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RESUMO

A adenosina tem sido descrita como tendo importante efeito neuromodulatério em
SNC, inibindo a liberagao de neurotransmissores excitatorios através da ativacao dos
receptores Al. Agonistas de receptores Al, bem como adenosina e seus analogos, tem
sido descritos como supressores de crises epilépticas. Uma das vias de produgdo de
adenosina ¢ a hidrélise extra-celular completa do ATP envolvendo as enzimas ATP
difosfoidrolase (CD39) e 5’-nucleotidase (CD73). Embora esta associagdo enzimatica ja
esteja bem descrita, o envolvimento da enzima fosfodiesterase ndo pode ser descartado,
uma vez que esta hidrolisa nucleotideos como ATP e ADP, além de outros substratos.
Recentemente, foi demonstrado em nosso laboratorio um aumento das atividades ATP
difosfoidrolase e 5’-nucleotidase em sinaptossomas de ratos apds a indugao de 2 diferentes
modelos de epilepsia de lobo temporal. Neste trabalho, nds investigamos o efeito de crises
agudas e cronicas induzidas pelo agente pré-convulsivante pentilenotetrazol (PTZ) sobre a
hidrolise dos nucleotideos ATP, ADP ¢ AMP em soro de ratos, uma vez que formas
soluveis de nucleotidases ja estdo descritas. No modelo agudo os animais receberam apenas
1 injecdo de PTZ ou salina, sendo mortos por decapitagdo em diferentes tempos apods a
inje¢do da droga. A hidrolise dos nucleotideos ATP, ADP ¢ AMP apresentaram aumento
significativo de 40 —50% nos ratos tratados em relagcdo aos ratos controle até 24 apds a
ultima inje¢do. Em 48 horas, este efeito foi abolido. J4, a hidrélise do substrato artificial p-
Nph-5’-TMP usado como marcador para a fosfodiesterase, nao apresentou nenhum
aumento significativo em ratos tratados quando comparado aos animais controle. No
modelo cronico (kindling), os animais recebiam doses inicialmente subconvulsivantes que

resultam em crises progressivamente mais intensas ao longo das subseqiientes



II

estimulagdes. Para descartar o efeito da injecdo aguda, os ratos foram mortos 48 horas apos
a ultima estimula¢ao. Com excecdo do substrato artificial para a fosfodiesterase, a hidrolise
dos nucleotideos testados aumentou de maneira significativa (cerca de 40% - 45%) em soro
de ratos submetidos a0 modelo de kindling. Estes resultados demonstram o envolvimento
de nucleotidases soluveis no controle dos niveis do neurotransmissor ATP e do
neuromodulador adenosina, sendo estas respostas presentes tanto em situagdes patologicas
agudas, como em situacdes patoldgicas cronicas que envolvem o fendmeno de plasticidade

sinaptica.
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I. INTRODUCAO
I.1. EPILEPSIA

Epilepsia ¢ um tipo de disfun¢do neurologica decorrente de uma excessiva atividade
neuronal anormal e hipersincronica (MELDRUM & CHAPMAN, 1998). Os termos
desordens convulsivas e crises cerebrais sdao sindnimos de epilepsia e referem-se a
episodios recorrentes de disfuncdes cerebrais manifestadas por alteracdes estereotipadas no
comportamento (ENGEL & PEDLEY, 1997).

Em epilepsia, as diferentes caracteristicas das chamadas crises epilépticas sao
utilizadas como critério de classificagdo. Dentre os principais tipos de crises epilépticas,
encontram-se as crises parciais simples, onde ha uma preservagao da responsividade do
paciente durante a crise; crises parciais complexas, onde a responsividade do paciente ¢
alterada em relagdo ao ambiente, e crises generalizadas, onde grande parte, ou totalidade
dos hemisférios cerebrais sofrem um acometimento simultineo, simétrico e sincrénico
(PALMINI & COSTA, 1998).

A epilepsia de lobo temporal € principalmente caracterizada por crises focais e
sinais psiquicos que acompanham os fendmenos motores. Ocorre preferencialmente em
individuos adultos, apresentando alta incidéncia, gravidade e, consequentemente, grande
importancia clinica (SHORVON, 1990).

Crises epilépticas estdo intimamente relacionadas a neurotransmissdo do SNC.
Envolvem alteragdes na excitabilidade dos neurénios e nas conexdes sinapticas entre os
mesmos. As anormalidades na neurotransmissdo ocorrem através de um aumento da
transmissdo excitatoria, diminui¢do da transmissdo inibitoria ou de ambos eventos

(MELDRUM, 1984).



Algumas areas cerebrais apresentam maior suscetibilidade a epilepsia que outras.
Dentre as areas mais vulneraveis destacam-se estruturas limbicas no lobo temporal mesial,
hipocampo, cortex entorinal e amigdala (DICHTER, 1997).

A hipotese que relaciona modificagcdes na transmissao inibitoria GABAérgica com
a presenga de focos epileptogénicos, foi baseada em drogas com efeito de induzir
convulsdes em modelos experimentais animais, € cujo modo de acao ¢ o bloqueio da
transmissao GABA¢érgica (SCHWARTZKROIN & PRINCE, 1980).

Um aspecto importante tratando-se de epilepsia ¢ o influxo de calcio. Durante as
crises, o calcio extracelular encontra-se em baixos niveis, provavelmente devido ao seu
fluxo para o meio intracelular (PUMAIN & HEINEMANN, 1985). Na ocorréncia de crises
sustentadas, o massivo influxo de calcio ativa a proteina calmodulina kinase Il aumentando
a liberacdo de transmissores. Este aumento da excitabilidade neuronal pode levar em parte a

um estatus epilepticus auto-sustentado (WASTERLAIN et al., 1992).

O fendmeno da plasticidade celular também esta intimamente relacionado com epilepsia. O termo
inclui todas as formas de reorganizacdo que ocorrem no cérebro maduro, podendo ser estas, morfologicas,
fisiologicas ou bioquimicas. A plasticidade em epilepsia sob os pontos de vista morfoldgico, fisiologico e
bioquimico incluem respectivamente: modificagdes na ultraestrutura de glia e neurdnios, remodelamento
sinaptico e morte celular, bem como novas propriedades adquiridas por neurdnios e modificagdes da

expressao génica (CHEVASSUS et al., 1997).

1.2. PTZ -MODELO AGUDO
Pentilenotetrazol ¢ uma droga pré-convulsivante comumente usada em modelos

experimentais cronicos e agudos de epilepsia.



O mecanismo de acdo do PTZ baseia-se na diminuicao da fungdo GABAérgica
central (CORDA et al., 1992) atuando através do antagonismo do receptor GABA,
(OLSON, 1981). Outros estudos também demonstraram que o PTZ pode atuar alterando a
permeabilidade da membrana celular a potéssio através de um mecanismo dependente de
voltagem (MADEIJA et al., 1996).

Os modelos experimentais de epilepsia sao denominados agudos, quando estes sao
utilizados de maneira em que o animal submetido ao modelo em questdo apresenta crises
convulsivas apenas durante a vigéncia do agente indutor. No caso do modelo agudo
induzido com PTZ, a droga ¢ aplicada no animal de maneira localizada ou topica, somente
uma vez.

Esta bem estabelecido que os niveis de aminoacidos excitatérios encontram-se
aumentados em fluido cérebro-espinhal (CSF) de ratos apds convulsoes induzidas por PTZ
(HALONEN et al., 1992). Trabalhos anteriores demonstraram um aumento nos niveis
extracelulares de glutamato em amidala e cortex pré-frontal ap6s a administragdo aguda de
PTZ (ROCHA et al., 1996).

Além do modelo agudo do pentilenotetrazol, outros modelos agudos também sio
utilizados. Os modelos agudos mais utilizados incluem: estimulacdo elétrica in vivo,
eletrochoque e uso de inibidores de aminoécidos inibitoérios como bicuculina, picrotoxina e

estricnina.

1.3 KINDLING — MODELO CRONICO

Kindling ou abrasamento, refere-se ao fendmeno onde repetidas aplicagdes de
estimulos quimicos ou elétricos, inicialmente subconvulsivantes, resultam em crises

progressivamente mais intensas ao longo das subseqiientes estimulagdes (MASON &



COOPER, 1972). Apos estabelecido o processo convulsivo, este podera ser desencadeado
muito tempo apos o término da estimulacdo inicial (RACINE, 1972).

O modelo de kindling constitui um modelo crénico de epilepsia por ser
caracterizado por crises recorrentes em intervalos variados de tempo, ndo sendo necessario
a aplicagao do estimulo indutor da epileptogénese para que a crise seja desencadeada
(AVANZINI et al., 1997). Os modelos cronicos de epilepsia mais utilizados sdo aqueles
que mimetizam a epilepsia de lobo temporal e dentre os modelos existentes, o modelo de
kindling tem sido o mais utilizado (JAMES et al., 1997).

Uma possivel explicagdo para a hiperexcitabilidade cerebral observada apos o
modelo de kindling, ¢ a ocorréncia do aumento da funcao de uma subpopulagdo de sinapses
glutamatérgicas via receptores NMDA (MC NAMARA, 1994). Além disto, o brotamento
de fibras musgosas em células granulares de hipocampo observadas no modelo de kindling
(SUTULA et al., 1988), leva a crer que a hiperexcitabilidade cerebral que ocorre apds o
modelo se da devido a formacao de um novo circuito sinaptico.

E possivel a realizagio do modelo de kindling com a aplicagdo de estimulos
elétricos, ou quimicos.

No denominado kindling elétrico, repetidas aplicagdes focais de estimulos elétricos
geram uma progressiva intensificacdo das crises que culminam em crises convulsivas
generalizadas (GODDARD et al., 1969). Este processo pode ser produzido através de
estimulagdo de muitas areas cerebrais, mas ndo em todas. A amigdala ¢ uma estrutura
grandemente utilizada pelo fato de apresentar propor¢des adequadas para a estimulacio
(JAMES et al., 1997).

A estimula¢do elétrica inicial de baixa intensidade pode ndo provocar um

comportamento detectdvel ou uma resposta eletrofisioléogica monitorada através de



eletroencefalograma (EEG). Entretanto, estimulagdes subseqlientes levam ao
desenvolvimento de tais respostas (GODDARD et al., 1969).

Os diferentes estagios de progressdao do kindling foram descritos por RACINE, em
1972. Racine classificou estas fases de progressdao em 5 diferentes estagios através das
seguintes caracteristicas clinicas e comportamentais: 1) clonus facial; 2) movimentos de
flexdo e extensdao da cabeca; 3) clonus de patas dianteiras; 4) resposta de orientacdo, na
qual o animal permanece de pé apenas sobre as patas traseiras (“rearing”); 5) “rearing”
seguido de queda.

O kindling quimico consiste em um modelo experimental de epilepsia onde ocorrem
alteracdes comportamentais e eletrograficas progressivas induzidas por repetidas
administracdes de agentes proconvulsivantes. Os agentes quimicos mais comumente

utilizados incluem cocaina, picrotoxina ¢ PTZ (McNAMARA et al., 1985).

1.4. ATP E TRANSMISSAO PURINERGICA

O ATP ¢ conhecido como um importante neurotransmissor em sistemas nervoso
central e periférico, sendo indicado como o principal transmissor de sinapses purinérgicas
(BURNSTOCK, 1972). Os primeiros indicios do papel do ATP como neurotransmissor
surgiram com os trabalhos de HOLTON & HOLTON, 1954 ¢ HOLTON, 1959, onde foi
demonstrada a liberagdo de ATP em nervos sensoriais. Entdo, BURNSTOCK (1972),
demonstrou que além da transmissdo colinérgica e noradrenérgica até entdo conhecidas,
existe uma transmissao purinérgica em sistema nervoso autonomo, onde o ATP atua como

o principal neurotransmissor.



Além disto, trabalhos anteriores forneceram evidéncias diretas de que o ATP pode
atuar como um neurotransmissor excitatorio entre neurdonios do sistema nervoso central
(EDWARDS et al., 1992; SLINSKI et al., 1992; EVANS et al., 1992).

(0] ATP ¢ liberado de  fontes pré-sinapticas para o meio extracelular
juntamente com outros neurotransmissores, dentre os quais podemos citar: a acetilcolina
(VIZI et al., 1997), noradrenalina (KENNEDY, 1996) e serotonina (POTTER & WHITE,
1980). Esta liberacao ocorre através de exocitose em um processo dependente de calcio
(PHILLIS & WU, 1981).

Uma vez liberado, o ATP pode interagir com receptores P, (BURNSTOCK, 1978),
ser degradado até adenosina via ecto-nucleotidases (Fig. 1.1) (ZIMMERMANN et al.,
1979) ou servir como substrato para ecto—proteinas kinases durante o fendmeno de
plasticidade sinaptica (HENDLEY et al., 1988).

As acdes induzidas pelo ATP sdo efetuadas através da interacdo com os receptores
P,. Estes receptores estdo envolvidos na modulagdo da maioria das transmissdes sinapticas.
Assim, o ATP pode controlar diretamente a atividade neuronal através da sua interagdo com
os receptores P, (INOUE et al., 1998). Os receptores P, podem ser classificados em duas
familias: receptores P,X e P,Y. Os receptores P,X atuam como canais ionotropicos
ativados por ATP e estdo divididos em sete subtipos (P,X;-7). Os receptores metabotropicos
P,Y sdo acoplados a proteinas G e estdo divididos nos subtipos P2Y 24611 (RALEVIC &
BURNSTOCK, 1998). Além destes, ainda foi descrita uma terceira classe de receptores
purinérgicos (receptores Ps3), para os quais tem sido proposto um efeito na modulacdo da
liberagdo de transmissores (SHINOZUKA et al., 1988). A classificagdo dos receptores P,

foi inicialmente baseada em critérios farmacoldgicos (BURNSTOCK & KENNEDY,



1985), e posteriormente reforgcada através de técnicas de clonagem e expressao em sistemas
heterdlogos (EVANS et al., 1995).

Dentre as respostas induzidas por ATP através da estimulacdo dos receptores P,
excitatorios em neurdnios hipocampais, destacam-se os efeitos de aumento das
concentragdes intracelulares de célcio, e a indugdo da liberagao de glutamato (INOUE et
al., 1992, 1995).

ATP normalmente é encontrado em concentragdes extracelulares baixas; entretanto,
em situacdes como hipoxia ou isquemia, estresse, injuria, € situagdes que envolvem morte
celular de maneira geral, o ATP ¢ encontrado em altas concentracdes em preparacdes como
plaquetas, células endoteliais e células vasculares musculares lisas (GORDON, 1986). A
partir destes resultados foi demonstrado que o ATP extracelular liberado em grandes
quantidades, atua nos receptores P,X; desencadeando um processo de morte celular
(HARADA et al., 2000). Estes resultados condizem com o fato de que em situagdes
patoldgicas, a expressdo do receptor P,X; € significativamente aumentada (HARADA et
al., 2000). Desta forma, foi entdo atribuido ao ATP acdes opostas, fisiologicas ou
patoldgicas, dependendo da ativacdo dos receptores P,Y, e P,Y4, mediando proliferacao

celular; ou ativacao do receptor P, X5, mediando morte celular (HARADA et al., 2000).

Praesynapse ‘\\
—— J"r-\\ o



Figura I.1: Liberagao e hidrolise de ATP até adenosina no espago extracelular.
(Adaptado de www.biozentrum.uni-frankfurt.de/prof/zimmermann)

I.5. ADENOSINA

A adenosina ¢ um nucleosideo envolvido em muitas situagdes fisiologicas,
possuindo um importante papel na modulacdo da atividade neuronal de SNC. Devido aos
seus efeitos modulatorios, adenosina ¢ descrita como uma substancia neuroprotetora e
neuromoduladora em muitas arcas do SNC de mamiferos (PHILLIPS & WU, 1981).

Apesar de seus efeitos modulatorios, a adenosina ndo ¢ considerada um neurotransmissor



por ndo ser armazenada em vesiculas sinapticas e nem liberada da mesma forma que os
neurotransmissores classicos conhecidos (BRUNDEGE & DUNWIDIE, 1997).

Fisiologicamente, a formagao de adenosina pode se dar a partir da degradagdo de
AMP catalisada pela enzima 5’-nucleotidase, ou através da clivagem de S-adenosil-
homocisteina pela acdo da enzima S-adenosil-homocisteina hidrolase (PATEL &
TUDBALL, 1986). Posteriormente, a adenosina pode ser transportada através da membrana
plasmatica pelo processo de difusdo facilitada através de transportadores especificos de
nucleosideos (BRUNDEGE & DUNWIDIE, 1997). A metabolizagdo de adenosina se da
através de desaminagdo até inosina pela acdo da enzima adenosina deaminase (ADA), ou
através de fosforilacdo até 5’-AMP realizada pela enzima adenosina quinase (ADK)
(BRUNDEGE & DUNWIDIE, 1997). A adenosina quinase ¢ considerada uma enzima
chave no metabolismo da adenosina devido ao baixo valor do Km .

Adenosina exerce os seus efeitos modulatérios através da interagdo com
purinoreceptores P;. Tais receptores foram identificados e clonados, sendo entao divididos
em quatro subtipos: Aj, A,a (receptores de alta afinidade), Ayg e Az (receptores de baixa
afinidade (BRUNDEGE & DUNWIDIE, 1997). Os dois principais subtipos de receptores
ativados por adenosina, A; e A, estdo envolvidos com diversos fatores como adenilato
ciclase, inositol fosfato, canais de potassio, canais de calcio e liberagdo de
neurotransmissores (WILLIAMS, 1990). Os efeitos modulatorios da adenosina estdo
associados com o subtipo de receptor ativado pela mesma. Sabe-se que o efeito de inibi¢ao
da libera¢do de neurotransmissores, em particular aminoacidos excitatorios, ¢ mediado
pelos receptores A; (DRAGUNOW, 1988; BRUNDEGE & DUNWIDIE, 1997). Dentre os
neurotransmissores cuja liberagdo ¢ inibida pela interacdo da adenosina com os receptores

A, pode-se citar a acetilcolina, glutamato, dopamina e noradrenalina (RIBEIRO &
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SEBASTIAO, 1986; DOLPHIN & ARCHER, 1983; BRUNDEGE & DUNWIDIE, 1997).
Os receptores A estdo localizados em praticamente todo o cérebro, sendo portanto os mais
abundantes em SNC (REPPERT et al., 1991). Os efeitos inibitérios mediados pela ativagao
dos receptores A na neurotransmissao, ocorrem devido a inibicdo da atividade da adenilato
ciclase e a conseqiiente diminuicdo dos niveis de AMP ciclico (BRUNDEGE &
DUNWIDIE, 1997).

O envolvimento dos receptores A, tem sido demonstrado em situagdes de
plasticidade sinaptica, atividade locomotora e comportamental, ¢ na modulacdo de
respostas sinapticas excitatorias em SNC (SEBASTIAO & RIBEIRO, 1996). A ativagio
destes receptores estimulam a adenilato ciclase aumentando a produgdao de AMP ciclico
(LONDOS et al., 1980). Além disso, foi demonstrado que a transmissdo sindptica em
hipocampo de ratos ¢ facilitada pelos receptores A, via proteina quinase C (CUNHA &
RIBEIRO, 2000). Devido a estes efeitos sobre a adenilato ciclase, e consequentemente
sobre a modulagcdo na neurotransmissdo, os receptores A; sdo também denominados
inibitorios, enquanto que os receptores A, sao também chamados facilitatorios.

Os estudos de DRURY e SZENT-GYORGI (1929) demonstraram alguns efeitos
fisioldgicos da adenosina, dentre eles, o efeito de vasodilatagdo coronaria. Além do efeito
na vasodilatacdo, a adenosina também atua como um inibidor da agregacdo plaquetéria
(KITAKAZE et al., 1991). Este efeito confere a adenosina uma propriedade
antitrombogénica (KITAKAZE et al., 1991).

Os niveis sinapticos de adenosina encontram-se aumentados em situacdes de grande
demanda metabolica. Uma elevagao significativa dos niveis extracelulares de adenosina, foi

demonstrada em situagcdes como hipdxia (LLOYD et al., 1993), isquemia (RUDOLPHI et
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al., 1992; PEDATA et al., 1993), estimulagao elétrica (LLOYD et al., 1993) e convulsdes

(WINN et al., 1979).

O papel neuroprotetor da adenosina em situagdes como isquemia ocorre devido a mecanismos de
manutencdo da homeostase intracelular do céalcio, diminui¢do da liberacdo de aminoacidos excitatorios,
manuten¢do do potencial de membrana, e impedimento da excessiva despolariza¢do da pré e pos- sinapse

(RUDOLPHI et al., 1992).

Adenosina também est4d envolvida no aspecto da citoprotecdo neuronal pois ativa
enzimas do sistema antioxidante como: catalase, superoxido dismutase e glutationa
peroxidase, apresentando um eficiente mecanismo de protecdo aos danos causados pelos
radicais livres (MAGGIRWAR et al., 1994).

Evidéncias crescentes suportam a idéia de que adenosina atua como uma substincia
anticonvulsivante endogena. Crises convulsivas induzidas por agentes pro-convulsivantes
induzem um aumento nos niveis de adenosina (WINN et al., 1979; BERMAN et al., 2000).
Muitos trabalhos tem demonstrado que adenosina e agonistas de receptor A; apresentam
protecdo significativa contra crises induzidas por uma variedade de mecanismos pro-
convulsivantes (AULT & WANG, 1986; CHIN, 1989; MALHOTRA & GUPTA, 1997).
Este efeito anticonvulsivante tem sido observado em crises induzidas experimentalmente in
vivo (DRAGUNOW, 1988) e in vitro (AULT AND WANG, 1986). Além disto,
antagonistas de receptor A; possuem efeito pro-convulsivante, a medida que facilitam o
desenvolvimento e a severidade da atividade convulsiva (CHESI & STONE, 1997).

Todos estes resultados levam a crer, que o status epilepticus pode ser causado pela

perda dos mecanismos anticonvulsivantes da adenosina (YOUNG & DRAGUNOW, 1994).
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1.6. ATP DIFOSFOIDROLASE

O nome ATP difosfoidrolase ou apirase (EC 3.6.1.5), primeiramente proposto por
MEYERHOF em 1945, ¢ uma designacao geral para enzimas que hidrolizam todos os
nucleotideos di e trifosfatados até os seus respectivos nucleosideos monofosfatados e
fosfato inorganico, liberando 2 mol de Pi (fosfato inorganico) por mol de nucleosidio
trifosfatado e 1 mol de Pi por mol de nucleosideo difosfatado. A apirase ¢ um membro da
familia das ecto-ATPases tipo-E, que caracterizam-se principalmente por serem
dependentes de calcio ou magnésio, insensiveis a inibidores especificos de ATPases
intracelulares tipo-P, tipo-F e tipo-V, e hidrolisarem todos nucleotideos di e trifosfatados,
mas nao nucleotideos monofosfatados (PLESNER, 1995).

A partir de 1945, e principalmente na ultima década, ATP difosfoidrolases de
diferentes fontes foram descritas em diferentes tipos de células, sugerindo para estas um
importante papel no metabolismo celular. Estudos sobre a localizagdo e mecanismos de
catalise das ATP difosfoidrolases, indicam o envolvimento destas enzimas na regulacdo dos
niveis de nucleotideos e seus produtos de hidrolise em células e tecidos
(KOMOSZYNSKY, 1994). A a¢do de nucleotideos purinérgicos no sistema nervoso ¢é
inativada por uma cascata enzimatica que envolve as enzimas ATP difosfoidrolase
(SARKIS & SALTO, 1991; BATTASTINI et al, 1991) e 5’-nucleotidase
(ZIMMERMANN, 1996), levando o ATP a degradacao seqliencial at¢ adenosina.

Atualmente, uma nova nomenclatura tem sido adotada para designar ecto-
nucleotidases. Segundo a nova nomenclatura, apirases pertencem a uma familia
denominada E-NTPDase (ectonucleotideo trifosfato difosfoidrolase). Seis membros desta
familia tem sido clonados e caracterizados em mamiferos (ZIMMERMANN, 2001). A

NTPDasel (CD39, ecto-apirase, ecto-ATPdifosfohidrolase) hidrolisa ATP e ADP
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igualmente bem (HEINE et al., 1999; WANG & GUIDOTTI, 1996). A enzima NTPDase2
(CD39L1, ecto-ATPase) possui uma preferéncia 30 vezes maior pela hidrélise do ATP que
pela hidrélise do ADP (KIRLEY, 1997). A coexisténcia destas distintas enzimas foi
demonstrada em cérebro de ratos (KEGEL et al., 1997) e em estomago e moela de galinha
(CARL & KIRLEY, 1997).

CD39 ¢ uma glicoproteina de membrana de 70.000 a 100.000 daltons, expressa
principalmente em linfocitos ativados (MALISZEWSKI et al., 1994) e inicialmente descrita
como uma proteina marcadora de células B transformadas pelo virus Epstein Barr (WANG
& GUIDOTTI, 1996).

Em 1996, a apirase soltivel de batata foi clonada e purificada (HANDA &
GUIDOTTI, 1996). De acordo com evidéncias como: uma grande similaridade da
seqiiéncia de aminodacidos entre a apirase clonada e CD39, a coincidéncia do padriao de
expressdo da CD39 e da ecto-apirase sobre as células imunocompetentes ¢ a presenca de
atividade ecto-apirasica sobre os linfocitos EBV transformados que expressam CD39 como
marcador de superficie, obteve-se a confirmacao de que CD39 ¢ uma ecto-apirase (WANG
& GUIDOTTI, 1996).

As apirases de cérebro de ratos e de humanos, logo apos foram clonadas e
seqiienciadas (WANG et al., 1997; SMITH & KIRLEY, 1998). A ecto-apirase de cérebro
humano ¢ altamente glicosilada, possuindo sete sitios potenciais de glicosilacdo (SMITH &
KIRLEY, 1999). As apirases também podem ser reguladas por fosforilagdo, podendo
consequentemente estar envolvidas em processos de transducdo de sinal (SMITH &
KIRLEY, 1998). A ecto-apirase de cérebro de ratos na forma fosforilada foi recentemente

demostrada em nosso laboratorio (WINK et al ., 2000).
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Através da anélise das seqiiéncias de apirases de diversas fontes, foi demonstrada a
presenca de quatro regides conservadas que foram chamadas de ACR (“ACR I -V apyrase

conserved regions”) (HANDA & GUIDOTTI, 1996).

Ecto-enzimas normalmente sdo ligadas a membranas através de uma tUnica cadeia peptidica ou
através de lipidios especificos. Entretanto, as ecto-apirases de mamiferos (CD39) sdo proteinas integrais de
membrana possuindo dois dominios transmembrana com segmentos NH, ¢ COOH terminais citoplasmaticos,
além de um grande dominio extracelular com atividade enzimatica (WANG & GUIDOTTI, 1998). As ecto-
apirases, em sua maioria, sdo enzimas inativadas por detergentes normalmente usados para solubilizar
proteinas de membrana, fato este que dificulta a purificagdo da mesma (BATTASTINI et al., 1998). Este
comportamento se da devido a dissociacdo de sua estrutura tetramérica em mondmeros, que sao por sua vez,

inativos enzimaticamente (WANG & GUIDOTTI, 1998).

Apirases sdo enzimas com uma ampla distribui¢do, tendo sido bem estabelecidas
em tecidos vegetais (KRISHNAN, 1949; VALENZUELA et al., 1989) e animais como
insetos (RIBEIRO et al., 1984; RIBEIRO et al., 1989; SARKIS et al., 1996), aves (CARL
& KIRLEY, 1997) e tecidos de mamiferos, como sinaptossomas de sistemas nervoso
central e periférico ( BATTASTINI et al, 1991; SARKIS & SALTO, 1991 ), aorta
bovina (COTE et al., 1992), plasma humano (HOLMSEN ¢ HOLMSEN, 1971), secregdes
seminais (ROSENBERG et al.,, 1988), vasos umbilicais humanos (YAGI et al.,
1992), pulmao bovino (PICHER et al., 1993), plaquetas de ratos ( FRASSETO et al.,
1993), células neoplasicas humanas (DZHANDZHUGAZY AN et al., 1998), dentre outros.

A atividade apirasica possui diferentes papéis fisiologicos dependendo do tecido
em que se encontra. O efeito fisiolégico proposto para apirase em células imune ¢ a
protecdo dos efeitos potencialmente liticos do ATP liberado pelas células alvo (FILIPPINI
et al., 1990). Ja nas células endoteliais, o principal efeito da apirase esta relacionado com a

hidrolise do ADP, uma vez que este ¢ um conhecido agente indutor de agregacdo
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plaquetaria. Desta forma, a apirase desempenha um importante papel na hemostasia e
tromboregulagdo (KACZMAREK et al., 1996). Recentemente foi demonstrado que ratos
deficientes de CD39/ATP difosfoidrolase, apresentam problemas relacionados com
hemostasia e trombogénese (ENJYOII et al., 1999). Assim, formas soluveis de apirase sao
agentes potencialmente terapéuticos para a inibicao de processos trombogénicos (GAYLE
et al., 1998). Em sistema nervoso, a apirase possui importante papel no término da ac¢ao do
neurotransmissor ATP através de sua hidrolise até o neuromodulador adenosina
(EDWARDS & GIBB, 1993).

A participagdo da ATP difosfoidrolase também tem sido demonstrada em
mecanismos que envolvem plasticidade sindptica, como mecanismos de formagdao da
memoria (BONAN et al., 1998). Nestes trabalhos, o decréscimo da atividade apirasica
observada imediatamente apos a sessao de treino na tarefa de esquiva inibitoria, aumentaria
a disponibilidade de ATP na fenda sinaptica, estando este nucleotideo envolvido na
modula¢ao da eficiéncia sinaptica (BONAN et al., 1998).

Além de condigdes fisioldgicas, o envolvimento de apirases também tem sido
descrito em situagdes patoldgicas. Alteracdes significativas na atividade apirasica foram
demonstradas em ratos submetidos a episodios isquémicos (SCHETINGER et al., 1998).
Resultados obtidos através de técnicas histoquimicas e analise de RNA mensageiro,
demonstraram um aumento da atividade apirdsica em dareas injuriadas de hipocampo
(BRAUN et al., 1998). Em adicdo, a expressdo da ecto-apirase/CD39 em melanomas
diferenciados de humanos encontra-se aumentada, apresentando uma diminui¢cdo gradual
com a progressdo do tumor (DZHANDZHUGAZY AN et al., 1998).

Recentemente, foi demonstrado um aumento nas atividades da ATP difosfoidrolase

e S5’-nucleotidase de sinaptossoma de hipocampo e cortex de ratos, em diferentes periodos
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apos a indugdo de estado epiléptico através da administragao de pilocarpina e 4acido cainico
(BONAN et al., 2000). Além disto, o gene para a CD39 de humanos (10g23.1 a 24) esta
co-localizado com o gene envolvido na epilepsia parcial humana (10g22 to 24) (OTTMAN
et al., 1995). Estes resultados indicam o possivel envolvimento de apirases em uma situagao

patologica que ¢ a epilepsia.

1.7. FOSFODIESTERASE / 5’-NUCLEOTIDEO PIROFOSFATASE

A enzima 5’-nucleotideo pirofosfatase/ fosfodiesterase sio membros da familia E-NPP e incluem os

membros NPP1 (PC-1), NPP2 (autotaxina) e NPP3 (PD-1f3) (ZIMMERMANN, 2001).

As 5’-nucleotideo fosfodiesterases (PDEase, EC 3.1.4.1) s3o enzimas microssomais
conhecidas por hidrolisar DNA, RNA, UDP-galactose, NAD', ATP e ADP, liberando
monofosfonucleotiseos—5’-fosfato da ligacdo 3’-OH terminal dos nucleotideos (SAKURA
et al., 1998). Através de analise cinética, foi demonstrado que o ADP ¢ o AMP atuam
como inibidores competitivos da atividade fosfodiesterasica (SAKURA et al., 1998). Além
dos substratos fisioldgicos, estas enzimas também podem hidrolisar o substrato artificial p-
nitrofenil-5’-timidina-monofosfato (p-Nph-5’-TMP) liberando o produto p-nitrofenol
(SAKURA et al., 1998).

As PDEases sdo amplamente distribuidas em o6rgdos humanos e fluidos corporais
(HAUGEN & SKREDE, 1997).

Estudos com a PDEase de corddo umbilical humano revelaram um peso molecular
de 128.000 daltons, enquanto que a PDEase de intestino bovino possui apenas 108.000
daltons (SAKURA et al., 1998).

A atividade PDEasica sérica ¢ eficientemente usada como marcador de hepatomas

(TSOU et al., 1973). Ja em soro umbilical fetal foi demonstrada uma atividade PDEasica
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aumentada (SAKURA & FUIJII, 1988), que pode ser explicada pelo papel desta enzima na
inibicao da agregacdo plaquetaria devido a hidrélise do ADP.

A origem da PDEase de soro fetal pode ser uma forma solivel de PC-1 humana. A PC-1 humana foi
identificada como uma glicoproteina de membrana com um peso molecular de 130.000 daltons e uma
atividade de fosfodiesterase I alcalina, além de uma atividade nucleotideo pirofosfatasica (BELLI &
GODING, 1994). A clonagem e o sequenciamento da PC-1 de ratos revelou a presenca de uma regido amino

terminal citoplasmatica de 58 aminodcidos, uma regido transmembrana de 21 aminodcidos e um grande

dominio extracelular de 826 aminoacidos (VAN DRIEL & GODING, 1987).

Além de tecidos como cérebro, figado e rins (TAKAHASHI et al., 1970), a PC-1 ¢
altamente expressa em condrécitos de traquéia (HARAHAP & GODING, 1988). Uma
pronunciada expressdao de PC-1 em condrécitos pode ser atribuida a um importante efeito
no processo de calcificagdo 6ssea e inibicdo da calcificacdo cartilaginosa. Isto se deve ao
fato de que a atividade nucleotideo trifosfato pirofosfohidrolasica da PC-1 produz PPi
extracelular, cuja presenca ¢ requerida para a calcificacdo dssea, mas o excesso inibe a
calcificacdo cartilaginosa. Desta forma, a PC-1 participa do mecanismo que controla o
balango entre calcificagdo e inibicdo desta em cartilagem articular (TERKELTAUB et al.,
1994).

Trabalhos prévios demostraram a purificagdo e a clonagem de uma glicoproteina
secretada por células tumorais humanas que estimula a sua propria motilidade. Esta

glicoproteina foi denominada autotaxina (ATX) e revelou homologia com a ecto-proteina

PC-1 (MURATA et al., 1994).

1.8. 5’>-NUCLEOTIDASE
A ecto-5’-nucleotidase (CD73, EC 3.1.3.5), ¢ uma enzima com peso molecular

aparente de 62 a 74 kDa apresentando-se como um dimero com pontes dissulfeto entre as
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cadeias (ZIMMERMANN, 1996). Em relagdo aos aspectos estruturais, a enzima encontra-
se ancorada por glicosil-fosfatidilinositol (GPI). Este ancoramento pode ser clivado pela
acao de uma fosfolipase C especifica para GPI dando origem a formas soluveis da enzima
(ZIMMERMANN, 1992).

A 5’-nucleotidase ¢ a principal enzima responsavel pela formagao de nucleosideos
extracelulares a partir de nucleotideos monofosfatados. Apesar da 5’-nucleotidase possuir
habilidade para hidrolizar nucleotideos como GMP ¢ UMP, o AMP geralmente ¢ o
nucleotideo hidrolisado com maior eficiéncia, uma vez que os valores de Km para este
nucleotideo estdo na faixa de micromolar (ZIMMERMANN, 1996).

A presenga da 5’-nucleotidase foi demonstrada em diferentes tecidos, incluindo
placenta de humanos (MISUMI et al., 1990), rim de camundongos (RESTA et al., 1993),
figado bovino (SUZUKI et al., 1993), o6rgdo elétrico de Torpedo marmorata (GONDAL &
ZIMMERMANN, 1987), fibroblastos de ratos (WIDNELL, et al., 1982), varias regides de
cérebro de ratos (HEYMANN et al., 1984) como mielina (CAMMER et al., 1980), dentre
outras. Ainda, resultados recentes mostraram a existéncia de isoformas imunoldgicamente
distintas da ecto-5’-nucleotidase em terminais nervosos de todas as regides de hipocampo

de mamiferos, com uma predominancia na regiao CA3 (CUNHA et al., 2000).

A atividade da ecto-5’-nucleotidase tem sido associada com o controle da interacdo de linfocitos com
as células endoteliais, sendo portanto considerada uma molécula de adesdo (AIRAS et al., 1993). Esta enzima
também esta descrita com papel ativo no mecanismo de transducdo de sinal no sistema imune humano
(DIANZANTI et al., 1993), além de servir como um marcador de maturagdo de ambos linfocitos, T ¢ B
(HEIBRONN & ZIMMERMANN, 1995; ZIMMERMANN, 2001).

Recentemente foi demonstrado um aumento da atividade da 5’-nucleotidase em

diferentes tempos apos epilepsia de lobo temporal em sinaptossomas de ratos tratados com
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pilocarpina e cainato (BONAN et al., 2000). Adicionalmente, a presenga de uma 5’-
nucleotidase foi detectada em sinapses de fibras musgosas de girus denteado de ratos
epiléticos (SHOEN et al., 1999). Estes resultados sugerem que a atividade da 5’-
nucleotidase em situagdes patologicas como epilepsia, contribui para uma diminui¢dao da

atividade sinéptica através da producao da estrutura neuromoduladora de acdo inibitoria

adenosina.
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II. OBJETIVOS

Considerando que:

- Muitos trabalhos tem demonstrado que adenosina e seus analogos suprimem crises convulsivas
induzidas por diferentes agentes pro-convulsivantes em diferentes modelos animais.

- Em situagdes patoldgicas como epilepsia, os niveis de adenosina mostram-se aumentados.

- Uma das vias de produg@o desta substancia neuromoduladora é a completa hidrélise extracelular do
ATP envolvendo nucleotidases que, ao mesmo tempo que produzem adenosina, hidrolisam o
neurotransmissor excitatorio ATP.

- Um recente trabalho publicado em nosso laboratorio, demonstrou que as atividades da ATP
difosfohidrolase e 5’-nucleotidase estdo aumentadas em dois distintos modelos de epilepsia em sinaptossoma
de ratos.

- Estao descritas formas soliiveis de nucleotidases;

O presente trabalho tem como objetivos:

1. Estudar a hidrdlise dos nucleotideos ATP, ADP ¢ AMP, agora em soro de ratos mortos em
diferentes tempos apo6s a indugdo de crises convulsivas agudas com o agente pro-convulsivante PTZ.

2. Estudar a hidrélise dos mesmos nucleotideos citados acima, em ratos submetidos ao modelo
cronico de epilepsia kindling, utilizando o mesmo agente pro-convulsivante PTZ.

3. Investigar o envolvimento da enzima fosfodiesterase nestes modelos; uma vez que esta enzima

também hidrolisa ATP e ADP e esta descrita em soro.

IIL. CAPITULO 1 -BRUNO, AN, OSES, J.P., BONAN, C,D., WALZ, R., BATTASTINI, AM.O. & AND
SARKIS, J.J.F. Increase of nucleotidase activities in rat blood serum after a single

convulsive injection of pentylenetetrazol.
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Abstract

Adenosine has been shown to be a major regulator in convulsive disorders exerting its anticonvulsant
effects on various seizure models. The ectonucleotidase pathway is an important metabolic source of
extracellular adenosine. In this study, we evaluated ATP, ADP and AMP hydrolysis in rat serum at 5 min and
30 min, 1, 5, 12, 24 and 48 hours after a single convulsive intraperitoneal injection of pentylenetetrazol (PTZ,
60mg/kg). ATP, ADP and AMP hydrolysis by rat blood serum were significantly increased (40%-50%) until
24 hours after PTZ injection. There were no significant differences in the nucleotide hydrolysis when the in
vitro effect of different concentrations of PTZ was analyzed. Changes in nucleotide hydrolysis observed after
acute administration of PTZ could not be attributed to phosphodiesterase activity since PTZ-treated rats did
not demonstrate significant differences in the hydrolysis of the substrate marker of this enzyme when
compared to control rats. The enhancement of serum nucleotidase activities pathway induced by generalized

seizures may play an important role in attenuating seizure activity.
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1. Introduction

Adenosine is an endogenous neuromodulator that possess anticonvulsant and neuroprotective
properties (Kostopoulos, 1988). Synaptic adenosine levels increase during periods of increased metabolic
demand, such as those that exist during seizures (During and Spencer, 1992). Indeed, adenosine and its
derivatives have been shown to protect from experimentally-induced seizures in vivo (Dragunow, 1988) and
in vitro (Ault and Wang, 1986). Adenosine and its analogues depress neuronal activity in the central nervous
system by decreasing membrane excitability and/or neurotransmitter release (Phillips and Wu, 1981). This
depressant effect has been attributed to the activation of A; adenosine receptors (Dragunow, 1988). It has
been previously demonstrated that adenosine and adenosine A, receptor agonists significantly protect against
seizures induced by acute pentylenetetrazol administration, indicating an anticonvulsant action mediated by
the A, adenosine receptor. (Malhotra and Gupta, 1997). Furthermore, an increase in hippocampal adenosine
release has been demonstrated before and during seizures induced by the administration of proconvulsants,
including pentylenetetrazol (Berman et al., 2000).

Pentylenetetrazol (PTZ) is a commonly-used proconvulsant, acting via the GABA4 receptor complex
(Olson, 1981) and by altering the potassium permeability of the cell membrane via a voltage-dependent
mechanism (Madeja et al., 1996). PTZ-induced generalized convulsions are associated with a significant
increase in A; adenosine receptors (Pagonopoulou et al., 1993) and these changes precede or coincide with an
increase in PTZ-seizure latency (Angelatou et al., 1990).

Biochemical studies have established that adenine nucleotides are thought to be an important
potential source of extracellular adenosine (Dunwiddie et al., 1997; Cunha, 2001). Once released, these

adenine nucleotides are metabolized and rapidly converted to adenosine through the action of ecto-enzymes
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(Zimmermann, 1996; Bonan et al., 1998). It has been demonstrated that the neurotransmitter, ATP, in the
central nervous system, is hydrolyzed to adenosine by the conjugated action of ectonucleotidases, which
includes an ATP diphosphohydrolase and a 5’-nucleotidase (Battastini et al., 1991; Bonan et al., 1998). ATP
diphosphohydrolases or apyrases (EC 3.6.1.5) are enzymes that act on both ATP and ADP, splitting off two
and one phosphate groups, respectively. The AMP formed is then metabolized to adenosine by the action of
an ecto-5nucleotidase (EC 3.1.3.5) (Zimmermann, 1996).

The 5’-nucleotide phosphodiesterase (PDEase, NPPase, EC 3.1.4.1) is a microsomal enzyme that
releases mononucleoside-5’-monophosphate from the 3’-OH terminal of the nucleotides. p-Nitrophenyl-5’-
thymidine-monophosphate (p-Nph-5’-TMP) has been used as an artificial substrate for 5’-nucleotide
phosphodiesterase, generating p-nitrophenol. These enzymes are known to hydrolyze not only ATP and ADP
but also UDP-galactose, NAD, DNA and RNA (Sakura et al., 1998).

Although it is well established that the breakdown of ATP is mediated by the membrane-bound
ectonucleotidases, recent studies indicate that soluble nucleotidases, probably released from sympathetic
nerves, were also involved in ATP breakdown to adenosine (Todorov et al., 1997; Yegutkin et al., 2000). The
release of specific nucleotidases may represent a novel mechanism for terminating the actions of the
neurotransmitter ATP. Considering that soluble nucleotidases can act together with ectonucleotidases to
produce adenosine and that this last structure plays an important role in the modulation of seizures, we
investigated the effect of acute seizures induced by pentylenetetrazol on the soluble enzymes that could be

acting in ATP, ADP and AMP hydrolysis to adenosine in rat blood serum.

2. Material and Methods
2.1. Pentylenetetrazol treatment

Female Wistar rats, 60-90 days old and weighing 150-250 g, were used. The used
methodology has been previously described (Walz et al.,, 1999). In summary, animals
received a singe convulsive injection of PTZ (60 mg/kg, i.p., dissolved in 0.9% saline).
Control animals were injected with the same volume of saline. The animals were sacrificed

by decapitation either 5 and 30 minutes, 1, 5, 12, 24 or 48 hours after the injection of PTZ
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or saline. A generalized seizure occurs between up to 85 seconds after PTZ injection in all

of the studied animals.

2.2. Isolation of blood serum fraction

Blood was drawn after the decapitation of female Wistar rats (approximately 60
days old). Blood samples were centrifuged in plastic tubes for 5 minutes at 5000 x g at

20°C before freezing serum at 0°C. Serum was used immediately in experiments.

2.3. Measurement of ATP and ADP hydrolysis

ATP and ADP hydrolysis was determined using a modification of the method
described by Yegutkin, 1997. The reaction mixture containing ADP or ATP as a substrate,
in 112.5 mM TRIS-HCI, pH 8.0, was incubated with 1.0 mg to 1.5 mg serum protein at
37°C in a final volume of 0.2 mL. The reaction was stopped by the addition of 0.2 mL 10%
TCA. Incubation times and protein concentration were chosen to ensure the linearity of the
reaction (results not shown) and absorbance was measured at 630 nm. Inorganic phosphate
(Pi) released was determined as previously described by Chan et al (1986). Controls to
correct for non-enzymatic hydrolysis were performed by adding the serum after the reaction
was stopped with TCA. All samples were assayed in triplicate. Enzyme activities were

generally expressed as nanomoles of Pi released per minute per milligram of protein.

2.4. Measurement of AMP hydrolysis
The reaction mixture containing AMP as a substrate in 100 mM TRIS-HCI, pH 7.5,
was incubated with 1.0 mg to 1.5 mg protein serum at 37°C in a final volume of 0.2 mL.

Controls to correct for non-enzymatic hydrolysis were performed by adding the serum after
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the reaction was stopped with TCA. All samples were assayed in triplicate. Enzyme
activities were generally expressed as nanomoles of Pi released per minute per milligram of
protein. All others procedures were the same as for ATP and ADP hydrolysis, as described

above.

2.5. Measurement of p-Nph-5’-TMP hydrolysis

p-nitrophenil-5’-thymidine-monophosphate  (p-Nph-5’-TMP)  hydrolysis  was
determined essentially as described by Sakura et al., 1996. The reaction mixture containing
p-Nph-5’-TMP as a substrate in 100 mM TRIS-HCL, pH 8.9, was incubated with 1.0 mg to
1.5 mg serum protein at 37°C for 8 minutes in a final volume of 0.2 mL. The reaction was
stopped by the addition of 0.2 mL NaOH 0.2 N. Incubation times and protein
concentrations were chosen to ensure the linearity of the reaction (results not shown). The
amount of p-nitrophenol was measured at 400 nm. Controls to correct for non-enzymatic
hydrolysis were performed by adding the serum after the reaction was stoppedwith NaOH.
All samples were assayed in triplicate. Enzyme activities were generally expressed as

nanomoles (nmol) of p-nitrophenol released per minute per milligram of protein.

2.6. Lactate dehydrogenase (LDH) activity
The LDH activity was determined in the serum of PTZ-treated animals and control
animals using a commercial kit (Kinetic Method Labtest Diagnostica, MG-Brasil). The

absorbance was measured at 340 nm.

2.7. Protein determination
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Protein was determined by the Coomassie Blue method, according to Bradford (1976) using bovine

serum albumin as standard.

2.8. Statistical analysis
The data obtained are expressed as means + S.D of at least four animals. The results were analyzed
statistically by Student’s t-test. A p value of less than 0.05 was considered to represent a significant

difference.

3. Results

In order to evaluate the effect of acute seizures induced by PTZ on the ATPase and ADPase
activities, ATP and ADP hydrolysis was measured in the blood serum of rats sacrificed at different times after
the PTZ injection. There was a significant increase of 51% in ATP hydrolysis (Fig. 1A) and 50% in ADP
hydrolysis (Fig.1B) at 5 minutes after the PTZ-treatment. At 30 minutes after PTZ-treatment, ATP and ADP
hydrolysis increased by 50% and 56%, respectively, in relation to controls (Fig 1A and 1B). Serum ATPase
and ADPase activities of rats killed 1 hour after the PTZ injection, significantly increased (44% and 45%,
respectively) in relation to control animals. In addition, 5 hours after the PTZ injection, the enzyme activity
was increased by 54% for ATP (Fig. 1A) and by 56% for ADP (Fig. 1B) when compared to control animals.
This increase reached maximum activation (69% and 70% for ATP and ADP hydrolysis, respectively) 12
hours after the treatment with PTZ, but the specific activity values of the enzyme decreased in relation to the
other times tested. This decrease in enzyme activity was also observed 24 hours after PTZ injection, but the
ATP and ADP hydrolysis remained significantly increased (55%and 54%, respectively) in relation to the
control (Fig 1A and 1B). At 48 hours after PTZ-treatment, no significant difference was observed in ATP and
ADP hydrolysis when compared to controls (Fig 1A and 1B). Considering that the observed changes in
ATPase and ADPase activities could be attributed to the effect of the drug itself rather than to the acute
seizures, experiments to evaluate the effect of the drug on the nucleotide hydrolysis were performed in vitro
using increasing concentrations of PTZ (in the range of 0.05SmM - 20mM). Results did not showed any

statistically significant alterations in the ATP and ADP hydrolysis, in vitro, in the presence of PTZ,
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suggesting strongly that the increase in the nucleotides hydrolysis was induced by seizures and not by the
drug itself (Fig. 2). It is important to note the parallel effect on ATP and ADP hydrolysis.

The results regarding the 5’-nucleotidase showed a similar profile when compared to ATP and ADP
hydrolysis. Significant increases in 5’-nucleotidase activity were observed, when compared to the respective
control group, at 5 minutes (33%), 30 minutes (48%), 60 minutes (50%), 12 hours (45%) and 24 hours (44%)
after the acute seizures induced by PTZ injection (Fig. 3). However, at 48 hours after PTZ-treatment, no
significant difference was observed in AMP hydrolysis when compared to the control group (Fig. 3). Then the
AMP hydrolysis in this model changes exactly as the ATP and ADP hydrolysis.

Considering that a phosphodiesterase enzyme is expressed in blood serum (Sakura et al, 1997) and
also can act in ATP and ADP hydrolysis, we evaluated the activity of this enzyme in the serum of rats treated
with PTZ or saline using p-Nph-5’-TMP, an artificial substrate (marker for the phosphodiesterase activity).

Fig. 4 demonstrates that there is a phosphodiesterase activity in the rat blood serum, but that this
activity is not significantly changed in PTZ-treated rats when compared to control rats at any time tested.

In order to investigate the role of the PTZ treatment in cellular disruption we measured the activity of
the cytosolic enzyme, lactate dehydrogenase (LDH), a marker of tissue damage, in rat blood serum. There
were no significant differences in LDH activity in the serum of PTZ-treated rats when compared to control
rats (data not shown). These results indicate that the increase in nucleotide hydrolysis can not be attributed to

cellular breakdown.

4. Discussion

Previous studies have shown an increase in adenosine release and metabolism during pre-seizure and
seizure activity induced by the administration of the proconvulsants, such as pentylenetetrazol (Berman et al.,
2000). Adenosine and the adenosine Al receptor agonist demonstrate significant protection against acute
PTZ-induced seizures (Malhotra and Gupta, 1997). Moreover, reduction of extracellular adenosine formation
by an injection of an ecto-5’-nucleotidase inhibitor, produce generalized seizures (Zhang et al., 1992). In
addition, single and repeated pentylenetetrazol-induced convulsions are associated with significant increases
in A; adenosine receptors in different brain areas (Angelatou et al., 1990) and this upregulation of A;

adenosine receptors was observed within 1 hour following seizures (Pagonopoulou and Angelatou, 1998), 24
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hours after seizures (Pagonopoulou et al., 1993) and remained for at least 14 days after the PTZ-induced
seizures (Angelatou et al., 1990). Additionally, stroke and transient ischemic attacks are associated with a
rapid increase in circulating plasma adenosine concentration in man, detectable in the peripheral vein up to 15
days after the acute event (Pasini et al., 2000). Taked together, the protector effect of adenosine, the effect of
A, adenosine receptor agonist and the convulsant action of an ecto-5’-nucleotidase inhibitor, further support
the role of endogenous adenosine as a neuroprotective and anticonvulsant structure. Thus, it is important to
consider the pathway involved in the extracellular adenosine production.

Recently, we demonstrated an increase in ATP diphosphohydrolase and 5’-nucleotidase activities in
synaptosomes of the hippocampus and cerebral cortex of rats at different periods after status epilepticus
induced in two different animal models of epilepsy (Bonan et al., 2000). Therefore, we investigated the effect
of acute seizures, induced by pentylenetetrazol, on the enzymes that could be acting in ATP, ADP and AMP
hydrolysis to adenosine in rat blood serum, at different times after the induction of seizures.

The present study demonstrates a significant increase in ATP, ADP (Fig. 1A and 1B) and AMP (Fig.
3) hydrolysis by serum of rats and these results suggest an effect promoted by the seizures, since that in vitro
there were not significant changes on ATP and ADP hydrolysis in the presence of PTZ (Fig. 2). However, the
phosphodiesterase activity (evaluated using a substrate marker for this enzyme), which could also be acting in
ATP and ADP hydrolysis in rat blood serum, did not present any statistically significant increase when
compared treated animals with control animals (Fig. 4). As we had a parallel increase in ATP and ADP
hydrolysis and an increase in AMP hydrolysis but we did not have changes in the substrate marker for the
phosphodiesterase, these results provide strong evidence for the involvement of an ATP diphosphohydrolase
and a 5’-nucleotidase in adenosine production in rat blood serum and it is tentative to speculate about the
importance of these enzymes in the modulation of seizures induced by the acute administration of
pentylenetetrazol.

Furthermore, it was demonstrated that experimental seizures raise cerebral levels of adenosine within
seconds following the onset of seizures (Winn et al., 1979). In this study, we observed an increase in
nucleotide hydrolysis within 5 minutes of the administration of PTZ. Moreover, soon after the treatment with
PTZ, the numeric values of ATPase and ADPase activities were higher in relation to the other times tested,

although the ATP and ADP hydrolysis remained significantly increased in relation to the control (Fig 1A and
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1B). These increased values of enzyme activity soon after PTZ-injection, may be attributed to the effect of
stress caused by injection and manipulation of animals, since soluble nucleotidases are released during shear
stress (Yegutkin et al., 2000).

Since our results were obtained in rat blood serum, it is important consider that upon electrical
stimulation, the sympathetic nerve releases not only ATP, but also soluble enzymes that can act in
conjunction with membrane ectonucleotidases in the breakdown of ATP to adenosine (Todorov et al., 1997).
Furthermore, CD39, the first human gene reported to encode a protein with ecto-ATP diphosphohydrolase
activity (Maliszewski et al., 1994) is expressed in macrophages, suggesting that this protein is present in the
circulation (Mulero et al., 1999).

In summary, the results reported here show that acute seizures induced by pentylenetetrazol elicit a
significant increase in serum ATP diphosphohydrolase and 5’-nucleotidase activities, probably contributing to
the increase in the levels of adenosine and consequently in the modulation of seizure activity and in
neuroplasticity related events. Possible anticonvulsant effects of drugs acting on the serum and central

nervous system nucleotidases are important points to be investigated in the future.
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LEGENDS TO FIGURES
Fig. 1: Effects of seizures induced by acute administration of PTZ (60 mg/kg, i.p.) on ATP (A) and ADP (B)
hydrolysis in rat blood serum at different times after the induction of seizures. Bars represent means + S.D. of

at least four animals. *PTZ-treated group significantly different from control group (P<0.05, Student’s t-test).

Fig. 2: Effect of increasing concentrations of PTZ (0.05mM — 20mM) on ATP (A) and ADP (B) hydrolysis in

rat blood serum, in vitro. Bars represent means * S.D. of at least four experiments.

Fig. 3: Effects of seizures induced by acute administration of PTZ (60 mg/kg, i.p.) on 5’-nucleotidase activity
from rat blood serum at different times after the induction of seizures. Bars represent means + S.D. of at least
four animals. *AMP hydrolysis in treated-group significantly different from control group. (P<0.05, Student’s

t-test).

Fig. 4: Effects of seizures induced by acute administration of PTZ (60 mg/kg, i.p.) on phosphodiesterase
activity in rat blood serum at different times after the induction of seizures. Bars represent means = S.D. of at

least four animals.
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Abstract

There is growing pharmacological evidence from several animal models of seizure disorders that
adenosine possesses endogenous anticonvulsant activity. Apart from being released itself from cells,
adenosine can be produced by the degradation of adenine nucleotides by ectoenzymes or soluble
nucleotidases. These enzymes constitute an important mechanism in synaptic modulation, as they hydrolyze
ATP, an excitatory neurotransmitter, to adenosine, a neuroprotective compound. We recently demonstrated an
increase in ectoenzyme activity in rat brain synaptosomes after pentylenetetrazol kindling in rats resistant to
kindling, suggesting a role for ectonucleotidases in the seizure control. The present work investigates the
effect of seizures induced by pentylenetetrazol kindling on the enzymes that could be acting in ATP, ADP and
AMP hydrolysis to adenosine in rat blood serum. Animals received injections of PTZ (30 mg/kg, i.p.,
dissolved in 0,9% saline) once every 48 hours, totaling 10 stimulations and the controls animals were injected
with saline. The hydrolysis of ATP, ADP and AMP were significantly increased (42%, 40% and 45%,
respectively), while phosphodiesterase activity was unchanged. These results suggest once more that an
increase in the ATP diphosphohydrolase and 5’-nucleotidase activities and, possibly, in adenosine levels,
could represent an important compensatory mechanism in the development of chronic epilepsy. Moreover, the
fact that this increase can also be measured in serum could mean that these enzymes might be useful as

plasma markers of seizures in epilepsy.

Key words: adenosine, epilepsy, kindling, ATP diphosphohydrolase, 5'-nucleotidase

Indroduction

Kindling is widely used as an experimental model of epilepsy and epileptogenesis.

This phenomenon is characterized by progressive intensification of seizures activity after
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repeated administration of subconvulsant doses of different CNS stimulants, including
pentylenetetrazol (Mason and Cooper, 1972; Racine, 1972). Pentylenetetrazol (PTZ) is a
commonly used proconvulsant, apparently acting via GABA, receptor complex (Olson,
1981) as well as by altering potassium permeability of the cell membrane via a voltage-
dependent mechanism (Madeja et al., 1996). Studies have shown that the mechanisms
involved in PTZ kindling may include a decrease in central GABAergic function (Corda et
al., 1992). The enhanced seizure susceptibility induced by kindling is due to long-lasting
alterations in neuronal excitability, probably attributable to plastic changes in the synaptic
efficacy (Cain, 1989).

ATP is currently recognized as an excitatory neurotransmitter in the central nervous
system (D1 Orio et al., 1998). Extracellular ATP is normally in low concentration, however,
in pathological situations, ATP can be released in large quantities from platelets and
endothelial and vascular tissues (Born and Kratzer, 1984; Bergfeld and Forrester, 1992).
Despite its excitatory properties, ATP in the synaptic cleft can be hydrolyzed to adenosine,
a neuroprotective and neuromodulatory agent, and the enzymes catalysing this conversion
are thought to have a role in modulating and controlling excitatory synaptic transmission.
(Todorov et al., 1997).

Adenosine, an endogenous purine nucleoside, is an important regulator of neuronal
excitability in the central nervous system (Kostopoulos, 1988). Activation of presynaptic
adenosine A1 receptors reduces neurotransmitter release (Fredholm and Dunwiddie, 1988),
depressing the neuronal activity in central nervous system (Phillips and Wu, 1981). Several
studies have shown that the administration of adenosine and its derivatives protect from
experimentally induced seizures in vivo (Dragunow, 1988; Malhotra and Gupta, 1997).

Some studies indicate that the anticonvulsant response of adenosine is predominantly
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mediated by changes in A1 receptors (Malhotra and Gupta, 1997), which are increased after
PTZ-kindling (Mirnajafi-Zadeh et al., 2000).

Moreover, experimental seizures raise the cerebral levels of adenosine (Schrader et
al., 1980; Berman et al., 2000), and many pathological situations are associated with a rapid
increase in circulating plasma adenosine concentration in man (Pasini et al., 2000).
Synaptic adenosine levels increase during periods of increased metabolic demand, such as
those that exist during seizures (Brundege and Dunwiddie, 1997). Furthermore, an increase
in hippocampal adenosine release before and during seizures has been demonstrated after

administration of the proconvulsants, including pentylenetetrazol (Berman et al., 2000).

Adenosine is mainly produced from the hydrolysis of adenine nucleotides by an extracellular chain
of ectonucleotidases (Dunwiddie et al., 1997; Zimmermann, 1996). This chain of enzymes includes ecto-
ATPases (NTPDase2, CD39L1, EC 3.6.1.3), ATP diphosphohydrolase (apyrase, EC 3.6.1.5), ecto-5'-
nucleotidase (EC 3.1.3.5) and 5’-nucleotide phosphodiesterase (PDEase, PC-1, EC 3.1.4.1). We have
demonstrated in central and peripheral nervous system, that ATP is hydrolyzed to adenosine by the
conjugated action of an ATP diphosphohydrolase (NTPDasel, CD39, ecto-apyrase, EC 3.6.1.5.) and a 5'-

nucleotidase (lymphocyte surface protein, CD73, EC 3.1.3.5.) (Sarkis and Salt6, 1991; Battastini et al., 1995).

ATP diphosphohydrolases are enzymes that hydrolyze all purine and pyrimidine
nucleoside 5’-di and triphosphates. These enzymes hydrolyze ATP and ADP almost equally
well, splitting off two and one phosphate groups of these nucleotides, respectively. Ecto-
5’nucleotidase plays an important role in the formation of adenosine from extracellular
AMP (Zimmermann, 1996; Cunha et al., 1992). The 5’-nucleotide phosphodiesterases or
PDEases, are members of the PDNP family capable of hydrolyze ATP and ADP as well as
UDP-galactose, NAD, DNA and RNA. (Sakura et al., 1998). p-Nitrophenil-5’-thymidine-
monophosphate (p-Nph-5’-TMP) has been used as an artificial substrate marker to 5’-

nucleotide phosphodiesterase generating p-nitrophenol.
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Additionally, soluble nucleotidases are also involved in the breakdown of ATP to adenosine
(Todorov et al., 1997). The stimulation of vascular endothelial cells induces a concomitant release of

endogenous ATP and soluble enzymes that degrade both ATP and AMP (Yegutkin et al., 2000).

There is evidence to suggest a participation of ectoenzymes in the modulatory
processes occurring in chronic epilepsy. The activity of 5’-nucleotidase can vary
substantially with lesions of nervous tissue (Zimmermann., 1996), and its presence was
demonstrated in mossy fibers that sprout after seizures in epileptic rats (Shoen et al., 1999),
which could act in the neuromodulation of excitatory activity by producing adenosine.
Besides, the co-localization of the genes for human ATP diphosphohydrolase /CD39 (10q
23.1-24.1) and for the susceptibility to partial epilepsy (10q 22-24) suggests that a mutation
of the ecto-apyrase gene might exert a significant role in the epilepsy (Maliszewski et al.,
1994; Ottman et al., 1995)..

We have recently demonstrated that acute seizures induced by pentylenetetrazol
elicit a significant increase in ATP diphosphohydrolase and 5’-nucleotidase activities in rat
blood serum lasting up to 48 hours after the seizure (manuscript submitted, 2001). These
changes in activity are quickly measurable in serum even though their activity in rat brain
synaptosomes was observed to be normal in previous studies (Bonan et al., 2000). This
same study demonstrated, however, that a subgroup of seizure-resistant rats presented an
increase in hippocampal and cortical ectonucleotidase activity after PTZ-kindling.
Therefore, we decided to investigate if the same pattern of change holds true for plasmatic
enzyme activities, by measuring the effect of PTZ-kindling on the enzymes that could be

acting in ATP, ADP and AMP hydrolysis in rat blood serum.
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Material and Methods

Pentylenetetrazol (PTZ) kindling

Female Wistar rats (60 days old, weighing 150-250 g) were used. Animals received injections of
PTZ (35 mg/kg, i.p., dissolved in 0,9% saline) once every 48 hours, totaling 10 stimulations. After each PTZ
injections the animals were observed for 30 minutes and seizures were classified according to the stages
proposed by Racine (Racine, 1972). stage 0, no response; 1, facial clonus; 2, head nodding; 3, forelimb clonus;
4, rearing with bilateral forelimb clonus; 5, rearing and falling with bilateral forelimb clonus. Meanwhile,
control animals were injected with saline (10 injections as in the treated group). All the injections were
performed during daytime, between 11 a.m. and 2 p.m. The animals were killed by decapitation 48 hours after
the last injection, a time at which the increase in ectonucleotidase activity seen after acute seizures was
previously found to have disappeared, with levels of the enzymes returning to normal. Therefore, effects seen
48 hours after kindling would likely be due to chronic changes in the brain induced by this process. Only

animals showing tonic-clonic seizures were included in the study.

Isolation of blood serum fraction

Blood was drawn after the decapitation of female Wistar rats (approximately 60
days old). Blood samples were centrifuged in plastic tubes for 5 minutes at 5000 x g at

20°C before freezing serum at 0°C. Serum was used immediately in experiments.

Measurement of ATP and ADP hydrolysis

ATP and ADP hydrolysis was determined using a modification of the method
described by Yegutkin, 1997. The reaction mixture containing ADP or ATP as a substrate,
in 112.5 mM TRIS-HCI, pH 8.0, was incubated with 1.0 mg to 1.5 mg serum protein at
37°C in a final volume of 0.2 mL. The reaction was stopped by the addition of 0.2 mL 10%
TCA. Incubation times and protein concentration were chosen to ensure the linearity of the

reaction (results not shown) and absorbance was measured at 630 nm. Inorganic phosphate
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(P1) released was determined as previously described by Chan et al (1986). Controls to
correct for non-enzymatic hydrolysis were performed by adding the serum after the reaction
was stopped with TCA. All samples were assayed in triplicate. Enzyme activities were

generally expressed as nanomoles of Pi released per minute per milligram of protein.

Measurement of AMP hydrolysis

The reaction mixture containing AMP as a substrate in 100 mM TRIS-HCI, pH 7.5,
was incubated with 1.0 mg to 1.5 mg protein serum at 37°C in a final volume of 0.2 mL.
Controls to correct for non-enzymatic hydrolysis were performed by adding the serum after
the reaction was stopped with TCA. All samples were assayed in triplicate. Enzyme
activities were generally expressed as nanomoles of Pi released per minute per milligram of
protein. All others procedures were the same as for ATP and ADP hydrolysis, as described

above.

Measurement of p-Nph-5"-TMP hydrolysis

p-nitrophenil-5’-thymidine-monophosphate  (p-Nph-5’-TMP)  hydrolysis  was
determined essentially as described by Sakura et al., 1996. The reaction mixture containing
p-Nph-5’-TMP as a substrate in 100 mM TRIS-HCL, pH 8.9, was incubated with 1.0 mg to
1.5 mg serum protein at 37°C for 8 minutes in a final volume of 0.2 mL. The reaction was
stopped by the addition of 0.2 mL NaOH 0.2 N. Incubation times and protein
concentrations were chosen to ensure the linearity of the reaction (results not shown). The
amount of p-nitrophenol was measured at 400 nm. Controls to correct for non-enzymatic

hydrolysis were performed by adding the serum after the reaction was stoppedwith NaOH.
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All samples were assayed in triplicate. Enzyme activities were generally expressed as

nanomoles (nmol) of p-nitrophenol released per minute per milligram of protein.

Lactate dehydrogenase (LDH) activity
The LDH activity was determined in the serum of PTZ-treated animals and control
animals using a commercial kit (Kinetic Method Labtest Diagnostica, MG-Brasil). The

absorbance was measured at 340 nm.

Protein determination

Protein was determined by the Coomassie Blue method, according to Bradford (1976) using bovine

serum albumin as standard.

Statistical analysis
The data obtained are expressed as means =+ standard deviation of at least five animals. The results
were analyzed statistically by Student’s ¢ test. A p value of less than 0.05 was considered to represent a

significant difference.

Results

As expected, PTZ-kindling produced a progressive increase in the seizure susceptibility
of the treated. 48 hours after the last injections. Enzyme assays demonstrated an increase
of approximately 42% in ATP hydrolysis in kindled rats when compared to control rats
(Fig.1). The results obtained with ADP hydrolysis showed a similar profile, with an
increase of 40% in treated rats in relation to controls animals (Fig.1). We also observed an
increase of 45% in AMP hydrolysis, indicating a probable increase in 5’-nucleotidase

activity (Fig.1).
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Considering that the enzyme phosphodiesterase is also expressed in blood serum
(Sakura et al, 1997) and can also act in ATP and ADP hydrolysis, we also measured
phosphodiesterase activity through our experimental model. Our results confirmed that
there was a phosphodiesterase activity in rat blood serum, but no significant difference was
observed in kindled rats when compared to control rats (Fig.2). Therefore, the increase in

ATP and ADP hydrolysis can not to be related to a phosphodiesterase activity.

In order to analyze if kindling was causing significant cellular disruption which could theoretically
cause an increase in nucleotidases present in serum, we measured the activity of the cytosolic enzyme lactate
dehydrogenase (LDH), a marker for tissue damage, in rat blood serum. However, there were no significant
changes in the LDH activity observed in PTZ-treated rats and control rats (data not shown), indicating that the

increase in nucleotide hydrolysis are not likely to be due to cellular breakdown.

Discussion

Our results show that PTZ-kindling induces an increase in ATP, ADP and AMP
hydrolysis lasting for at least 48 hours in the rat brain. Since these changes were not found
48 hours after acute seizures induced by the same drug (submitted, 2001), it is reasonable to
consider the changes we observed as being probably to the chronic changes in synaptic
excitability induced by kindling.

These results are in agreement with the evidence that adenosine can play a role in
modulation of brain activity in epilepsy, by reducing neurotransmitter release (Fredholm
and Dunwiddie, 1988) and depressing the neuronal activity in central nervous system
(Phillips and Wu, 1981). We have recently demonstrated an increase in ATP
diphosphohydrolase and 5’-nucleotidase activities in synaptosomes from hippocampus and

cerebral cortex in the pilocarpine and kainic acid models of epilepsy in rats, both of which
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are characterized by chronic spontaneous seizures (Bonan et al., 2000a). PTZ kindling
seems to produce the same effect in selected animals, and high enzymatic activity could
correlate with resistance to kindling, although no alteration was found after acute seizures
(Bonan et al., 20000).

When measured in serum, the enzymes ATP diphosphohydrolase and 5°-
nucleotidase were shown to be increased as soon as 30 minutes after acute seizures induced
by a convulsive dose of PTZ (submitted, 2001). However, the new data we are presenting
show that the chronic administration of the drug, which is known to produce long-lasting
changes due to neuroplasticity processes can induce changes in these enzymes which last
longer than those happening after a single acute seizure. This is in agreement with the data
showing that these same enzymes are more active in the brain in various models of chronic
epilepsy.

The origin of the elevated plasmatic activity of the enzymes is uncertain. It has been
demonstrated that soluble nucleotidases are released in the blood stream upon electrical
stimulation (Kennedy et al., 1997) and under conditions of shear stress stimulation of
vascular endothelial cells (Yegutkin et al., 20000). These cells release endogenous ATP
(Yegutkin et al., 20000), as do platelets and vascular smooth muscle cells and pathological
conditions (Gordon, 1986). Since this massive release of ATP could cause significant
cellular damage (Edwards et al., 1992) and death (Harada et al., 2000), the concomitant
release of enzymes appears to be an important protective mechanism.

Since seizures affect various systems and functions in the body, we cannot say for
sure what is the origin of the observed increase in plasmatic enzymes. It is tempting to view
these changes are due to altered processes in the rat brain, but hemodynamic changes,

changes in body temperature and the shear muscular stress of a tonic-clonic seizure could
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conceivably give rise to processes resulting in altered enzyme activity, especially acutely.
On the other hand, the fact that the enzymes were found to be increased after 48 hours had
passed from the last seizure, a point in time in which enzyme activity was shown to have
returned to normal after a single acute seizure (submitted, 2001) makes it somewhat more
likely that their origin is indeed in the chronic brain alterations produced by kindling.

The fact that the enzymatic changes initially observed in the brain also happen in
the plasmatic activity of nucleotidases is not important only from a pathophysiological
point of view. The diagnosis of seizures in clinical practice frequently presents as a
problem, as most seizures are not witnessed by a physician and many neurologic and
systemic conditions, such as migraine and syncope, can sometimes be confused with
seizures. Moreover, some patients can present with psychogenic events known as
“pseudoseizures” which can be virtually identical to real epileptic events. Therefore,
potential plasmatic markers of both acute seizures and chronic epilepsy could be of great
diagnostic importance in clinical practice. However, the search for consistent ones has been
largely unsuccessful up to. Much more work has to be performed, of course, to say if the
measurement of nucleotidases in plasma could eventually be useful in this kind of situation.

In summary, our results show an increase of the enzymatic activities measured in
the serum of rats submitted to PTZ-kindling, complementing the data already showing
shorter-lasting increases after acute seizures (submitted, 2001). These studies, along with
those showing these same kind of changes in brain tissue (Bonan 2000a, 20005), confirm
the data suggesting a role for adenosine and nucleotidases in modulatory processes
occurring in response to epilepsy. More studies also have to be done to verify if these
changes hold true in other seizure models, as well as to determine the exact origin of the

rise in enzyme activities both in acute seizures and in chronic epilepsy.
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LEGENDS TO FIGURES

Fig. 1.0: Effects of PTZ-kindling on ATP, ADP and AMP hydrolysis from rat blood serum. Bars represent
means = S.D. of at least five animals. *PTZ-treated group significantly different from control group (P<0.05,

Student’s t-test).

Fig. 2.0: Effects of PTZ-kindling on phosphodiesterase activity from rat blood. Bars

represent means + S.D. of at least four animals.
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IV. DISCUSSAO

A concentragdo de nucleotideos presentes em um determinado meio bioldgico € o
resultado do equilibrio existente entre a liberacdo destes nucleotideos e seu metabolismo
através de nucleotidases apropriadas. Nucleotideos adeninicos sdo rapidamente hidrolisados
e convertidos a adenosina no espago extracelular (DUNWIDDIE et al., 1997). A hidrolise

de nucleotideos extracelulares pode se dar através de uma variedade de enzimas localizadas
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na superficie celular, soliveis no meio intersticial ou em fluidos corpdreos
(ZIMMERMANN, 2001). Recentemente foi demonstrado que nucleotidases solaveis sao
liberadas de nervos simpaticos estimulados com o objetivo de terminar a agdo do
neurotransmissor ATP através de sua completa hidrélise até adenosina (TODOROV et al.,
1997). Tém sido proposto que a completa desfosforilagcdo do ATP que culmina na formagao
de adenosina, envolve a acdo seqiiencial de uma ATP difosfoidrolase e uma 5’-nucleotidase
(BATTASTINI et al., 1991; SARKIS & SALTO, 1991).

A interacao da adenosina com os receptores purinérgicos A; resulta na inibicao da
liberacdo de neurotransmissores (DRAGUNOW, 1988; BRUNDEGE & DUNWIDIE,
1997), inibicdo da transmissdo sinaptica, supressdo espontanea da excitagdo neuronal e
reducdo do influxo de célcio (DOLPHIN & ARCHIER, 1983). A capacidade de inibir a
liberagdo de neurotransmissores leva a hipdtese de que a adenosina tenha como funcio a
manuten¢do do “tonus inibitdrio” na neurotransmissdo excitatoria (WILLIANS, 1984),
além de atuar como neuromodulador inibitorio (DUNWIDDIE,1980) ¢ como uma
substancia anticonvulsivante (CHIN, 1989).

Epilepsia ¢ uma patologia que envolve um aumento da neurotransmissao
excitatoria, diminui¢do da transmissdo inibitéria ou ambos eventos (MELDRUM, 1984).
Estes eventos anormais na neurotransmissdo estdo relacionados com o influxo de célcio

(PUMAIN & HEINEMANN, 1985), que ocorre mediante a¢do de neurotransmissores

excitatdrios, como glutamato por exemplo (RAFIKI et al., 1998).

Os resultados obtidos neste trabalho, demonstram um aumento significativo nas hidrdlises dos
nucleotideos ATP, ADP ¢ AMP em soro de ratos submetidos a crises convulsivas agudas e cronicas, ambas
induzidas pelo agente pro-convulsivante PTZ. De acordo com as consideragdes citadas acima, as alteragdes

observadas nas nucleotidases envolvidas na hidrolise destes nucleotideos, estdo relacionadas com a produgéo
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de adenosina. Muitos trabalhos demonstram um aumento nos niveis de adenosina apds a indugdo de crises
convulsivas através de agentes pro-convulsivantes como PTZ (WINN et al., 1979; BERMAN et al., 2000).
Recentemente foi demonstrado em nosso laboratério um aumento nas atividades ATP difosfoidrolase e 5’-
nucleotidase em sinaptossoma de ratos submetidos a dois modelos de epilepsia de lobo temporal (BONAN et
al., 2000).

No presente trabalho, as alteracdes observadas na hidrélise de ATP e ADP podem ser atribuidas a
uma ATP difosfoidrolase, uma vez que a hidrdlise de ambos substratos foi ativada de maneira paralela. No
modelo agudo, foi possivel observar uma ativagdo da hidrélise de ATP e ADP de maneira quantitativamente
similar em todos os tempos testados. Cabe lembrar, que estas alteragdes foram observadas até 24 horas apés a
aplicagdo da injecdo de PTZ, tanto para ATP, como para ADP. 48 horas apds a administragdo da droga, estas
modificagdes ndo foram observadas em relagdo a ambos os substratos.

Quanto ao modelo cronico, a ativacdo da hidrdlise de ATP e ADP também se deu de maneira
quantitativamente paralela. Além disto, a co-localizag¢do do gene da ATP difosfoidrolase (10q 23.1-24.1) com
o0 gene para susceptibilidade a epilepsia parcial humana (10q 22-24), reforgam o envolvimento desta enzima
com desordens neuroldgicas como epilepsia (OTTMAN et al., 1995). Estudos imunohistoquimicos
recentemente realizados em nosso laboratério demonstraram um aumento da marcacdo da ecto-apirase em
diferentes regides cerebrais de ratos apos a indugdo de epilepsia através de pilocarpina e acido cainico
(BUFFON, 2001). Estes resultados confirmam a ocorréncia de alteragdes na ATP difosfoidrolase em
epilepsia.

Adicionalmente, foi demonstrado que a estimulacdo elétrica de nervos simpaticos
provoca a liberagdo de nucleotidases soluveis que estdo envolvidas na quebra do ATP até
adenosina (TODOROV et al., 1997). Durante situa¢des diferentes da fisiologica, como a
estimulagdo por “shear stress”, as células vasculares endoteliais também s3o capazes de
liberar nucleotidases soluveis (Yegutkin et al., 2000). Estes resultados levaram os autores a
aferir que estas células podem ser uma das maiores fontes in vivo de nucleotidases soltuveis

na corrente sanguinea. Além disto, a partir da clonagem e purificagdo da apirase soltivel de

batata (HANDA & GUIDOTTI, 1996) foi possivel estabelecer evidéncias de que CD39,
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uma glicoproteina de membrana expressa principalmente em linfocitos ativados
(MALISZEWSKI et al., 1994), ¢ uma apirase (WANG & GUIDOTTI, 1996). A expressao
de uma ATP difosfoidrolase em células como linfécitos e macréfagos, indica a presenca
desta enzima na circulagdo (MULERO et al., 1999).

Entretanto, além de uma atividade apirdsica capaz de hidrolisar ATP ¢ ADP em soro
de ratos, ¢ importante considerar a presenca da enzima 5’-nucleotide phosphodiesterase, ja
que esta ¢ uma enzima capaz de hidrolisar diferentes substratos incluindo ATP e ADP e
esta descrita em soro (SAKURA ET AL., 1998). Considerando o possivel envolvimento
de uma 5’-nucleotide phosphodiesterase diante da inducao de convulsdes tanto cronicas
como agudas induzidas ou PTZ, nos utilizamos o substrato artificial nitrophenil-5’-
thymidine-monophosphate (p-Nph-5’-TMP), utilizado como substrato marcador para esta
enzima. Pdde-se entdo observar a hidrolise do substrato utilizado, porém nenhuma alteracao
significativa em ratos que receberam injegdes cronicas, ou agudas, foi observada em
relacdo aos animais controle. Estes resultados confirmam os dados anteriormente relatados
na literatura quanto a presencga de uma fosfodiesterase em soro sanguineo, entretanto exclui
o envolvimento desta em crises convulsivas cronicas e agudas induzidas pelo agente pro-

convulsivante PTZ.

Estudos demonstram que o ATP que atua como neurotransmissor deve ser rapidamente metabolizado
até adenosina (RICHARDSON et al., 1987) e que nucleotidases tem importante efeito na remogdo deste ATP,
contribuindo assim, para a inativacdo da a¢do do neurotransmissor (SEBASTIAO et al., 1999). Outros estudos
demonstraram um aumento nos niveis de ATP apos a indugdo de epilepsia com diferentes agentes
convulsivantes em cérebro de ratos (WALTON et al., 1998). Em outras situagdes patologicas como hipoxia,
isquemia, estresse e danos celulares em geral, o ATP ¢ liberado em grandes quantidades de células endoteliais
e plaquetas (GORDON, 1986). A estimulagdo de células endoteliais vasculares induz a concomitante

liberagdo de ATP endogeno e enzimas soluveis que degradam nucleotideos puricos como ATP (YEGUTKIN
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et al., 2000). Adicionalmente, em zonas cerebrais relacionadas com epileptogénese como a regido anterior do
hipocampo, foi observada uma diminui¢do na atividade ecto-ATPasica sinaptossomal, enquanto que na
regido posterior do hipocampo, néo relacionada com o processo de epileptogénese, houve um aumento na
atividade ecto-ATPasica (NAGY et al., 1990). Em cortex cerebral de ratos, a indugdo do estado epilético
prolongado também provocou uma diminuigdo da atividade ecto-ATPasica (NAGY et al.,, 1997). Estes
estudos sugerem que a presen¢a prolongada de ATP, devido a uma diminuicdo de sua hidrdlise, pode
aumentar a excitabilidade tecidual (NAGY et al., 1997). Este acimulo de ATP pode ser prejudicial, uma vez
que a interagdo de altas concentragdes deste nucleotideo com os receptores P,X; esta relacionado com
situagdes patoldgicas que geram conseqiiéncias danosas como morte celular (HARADA et al., 2000). O
acimulo de calcio intracelular mediado pela ativagdo dos receptores P,X, pode ter efeitos tdo prejudiciais
quanto aos efeitos induzidos pelo excesso de glutamato (EDWARDS et al., 1992). Desta forma, o aumento
da hidrélise do ATP, constitui um importante mecanismo enzimatico de controle da excitabilidade celular em

situagdes como epilepsia, onde a transmissao excitatoria encontra-se aumentada.

Nossos resultados também demonstraram um aumento na hidrolise do AMP, o que
provavelmente indica a ativagdo da enzima 5’-nucleotidase nas situacdes testadas, e
conseqlientemente o aumento nos niveis de adenosina. Este aumento da hidrolise do AMP
apos uma unica inje¢do de PTZ, pode demonstrar um mecanismo rapido de produgdo de
adenosina com o objetivo de suprimir as crises geradas pelo agente indutor
pentilenotetrazol. Este aumento significativo foi demonstrado nos tempos de 5 minutos, 30
minutos, 1 hora, 5 horas e 12 horas, mantendo-se até 24 horas apds a ultima inje¢do de
PTZ. O periodo de 48 horas ap6s a injecdo, ndo permite mais a observacdo destes efeitos. A
interrupgdo neste processo cujo produto final ¢ a adenosina, pode representar o término da
acao do agente proconvulsivante sobre os mecanismos celulares epileptogénicos do animal
e, conseqiientemente, sobre as enzimas envolvidas na modulagdo deste processo.

O envolvimento da 5’-nucleotidase em epilepsia ¢ condizente com outros trabalhos

descritos na literatura. Em hipocampo de pacientes com epilepsia de lobo temporal, a
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atividade da 5’-nucleotidase encontra-se significantemente aumentada quando comparada
com a atividade obtida em hipocampo de humanos que ndo apresentavam a doenca (LIE et
al., 1999). Um aumento da atividade da 5’-nucleotidase em diferentes tempos apos a
indugdo de epilepsia de lobo temporal foi recentemente demonstrado em sinaptossomas de
ratos tratados com pilocarpina e cainato (BONAN et al.,, 2000). Além disto, foi
demonstrada a presenca de uma 5’-nucleotidase em sinapses de fibras musgosas de girus
denteado de ratos epiléticos (SHOEN et al., 1999). Estes trabalhos, juntamente com os
resultados obtidos neste trabalho, confirmam a participagao da 5’-nucleotidase em um
processo desencadeado por crises convulsivas, cujo objetivo ¢ a diminuicao da atividade
sindptica através da producdo do neuromodulador inibitério adenosina (SHOEN et al.,
1999).

Com o objetivo de excluir qualquer efeito produzido pela droga na hidrélise dos
nucleotideos, foram realizados experimentos in vitro, na qual diferentes concentragdes de
PTZ foram utilizadas na presenga dos substratos testados. Nestes experimentos, ndo foi
observada nenhuma alteragdo significativa na hidrolise dos nucleotideos na presenga de
diferentes concentragdes da droga, nem entre as amostras ¢ os controles. Estes resultados
sugerem que os efeitos observados na hidrdlise dos nucleotideos ndo podem ser atribuidos
ao efeito da droga por si s6, mas representam uma resposta modulatéria diante das

convulsdes induzidas pela mesma.

Adenosina e seus derivados tém sido designados como importantes supressores de crises convulsivas
em diferentes modelos de epilepsia (DRAGUNOW, 1988; BRUNDEGE & DUNWIDDIE, 1997). As
propriedades neuroprotetoras e anticonvulsivantes da adenosina estdo associadas a inibicdo da atividade
sinaptica que pode se dar através da diminui¢do da excitabilidade de membrana, inibi¢do da liberacdo de

neurotransmissores ou ambos eventos (PHILLIPS & WU, 1981; BRUNDEGE AND DUNWIDDIE, 1997).
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Este efeito depressor tem sido atribuido a ativagdo dos receptores inibitorios A; (DRAGUNOW, 1988).
Estudos prévios demonstraram que o pré-tratamento com agonistas seletivos de receptor A, apresentaram
protecdo significativa contra crises convulsivas agudas induzidas por PTZ, enquanto que a administracdo de
antagonistas de receptor Al reverteram completamente este efeito (MALHOTRA & GUPTA, 1997). A
densidade destes receptores aumenta de maneira significativa ap6s a administragdo aguda e cronica de PTZ
em diferentes regides de cérebro de ratos (ANGELATOU et al., 1990). Este aumento na densidade dos
receptores A; ¢ acompanhada por um aumento no tempo de laténcia, ou seja, tempo entre a injecdo de PTZ e
o comeco das crises, sugerindo que durante este periodo ocorre um aumento na habilidade da adenosina
endogena em atenuar a hiperatividade celular (ANGELATOU et al., 1990). Trabalhos com autoradiografia
quantitativa também revelaram que crises tonico-clonicas induzidas por PTZ causaram um aumento dos
receptores A; de adenosina em estruturas mediadoras de crises convulsivas como o hipocampo
(PAGONOPOULOQU et al., 1993). Estudos subseqiientes demonstraram que a afinidade dos receptores A; em
cérebro de ratos submetidos ao modelo de kindling também ¢é aumentada de maneira significativa
(SIMONATO et al., 1994). Neste mesmo estudo, o agonista seletivo de receptor A; (CHA), reduziu
significativamente o fluxo de um marcador da liberagdo de glutamato ([’H] D-aspartato). Estes resultados
demonstram, que o aumento da afinidade dos receptores A; em cérebro de ratos, ¢ funcionalmente relevante,
pelo menos em termos de inibi¢do da liberagdo de glutamato (SIMONATO et al., 1994). Em estudos prévios,
este aumento dos receptores de adenosina foi observada dentro de uma hora ap6s a administracdo aguda de
PTZ (PAGONOPOULOU & ANGELATOU, 1998), 24 horas apés a indugdo das crises (PAGONOPOULOU
et al., 1993), e até 14 dias apds a indugdo de repetidas injegdes da droga (ANGELATOU et al., 1990). Em
adig@o a estes resultados, a adenosina também ¢ aumentada ap6s a inducdo de crises com diferentes agentes
proconvulsivantes como o PTZ (BERMAN et al., 2000). Em humanos, situagdes diferentes da fisiologica
estdo associados a um rapido aumento dos niveis de adenosina plasmatica circulante, detectavel em sangue

periférico até 15 dias ap6s a manifestacdo do evento agudo (PASINI et al., 2000).

A ativagdo da hidrolise de ATP, ADP e AMP observada em nossos resultados a
partir de 30 minutos apos a inducao de crises agudas com PTZ em soro de ratos, demonstra

uma rapida modulagdo enzimdtica com o objetivo de produzir o neuromodulador
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adenosina, bem como hidrolisar o neurotransmissor excitatorio ATP, efeito este que se
mantém até 24 horas ap6s a administragao da droga.

Os resultados obtidos a partir do tratamento cronico com a mesma droga,
demonstraram a presenca desta mesma modulacdo enzimatica em circunstancias que
envolvem o fendmeno de plasticidade. E importante considerar que as mudangas
observadas foram provavelmente devido a modificagdes cronicas na excitabilidade
sindptica induzida por kindling e nao devido ao efeito agudo da droga, ja que os ratos
submetidos ao tratamento cronico foram mortos 48 horas apds a ultima injecao de PTZ,
tempo onde nao foi observada nenhuma diferenca significativa na hidrélise dos

nucleotideos testados apds a administracao aguda da droga.

Estes resultados também reforcam a participagdo de nucleotidases soluveis em situagdes patologicas
como epilepsia. Além disto, o diagnostico da doenga geralmente possui problemas na pratica clinica, uma vez
que alguns individuos apresentam episddios denominados “pseudocrises”, que sdo praticamente idénticos aos
eventos apresentados em epilepsia cronica. Assim, o fato de que as modificagdes observadas inicialmente em
cérebro, também podem ser observadas a nivel plasmatico, refor¢a a importancia das atividades

nucleotidasicas ndo somente sob o ponto de vista fisiopatoldgico, mas sob o ponto de vista clinico.

V. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos e apresentados no presente estudo nos permite concluir que:

- Crises agudas induzidas por uma tnica administracdo do agente pré-convulsivante
pentilenotetrazol causaram em aumento na hidrélise dos nucleotideos ATP, ADP ¢ AMP
em soro de ratos adultos. Estas modificagdes na hidrolise destes nucleotideos foram
observadas 30 minutos, 60 minutos, 1 hora, 12 horas e 24 horas ap6s a administragdo da

droga. Este efeito ndo foi mais observado 48 horas apos a indugdo das crises agudas.
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A hidrolise do substrato marcador da atividade 5’-fosfodiesterase (p-Nph-5’-TMP)
nao foi modificada apés a inducdo de crises agudas por PTZ em soro de ratos. Estes
resultados indicam que uma fosfodiesterase nao esta evolvida na hidrélise de ATP e ADP
nesta condi¢do, o que nos permite sugerir o envolvimento de uma atividade ATP-
difosfoidrolase na hidrélise destes nucleotideos apos a indugao das crises.

A ativacdo da hidrolise de AMP apos as crises agudas, sugere fortemente a
participacdo de uma 5’-nucleotidase em resposta as crises agudas.

O efeito quimico do PTZ na hidrolise dos nucleotideos foi excluido a partir de
experimentos realizados in vitro, onde nenhuma concentracao da droga provocou alteragdes

na hidrolise dos mesmos.

- O tratamento cronico com PTZ através do modelo de epilepsia, denominado
kindling, também demonstrou ativacdo na hidrélise dos nucleotideos ATP, ADP ¢ AMP.
Da mesma maneira que o tratamento agudo, a atividade fosfodiesterasica ndo foi
modificada apds o tratamento cronico com a mesma droga. Estes resultados sugerem o
envolvimento de uma ATP-difosfoidrolase em conjunto com uma 5’-nucleotidase na
hidrélise de ATP até a producdo do neuromodulador adenosina no modelo cronico de

kindling em soro de ratos adultos.

- O presente trabalho relaciona nucleotidases presentes em soro sanguineo, com
situacdes patologicas agudas que requerem o rapido aumento de adenosina, € com situagdes

patoldgicas cronicas que envolvem o fendmeno de plasticidade sinaptica.
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