UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

ATIVIDADE DA NTPDASE1 EM LINFOCITOS DE HUMANOS
IMUNOCOMPETENTES E IMUNODEPRIMIDOS

DANIELA BITENCOURT ROSA LEAL

ORIENTADORA: Profa Dra. Maria Rosa Chitolina Schetinger

Tese apresentada ao Curso de Pds-Graduacao em Ciéncias Bioldgicas-
Bioquimica, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, como

requisito parcial a obtencdo do grau de Doutor em Bioquimica.

Porto Alegre, 2005



DEDICATORIA

Dedico esta tese a minha filha Julia, meu verdadeiro tesouro.



“Deus nos concede, a cada dia, uma pagina de vida nova no livro do
tempo. Aquilo que colocarmos nela corre por nossa conta.”

Chico Xavier



AGRADECIMENTOS

Ao meu marido, Claudio, pelo apoio, pela paciéncia e pelo auxilio

dado no desenvolvimento do trabalho.

Aos meus pais, Antonio e Maudy, por torcerem sempre por mim e

me apoiarem em momentos cruciais.

A minha orientadora, Maria Rosa, por me permitir aprender o
verdadeiro sentido da pesquisa e saber que a orientacdo € semelhante a

maternidade.

Aos meus bolsistas de iniciagdo cientifica, Tiago, e especialmente
a Cris, pelas varias horas de trabalho acompanhadas por algumas

dificuldades.

E, finalmente, agradeco a todas as outras pessoas que de alguma

forma contribuiram para a realizagé@o deste trabalho.



INDICE
PARTE |
RESUMO ....ciiiiiiiiiiieee ettt e et e e e e annnneeeeas 01
ABSTRACT .ttt e e e e e s as 02
INTRODUGAO . ......c.eiitiiiiiteeeeeeeeee ettt 03
1 ENZIMAS QUE DEGRADAM NUCLEOTIDEOS E 03
RECEPTORES DE NUCLEOTIDEOS.......cccoioiieeieeeeeee e,
1.1 Funcgdes do ATP extracelular............ccccovvvvviiiiiiiiiciiiiee e, 03
1.2 Enzimas que degradam nucleotideos.........cccccceeeeeeeeeiiiiiiiiinnns 04
1.3 Receptores de NUCIeotideos..........cccovvvvveeevieiiiiiiiieeeee e, 08
2 NTPDASE E SISTEMA IMUNE........cccoviiiiiiiiiiieee e 10
2.1 Linfocitos e seus marcadores de superfiCie...........ccceevvviiinnns 10
2.2 LINfOCITOS € @POPLOSE...cecviveieiriiiiiiiieie e ee e 11
2.3 FuncgBes da NTPDase nas células linféides.............ccccvvvvvnneeee. 13
3 RESPOSTA IMUNE AO HIV...oiiiii e 14
3.1 Infeccédo das células do sistema imune pelo HIV..................... 15
3.2 Mecanismos de defesa do hospedeiro.............ccoeevvviiiiiiinnnnnnns 15
3.3 Ativacao cronica, apoptose e imunodeficiéncia........................ 16
OBUJETIVOS. ... e e et e e e eees 18
PARTE Il
CAPITULO Lottt 20
CAPITULO 2.ttt 28
CAPITULO 3.t 35
PARTE Il
DISCUSSAO E CONCLUSOES........ccooviiiiiiiicieeeseeee e 49
REFERENCIAS........cuiiiitiitiete ettt 58

ANEXOS . ..o 70



RESUMO

Os linfécitos humanos apresentam na sua superficie a enzima NTPDase1 (ecto-
apirase, ecto-difosfoidrolase; CD39; EC 3.6.1.5), responsavel pela hidrolise do ATP e
ADP extracelular e/ou outros nucleotideos di ou tri fosfatados. A determinagdao da
atividade da enzima foi padronizada através de método colorimétrico, o qual quantifica o
fosfato livre liberado durante a reacdo. A NTPDase1 foi caracterizada através da
demonstracdo de condi¢cbes 6timas de incubacdo, como dependéncia de calcio, pH,
tempo de incubacgao e temperatura 6timos, além da obtengdo de parametros cinéticos.
Os resultados obtidos foram confirmados por uma baixa expressdo de CD39 nos
linfécitos humanos, verificada por analise citométrica, com utilizacdo de anticorpo
monoclonal correspondente. Este fato indica um baixo estado de ativagédo dos linfocitos,
uma vez que o CD39 é considerado um marcador de ativacdo destas células.
Posteriormente, foi determinada a atividade da NTPDase1 em linfocitos de pacientes
imunodeprimidos pela infecgdo causada pelo HIV, os quais sdo acompanhados pelo
monitoramento de sua carga viral no plasma e contagem de células T CD4". A infeccéo
pelo HIV resulta em alteracbes nas células imunes e na secrecdo de citocinas
importantes na resposta patdogenos. Nesta situagcdo pode haver alteragdes bioquimicas
na resposta imune, como por exemplo, alteragdes na hidrdlise de nucleotideos, ou seja,
na atividade das enzimas que degradam nucleotideos extracelulares. Os linfécitos
encontram-se em estado de ativagao crbnica, o que faz com que até mesmo células
nao-infectadas pelo virus, possam sofrer apoptose por ativagdo de caspases efetoras.
Através da determinagdo da atividade da NTPDase nos linfécitos imunodeprimidos,
verificou-se um aumento de sua atividade, acompanhado por uma maior expressao de
CD39 na superficie destas células. Estes resultados sugerem que a NTPDasel é
importante para a manutencao da resposta imune, mantendo concentragées adequadas
de ATP extracelular, o qual é essencial para certas fungdes imunes, mas também pode
ser prejudicial no momento que induz apoptose nos linfocitos, 0 que poderia aumentar o
estado de imunodepressao. Devido ao fato de que muitos dos pacientes HIV-positivos
recebem terapia anti-retroviral, foi necessario verificar in vitro possiveis efeitos destas
drogas sobre a atividade da NTPDase1. Neste caso, observou-se que as concentragdes
terapéuticas destas drogas ndo afetaram a atividade da enzima. Sendo assim, a
atividade aumentada da NTPDase1 nestes pacientes, ndo € devida a interferéncia da
terapia anti-retroviral.

Palavras-chaves: NTPDase1; CD39; linfécitos; HIV-1.



ABSTRACT

Human Ilymphocytes have the NTPDase1 enzyme (ecto-apyrase; ecto-
diphosphohydrolase; CD39; EC 3.6.1.5) on their surface, which is responsible for the
extracellular hydrolysis of ATP, ADP and/or other di or tri phosphatade nucleotides. The
enzyme activity was standardized through a colorimetric assay, which measures free
phosphate liberated during the reaction. NTPDase1 was characterized through the
demonstration of incubation optimum conditions, such as calcium dependence, pH,
incubation time and optimum temperature, besides calculating kinetic parameters. The
results obtained were confirmed by a low expression of CD39 in human lymphocytes,
verified by a cytometric analysis, with the utilization of the monoclonal antibody. This
indicates a low activation state of lymphocytes, in that CD39 is considered an activation
marker of these cells. Afterwards, NTPDase activity was determined in the lymphocytes
of immune depressed patients with the HIV infection, which were monitored by viral load
determination and CD4" T cells count. The HIV infection results in alterations of the
immune cells and a secretion of important cytokines in response to pathogens. In this
situation, biochemical alterations in the nucleotide hydrolysis can occur, i.e., in the
activity of enzymes that hydrolyze extracellular nucleotides. Lymphocytes are in a
chronic activation state, which actually makes non-infected cells apt to apoptosis by
caspase activation. Through NTPDase activity determination in immune depressed
lymphocytes, an increase of enzymatic activity was verified, followed by enhanced CD39
expression. These results suggest that NTPDase1 is important for the maintenance of
the immune response, keeping adequate concentrations of extracellular ATP that is
essential for certain immune functions, but which can also be detrimental, in that it
induces apoptosis in lymphocytes. This could increase the immune depression state.
Due to the fact that very HIV-positive patients receive antiretroviral therapy, it was
necessary to test any drugs in vitro, to verify possible effects under NTPDase activity. In
this case, it was observed that the enzymatic activity was not affected by therapeutic
doses of these drugs. Thus, the increased activity of NTPDase in these patients is not
due to the interference of antiretroviral therapy.

Key words: NTPDase1; CD39; lymphocytes; HIV-1.



INTRODUCAO

1. ENZIMAS QUE DEGRADAM NUCLEOTIDEOS E RECEPTORES DE
NUCLEOTIDEOS
1.1. FUNCOES DO ATP EXTRACELULAR

Varios nucleotideos tém sido reconhecidos com moléculas sinalizadoras,
incluindo ATP, ADP, UTP, UDP e polifosfatos de diadenosina (Ap4A a Ap5A) (Miras-
Portugal et al., 1998). Os efeitos dos nucleotideos extracelulares nas células sanguineas
sdo, agora, conhecidos e sabe-se que o ATP extracelular, por exemplo, quando em
concentracdo micromolar, pode formar poros nas membranas celulares, resultando em
mudancas osmoticas na célula. Na medula éssea e nos timdcitos, o ATP estimula a
sintese de DNA, mas inibe a sua sintese no baco, linfonodos e linfécitos sangliineos
periféricos. Este nucleotideo também possui efeitos citostaticos e citotoxicos em
algumas células tumorais, por mecanismo ainda desconhecido. Além disso, provoca a
liberagdo de histamina de mastécitos e a secregdo de granulos de neutrofilos e
mondcitos, enquanto inibe a fungdo de macréfagos e a citotoxicidade mediada por
células NK (Natural Killer) (Dombrowski et al., 1997).

O ATP e, possivelmente, o UTP sao frequentemente liberados no meio
extracelular através de mecanismos nao liticos, sendo muitas vezes consequéncia de
dano celular ou morte celular aguda. Uma vez liberado no meio pericelular, o ATP pode
se ligar a receptores P2 e apds ser rapidamente hidrolisado por ecto-ATPases ou ecto-
nucleotidases (Di Virgilio et al., 2001).

A adenosina, que pode ser formada a partir do ATP hidrolisado, se liga a

receptores ou entra na célula e participa da via de salvagao das purinas (Zimmermann e



Braun, 1999). A adenosina tem efeitos protetores na injuria endotelial induzida por
isquemia (Schetinger et al., 1998; Bonan et al., 2001), mantém a funcédo da barreira
endotelial (Lunkes et al., 2003; Araujo et al., 2005), causa vasodilatagdo e suprime a
adesdo leucocitaria ao endotélio vascular (Cronstein, 1994; Ohta e Sitkovsky, 2001;

Yegutkin et al., 2002).

1.2. ENZIMAS QUE DEGRADAM NUCLEOTIDEOS

As enzimas que hidrolisam nucleotideos extracelulares sdo conhecidas como
ecto-nucleotidases, pois estdo ancoradas a superficie celular e possuem o seu sitio
catalitico voltado para o meio extracelular. As ecto-nucleotidases podem ser
classificadas como familia das E-NTPDases (ecto-nucleosideo trifosfato
difosfoidrolases), familia E-NPP (ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase),
fosfatases alcalinas e ecto-5’-nucleotidase, sendo amplamente distribuidas nos tecidos

(Zimmermann, 2000).

1.2.1. Familia E-NTPDase

Nos mamiferos foram clonados e caracterizados funcionalmente oito membros
desta familia. Nem todos os membros desta familia sdo ectoenzimas, pois além da sua
localizagdo extracelular, podem ser encontradas no Complexo de Golgi e reticulo
endoplasmatico. As enzimas que fazem parte desta familia possuem dominios de
sequéncia altamente conservada, que sdo conhecidos como “regides conservadas da
apirase” (ACRs) sendo estes relevantes para a atividade catalitica (Handa e Guidotti,

1996).
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Figura 1. Topografia e propriedades cataliticas de membros da familia E-NTPDase

(Zimmermann, 2000).

1.2.1.1. NTPDase1 (EC 3.6.1.5), NTPDase2 e NTPDase3

A NTPDase1 (CD39, ecto-apirase, ecto-difosfoidrolase) hidrolisa ATP e ADP em
uma taxa molecular de aproximadamente 1:0,5 a 1:0,9 (Kacsmarek et al., 1996; Wang e
Guidotti, 1996), o que foi observado para enzimas purificadas pertencentes a tecidos
como placenta humana (Christoforidis et al., 1995), aorta bovina (Picher et al., 1996) e
pancreas suino (LeBel et al., 1980), entre outros. A NTPDase1 hidrolisa nucleotideos tri
e/ou difosfatados, possui uma atividade catalitica maxima adaptada ao ambiente
extracelular, necessitando da presenca de cations divalentes tais como calcio e
magnésio e de um pH alcalino. Na maioria dos casos, os valores de K, estdo em faixas
micromolares. Na sua topografia na membrana possui um dominio transmembrana com
regides amino e carboxiterminais. Estas caracteristicas também s&o comuns as enzimas
NTPDase2 e NTPDase3 (Zimmermann, 2001).

NTPDase1 e NTPDase2 estdo presentes em uma grande variedade de tecidos,
incluindo coragado, placenta, pulmao, figado, musculatura esquelética, timo, rim,
pancreas, testiculos, ovarios, prostata, célon e cérebro (Zimmermann e Braun, 1999).

Altos niveis de atividade de ATPase estdo associados com a vasculatura (endotélio,




musculo liso e cardiaco), linfocitos e plaquetas (Plesner, 1995). Também a NTPDase1 ja
foi caracterizada em células do sistema imune como linfécitos (Leal et al., 2005) e
plaquetas (Pilla et al., 1996). NTPDase2 (CD39L1, ecto-ATPase) possui uma forte
preferéncia pelo ATP com taxas moleculares de ATP/ADP de 1:0,03 ou menos (Mateo
et al., 1999). A NTPDase3 (CD39L3, HB6) é um intermediario funcional que hidrolisa

ATP em uma taxa molecular de aproximadamente 1:0,3 (Smith e Kirley, 1998).

1.2.1.2. NTPDase4

Sua estrutura é semelhante as enzimas anteriormente citadas, apresentando
duas formas: uma forma estd localizada no aparato de Golgi (UDPase ) (Wang e
Guidotti, 1998) e uma forma lisossomal estd localizada nos vacuolos autofagicos
(LALP70) (Biederbick et al., 1999). A NTPDase4 possui fungdo de UDPase, hidrolisando
UDP e outros nucleosideos di e tri fosfatados, mas ndo é capaz de hidrolisar ATP e ADP

(Zimmermann, 2000).

1.2.1.3. NTPDase5 e NTPDase6

Quando expressa em células COS-7, a NTPDase5 (CD39L4, ER-UDPase) é
secretada e possui uma alta preferéncia por nucleosideos 5’-difosfatados,
especialmente UDP (Mulero et al., 1999). Uma suposta NTPDase6 (CD39L2), que ainda
nao foi funcionalmente caracterizada, esta situada no aparato de Golgi e em pequena

extensdo na membrana plasmatica (Zimmermann, 2001).

1.2.1.4. NTPDase7 e NTPDase8
A NTPDase7 (LALP1) foi clonada e caracterizada em humanos e ratos (Shi et
al., 2001) e possui localizag&o intracelular, sendo classificada como uma endo-apirase,

com preferéncia pelos substratos UTP, GTP e CTP. Bigonnesse e colaboradores (2004)



clonaram e caracterizaram a NTPDase8 em ratos, a qual parece regular os niveis de

nucleotideos extracelulares de maneira distinta de outras ectonucleotidases.

1.2.2. Familia E-NPP

Estas enzimas possuem ampla distribuicdo tecidual e revelam atividade de
fosfodiesterase e pirofosfatase, as quais sao propriedades da mesma molécula
enzimatica. Sao capazes de hidrolizar 3’,5-cAMP a AMP, ATP a AMP e PPi, ADP a
AMP e Pi, ou NAD" a AMP e nicotinamida mononucleotideo. A hidrélise ocorre tanto
com nucleotideos purinicos quanto pirimidinicos e a familia é formada pelas enzimas
NPP1, NPP2, NPP3, NPP4 e NPP5 (Zimmermann, 2000; Goding et al., 2003). Ha
evidéncias que indicam que esta familia pode modular a sinalizagdo mediada por

receptores P2 (Picher e Boucher, 2000).

1.2.3. Fosfatases alcalinas

Representam uma familia de ecto-fosfomonoesterases nao-especificas que
degradam nao somente nucleosideos 5'-tri, di e monofosfatados, mas também liberam
fosfato inorganico de uma variedade de compostos organicos, incluindo proteinas
(Whyte, 1996). Também hidrolisam PPi (Fernley, 1971; Coleman, 1992) e s&do similares
a ecto-5’-nucleotidase, pois sdo ancoradas na membrana plasmatica via GPI e possuem

formas soluveis no soro (Zimmermann, 2001).

1.2.4. Ecto-5-nucleotidase (EC 3.1.3.5)

A ecto-5’-nucleotidase ancorada via GPI também é conhecida como a proteina de
superficie de linfécito CD73 (Christensen, 1997), que representa um marcador de
maturacao de linfocitos B e linfocitos T. Uma forma soluvel desta enzima também ja foi

descrita. A enzima hidrolisa nucleosideos 5’-monofosfatados ao seu respectivo



nucleosideo e Pi, sendo a principal responsavel pela formagdo de adenosina
extracelular a partir de nucleotideos da adenina, a qual interage com receptores de
adenosina (P1) (Resta e Thompson, 1997; Airas, 1998; Resta et al., 1998; Zimmermann,
2000).

A 5’-nucleotidase em linfocitos pode ter um importante papel na regulagdo do
sistema imune humano. Uma atividade diminuida em linfécitos B foi observada em
pacientes com deficiéncia primaria de imunoglobulinas (Edwards et al., 1978;
Christensen et al., 1996) e em casos de leucemia linfocitica crénica de células B (Rosi et
al., 2002). Receptores de adenosina s&o expressos numa variedade de tecidos e tipos
celulares, incluindo linfécitos, e servem como mediadores muito importantes para
respostas fisioldgicas, como débito cardiaco e contratilidade, neurotransmissao, fungao
renal, vasodilatacdo da musculatura lisa, agregacédo plaquetaria, geracdo de anion

superoxido, lipolise e ativagdo de mastoécitos (Rosi et al., 2002).

1.3. RECEPTORES DE NUCLEOTIDEOS

Os nucleotideos sao moléculas de sinalizagdo extracelular que possuem
afinidade por receptores conhecidos como receptores P2, os quais, segundo sua
estrutura molecular, sdo divididos em duas subfamilias: P2Y(acoplados a proteina G) e
P2X (ligados a canais de ions). Em células de mamiferos foram clonados e
caracterizados farmacologicamente 5 subtipos de receptores P2Y (P2Y4, P2Y,, P2Y,,
P2Ys e P2Y ) e 7 subtipos de receptores P2X (P2X;.7) (Abbracchio e Burnstock, 1994;

Barnard et al., 1994; Ravelic e Burnstock, 1998; Di Virgilio et al., 2001).

1.3.1. Receptores P2Y
Possuem uma porgédo amino terminal voltada para o ambiente extracelular e uma

por¢cao carboxi terminal intracelular. O sinal de transdugdo ocorre via ativagcdo da



fosfolipase C e/ou estimulagao/inibicdo da adenilato ciclase. Todos os receptores séo
ativados por ATP, mas em dois deles, P2Y, e P2Ys, 0 UTP é mais potente. Ja no
subtipo P2Y,, o ATP e o UTP possuem a mesma poténcia. No subtipo P2Y4, o UTP é
inativo e o ADP tem poténcia equivalente ao ATP ou pode ser até mais potente;
contudo, no subtipo P2Y ¢y, o ATP é mais potente do que o ADP e o UTP é inativo (Di

Virgilio et al., 2001).

1.3.2. Receptores P2X

Os receptores P2X sao ligados a canais de ions que servem como mediadores
nas mudancas de permeabilidade de cations mono e divalentes (Brake et al., 1994;
Valera et al., 1994). De fundamental importancia sdo os receptores P2X;, estruturas
multiméricas, das quais 7 subunidades basicas ja foram clonadas, possuindo dois
dominios transmembrana. As por¢cdées amino e carboxiterminais se localizam no lado
citoplasmatico da membrana celular. O sinal de transdugdo ocorre via influxo de Na* e
Ca"™" e efluxo de K*, causando despolarizagdo da membrana e um aumento do calcio
citoplasmatico. O agonista destes receptores € o ATP, na forma bianidnica ou tetra-

anibnica (Chen et al., 1995; Evans et al., 1998; Di Virgilio et al., 2001).

1.3.3. Receptores P2 em linf4citos

Foi observado que o ATP suprime a proliferagéao de linfécitos periféricos, devido
a producgéao de adenosina (Fishman et al., 1980) e posteriormente, que o ATP estimula a
sintese de DNA em células linféides do timo e a inibe no baco, linfonodos e sangue
periférico (lkehara et al., 1981). Logo apds, comegaram os estudos sobre os purino
receptores nos linfocitos. Os linfocitos B expressam receptores P2Z, fazendo com que o
ATP e outros nucleotideos possam causar alteragdes nos estoques de calcio

intracelular. O receptor P2X; esta presente, e uma vez que haja a ligagdo do ATP, ha
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formagdo de um poro transmembrana, que altera a permeabilidade aos ions mono e
divalentes, aumentando assim o calcio intracelular, tal como faz o receptor P2Z (North,
1996). Além disso, acredita-se que o papel dos receptores P2X no controle da
proliferagdo de linfécitos seja mais complexo do que simplesmente as agdes efetoras

que levariam a morte celular (Di Virgilio et al., 2001)

2. NTPDASE E SISTEMA IMUNE
2.1. LINFOCITOS E SEUS MARCADORES DE SUPERFICIE

As moléculas de superficies celulares reconhecidas pelos anticorpos monoclonais
sdo chamadas “antigenos”, uma vez que podem ser produzidos anticorpos contra elas,
ou “marcadores”, porque identificam e discriminam diferentes popula¢des celulares.
Estes antigenos recebem a designacdo CD (cluster differentiation). Esta classificagao
dos antigenos tem permitido a identificacdo de células da resposta imune, seus tipos de
resposta e funcdes efetoras. Estas moléculas tém funcdées como promover interacoes e
adesao célula-a-célula e traduzir sinais que levem a ativacéo de linfécitos (Abbas et al.,
2002).

Entre os CDs presentes nos linfécitos, podemos encontrar o CD39 (NTPDase1) e o
CD73 (ecto-5’-nucleotidase). O CD39 foi originalmente identificado como um marcador
de ativacdo linféide expresso em linfécitos B, linfécitos T citotdxicos, células NK e
células endoteliais, tendo sido também reconhecido em plaquetas e megacariocitos
(Kansas et al., 1991; Dombrowski et al., 1998; Koziack et al., 1999; Coppola et al.,
2005). A molécula de CD73 é um antigeno de diferenciacéo leucocitario, expresso em
linfécitos humanos T e B, o qual apresenta atividade de ecto-nucleotidase e representa
um marcador de ativagéo de linfécito T (Christensen et al., 1996). Tanto o CD39 quanto

o CD73 participam do metabolismo de nucleotideos extracelulares.
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2.2. LINFOCITOS E APOPTOSE

A apoptose requer que a célula atingida seja metabolicamente ativa, pois
proteinas ou inibidores da sintese de RNA podem bloquear o processo em varios
tecidos (Wyllie et al., 1984; Connor et al., 1988). O aumento da concentragdo de calcio
citoplasmatico nas células suscetiveis serve como um sinal precoce do inicio da
apoptose (Orrenius et al.,, 1989). O ATP, e nao outros nucleosideos-5-trifosfatados,
causa um aumento abrupto dos niveis citoplasmaticos de calcio dentro da célula
suscetivel, seguido por condensagao do citoplasma, tumefagdo celular, segmentacao
nuclear e fragmentacdo do DNA, culminando finalmente na morte celular. O principal
marcador bioquimico ou celular de apoptose € a ativagdo da endonuclease, que causa
fragmentagdo do DNA em multiplos pedagos de aproximadamente 200 pares de bases
(Zheng et al., 1991). O ATP nao causa apoptose simplesmente pela formagao do poro,
visto que o tratamento da célula com perforina cria poros néo seletivos com diametros
de mais de 20nm, resultando em morte celular e ndo em apoptose (Podack et al., 1985;
Young et al., 1986).

A inducédo da apoptose envolve a ativacdo de enzimas citosdlicas chamadas
caspases, que estdo presentes na maioria das células, na forma de zimogénio. A
primeira via de apoptose € a morte celular passiva (morte por negligéncia ou morte
celular programada) como resultado da perda de estimulo para a sobrevida. Nesse
caso, ha um aumento de permeabilidade das membranas nas mitocéndrias e liberagao
de citocromo ¢ no citoplasma. O citocromo c¢ funciona como um co-fator com uma
proteina chamada fator-1 de ativacao (Apaf-1), ativando a caspase 9 que, por sua vez,
ativa as caspases efetoras (caspases 3, 6 e 10), levando a apoptose (Abbas et al., 2002;
Silva e Mota, 2003).

A segunda via de indugao da apoptose inclui a ativagdo do Fas (Apo-1, CD95),

que é membro da familia de receptores do fator de necrose tumoral (TNF). A ligacédo de



12

Fas a um ligante soluvel ou ligado a célula (FasL; CD95L) induz apoptose pela via de
interacdo com proteinas intracelulares, contendo dominio de morte, como a FADD
(dominio de morte associado ao Fas), e disparo da enzima conversora de interleucina-
1B (ICE; caspase-1) ou proteases ligadas a ICE (Nagata, 1995; Aries et al., 1998). O
FAAD liga-se ao pro-dominio da caspase 8 que também é capaz de desencadear as
caspases efetoras e determinar a apoptose. Esta via € chamada morte celular induzida
por ativacdo. Um dos mecanismos de regulagdo da apoptose pode ser realizado pela
inducao de expressao de proteinas antiapoptoticas da familia Bcl, como por exemplo, o
Bcl-2 (Bcl-2 oncogene ou gene 2 de leucemial/linfoma de células), o qual é capaz de
inibir a agao das caspases (Abbas et al., 2002; Silva e Mota, 2003).

A interacdo do ATP extracelular com receptores P2X; também dispara um
mecanismo que leva a alteragbes apoptéticas na célula. A ligagdo do ATP a receptores
P2X; resulta em uma corrente transitéria na membrana através de canais de cations
divalentes. Como ja mencionado, ha uma despolarizacado sustentada da membrana e
um aumento do calcio citosdlico livre devido a abertura de um poro transmembrana;
este, permeavel a moléculas hidrofilicas de peso molecular acima de 900 Da. O receptor
P2X; é responsavel pela liberagdo de IL-B e indugdo da morte celular, a qual é
controlada por uma familia de proteases intracelulares conhecidas como caspases. O
tratamento de células com ATP causa alteragbes necroticas tipicas tais como a
tumefagao celular e a vacuolizagao do citoplasma. O nucleo das células tratadas com
ATP, entretanto, revelou alteragdes apoptéticas como condensacdo da cromatina e
marginalizagdo. A inibicdo da atividade de caspase pelo inibidor zZVAD nao tem efeito
sobre a morfologia citoplasmatica, nem sobre o tumefagédo celular, nem sobre a
vacuolizagao. Ao contrario, as alteragdes nucleares apoptoticas induzidas pelo ATP sao

completamente prevenidas por este inibidor (Ferrari et al., 1999).
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Figura 2. Vias de ativagao da apoptose (http://cancer.scienceboard.net/wp-media/2004).

2.3. FUNGCOES DA NTPDASE NAS CELULAS LINFOIDES

A NTPDase1 é um membro da familia E-NTPDase e foi identificada como o
antigeno de superficie CD39 de células linféides, sendo que o aumento de sua
expressao leva a um aumento das atividades de ATPase e ADPase nestas células. O
CD39 tem sido reconhecido como um marcador de ativagao de linfécitos T (Kansas et
al., 1991), e também como capaz de gerar sinais que amplificam intera¢des célula-célula

(Maliszewski et al., 1994; Kacsmareck et al., 1996).
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Tem sido sugerido que a NTPDase1 desempenha um importante papel no
controle da fungdo dos linfocitos (Filippini et al., 1990), incluindo reconhecimento do
antigeno e/ou ativagao de atividades efetoras das células T-citotoxicas. Alteragdes na
atividade e distribuicdo desta enzima tém sido relatadas em varias condicbes
patolégicas (Bonan et al., 2001; Kittel et al., 2002; Lunkes et al., 2003; Araujo et al.,

2005)

3. RESPOSTA IMUNE AO HIV

O HIV é um retrovirus conhecido como virus da imunodeficiéncia humana,
inicialmente isolado por Montagnier e colaboradores, em 1983-1984; foi denominado
HIV-1, atualmente distribuido por todo o mundo (Sturm, 1988). Um outro virus
responsavel pela SIDA ou AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida) foi
identificado em 1986; foi denominado HIV-2, tendo sido isolado na Africa Ocidental —
Guiné Bissau, Costa do Marfim e Senegal, com alguns casos identificados nas Américas
e Europa Ocidental (Clavel et al., 1986). Estudos epidemiolégicos sugerem que o
periodo de incubacéo da infeccédo pelo HIV-2 é maior do que para o HIV-1, havendo
maior dificuldade de transmissdo do HIV-2 quando comparado ao HIV-1 (Pepin et al.,
1991).

Em 1987, apenas seis anos apds o reconhecimento inicial da epidemia de SIDA
e trés anos apos a identificagdo do agente etiologico, a zidovudina (2’-azido-3’-
desoxitimidina [AZT]), o primeiro agente anti-retroviral, foi aprovado pela US Food and
Drug Administration para tratamento da infecgdo pelo HIV. Tal infecgdo provoca um
defeito adquirido na fungédo imunoldgica, afetando particularmente a imunidade celular.
Os individuos infectados podem ser assintomaticos ou apresentar doenga progressiva
associada a infec¢gdes oportunistas recorrentes, certos canceres, acentuada perda de

peso e degeneragdao do sistema nervoso central. Recentemente, houve mudanga na
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nomenclatura da doencga associada ao HIV. Condigbes previamente descritas como
complexo relacionado a AIDS (ARC) sao, na atualidade, consideradas, em sua maior
parte, sob a designagdo mais geral de infecgdo sintomatica por HIV sem doenga de

definicdo de AIDS (Stites et al., 2000).

3.1. INFECCAO DAS CELULAS DO SISTEMA IMUNE PELO HIV

As células que possuem o antigeno de superficie CD4 sao suscetiveis a infecgao
pelo HIV-1, pois permitem a ligagdo da proteina de superficie viral gp120. Essa etapa é
acompanhada pela ligagdo de moléculas co-receptoras importantes na célula (CCRS ou
CXCR4) e forma o dominio de fus&o, permitindo a entrada do virus na célula. Apds sua
entrada, o HIV perde seu envoltdrio, liberando seu RNA na célula. Este material nucléico
pode sofrer processo de transcricdo reversa € o cDNA, sintetizado e ja duplicado, pode
integrar-se ao DNA da célula. Quando esta célula é ativada, passa a produzir proteinas
virais e, desta forma, novas particulas virais sao liberadas da célula (Sturm, 1988; Stites

et al., 2000; Ferreira e Avila, 2001; Abbas et al., 2002).

3.2. MECANISMOS DE DEFESA DO HOSPEDEIRO

Os mecanismos de defesa do hospedeiro incluem respostas celulares e
humorais, sendo que a resposta imune adquirida inicial é caracterizada por uma
expansao maciga de linfocitos T citotdxicos especificos para peptideos derivados de
proteinas do HIV, o que pode levar a uma redugcdo da viremia. Ha formacado de
anticorpos, principalmente contra glicoproteinas do envelope, mas estes anticorpos nao

sdo capazes de conter a agao do virus (Abbas et al., 2002)
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3.3. ATIVACAO CRONICA, APOPTOSE E IMUNODEFICIENCIA

Durante alguns anos, acreditou-se que a imunodeficiéncia provocada pela
infeccdo por HIV ocorria em funcéo de uma deplecéo de célula T CD4", devida ao efeito
direto do virus e associada a uma alta taxa de viremia. A proliferacdo compensatoria de
células T CD4" n3o seria suficiente, o que comprometeria a fungdo imune (Ho et al.,
1995). No entanto, recentes observagbes sugerem que a deplegéo de células T CD4" na
AIDS esta relacionada nao s6 ao efeito direto do virus, mas também a apoptose de um
grande numero de células T n&o infectadas chamadas “expectadoras — bystander”, que
sdo atingidas por um estado de ativagdo crénica, processo conhecido como AICD
(morte celular induzida por ativagao) (Silvestri e Feinberg, 2003).

O HIV-1 é capaz de aumentar a expressao de Fas, mesmo em células CD4 nao-
infectadas, pela ligacdo cruzada das moléculas CD4 com suas proteinas do envelope
viral gp120. Foi observado que durante oito semanas de terapia antirretroviral houve
uma marcante redugdo da expressdo de Fas em células T CD4" e CD8", ndo somente
em pacientes que mostraram um aumento de células T CD4", mas também em n&o-
respondedores. Este fato pode ser resultante do declinio da quantidade de gp120
soluvel ou ligada a célula, a qual é associada com a apoptose de células T CD4" em
pacientes com infeccdo pelo HIV, provavelmente por uma regulagdo positiva da
expressao do antigeno Fas e RNAm para Fas, mesmo em células T ndo infectadas. A
regulacado negativa da expressao de Fas depois do inicio da terapia anti-retroviral pode
representar um decréscimo da ativagdo imune, ou por uma reduzida quantidade de
antigenos virais ou por um aumento relativo de células T virgens (Aries et al.,1998).

A observagao de que uma maior reposicao de células T observada em individuos
infectados pelo HIV pode refletir um aumento primario na proliferagdo de células T
efetoras de memoria, reforga o conceito de que a ativagado imune crénica desempenha

um importante papel na patogénese da AIDS e pode levar a algumas implicagdes.
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Primeiro, a expansao de células efetoras de memoria pode esgotar o estoque de células
T virgens, o que reduziria a capacidade do sistema imune de gerar uma resposta
primaria a novos antigenos. Segundo, a expansao destas células de vida curta, n&o leva
ao estabelecimento de um reservatério normal de células de memoaria verdadeiras, que
poderiam proteger contra varias infecgées (Wherry et al.,, 2003), inclusive contra a
infeccao pelo HIV. Terceiro, a expansédo destas células efetoras pode gerar grandes
quantidades de citocinas pré-inflamatérias e pré-apoptéticas, que poderiam promover
uma exagerada imunopatologia em células ndo-infectadas. E por ultimo, a geracéo de
grande quantidade de células T CD4" ativadas fornece um fértil substrato para a
replicagao viral do HIV-1 (Migueles et al., 2002; Silvestri e Feinberg, 2003).

A enzima NTPDase1 é expressa na superficie de linfocitos, demonstrando seu
estado de ativagdo e parece ser extremamente importante para as funcdes efetoras
destas células. Uma vez que esta enzima esta relacionada a fungbes exercidas por
células que sao responsaveis pela resposta imune, ha necessidade de se estudar sua
atividade em linfocitos humanos, durante o curso clinico de certas patologias que afetam

a imunidade, tais como a infecgéo pelo HIV.
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OBJETIVOS

Os nucleotideos extracelulares desempenham importantes fung¢des bioldgicas e
estdo sujeitos a hidrolise por agao de enzimas conhecidas como ecto-nucleotidases, tais
como a NTPDase1. Varios trabalhos tém sido desenvolvidos com enzimas que
degradam nucleotideos e suas implicagbes em processos patoldgicos.

Sendo assim, este estudo teve por objetivos:

|. Caracterizar a NTPDase1 em linfécitos humanos, determinando sua atividade
através de um método simples, ndo-radioativo e de baixo custo.

II. Determinar a atividade da NTPDase1 em linfécitos de pacientes imunodeprimidos
por infecgdo pelo HIV-1 através de ensaio enzimatico e verificar a expressao de

CD39 na superficie de seus linfécitos, através de citometria de fluxo.

lll. Verificar o efeito das drogas anti-retrovirais sobre a atividade da NTPDase1 em

linfécitos humanos, através de ensaios in vitro.
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Abstract

Background: NTPDase-1 (EC 3.6.1.5) is an enzyme that hydrolyzes extracellular
nucleoside tri- and/or diphoshates forming ATP that can serve as a substrate for an ecto-
5’-nucleotidase (EC 3.1.3.5) with liberation of adenosine, a modulator of vascular tone
and inhibitor of platelet aggregation. Also occurs in lymphocytes playing important role in
function immune. In this study was investigated if anti-HIV therapy could affect NTPDase
activity in human lymphocytes.

Methods: Samples of lymphocytes were incubated with different concentrations of anti-
HIV drugs and NTPDase activity was determined by colorimetric assay with
quantification of inorganic phosphate liberated.

Results: There is not significant difference of NTPDase activity among samples with
therapeutic doses of anti-HIV drugs tested when compared with controls.

Conclusions: NTPDase activity in peripheral human lymphocytes is not altered by anti-

HIV therapy.
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1. Introduction

Enzymes that hydrolyse extracellular nucleotides are known like ecto-
nucleotidases, because they are anchored in cellular surface and their active site is
turned to extracellular medium [1]. The NTPDase is an enzyme that hydrolyses
extracellular nucleoside tri-and/or diphosphates (preferably ATP and ADP), showing Ca**
or Mg?* dependence, optimum activity in alkaline pH, and insensitivity to specific
inhibitors of others ATPases and also to alkaline phosphatase and was p