 24 horas, 85 %
mantiveram a viabilidade da membrana celular preservada.

e A hidrolise de ambos os substratos, ATP e ADP, foi linear no intervalo de 0,2 a 0,8
Kg de proteina por reacdo e a catalise de ambos os substratos foi linear num intervalo de 5 a
80 minutos.

e Ha ativacdo maxima da catalise na presenca de jons Ca?* ou Mg?* na concentragio
de 1.5 mM, no entanto o fon Ca?* permitiu um aumento mais acentuado na atividade
enzimatica.

e A atividade enzimatica maxima foi em meio alcalino com pH 8.5 e a temperatura
6tima foi de 37 °C.

e Os valores de Km aparente foram de 0.51 mM para a hidrdlise de ATP e 0.66 mM
para a hidrélise de ADP. Os valores de Vmax calculada foram de 136.4 e 120.8 nmol de Pi/
min/ mg de proteina para a atividade ATPé&sica e ADP4sica, respectivamente.

e O uso de inibidores classicos de ATPases e fosfatases permite concluir que ndo ha
efeito significativo na atividade de hidrolise por outras fosfatases.

e Embora a enzima seja capaz de hidrolisar outros nucleotideos tri e difosfatos, ela

apresenta maior afinidade por nucleotideos de adenina.
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Tabela 1. Constantes cinéticas E-NTPDase de macr6fagos peritoneais.

Constantes cinéticas

2+ 2+
Ca -ATP Ca -ADP

Km: 0.51 mM Km: 0.66 mM

Vméx: 136.4 nmol de Pi/min/mg de proteina |Vméax: 120.8 nmol de Pi/min/mg de proteina
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