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RESUMO

Atualmente, a diabetes mellitus tipo 2 (DM2) é uma epidemia global, acometendo
principalmente mulheres acima de 40 anos, sugerindo que fatores como obesidade,
sedentarismo e vias pro-inflamatorias da sinalizagdo purinérgica estdo associados a sua causa,
provocando inflamacdo cronica. O trabalho consistiu na andlise da atividade e expressdao de
componentes do sistema purinérgico em linfocitos de mulheres com DM2 e mulheres
saudaveis. Participaram do estudo mulheres de 40 a 60 anos, diagnosticadas com DM2 (n=24)
e saudaveis (n=28). Apos coleta sanguinea realizou-se ensaios enzimaticos para identificacao
de componentes do sistema purinérgico. Os niveis do nucleotideo trifosfato de adenosina (ATP)
extracelular foram determinados no soro enquanto a atividade das enzimas NTPDase e ADA
foram analisadas em linfocitos. O nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05 e todas as
analises foram realizadas no programa GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, San Diego,
California, USA). Os achados do estudo demonstraram aumento dos niveis ATP extracelular e
da atividade das enzimas NTPDase e ADA (p < 0,05) expressas em linfocitos de mulheres com
DM2 quando comparadas com mulheres saudéaveis. Esses resultados demonstram a correlagao
dos niveis de ATP extracelular, NTPDase e ADA com a inflamag¢ao caracteristica da DM2 e
apontam sua influéncia na regulagdo dos mecanismos imunoldgicos, demonstrando sua
importancia como possiveis marcadores prognodsticos e alvos terapéuticos.
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1 INTRODUCAO

A diabetes tem assumido proporcdes globais alarmantes, sendo uma das emergéncias
de saide com avang¢o mais rapido na populacdo e, conforme estimativas da International
Diabetes Federation (2022), ha aproximadamente 537 milhdes de adultos vivendo com essa
condi¢do, de modo que a diabetes mellitus tipo 2 (DM2) ¢ responsavel por mais de 90% dos
casos. Nesse cenario, o Brasil se apresenta como o sexto pais com maior numero de pessoas
diagnosticadas com DM2. Além disso, hd prevaléncia de DM2 elevada entre mulheres,
principalmente com idade acima de 30 anos, tendo como justificativa a associagdo com
alteracdes hormonais, sedentarismo e sobrepeso, fatores que colocam esse como um grupo de
risco e destacam a importancia de ser estudado (MALTA et al., 2019).

O DM2 ¢ uma condigdo expressa por deficiéncia de secrecdo da insulina em decorréncia
da disfuncdo das células B pancreaticas bem como resisténcia periférica a insulina, com
influéncia de fatores genéticos e ambientais como sedentarismo, obesidade e dietas
hipercaléricas (CHATTERJEE; KHUNTI; DAVIES, 2017). Ademais, ha forte correlagdo entre
a resisténcia insulinica e obesidade com um processo de ativagdo cronica de vias pro-
inflamatorias em células imunes e do tecido adiposo, marcado pela expressdo de marcadores
inflamatorios, o que confere a caracteristica de inflamacao cronica de baixo grau na progressao
da doengca (LONTCHI-YIMAGOU et al., 2013). A regulacdo dos niveis dos marcadores
inflamatorios séricos desse estado pelas células imunes ¢ influenciada diretamente pela
sinalizagdo purinérgica, um sistema complexo de nucleotideos e nucleosideos extracelulares
(YEGUTKIN, 2014).

O sistema purinérgico engloba as fun¢des desempenhadas por nucleotideos de purina,
trifosfato de adenosina (ATP) e difosfato de adenosina (ADP), monofosfato de adenosina
(AMP) e o nucleosideo adenosina enquanto moléculas de sinalizacdo extracelular, estando
associadas a modulacdo da homeostase do organismo, bem como ao desenvolvimento de
processos patologicos (BURNSTOCK; NOVAK, 2013; BURNSTOCK, 2017). Outras
moléculas inseridas nesse sistema de sinalizacdo sdo os receptores P1 (adenosina) e P2 (ATP e
ADP), e enzimas conhecidas como ectonucleotidases, como a ecto-nucleosideo trifosfato
difosfohidrolase (NTPDase), a ecto-5 nucleotidase e adenosina deaminase (ADA)
(BURNSTOCK; NOVAK, 2013; LAMMERS et al., 2020).

No DM2, a agdo dos componentes purinérgicos deflagram respostas relacionadas ao
funcionamento pancreatico, bem como de outros 6rgdos e tecidos envolvidos na fisiopatologia

dessa doenga, e a ativagdo, proliferacdo e maturacdo de células imunoldgicas envolvidas na



inflamacdo cronica de baixo grau (BURNSTOCK; NOVAK, 2013; BURNSTOCK;
BOEYNAEMS, 2014; GUZMAN-FLORES et al., 2015).

O ATP ¢ um mediador pro-inflamatodrio, que, quando em niveis aumentados, relaciona-
se a processos patologicos que elevam sua liberacdo no meio extracelular, como em lesao
tecidual e reagdes inflamatdrias, dentre outros (BURNSTOCK; BOEYNAEMS, 2014). Sua
estimulagdo nos linfécitos geralmente estd associada a ativacdo, sobrevivéncia e proliferacao
dos linfécitos T CD4+ e facilitam a migragdo transendotelial destes para o tecido sob processo
inflamatorio (TRABANELLI et al., 2012).

Porém, niveis extremamente elevados de ATP podem induzir um processo apoptdtico
dos linfocitos T mediados pelos receptores P2X4 e P2X7, além de estimular a proliferacdo e
recrutamento de células T reguladoras, indicando que diferentes niveis de ATP podem
desencadear diferentes respostas imunologicas (TRABANELLI et al., 2012). Tais achados
correspondem a alteracdes observadas in vitro, carecendo de estudos que analisem a relagdo
entre ATP e os linfocitos in vivo.

O controle dos niveis desse ATP extracelular ¢ realizado por uma rede enzimas que
inclui a familia NTPDase que age especificamente sobre os substratos de ATP e ADP
realizando sua hidrdlise e aumentando os niveis de AMP, de modo que a expressao da NTPDase
na membrana celular de linfocitos esta relacionada com a modulacdo do sistema imune e
respostas inflamatorias na presenga de estresse celular (YEGUTKIN, 2014).

Em uma situagdo de estresse celular, o AMP formado pode ser convertido pela agdo da
ecto-5’-nucleotidase com a formacdo e liberacdo de adenosina extracelular. Essa molécula
possui funcdo sinalizadora e interage com receptores especificos acoplados a proteina G
presentes na superficie de diversas células, sendo eles identificados como A1, A2A, A2B e A3.
Dentre suas fungdes, a adenosina tem importante fungdo na modulagdo dos processos de origem
inflamatoria, realizando um papel anti-inflamatério e de contencdo de dano tecidual
(BLACKBURN et al., 2009; ANTONIOLI et al., 2019).

A adenosina possui funcdo de regulagdo imunoldgica anti-inflamatoria, que ocorre
principalmente por meio dos receptores A2A, impedindo a ativagdo de linfocitos T e,
consequentemente, inibindo a produ¢do de IL-4 e IFN-y pelos linfocitos CD4+ imaturos ou
efetoras Thl e Th2, de IL-2 pelos linfocitos T CD8+ e na manutencdo do equilibrio entre
linfocitos T foliculares dos tipos efetores e reguladores (ANTONIOLI et al., 2019). Ainda, a
adenosina ¢ capaz de inibir a ativagdo induzida por meio dos toll like receptors (TCR) nos
linfécitos imaturos (BURNSTOCK; BOEYNAEMS, 2014). Ja nos linfocitos T reguladores, por

meio também dos receptores A2A, a adenosina desempenha um papel estimulatério da



proliferacdo dessa linhagem celular (ANTONIOLI et al., 2019). A partir disso, as células T
reguladoras em maior quantidade induzem uma resposta anti-inflamatoria a partir da liberacao
de IL-10, citocina imunossupressora, além de promoverem a conversdo de nucleotideos
extracelulares a adenosina, que se liga nos linfécitos T reguladores, resultando em um ciclo que
induz ainda mais imunossupressao (ANTONIOLI et al., 2019; LAMMERS et al., 2020).

Capaz de degradar a adenosina a inosina, a adenosina deaminase (ADA) tem seus niveis
plasmaticos aumentados em resposta a altos niveis de adenosina, participando do processo
modulatério do sistema imunologico (PASSOS et al., 2018). A expressdo e atividade da ADA
relacionam-se diretamente ao grau de inflamagdo, em que niveis altos dessa enzima sao
encontrados em situagao de estresse oxidativo e dano celular (NIRAULA et al., 2018; CAO et
al., 2021). Além disso, a ADA exibe relagdo com o aumento da secre¢do de insulina e a
diminuicdo da sensibilidade a ela nos tecidos, bem como a fun¢do das células  pancreaticas
(CAO et al., 2021).

Nesse contexto, o objetivo do presente estudo foi compreender a relagdo entre esses
componentes da sinalizagdo purinérgica em linfocitos de mulheres com DM2 quando
comparadas com mulheres saudaveis para identificar alteracdes relevantes no grupo diabético

e ensejar novas propostas terapéuticas.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 POPULACAO E AMOSTRAGEM

A pesquisa possui delineamento quantitativo e caracteriza-se como um estudo caso-
controle experimental de corte transversal do tipo comparativo. A populagdo do estudo consiste
em mulheres sedentérias entre 40 e 60 anos de idade com diagnostico de DM2 e mulheres na
mesma faixa etdria sedentarias saudaveis, ambas residentes no municipio de Chapeco, Santa
Catarina.

A amostra foi calculada pela utilizagdo do programa G*Power. O alpha foi estabelecido
em 0,05, o poder do teste em 0,80 e o tamanho do efeito foi estimado a partir de um estudo
anterior (LAMMERS et al., 2020) que investigou variaveis semelhantes do sistema purinérgico
em linfécitos sanguineos. O tamanho amostral estimado foi de 38, sendo dividido em dois
grupos: grupo diabético (GD, n=19) composto por mulheres com DM2 e grupo controle (GC,

n=19), composto por mulheres saudaveis.



A amostra inicial do estudo continha 67 participantes (35 GD e 35 GC), porém 8§
mulheres em cada grupo ndo compareceram ao dia da coleta sanguinea. Em ambos os grupos
foram considerados critérios de exclusdo fazer uso de medicamentos que pudessem interferir
nos resultados do estudo, exceto os habituais para o tratamento da DM2, além de ser portadora
de outra patologia cronica ou aguda além da DM2. Assim, apos aplicagdo dos critérios de
exclusdo a amostra final do GD ficou composta por 24 mulheres na faixa etéria entre 40 e 60
anos, com DM2 clinicamente comprovada, e uso de farmacos antidiabéticos conforme
orientacdo médica enquanto para o GC permaneceram 28 mulheres na faixa etaria entre 40 e 60
anos que nao possuiam nenhuma doenca ou fizeram uso de qualquer medicamento. Ambos os
grupos foram compostos por mulheres de diferentes etnias, com predominio de brancas e
oriundas de diversos bairros de Chapecé - SC (Brasil). O estudo foi aprovado pelo comité de

¢tica da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), sob protocolo nlimero 4.598.914.

2.2 COLETA DE SANGUE

As participantes foram submetidas, apds um jejum de 12 horas, a uma coleta de 20 ml
de sangue periférico por puncdo venosa. Foram coletados 20 ml de sangue total em tubos
vaccutainer com EDTA. O material coletado foi enviado aos laboratorios de pesquisa da
UFFS/Campus Chapeco, onde foi processado e armazenado. As amostras de sangue separadas

em linfocitos e soro foram congeladas em freezer a -80°C para as posteriores analises.

2.3 DADOS HEMODINAMICOS E ANTROPOMETRICOS

O peso e altura foram determinados por uma balanca e um estadiometro,
respectivamente. Para verificar a pressdo arterial e frequéncia cardiaca foi utilizado um monitor

automatico de pressdo arterial (Omron HEM-742INT).

2.4 ENSAIOS ENZIMATICOS E GLICEMICOS

Para a analise da expressdo proteica por meio do método de Western-blot os linfocitos
do sangue periférico foram adicionados ao tampao de lise RIPA e homogeneizados em
microtubo com auxilio de esferas de vidro. As amostras foram centrifugadas a 10.000 g por 20
minutos a 40°C. Apds a determinacdo do contetido proteico (BRADFORD, 1976), 25 ug de
proteinas do sobrenadante foram adicionadas ao tampdo Laemmli 2X e submetidas a

eletroforese em gel de SDS-PAGE. Apds a corrida, as proteinas foram transferidas para uma



membrana do tipo PVDF por 2 horas em tanque. Em seguida, a membrana foi bloqueada em
leite 5% por 1 hora e lavada por 3X em TBS-T. Por tltimo serd incubada com o anticorpo
primario a 4°C overnight (NTPDase, ADA).

A atividade da NTPDase em linfocitos foi determinada segundo Leal et al. (2005), cujo
método consiste na avaliagdo da quantidade de fosfato inorganico (Pi) liberado mediante ensaio
colorimétrico. O meio de reagdo foi composto de NaCl 1.2 milimol por litro (mmol/L), Glicose
600 mmol/L, KC1 50 mmol/L, Tris-HCI 500 mmol/L ph 8.0, CaCl2 5 mmol/L com ajuste dos
valores para um volume final de 160 microlitros (uL) para formagao do sistema de incubagao.
Ao meio de reacdo foram adicionados 20 pL. de linfocitos suspensos em solugdo salina
fisiolégica e pré-incubados por 10 min a 37°C.

Na sequéncia da adi¢do do substrato (ATP ou ADP) e interrup¢ao da reagdo com acido
tricloroacético a 10%, o fosfato inorgéanico liberado foi testado conforme descrito por Chan et
al. (1986) usando verde malaquita como reagente colorimétrico e KH,PO4 como padrdo. Apds
realizacdo do célculo do fator de correcdo da curva de fosfato coloriu-se as amostras com 300
uL de verde malaquita e foram lidas em 630 nandmetros (nm). As andlises foram realizadas em
duplicatas e a atividade especifica é expressa em nanomol (nmol) de fosfato inorganico (Pi)
liberado por minuto por miligrama (min/mg) de proteina.

A atividade da enzima ADA em linfécitos foi estabelecida seguindo o protocolo descrito
por Giusti e Galanti (1984). Utilizou-se 50 uL. de linfocitos para reacdo com 21 mmol/L de
adenosina pH 6,5, incubados a 37°C por 60 minutos. Essa técnica objetiva a produgdo direta de
amonia a partir da degradacdo da adenosina pela ADA, com a formacdo de um complexo
colorido de indofenol, quantificado espectrofotometricamente sob leitura em 620 nm. O teor de
proteina para o experimento foi ajustado na faixa de 0,7-0,9 miligramas por litro (mg/mL) e os
resultados foram expressos em unidades por litro (U/L).

Para a determinacdo dos niveis do nucleotideo de ATP no soro do GD e GC, fez-se uso
do kit comercial de ensaio de bioluminescéncia com luciferase de vaga-lume recombinante e
seu substrato D-luciferina (KARAMOHAMED; GUIDOTTI, 2001).

A glicemia de jejum dos grupos foi determinada por meio de medidor de glicemia
sanguinea da marca On Call® Plus II, cujo resultado ¢ definido em miligramas por decilitro
(mg/dL).

Por fim, os niveis de HbAlc foram dosados por meio do envio da amostra a um
laboratorio terceirizado, que realizou as analises por meio de turbidimetria, com resultados
estabelecidos em %, seguindo método certificado pelo National Glycohemoglobin

Standardization Program (NGSP).
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2.5 ANALISE ESTATISTICA

A normalidade dos dados foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk, que apresentaram
distribui¢do normal. Os outliers, foram analisados e removidos apenas para a analise das
variaveis que se diferenciavam dos demais dados. Os dados estdo apresentados em média e
desvio padrao. Para analisar a diferenca entre os dois grupos (GD e GC) foi utilizado o teste T
ndo paramétrico. O nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05 e todas as analises foram
realizadas no programa GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, San Diego, California,
USA).

3 RESULTADOS

Na tabela 1 sdo apresentados os dados referentes a caracterizagdo da amostra bem como
parametros hemodindmicos e glicémicos. A idade média das participantes no GD foi de 51 +
6,60 e a altura média foi de 1,57 + 0,04, enquanto no GC a média da idade foi de 50,22 + 6,43
e a da altura foi de 1,60 £+ 0,06. Na comparacao entre os dois grupos ndo houve aumento ou
diminui¢do significativamente estatistica em relacdo as variaveis peso, frequéncia cardiaca
(FC), pressao arterial sistolica (PAS) e pressao arterial diastdlica (PAD). Todavia, constatou-
se, em relagdo ao perfil glicémico, aumento dos valores de glicemia sérica e hemoglobina

glicada (HbA1c) no GD em comparag¢ao com o GC.
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Tabela 1 — Caracterizagdo da amostra

Variavel GD GC p-valor
Idade 51+6,60 50,22 + 6,43 -
Altura 1,57 £ 0,04 1,60 + 0,06 -

Peso (kg) 78,35 +15,88 77,31 +£13,32 0,7984

FC (bpm/min) 83,25+ 8,70 78,93 £ 7,89 0,0687
PAS (mmHg) 128 + 12,61 124,9 + 10,41 0,3350
PAD (mmHg) 80,88 +7,78 77,07 £ 7,17 0,0727

Glicemia 132,6 +30,90 90,36 + 9,94 0,0001

(mg/dL)

HbAlc (%) 6,30 + 0,67 5,414 £ 0,31 0,0044

Fonte: elaborada pelos autores (2022).

Tabela 1 Idade, altura, peso, parametros hemodindmicos e glicémicos do grupo diabético e grupo controle
(saudavel). Os dados sdo apresentados como média + desvio padrido. FC, PAS, PAD: GD - (n=24) ¢ GC - (n=27);
Glicemia: GD - (n=23) e GC - (n=28); HbAlc: GC - (n=7) e GD - (n=12). GD: grupo diabético; GC = grupo
controle; FC: frequéncia cardiaca; PAS: pressao arterial sistolica; PAD: pressdo arterial diastolica; kg: quilograma;
bpm/min: batimentos por minuto; mmHg: milimetros de mercurio; HbAlc: hemoglobina glicada.

Em relacdo as medicagdes em uso para o controle da diabetes pelo GD foi verificado

que 14 participantes utilizam metformina (66,66%), 5 usam gliclazida + metformina (23,81%),

6 usam insulina Aspart-Glargina (9,52%) e apenas uma faz uso de gliclazida (4,76%), conforme

descrito na Tabela 2.

Tabela 2 — Medicamentos antidiabéticos tomados pelo grupo diabético

Medicamento N° de Porcentagem
participantes (%)
Metformina (Biguanida) 14 66,66%
Gliclazida + metformina 5 23,81%
Insulina (Aspart-glargina) 2 9,52%
Gliclazida (Sulfonilureias) 1 4,76%

Fonte: elaborada pelos autores (2022).
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Os resultados de atividade enzimatica e dos niveis de ATP encontrados em ambos GC
e GD estdo representados na Figura 1.

Figura 1 — Atividade enzimadtica e niveis de ATP

a) NTPDase (ATP) b) NTPDase (ADP)
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Fonte: elaborada pelos autores (2022).

Fig. 1 Atividade enzimatica e niveis de ATP. a Atividade da NTPDase em linfocitos utilizando ATP como
substrato nos GC (n = 23) e GD (n = 20). b Atividade da NTPDase em linfocitos utilizando ADP como substrato
nos GC (n=23) e GD (n=20). c Dosagem dos niveis em soro de ATP nos GC (n=27) e GD (n=24). d Dosagem
de ADA nos linfocitos nos GC (n = 13) ¢ GD (n = 13). As colunas estdo representadas como média + desvio
padrdo. *p < 0.05 vs. GC.

A média e desvio padrao dos GC e GD, respectivamente, em cada anélise foi a seguinte:
1) NTPDase (ATP) [83.95 + 51,30 (n = 23) vs. 135,3 = 75,67 (n = 20) nmol Pi/min/mg de
proteina]; 2) NTPDase (ADP) [97,31 £49,53 (n =23) vs. 150 £ 68,35 (n = 20) nmol Pi/min/mg
de proteina]; 3) ATP [401.5 £ 96.80 (n = 27) vs. 521.4 + 124.7 (n = 24) nmol/mg de proteina];
4) ADA [8.588 = 10.51 (n=13) vs. 42.55 + 23.70 (n = 13) U/L].

A andlise da atividade da enzima NTPDase, tendo o ATP como substrato, revelou que
houve maior hidrélise de ATP no GD quando comparado ao GC (Fig. 1a, p < 0,05), tendo o
mesmo ocorrido na hidrélise do ADP, este enquanto substrato (Fig 1b, p < 0,05). Além disso,

os niveis de ATP também se encontravam aumentados no GD em relagdo ao GC (Fig. Ic,



13

p <0,05), e tal padrao repetiu-se na analise da atividade da ADA, em que esta estava aumentada,

de forma significativa, no GD (Fig 1d, p < 0,05).

4 DISCUSSAO

A DM2 ¢ uma doenca conhecida por ter como caracteristicas principais resisténcia
periférica a insulina, com diminui¢ao da funcdo das células B pancreaticas em associagdo a um
processo pro-inflamatorio de baixo grau (BURNSTOCK; NOVAK, 2013). Nesse contexto,
componentes do sistema purinérgico como o ADP e ATP extracelular e a adenosina participam
na regula¢do do estado inflamatdrio e imunoldgico da DM2 por meio de sua interacdo com
receptores purinérgicos, bem como pela degradagdo por vias enzimaticas que incluem a
NTPDase e a ADA (LIMA et al., 2022). Além disso, segundo estudos prévios um defeito na
acdo da insulina nos linfécitos T pode estar associado a alteragdo imunologica cronica
evidenciada no DM2 (STENTZ; KITABCHI, 2003).

Considerando a importancia do ATP extracelular na patogénese, progressao € como
possivel marcador inflamatorio, nosso estudo € pioneiro em apresentar a sua dosagem em
pacientes com DM2. Nossos resultados apontaram aumento dos niveis do ATP extracelular no
GD em comparacdo com o GC. Esses elevados niveis extracelulares no GD tém como
consequéncia e sdo indicativos de um estado pré-inflamatério vigente e de uma secrecao
deficiente de insulina pelas células  pancreaticas bem como sensibilidade periférica a insulina
(GARCIA-JACOBO et al., 2022).

Reforgando essa possivel associagdo com o contexto pro-inflamatorio, a literatura
apresenta previamente outras condi¢des em que hd aumento do ATP extracelular simultdneo a
um estado pré-inflamatorio exacerbado. Essa mesma associagdo foi vista em pacientes
hipertensas no estudo de Lammers et al., (2020), bem como representando um potente padrao
de resposta molecular ao dano endotelial em sitios tumorais (KOBAYASHI et al., 2022; QIAN
et al., 2016).

Além disso, como resultado, também foi evidenciado aumento da atividade das enzimas
NTPDase em linfocitos tanto na hidrdlise de ATP quanto de ADP como substrato no GD. O
padrdo de expressdo da enzima NTPDase em linfocitos foi previamente descrito como um
marcador de ativagdo amplamente expresso em subconjuntos de células T ativadas e células
NK (FERRERO; FAINI; MALAVASI, 2019). Logo, sua aumentada atividade no GD de nosso
estudo pode ser indicativa da presenca do estado de inflamag¢do cronica de baixo grau

persistente mediado por aumento de células ativadas em pacientes com DM2 (GARCIA-
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HERNANDEZ et al., 2011). Outros estudos, como o de Garcia-Hernandez et al. (2011)
corroboram com os achados ao terem identificado atividade aumentada da NTPDase em células
mononucleares do sangue periférico, além de correlacdo positiva com niveis de HblAc e
glicemia de jejum. No estudo de Guzman-Flores et al. (2015) observou-se que a expressdo de
NTPDase estava significativamente aumentada em linfocitos totais e no subtipo CD4+ de
pacientes com DM2 quando comparada ao grupo controle.

Outro ponto a se destacar seria o aumento associado entre a enzima NTPDase e os niveis
de ATP extracelular. Diante dos elevados niveis de ATP extracelular, esse aumento da atividade
da NTPDase em pacientes com DM2 pode ser visto como uma resposta compensatoria do
organismo as altas concentragdes de ATP no meio extracelular, tendo também como
consequéncia a geracdo de adenosina (LIMA ef al., 2022). De forma similar Lammers ef al.,
(2020) identificou aumento concomitante da atividade da NTPDase utilizando ATP como
substrato e do ATP extracelular.

Ha também que se apontar que o ATP extracelular ativa sua via de degradacdo pelas
NTPDases (PASSOS et al., 2018), e sua degradacdo gera adenosina, molécula que apresenta
fun¢do regulatdria anti-inflamatoria, em que realiza uma inibi¢do dos linfocitos T CD4+ e
efetores e estimulagdo dos linfocitos T reguladores (BURNSTOCK; BOEYNAEMS, 2014;
ANTONIOLI et al., 2019; LAMMERS et al., 2020). Ainda, a adenosina desempenha uma
estimulagdo das células f pancreaticas, aumentando a secre¢do de insulina, ¢ uma maior
sensibiliza¢do dos tecidos periféricos a insulina, o que aumenta a captacgao tecidual de glicose
(NIRAULA et al., 2018; SINGH; GIBERT; DWYER, 2018).

Em decorréncia da presenga desses niveis de adenosina, em uma situagdo inflamatoria,
hé deflagracdo de uma resposta de hidrélise com aumento dos niveis de ADA (PASSOS et al.,
2018). Tal aumento dos niveis de ADA em linfocitos foi identificado em nosso estudo, cujos
resultados demonstraram que sua atividade estava significativamente maior no GD do que no
GC. Esse aumento bem como o descontrole glicémico identificado em nossa pesquisa
representam a promog¢ao de um estado inflamatdrio, juntamente a uma diminui¢ao da captagao
da glicose e o desenvolvimento de resisténcia insulinica, o que pode estar relacionado a uma
disfuncao dos linfocitos T, os quais sofrem proliferag@o e liberam citocinas pro-inflamatorias
(LEE et al., 2011; NIRAULA et al., 2018; SINGH; GIBERT; DWYER, 2018; CAO et al.,
2021).

Lee et al. (2011) mostrou aumento significativo da enzima em pacientes com DM?2
comparados a pacientes ndo-diabéticos, além de uma correlagdo positiva entre a ADA e a

glicemia sérica. O mesmo fora evidenciado por Niraula et al. (2018), em que os com DM2
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descontrolada (HbAlc > 7%) apresentaram niveis séricos de ADA significativamente
aumentados quando comparados a pacientes com DM2 controlada (HbAlc < 7%) e destes ao
grupo controle ndo-diabético, e uma correlacdo positiva entre ADA sérico e HbAlc, glicemia
de jejum e glicemia pos-prandial, respectivamente. No estudo de Cao et al. (2021) observou-se
que o acimulo de ADA estd positivamente correlacionado aos niveis de HblAc e
negativamente correlacionado a fun¢do da célula beta pancreatica.

Dessa forma, ¢ possivel identificar que a atividade integrada de NTPDases ¢ ADA,
considerando seu papel na degradacdo dos ede ATP, ADP e adenosina, sdo particularmente
importantes para equilibrar os efeitos pro-inflamatorios e anti-inflamatérios do ATP liberado
para o meio extracelular. Assim, o aumento desses componentes do sistema purinérgico em
linfocitos de pacientes com DM2 reforga sua possivel relagdo com o sistema imune no espectro

de regulagdo do estado inflamatério de baixo grau da DM2.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos achados ¢ possivel inferir a participagdo das enzimas NTPDase, ADA e
niveis de ATP extracelular na patogénese da DM2. Assim, na via de degradacdo do ATP
extracelular (atuando como marcador inflamatério e de dano), sugere-se a relagdo entre seu
aumento com o aumento da atividade da NTPDase e ADA expressas em linfocitos e a atuagao
desses componentes na regulagdo dos mecanismos inflamatdrios e de homeostase da insulina
do grupo de mulheres diabéticas.

Esses resultados reafirmam a importancia do entendimento da relagdo dos componentes
purinérgicos e suas alteragdes que influenciam diretamente no sistema imunologico de
mulheres diabéticas, indicando que podem ser utilizados como possiveis marcadores
prognosticos, bem como alvos terapéuticos para que se alcance uma reducao na proliferacdo de
células inflamatdrias, bem como na liberagdo de citocinas pro-inflamatorias com o objetivo de

promover um estado de maior sensibilidade insulinica.
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