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RESUMO

A adenosina desaminase (ADA - E.C.3.5.4.4.) ¢ uma enzima fundamental no catabolismo das
purinas. Ela catalisa a desaminagédo da adenosina ou 2’deoxi-adenosina produzindo amonia e
inosina ou 2’-deoxi-inosina, respectivamente. Sua atividade é expressa por 2 isoenzimas
presentes em 3 isoformas. A ADA1l (36kDa) ou ADAL ligada ao CD26 (280kDa) séo
amplamente distribuidas nos tecidos. Sua acdo é particularmente importante porque altos
niveis de 2’deoxi-adenosina sdo tdxicos para as células do sistema imunoldgico. A ADA2
(100kDa) é normalmente encontrada no soro e sintetizada somente pelo sistema monocitico-
macrofagico. A importancia biologica da ADAZ2 ainda ndo esta totalmente estabelecida,
principalmente devido as suas caracteristicas cinéticas. O presente trabalho teve como
objetivo discriminar as isoenzimas da adenosina desaminase humana através de eletroforese
em gel de agarose e pelo modelo proposto por Vale e Almeida (1998), bem como realizar um
estudo descritivo retrospectivo sobre o perfil dos exames de ADA no Estado do Ceara. As
amostras de liquido ascitico, pleural e pericardico foram submetidas a eletroforese em agarose
a 1% a 80 V por 7 horas. O gel foi fatiado e cada fatia foi incubada em adenosina (22 ou
0,55mM) por 20 horas para a deteccdo da amonia liberada pela reacdo enzimatica. Os
resultados encontrados a partir da eletroforese foram comparados com os resultados achados
pelo modelo de Vale e Almeida (1998). O liquido pleural ¢ o fluido que é mais
frequentemente solicitado para a determinacdo da ADA, seguido pelos liquidos ascitico,
cefalorraquidiano, pericardico e soro. Observamos que os valores de atividade enzimatica séo
influenciados pelo tipo de liquido corporal onde a enzima se encontra, podendo estar
relacionada as barreiras corporais, tais como a barreira hematoencefalica. A partir dos
resultados obtidos, podemos concluir que 0 modelo matematico proposto pode ser usado em
laboratdrios clinicos para discriminar as isoenzimas da ADA.

Palavras-chave: Adenosina Desaminase. Isoenzimas. Eletroforese em Gel de Agar. Liquido
Extracelular.



ABSTRACT

Adenosine deaminase (ADA — E.C.3.5.4.4.) is a fundamental enzyme in the catabolism of the
purines. It catalyzes the deamination of adenosine or 2’deoxy-adenosine producing
ammonium and inosine or 2’-deoxyinosine, respectively. Its activity is expressed by two
isoenzymes presented in three isoforms. ADALl (36 kDa) and ADA1l bound to CD26
(280kDa) are widely distributed in the body tissues. Their action is particularly important
because high levels of 2’deoxy-adenosine are toxic for the immune system cells. ADA2
(100kDa) is normally found in serum and is synthesized only in monocyte-macrophage
system. The biological importance of ADA2 is not yet fully clear, especially for its kinetics
characteristics. The objective of the present work was to discriminate the isoenzymes of
human adenosine deaminase using agarose electrophoresis and by mathematical model
proposed by Vale and Almeida (1998). In addition, we performed a study of the profile of
ADA tests in State of Ceara (Brazil). Samples of of ascites, pleural and pericardial effusion
were submitted to electrophoresis in 1% agarose at 80V for 7 hours. The gel was sliced and
each slice was incubated in adenosine (22 or 0,55mM) for 20 hours to detect the ammonium
released by enzymatic reaction. The results found from electrophoresis were compatible with
the model proposed by Vale and Almeida (1998). The pleural fluid is the most frequently
requested for the determination of ADA, followed by ascitic fluid, cerebrospinal fluid,
pericardial fluid and serum. We observed that the value of enzymatic activity is influenced by
corporal fluid type where the enzyme is localized. These data can be associated with the
corporal barrier, like brain barrier. We concluded that the proposed mathematical model could
be used in clinical laboratories to discriminate ADA isoenzymes to improve the diagnostic
method.

Key words: Adenosine Deaminase. Isoenzymes. Electrophoresis. Agar Gel. Extracellular
Fluid.
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1 INTRODUCAO

1.1 Adenosina

A adenosina € um nucleosideo purinico que age como sinal extracelular mediando
um grande numero de respostas via interagdo com receptores de membrana acoplados a
proteina G (GPCR) (RODEN, 2005; RODWELL, 1998).

A producgéo de adenosina pode ocorrer em consequéncia da desfosforilacdo da
adenosina monofosfato (AMP) pela 5’-nucleotidase (5°-NT) citosoélica, por sua formacéo
extracelular através da 5’-NT da membrana ou como produto da hidrolise da S-adenosil
homocisteina (SAH), um produto da via da transmetilacdo da S-adenosil metionina. A
adenosina pode também ser refosforilada pela adenosina quinase (AK) e formar, por
consequéncia, o0 AMP ou pode, diferentemente, ser catabolizada pela adenosina desaminase
(ADA), formando a inosina e na sequéncia, a hipoxantina, xantina e &cido Urico ou alantoina,
dependendo do tecido e da espécie animal (RODRIGUES, 2001).

A adenosina é encontrada sob a forma livre no citosol de todas as células e
transportada por um transportador de membrana. A adenosina presente nos tecidos provém
dessa fonte e do ATP ou ADP liberados (RANG et al., 2004).

Foram caracterizados duas grandes familias de receptores purinérgicos. Na classe
P1 estdo os GPCR, depois subdivididos em: A;, Aza, Ass € As. Os receptores A; e Az sdo
correntes de K*, a ativagdo de fosfolipase C em algumas circunstancias e a regulagio do canal
ibnico, enquanto os receptores A, ativam proteinas Gs que estimulam a adenilato ciclase
(MARTINS, 2007; RODEN, 2005). Os receptores P, apresentam 0s subtipos P, e P,y que
respondem ao ATP e/ ou ADP. Os receptores P, sdo do tipo ionotropicos multiméricos,
enquanto que os receptores P,y sdéo GPCR acoplados a adenilato ciclase ou ao metabolismo
dos fosfoinositidios (RANG et al., 2004).

Entre os efeitos fisiologicos da adenosina podemos citar a vasodilatacdo, inclusive

dos vasos coronarianos, via receptor A, (exceto nos rins onde temos uma vasoconstrigdo via
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receptor A;), inibicdo da agregacdo plaquetaria (receptor A;), bloqueio da conducéo
atrioventricular cardiaca (receptor A;), broncoconstricdo, particularmente em individuos
asmaticos (receptor A;), liberacdo de mediadores dos mastdcitos (receptor Asz), estimulacéo de
neurdonios nociceptivos aferentes, particularmente no coragdo (receptor A;) onde

provavelmente atua no mecanismo da dor anginosa, dentre outros (RANG et al., 2004).

A adenosina é um importante agente antiinflamatorio, devido sua potente acéo
supressora em, virtualmente, todas as células do sistema imunoldégico (HASKO;
CRONSTEIN, 2004). Bloqueia a adesdo de neutrofilos (CRONSTEIN et al., 1986),
maturacao e quimiotaxia de mondcitos (FISCHER et al., 1976), producéo de ions superoxido
pelos neutrofilos (CRONSTEIN et al., 1985), citotoxicidade das células “killers” e “natural
killers” (GREVER et al., 1982), liberacdo de citocinas (BOUMA et al., 1996), inibi¢do da
sintese de leucotrieno B4 (LTB4) (KRUMP et al., 1996) e a liberacdo de histamina pelos
basofilos (MARONE et al., 1979).

A adenosina também ¢é utilizada como medicamento devido as suas propriedades
cardiovasculares, sendo utilizada para induzir hipotensdo controlada em alguns procedimentos
cirargicos e no diagnéstico de doencas na artéria corondria. Sua acdo ocorre atraves da
ativacdo da corrente de K* sensivel a acetilcolina no atrio e nos nédulos atrio-ventriculares e
sinusal, resultando em encurtamento da duracdo do potencial de acdo, hiperpolarizagédo e
retardamento da automaticidade normal (RODEN, 2005).

Seus niveis sdo modulados por intermédio de enzimas especializadas, dentre as

quais a mais importante € a adenosina desaminase.

1.2 Adenosina desaminase (ADA)

A adenosina desaminase (adenosina aminohidrolase; ADA; E.C. 3.5.4.4), é uma
enzima amplamente distribuida nos tecidos animais e em microorganismos. Em plantas,
somente uma fonte da enzima foi referida em preparacdes comerciais de malte diastase e,
posteriormente, extraida das raizes de cevada desidratada (RODRIGUES, 2001).
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A ADA em humanos € expressa por duas isoenzimas presentes em trés isoformas:
ADALl, ADAl1+Complexo Protéico (ADA1-CD26) e ADA2. (UNGERER et al., 1992;
WEYDEN; KELLEY, 1976). A ADA ¢é uma enzima que participa da degradacdo das purinas
(figura 1), catalisando a desaminacdo da adenosina (ou deoxi-adenosina) formando inosina

(ou deoxi-inosina) e amonia (figura 2).

A ADA1 é uma proteina monomérica com massa molecular de aproximadamente
36 kDa, codificada no cromossomo 20, na regido da banda 20q13.11 (PETERSEN et al.,
1987; PHILLIP et al., 1980; UNGERER et al., 1992), sendo amplamente distribuida nos
tecidos. A ADA1 desamina eficientemente a adenosina (Ad), com um Km de 5,2 x 10° M, e
a 2’deoxi-adenosina (dAd), apresentando uma razdo dAd/Ad de 0,75, funcionando como
agente modulador dos niveis, intra e extracelulares de Ad e dAd (GAKIS, 1996).

A ADA1-CD26, consiste na ADAL1 formando um complexo protéico com a
enzima dipeptidil peptidase [1V-CD26 (DPPIV-CD26), com massa molecular de
aproximadamente 280 kDa, codificada nos cromossomos 2 e 6 (SHAROYAN et al., 2006;
UNGERER et al., 1992), estando envolvida diretamente na ativacao dos linfécitos T (DONG
et al., 1996).

A enzima DPPIV (E.C. 3.4.14.5) é uma glicoproteina multifuncional amplamente
distribuida, expressa como um homodimero de 210 kDa ligado ndo covalentemente na
superficie de praticamente todos os tecidos de mamiferos. Ela é definida como um antigeno
CD26 em linfécitos T ativados e timécitos, desenvolvendo um papel importante nos sistemas
imunoldgico e enddcrino, mobilizacdo da medula 6éssea, crescimento de cancer e adesdo
celular. Os substratos para a DPPIV séo varias quimiocinas e neuropeptideos, o peptideo
glucagon-like e o peptideo insulinotropico dependente de glicose. A forma soltvel da DPPIV-
CD26 ocorre no soro, fliido seminal, liquido pleural, bile e nos rins (SHAROYAN et al.,
2006).

A ADAZ2 é uma isoenzima que coexiste com a ADA1 apenas em mondcitos e
macrofagos, com massa molecular de aproximadamente 100 kDa, apresenta baixa afinidade
pela adenosina, com um Km de 200 x 10° M e pela 2’deoxi-adenosina, apresentando uma
razdo dAd/Ad de 0,25 (GAKIS, 1996; UNGERER et al., 1992; WEYDEN; KELLEY, 1976),
sendo uma ferramenta importante para o diagnodstico de doencas inflamatérias e infecciosas
como tuberculose, febre tifoide, hepatite viral e AIDS (GAKIS et al., 1989).
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O poder antiinflamatorio da adenosina tem despertado o interesse nas pesquisas
de novos agentes terapéuticos. A possibilidade de que um inibidor da ADA possa mudar a
concentracdo da adenosina especificamente no foco inflamatdrio, tem despertado o interesse
da industria farmacéutica para o desenvolvimento em potencial de um agente antiinflamatério
com poucos efeitos colaterais (BARRETO et al., 2007; TERASAKA, 2004).

Atualmente, os inibidores da ADA disponiveis no mercado apresentam uma série
de desvantagens para o uso clinico, tais como problemas na sua farmacocinética e/ ou efeitos
toxicos severos. Dentre os inibidores da ADA utilizados na clinica médica podemos citar a
pentostatina (ou 2’deoxi-conformicina) que promove um actmulo intracelular de nucleotideos
de adenosina e de deoxi-adenosina, bloqueando a sintese de DNA ao inibir a ribonucleotideo
redutase. A deoxi-adenosina inativa a S-adenosil hemocisteina hidrolase, promovendo um
acumulo de S-adenosil cisteina, que é toxica para os linfécitos. Em combinacdo com a deoxi-
adenosina, a pentostatina € capaz de induzir apoptose em células da leucemia monocitdide
humana. Clinicamente este farmaco € utilizado como antineoplasico na leucemia de células
pilosas e nos linfomas de células T (CHABNER et al., 2005).

1.3 Deficiéncia de ADA

A deficiéncia de ADA é um raro disturbio hereditario no metabolismo das purinas
que leva ao aparecimento de anormalidades na funcdo e desenvolvimento do sistema
imunolégico e vérios defeitos sistémicos (GASPAR et al., 2009). Foi identificada em 1972,
como sendo uma causa para a Imunodeficiéncia Severa Combinada (Severe Combined
Immunodeficiency -SCID), representando aproximadamente 17% de todos os casos de SCID.
Aproximadamente, 50% de todos os casos de SCID autossdmica recessiva por deficiéncia de
ADA sdo causadas por muta¢Ges no cromossomo 20913.2-q13.11, resultando em acumulo de
adenosina, 2’-deoxi-adenosina e 2’-0-metil-adenosina. Estes produtos levam, diretamente ou
indiretamente, a apoptose de linfocitos, resultando em auséncia de linfécitos T, B e células

Natural Killer, ou comprometendo as suas fungdes (OZDEMIR, 2006).

Em aproximadamente 85 — 90% dos pacientes com SCID, os sinais clinicos

iniciam antes do primeiro ano de vida, enquanto que 15 — 20 % dos pacientes podem
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apresentar um atraso da sintomatologia entre a idade de 1 a 8 anos. Tém sido visto ainda casos
mais tardios da doencga, com inicio apds os 10 anos de idade, com a funcdo imunoldgica
completamente normal. Os individuos que apresentam deficiéncia genética de ADA, mas
mantém as fungdes imunoldgicas normais, sdo descritos como portadores de deficiéncia
parcial (OZDEMIR, 2006).

A fisiopatologia da sindrome causada pela deficiéncia de ADA parece estar
relacionada com o acumulo dos substratos e sua subseqiiente metabolizagdo a ATP e dATP. O
acumulo de nucleotideos e nucleosideos podem mediar varios eventos celulares, tais como;
inibicdo da ribonuleotideo redutase, a qual impede a proliferacio de células
imunocompetentes; deplecdo dos depdsitos de pirimidina, devido a reducdo na sintese de 5-
fosforibosil-1-pirofosfato  (PRPP); sequestro de hemocisteina, como a S-adenosil
hemocisteina, que levara ao comprometimento das reacGes de metilagdo; modificacdo dos
niveis celulares de AMP ciclico (AMPc); e bloqueio pela adenosina do estagio da

prostaglandina dependente de calcio da ativacéo linfocitaria (FRANCO et al., 1990).

A auséncia de ADA leva a um acumulo de deoxi-adenosina nos compartimentos
intracelular e extracelular. No interior da célula, a deoxi-adenosina é convertida em deoxi-
adenosina-trifosfato (dATP) através da enzima deoxi-citidina quinase levando a um aumento
dos depositos de dATP. O acimulo de dATP e deoxi-adenosina tém efeitos deletérios no
desenvolvimento e funcdo dos linfécitos, sendo a principal causa dos defeitos no sistema
imunolégico (GASPAR et al., 2009).

Os pacientes com deficiéncia de ADA apresentam os mesmos achados clinicos de
outros tipos de SCID. Esses pacientes apresentam um sistema imunoldgico enfraquecido,
apresentando infec¢Ges graves recorrentes, diarréia e deficiéncia no desenvolvimento. Os
sinais clinicos desta doenca sdo: linfopenia profunda; anormalidades esqueléticas; toxicidade
metabdlica sistémica, com alteracbes em alguns o6rgdos ndo-linféides; anormalidades
neuroldgicas como distdrbios de movimento, nistagmo, surdez, anormalidades
comportamentais cognitivas; e, em autopsias, apresentam esclerose mesangial renal, adrenal e
na glandula pituitaria (OZDEMIR, 2006).

A deficiéncia hereditaria de ADA tem um curso fatal devido a multiplas
infeccbes. A conduta inicial destes pacientes deve ser reposicdo endovenosa de

imunoglobulinas e a quimioprofilaxia com sulfametoxazol e trimetoprima. Se o0s pacientes
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receberem a vacinacdo como o Bacilo de Calmette-Guerin (vacina BCG), entéo a terapia anti-
micobacteriana deve ser indicada. Todas as imunizagdes com organismos vivos devem ser
evitadas (OZDEMIR, 2006).

O transplante de células-tronco hematopoiéticas entre doadores compativeis
apresenta uma boa resposta bioquimica e imunoldgica, com uma taxa de sobrevivéncia maior
gue 85%. Embora o tratamento de escolha para a SCID seja o transplante de medula 6ssea,
menos de um terco dos pacientes tem acesso a um doador apropriado. Um tratamento
alternativo € a reposicéo da enzima utilizando a ADA bovina ligada a polietileno glicol (PEG-
ADA). Apesar de ser bastante dispendioso, o tratamento com PEG-ADA pode salvar a vida
de pacientes que ndo conseguem doadores de medula 6ssea. A reposicdo com PEG-ADA
reconstitui parcialmente a fungdo imunoldgica da maioria dos pacientes com SCID, e,
somente poucos pacientes ndo respondem bem ao tratamento (GASPAR et al., 2006;
ONODERA et al., 1998).

Por outro lado, uma super-atividade da ADA esta relacionada a anemia hemolitica
hereditaria devido ao aumento do catabolismo dos substratos que resulta em uma diminuicéo
global nos depositos de adenina ribonucleotidio em eritrocitos, bem como a destruicdo
prematura das células vermelhas (CHOTTINER et al., 1987; FRANCO et al., 1990).

1.4 Participagédo da ADA em diversas patologias

A atividade sérica da ADA esta aumentada em diversas doengas caracterizadas
pela proliferacdo ou ativacdo de células T. Portanto, a determinacdo de sua atividade sérica
pode refletir a atividade das doengas mediadas via células T (CANPOLAT et al., 2006).

A mensuracédo da atividade da ADA em fluidos bioldgicos € muito util na clinica
médica. Contudo, a atividade da ADA nos fluidos corporais € devido a uma mistura entre
ADAL e ADA2 (GAKIS, 1996). A ADAZ2 pode ser utilizada como um marcador da presenca
de parasitas vivos no sistema monocitico macrofagico (GAKIS, 1989).
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1.4.1 Neoplasias

Neoplasia significa literalmente o processo de um *“novo crescimento” e 0 novo
crescimento € chamado de neoplasma. O termo tumor foi originalmente aplicado ao edema
causado pela inflamacdo. Os neoplasmas também causam edemas, mas ja ha muito tempo o
emprego ndo-neoplasico de tumor saiu de uso, sendo o termo considerado como sindnimo de
neoplasma. Cancer é o termo comum para todos os tumores malignos. Embora a origem deste
termo seja um pouco incerta, ela provavelmente é originada do termo em latim para
caranguejo (cancer), presumivelmente porque um cancer “agarra-se de uma maneira

obstinada a qualquer parte de que se apodera, como o caranguejo” (VINAY et al., 2005).

Os niveis de ADA tém sido estudados em pacientes com diversos tipos de
tumores. Alguns autores sugerem que o aumento da atividade de ADA desempenha um
importante papel nas vias de recuperacdo das purinas e pirimidinas de células e tecidos
cancerigenos (CAMICI et al., 1990; DORNARD et al., 1982), enquanto outros autores
propdem um aumento da atividade da ADA como um mecanismo compensatdrio contra ao
acumulo de substratos toxicos devido ao aumento do metabolismo acelerado das purinas e
pirimidinas nas células e tecidos cancerigenos (DONOFRIO et al., 1978; HERSFIELD;
KREDICH, 1980).

Na leucemia linféide aguda, a ADA1-CD26 € inicialmente a isoforma responsavel
pelo aumento total da ADA sérica. A ADA é encontrada em pequenas gquantidades em soro
normal, mas aumenta significativamente em pacientes com leucemia linféide aguda e durante
as crises blasticas da leucemia linféide cronica (GAKIS et al., 1982; UNGERER et al.,1992).
A atividade da ADA sérica € uma ferramenta Gtil como marcador tumoral e como progndstico

na evolugdo do tratamento dos pacientes (UNGERER et al., 1992).

Eroglu et al. (2000) descrevem a atividade de ADA no cancer colo retal,
correlacionando a sua atividade com a localizagdo do tumor, mostrando que a enzima

apresenta diferencas especificas dentro da mesma regido (colo vs reto).

Os niveis séricos de ADA sdo afetados por alguns fatores, tais como o
extravasamento celular da enzima, inducdo enzimatica em alguns tecidos especificos por

alguns fatores e a proliferacdo de tipos celulares especificos. Entretanto, o aumento da
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atividade de ADA pode dar uma vantagem seletiva para as celulas cancerigenas para crescer e
desenvolver mais rapidamente (YILDIRIM et al., 1999). Esse rapido crescimento pode
ocorrer devido a adenosina inibir a proliferacdo tumoral tanto in vitro quanto in vivo
(DJALDETTI et al., 1996; FISHMAN et al., 1998). Alguns estudos relatam que a adenosina
pode inibir a proliferacdo de células transformadas por virus, células neoplésicas de varias
origens (COLQUHOUN; NEWSHOLME, 1997; ISHII; GREEN, 1973; TEY et al., 1992;
WEISMAN et al. 1988) ou iniciar a apoptose em células cancerigenas sob certas
circunstancias (BAJAJ et al., 1983; BARRY; LIND, 2000; TANAKA et al., 1994).

Entretanto, existem evidéncias que a adenosina pode aumentar a proliferacdo de
células leucémicas (COLQUHOUN; NEWSHOLME, 1997; ORRICO et al., 1991),
carcinomas (LELIEVRE et al., 1998a; LELIEVRE et al., 1998b; TEY et al., 1992) e
astrocitoma (RATHBONE et al., 1992).

A proliferacdo de células normais ndo foram afetadas nem estimuladas na
presenca de adenosina, levando a sugerir que a adenosina pode ser um inibidor especifico do
crescimento celular. Estes efeitos parecem estar mediados pelos receptores do subtipo A; da
adenosina (FISHMAN et al., 2000; OHANA et al., 2001).

1.4.2 Tuberculose

A tuberculose tem como agente etiolégico o complexo Mycobacterium
tuberculosis, constituido pelas espécies M. tuberculosis, M. bovis, M. africanum e M. microti.
Atualmente, € a causa de morte por doenca infecciosa mais comum em todo o mundo. O
Brasil, juntamente com outros 21 paises em desenvolvimento, detém 80% dos casos mundiais
da doenca, apresentando aproximadamente 85 mil casos novos da doenga por ano, com cerca
de 5 a 6 mil mortes (BRASIL, 2005c).

O padréo ouro para o diagndstico de tuberculose pleural é a identificacdo do M.
tuberculosis no fluido pleural ou no tecido. Na pratica médica, esta identificacdo é um
problema devido a baixa taxa de identificacdo e ao lento crescimento do mycobacterium em
cultura (ANTONANGELDO et al., 2007).
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A tuberculose pleural é uma das formas mais frequentes de apresentacdo extra-
pulmonar da moléstia e pode apresentar até 10% de todos os casos da doenca. Os metodos
convencionais bastante Uteis para o diagnostico de tuberculose pulmonar tém baixo
rendimento quando realizados no liquido pleural. A pesquisa direta do bacilo alcool-acido
resistente no liquido pleural pelo Ziehl-Neelsen é positiva em menos de 5% dos casos, e a
cultura no meio de Léwenstein-Jensen ndo ultrapassa 40% dos casos. A tuberculose pleural é
resultante de uma cascata de rea¢fes imunoldgicas que ocorrem como resposta a presenca de
antigenos bacterianos na cavidade pleural. O Mycobacterium tuberculosis raramente esta
presente na cavidade pleural e esta é a razdo para que, a maioria dos exames diretos para
tuberculose no liquido pleural, apresente resultados negativos (KAISEMANN et al., 2004;
ZARIC et al., 2008).

Desde 1978, a atividade da ADA foi encontrada aumentada nos exsudatos pleurais
tuberculosos e a deteccdo de sua atividade tem sido usada no diagndstico de tuberculose
pleural, apresentando uma sensibilidade de 99% e especificidade de 93%. Altos niveis de
atividade de ADA, também podem ser encontrados em liquido pleural decorrente de outros
processos ou lesbes, especialmente pneumonia, empiema, linfoma, neoplasia e IUpus
eritematoso sistémico (VALDES et al., 1996). A ADA?2 ¢é entdo liberada pelos macréfagos,
quando estimulados pela presenga de microorganismos vivos em seu interior. O aumento da
atividade da ADA na tuberculose pleural é devido principalmente a ADA2, estimando-se em
até 80% da atividade total da enzima (VALDES et al., 1996; ZARIC et al., 2008).

Castelo Filho et al. (2004) descrevem a realizacdo da dosagem da atividade da
adenosina desaminase como um dos métodos diagndsticos mais importantes para o
diagndstico da tuberculose extra-pulmonar, sendo um exame de fécil execucdo, baixo custo e

bom rendimento.

Na tuberculose, a historia clinica, o conhecimento da epidemiologia da doenca na
regiao, a analise bioquimica, a citologia do liquido pleural e a dosagem de ADA permitem o
diagnostico e agilizam o tratamento. E aceitavel o inicio da terapéutica anti-tuberculose, com
acompanhamento clinico, a partir da combinacdo entre a histéria clinica sugestiva de
tuberculose, liquido pleural exsudativo com citometria quantitativa com predominio de
linfocitos (>75%), auséncia de células neoplésicas na citologia e atividade de ADA >40U/L
(CASTELO FILHO et al., 2004).
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1.4.3 Tuberculose pleural vs neoplasia pleural

A maioria dos casos de derrame pleural ocorre em decorréncia de tuberculose ou
cancer. O primeiro passo na investigagdo etioldgica de um derrame pleural é determinar se o
derrame € um transudato ou um exsudato. Transudados refletem a presenca de uma doenca
sistémica com repercussdao nos mecanismos de producdo e reabsorcdo do liquido pleural,
enquanto que os exsudatos refletem a presenca de uma doenca pleural primaria e requer uma
investigacao etiologica (ANTONANGELO et al., 2007; MASKELL; BUTLAND, 2003).

O isolamento do M. tuberculosis é dificil devido a pleurisia tuberculosa ser um
evento primariamente imunolégico com pequena quantidade de bacilos tuberculosos
(VALDES et al., 1998). A demonstracdo do granuloma na amostra de bidpsia a partir da
pleura parietal, aliado a marcadores como a adenosina desaminase e interferon-gama, sugerem
uma pleurisia tuberculosa (GOTO et al., 2003; GRECO, et al., 2003).

A atividade da adenosina desaminase € o melhor marcador bioquimico para o
diagnostico de tuberculose pleural (AOKI et al., 1994; BLAKE; BERMAN, 1982; ENA et al.,
1990; MELO et al., 2000; OLIVEIRA et al., 1994), fornecendo uma base para a decisao de
tratamento devido a sua alta sensibilidade, independentemente da sorologia para o HIV
(MELO et al., 2000; RIANTAWAN et al., 1999).

Yildirim et al. (1999) relataram a importancia do sistema imunoldgico e,
particularmente, a resposta mediada por linfocitos para o desenvolvimento de neoplasias,
sendo um importante fator do hospedeiro em pacientes com cancer. No liquido pleural, a
principal fonte de ADA sdo os linfocitos ou as células do sistema monocitico-macrofagico,
podendo ocorrer mudancas no perfil da populagéo de linfocitos dependendo do tipo de tumor,
com um dominio de linfécitos T CD4+, especialmente linfécitos T-helper tipo 2 em efusbes
malignas como resposta secundaria ao desenvolvimento de cancer de pulméo ou ao cancer de
mama. (YILDIRIM et al., 2007).

Delong et al. (2005) relatam que a propor¢do de linfécitos T CD8+ é
significativamente maior que os linfocitos T CD4+ em efusdes pleurais de pacientes com
mesotelioma maligno, fato que fez o autor a sugerir que diferentes tipos de tumores podem

iniciar diferentes tipos de respostas das células imunoldgicas do hospedeiro.
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O diagndstico de um derrame pleural neoplasico é feito baseando-se na presenca
de células malignas no liquido pleural ou tecido de biopsia. A taxa de positividade nos
exames citologicos varia entre 40 a 87%, maior que o obtido com uma bidpsia que varia entre
35 a 65% (ANTONANGELO et al., 2007). O maior obstaculo no diagndstico de efusdes
malignas é a presenca de resultados citologicos falsos negativos em aproximadamente 40%
dos casos (MASKELL; BUTLAND, 2003).

1.4.4  Tuberculose peritoneal

A peritonite tuberculosa é a sexta localizagdo mais frequiente de tuberculose extra-
pulmonar (HARLAN; GRIMM, 1997), apresentando sintomas inespecificos como febre, dor
abdominal e perda de peso (AGUADO et al., 1990).

A confirmagdo da tuberculose peritoneal é dificil e demorada devido a
necessidade da confirmacdo histologica dos granulomas caseosos ou pela confirmacédo
bacteriologica através da coloracdo de Ziehl-Nielsen (coloracdo de BAAR) ou cultura. Devido
o resultado da cultura demorar pelo menos 4 semanas e a coloracdo de BARR apresentar uma
baixa sensibilidade, a confirmagdo frequentemente necessita ser feita através de

procedimentos invasivos, como a laparoscopia (INADOMI et al., 2001).

Riquelme et al. (2006) descrevem a dosagem de ADA no liquido ascitico como
um teste rapido e preciso para o diagnéstico de tuberculose peritoneal, tendo um forte poder

discriminatorio para descartar ou confirmar a peritonite tuberculosa na maioria dos casos.

O inicio do tratamento empirico associado a uma atividade de ADA elevada no
liquido peritoneal tem apresentado bons resultados enquanto o paciente aguarda o resultado
dos exames de cultura ou biopsia (RIQUELME et al., 2006).
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1.45 Pericardite tuberculosa

A pericardite aguda é uma sindrome caracterizada por inflamacdo do pericardio,
manifestando-se atraves de dor toracica, atrito pericardico e alteracdes eletro e
ecocardiograficas (FRAGATA FILHO, 2000), tendo como principais causas as infeccdes, o
infarto do miocardio, a insuficiéncia cardiaca, a uremia, as neoplasias e doencas sistémicas e
metabolicas (SHABETALI, 1997).

Todas as causas de pericardite aguda podem cursar com derrame pericardico. A
efusdo pericérdica pode se apresentar em quantidade minima, clinicamente silenciosa, e até
em nivel compressivo, desencadeando sintomas de tamponamento cardiaco (FRAGATA
FILHO, 2000).

A tuberculose é diagnosticada em apenas 4% dos casos agudos de pericardite. A
pericardite tuberculosa pode ser encontrada em 1-2% dos pacientes com tuberculose
pulmonar, podendo ser originada da arvore traqueo-bronquial, linfonodos regionais, estruturas

0sseas ou disseminacdo hematoldgica (FOWLER, 1991).

O tamponamento cardiaco ¢ uma complicacdo comum da pericardite tuberculosa,
sendo diagnosticada tuberculose em 60% dos pacientes com tamponamento cardiaco (JAIN et
al., 1999).

Como ocorre nos demais casos de tuberculose extra-pulmonar, é dificil isolar as
espéecies de micobateria a partir de amostras de fluido pericardico (RANA et al., 1999). A
probabilidade de obter um diagnostico definitivo é maior quando amostras de fluido
pericardico e biopsia pericardica sdo examinados antes do estagio de efusdo (KOH et al.,
1994).

Koh et al. (1994) demonstraram que a determinagdo dos niveis de ADA no
liquido pericardico é bastante atil para o diagnostico diferencial de efusdo pericardica de
varias origens, apresentando um valor de “cut off” de 40 U/L para o diagnostico de pericardite
tuberculosa, com uma sensibilidade de 93% e uma especificidade de 97% (TUON et al.,
2007).



34

1.4.6 Meningite

O termo meningite expressa a ocorréncia de um processo inflamatorio das
meninges (membrana que envolve o cérebro), que pode estar relacionado a uma variedade de
causas, tanto de origem infecciosa como néo infecciosa (ex.: traumatismo). As meningites de
origem infecciosa, em particular a doenca meningocdcica, a meningite tuberculosa, a
meningite por Haemophilus influenzae tipo b, a meningite por pneumococos e as meningites
virais, sdo as mais importantes do ponto de vista da salde publica, pela magnitude de sua
ocorréncia, potencial de transmissdo, patogenicidade e relevancia social. Podem ser causadas
por uma variedade de microorganismos, sendo que os principais encontram-se listados no
quadro 1 (BRASIL, 2005b).

Bactérias Virus Outros
Neisseria meningitidis RNA Virus Fungos
Haemophilus influenzae * Enterovirus * Cryptococcus neoformans
Streptococcus pneumoniae  * Arbovirus * Candida albicans e C. tropicalis

Mycobacterium tuberculosis  + Virus do sarampo

Staphylococcus aureus » Virus da caxumba Protozoarios

Pseudomona aeruginosa « Arenavirus — coriomeningite linfocitaria  * Toxoplasma gondii

Escherichia coli = HIV 1 * Trypanosoma cruzi

Klebsiella sp DNA virus * Plasmodium sp

Enterobacter sp » Adenovirus

Salmonella sp = Virus do grupo Herpes Helmintos

Proteus sp = Varicela zoster * Infeccao larvaria da Taenia solium
Listeria monocytogenes = Epstein Barr * Cysticercus cellulosae (cisticercose)
Leptospira sp » Citomegalovirus

Quadro 1: Principais agentes etiol6gicos para meningite
Fonte: BRASIL (2005b)

Em alguns paises, a meningite tuberculosa € a principal causa de meningite
oportunista em pacientes HIV positivos (BERENGUER et al., 1992; SANCHEZ et al., 1996).

Uma vez que o diagnostico para a meningite tuberculosa pelo isolamento ou visualiza¢éo
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direta do M. tuberculosis no liquido cefalorraquidiano tem baixa sensibilidade ou pode ser um
processo demorado, um tratamento empirico baseado nas caracteristicas do liquor ou nos

achados clinicos torna-se frequentemente necessario (CORRAL et al., 2004).

A determinacdo da atividade da adenosina desaminase no liquido
cefalorraquidiano é um exame diagnostico rapido e econémico, o qual tem sido encontrado
uma alta especificidade para o diagnostico diferencial entre meningite tuberculosa e outros

casos de meningite asséptica, com uma sensibilidade de 50% (CORTES et al., 1995).

Em estudos realizados em pacientes portadores do virus HIV, os niveis de ADA
apresentam-se elevados no liquido cefalorraquidiano em casos de meningite ciptococica
(MARTINES et al., 1992), meningite por candida (CASADO et al., 1997) e toxoplasmose
cerebral (BOTET et al., 1991). Nao foi encontrada diferenca significativa da atividade de
ADA no liquido cefalorraquidiano de pacientes portadores do virus HIV quando comparado
com os néo portadores (CORRAL et al., 2004).

1.4.7 Infeccdes virais

Cowan et al. (1986) observaram que pacientes com a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) apresentam uma elevacdo da atividade da ADA
eritrocitaria, enquanto que Gakis et al. (1989) observaram niveis elevados de ADA sérica em
todos os pacientes infectados, mas com padrdes diferentes de acordo com a fase da doenca,
apontando como grande significancia clinica a atividade da ADA2 nos pacientes HIV

positivos.

Em doencas virais, pode ocorrer um aumento da atividade sérica de ADAZ2,
analogamente como ocorre com as infecgdes bacterianas. O aumento desta enzima pode ser
usado como um marcador de presenca viral no sistema monocitico macrofagico (GAKIS et
al., 1981). Sarampo, catapora, mononucleose infecciosa, hepatite viral sdo exemplos de
doengas com aumento de atividade de ADA2 sérica, com 0 virus responsavel dentro do
sistema monocitico macrofagico (SHARPE; FIELDS, 1985).
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1.4.8 Leishmaniose

A leishmaniose é um problema de salde publica em vérias partes do mundo.
Aproximadamente 200 milhdes de pessoas estdo em areas de risco para a doenca, ocorrendo
100 mil casos com 50 mil mortes por ano (TRIPATHI et al., 2008).

No Brasil, a leishmaniose é uma doenca endémica com registros de surtos
freglientes, estando distribuida em 19 estados e quatro das cinco regides. No periodo de 1984
a 2003, o Brasil apresentou uma média anual de casos de leishmaniose visceral de 3.383 casos
com incidéncia de 2 casos para cada 100 mil habitantes (BRASIL, 2005a).

A leishmaniose visceral ou calazar tem como agente etioldégico o protozoario
Leishmania donovani ou Leishmania infantum na Africa, Asia e Europa ou pela Leishmania
chagasi na América Latina. E uma infeccio aguda com alta morbidade e alta mortalidade nos
casos ndo tratados (TRIPATHI et al., 2008).

A leishmaniose visceral é endémica em 62 paises nos quatro continentes, a
maioria dos quais classificados como em desenvolvimento, onde existem cerca de 200
milhGes de pessoas expostas ao risco. Cerca de 90% dos casos mundiais estdo concentrados
na india, Bangladesh, Nepal, Sudo e Brasil (MICHALICK; GENARO, 2005).

A leishmaniose visceral é clinicamente caracterizada por febre,
hepatoesplenomegalia, anemia, leucopenia e hipergamaglobulinemia. Os niveis séricos de
ADA estdo aumentados antes do inicio do tratamento, provavelmente devido a destruicdo dos
eritrocitos e a ativacdo do sistema mononuclear fagocitico (SMF). A medida que os pacientes
evoluem para a cura, os niveis de ADA total e ADAL caem rapidamente, mantendo os niveis
de ADAZ2 elevados por um periodo mais prolongado. A elevacgéo da atividade sérica de ADA2
ocorre devido a manutencdo da ativacdo do SMF. A determinacdo sérica de ADA no calazar é
uma ferramenta importante de auxilio diagnostico, bem como indicador de progndstico desta
moléstia (HOLANDA, 1999).

Nosso laboratério foi pioneiro na realizacdo de estudos da participacdo da ADA
na leishmaniose e o0 Unico a demonstrar a participacdo das isoenzimas da ADA nas diversas

fases da doenca (HOLANDA, 1999), havendo, ainda hoje, pouquissimos trabalhos sobre a
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ADA na leishmaniose registrados nos sitios de pesquisas académicas (PubMed, Scielo,

ScienceDirect).

1.4.9 Doenca de Behget

A doenca de Behcget é uma inflamac&o cronica caracterizada principalmente por
uma ulceracdo oral recorrente, lesbes na pele e uveites. Atualmente, a doenca de Behget é
reconhecida como uma vasculite sistémica, que pode afetar todos os tipos de vasos
sanguineos, articulacdes, pulmdes, sistema nervoso central e sistema gastrintestinal
(CANPOLAT et al., 2006; GONUL et al., 2009).

O diagnostico € apenas baseado em achados clinicos, sendo que o sinal clinico
mais importante é a estomatite aftosa recorrente, caracterizada por uma doenca inflamatoria
da mucosa oral, com dUlceras rasas e dolorosas, geralmente recoberta com uma
pseudomembrana branco-acinzentada rodeada por um halo eritematoso (GONUL et al.,
2009).

O envolvimento articular se caracteriza por artrite/artralgia (mais freqliente em
joelhos) que pode ser oligo ou poliarticular. O comprometimento vascular inclui artérias e
veias e ocorre em 35% dos casos. O comprometimento do sistema nervoso central tem sido
descrito em cerca de 18% dos pacientes, sendo a manifestagdo mais grave da doenga. O
envolvimento gastrintestinal se caracteriza por ulceras esofagicas e lesbes anais, dor
abdominal, gastrite, diarréia, hepatomegalia e esplenomegalia. Outros comprometimentos
incluem: sindrome nefrética, amiloidose, glomerulonefrite segmentar focal, epididimite,
uretrite, cistite recorrente, miocardite, pericardite e infarto do miocéardio (ALBUQUERQUE
et al., 2002).

Os exames laboratoriais podem ser Uteis para o seguimento da atividade da
doenca e no diagnostico diferencial. A pesquisa de auto-anticorpos € negativa. O antigeno de
histocompatibilidade B5 ocorre em frequéncias de 50 a 84% dos casos (ALBUQUERQUE et
al., 2002).
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O aumento da atividade sérica de ADA esta correlacionado com o0s niveis
aumentados de malonaldeido no estagio ativo da doenca. O malonaldeido é um dos produtos
finais da peroxidacdo lipidica induzida pelas espécies reativas de oxigénio no plasma e nos
eritrocitos (CANPOLAT et al., 2006).

O aumento da peroxidacdo lipidica, como reflexo do aumento plasmatico de
malonaldeido, sustenta o conceito de que as espécies reativas de oxigénio possam levar ao
dano oxidativo nesta doenca. O aumento da atividade sérica da ADA na doenca de Behget
pode ser originado nas células epiteliais e nos eritrocitos, devido ao dano resultante da
peroxidacdo lipidica provocada em suas membranas, a partir dos radicais de oxigénio
liberados de células mononucleares (CANPOLAT et al., 2006).

1.4.10 Anemia hemolitica hereditaria

Paglia et al. (1970) descreveram uma familia com anemia hemolitica crénica e
diminuicdo dos reservatorios de nucleotideos de adenina. Posteriormente, demonstrou-se ser
um defeito especifico nas hemécias que apresentavam uma elevacdo de 45 a 70 vezes da
atividade da adenosina desaminase, com 50 a 70% de deplecdo dos depositos de ATP
(PAGLIA et al. 1976).

O defeito foi um traco hereditério autossémico dominante, afetando 12 dos 24
membros da familia com os fatores de risco. Estudos posteriores realizados com ADA
parcialmente purificada de eritrocitos demonstraram propriedades fisico-quimicas e cinéticas
normais, com um aumento de ADA estruturalmente normal nestes pacientes (PAGLIA et al.,
1978).

Hirschorron et al. (1979) demonstraram que a atividade da ADA em eritrocito é
altamente estavel, apresentando uma meia-vida de aproximadamente 231 dias e, como a vida
média da hemécia é em torno de 120 dias, Chottiner et al. (1987) especulam que é impossivel
atribuir um aumento de até 70 a 100 vezes da atividade da ADA devido a uma mutagdo génica
que aumente a estabilidade desta enzima, tendo considerado, portanto, que o aumento da

atividade eritrocitaria da ADA seja devido a uma super-producdo da enzima.
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No caso de uma super atividade da ADA, o aumento do catabolismo dos
substratos resulta em uma diminuicdo dos depositos de nucleotideos de adenina nos eritrocitos

conduzindo a uma destruicdo prematura da hemacia.

1.5 Modelo de Vale e Almeida (1998)

A discriminagdo das isoenzimas da ADA pode ser realizada através de técnicas
como eletroforese, cromatografia ou ensaios enzimaticos utilizando inibidores especificos, o
que torna o processo financeiramente dispendioso e/ou inoportuno para a rotina de
laboratorios clinicos. Por este motivo, os laboratorios clinicos realizam apenas a determinagdo
da atividade de ADA total, ou seja, a atividade das isoenzimas ADA1 + ADA2.

Visando auxiliar o diagnéstico ou o acompanhamento da evolucdo clinica de
pacientes, os professores Dr. Marcus Raimundo Vale (Departamento de Fisiologia e
Farmacologia — UFC) e Dra. Yacy Mendonca de Almeida (Departamento de Patologia e
Medicina Legal — UFC) propuseram, em 1998, um modelo matematico para discriminar as

isoenzimas da ADA, com uma maior agilidade.

O modelo se baseou nas diferencas de afinidade das isoenzimas por dois
substratos (adenosina e 2’-deoxi-adenosina), cujos parametros ja eram estabelecidos na
literatura. Assim, foi proposto que o ensaio fosse realizado separadamente com adenosina e
2’-deoxi-adenosina para possibilitar o estabelecimento de 4 equagbes que definiriam uma

férmula final simples, conforme descrito na seccao de métodos.

A aplicabilidade deste modelo foi comprovada empiricamente na pratica clinica,
auxiliando aos médicos no diagnostico diferencial de diversas patologias, bem como o
acompanhamento da evolucdo dos tratamentos. Holanda (1999) pdde evidenciar esta
aplicabilidade através do acompanhamento da evolucdo das isoenzimas da ADA no processo

de desenvolvimento do Calazar, conforme descrito anteriormente.
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1.6 Métodos de determinacéo da ADA

Os laboratdrios clinicos realizam, atualmente, apenas a determinacdo da atividade
de ADA total (ADA1+ADAZ2). Varios métodos para esta determinacdo foram propostos,
dentre eles métodos automatizados ou kits diagnosticos, mas a sua aplicacdo pratica tem

demonstrado resultados insatisfatorios.

O método de Giusti (1974) ¢ um método que determina a atividade da ADA
através da reacdo entre a enzima presente no espécime bioldgico a ser analisado e a adenosina
(principal substrato da enzima). Este método baseia-se na quantidade de amonia
estequiometricamente liberada na reacdo, sendo esses niveis medidos atraves da reacdo de
Berthelot (1859). O método de Giusti (1974) é o método mais aceito e mais utilizado no
Brasil (BRASIL, 2002).

No momento, apenas o laboratério de Farmacologia-Bioguimica da Universidade
Federal do Ceara, realiza exames laboratoriais para a dosagem da atividade desta enzima em
fluidos de pacientes no estado do Ceard, apesar de alguns laboratorios clinicos cearenses

terceirizarem este servico, através do envio de amostras para outros estados.

1.7 Justificativa

A adenosina desaminase € uma ferramenta diagnostica util na clinica médica, porém na
pratica atual ainda deixa a desejar porquanto ndo permitem a discriminacdo de suas
isoenzimas. Sabendo-se que o aumento dos niveis de ADA2 é que define a condicdo de
infecgdo do sistema monocitico-macrofégico, caracteristico na tubercolse, a discriminagédo de
suas isoenzimas é fundamental. A atual metodologia, apesar de favorecer a deteccdo de
ADA2 (pelo pH do ensaio e a alta concentracdo do substrato), mesmo assim ainda expressa
atividade de ADAL. Dessa forma, € importante que se estabeleca uma metodologia simples
para a rotina laboratorial que permita a discriminacgdo das isoenzimas e assim melhor auxiliar

o diagnéstico final.
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O método cientifico é baseado na comprovacdo experimental das observacgoes
encontradas na natureza. A exigéncia de uma comprovagdo experimental dos resultados
obtidos com o modelo matematico proposto por Vale e Almeida (1998) nos levou a
desenvolver uma metodologia para discriminar as isoformas da ADA utilizando eletroforese

em gel de agarose.

A necessidade de discriminar as isoenzimas e isoformas da ADA serviu como

fator impulsionante para a realizagédo deste trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Discriminar as isoenzimas e as isoformas da ADA em fluidos corporais

humanos.

2.2 Objetivos especificos

e Descrever o perfil de atividade da ADA nos exames realizados em nosso
laboratorio;

e Desenvolver uma nova metodologia para caracterizagdo das isoformas da
enzima adenosina desaminase por eletroforese;

e Revelar a atividade enziméatica da adenosina desaminase apds eletroforese em
gel de agarose;

e Comprovar experimentalmente a aplicabilidade do modelo proposto por Vale e
Almeida (1998) para a discriminagdo laboratorial das isoenzimas da adenosina

desaminase humana.
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3 MATERIAIS

3.1 Perfil dos exames realizados

Para a avaliacdo do perfil de atividade de ADA, utilizaram-se os dados
armazenados no BANCO DE DADOS do Laboratério de Bioguimica-Farmacologia do

Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara.

As amostras analisadas sé@o provenientes de pacientes internados em hospitais da
rede publica e privada no estado do Ceara, atraves da parceria entre o Laboratorio de
Bioquimica-Farmacologia com os hospitais Walter Cantidio, S&o José, Santa Casa de

Misericérdia de Sobral e laboratérios clinicos da rede privada de assisténcia.

Foram coletados os dados referentes aos exames realizados no periodo de janeiro
de 2005 a setembro de 20009.

3.2 Amostras analisadas por eletroforese e pelo modelo Vale e Almeida (1998)

Utilizaram-se amostras de liquido pleural, liquido pericardico e/ou liquido ascitico
que apresentaram atividade enzimatica elevada. As amostras pertencem ao banco de amostras
do laboratorio de Bioguimica-Farmacologia do Departamento de Fisiologia e Farmacologia
da Universidade Federal do Ceara (APENDICE A).

As amostras de soro ou eritrocitos foram coletadas de doadores saudaveis ou
apresentando uma patologia especifica de interesse ao trabalho. Os doadores foram
informados do contetido do estudo e, apds o seu consentimento, foi solicitada a assinatura do

termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE B).
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A seguir, no quadro 2, expomos 0s reagentes utilizados e, no quadro 3, descrevemos as

solugdes empregadas na realizagéo deste trabalho.

Reagentes Origem
Adenosina Sigma

ADAI1 bovina Sigma
Agarose Electran England
Fenol VETEC
Fosfato dibasico de sodio VETEC
Fosfato monobasico de sodio VETEC
Hidroxido de sodio VETEC
Hipoclorito de sédio VETEC
Nitroprussiato de sodio Merck
Solucéo salina fisioldgica (NaCl 0,9%) Fresenius-Kabi
Sulfato de amonia VETEC

Quadro 2: Reagentes

Solugdes

Concentracéao

Adenosina

22mM ou 0,55mM, em tampao de uso.

Tampéo de uso

Fosfato dibasico de sédio 50 mM + fosfato monobasico de sédio
50 mM, misturados empiricamente até obtencdo de pH 6,5.

Tampéo de corrida

Fosfato dibasico de sodio 100 mM + fosfato monobasico de sédio

100 mM, misturados empiricamente até obtencéo de pH 6,5.

Agarose

0,5 ou 1% p/v (10 x 4cm) em tampé&o de uso.

Fenol/ Nitroprussiato

106 mM /0,17 mM.

Hipoclorito de Sodio
Alcalino

Hipoclorito de Sédio 11mM + Hidréxido de Sodio 125mM.

Sulfato de Amoénia

0, 25, 50, 75, 100, 200, 400, 500, 1000, 2000 ou 2500 pM.

Quadro 3: Solucbes
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3.4 Aparelhos

A seguir, no quadro 4, temos os aparelhos que foram utilizados na execugdo dos

experimentos

Aparelhos Origem

Agitador de tubos vortex Fisions — Modelo Whirlimixer

Aquecedor — tipo banho-maria Fanem — Modelo 100

Balanca analitica Kern — Modelo 410

Espectrofotdmetro Micronal — Modelo B582

Fatiador de gel Desenvolvido pelo Prof. Dr. Marcus R. Vale
Homogeneizador de sangue Phoenix — Modelo HS 22

pHmMetro Vidrotech — Modelo MPA210

Pipeta automatica 200 — 100 pL Labsystems Finland

Pipeta automatica 5 — 40 pL Labsystems Finland

Sistema para eletroforese Desenvolvido pelo Prof. Dr. Marcus R. Vale
Ultra-centrifuga refrigerada Fischer Scientific — Mod. Marathon 26KMR

Quadro 4: Aparelhos
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4 METODOS

4.1 Analise do perfil dos exames de ADA no Ceara

Foi realizado um estudo transversal retrospectivo dos exames de ADA realizados
pelo Laboratério de Bioguimica-Farmacologia no periodo de janeiro de 2005 a setembro de
2009. Os dados foram coletados utilizando o software Microsoft Excel 2007, e analisados

utilizando os softwares GraphPad Prism versdo 5.00 e SPSS versdo 17.0.

Os dados foram coletados e analisados de acordo com os perfis de sexo
(masculino/ feminino); material analisado (liquidos ascitico, cefalorraquidiano, pericardico,
pleural, soro e outros — lavado brénquico, liquido sinovial e urina) e valor da atividade
enzimatica. A atividade enzimatica foi classificada em Normal ou Alterada de acordo com o

valor de corte (cut off) presente na literatura, conforme listado no quadro 5.

Fluido Corpdreo cut off (U/L) Referéncia na Literatura
Liquido Ascitico 40 Riquelme et al., 2006
Liquido Pericéardico 40 Tuon et al., 2007

Liquido Pleural 40 Castelo Filho et al., 2004
Liquor 9 Feres et al., 2008

Soro 25 Lamsal et al., 2007

Quadro 5: Valores de corte (cut off) para a enzima adenosina desaminase nos fluidos corpéreos humanos.

4.1.1 Critérios de exclusao

Foram excluidos da analise os dados que apresentaram a auséncia de algum dado
(sexo do paciente, tipo de fluido corporal e/ou valor da atividade enzimatica). Os dados
referentes as caracteristicas clinicas, nosolégicas, idade e diagnostico final foram omitidos do
estudo em decorréncia da auséncia destas informacdes em uma parcela significativa das

amostras.
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4.2 Determinacéo da faixa de comprimento de onda para leitura

Foi realizada a dosagem de amonia utilizando 200 pL de uma solugédo de sulfato
de amdnia 75 pM, através da reacdo de Berthelot (método descrito a seguir). O ensaio foi lido

em espectrofotémetro nos comprimentos de onda de 400 a 800 nm.

4.3 Determinacdo da curva de calibracéo da reacao

Foi realizada a dosagem de amonia utilizando 200 pL de uma solugédo de sulfato
de amonia nas concentragdes de 0, 25, 50, 100, 200, 400, 500, 1000, 2000 ou 2500 pM,

através da reacao de Berthelot (método descrito a seguir).

4.4 Determinacdo da curva de formacao da cor/ estabilidade

Foi realizada a dosagem de amonia utilizando 200 pL de uma solugédo de sulfato
de ambnia 75uM, através da reacdo de Berthelot (método descrito a seguir). O ensaio foi lido
em espectrofotémetro nos tempos 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 120, 180, 240 e 1440 minutos.

4.5 Ensaio da enzima

A atividade da enzima é determinada utilizando o método descrito por Giusti
(1974), onde a adenosina (200 uL) é incubada com a fonte da enzima (20 uL). Apds 1h de
incubacdo, os niveis de aménia sdo determinados através da reacdo de Berthelot (método

descrito a seguir).
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4.6 Determinacao da amonia: reagéo de Berthelot

A reacdo de Berthelot é assim denominada em homenagem ao cientista que
primeiro observou a coloragdo azul formada a partir da mistura entre fenol, hipoclorito e
amoOnia em 1859. Esta reacdo ganhou uma maior popularidade apds a descoberta que o
nitroprussiato de sédio [Naz[Fe(CN)sNO]-2H,0] aumenta significativamente a velocidade da
reacdo (DARIDON et al., 2001).

A reacdo ocorre em trés etapas, iniciando com a cloracdo da amonia, seguida da
formagéo da quinoneclorimina catalisada pelo nitroprussiato e finalizada com a adi¢do do
fenol & quinoneclorimina formando o produto colorimetricamente detectdvel azul de
indofenol (figura 3) (DARIDON et al., 2001; HARFMANN; CROUCH, 1989).

NH; + OCIF —» NH:Cl + OH

'0—@ +NHxCl + 30H ——> O=<:>=N-CI + 3H20
Fe(CN)sONO*
<D 0Dy e o DD

T Azul
OG N—@—OH + CI°
Amarelo

Figura 3: Representacéo esquematica da Reacdo de Berthelot
Fonte: Adaptado de Daridon et al. (2001)

A determinacdo da amonia foi baseada na reacdo de Berthelot (BERTHELOT,
1859). Aos 200 (ensaio do gel)/ 220 (ensaio da amostra) pL das reagdes descritas nas etapas
anteriores, sao adicionados 600 pL de fenol/nitroprussiato de sodio e 600 uL de hipoclorito de
sodio alcalino. O ensaio é incubado a 37°C por 30 minutos e a coloracdo formada é medida

em espectrofotbmetro no comprimento de 628nm.
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4.7 Avaliacédo do tempo de incubagéo da amostra

Incubou-se uma amostra de liquido pericardico, conforme descrito em ensaio da
enzima, contendo 47,16% de ADA1 e 52,84% de ADAZ2 (atividade total de 49,5 U/L), em
uma solucéo de adenosina (concentracao final: 0,5 ou 20 mM) por um periodo de 0; 0,5; 1; 2;

4; 6; 8; 10 ou 20 horas. Ap0s a incubagdo, seguiu-se com o ensaio da ADA.

Determinou-se a velocidade de reacdo enzimatica atraves da variacdo de aménia
formada em funcdo da variacdo do tempo de incubacdo da amostra, calculado através da
medi¢do em um tempo “x” (t2) e o tempo medido imediatamente anterior (t;), conforme a
equacao 1, onde [P] corresponde a concentracao de produto e “t” corresponde ao tempo:

AlP]

. [P]t _[P]t ANi
Velocidade (v) =224 v =—-2 = -t nmolsde amonia (1
V) At t,—t, Aora (1)

4.8 Avaliacédo da temperatura na incubacéo da amostra

Incubou-se uma amostra de liquido pericardico, conforme descrito em ensaio da
enzima, contendo 47,16% de ADAIL e 52,84% de ADAZ2 (atividade total de 49,5 U/L), em
uma solucgéo de adenosina (concentracgao final: 0,5 ou 20 mM) a uma temperatura de -20; 5;
24; 37; 50 ou 80°C por um periodo de 1 hora e a 50°C por um periodo de até 2h. Apos a

incubacdo, seguiu-se com o ensaio da ADA.



50

4.9 Avaliacédo do pH na incubacéo da amostra

Incubou-se uma amostra de liquido pericardico, contendo 47,16% de ADAL e
52,84% de ADAZ2 (atividade total de 49,5 U/L), em uma solucdo de adenosina 20 mM com
pH de 2,0; 4,0; 6,5; 8,0; 10,0 ou 12,0 por um periodo de 1 hora/ 37°C. Apoés a incubagéo,

seguiu-se com o ensaio da ADA.

4.10 Obtengéo da adenosina desaminase eritrocitaria

A coleta do sangue foi realizada através de puncdo venosa nas veias cefalica,
mediana cefalica, mediana cubital, basilica, mediana basilica, longitudinal (antebraquial), do
dorso da mdo ou marginal da mao, selecionada em decorréncia das caracteristicas de cada

doador (figura 4).

Veia Cefélica

Veia basilica

Veia mediana cubital

Veia mediana basilica

Veia mediana cefalica

|

Veia do dorso da mao

T o
-~ . . -
Veia marginal da mao

Figura 4: Veias de acesso para coleta sanguinea periférica
Fonte: Vaccuete do Brasil (2009)
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Foram coletados aproximadamente 3 — 5 mL de sangue/ doador, em tubos
contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) como agente anticoagulante. Retirou-se
uma aliquota de cada amostra, misturando-as em um tubo de ensaio e homogeneizando em
um homogeneizador de sangue por aproximadamente 30 minutos para a formacgédo do pool

sanguineo.

Retiraram-se aproximadamente 7 mL do pool de sangue e centrifugou-se a 3.000
rpm (705 x g)/ 5 min/ 4°C. Apos a precipitacdo dos eritrocitos, retirou-se e descartou-se 0

sobrenadante (plasma sanguineo).

Em seguida, foram retirados trés mililitros da “papa” de eritrocitos, adicionados 3
mL de solucgdo salina fisiol6gica (meio isotdnico — NaCl 0,9%) e misturado manualmente por
aproximadamente 30 segundos. Essa suspensao de eritrocitos foi centrifugada a 3.000 rpm
(705 x @) 5 min/ 4°C. O sobrenadante foi separado e descartado. Repetiu-se este
procedimento de lavagem por ciclos de 5x ou ate se verificar a auséncia total de leucocitos em

lamina a fresco.

Apbs a lavagem dos eritrdcitos, retirou-se 1 mL da “papa” de hemaécias e
adicionou-se 2 mL de agua destilada (meio hipotdnico). Apds a hemélise osmotica, submeteu-
se a amostra a uma hemdlise mecénica através de agitacdo forte em agitador do tipo vortex
por um periodo de 5 minutos. A solucdo de eritrocitos lisados foi submetida a uma
centrifugacdo a 10.000 rpm (7.840 x g) / 20 min / 4°C. Retirou-se a por¢do superior da
solugéo, descartando-se a por¢éo inferior contendo os restos celulares.

4.11 Eletroforese

Antes de iniciarmos nosso trabalho experimental, estabelecemos as condicdes
experimentais necessarias para a separacdo das isoformas da ADA. Os primeiros ensaios
foram realizados utilizando gel de agarose a 0,5 % usando uma tensdo elétrica de 80 V e um
tempo de corrida de 3 horas. Apos Varios testes, observamos que seria necessario aumentar a
concentracdo do gel para 1% e o tempo de corrida para 7 horas, reduzindo a tenséo elétrica
para 60 V e preservando o gel. O gel foi preparado utilizando tampé&o de uso, apresentando as

dimensdes de 100 x 40 x 5 mm.
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Utilizou-se uma cuba eletroforética desenvolvida em nosso laboratério, onde o gel
de agarose ¢ moldado sobre uma ponte mével de polietileno (figura 5a) e acomodado na cuba
através de uma ponte fixa (figura 5b). A cuba é adaptada com um sistema de camara Umida e
permanece fechada durante todo o experimento (figura 5c¢). O contato entre o gel e o tampao
de corrida foi realizado através de papel filtro (40 x 70 mm). Ap6s a montagem do gel, a cuba

é transferida para um ambiente climatizado a uma temperatura de aproximadamente 4°C.

Apdbs a montagem do sistema, adicionou-se *5 - 10 uL da amostra a ser analisada
nos pocos e aplicou-se ao gel uma corrente elétrica de *60 - 80 V durante *3 - 7 horas (*ver

metodologia de cada ensaio). Utilizou-se 250 mL de tampéo de corrida em cada eletrodo.

a b

Figura 5: a- Gel de agarose moldado sobre a ponte mével; b- Ponte fixa; c- Cuba eletroforética aberta.
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4.12 Atividade da enzima no gel

Apos a realizacdo da eletroforese, o gel foi conduzido a um dispositivo adequado
para ser fatiado, conforme descrito por VALE (1988/1989). O gel foi cortado em tiras e cada
tira foi novamente seccionada em fatias de aproximadamente 3 x 7 x 5 mm (com um volume

de aproximadamente 105mm°).

Cada fatia foi incubada em 200uL de adenosina (0,55 ou 22mM) ou em 200 pL
de tampdo de uso (branco da reacdo- resultado ndo mostrado) a 37°C por 1 a 20 horas (ver
metodologia de cada ensaio). Em seguida, determinou-se a quantidade de aménia formada por
reacdo enzimatica através da reacdo de Berthelot. A absorbancia do produto final foi lida em

espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 628nm.

4.13 Avaliacéo do sentido de migracdo da ADA no gel de agarose

Em um gel de agarose a 0,5%, aplicou-se 5 uL de uma amostra de liquido pleural
e de uma amostra de ADAL bovina no centro do gel e iniciou-se a corrida (80V/ 3h/ 4°C).
Apos a corrida, o gel foi fatiado e determinou-se a atividade enziméatica em adenosina 22mM

(1h/37°C) e verificou-se a direcdo de migracdo da enzima no pH analisado.

4.14  Avaliacéo do estado fisico do gel na atividade enzimatica

Em um gel de agarose a 0,5%, aplicou-se 5 uL de uma amostra de liquido pleural
e iniciou-se a corrida (80V/ 3h). Apds a corrida, as fatias do gel foram divididas em dois
grupos: (a) fatia de gel integra e (b) fatia de gel mecanicamente triturada. As fatias do gel

foram entdo incubadas em adenosina 22mM/ 60 min e seguiu-se 0 ensaio da ADA.
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4.15 Avaliacéo do tempo de incubacéo das fatias do gel de agarose

Em um gel de agarose a 1,0%, aplicou-se 10 uL de uma amostra de liquido
ascitico com atividade enziméatica muito elevada (240 U/L) ou 10 pL de uma amostra de
liquido pericardico com atividade enzimatica relativamente baixa (49 U/L). Realizou-se uma
corrida a 80 V/ 4h.

Apobs a corrida, o gel foi fatiado e as fatias foram incubadas em adenosina 22mM.
A amostra de liquido ascitico apresentando alta atividade enzimatica foi incubada por um
periodo de 1, 2 ou 3h. A amostra de liquido pericardico apresentando atividade enzimatica

relativamente baixa foi incubada por um periodo de 1, 2, 5 ou 20h.

Apbs a incubacdo, seguiu-se o ensaio da ADA e verificou-se o0 melhor tempo para

a visualizagéo das isoformas da ADA.

4.16 Discriminacéo das isoenzimas da ADA no gel de agarose

A discriminacdo das isoenzimas da ADA foi realizada utilizando 10 pyL de
amostra em gel de agarose a 1%. A eletroforese foi realizada a 60 V/ 7 horas. Em seguida, o
gel foi fatiado e as fatias incubadas em adenosina (22 ou 0,55mM) a 37°C por um periodo de
20 horas.

A isoenzima ADAL apresenta uma alta afinidade pela adenosina, com um Km de
5,2 x 10° M (0,052 mM), enquanto que a isoenzima ADA 2 tem uma baixa afinidade pelo
mesmo substrato, apresentando um Km de 200 x 10> M (2 mM) (GAKIS, 1996).

A partir dessa diferenca de afinidade das isoenzimas da ADA pela adenosina, as
fatias do gel foram incubadas utilizando uma solugdo de adenosina 22mM (11 vezes maior
que o Km da ADAZ2 e aproximadamente 400 vezes maior que 0 Km da ADA1), permitindo a
deteccdo de ambas as isoenzimas da ADA, ou incubadas em uma solucdo de adenosina
0,55mM (aproximadamente 11 vezes maior que 0 Km da ADAL e aproximadamente Y2 do

Km da ADAZ2), possibilitando a deteccéo preferencialmente da isoenzima ADAL.
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As isoformas ADAL1 e ADA1-CD26 apresentam alta afinidade pela adenosina.
Para diferenciar essas isoformas no gel ap0s a corrida, utilizamos a enzima adenosina
desaminase eritrocitaria humana como marcador de migracdo enzimatica, uma vez que 0S
eritrocitos apresentam apenas a isoforma ADAL (CAVALCANTE et al., 2009).

4.17 Mensuracao da atividade enzimatica no gel

A atividade enzimatica de cada fatia do gel (representada em quantidade de nmols
de aménia liberada na reacdo) foi “plotada” em um grafico no formato “x” vs “y” (n° da fatia
vs atividade da enzima na fatia). A curva formada, separaram-se as regides encontradas em
regides o (inicio do gel),p (meio do gel) e y (final do gel). Mediu-se a area sob a curva de
cada regido através de planimetria computadorizada com o auxilio do programa ImageJ
Versdo 1.41. A area foi medida em pixels e o resultado expresso em area percentual de cada

regido, com a &rea total correspondendo ao somatorio das regides a, 3 ¢ y.

4.18 Discriminacao das isoenzimas da ADA: modelo de Vale e Almeida (1998)

Gakis (1996) demonstrou que a isoenzima ADAL apresenta uma alta afinidade
entre os substratos adenosina (Ad) e 2’-deoxi-adenosina (dAd) com uma razdo dAd/Ad de
0,75. Ja a isoenzima ADA 2 apresenta uma baixa afinidade por ambos substratos,

apresentando uma razdo dAd/Ad de 0,25.

Vale e Almeida (1998) propuseram um modelo matematico para quantificar as
iIsoenzimas da ADA utilizando a diferenca de afinidade das isoenzimas da ADA pelos

substratos adenosina e 2’-deoxi-adenosina.

Segundo o modelo de Vale e Almeida, 0 ensaio da enzima é realizado com
adenosina (Ta) e 2’-deoxi-adenosina (Td), separadamente como substratos. Usando

parametros conhecidos, foram propostas quatro equacdes:

Ta=Al+ A2 (2)
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Td=D1+ D2 (3
D1=0,75.A1 .(4)
D2 = 0,25.A2 ..(5)

Onde Al e D1 séo as atividades da ADA1, A2 e D2 séo as atividades da ADA2 e
Ta e Td correspondem a atividade de ADA total usando adenosina e 2’-deoxi-adenosina,

respectivamente como substratos.

A partir dessas equacdes, foram deduzidas as seguintes formulas para o célculo e
discriminacdo das atividades da ADAL e da ADA2:

1o (47T .

A2=Ta-Al (7

4.19 Modelo de Vale e Almeida (1998) vs eletroforese

Estabelecido as condi¢bes necessarias para a realizagdo da eletroforese,
realizamos a determinacdo das isoenzimas da ADA utilizando a eletroforese e 0 modelo de
Vale e Almeida (1998).

Ap0s o estabelecimento destas condi¢fes experimentais, conseguimos coletar um
total de oito amostras apresentando atividade de ADA total elevada e realizamos as analises

necessarias.

As atividades das isoenzimas da ADA foram medidas utilizando o modelo de

Vale e Almeida (1998) e os resultados foram expressos em atividade percentual de cada
isoenzima.
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Os valores percentuais das isoenzimas da ADA determinados atraves do modelo
de Vale e Almeida (1998) foram comparados com os valores percentuais encontrados através

da eletroforese utilizando a correlacdo de Pearson.

420 Comité de ética

Os protocolos experimentais adotados foram submetidos e aprovados pelo comité
de ética em pesquisa da Universidade Federal do Ceard (COMEPE) sob o protocolo
COMEPE n° 173/08 (ANEXO A).

4.21. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como medida simples, quando realizado apenas
uma medicao de cada variavel, como media * erro padrdo da média (E.P.M.), para multiplas

medidas de cada variavel ou como valor percentual.

Para comparacdo multipla dos dados paramétricos, foi utilizada a andlise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de Student Newman Keul. Para comparacdo de
associacdo linear, foi utilizada a correlacdo de Pearson. Valores de p<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.

A coleta dos dados, a confeccdo dos graficos e a analise estatistica foram
realizadas através dos softwares Microsoft Excel 2007, GraphPAD Prism versdo 5.00 e SPSS

versao 17.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Analise do perfil dos exames de ADA no Ceara

No periodo de janeiro de 2005 a setembro de 2009, foram realizadas 2.300
dosagens de ADA em diversos fluidos corporeos, sendo excluidas das analises 109 amostras
conforme os critérios de exclusdo. A principal dificuldade na realizacdo desta analise residiu
na omisséo de informacgGes sobre as caracteristicas das amostras (dados clinicos, nosolégicos,

idade e diagndstico final) em uma parcela significativa das amostras.

Os principais fluidos corporais onde é realizado o exame de ADA séo o liquido

pleural, liquido ascitico e liquor.

Houve uma predominéncia de amostras do sexo masculino em relagdo aos exames
no liquido pleural (53,5%) e liquido ascitico (55,5%), uma predominancia de amostras do
sexo feminino no liquido pericardico (52,2%) e soro (55%) e uma distribuicdo relativamente

igualitaria nas amostras de liquor.

O Feminino

Outros B Masculino

Soro

L.Pericardico

Liquor

L. Ascitico

L. Pleural

0 100 200 300 400 500 600
Quantidade de exames

Figura 6: Distribuicdo das amostras em funcéo do sexo.
Os resultados sdo expressos como quantidade total de amostras analisadas distribuidas por tipo de fluido corporal
em funcao do sexo.
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5.1.1 Perfil dos exames de ADA no liquido ascitico

No periodo analisado, foram realizadas 322 dosagens em amostras provenientes
de pacientes do sexo masculino e 258 dosagens em amostras do sexo feminino, perfazendo
um total de 580 dosagens. Utilizando um valor de corte (cut off) de 40 U/L (RIQUELME et
al., 2006), os dados foram separados em NORMAL (atividade de ADA < 40 U/L) ou em
ALTERADO (atividade de ADA > 40 U/L).

Masculino ONormal BAlterado a

88%

Feminino ONormal BAlterado b

77%

23%

Figura 7: Perfil das anélises de ADA no liquido ascitico em funcdo do sexo. a- sexo masculino. b- sexo
feminino.

Os resultados sdo expressos como percentual de amostras de liquido ascitico analisadas, distribuidas por
atividade normal / alterada em funcéo do sexo.
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As amostras normais apresentaram uma média de atividade enzimatica de
15,34+0,45 U/L, correspondendo a uma atividade 2,6 vezes menor que o valor determinado

para 0 ponto de corte.

As amostras com atividade enzimatica aumentada apresentaram uma média de
atividade de 91,7+7,33 U/L, correspondendo a uma atividade 2,3 vezes maior que o valor

determinado para o ponto de corte.

Né&o foi encontrada diferenca estatistica entre as atividades noramais e alteradas,

guando comparamos rela¢éo ao sexo.
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Figura 8: Perfil da atividade de ADA no liquido ascitico em fun¢édo do sexo.
Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. da atividade da ADA no liquido ascitico, distribuidas por
atividade normal / alterada em fung&o do sexo. *p<0,001 vs normal (ANOVA, Student- Newman-Kuels).
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5.1.2 Perfil dos exames de ADA no liquido pericardico

No periodo analisado, foram realizadas 22 dosagens em amostras provenientes de
pacientes do sexo masculino e 24 dosagens em amostras do sexo feminino, perfazendo um
total de 46 dosagens. Utilizando um valor de corte (cut off) de 40 U/L (TUON et al., 2007), os
dados foram separados em NORMAL (atividade de ADA < 40 U/L) ou em ALTERADO
(atividade de ADA > 40 U/L).

Masculino ONormal BAlterado a

59%

Feminino ONormal BAlterado b

58%

Figura 9: Perfil das analises de ADA no liquido pericardico em funcdo do sexo. a- sexo masculino. b- sexo
feminino.

Os resultados sdo expressos como percentual de amostras de liquido pericardico analisadas, distribuidas por
atividade normal / alterada em funcéo do sexo.
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As amostras normais apresentaram uma média de atividade enzimatica de
15,18+1,76 U/L, correspondendo a uma atividade 2,6 vezes menor que o valor determinado

para 0 ponto de corte.

As amostras com atividade enzimatica aumentada apresentaram uma média de
atividade de 121,9+27,69 U/L, correspondendo a uma atividade trés vezes maior que o valor

determinado para o ponto de corte.

Né&o foi encontrada diferenca estatistica entre as atividades noramais e alteradas,

quando comparamos relagéo ao sexo.
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Figura 10: Perfil da atividade de ADA no liquido pericardico em fungao do sexo.

Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. da atividade da ADA no liquido pericardico, distribuidas por
atividade normal / alterada em fungdo do sexo. ***p<0,001; **p<0,01; *p<0,05 vs normal (ANOVA, Student-
Newman-Kuels).
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5.1.3 Perfil dos exames de ADA no liquido pleural

No periodo analisado, foram realizadas 564 dosagens em amostras provenientes
de pacientes do sexo masculino e 490 dosagens em amostras do sexo feminino, perfazendo
um total de 1.054 dosagens. Utilizando um valor de corte (cut off) de 40 U/L (CASTELO
FILHO et al., 2004), os dados foram separados em NORMAL (atividade de ADA < 40 U/L)
ou em ALTERADO (atividade de ADA > 40 U/L).

Masculino ONormal BAlterado a

67%

Feminino ONormal BAlterado b

74%

26%

Figura 11: Perfil das analises de ADA no liquido pleural em fungdo do sexo. a- sexo masculino. b- sexo
feminino.

Os resultados sdo expressos como percentual de amostras de liquido pleural analisadas, distribuidas por atividade
normal / alterada em funcéo do sexo.
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As amostras normais apresentaram uma média de atividade enzimatica de
17,06+0,38 U/L, correspondendo a uma atividade 2,3 vezes menor que o valor determinado

para 0 ponto de corte.

As amostras com atividade enzimatica aumentada apresentaram uma média de
atividade de 105,0+5,35 U/L, correspondendo a uma atividade 2,6 vezes maior que o valor

determinado para o ponto de corte.

Né&o foi encontrada diferenca estatistica entre as atividades noramais e alteradas,

quando comparamos relagéo ao sexo.
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Figura 12: Perfil da atividade de ADA no liquido pleural em funcéo do sexo.
Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. da atividade da ADA no liquido pleural, distribuidas por
atividade normal / alterada em fungéo do sexo. *p<0,001 vs normal (ANOVA, Student- Newman-Kuels).
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5.1.4 Perfil dos exames de ADA no liquor

No periodo analisado, foram realizadas 217 dosagens em amostras provenientes
de pacientes do sexo masculino e 212 dosagens em amostras do sexo feminino, perfazendo
um total de 429 dosagens. Utilizando um valor de corte (cut off) de 9 U/L (FERES et al.,
2008), os dados foram separados em NORMAL (atividade de ADA < 9 U/L) ou em
ALTERADO (atividade de ADA > 9 U/L).

Masculino ONormal BAlterado

77%

Feminino ONormal BAlterado b

81%

Figura 13: Perfil das andlises de ADA no liquor em fun¢do do sexo. a- sexo masculino. b- sexo feminino.
Os resultados sdo expressos como percentual de amostras de liquor analisadas, distribuidas por atividade normal
/ alterada em funcéo do sexo.
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As amostras normais apresentaram uma média de atividade enzimatica de
2,81+0,12 U/L, correspondendo a uma atividade 3,2 vezes menor que o valor determinado

para 0 ponto de corte.

As amostras com atividade enzimatica aumentada apresentaram uma média de
atividade de 22,22+1,79 U/L, correspondendo a uma atividade 2,5 vezes maior que o valor

determinado para o ponto de corte.

Né&o foi encontrada diferenca estatistica entre as atividades noramais e alteradas,

quando comparamos rela¢éo ao sexo.
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Figura 14: Perfil da atividade de ADA no liquor em funcédo do sexo.
Os resultados sdo expressos como média £ E.P.M. da atividade da ADA no liquor, distribuidas por atividade
normal / alterada em fung&o do sexo. *p<0,001 vs normal (ANOVA, Student-Newman-Kuels).
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5.1.5 Perfil dos exames de ADA no soro

No periodo analisado, foram realizadas 18 dosagens em amostras provenientes de
pacientes do sexo masculino e 22 dosagens em amostras do sexo feminino, perfazendo um
total de 40 dosagens. Utilizando um valor de corte (cut off) de 25 U/L (LAMSAL et al.,
2007), os dados foram separados em NORMAL (atividade de ADA < 25 U/L) ou em
ALTERADO (atividade de ADA > 25 U/L).

Masculino ONormal BAlterado a

56%
44%
Feminino ONormal BAlterado b
50% 50%

Figura 15: Perfil das anélises de ADA no soro em fun¢éo do sexo. a- sexo masculino. b- sexo feminino.
Os resultados sdo expressos como percentual de amostras de soro analisadas, distribuidas por atividade normal /
alterada em funcéo do sexo.
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As amostras normais apresentaram uma média de atividade enzimatica de
11,41+1,61 U/L, correspondendo a uma atividade 2,2 vezes menor que o valor determinado

para 0 ponto de corte.

As amostras com atividade enzimatica aumentada apresentaram uma média de
atividade de 61,70+£11,95 U/L, correspondendo a uma atividade 2,5 vezes maior que o valor

determinado para o ponto de corte.

Né&o foi encontrada diferenca estatistica entre as atividades noramais e alteradas,

quando comparamos relagéo ao sexo.
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Figura 16: Perfil da atividade de ADA no soro em funcéo do sexo.
Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. da atividade da ADA no soro, distribuidas por atividade
normal / alterada em fungéo do sexo. *p<0,05; **p<0,001 vs normal (ANOVA,; Student- Newman-Kuels).
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5.1.6 Perfil dos exames de ADA nos demais fluidos corp6reos

No periodo analisado, foram realizadas 30 dosagens em amostras de lavado

brénquico, 11 dosagens em amostras de liquido sinovial e uma amostra de urina.

Lavado Bronquico

a
53%
47%
OMasculino BFeminino
L. Sinovial b
64%
30%
ONMNasculino BFeminino
Urina 100% c

0%

ONMNasculino BFeminino

Figura 17: Perfil das andalises de ADA nos demais liquidos corporeos. a- lavado bronquico; b- liquido
sinovial; ¢- urina.
Os resultados sdo expressos como percentual de amostras analisadas, distribuidas por sexo masculino / feminino.
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Os fluidos corporais representados nas figuras 17 e 18 representam os liquidos
que tém menor solicitacdo de dosagem de ADA. Os valores de corte para estes fluidos ainda

nao estdo bem estabelecidos na literatura.

Observamos uma diferenca significativa entre a atividade no liquido sinovial
guando comparamos 0 sexo masculino e feminino. Estudos complementares devem ser
realizados para confirmar e justificar os resultados encontrados, bem como estabelecer a

importancia destas analises na rotina clinica.

300 - B Masculino

OFeminino

200 A

100 A

Atividade (U/L)

0._m_'_|

Lavado Bronquico L. Sinovial Urina

Figura 18: Perfil da atividade de ADA no lavado brénquico, liquido sinovial e urina.
Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. da atividade da ADA nos fluidos corporais. *p<0,05 vs L.
sinovial masculino (ANOVA; Student-Newman-Kuels)
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5.2 Determinacgéo da faixa de comprimento de onda para leitura

O pico de absorbancia do produto formado encontra-se margeando o comprimento
de onda de 600 nm. A leitura da coloragdo formada pode ser realizada, sem prejuizos, na faixa
que compreende os comprimentos de onda de 620 a 640nm. O comprimento de onda de 628
nm ¢é utilizado classicamente por diversos pesquisadores sendo, portanto, 0 comprimento de

onda escolhido para a realiza¢do das nossas leituras.
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Figura 19: Variacéo da absorbancia em funcdo da variacdo do comprimento de onda.
O resultado é expresso como média + E.P.M. da leitura das amostras em diversos comprimentos de onda. *
p<0,001 vs 400, 500, 700 e 800 nm. ANOVA. Student-Newman-Kuels. (n=8)
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5.3 Determinacgéo da curva de calibracéo da reacao

As reagdes colorimétricas apresentam uma faixa de leitura onde a variagdo da
absorbancia apresenta uma variacdo diretamente proporcional a concentracdo do produto
formado. Entretanto, a partir de certo valor de absorbancia, esta linearidade é perdida e a
variacdo de absorbancia, encontrada, ndo reflete mais a variacdo de concentra¢do do produto
formado. E necessario que se conheca esta faixa confiavel de leitura para que, quando a
reacdo apresentar uma leitura de absorbancia fora desta faixa, as medidas corretivas

necessarias sejam aplicadas, como por exemplo, diluindo-se a amostra.

A reacdo apresenta-se linear até a absorbancia de 1,200 (figura 20). Portanto,
amostras que apresentarem leituras de absorbancia superiores a 1,200, foram diluidas, e os
resultados foram corrigidos pelo seu fator de diluicdo. Quando nédo foi possivel a diluicdo da

amostra, o produto formado foi diluido e corrigido pelo seu fator de diluicéo.
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Figura 20: Curva de absorbancia x concentracéo de sulfato de amonia.
Os resultados sdo expressos como média = E.P.M da variacdo da absorbancia em funcdo da concentracdo de
sulfato de aménia. (n=4)
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A partir dos resultados expressos na figura 20, obtemos a reta que demonstra a
formacgdo do produto azul de indofenol (produto da reacdo de Berthelot) em funcdo da

concentracdo aménia (em nmols) presente no meio (figura 21).
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Figura 21: Curva de linearidade da reacao de Berthelot.
Os resultados sdo expressos como média + E.P.M. e representam a linearidade da variacdo da absorbancia do
produto azul de indofenol em funcéo da variagdo da concentragdo amdnia, dentro da faixa de leitura. (n=4)

A curva de linearidade da reacdo de Berthelot mostrada na figura 21 ¢é definida

pela equacdo da reta:
y =0,0113x + 0,0037 .(8)

onde “y” corresponde a absorbancia (Abs) e “x” corresponde a concentragdo de
amonia (Camenia). A partir da equacédo 8, obtemos a concentracdo de amonia presente na

reacdo de Berthelot pela curva de calibracdo através da equacao:

_ Abs-0,0037

C. ... =
amdnia 0,0113

mols ..(9)
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5.4 Determinacao da curva de formacéo da cor/ estabilidade

O tempo minimo necessario para a realizacdo da leitura da cor formada a partir da
reacdo de Berthelot € de 30 minutos. A coloracdo formada permanece estavel por um periodo

de pelo menos 24h.
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Figura 22: Curva de formacéo da cor / estabilidade.

Os resultados sdo expressos como média + E.P.M das medidas de absorbancia do produto azul de indofenol em
fungdo do tempo necessario para a formacdo da coloragcdo do produto final e o tempo de estabilidade da
coloracdo formada. *p<0,01 vs tempo = 20 min (ANOVA,; Student Newman Kuels). (n=4)
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5.5 Avaliacao do tempo de incubagéo da amostra

Observamos na figura 23a que a aménia € produzida por um periodo de pelo
menos 20 horas, quando a ADA de uma amostra de liquido pericéardico é incubada com
adenosina 20mM a 37°C. Na figura 23b, observamos que a mesma amostra, apds 6 horas de

incubacdo, para de reagir, quando incubada com adenosina 0,5mM a 37°C.
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Figura 23: Producdo de amonia pela ADA em funcéo do tempo. a- Enzima incubada em adenosina 20mM.
b- Enzima incubada em adenosina 0,5mM.

Os resultados sdo expressos como média = E.P.M da quantidade de nmols de ambnia produzida na reacdo
enzimatica (n=4).
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Observamos na figura 24 que a ADA atinge a velocidade maxima apds uma hora

de reacdo, reduzindo-a na medida em que o substrato € consumido.
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Figura 24: Velocidade da reagdo enzimatica em fungdo do tempo de incubacdo. a- Enzima incubada em
adenosina 20mM. b- Enzima incubada em adenosina 0,5mM.

Os resultados sdo expressos como média + E.P.M da velocidade (Anmols de anfnia/Atempo) em furgdo do
tempo na reacdo enzimatica (n=4).
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Observamos na figura 25a que a incubacdo da ADA de uma amostra de liquido

pericardico incubada a uma temperatura de 50°C/lh favorece a uma maior atividade

enzimatica, mantendo a enzima ativa até um periodo superior a 2 horas em incubagdo com

adenosina, conforme observado na figura 25b.
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Figura 25: Varia¢do da atividade enzimatica em funcdo da temperatura de incubagdo. a- Atividade

enzimatica entre a temperatura de -20 a 80°C. b- Atividade enzimética a 50°C em funcao do tempo.

Os resultados séo expressos como média + E.P.M da atividade enzimética em U/L. * p<0,001 vs -20, 5, 24, 37 e

80°C (ANOVA,; Student Newman Kuels), (n=4).
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5.7 Avaliagado do pH na incubacéo da amostra

Observamos que a amostra de liquido pericardico, quando incubada em adenosina
20 mM, apresentou uma maior atividade enzimatica em torno do pH de 6,5.
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Figura 26: Influéncia do pH na atividade enzimatica.
Os resultados sdo expressos como média + E.P.M da atividade enzimatica em U/L. * p<0,001 vs pH 2,0; 4,0;
8,0; 10,0 e 12,0 (ANOVA, Student Newman Kuels) (n=4).
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5.8 Avaliacéo do sentido de migragdo da ADA no gel de agarose

Uma amostra de liquido pleural (figura 27a) e de ADA bovina (figura 27b)
foram aplicadas no centro do gel (fatia 11). Ap06s a corrida, determinou-se a atividade
enzimatica nas fatias do gel. A ADA apresenta um ponto isoelétrico em torno do pH 4,7
(KOIZUMI et al., 1985). No pH analisado, observou-se uma migracdo enzimatica no sentido

do catodo (fatia O - eletrodo negativo) para o anodo (fatia 22 - eletrodo positivo).
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Figura 27: Sentido de migracdo da ADA no gel de agarose. a- Migracdo de uma amostra de liquido
pleural. b- Migracdo de uma amostra de ADA1 bovina.

Os resultados sdo expressos como quantidade de aménia liberada pela reacdo enzimatica da ADA em fatias de
agarose.
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5.9 Avaliacdo do estado fisico do gel na atividade enzimatica

Apbs a eletroforese, o gel de agarose contendo uma amostra de liquido pleural foi

fatiado e as fatias foram divididas em dois grupos: fatias integras ou fatias trituradas.

Utilizando a correlagdo de Pearson, observa-se uma correlagéo linear ao nivel de

significancia de p<0,001 entre a atividade enzimatica no gel integro vs triturado.

A enzima presa na malha do gel € liberada na solucdo durante a incubacdo, ndo

havendo interferéncia do estado fisico do gel na atividade enzimatica.
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Figura 28: Atividade enzimatica em fungéo do estado fisico do gel.
Os resultados sdo expressos como quantidade de amdnia liberada pela reacdo enziméatica da ADA em fatias de
agarose. p<0,001 integro vs triturado (Correlacdo de Pearson).



81

5.10 Avaliacao do tempo de incubagéo da amostra

A medida que variamos o tempo de incubagéo das fatias do gel, observamos um
aumento do pico de atividade enzimatica. Na figura 29a observamos a formacdo dos picos
enzimaticos de uma amostra de liquido ascitico que contém uma atividade enzimatica muito
elevada (240 U/L), enquanto que na figura 29b observamos a evolucdo da formacdo dos
picos enzimaticos de uma amostra de liquido pericardico que contém uma atividade

enzimatica relativamente baixa (49 U/L).
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Figura 29: Atividade enzimatica em fungdo do tempo de incubagdo. a- Liquido ascitico. b- Liquido
pericardico.

Os resultados sdo expressos como quantidade de amonia liberada pela reacdo enzimatica da ADA em fatias de
agarose.
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5.11 Discriminacéo das isoenzimas da ADA no gel de agarose

5.11.1 Perfil de migracéo da isoforma ADAL

Utilizando o modelo descrito por Cavalcante et al. (2009), extraiu-se a isoforma
ADA1 da adenosina desaminase eritrocitdria humana. Esta enzima foi utilizada como

marcador de migracdo para esta isoforma.

Observa-se que a isoforma ADAL apresenta um perfil de migracdo, utilizando as

condicgdes experimentais estabelecidas, na regido v.
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Figura 30: Perfil de migracdo da isoforma ADAL.
Os resultados sdo expressos como quantidade de amonia liberada pela reagdo enzimatica da ADA em fatias de
agarose.
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5.11.2 Discriminacdo das isoenzimas da ADA no liquido pleural

Na figura 31, comparamos o perfil de migracdo da isoforma ADAL quando

utilizamos uma amostra de homogenato de eritrocitos como marcador de migracéo.

Na figura 32a, observamos a presenca das trés isoformas da ADA. Quando
incubamos as fatias do gel em baixas concentra¢Ges de adenosina, observamos uma supresséo

do pico naregido B, que é compativel com o elevado Km da isoenzima ADAZ2 (figura 32b).

Na figura 32b, observamos a isoforma ADA1-CD26 migrando na regidoo e a

isoforma ADA1 migrando na regido y.
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Figura 31: Perfil comparativo da migracdo da isoforma ADAL eritrocitaria com as isoenzimas no liquido
pleural.
Os resultados sdo expressos como quantidade de amonia liberada pela reacdo enzimatica da ADA em fatias de
agarose.
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Figura 32: Discriminacéo das isoenzimas da ADA no liquido pleural. a — Fatias de gel incubadas com
adenosina 22mM. b- Fatias de gel incubadas com adenosina 0,55mM.

Os resultados sdo expressos como quantidade de amonia liberada pela reagdo enzimatica da ADA em fatias de
agarose.
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5.11.3 Discriminacdo das isoenzimas da ADA no liquido ascitico

Na figura 33 observamos uma amostra de liquido ascitico apresentando uma alta

atividade enzimaética na regido p, caracterizando uma predominancia da isoforma ADA2.
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Figura 33: Discriminacdo das isoenzimas da ADA no liquido ascitico. a — Fatias de gel incubadas com
adenosina 22mM. b- Fatias de gel incubadas com adenosina 0,55mM.
Os resultados sdo expressos como quantidade de amoénia liberada pela reacdo enzimatica da ADA em fatias de

agarose.
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5.11.4 Discriminacdo das isoenzimas da ADA no liquido pericardico

Observamos na figura 34 uma amostra de liquido pericardico apresentando um
perfil enzimatico compativel com alta atividade das isoformas ADAL (regidoy) e ADA2
(regido B), e baixa atividade de ADA1-CD26 (regido a).
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Figura 34: Discriminacao das isoenzimas da ADA no liquido pericardico. a — Fatias de gel incubadas com
adenosina 22mM. b- Fatias de gel incubadas com adenosina 0,55mM.

Os resultados sdo expressos como quantidade de amonia liberada pela reacdo enzimatica da ADA em fatias de
agarose.
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5.12 Modelo de Vale e Almeida (1998) vs eletroforese

Mediu-se a area das regidesa, B e y através de planimetria computadorizada com
0 auxilio do programa ImageJ. Os resultados foram expressos em valores de pixels. Os pixels
foram transformados em area percentual. A atividade da enzima ADAL corresponde ao
somatorio da atividade das regifes a ¢ y. A atividade da enzima ADAZ2 corresponde a

atividade da regido 3. Os resultados obtidos foram expressos na tabela 1.

Tabela 1: Valores da atividade da adenosina desaminase através da eletroforese em gel
de agarose.

.......................................... N (1T TN ) N
Amostra Regidoa Regidop Regidoy Regido o Regidof Regidoy
1 570 5.597 59.405 0,87 8,54 90,60
2 151 11.445 982 1,20 90,99 7,81
3 1.066 43.523 8.779 2,00 81,55 16,45
4 1.482 4.884 16.652 6,44 21,22 72,34
5 640 1.752 20.929 2,74 7,51 89,74
6 0 10.384 469 0,00 95,68 4,32
7 139 17.628 15.593 0,42 52,84 46,74
8 463 23.225 20.287 1,05 52,81 46,13

Os resultados sdo expressos como area das regidesa, B e y, medida em pixels atra¥s de planimetria eletrdnica,
ou em percentual de area das regibes a, B e 7.

As amostras utilizadas na eletroforese tiveram suas atividades determinadas
utilizando o método descrito por Giusti (1974). A discriminacdo das isoenzimas foi realizada
através do método descrito por Vale e Almeida (1998) e os resultados obtidos foram

expressos na tabela 2.
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Tabela 2: Valores de atividade das isoenzimas da adenosina desaminase obtidos a partir
do modelo proposto por Vale e Almeida (1998).

.............................................. Atividade (UIL) ..o UVIdADE (%0)
Amostra ADAL ADA2 ADA1 ADA2
1 85,34 20,65 80,52 19,48
2 1,55 125,75 1,22 98,78
3 8,35 61,75 11,91 88,09
4 40,20 13,00 75,56 24,44
5 85,34 20,65 80,52 19,48
6 0,00 139,39 0,00 100,00
7 16,27 33,25 32,86 67,14
8 23,16 38,28 37,70 62,30

Os resultados sdo expressos como atividade (em U/L) das isoenzimas da adenosina desaminase humana, medida
através do método descrito por Vale e Almeida (1998), ou em percentual de atividade das isoenzimas.

Comparou-se o perfil enzimatico das amostras, obtido através de eletroforese em
gel de agarose, com o perfil obtido a partir do modelo proposto por Vale e Almeida (1998).

Os resultados obtidos foram expressos na tabela 3.

Tabela 3: Comparacédo do perfil das isoenzimas da adenosina desaminase obtidos a
partir de eletroforese em gel de agarose com o modelo proposto por Vale e Almeida
(1998).

eeeeseeeea e ea e ee e se e Eletroforese-% . Modelo Vale e Almeida (1998) - %
Amostras ADAL ADA2 ADAL ADA2
1 91,46 8,54 80,52 19,48
2 9,01 90,99 1,22 98,78
3 18,45 81,55 11,01 88,09
4 78,78 21,22 75,56 24,44
5 92,49 7,51 80,52 19,48
6 4,32 95,68 0,00 100,00
7 47,16 52,84 32,86 67,14
8 47,19 52,81 37,70 62,30

Os resultados sdo expressos como atividade percentual das isoenzimas da adenosina desaminase humana,
obtidos por eletroforese e pelo modelo Vale e Almeida (1998).
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Para observar a possivel existéncia de uma correlacdo linear entre os valores
achados na eletroforese e os valores obtidos com o modelo de Vale e Almeida (1998),
construiu-se, utilizando os dados expressos na tabela 3, um grafico de dispersdo das variaveis

analisadas, conforme exposto na figura 35.
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Figura 35: Gréfico de disperséo eletroforese vs modelo Vale e Almeida (1998). a- Correlacdo linear entre
os valores da isoforma ADAL na eletroforese vs modelo de Vale e Almeida (1998). b- Correlacéo linear
entre os valores da isoforma ADA2 na eletroforese vs modelo de Vale e Almeida (1998).

Os resultados sdo expressos como valor percentual de atividade das isoformas da ADA nos modelos testados.
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Observamos nas figuras 35a e 35b que existe uma forte correlagéo linear positiva
entre os valores de ADA1l e ADAZ2, respectivamente, encontrados na eletroforese e os
demonstrados pelo modelo de Vale e Almeida (1998) (coeficiente de correlacdo linear de

Pearson r = 0,9948), ao nivel de significAncia p<0,001 (correlagdo de Pearson).
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6 DISCUSSAO

No Ceara, até o presente momento, apenas 0 nosso laboratério (Laboratério de
Farmacologia Bioguimica do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Ceara) realiza a dosagem de ADA. Os demais
laboratdrios de andlises clinicas do Estado terceirizam este servico enviando as amostras

coletadas para laboratérios de referéncia em grandes centros do pais.

Nosso laboratério recebe diariamente amostras de fluidos corporais de pacientes
provenientes de praticamente todas as regibes do Estado, através de uma parceria que
mantemos com o Hospital Universitario Walter Cantidio, Maternidade Escola Assis
Chateaubriand, Hospital Estadual S&o Jose, Santa Casa de Misericordia de Sobral e

laboratdrios da rede privada de assisténcia a saude.

Um dos primeiros relatos publicados sobre a adenosina desaminase data de 1939,
quando Conway e Cook descreveram as propriedades de desaminases no sangue e tecidos,
demonstrando que uma enzima de extratos de sangue e tecidos poderia agir sobre a adenosina
(CONWAY; COOKE, 1939). Brady (1942) publica uma das primeiras descri¢cdes sobre as

propriedades, preparacdes e 0s estagios de purificacdo da adenosina desaminase.

Apesar dos setenta anos que nos separam dos primeiros relatos sobre a adenosina
desaminase, h& pouco conhecimento sobre a sua funcdo e uso por parte dos profissionais de

saude no Brasil.

Nesse estudo, buscamos desenvolver uma metodologia para discriminar as
isoformas da ADA através de eletroforese, bem como comprovar experimentalmente o
modelo matematico proposto por Vale e Almeida (1998) na discriminagdo de suas

isoenzimas. Descrevemos também o perfil dos exames realizados no Estado do Ceara.

Para atingir o0 nosso objetivo, dividimos 0 nosso estudo em duas etapas: iniciamos
por uma analise descritiva retrospectiva das dosagens de ADA realizadas em um periodo de
aproximadamente cinco anos, e, em uma segunda etapa, seguimos realizando uma analise
experimental das amostras de fluidos corporais humanos através de eletroforese e avaliacédo

das isoenzimas da ADA para comprovacao de um modelo matematico.
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No Estado do Ceara, no periodo de 2005 a 2008, foram notificados pelo Sistema
de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN), 13.772 novos casos de tuberculose,
sendo 1.527 casos de tuberculose extrapulmonar (ANEXO B) (BRASIL, 2009). No periodo
de janeiro de 2005 a setembro de 2009, realizamos 2.300 dosagens de ADA em diversos

fluidos corporais com suspeita de tuberculose extrapulmonar, obtendo 543 amostras alteradas.

Lopes et al. (2006) relatam a pleura como sendo a principal localizagéo da
tuberculose extrapulmonar, seguida dos ganglios, articulacbes Osseas, trato geniturinario,
intestinal, peritoneal, pericardio, no sistema nervoso central, ocular e cutanea. Uma maior
solicitacdo de exames de ADA realizada no liquido pleural em nosso trabalho corrobora com
esses achados. Ainda segundo Lopes et al. (2006), a dosagem de ADA no liquido pleural

apresenta uma sensibilidade e especificidade acima de 90%.

A maior quantidade de exames realizados em pacientes do sexo masculino pode
estar relacionada a uma maior prevaléncia de tuberculose neste grupo populacional.
(SEISCENTO et al., 2009). Observamos que a atividade enzimética ndo é influenciada pelo
sexo dos pacientes, sendo compativel com os dados publicados na literatura (MORISSON;
NEVES, 2008; SILVA JUNIOR et al., 2006).

Quando comparamos a atividade média enzimatica em pacientes apresentando
atividades normais e alteradas com os valores de referéncia utilizados, obtivemos uma média
de atividade 2,58 vezes menor que o valor de referéncia para as amostras com atividade

normal e 2,58 vezes maior que o valor de referéncia para as amostras com atividade alterada.

A atividade enzimatica normal ou alterada parece estar relacionada ao tipo de
fluido corporal, tendo uma maior atividade localizada nos liquidos ascitico, pericardico e
pleural, e uma menor atividade no soro e liquor. A atividade enzimatica muito baixa no liquor
pode estar relacionada, em parte, a presenca da barreira hematoliquérica e hematoencefalica
que sdo praticamente impermedaveis as proteinas plasmaticas e a muitas moléculas organicas
(GUYTON; HALL, 1996a).

Sao necessarios estudos complementares para melhor estabelecer a relacdo da

atividade da ADA nos demais fluidos corporeos.

Antes de iniciarmos nossoS ensaios experimentais, tivemos como uma

preocupacdo inicial estabelecer as condi¢cdes experimentais Gtimas para 0 ensaio proposto.
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Desta forma, avaliamos a melhor faixa de comprimento de onda para realizarmos nossas
leituras; tracamos uma curva de calibracdo para podermos correlacionar, quando necessario,
nossas leituras em absorbancia com a quantidade de amonia liberada no ensaio, bem como
estabelecer a faixa de absorbancia em que podemos realizar a leitura sem prejuizos para o
ensaio; avaliamos qual o tempo minimo e m&ximo necessario para que possamos realizar
nossas leituras em espectrofotdmetro; e, avaliamos também, o comportamento da enzima
durante a incubacdo com a adenosina em varias condi¢cdes experimentais bem como apés a

eletroforese.

Em ensaios colorimétricos, € necessario que o comprimento de onda utilizado
para a leitura das amostras possibilite a maior absorbancia possivel, tornando a determinacéo
do comprimento de onda ideal como o passo inicial para a realizagdo de qualquer ensaio
colorimétrico. A faixa que compreende os comprimentos de onda de 620 a 640 nm apresentou
a maior absorbancia do produto final na reacdo da ADA, sendo consagrado, na literatura, o
comprimento de onda de 628 nm (GIUSTI, 1974).

Apds a determinacdo do comprimento de onda ideal, outro passo essencial é
determinar qual a faixa de absorbancia que permite uma correlacéo linear da absorbancia e a
concentracdo do produto formado. Neste ensaio, observamos que a absorbancia do produto

final apresenta uma correlacdo linear até uma absorbancia de 1,200.

Dentro dos limites de linearidade, a variacdo de absorbancia € diretamente
proporcional a varia¢do de concentracdo de produto formado. Esta correlacdo direta permite a
adocdo de uma curva de calibracdo para a definicdo da concentracdo de amonia liberada no

ensaio da ADA em gel de agarose.

O produto colorimetricamente detectavel apresenta um tempo minimo de 30 min
para apresentar uma maxima absorbancia do ensaio, permanecendo, a coloracdo formada,

estavel por um periodo de pelo menos 24 horas.

Em relacdo as condigdes de necessérias para a coleta da amostra para a realizagdo
do ensaio da ADA, Giusti e Gakis (1971) sugerem que a coleta deve ser realizada utilizando
EDTA, sem provocar nenhuma consequiéncia negativa na atividade enzimatica, devendo ser
evitado o uso de heparina na coleta das amostras, por influenciar nos resultados. Antonangelo

et al. (2006) demonstraram que as amostras coletadas com EDTA podem ser armazenadas em
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geladeira ou freezer e analisadas em um periodo de pelo menos 28 dias apds a coleta, sem
apresentar diminuicdo significativa da atividade. Miller et al. (2004) demonstraram que a
ADA pode ser conservada a temperatura ambiente ou a 37°C utilizando glicerol, etilenoglicol
e sulfato de sddio por um periodo de pelo menos 20 dias, facilitando o transporte para

laboratorios distantes.

A ADA apresenta-se como uma enzima bastante estavel e de facil manuseio, ndo
necessitando de condicdes especiais para armazenamento e determinagdo de sua atividade.
Quando exposta a uma temperatura de 37°C, utilizando uma concentracdo baixa de adenosina
e uma amostra contendo uma atividade enzimatica de aproximadamente 40 U/L, podemos
observar uma parada na reacdo enzimatica ap0s seis horas de incubagdo, provavelmente
devido a uma deplecdo do substrato. Quando expomos esta amostra as mesmas condi¢es
experimentais, na presenca de uma grande concentracdo de adenosina, observamos que a

enzima pode permanecer reagindo por um periodo superior a 20 horas.

A ADA atinge a sua velocidade méaxima apds uma hora de rea¢do, mantendo a sua
velocidade em fungdo da concentracdo de substrato. Com o aumento do tempo de reacéo,
observamos um decaimento da velocidade de reacdo enzimatica que pode estar relacionada a
diminuigdo da quantidade de substrato disponivel, bem como pode estar havendo perda de

atividade enzimatica.

O aumento da temperatura de incubacdo da enzima durante a reacdo possibilita
um aumento de energia disponivel para se chegar ao estado de transicdo. O aumento da
velocidade com o aumento de temperatura ocorre somente até certo ponto limite, onde ocorre
a desnaturacdo da enzima por calor. Acima dessa temperatura, o calor adicional desnatura

ainda mais a enzima, o que diminui a velocidade da reacdo (CAMPBELL, 2000b).

O aumento da temperatura na reacdo da ADA favorece o aumento da velocidade
enzimatica, obtendo uma velocidade maxima a uma temperatura margeando os 50°C.
Observamos que a enzima pode permanecer reagindo por um periodo de pelo menos 2 horas
nesta temperatura, 0 que nos leva a sugerir que ndo ocorra desnaturagdo enzimatica nesta
temperatura. Nossos resultados sdo compativeis com os achados de Rodrigues (2001) que
demonstrou a ADA sérica caprina apresentando uma atividade maxima quando incubada a

55°C por 60 minutos.
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Uma possivel explicacdo para o fato de ndo ocorrer desnaturacdo da ADA nestas
temperaturas ndo-fisioldgicas pode estar relacionada ao estado imunolédgico do individuo,
uma vez que ha um aumento da temperatura corporal em decorréncia de um processo
patolégico. O aumento da temperatura corporal, devido a um estado febril do paciente,
proporciona um concomitante aumento na atividade enzimatica, determinando, assim, na
diminuicdo dos depositos de adenosina, provocando um aumento do processo inflamatorio e
diminuindo a atividade imunossupressora da adenosina (BOUMA et al., 1996; CRONSTEIN
et al., 1985; CRONSTEIN et al.,, 1986; FISCHER et al., 1976; GREVER et al., 1982,
HASKO; CRONSTEIN, 2004; KRUMP et al., 1996; MARONE et al., 1979).

As enzimas tém um pH 6timo (ou um intervalo de pH) no qual a sua atividade é
maxima. Em um pH maior ou menor, a atividade diminui. As cadeias laterais do centro ativo
dos aminoacidos podem atuar como &cidos e bases fracas com func@es criticas que dependem
da manutencdo de certos estados de ionizacdo e, em algum lugar da proteina, as cadeias
laterais ionizadas podem desempenhar um papel essencial nas interacdes que mantém a
estrutura da proteina (NELSON; COX; 2002b).

A faixa normal de pH no liquido extracelular varia entre o pH de 7,3 a 7,5,
apresentando uma faixa de tolerancia néo-letal entre o pH 6,9 a 8,0 (GUYTON; HALL,
1996b). Observamos que a ADA apresenta uma atividade maxima na regido de pH proxima
da neutralidade, sendo compativel com o pH fisioldgico no liquido extracelular. Gakis (1996)
demonstrou que a ADAL apresenta um pH 6timo na faixa de 7 a 7,5, enquanto que a
isoenzima ADAZ2 apresenta um pH 6timo de 6,5, valor que se apresenta na faixa fora dos

padrdes compativeis com os niveis fisiologicos.

Devido a isoenzima ADAZ2 apresentar um Km e pH 6timo ndo fisioldgicos, nos
leva a especular que a atividade de ADA desta enzima possa ndo ser a sua principal funcédo

no organismo ou que ela possa apresentar um comportamento alosteérico.

Em eletroforese, comumente promovemos a coloracdo inespecifica das proteinas
no gel ou marcamos as proteinas de interesse utilizando marcadores especificos, o que pode
encarecer 0 processo. Desenvolvemos um novo modelo de eletroforese para isoenzimas da
ADA no qual, apos corrida, o gel é fatiado e as fatias incubadas na presenca de adenosina.
Apds a reacdo enzimatica, determinamos a concentracdo do produto formado e os resultados

podem ser expressos através de graficos de atividade (ou produto) vs fatias de gel.
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Apbs verificarmos o desempenho dos ensaios utilizando diversas condicdes
experimentais, partimos para um segundo momento do nosso trabalho experimental, onde

visamos verificar o comportamento enzimatico no gel de agarose.

O fato de aminoacidos, peptideos e proteinas terem pK,s diferentes possibilita que
eles possam ter cargas diferentes a um dado pH. Essa caracteristica € a base para a
eletroforese, um método para a separacdo de moléculas baseado em suas cargas. O pH no qual
uma molécula tem carga liquida igual a zero é chamado de pH (ou ponto) isoelétrico (pl).
Neste pl, uma molécula ndo migrara em um campo elétrico. Em um ambiente onde o pH>pl,
predominam as cargas negativas e as moléculas se comportam como anions. Quando o
pH<pl, ha o predominio de cargas positivas e a molécula se comporta como um cétion
(CAMPBELL, 2000a; HENEINE, 1995).

A ADA apresenta uma pl em torno do pH 4,7 (KOIZUMI et al., 1985). Durante a
eletroforese, utilizando um gel com pH 6,5, bem como um tampé&o de corrida com 0 mesmo
pH. Uma vez que o pH utilizado é maior que o pl enzimatico, a enzima devera apresentar uma
carga predominantemente negativa e a sua migracdo devera ocorrer no sentido catodo -
anodo. Observamos que, apos aplicar a amostra no centro do gel de agarose, utilizando as
condigdes acima descritas (pH = 6,5), a enzima apresentou uma migragdo para 0 anodo

conforme esperavamos.

A agarose € um polissacarideo gelificante extraida de Gracilaria verrucosa, uma
espécie de alga vermelha (Rhodophyceae). Sua estrutura quimica consiste de unidades (193)-
-D-galactopiranosila e (194)-3,6-anidro-a-L-galactopiranosila, ligadas alternadamente
(ANDRADE et al., 1997).

Devido a possibilidade de a enzima ficar retida na malha do gel de agarose apés a
eletroforese, impedindo a reacdo da ADA com a adenosina, comparamos a atividade
enzimética em um gel submetido a trituracdo mecénica com um gel integro. Observamos que
o0 estado fisico do gel ndo parece ser um fator que interfere na atividade enzimética da ADA.
A atividade levemente diminuida no gel triturado pode estar relacionada a perdas de material
durante a trituracdo, bem como a uma possivel desnaturacdo protéica em decorréncia da

agitacdo, contudo, ndo houve diferenga estatistica significante entre os grupos testados.
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Na eletroforese, aplicamos uma pequena quantidade de amostra no sistema. Apos
a corrida, a pequena gquantidade de amostra aplicada encontra-se distribuida em vérias partes
do gel. Para detectar a atividade enzimatica da ADA no gel ap0s a eletroforese, necessitamos
utilizar amostras com alta atividade enzimatica, para que a amostra “diluida” nas diversas

fatias do gel ainda possa apresentar uma quantidade suficiente para ser detectada.

Quando trabalhamos com amostras humanas, podemos ter a dificuldade de obter
amostras apresentando atividade enzimética bastante elevada, ou, mesmo quando apresentar
uma atividade de ADA total elevada, pode ainda apresentar uma de suas isoformas em baixa

atividade, o que iria acarretar em uma discriminacao erronea.

A necessidade de avaliar amostras apresentando uma atividade enzimatica baixa,
aliada a necessidade de discriminar corretamente todas as isoformas, fez necessario promover
adaptac6es no método. Observamos entdo, que uma amostra apresentando baixa atividade nédo
expressa as suas isoformas nas primeiras horas de incubag¢do, mas quando aumentamos
bastante o tempo de incubacdo, possibilitamos que a enzima possa trabalhar por mais tempo,
e, mesmo que lentamente consumindo o substrato, o seu produto vai acumulando e, com o

produto concentrado, podemos visualizar 0s picos enzimaticos.

Em um terceiro momento de nosso trabalho experimental, promovemos a

discriminacdo das isoenzimas da ADA utilizando a eletroforese em gel de agarose.

A ADA apresenta duas isoenzimas presentes em trés isoformas. O nosso desafio
inicial foi discriminar as trés isoformas presentes nos fluidos corporais humanos a partir da
sua expressdo em gel de agarose. Com base nos pesos moleculares, esperamos que a isoforma
ADAL1-CD26 migre pouco, a ADA2 migre em um ponto intermediario e a ADAL migre em
um ponto mais avangado. Entretanto, necessitamos comprovar que cada isoforma esta

migrando na regido esperada.

No mercado existem inibidores para a isoenzima ADAL, tais como 0 EHNA e a
pentostatina, os quais inibem inespecificamente as isoformas ADA1 e ADA1-CD26. Esses
inibidores apresentam um alto custo e elevada toxicidade. Devido & indisponibilidade de uso
desta ferramenta, buscamos outra estratégia para discriminar as isoformas da ADA, conforme

descrito a seguir.



98

Sabendo-se que os eritrocitos apresentam apenas a isoforma ADA1 (SCHRADER
et al., 1979), utilizamos a ADA eritrocitaria humana como marcador para a migracdo da
isoforma ADA1 nos fluidos corporeos, conforme descrito por Cavalcante et al. (2009).
Observamos que a ADAL apresenta o perfil de migracdo na regidoy, perfil este compatvel
com o seu baixo peso molecular (UNGERER et al., 1992)

Uma vez identificada a isoforma ADAL, necessitamos identificar as demais
isoformas da ADA. Aproveitamos, entdo, as diferencas nas caracteristicas cinéticas das
isoenzimas da ADA pela adenosina para podermos diferencia-las, uma vez que a ADA1
apresenta uma alta afinidade pela adenosina, com um Km de 0,052mM e que a ADA2

apresenta baixa afinidade pelo mesmo substrato, com um Km de 2mM (GAKIS, 1996).

Em um primeiro grupo experimental, utilizamos uma solucéo de adenosina 22mM
como substrato para a reacdo enzimatica no gel de agarose apds a eletroforese. Nestas
condigdes, estamos disponibilizando uma quantidade de substrato em excesso para ambas as
isoenzimas, o0 que corresponde a aproximadamente 400 vezes 0 Km da ADAL e 11 vezes 0

Km para a ADAZ2, possibilitando que todas as isoenzimas da ADA possam se expressar.

Em um segundo grupo experimental, utilizamos uma solugédo de adenosina
0,55mM como substrato para a reacdo enzimatica no gel de agarose apds a eletroforese.
Nestas condicOes, estamos disponibilizando excesso de substrato para a isoenzima ADA1
(aproximadamente 11 vezes o Km da ADAL), mas temos uma solucdo muito pobre em
substrato para a ADA2 (aproximadamente ¥2 do Km da ADAZ2). Neste grupo, temos,

basicamente, a expresséo apenas da isoenzima ADAL.

Dividimos as fatias do gel em trés regides, as quais denominamos de regidoo (no
inicio do gel), regido B (no centro do gel) e regido y (no final do gel). Comparando o perfil de
migracdo da ADA eritrocitaria com as isoenzimas dos fluidos, obtemos que a ADAL migra na
regido y. Comparando a expressdo das isoenzimas utilizando diferentes concentracdes de
adenosina, observamos uma migracdo da ADA2 na regido B. Por exclusgio e devido ao seu

alto peso molecular, observamos que a isoforma ADA1-CD26 migra na regiéo o.

Devido as caracteristicas cinéticas da isoenzima ADAZ2, aliada ao fato de seu pH
Otimo ser mais baixo que o pH nos locais onde encontramos esta isoenzima, podemos sugerir

que a mesma possa apresentar uma outra funcdo que ainda € desconhecida ou apresentar um
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comportamento alostérico, uma vez que as condic¢des para a sua atividade ndo sao fisiologicas
(GAKIS, 1996).

Apo6s discriminarmos as isoenzimas da ADA em gel de agarose, observamos a
presenca de “descontinuidade” na formacdo dos picos enzimaticos. A presenca de
irregularidades nos picos de atividade enzimatica surgiram como um achado inesperado em
nossos resultados. Buscamos na literatura uma explicacdo para este ocorrido, mas como nédo
foi possivel encontrar nada relacionado aos nossos achados, analisamos o comportamento da
ADA em artigos cientificos através de densitometria computadorizada do gel utilizando o
programa ImageJ (ANEXO C) e encontramos um comportamento semelhante aos nossos
achados. Com base nesses achados, podemos sugerir a presenca de uma leve variacdo de peso
molecular e/ou de carga elétrica para as mesmas isoformas em uma mesma amostra de fluido

corporal.

Em um quarto momento de nosso trabalho experimental, comparamos os valores
das isoenzimas da ADA determinados através do modelo matematico descrito por Vale e
Almeida (1998) com os valores encontrados pela eletroforese. Embora mantenha uma
correlacdo clara, observa-se que no método usando eletroforese a relacio ADA1/ADA2 ¢
sempre maior. Pode-se especular que essa diferenca com o modelo matematico ocorra devido

ao uso de dois diferentes substratos em um método e apenas um no outro.

Nesses onze anos em que 0 modelo de Vale e Almeida (1998) tem sido aplicado
na discriminagdo das isoenzimas da ADA, temos observado, embora empiricamente, uma
forte correlacdo dos achados com os quadros clinicos dos pacientes. Este modelo foi aplicado

com sucesso, também, no diagndstico e acompanhamento do calazar (HOLANDA, 1999).

A necessidade de comprovacédo cientifica deste modelo serviu como um agente
inspirador para o desenvolvimento deste trabalho. Utilizando a discriminagéo das isoenzimas
da ADA através de eletroforese como nosso padrédo de referencia, observamos que os valores
encontrados pelo modelo matematico proposto apresentaram uma forte correlagdo com os

valores encontrados pela eletroforese.

Através dos nossos resultados, podemos sugerir que a discriminacdo das
isoenzimas da ADA utilizando o modelo matematico de Vale e Almeida (1998) pode ser

utilizado como um método auxiliar de diagndstico na rotina de laboratorios clinicos.
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CONSIDERACOES FINAIS

N&o ha interferéncia do sexo dos pacientes na atividade da ADA;

A atividade normal ou alterada da ADA pode apresentar variagdo em
decorréncia do tipo de fluido corporal coletado;

A atividade da ADA pode ser determinada na faixa de comprimento de onda
entre 620 a 640 nm;

O tempo minimo necessario para a determinacdo da cor do produto azul de
indofenol € de 30 minutos, com a cor formada permanecendo estavel por um

periodo de pelo menos 24 horas;

A ADA pode permanecer reagindo com a adenosina, in vitro, por um periodo de
pelo menos 20 horas a 37°C;

A ADA atinge a sua velocidade maxima, quando incubada com adenosina a

37°C, em aproximadamente 1 hora de reacéo;

A ADA ¢é uma enzima termoestavel, podendo permanecer reagindo com a

adenosina a uma temperatura de 50°C por um periodo de pelo menos 2 horas;

O gel de agarose ndo impede a agdo enzimatica da ADA em sua malha,
possibilitando a reacdo enzimatica das fatias do gel integro contendo as enzimas

em presenca de seu substrato;

As fatias de gel contendo as isoenzimas da ADA devem ser incubadas por um
longo periodo de tempo, possibilitando que as isoenzimas que estejam presentes
em baixa quantidade, mesmo com uma atividade total elevada, possam ser

detectadas;
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O modelo de eletroforese proposto neste trabalho possibilita uma andlise

quantitativa e qualitativa das isoenzimas da ADA;

E possivel discriminar as isoenzimas da ADA através de eletroforese em agarose
utilizando apenas a adenosina em diferentes concentragdes. Essa discriminacao é
possivel devido as diferencas nas caracteristicas cinéticas das isoenzimas pelo

substrato;

E possivel discriminar as isoenzimas da ADA através do modelo matematico
proposto por Vale e Almeida (1998), utilizando as diferencas nas caracteristicas
cinéticas das isoenzimas da ADA pela adenosina e 2’-deoxi-adenosina como

substrato.
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8 CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitiram o desenvolvimento de uma
nova metodologia para discriminar as isoenzimas e isoformas da adenosina desaminase
(ADA) em fluidos corporais humanos.

Utilizando eletroforese em gel de agarose, € possivel discriminar as isoenzimas e
as isoformas da ADA através da reacdo enzimatica das fatias do gel utilizando diferentes
concentracOes de adenosina como substrato.

Utilizando como padrédo de referéncia o modelo de eletroforese desenvolvido,
comprovamos experimentalmente a aplicabilidade do modelo matematico proposto por Vale e
Almeida (1998), validando-o.
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APENDICE A - Justificativa de auséncia de termo de consentimento livre e esclarecido.

Universidade Federal do Cearéa
Faculdade de Medicina
Departamento de Fisiologia e Farmacologia
Laboratdrio de Farmacologia-Bioquimica

JUSTIFICATIVA DE AUSENCIA DE TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO
Amostra de Fluidos Biologicos (Liquidos: Pleural, Pericardico, Cefalorraquidiano,
Ascitico ou Sinovial)

Titulo da Pesquisa: “Isoenzimas da Adenosina Desaminase Humana: Método Alternativo
para Diagnostico Clinico da Tuberculose”

Nome do Pesquisador: Italo José Mesquita Cavalcante

Nome do Orientador: Prof. Dr. Marcus Raimundo Vale

Nosso laboratdrio possui um banco de amostras para a realizacdo desta pesquisa. Serdo
utilizadas amostras de Liquido Pleural, Liquido Pericardico, Liquido Cefalorraquidiano,
Liquido Ascitico e/ ou Liquido Sinovial. As amostras presentes nesse banco sao codificadas e
descaracterizadas. Os codigos criados serdo arquivados e somente o pesquisador principal e
0 orientador sabem a origem do material.

Em nenhum momento o pesquisador principal, o seu orientador ou qualquer pessoa a
sua ordem, entrara em contato com qualquer paciente para tratar desta pesquisa, seja paciente
internado, seja paciente ambulatorial.

A néo aplicacdo deste termo de consentimento nédo significa que os preceitos éticos de
pesquisa humana ndo serdo respeitados.

Esta pesquisa ndo visa a obtencdo de lucros nem tem como fonte financiadora empresas
particulares. Esta pesquisa sera conduzida respeitando-se as diretrizes e normas estabelecidas
pela resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

Ressaltamos que nenhuma das amostras supracitadas sera coletada para a

realizagdo exclusiva desta pesquisa, nem havera contatos com os pacientes apos a coleta.



APENDICE B - Termo de coggg/r)timento livre e esclarecido.

Universidade Federal do Cearéa
Faculdade de Medicina
Departamento de Fisiologia e Farmacologia
Laboratdrio de Farmacologia-Bioquimica

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: “Isoenzimas da Adenosina Desaminase Humana: Método Alternativo
para Diagnostico Clinico da Tuberculose”

Nome do Pesquisador: Italo José Mesquita Cavalcante

Nome do Orientador: Prof. Dr. Marcus Raimundo Vale

1. Natureza da pesquisa: O(A) sr.(a) esta sendo convidado(a) a participar desta pesquisa
que tem como finalidade identificar a presenga de uma enzima conhecida como
Adenosina Desaminase (ADA) no seu sangue. As suas células sanguineas apresentam
uma porcao desta Enzima, a qual esta presente apenas em pessoas saudaveis, sendo Uutil,
portanto, para ajudar a diferenciar esta enzima em pacientes doentes. Sua participacdo é
importante, porém, vocé ndo deve participar contra sua vontade.

2. Participantes da pesquisa: Esta etapa da pesquisa visa estabelecer a presenca da enzima
Adenosina Desaminase (ADA) em tecidos de pessoas saudaveis, por este motivo, estamos
convidando-lhe para participar desta pesquisa atraves de Unica doacdo de
aproximadamente 5 mL (cinco mililitros) de seu sangue venoso.

3. Envolvimento na pesquisa: Ao participar deste estudo, o(a) sr(@) permitird que o
pesquisador utilize seu sangue para as analises laboratoriais que forem necessarias para o
desenvolvimento da pesquisa. O(A) sr(a) tem liberdade de se recusar a participar desta
pesquisa e sua participagdo na mesma € voluntéria.

4. Riscos e desconforto: A participacdo nesta pesquisa ndo traz complicacGes legais.
Durante a obtencdo de sua amostra o(a) sr(a) podera sentir dor ou algum desconforto
devido a perfuracdo de sua veia para a retirada do seu sangue, bem como podera aparecer
um hematoma (mancha rocha) no local da retirada do sangue. Seu nome ndo ir& constar
em nenhum dos resultados, sendo garantido o seu completo anonimato. Nao seré utilizada
nenhuma informacdo que possa ligar a sua pessoa aos resultados obtidos. Os

procedimentos adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Etica em Pesquisa com



Seres Humanos conforme Resolucdo no. 196/96 do Conselho Nacional de Sadde. Nenhum
dos procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade.

Confidencialidade: todas as informacGes coletadas neste estudo sdo estritamente
confidenciais. Somente o pesquisador e o orientador terdo conhecimento dos dados.
Beneficios: ao participar desta pesquisa o(a) sr(a) ndo terd nenhum beneficio direto.
Entretanto, esperamos que este estudo traga informagfes importantes sobre a presenca
desta enzima em pessoas saudaveis, de forma que o conhecimento que sera construido a
partir desta pesquisa possa contribuir para o diagndstico de algumas doengas, onde o
pesquisador se compromete a divulgar os resultados obtidos.

Pagamento: o(a) sr(a) nao tera nenhum tipo de despesa para participar desta pesquisa,
bem como nada sera pago por sua participacao.

Apos estes esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para

participar desta pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem:

Endereco do responsavel pela pesquisa:

Instituicdo: Universidade Federal do Ceara — Laboratorio de Bioguimica-Farmacologia
Endereco: Rua Coronel Nunes de Melo, 1127.

Bairro Rodolfo Tedfilo — Fortaleza/ CE.

CEP: 60430-270

Telefone: (85) 3366-8339

ATENCAO: Para informar ocorréncias irregulares ou danosas durante a sua
participacdo no estudo, dirija-se ao:

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceara

Rua Coronel Nunes de Melo, 1127. Bairro Rodolfo Teo6filo — Fortaleza/ CE.

Telefone: (85) 3366-8338

DECLARACAO DO PARTICIPANTE

Tendo compreendido perfeitamente tudo o que me foi informado sobre a minha
participacdo no mencionado estudo e estando consciente dos meus direitos, das minhas
responsabilidades, dos riscos e dos beneficios que a minha participacdo implicam, concordo
em dele participar e para isso eu DOU O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO
EU TENHA SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

Assinatura do(a) Participante (ou impressdo datiloscépica — Quadro ao lado)

Assinatura do Pesquisador




ANEXO A - Oficio n°® 711/08 (Comité de ética em pesquisa).

Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 711/08 Fortaleza, 19 de dezembro de 2008
Protocolo COMEPE n° 173/08

Pesquisador responsavel: italo José Mesquita Cavalcante
Dept®./Servigo: Departamento de Fisiologia e Farmacologia/ UFC

Titulo do Projeto: “lsoenzimas da adenosina desaminase humana:
meétodo alternativo para diagnostico bioquimico da tuberculose”

Levamos ao conhecimento de V.S% que o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro das
normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Saude - Ministério da Salde, Resolugcédo n° 196 de 10 de
outubro de 1996 e complementares, aprovou o projeto supracitado na
reunido do dia 18 de dezembro de 2008.

Outrossim, informamos, que o pesquisador devera se comprometer
a enviar o relatodrio final do referido projeto.

Atenciosamente,

W i Busla W e

Dra. Miran Parente Montetro
Coordenadora Adjunta do Comité
de Etica em Pesquisa
COMEPE/UFC



ANEXO B - Casos de tuberculose notificados pelo sistema de informacéo de agravos
de notificacdo (SINAN) no Ceard no periodo de janeiro de 2005 a dezembro de 2008.
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Fonte: Adaptado a partir dos dados coletados em:
http://dtr2004.saude.gov.br/sinanweb/tabnet/tabnet?sinannet/tuberculose/bases/tubercbrnet.def.
Acessado em 5/10/2009, as 11h00min.



ANEXO C - Avaliacéo da ADA em eletroforese em gel de agarose por densitometria
computadorizada utilizando o programa ImageJ.
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Fonte: SCHRADER et al., 1976.




Fonte: SCHRADER et al., 1979.
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