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RESUMO

A conversdo da adenosina em inosina € catalisada pela enzima adenosina
desaminase (E-ADA; EC 3.5.4.4), que possui duas isoformas em humanos e pertence
a familia das hidrolases dependentes de zinco. A E-ADA pode modular a fun¢do dos
linfécitos, desempenhando também importante papel no desenvolvimento de tecidos,
e na funcédo das plaquetas, devido a sua interferéncia no processo de angiogénese e
agregacao plaquetaria. A quantificagdo da atividade da E-ADA em linfocitos e
plaguetas humanos ja foi previamente realizada, porém nédo h& na literatura estudos
apresentando a sua caracterizacdo bioquimica e cinética detalhada. Assim,
evidenciou-se a necessidade de caracterizacdo da atividade da E-ADA em linfocitos
e plaguetas isolados de sangue periférico de humanos, na auséncia de processos
patolégicos envolvidos. Antes do inicio da caracterizacdo enzimatica foi realizado
ensaio de viabilidade das células mononucleadas (PBMC) ricas em linfocitos, que
apresentou 88,4% de células com membrana integra apés 20 horas. Na citometria de
fluxo, observou-se que 53,8 + 6,8% de células do PBMC no gate dos linfocitos foram
marcadas com o anticorpo anti-CD26. Nos linfécitos, a atividade enzimatica foi linear
de 15 a 120 minutos de incubacéo, com 2,5 a 12,5 ug de conteudo de proteina e entre
a faixa de pH 6.0 a 7.4. Ja nas plaquetas, a atividade foi linear de 15 a 105 minutos
de incubacéo, com 7,5 a 20 ug de conteudo de proteina e entre a faixa de pH 6.0 a
7.4. Para linfocitos, o Km aparente e Vmax foram 0,103 £ 0,051 mM e 0,025 + 0,001
nmol de NHs/min/mg de proteina, respectivamente. Para plaquetas, o Kn aparente foi
0,0017 + 0,00045 mM e a Vmax foi 0,004 £ 0,0001 nmol de NH3/min/mg de proteina. O
zinco (5 mM) exerceu inibicdo na atividade enzimatica em ambas as células, porém o
efeito preventivo do EDTA foi observado apenas nos linfécitos. A E-ADA nos linfocitos
apresentou preferéncia pela adenosina como substrato em relacdgo a 2'-
desoxiadenosina e guanosina, enquanto que nas plaquetas observou-se preferéncia
pela adenosina apenas quando comparada a guanosina. O EHNA apresentou inibicdo
significativa da atividade da E-ADA nos linfécitos e nas plaquetas (>90%),

demonstrando a predominancia da isoforma ADAL nestas células.

Palavras-chave: Adenosina desaminase; ensaios enzimaticos; sinalizacdo

purinérgica.



ABSTRACT

The conversion of adenosine to inosine is catalyzed by the enzyme adenosine
deaminase (E-ADA; EC 3.5.4.4), which has two isoforms in humans and belongs to
the family of zinc-dependent hydrolases. E-ADA may modulate the lymphocyte
function, also playing an important role in tissue development, and in platelet function,
due to its interference in the process of angiogenesis and platelet aggregation. The
qguantification of E-ADA activity in human lymphocytes and platelets has been
previously performed, however there are no studies in the literature presenting its
detailed biochemical and kinetic characterization. Thus, the characterization of the
activity of E-ADA in lymphocytes and platelets isolated from human peripheral blood is
needed, in the absence of pathological processes involved. Before the enzymatic
characterization, a viability assay of the lymphocyte-rich peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) was performed, which presented 88.4% of cells with whole cytoplasmic
membrane after 20 hours. In flow cytometry, 53.8 £ 6.8% of PBMC cells at the
lymphocyte gate were labeled with the anti-CD26 antibody. In lymphocytes, the
enzymatic activity was linear from 15 to 120 minutes incubation, with 2.5 to 12.5 ug of
protein content and between the pH range of 6.0 to 7.4. In the platelets, the activity
was linear from 15 to 105 minutes of incubation, with 7.5 to 20 ug of protein content
and between the pH range of 6.0 to 7.4. For lymphocytes, the apparent Km and Vmax
were 0.103 £ 0.051 mM and 0.025 + 0.001 nmol NHas/min/mg of protein, respectively.
For platelets, the apparent Ky was 0.0017 £ 0.00045 mM and the Vmax was 0.004 +
0.0001 nmol NHs/min/mg of protein. Zinc (5 mM) exerted inhibition on enzymatic
activity in both cells, but the preventive effect of EDTA was observed only on
lymphocytes. In lymphocytes, E-ADA showed preference for adenosine as a substrate
instead of 2'-deoxyadenosine and guanosine, while in platelets adenosine was
preferred only when compared to guanosine. EHNA showed significant inhibition of E-
ADA activity in lymphocytes and platelets (> 90%), demonstrating the predominance

of the ADAL1 isoform in these cells.

Keywords: Adenosine deaminase; enzymatic assays; purinergic signaling.
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1. INTRODUCAO

Nucleotideos e nucleosideos extracelulares (como ATP, ADP, AMP e
adenosina) sao liberados no sangue por leucdcitos, linfécitos, células endoteliais e
plaquetas, por ativacdo celular decorrente de degranulacdo ou morte celular
(DEAGLIO; ROBSON, 2011). Estes nucleotideos e nucleosideos podem ser ainda
metabolizados por enzimas ligadas a membrana plasmatica que possuem sitio ativo
voltado para o meio extracelular, também chamadas de ectoenzimas (KUKULSKI;
LEVESQUE; SEVIGNY, 2011).

A conversdo da adenosina em inosina (e do analogo desoxiadenosina em
desoxinosina) é catalisada pela adenosina desaminase (E-ADA; EC 3.5.4.4),
representada nos humanos por duas isoformas ADAl e ADA2 (ZAVIALOV;
ENGSTROM, 2005; KUKULSKI; LEVESQUE; SEVIGNY, 2011; BURNSTOCK;
VERKHRATSKY, 2012).

Os efeitos fisiologicos da adenosina extracelular sdo mediados por sua
interacdo com quatro receptores acoplados a proteina G, os receptores de adenosina
Al, A2A, A2B e A3 (LANE; JAAKOLA; IJZERMAN, 2011). Estes receptores podem
mediar a sinalizacao celular desempenhando papeis na protecao de tecidos e 6rgaos
contra danos, agindo por diversos mecanismos que aumentam a oferta e demanda de
oxigénio, provocam efeitos anti-inflamatorios e estimulam a angiogénese. Seu estudo
tem demonstrado aplicacdes no tratamento da dor, glaucoma, lesGes isquémicas,
asma, artrite, cancer, inflamacao e outros disturbios (GESSI et al., 2011).

A adenosina é considerada neuromoduladora e neuroprotetora, além de atuar
em outros sistemas periféricos envolvidos na regulacdo da presséao arterial, resposta
imune, dor, angiogénese, dentre outros (BURNSTOCK; VERKHRATSKY, 2012). Em
condicBes de privacdo de energia, 0s niveis de adenosina aumentam influenciando a
homeostase energética de véarias formas, provocando alteragcdes no suprimento
sanguineo e no metabolismo celular (por exemplo, atuando na manutencdo do
potencial de membrana) (FREDHOLM; JOHANSSON; WANG, 2011).

A modulacdo da cascata de sinalizacdo purinérgica pelos nucleotideos e
nucleosideos apresenta uma complexa influéncia em processos inflamatorios,
principalmente nas células e vasos sanguineos provocando respostas
extravasculares (DEAGLIO; ROBSON, 2011).
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A sinalizagdo purinérgica consiste na interacéo entre as purinas extracelulares,
as enzimas que hidrolisam estes nucleotideos e nucleosideos, e os receptores com
0s quais estes se ligam. Este tipo de sinalizacéo apresenta implicacdes na proliferacao
celular, migracdo, diferenciacdo e morte no desenvolvimento embrionario, no
processo de cicatrizacdo, na inflamacdo, na neuroprotecdo, no cancer e em varias
outras doencas (BURNSTOCK, 2006).

A guantificacdo da atividade da E-ADA ja foi previamente realizada em células
linfoides de carneiros durante producdo de anticorpos apds estimulo antigénico
(HALL, 1963), em células de sangue periférico de pacientes com disturbios
hematolégicos como leucemia linfoide e mieloma (MEIER; COLEMAN; HUTTON,
1976), em soro de pacientes com diferentes desordens hepaticas (SANCHEZ et al.,
1989), em soro de pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia adquirida (HIV)
(GAKIS et al.,, 1989), em fluido sinovial de pacientes com artrite reumatoide
(NAKAMACHI et al., 2003), em plaquetas de ratos expostos a fumaca de cigarro
(JAQUES et al., 2011), em plaquetas de pacientes com forma indeterminada da
doenca de chagas (SOUZA et al., 2012), em liquor e soro para diagnostico de
meningite tuberculosa (CHO et al., 2013), em soro de pacientes com leucemia linfoide
cronica (GHADERI et al., 2016), em plaquetas de gestantes com diabetes, hipertensao
e HIV (LEAL et al., 2016), dentre outros estudos.

Ja a caracterizacao da atividade da E-ADA foi realizada em células leucémicas
(MORISAKI; FUJII; MIWA, 1985), em células epidérmicas normais e de carcinoma
(KOIZUMI et al., 1985), em intestino de camundongos (SINGH; SHARMA, 2000), em
figado humano e de galinha (IWAKI-EGAWA; WATANABE, 2002), em hemolinfa do
molusco Biomphalaria glabrata (VALE et al., 2005), em cérebro de peixe zebrafish
(ROSEMBERG et al., 2008), dentre outros estudos.

Embora a caracterizacao da atividade enzimética da E-ADA em soro humano
tenha sido proposta por Giusti (1974) e por Guisti e Gakis (1971), ndo ha na literatura
estudos apresentando a caracterizacdo detalhada da atividade desta enzima em
linfocitos e plaquetas isolados de sangue periférico humano, apesar de varios dos
trabalhos anteriormente citados quantificarem sua atividade nestas células
especificas.

Deste modo, evidenciou-se a necessidade de padronizacao de condigdes como

tempo, conteddo de proteina, temperatura e pH, além da influéncia de ions, em
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linfécitos e plaquetas isolados de sangue periférico de humano, na auséncia de

processos patologicos envolvidos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
A sinalizacdo purinérgica compreende a interacdo entre as purinas
extracelulares, as enzimas que hidrolisam estes nucleotideos e nucleosideos, e os

receptores com os quais estes se ligam (Figura 1) (BURNSTOCK, 2006).

Figura 1 — Componentes da sinalizacdo purinérgica.
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*MLP, N-formil-metionil-leucil-fenilalanina; FPR, receptores do tipo formil peptideo; ENTPDs,
ectonucleosideo trifosfato  difosfohidrolases; CD73, ecto-5-nucleotidase; CNTSs,
transportadores de nucleosideos concentrativos; ENTSs, transportadores de nucleosideos

equilibrativos. Fonte: Adaptado de Junger (2011).

O termo sinalizacao purinérgica foi proposto em 1972, porém este conceito so
passou a ser melhor aceito na década de 90, ap6s a clonagem e a caracterizacdo dos
subtipos de receptores purinérgicos (BURNSTOCK, 2016). Este tipo de sinalizacéo
apresenta implicacdes na proliferacdo celular, migracéo, diferenciacdo e morte no
desenvolvimento embrionario, no processo de cicatrizacdo, ha neuroprotecao, dentre
outros (BURNSTOCK, 2006).

Alteracdes na sinalizagdo purinérgica sdo observadas em diversas condi¢ges
fisiopatolégicas como desordens do sistema nervoso central, doencas

cardiovasculares, distlrbios nas vias aéreas, desequilibrios nos sistemas sensoriais,
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regulacao do sistema imunoldgico e inflamacéo, infec¢des, distirbios enddcrinos e
obesidade, doencas intestinais, transtornos renais e do trato urinario, doencas
hepéticas, doencas do sistema reprodutivo, transtornos de pele e distlrbios
musculoesqueléticos (BURNSTOCK, 2017).

2.1 Nucleotideos e nucleosideos extracelulares

Nucleotideos, como o ATP (Figura 2), e nucleosideos, como a adenosina, sao
encontrados em todos os tecidos e sistemas de animais, nos quais produzem efeitos
por mecanismos intra e extracelulares (YEGUTKIN, 2008). Estes podem atuar como
componentes importantes da resposta imune inata por induzir o recrutamento de
células inflamatoérias ao estimular a liberac&o de citocinas e a producéo de mediadores
inflamatorios, como as espécies reativas de oxigénio (ROS) e o 6xido nitrico (NO)
(COUTINHO-SILVA; OJCIUS, 2012).

Figura 2 — Estrutura dos nucleotideos ATP, ADP e AMP, e do nucleosideo adenosina.
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Fonte: Adaptado de Voet, Voet e Pratt (2014).

O ATP e a adenosina séo liberados no meio extracelular em sitios de infeccao
e inflamacdo. O ATP estd envolvido no desenvolvimento de inflamacédo pela
combinacdo de ac¢des como liberacdo de histamina pelos mastécitos, produgédo de
prostaglandinas e producao e liberacdo de citocinas por células do sistema imune. Ja
a adenosina exerce efeito contrario, induzindo acbes anti-inflamatérias
(BURNSTOCK, 2006). A sinalizacao a longo-termo mediada por ATP e adenosina
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ocorre também durante desenvolvimento embrionario, angiogénese, angioplastia e
aterosclerose (BURNSTOCK, 2014).

O ADP no meio extracelular, por exemplo, pode ativar plaquetas por meio de
sua ligacdo com dois receptores acoplados a proteina G, P2Y1 e P2Y1> (LINDEN,
2011). A ativacao do receptor P2Y1 por ADP também induz a agregacao plaquetaria,
relaxamento muscular e vasodilatacdo (JACOBSON et al., 2011). Além disso, as
plaquetas se acumulam e liberam ADP como fator de recrutamento de mais plaquetas,
podendo contribuir na formacéao de trombos (DEAGLIO; ROBSON, 2011).

A adenosina (Figura 3) produzida apés as sucessivas hidrdlises iniciadas com
o ATP, contribui como componente tardio na vasodilatacdo por acdo direta de
receptores P1 na musculatura vascular lisa (BURNSTOCK, 2006).

Em células da musculatura lisa de artérias, observou-se que a ativacao de
receptores A; e A por adenosina ocasiona elevacdo nos niveis de AMP ciclico
(cAMP), devido a interacdo com adenilato ciclase ligada a esses receptores, e paralela
inibicdo na sintese de DNA nestas células (JONZON; FREDHOLM; NILSSON, 1985).
A adenosina pode também exercer papel fundamental no desenvolvimento de
aterosclerose e também regular a liberagcdo do fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF) nas plaquetas ativadas (BURNSTOCK, 2008).

Figura 3 — Estrutura da adenosina e da desoxiadenosina.
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Fonte: Woski e Schmidt (2011).

J& a desoxiadenosina apresenta um atomo de oxigénio a menos na posigao 2’
da ribose e demonstrou néo ser efetiva no relaxamento da musculatura lisa intestinal,
porém efetuou o relaxamento efetivo da musculatura lisa vascular. Entao, foi sugerido

gue no musculo liso intestinal ha uma interagao significante com a posi¢ao 2’ da ribose
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da molécula de adenosina, enquanto que no musculo liso vascular tal interacao
completa desta porcdo ndo é necesséaria para que haja sua atividade méaxima
(BURNSTOCK, 1976).

2.2 Receptores purinérgicos

Os receptores purinérgicos (Figura 4) foram identificados em varios terminais
nervosos (centrais e periféricos) e células sanguineas, estando amplamente
distribuidos em diversos tecidos nos humanos (BURNSTOCK; BROWN, 1981).

Estes receptores sao divididos em dois tipos: receptores P1, que possuem a
adenosina ou AMP como agonistas; e os receptores P2, que possuem como agonistas
nucleotideos di e/ou trifosfatos derivados das bases nitrogenadas adenina ou uracila,
e também moléculas estruturalmente relacionadas como a UDP-glicose
(BURNSTOCK, 2014).

Figura 4 — Receptores purinérgicos.

P2X1.7 P2Y1,2,4,6,11,12,13,14
Fonte: Adaptado de Yegutkin (2008)

Todos os receptores Pl de adenosina sdo acoplados a proteina G
(metabotrdpicos), possuindo agonistas e antagonistas especificos para cada subtipo:
A1, Ao, A2g € Az (BURNSTOCK, 2006).

Os receptores A1 e Az sdo acoplados a proteina Gi ou Gq, enquanto que 0s
receptores Axa e Azg sdo acoplados a proteina Gs, desencadeando portanto respostas
fisiologicas distintas (CORRIDEN; INSEL, 2012). Por exemplo, a ativacdo dos
receptores A; provoca a estimulagcéo da adenilato ciclase e consequente elevacdo dos
niveis de cCAMP (FUENTES et al., 2014).
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Bynoe e colaboradores (2015) consideram que a ativacdo dos receptores P1
nas células da barreira hematoencefalica, cuja permeabilidade é altamente seletiva,
promove a entrada de pequenas moléculas e macromoléculas no sistema nervoso
central de forma tempo-dependente. Logo, a modulagéo destes receptores poderia
ser utilizada em conjunto com novas terapias de entrega dos farmacos as células
cerebrais.

Os receptores A; sdo amplamente distribuidos nos tecidos, porém este subtipo
ndo esta presente ou é pouco expresso em células linfoides, sendo mais estudada
sua expressao no sistema nervoso central (FRANCO et al., 1998).

J& os receptores P2 sao divididos nos subtipos P2X e P2Y: os receptores P2X
pertencem a familia de receptores ligados a canais ibnicos, possuindo sete subtipos;
enquanto que os receptores P2Y séo receptores acoplados a proteina G, com oito
subtipos identificados (BURNSTOCK, 2006).

Os subtipos de receptores P2 se diferem quanto a sua seletividade por
nucleotideos e se relacionam com diferentes vias de sinalizacao celular: P2X e P2Y 11
séo ativados por ATP; P2Y, por ATP e UTP; P2Y41, P2Y12, € P2Y13 por ADP; P2Y,4 por
UTP; P2Ys por UDP; e P2Y14 por UDP-glicose (KUKULSKI; LEVESQUE; SEVIGNY,
2011).

Quando o ATP se liga a receptores P2X, o canal ibnico é aberto resultando no
fluxo de cations por milissegundos. Estes receptores sdo expressos em células
neurais e nao-neurais, podendo atuar na contracdo da musculatura lisa e na
imunomodulacao. Portanto, eles vém sendo estudados com potencial terapéutico em
diversas desordens, como dor, inflamacdo, infeccdo e céancer (BURNSTOCK;
KENNEDY, 2011).

Inibidores do receptor P2Y 1, j& sdo utilizados na clinica como antiagregantes
plaquetérios, reduzindo a mortalidade e a morbidade em pacientes com doencas
cardiovasculares. Outros receptores P2Y também vém sendo estudados em testes
pré-clinicos, como em casos de fibrose cistica, diabetes e doenca aterosclerética
(ERLINGE, 2011).



20

2.3 Ectoenzimas

2.3.1 Ectonucleotidases

As ectoenzimas que hidrolisam nucleotideos extracelulares sdo chamadas de
ectonucleotidases. As ectonucleotidases que degradam rapidamente o ATP em
adenosina sdo divididas em 4 familias: as nucleosideo trifosfato difosfohidrolases
(NTPDases); as ectonucleotideo pirofosfatases/fosfodiesterases (NPPs); as
fosfatases alcalinas (APs); e as ecto-5'-nucleotidases (E-5-NT). Estas estéao
envolvidas na degradagéo de ATP em ADP, AMP e adenosina (BURNSTOCK, 2006;
BURNSTOCK, 2014).

A cascata de ectonucleotidases, iniciada por NTPDases, é terminada pela E-
5-NT com a hidrolise de AMP e formacéo de adenosina. Desta forma, as enzimas E-
5-NT e a adenosina desaminase (E-ADA), ectoenzima que converte adenosina em
iosina, regulam as concentracfes de adenosina no plasma e no meio extracelular
(ROBSON; SEVIGNY; ZIMMERMANN, 2006).

2.3.2 E-ADA

A E-ADA é uma enzima essencial da via catabodlica das purinas, catalisando
irreversivelmente a conversdo de adenosina em inosina e amodnia, podendo ser
posteriormente degradada ao acido urico (GRACIA et al., 2013).

Também chamada de adenosina desaminase/aminohidrolase, pode reagir
especificamente com adenosina (Figura 5) ou com analogos do nucleosideo de
adenina, encontrando-se amplamente distribuida nos tecidos animais (GIUSTI, 1974).
Esta enzima foi identificada em nematddeos, insetos, peixes, seres humanos e outros
mamiferos, encontrando-se amplamente distribuida nos tecidos animais (GIUSTI,
1974; BURNSTOCK; VERKHRATSKY, 2012).

A E-ADA consiste em uma proteina de 35 kDa ligante de zinco (Figura 6),
podendo também formar um dimero com a dipeptidil peptidase 1V (DPPIV ou CD26),
gerando um complexo de 280 kDa (Figura 7). Em humanos, duas isoformas foram
identificadas, a ADAL1 e a ADA2. (ZAVIALOV; ENGSTROM, 2005).
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Figura 5 — Reacdao catalisada pela E-ADA.
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Fonte: Voet, Voet e Pratt (2014).

Figura 6 — Estrutura por raio x da ADA2 humana.

*As esferas de coloragdo marrom correspondem ao zinco presente no sitio ativo da enzima.
Fonte: Adaptado de Zavialov (2010).

As duas isoformas da E-ADA humana pertencem a familia das hidrolases
dependentes de zinco e sdo fortemente inibidas por desoxicoformicina e eritro-9-(2-
hidroxi-3-nonil)-adenina (EHNA). A ADAL influencia na funcéo dos linfécitos e algumas
mutacdes herdadas relacionadas a esta enzima resultam em imunodeficiéncia severa,
ja a ADA2 desempenha importante papel no desenvolvimento de tecidos, visto que
pertence a familia de fatores de crescimento da adenosina desaminase (ZAVIALOV
et al., 2010).
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Figura 7 — Estrutura por raio x da E-ADA bovina em complexo com DPPIV humana.

*As unidades representadas em rosa e azul correspondem a DPPIV humana, enquanto que
as unidades amarela e branca correspondem a E-ADA bovina. Ja as esferas de coloracéo
marrom correspondem ao zinco presente no sitio ativo da E-ADA. Fonte: Adaptado de
Weihofen et al. (2004).

Os maiores niveis de E-ADA em humanos sé&o encontrados nos tecidos
linfoides (ALDRICH; BLACKBURN; KELLEMS, 2000). Em linfécitos de sangue
periférico humano, a E-ADA é encontrada predominantemente em linfocitos T, sendo
gue a atividade enzimatica nos tecidos linfoides periféricos esta correlacionada com a
porcentagem de linfocitos T em cada individuo (BARTON; GOLDSCHNEIDER, 1979).

2.4 Linfoécitos

Os linfécitos sé@o células esféricas, com diametro entre 6 e 8 um, que
reconhecem moléculas estranhas presentes em varios agentes infecciosos e 0s
combatem através de resposta humoral e resposta citotoxica celular. Possuem
também a cromatina disposta em grumos grosseiros e o citoplasma escasso
(JUNQUEIRA, 2013).



23

A populacéo de linfocitos € composta por aproximadamente 15% de linfocitos
B, 80% de linfécitos T e 5% de células “null”’, que correspondem as células sem
marcadores de superficie (células-tronco e células “natural killer” (NK)) (GARTNER;
HIATT, 2011).

As subpopulacdes de linfécitos T sdo definidas por moléculas marcadoras
especificas em sua superficie celular, compreendendo os linfécitos T auxiliares (ou
“helper”, CD4"), os linfocitos T citotoxicos (ou “killer”, CD8™), os linfécitos T reguladores
(Treg) € as células da memdria imunoldgica (OVALLE; NAHIRNEY; 2014).

Os linfocitos T precisam passar pelo cortex do timo para tornarem-se
imunologicamente competentes, enquanto que as células NK n&o necessitam desta
interacdo com o timo para que possam desempenhar suas funcbes (GARTNER;
HIATT, 2011). Os linfécitos T auxiliares estdo envolvidos principalmente no combate
as infeccdes por patogenos. Ja os linfocitos B quando ativados, por antigenos ou por
citocinas, se diferenciam em plasmacitos, que sintetizam e secretam imunoglobulinas
(OVALLE; NAHIRNEY; 2014).

Os linfécitos B efetores secretam os anticorpos visando prevenir as infeccbes
e eliminar os micro-organismos extracelulares, constituindo a resposta imunolégica
humoral. Na imunidade mediada por célula, os linfocitos T auxiliares ativam
macrofagos visando eliminar os microrganismos fagocitados ou os linfocitos T
citotoxicos destroem diretamente as células infectadas (Figura 8) (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI, 2015).



Figura 8 — Imunidade humoral e imunidade mediada por célula.
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Fonte: Abbas, Lichtman e Pillai (2015).

2.5 Funcdes da E-ADA nos linfocitos
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A funcao da E-ADA na porcéo extracelular da membrana plasmatica vem sendo

objeto de varios estudos, visto que a mesma pode ser encontrada em mondcitos,
linfocitos B e linfocitos T (GINES et al., 2002). A E-ADA esta localizada na superficie

celular de linfécitos, apresentando cluster de diferenciacéo proprio (CD26) devido a
sua ligacdo com a DPPIV (BOURS et al., 2006).

A DPPIV ou CD26 consiste em uma glicoproteina de superficie celular com

atividade de dipeptidil peptidase IV conhecida em seu dominio extracelular, estando

presente em varios tipos celulares como linfécitos T e células epiteliais do figado, rim

e intestino (DONG et al., 1996). Nos linfécitos T, sua associagdo com a E-ADA

desencadeia sinais co-estimulatorios intracelulares (GINES et al., 2002).
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Além disso, a E-ADA desempenha importante funcao na remocéo catalitica da
adenosina no meio extracelular, podendo também participar da regulacdo de
respostas inflamatérias e imunes em tumores (DONG et al., 1996). Sendo assim, a
funcdo dos linfocitos pode ser afetada pelos niveis de adenosina, que atua como
importante molécula sinalizadora (BOURS et al., 2006).

A deficiéncia na E-ADA por mutagdes em humanos manifesta-se primariamente
com linfopenia severa e imunodeficiéncia, ocasionando morte aos seis meses de vida
caso nao tratada. E sugerido que o acimulo de substrato da E-ADA desencadeia
consequéncias metabdlicas que podem induzir a apoptose e a morte de linfécitos.
Assim, os niveis elevados de adenosina poderiam desencadear uma exagerada
sinalizacdo nos receptores P1 (acoplados a proteina G), que podem por sua vez
regular o CAMP intracelular e os niveis de calcio, levando a apoptose. Da mesma
forma, niveis elevados de 2’-desoxiadenosina podem prejudicar os linfécitos, visto que
a mesma pode atuar como inibidor da enzima S-adenosilhomocisteina hidrolase
(necessaria para reacgdes celulares essenciais de transmetilacdo) e pode ainda ser
fosforilada tornando-se trifosfato de desoxiadenosina (dATP), também induzindo a
apoptose (HOVI et al.,, 1976; BARTON; GOLDSCHNEIDER, 1979; ALDRICH,;
BLACKBURN; KELLEMS, 2000).

Foram observados diferentes niveis de atividade da E-ADA nas células do
sistema imune em diferentes estagios de maturacéo, sugerindo que esta enzima esta
relacionada com a diferenciacéo de linfécitos B e T. Acredita-se que a E-ADA media
interacdes especificas entre os linfécitos (B e T) e outros linfécitos, e entre linfécitos e
células do estroma (FRANCO et al., 1998).

A co-estimulacdo mediada pela E-ADA promove uma elevada producdo de
células T durante a fase efetora e uma aumentada geracéo de células T de memdria
apos a fase efetora. Além disso, esta atividade enzimatica promove um aumento na
geracdo de células Trg, inclusive em culturas de células obtidas de pacientes
infectados com o virus HIV (MARTINEZ-NAVIO et al., 2011).

A atividade da E-ADA ja foi investigada em soro de pacientes com leucemia
linfocitica cronica (GHADERI et al., 2016), em subpopulacdes de linfocitos sanguineos
de cordao umbilical humanos (AMBROGI et al., 1982), em linfocitos de ratos adultos
tratados com acido cafeico (ANWAR et al., 2013), em linfocitos do fluido pleural de
pacientes com diagnéstico de tuberculose (ARNOLD et al., 2015), em soro e linfocitos

de sangue periférico de pacientes com miastenia gravis (CHIBA et al., 1990), em soro
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e linfocitos periféricos de pacientes com doenca de Parkinson idiopatica (CHIBA et al.,
1995), em linfocitos de pacientes com febre tifoide (GALANTI et al., 1981), em
linfécitos periféricos sanguineos de pacientes com cancer gastrico (KOJIMA et al.,
1985), dentre outros.

2.6 Plaquetas

As plaguetas consistem em corpusculos anucleados, com diametro entre 2 a 4
um e formato discoide. S&o derivadas dos megacaridcitos, células gigantes
provenientes da medula 6ssea, e promovem a coagulacdo do sangue e ajudam na
reparacao do endotélio vascular para evitar perda de sangue (JUNQUEIRA, 2013).

Durante uma injaria vascular (Figura 9), proteinas da membrana basal e
colageno sdo expostos, permitindo que as plaquetas figuem aderidas ao substrato.
Estas plaquetas aderidas irdo entdo se agregar e liberar mediadores da ativacéo
plaquetéaria, como ADP e tromboxano A2. Apods esta ativacao, as plaguetas produzem
trombina, catalisando o inicio da cascata de coagulacdo e gerando deposicdo de
fibrina no local, que forma uma espécie de tampao e evita a perda de sangue
(SEMPLE; ITALIANO JR; FREEDMAN, 2011).

As plaquetas funcionam exclusivamente sem nudcleos, porém sua importancia
e sua complexidade ndo sdo menores por isso. Sua interacdo com diferentes tipos
celulares, como células endoteliais e leucécitos, faz com que desempenhe papel
direto e indireto na hemostasia e na imunidade (LI; ZARBOCK; HIDALGO, 2017).

Plaquetas ativadas podem expressar e secretar um cluster de diferenciacéao
(CD40L), podendo ativar o endotélio e modular uma variedade dos processos
celulares. Com isso, uma intensa resposta pro-inflamatoria aumenta a formacéo de
trombos, porém reduz sua estabilidade levando ao desenvolvimento de embolia.
Ainda, essas plaquetas ativadas podem promover aterogénese por meio da inibicédo
da migragéo de células Trg ao local do trombo, evitando a resposta anti-inflamatoria
gue o estabilizaria (Figura 10) (SEMPLE; ITALIANO JR; FREEDMAN, 2011).
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Figura 9 — Funcéo plaquetaria na hemostasia.
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Alguns fatores plaquetéarios especificos que possuem propriedades de aumento
ou estabilizacdo da barreira endotelial incluem esfingosina-1-fosfato, angiopoietina-1,
serotonina, epinefrina, adenosina, ATP e acido lisofosfatidico (MIDDLETON;
WEYRICH; ZIMMERMAN, 2016).
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Figura 10 — Papel das plaquetas ativadas na formacao de placas aterogénicas.
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2.7 Funcdes da E-ADA nas plaquetas

Mudancas no metabolismo de nucleotideos e nucleosideos de adenina na
superficie das plaquetas podem estar envolvidas com a ativacdo plaquetaria, como
observado em pacientes com cancer de mama. Além disso, € importante ressaltar que
a atividade dessas enzimas que hidrolisam estes nucleotideos e nucleosideos é
consideravelmente menor nas plaquetas do que nas células endoteliais e leucdécitos.
No entanto, as atividades combinadas destas células podem desempenhar um
importante papel na regulacéo local dos niveis sanguineos desses nucleotideos e
nucleosideos (ARAUJO et al., 2005).

A adenosina apresenta atividades anti-inflamatérias (KOUPENOVA et al.,

2017), incluindo inibicdo da mudanca de forma das plaquetas e inibicdo da ativagéo
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plaquetaria, por meio da ativacdo dos receptores Az, que elevam a concentragdo de
cAMP no interior das plaquetas. A agregacdo plaquetaria € inibida pela adenosina,
mesmo apresentando baixos niveis sanguineos (0,02 a 0,3 pmol/L), ao se ligar a
receptores Az, ocasionando reducdo dos niveis citosélicos de Ca?*. Deste modo, o
uso terapéutico da adenosina vem sendo estudado, com o desenvolvimento de
farmacos antitromboticos, como o dipiridamol (BAKKER et al., 1994).

Os mecanismos por tras da atividade antiplaquetaria também resultam da
interacdo adenosina-receptor Az relacionados com aumento dos niveis de CAMP com
inibicdo da expressao de P-selectina, liberacdo do ligante solivel CD40 e regulacao
negativa da via de sinalizacdo do ADP e dos receptores de colageno (IYU et al., 2011,
FUENTES et al., 2014).

A atividade da E-ADA ja foi estudada em plaquetas de pacientes com artrite
reumatoide (BECKER et al., 2010), de pacientes diabéticos tratados com extrato de
Syzygium cumini (BONA et al., 2010), de pacientes com isquemia cardiaca
(BAGATINI et al., 2011), de ratos hipertensos (CARDOSO et al., 2012), de ratos
adultos tratados com acido cafeico (ANWAR et al., 2013), de pacientes com cancer
de prostata (BATTISTI et al.,, 2013), de individuos com Sindrome de Down
(FERREIRA et al., 2015), de pacientes com anemia falciforme (CASTILHOS et al.,
2016), de gestantes com diabetes, hipertensdo e HIV (LEAL et al., 2016), dentre

outros.

2.8 Cinética enzimatica

As enzimas sao diferentes dos catalisadores quimicos comuns devido a
velocidade, as condi¢Ges, a especificidade e ao controle de reacdo. A atividade
enzimatica é limitada a substratos e reacdes especificas dependendo das
propriedades fisicas e quimicas do sitio ativo (VOET; VOET; PRATT, 2014).

O sitio ativo consiste em um bolsdo da enzima no qual as reagdes sao
catalisadas, jA& a molécula que se liga a este sitio e sobre o qual a enzima age é
denominada substrato. A abordagem mais utilizada para compreensao do mecanismo
das enzimas corresponde a determinacéo da velocidade da reagdo e como a mesma
pode modificar-se com a alteracdo de outros parametros experimentais (NELSON;
COX, 2014).
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O estado estacionario ocorre quando a velocidade com a qual o complexo
enzima-substrato (ES) se forma € compensada pela velocidade na qual ES é
decomposto. A Equacédo de Michaelis-Menten consiste na equacao basica da cinética
enzimatica. Na concentracdo de substrato em que [S] = Km, a equacao velocidade

velocidade maxima (Viax) X [S]
Km +[S]

Vm ax

inicial (Vp) = torna-se Vp= Deste modo, Kp

corresponde a concentracao de substrato na qual a velocidade da reacao corresponde
a metade da Vmax (VOET; VOET; PRATT, 2014).

O plot de Michaelis-Menten é dado pela concentracdo de substrato [S] versus
a velocidade [v], sendo o mais utilizado em cinética enzimética para determinacgdo do

Km € da Vmax. O plot de Lineweaver-Burke, ou duplo-reciproco, é obtido com um

+ Kin X L Ja o plot de
Ve Vs 18] "0 0P

Eadie-Hofstee consiste em outra forma linear da mesma equacao, descrita por:

, ~ . . 1
rearranjo da equacao de Michaelis-Menten, no qual: - =
v

V= V- Ky X é (FUJII, 2014).

A equacdo de Lineweaver-Burke resulta em uma distribuicio de pontos
desigual e enfatiza os pontos com menores concentracdes de substrato, podendo
ocasionar maior chance de erro experimental. Por outro lado, a equacédo de Eadie-
Hofstee proporciona melhor distribuicdo dos pontos (WILSON; WALKER, 2001).

Para estudar o efeito das condicbes ambientais de ensaio € necessario
conduzi-lo em condicbes de Vmax, Na qual toda a enzima esta ligada ao substrato.
Assim, condicfes externas como a influéncia da temperatura e do pH podem ser
observadas no ensaio enzimatico (WEINER, 2011).

O estudo da cinética enzimatica possui grande importancia pratica, visto que
algumas doencas podem ser causadas por uma deficiéncia/auséncia de uma ou mais
enzimas, ou pela atividade excessiva de outras. Assim, a determinacdo da atividade
enzimatica em diferentes células e tecidos pode ser importante no diagnostico de
certas doencas (NELSON; COX, 2014).

Apesar da caracterizacdo da atividade enzimatica da E-ADA em soro humano
ter sido proposta por Giusti (1974) e por Guisti e Gakis (1971), ndo ha na literatura
estudos apresentando a caracterizacdo detalhada da atividade da E-ADA em linfocitos
e plaquetas isolados, mesmo com varios trabalhos que apenas quantificaram sua

atividade nestas células especificas.
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O presente estudo propds entdo a padronizacdo da faixa de linearidade de
tempo e concentracdo de proteina, da temperatura, do pH, da concentracdo de
substrato e especificidade, além da influéncia do zinco, na atividade da E-ADA em
linfécitos e plaquetas isolados de sangue periférico de humanos na auséncia de
processos patologicos envolvidos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Caracterizar a atividade da adenosina desaminase em linfocitos e plaquetas

humanos.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar a viabilidade das células mononucleares ricas em linfécitos (peripheral
blood mononuclear cells; PBMC) isoladas de sangue periférico humano em um
periodo de até 24h;

e Padronizar condi¢cdes como o intervalo de tempo de incubacgéo e concentragcéao
de proteina em que ha linearidade na atividade da adenosina desaminase nos
linfocitos e nas plaquetas isolados de sangue periférico humano;

e Caracterizar as propriedades bioquimicas da adenosina desaminase
relacionadas a temperatura, pH, especificidade por substratos, influéncia dos ions
zinco, calcio e magneésio sobre a atividade da adenosina desaminase nos linfocitos e
plaquetas;

e Determinar as constantes cinéticas, como a constante de Michaelis e Menten
(Km) e a velocidade maxima (Vmax) para adenosina desaminase, com a adenosina
como substrato, nos linfécitos e plaquetas;

e Determinar a presenca da adenosina desaminase na superficie dos linfécitos

por meio da citometria de fluxo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

A pesquisa foi aprovada (Anexo |) pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da UFMS (CAAE: 89595518.3.0000.0021).

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi entregue aos
participantes no primeiro contato com a pesquisadora, para que 0S mMesmos
conhecessem os objetivos do estudo e decidissem sua participacdo. No TCLE (Anexo
II), foi solicitado ao participante ler cuidadosamente o termo e perguntar a
pesquisadora responsavel qualquer duvida que tiver. Além disso, a pesquisadora
inclui o telefone e o email no TCLE para possibilitar o contato dos participantes com a
mesma em caso de dudvidas futuras, bem como telefone e email do Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da UFMS.

No TCLE, solicitou-se ao participante sua autorizacao para coleta de sangue
venoso periférico, sendo que a pesquisadora garantia que seu nome e identidade
fossem mantidos em sigilo. Além disso, € ressaltado que o participante ndo receberia
compensacao financeira pela participacdo na pesquisa, sendo sua participacao
voluntaria. No entanto, também é destacado que o participante poderia escolher nao
fazer parte do estudo, ou que poderia desistir a qualquer momento, lembrando que
sua recusa em participar do estudo ndo traria qualquer tipo de punicao ou represalia.

Estando de acordo com o termo, os participantes da pesquisa assinaram e
ficaram com uma via do TCLE, assim como a pesquisadora responsavel.

A Declaracédo de Uso de Material Biologico e Dados Coletados (Anexo Ill) foi

preenchida e assinada pela pesquisadora responsavel.

4.2 Selecao de amostragem

Os critérios de inclusdo compreenderam:

e Adultos maiores de 18 anos, de ambos 0s sexos, ndo portadores de doencas
crbnicas, e que ndo apresentavam processo infeccioso ou inflamatério agudo em
curso no momento da coleta sanguinea, vinculados ao InBio/UFMS (docentes,
discentes e técnicos).

Os critérios de exclusao foram:
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e Adultos maiores de 18 anos, de ambos os sexos, portadores de doencas
cronicas (por exemplo, hipertensdo arterial e diabetes mellitus) ou doencas
autoimunes; menores de 18 anos de idade; fumantes; etilistas; e gestantes.

Utilizou-se um numero amostral (n) entre quatro e seis para cada ensaio

enzimatico realizado.

4.3 Coleta e processamento do material biolégico

O material biolégico (sangue venoso periférico) foi coletado em um espaco
reservado (sala pertencente ao Laboratério de Bioquimica Geral e de Microrganismos
do InBio na UFMS) para garantir maior privacidade ao participante. Nesta sala
encontravam-se disponiveis todos 0s materiais necessarios para realizacao da coleta
e descarte adequado de perfurocortantes, de acordo com as normas de
biosseguranca.

As amostras coletadas foram identificadas apenas com numeracéao,
assegurando a confidencialidade e a privacidade do participante. O material biolégico
coletado foi processado, armazenado, analisado e descartado no préprio laboratorio,
apos as andlises, seguindo as normas de biosseguranca. O material e os dados
obtidos serviram exclusivamente a finalidade prevista e conforme o consentimento do

participante.

4.4 Separacdo do PBMC rico em linfécitos e do plasma rico em plaquetas

O PBMC rico em linfocitos foi separado de sangue total coletado com EDTA e
separado por gradientes de densidade de Ficoll-Hypaque como descritos por Boyum
(1968).

Ja o plasma rico em plaquetas (PRP) foi preparado conforme descrito por
Lunkes et al. (2004) com pequenas modificacdes (JAQUES et al., 2011).

4.5 Quantificacdo da atividade enzimética da E-ADA

Para a quantificacdo enzimatica da enzima E-ADA em linfocitos e plaquetas foi

utilizada a metodologia descrita por Guisti e Gakis (1971) e Giusti (1974).
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No tubo branco amostra foi adicionado 500 pyL de substrato (inicialmente,
adenosina 20 mM), e no tubo amostra 500 uL de substrato e 25 pL da amostra. Como
padrao foi realizada uma curva padrao com sulfato de aménio (300 pM). Os tubos
foram entdo incubados, sendo realizado o teste variando o tempo de incubagéao (15 a
120 minutos).

Foi realizada também uma curva de atividade enzimética em funcdo da
concentracdo de proteina na amostra (0,04 a 0,8 mg/mL). Para testes com variacdo
de pH foram utilizados os tampdes acetato de sédio (pH 4.0, 5.0 e 6.0), fosfato de
sédio (pH 7.0 e 7.4) e carbonato/bicarbonato de sdédio (pH 8.0 e 9.0), todos na
concentragédo de 50 mM.

Foi utilizado o substrato adenosina (A9251 — Sigma-Aldrich) para determinacao
da constante de Michaelis e Menten (Km) e velocidade maxima (Vmax). A temperatura
da incubacao foi variada e testada em 25°C, 37°C, 45°C e 60°C.

Para ensaio de especificidade, foram utilizados os substratos adenosina,
desoxiadenosina (D7400 — Sigma-Aldrich) e guanosina (G6752 — Sigma-Aldrich). Foi
avaliada também a influéncia do zinco (Zn?*), célcio (Ca?*), magnésio (Mg?*) e EDTA,
todos na concentracdo de 5 mM. Como inibidor foi utilizado o cloridrato de EHNA 0,1
mM (1261 — TOCRIS Bioscience).

Ao final do tempo de incubacdo, foram adicionados 1,5 mL de solucdo
fenol/nitroprussiato (fenol 106 mM e nitroprussiato 0,17 mM) e 1,5 mL de hipoclorito
alcalino a todos os tubos. Somente ao tubo branco amostra foi adicionado 25 pL da
amostra. Depois os tubos foram novamente incubados por 30 minutos a 37°C.

A reacdo catalisada pela E-ADA é interrompida ao fim do periodo de incubacéo
com a adicdo da solucao fenol/nitroprussiato. A atividade enzimatica foi determinada
espectrofotometricamente (620 nm), medindo-se a aménia produzida na reacéo,

sendo expressa em nmol de NHs/min/mg de proteina.

4.6 Quantificacao de proteina

A quantificacdo de proteina foi realizada de acordo a metodologia descrita por

Bradford (1976) utilizando-se soro-albumina bovina como padrao.
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4.7 Viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada utilizando-se Azul de Trypan de acordo a
metodologia descrita por Strober (2001).

4.8 Citometria de fluxo

Para andlise por citometria de fluxo, foram utilizadas trés amostras de PBMC
separadas de sangue periférico. Cada amostra de linfocitos foi lavada com tampao de
bloqueio e centrifugada a 1200 rpm por seis minutos e dividida em trés tubos de ensaio
(tubo 1 — controle de células; tubo 2 — controle isotipo; tubo 3 — anticorpo), cada um
contendo 100 pL. Ao tubo controle de células, foram adicionados 60 pL de tampéao de
bloqueio. Ao tubo controle isotipo, foram adicionados 6 pL de isotipo e 54 pL de
tampdo de bloqueio. Ao tubo anticorpo, foram adicionados 6 pL de anticorpo
monoclonal anti-CD26 humano FITC (BD Biosciences) e 54 puL de tampéao de bloqueio.
Todos os tubos permaneceram protegidos da luz em incubacgéo por 30 minutos em
temperatura ambiente.

Apos aincubacéao foram realizadas duas lavagens com tampéao fosfato (pH 7.0),
em todos os tubos, com centrifugacdo a 1200 rpm por seis minutos a cada lavagem.
Ao final das lavagens as células em todos os tubos foram ressuspendidas em 300 pL
de tampéo fosfato (pH 7.0). Foi utilizado o citdmetro de fluxo BD Accuri™ e os

resultados foram analisados no software especifico do equipamento.

4.9 Andlise estatistica

Todas as variaveis foram testadas para normalidade de distribuicdo e
homogeneidade das variancias. Os resultados obtidos através dos ensaios
enzimaticos in vitro foram analisados através do teste t de Student ou andlise de
variancia de uma via (one-way ANOVA) seguida pelo test post hoc de Tukey. Os
resultados foram considerados significativos quando P < 0,05.

Para andlise da linearidade das curvas de tempo e de proteina foi utilizada a
Correlagdo de Pearson. Os parametros cinéticos foram calculados através do software

GraphPad Prism.
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5. RESULTADOS

A viabilidade média dos linfocitos isolados (Figura 11) foi 93,4% apds 12 horas,
86,3% apos 14 horas, 88,6% apds 16 horas, 90,3% apds 18 horas e 88,4% apds 20
horas.

Figura 11 — Viabilidade celular dos linfocitos isolados de sangue venoso periférico em
um periodo de 20 horas (n=3).
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Para os primeiros ensaios de atividade da E-ADA foi utilizada como substrato
a adenosina 20 mM, conforme preconizado por Guisti e Gakis (1971), até que as
condicBes ideais fossem determinadas.

A atividade enzimatica foi linear de 15 a 120 minutos de incubacdo nos
linfocitos, enquanto que nas plaquetas a atividade foi linear de 15 a 105 minutos
(Figura 12). Deste modo, foram escolhidos os tempos de incubacdo de 120 minutos e
105 minutos para linfécitos e plaquetas, respectivamente, nos quais a atividade
enzimatica encontrava-se mais elevada.

A atividade enzimatica se manteve linear na faixa de 2,5 a 12,5 pg de proteina,
correspondente a 0,1 a 0,5 mg/mL, nos linfécitos; enquanto que nas plaquetas
manteve-se na faixa de 7,5 a 20 pg, equivalente a 0,3 a 0,8 mg/mL (Figura 13). Para

realizacdo dos experimentos seguintes os conteudos de proteina das amostras foram
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adequados para valores proximos a 12,5 e 20 pg de proteina para linfécitos e

plaquetas, respectivamente.

Figura 12 — Efeito do tempo na atividade da E-ADA em linfécitos (A; n=4) e plaquetas

humanos (B; n=6).
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Os niveis de atividade enziméatica relativa permaneceram mais elevados e
lineares na faixa de pH entre 6.0 a 7.4 (Figura 14). Portanto, para 0s ensaios seguintes
foi escolhido o tampéo acetato de sédio (50 mM) pH 6.0 para linfocitos e o tampéo

fosfato de sddio (50 mM) pH 7.0 para plaquetas.
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Para estudo dos parametros cinéticos, as concentracdes de adenosina
utilizadas foram de 0,1 a 20 mM para linfécitos e de 0,001 a 5 mM para plaquetas. Os
valores de Km aparente e Vmax foram 0,103+0,051 mM e 0,025+0,001 nmol de
NHs/min/mg de proteina nos linfécitos, e 0,0017+ 0,00045 mM e 0,004+0,0001 nmol
de NHs/min/mg de proteina nas plaquetas (Figura 15). Para os préximos ensaios
foram escolhidas as concentracdes de adenosina 10 mM e 1 mM para linf6citos e
plaquetas, respectivamente.

Figura 13 — Efeito do conteudo de proteina na atividade da E-ADA em linfocitos (A;

n=4) e plaguetas humanos (B; n=6).
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Figura 14 — Efeito do pH na atividade relativa da E-ADA em linfécitos (A; n=4) e

plaquetas humanos (B; n=6).
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Foi avaliado ainda o efeito da temperatura em 25°C, 37°C, 45°C e 60°C (Figura
16). A atividade enzimatica relativa aumentou tanto em linfécitos como em plaquetas
até a temperatura de 60°C. No entanto, a temperatura de 37°C continuou sendo
utilizada nos testes posteriores, por ser a temperatura mais estavel aos sistemas
biolégicos, procurando evitar a desnaturacdo proteica provocada por temperaturas

mais elevadas.
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Figura 15 — Efeito do substrato pela equacéo de Michaelis-Menten para determinagao
do Km e da Vmax (1) e plot de Eadie-Hofstee (2) para E-ADA em linfécitos (A; n=4) e
plaquetas humanos (B; n=6).
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Figura 16 — Efeito da temperatura na atividade relativa da E-ADA em linfécitos (A;
n=4) e plaquetas humanos (B; n=6).
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Quanto ao efeito dos ions sobre a atividade enzimatica nos linfécitos e nas
plaquetas, o ZnCl; foi capaz de inibir significantemente a E-ADA. No entanto, o EDTA
(quando incubado junto ao ZnCly) foi capaz de prevenir o efeito do zinco sobre a
enzima, apenas nos linfécitos. J& o CaClo e MgCl> nédo influenciaram
significativamente a atividade enzimatica em ambas as células (Figura 17).

Quanto a especificidade (Tabela 1), nos linfocitos foi observada a preferéncia

da E-ADA pela adenosina como substrato em relacdo a 2’-desoxiadenosina e
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guanosina, enquanto que nas plaquetas observou-se preferéncia pela adenosina
apenas quando comparada a guanosina. O EHNA inibiu significantemente a atividade
da E-ADA tanto em linfécitos como nas plaguetas (Tabela 2).

Na citometria de fluxo de amostras de PBMC rico em linfocitos, observou-se
que 53,8+6,8% de células no gate dos linfécitos foram marcadas com o anticorpo anti-
CD26 (Figura 18).

Figura 17 — Efeito de ions na atividade da E-ADA em linfdcitos (A; n=4) e plaquetas
humanos (B; n=6).
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Tabela 1 — Especificidade por substrato pela E-ADA em linfécitos (10 mM; n=4) e
plaguetas humanos (1 mM; n=6).

SUBSTRATO LINFOCITOS PLAQUETAS
Atividade Atividade Atividade Atividade
da E-ADA? relativa (%) da E-ADA!  relativa (%)
Adenosina 0,06354 + 100+ 7,9 0,0056 + 100+ 17,8
0,00504 0,0010
2’-desoxiadenosina 0,03636 * 57,2+4,7 0,0046 + 82,1 +16,01
0,00299*** 0,0009
Guanosina 0,00148 + 2,3+0,01 0,0019 + 33,9+1,7
0,00001 *** 0,0001***

1 Atividade enzimética expressa em nmol de NHs/min/mg de proteina.
*** Diferenca significativa em relacdo a adenosina (one-way ANOVA, seguida pelo pos-teste
de Tukey, p <0,01).

Tabela 2 — Inibicdo da E-ADA em linfocitos (n=4) e plaquetas humanos (n=6) por
EHNA.

GRUPO LINFOCITOS PLAQUETAS
Atividade Atividade Atividade Atividade
da E-ADA? relativa (%) da E-ADA! relativa (%)
Controle 0,0583 + 100+7,9 0,0057 + 100 + 19,3
0,0046 0,0011
EHNA (0,1 mM) 0,0010 + 1,7+0,1 0,0003 £ 53+1,7
0,0001 *** 0,0001***

1 Atividade enzimética expressa em nmol de NHz/min/mg de proteina.
*** Diferenca significativa em rela¢do ao controle (teste t de Student, p < 0,0001).

Figura 18 — Histograma da citometria de fluxo com marcac¢éo do anticorpo anti-CD26

humano FITC no gate de linfocitos de amostras de PBMC (n=3).
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6. DISCUSSAO

Para se quantificar a atividade de enzimas localizadas na face externa da
membrana celular, é necessario garantir a integridade e a viabilidade celular para uma
quantificacdo enzimatica mais precisa, principalmente quando existem enzimas
intracelulares que possuem a mesma atividade. A E-ADA est4 localizada na
membrana plasmatica com sitio catalitico voltado ao meio extracelular em varias
células, como linfécitos e plaquetas (GIUSTI, 1974; ZAVIALOV; ENGSTROM, 2005).

Como as demais enzimas do sistema purinérgico, a E-ADA esté associada a
diferentes processos biolégicos como na regulacéo do sistema imune e na ativagcao e
agregacao plaquetaria (MARTINEZ-NAVIO et al., 2011; IYU et al., 2011; FUENTES et
al., 2014). Dessa maneira o estudo de enzimas como a E-ADA pode esclarecer
guestdes sobre as alteracfes imunoldgicas presentes em diversas doengas, como
imunodeficiéncias hereditarias ou adquiridas, cancer, trombose, isquemia cardiaca,
doencas infecciosas e cronicas, dentre outros (GHADERI et al., 2016; ALDRICH,;
BLACKBURN; KELLEMS, 2000; BAGATINI et al., 2011; BATTISTI et al., 2013).

Um dos métodos de isolamento de linfocitos periféricos mais utilizados consiste
na separacao por gradiente de densidade (BOYUM, 1968; BROSSERON; MARCUS;
MAY, 2015). Nossos resultados demonstram que os linfécitos mantiveram uma alta
viabilidade mesmo 20 horas apés a separacao, possibilitando o uso destas células em
ensaios posteriores, sem a necessidade de quantificacdo enzimatica imediata apés o
isolamento.

Rosemberg e colaboradores (2008) caracterizaram a E-ADA em cérebro de
zebrafish e obtiveram linearidade na atividade enzimatica nos tempos de 105 minutos
para a fracdo sollvel da enzima, e 180 minutos para a fracdo de membrana. Ja o
contetdo de proteina apresentou-se linear entre 5 e 20 pg, semelhante ao que foi
identificado no presente estudo.

Koizumi e colaboradores (1985) realizaram a caracterizacdo da E-ADA em
células epidérmicas humanas normais e de carcinoma, observando um pH 6timo em
torno de 7.0. Singh e Sharma (2000) caracterizaram esta enzima em intestino de
camundongos e obtiveram perfil de estabilidade do pH entre 6.5 e 9.0. Ja Lindley e
Pisoni (1993) identificaram o pH 6timo entre 7.0 e 8.0, em lisossomos de fibroblastos
humanos. Considera-se que os resultados obtidos neste estudo (faixa de pH entre 6.0

e 7.4) estdo em conformidade com que tem sido descrito na literatura.
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O Km aparente da E-ADA com o substrato adenosina foi investigado em outros
tecidos e células, normalmente apresentando-se com valores baixos na mesma faixa
identificada neste estudo, como identificado: em células leucémicas humanas - 57-58
MM (MORISAKI; FUJII; MIWA, 1985); em lisossomos de fibroblastos humanos - 37 uM
(LINDLEY; PISONI, 1993); em intestino de camundongos - 23 puM (SINGH; SHARMA,
2000); em figado humano e de galinha - 0.046 mM e 0.023 mM, respectivamente
(IWAKI-EGAWA; WATANABE, 2002); em hemolinfa do molusco Biomphalaria
glabrata - 734 uM (VALE et al., 2005); e na enzima em fragcdo soluvel e fracédo de
membrana de cérebro de peixe zebrafish - 0.22 e 0.19 mM, respectivamente
(ROSEMBERG et al., 2008).

A concentracdo fisiolégica de adenosina no plasma humano é de
aproximadamente 0,1uM (GERMAN; KREDICH, 1984), o que sugere que a atividade
da E-ADA em condi¢cdes normais € quase nula. A adenosina no meio extracelular
desempenha papel importante nos linfocitos devido as suas agfes anti-inflamatoérias
(BURNSTOCK, 2006), e nas plaguetas por provocar inibicdo da ativacdo e agregacao
plaquetaria (KOUPENOVA et al., 2017).

Por meio da citometria de fluxo, foi possivel confirmar a presenca indireta da E-
ADA nos linfécitos do PBMC ao se utilizar o anticorpo anti-CD26 humano, visto que a
associacao da enzima com CD26 formando um dimero ja foi descrita anteriormente
na literatura (ZAVIALOV; ENGSTROM, 2005).

A atividade aumentada da E-ADA em temperaturas mais elevadas ja foi
descrita anteriormente, porém a temperatura de 37°C € comumente usada nos
ensaios enzimaticos devido ao risco de desnaturacéo proteica (ROSEMBERG et al.,
2008). Vale e colaboradores (2005) observaram uma maior atividade da E-ADA com
37°C e perda da atividade quando incubada a 50°C. No entanto, Koizumi et al. (1985)
relataram que, em células epidérmicas humanas normais e de carcinoma, uma
isoforma maior da E-ADA se mostrou estavel até 65°C.

O zinco desempenha importante papel na desaminac¢ao da adenosina por estar
localizado no sitio ativo da E-ADA, porém também demonstrou-se que 0 zinco e outros
cations divalentes podem interagir com outros residuos de aminoacidos, provocando
inibicdo competitiva da atividade enzimatica. Sugere-se que 0 zinco possa interagir
com residuos de aminodcidos, localizados no sitio ativo ou proximos dele, formando
uma ligacdo metalica semelhante a encontrada na estrutura do “dedo de zinco”, que

ocuparia uma porc¢ao do sitio ativo e impediria a ligacdo completa com o substrato
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(COOPER et al., 1997). O “dedo de zinco” compreende cerca de 30 residuos de
aminoacidos que formam uma alca alongada unida na base por um uUnico zinco,
coordenado a quatro destes residuos (quatro cisteinas ou duas cisteinas e duas
histidinas) (NELSON; COX, 2014).

Deste modo, assim como observado nos linfécitos neste estudo, o zinco reduziu
significantemente a atividade da E-ADA em outras pesquisas, como em Rosemberg
et al. (2008), e quando associado ao EDTA esta atividade foi restaurada. Sugere-se
gue esta prevencdo do efeito inibitério do zinco se dé as propriedades quelantes do
EDTA. A reverséo do efeito inibitério do zinco pelo EDTA, nha mesma concentracdo de
5 mM, néo foi observada nas plaguetas. Contudo, j& foi descrito previamente que a
adicdo de EDTA saturado (ou seja, em concentracdes mais elevadas que as
condi¢cbes do ensaio) restaura a inibicdo enzimatica por metais (COOPER et al.,
1997).

Iwaki-Egawa e Watanabe (2002) caracterizaram a E-ADA purificada de figado
humano e de galinha, e os resultados mostraram que a enzima possui preferéncia
pela adenosina sobre a desoxiadenosina, apresentando o mesmo perfil dos resultados
obtidos com os linfécitos no presente estudo. No entanto, Koizumi e colaboradores
(1985) nao observaram diferencas significativas na especificidade entre adenosina e
2’-desoxiadenosina pela E-ADA, como ocorreu com as amostras de plaquetas deste
estudo, apresentando diferenca significativa apenas quando comparada a guanosina.

Rosemberg e colaboradores (2008) identificaram que a fracdo soluvel da E-
ADA utilizada apresentou preferéncia pela 2’-desoxiadenosina sobre a adenosina,
enquanto que a fracdo de membrana apresentou preferéncia pela adenosina. Este
dado corrobora com os resultados obtidos neste estudo, pois a enzima também
encontra-se na membrana plasmatica tanto nos linfocitos como nas plaquetas.

O composto EHNA possui caracteristicas tanto do substrato adenosina quanto
de outros inibidores ndo-nucleosidicos, ligando-se fortemente ao sitio ativo da enzima
por varias ligacdes de hidrogénio e interacdes de van der Waals (KINOSHITA; TADA;
NAKANISHI, 2008). Visto que o EHNA é descrito como inibidor especifico da ADAL
(ZAVIALOV; ENGSTROM, 2005) e apresentou inibicdo significativa nos linfécitos e
nas plaquetas, supde-se que esta seja a isoforma predominante nestas células. Este
inibidor na mesma concentragdo de 0,1 mM foi utilizado em outros estudos
apresentando efeito apenas sobre a ADAl, como descrito por Iwaki-Egawa e
Watanabe (2002).
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7. CONCLUSAO

e O PBMC rico em linfécitos apresentou viabilidade por longo tempo, com 88,4%
de células com membrana integra apds 20 horas;

e Com a citometria de fluxo foi possivel determinar indiretamente a presenca da
E-ADA na superficie dos linfocitos, dos quais 53,8+6,8% foram marcados com o
anticorpo anti-CD26;

¢ Nos linfécitos, a atividade enzimatica da E-ADA foi linear de 15 a 120 minutos
de incubacao, com 2,5 a 12,5 pg de conteudo de proteina e entre a faixa de pH 6.0 a
7.4. O Kmn aparente e Vmax foram 0.103 + 0.051 mM e 0.025 + 0.001 nmol de
NHs/min/mg de proteina, respectivamente;

e Nas plaquetas, a atividade enzimatica da E-ADA foi linear de 15 a 105 minutos
de incubacéo, com 7,5 a 20 ug de conteudo de proteina e entre a faixa de pH 6.0 a
7.4. O Kn aparente foi 0,0017 + 0,00045 mM e a Vmax foi 0.004 + 0.0001 nmol de
NHz/min/mg de proteina;

e O zinco (5 mM) exerceu inibicdo na atividade enzimatica em ambas as células,
porém o efeito preventivo do EDTA foi observado apenas nos linfacitos;

e A E-ADA nos linfocitos apresentou preferéncia pela adenosina como substrato
em relagéo a 2’-desoxiadenosina e guanosina, enquanto que nas plaquetas observou-
se preferéncia pela adenosina apenas quando comparada a guanosina;

e O EHNA inibiu significantemente a atividade da E-ADA (>90%) tanto em
linfocitos como nas plaquetas, demonstrando a predominancia da isoforma ADAL
nestas células.

e Espera-se que as caracteristicas cinéticas descritas possam melhorar as
condi¢cbes para quantificacdo da atividade da E-ADA em linfécitos e plaquetas

humanos em estudos futuros.
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- Procedimento selec&o participantes

A pesquisadora ird até os laboratérios de responsabilidade do InBio e convidara servidores e alunecs
vinculados acs mesmos para participar do estudo. Os servidores e alunos que aceitarem participar da
pesquisa serdo encaminhados a um espaco reservado (sala pertencente ac Laboratorio de Bioquimica
Geral e de Microrganismos do InBio na UFMS) para coleta do material biolégico, na auséncia de outros

servidores ou discentes do laboratério, visando evitar qualquer constrangimento ou desconforto.

Enderego: Prd Reitoria de Pesquisa e Pos Graduacao/UFMS
Bairro: Caixa Postal 549 CEP: 79.070-110
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Sera coletado amostra de sangue venoso periférico (aproximadamente 10mL de amostra), sendo que a

pesquisadora garante que seu nome e identidade serdo mantidos em sigilo.

Os critérios de incluséo:

- Adultos maiores de 18 anos de ambos os sexos, ndo portadores de doencas crdnicas, e que ndo
apresentem processo infeccioso ou inflamatério agude em curse no momento da coleta sanguinea,
vinculados aos laboratérios do InBio/lUFMS (docentes, discentes e técnicos).

Os critérios de exclusao:

- Adultos maiores de 18 anos de ambos os sexos que sejam portadores de doencas crénicas (por exemplo,
hipertenséo arterial e diabetes mellitus) ou doencas autoimunes; mencres de 18 anos de idade; fumantes;
etilistas; e gestantes.

Coleta de material:

O material biolégico (sangue venoso periférico - aproximadamente 10mL de amostra) sera coletado pela
pesquisadora Luciana Rocha Costa em um espaco reservado (sala pertencente ao Laboratério de
Bioquimica Geral e de

Microrganismos do InBio na UFMS) para garantir maior privacidade ao participante. Nesta sala estar&o
disponiveis todos os materiais necessarios para realizacdo da coleta e descarte adequado de
perfurocortantes, de acordo com as normas de biosseguranca.

Para o procedimento de coleta de sangue, ndc & necessario que o participante esteja em jejum ou tenha
algum tipo especial de preparacéo. Serdo utilizados os seguintes materiais para o procedimento: seringa
descartavel de 20mL; alcool 70%; agulha descartavel 25x7mm; luvas de procedimento; tubos de coleta
EDTA e citrato (aproximadamente 5 mL serdo transferidos para tubos contendo EDTA e 5 mL para tubos
contendoe citrate); garrote; e algoddo.as amostras coletadas ser@o identificadas apenas com numeracdao.
O material bioldgico coletado sera processado, armazenado e analisado no mesmo laboratério pela
pesquisadora Luciana, e sera descartado no préoprio laboratorio apos as analises, seguindo as normas de
biosseguranca. O material e os dados obtidos servirdo exclusivamente a finalidade prevista e conforme o

consentimento do participante.

Procedimento de analise: Isolamento dos linfocitos periféricos e das plaquetas; Quantificacdo da atividade
enzimatica da E-ADA; Quantificacéo de proteina; Viabilidade celular.

Enderego: Prd Reitoria de Pesquisa e Pos Graduacao/UFMS
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Analise dos dados: Todas as variaveis serdo testadas para normalidade de distribuicdo e homogeneidade
das varidncias. Os resultados obtidos através dos ensaios enzimaticos in vitro serdo analisados através do
teste t de Student ou analise de variancia de uma via (one-way ANOVA) seguida pelo test post hoc de
Tukey ou pelos testes ndo-paramétricos equivalentes. Os resultados serfo considerados significativos
guando P 0,05.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo geral
Caracterizar a atividade da adenosina desaminase em linfocitos e plaguetas humanos.

Objetivos especificos

*Analisar a viabilidade celular de linfécitos isclados de sangue periférico humano em um periodo de 24h;
*Padronizar as condicSes étimas de tempo para a desaminacéo da adenosina e da desoxiadenosina nos
linfocitos e nas plaquetas isoladas de sangue periférico humano;
*Determinar as propriedades bicquimicas da adenosina desaminase nos linfocitos e nas plaquetas isoladas
de sangue periférico humano, tais como a temperatura 6tima, o pH o6time, e a influéncia do zinco, calcio e
magnésio, e do inibidor desoxicoformicina sobre a atividade enzimatica;
*Determinar as constantes cinéticas, como a constante de Michaelis e Menten (Km) e a velocidade maxima
(Vmax) para adenosina desaminase e seus substratos (adenosina e desoxiadenosina).

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Riscos: Esta pesquisa apresenta riscos minimos para o participante, visto que toda e qualquer acdo que
exponha o participante da pesquisa pode gerar riscos. Pode haver constrangimento no momento da coleta
sanguinea, desconforto com o procedimento (como mancha roxa ou dor leve no local da coleta) e
ansiedade, como descrito no TCLE. Contudo, para prevenir qualquer desconforto e constrangimento, a
coleta serd realizada pela pesquisadora, que é enfermeira, com o cuidado necessério para preservar o
participante. Caso alguma das situagdes citadas ocorra, a pesquisadora se compromete a prestar

atendimento e suporte imediato.

Enderego: Pro Reitoria de Pesquisa e Pos Graduac&o/UFMS
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Beneficios: Com esta caracterizacéo da atividade da adencsina desaminase, estudos posteriores que visam

a quantificacdo da atividade desta enzima em processos crénicos ou patoldégicos em seres humanos

poderdo seguir condicdes padronizadas, mais controladas e mais especificas para linfécitos e plaquetas

isolados.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Protocolo de pesquisa apresentado de maneira estruturada e com todos os elementos para apreciacéo

ética.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

- Apresenta a autorizacdo do local da pesquisa para a realizacdo da mesma.

- Apresenta a autorizacéo para o uso do laboratorio no qual a pesquisa sera realizada - coleta e analise

dos dados.

- Apresenta a declaracdo de uso de material bioldgico.

- Apresenta o TCLE.

- Apresenta o orcamento detalhado do material que sera utilizado.

Recomendacdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Néo ha pendéncias. Projeto apresentado contempla todas as questdes éticas para sua realizacéo.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informac&es Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 12/05/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1134019.pdf 16:48:19
Parecer Anterior PB_PARECER_CONSUBSTANCIADO_| 12/05/2018 |Luciana Rocha Costa| Aceito

CEP 2621023.pdf 16:40:43
Outros CartaRespostaAoParecerConsubstancia| 12/05/2018 |Luciana Rocha Costa| Aceito
doDoCEP.pdf 16:38:51
Declaracdo de DeclaracaoUsoDeMaterialBiologico.pdf | 12/05/2018 |Luciana Rocha Costa| Aceito
Manuseic Material 16:37:37
Biolégico /
Biorepositério /
Biobanco
TCLE / Termos de | TCLE.pdf 12/05/2018 |Luciana Rocha Costa| Aceito
Assentimento / 16:37:05

Enderego:

Bairro: Caixa Postal 549
UF: MS
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Municipio:
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Justificativa de TCLE.pdf 12/05/2018 |Luciana Rocha Costa| Aceito

Auséncia 16:37:05

Declaracéo de AuterizacacUsolLaboratorio.pdf 12/05/2018 |Luciana Rocha Costa| Aceito

Instituicdo e 16:36:16

Infraestrutura

Declaracéo de AutorizacaolnBioUFMS. pdf 12/05/2018 |Luciana Rocha Costa| Aceito

Instituicdo e 16:36:02

Infraestrutura

Projeto Detalhado / | ProjetoDePesquisa.pdf 12/05/2018 |Luciana Rocha Costa| Aceito

Brochura 16:35:29

Investigador

Folha de Rosto FolhaDeRostoAssinada.pdf 12/05/2018 |Luciana Rocha Costa| Aceito
16:35:04

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacédo da CONEP:

Né&o

CAMPO GRANDE, 04 de Junho de 2018

Assinado por:

Geraldo Vicente Martins
(Coordenador)
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ANEXO Il - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé estd sendo convidado a participar da pesquisa: Caracterizagdo da atividade da
adenosina desaminase em linfdcitos e plaquetas humanos. Este estudo estd sendo conduzido
pela pesquisadora Luciana Rocha Costa, no Laboratério de Bioquimica Geral e de
Microrganismos do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul.

Vocé precisa decidir se quer participar ou ndo. Por favor, ndo se apresse em tomar a
decisdo. Leia cuidadosamente 0 que se segue e pergunte a pesquisadora responsavel qualquer
duvida que vocé tiver.

O objetivo geral deste estudo compreende caracterizar a atividade da enzima adenosina
desaminase em células sanguineas (linfocitos e plaquetas) humanas. Com esta caracterizacao,
estudos posteriores que visam a quantificacdo da atividade desta enzima em doencas em seres
humanos poderdo seguir condi¢des padronizadas, mais controladas e mais especificas para as
células estudadas. Os resultados da pesquisa serdo apresentados como trabalho de conclusdo do
mestrado da pesquisadora pela UFMS e em revistas especializadas voltadas a comunidade
cientifica.

Ao concordar em participar do estudo, sera coletada uma amostra do seu sangue venoso
periférico (aproximadamente 10mL), que serd descartado no proprio laboratério apos as
andlises, seguindo as normas de biosseguranca. Além disso, a pesquisadora garante que seu
nome e identidade serdo mantidos em sigilo.

Para o procedimento de coleta de sangue, ndo é necessario que vocé esteja em jejum ou
tenha algum tipo especial de preparacdo. Serdo utilizados os seguintes materiais para o
procedimento: seringa descartavel de 20mL; alcool 70%; agulha descartavel 25x7mm; luvas de
procedimento; tubos de coleta EDTA e citrato (aproximadamente 5 mL serdo transferidos para
tubos contendo EDTA e 5 mL para tubos contendo citrato); garrote; e algodéo.

No procedimento de coleta de sangue, a pesquisadora ird te instruir a respeito do
procedimento, preparar 0 ambiente e 0s materiais a serem utilizados, e lavar as maos. Apos, a
pesquisadora solicitara que vocé sente-se e apoie 0 braco sobre a mesa, de modo a manté-lo
confortavel e facilitar a visualiza¢do das veias. Em seguida, a pesquisadora ir& calgar as luvas,
palpar e selecionar a veia a ser puncionada no antebrago, prender o garrote aproximadamente 5

cm acima do local da puncéo e pedir que vocé feche a méo. Sera realizada entdo a antissepsia

Assinatura do(a) participante da pesquisa Assinatura da pesquisadora responsavel
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da area com algoddo embebido em &lcool 70% no sentido do retorno venoso. A pesquisadora
ira puncionar a veia segurando a agulha horizontalmente com a mdo dominante e introduzindo
a agulha com o bisel voltado para cima, mantendo um angulo de aproximadamente 15°. Em
seguida, a seringa sera aspirada e, ap0s a coleta da quantidade necesséria de sangue, sera
solicitado que vocé abra a mao. O garrote sera entdo desprendido e a agulha sera removida
suavemente, um algodao sera colocado sobre o local da puncdo com leve pressdo, a agulha sera
desconectada da seringa, € a amostra de sangue sera colocada nos tubos, escorrendo pela parede
dos mesmos, e agitando-os levemente. Logo apés, a pesquisadora observara a hemostasia no
local da puncado, ira descartar seringa e agulha no descarte de material perfurocortantes, deixara
0 ambiente organizado e limpo, perguntara como vocé se sente, ird retirar as luvas e lavara as
maos.

A pesquisadora assegura sua confidencialidade e a privacidade. Deste modo, as
amostras coletadas serdo identificadas apenas com numeragdo. O material e os dados obtidos
servirdo exclusivamente a finalidade prevista e conforme seu consentimento. Os procedimentos
e meétodos utilizados incluirdo separacdo de células do sangue coletado, analises enzimaticas
seguindo as condicdes descritas por protocolos especificos, e analises estatisticas.

Esta pesquisa apresenta riscos minimos para Vocé, visto que toda e qualquer acéo que o
exponha pode gerar riscos. Pode haver constrangimento no momento da coleta sanguinea,
desconforto com o procedimento (como mancha roxa ou dor leve no local da coleta) e
ansiedade. Contudo, para prevenir qualquer desconforto e constrangimento, a coleta sera
realizada pela pesquisadora, que é enfermeira, com o cuidado necessario para preservar o
participante. Caso alguma das situacdes citadas ocorra, a pesquisadora se compromete a prestar
atendimento e suporte imediato.

Além disso, vocé poderd deixar a pesquisa a qualquer momento. A pesquisadora
assegura ainda sua garantia de ressarcimento mediante a gastos ndo previstos e de indenizacdo
mediante a danos nao previstos.

Vocé deve estar ciente de que ndo receberd compensacao financeira pela participacéo.
Em caso de duvidas referentes ao estudo, vocé podera entrar em contato com a pesquisadora no
telefone (67) 3345-3537 ou pelo email: lucianarocha_14@hotmail.com. E para perguntas sobre
seus direitos como participante no estudo, vocé poderé entrar em contato com o Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da UFMS, no telefone (67) 3345-7187 ou no email

cepconep.propp@ufms.br.

Assinatura do(a) participante da pesquisa Aszsinatura da pesquisadora responsavel
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Sua participacdo no estudo € voluntéria. Vocé pode escolher ndo fazer parte do estudo,
ou pode desistir a qualquer momento (em qualquer fase da pesquisa), lembrando que sua recusa
em participar do estudo nao trara qualquer tipo de penalizacdo ou de represalia.

Vocé recebera uma via assinada deste termo de consentimento.

Declaro que li e entendi este termo de consentimento, e que todas as minhas duvidas
foram esclarecidas, e que aceito participar deste estudo.

Campo Grande/MS, de de

Assinatura do(a) participante da pesquisa Assinatura da pesquisadora responsavel
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DECLARACAO DE USO DE MATERIAL BIOLOGICO E DADOS COLETADOS

Declaramos, para os devidos fins, que o material
biologico (sangue venoso periférico), os dados e as
informagdes coletadas serdao usados exclusivamente
para o0s fins previstos no protocolo intitulado:
“Caracterizacdo da atividade da adenosina desaminase
em linfécitos e plaquetas humanos” Destinacao final:
Este material sera processado, armazenado, analisado
e descartado no Laboratério de Bioquimica Geral e de
Microrganismos do InBio da Universidade Federal de

Mato Grosso do Sul.

Campo Grande, 4/ de maio de 2018.

Luciana Rocha Costa
Pesquisadora responséavel




