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1. INTRODUCAO

A inflamagcdo desempenha um papel central na progressdo de diversas
doencas neurologicas (LENG e EDISON, 2021). Dentre 0s mecanismos que
regulam os processos inflamatorios, destaca-se o sistema purinérgico, responsavel
por mediar a sinalizagdo de nucleotideos e nucleosideos de adenina, como ATP e
adenosina (BURNSTOCK e BOEYNAEMS, 2014; CIESLAK e WOJTCZAK, 2018).
Enquanto o ATP extracelular induz respostas pré-inflamatérias, a adenosina exerce
efeitos anti-inflamatérios (DI VIRGILIO, 2012 e IDZKO, FERRARI e ELTZSCHIG,
2014). A sinalizagdo induzida pelo ATP e adenosina € regulada pela acdo de
enzimas como NTPDase, 5 -nucleotidase e adenosina desaminase (ADA) (IDZKO,
FERRARI e ELTZSCHIG, 2014).

Paralelamente, a neurotransmissao colinérgica pode ser comprometida em
processos inflamatérios, com a acetilcolina sintetizada e liberada dos linfécitos
desempenhando um papel imunomodulador. A sinalizacdo induzida pela
acetilcolina  correlaciona-se diretamente com a atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE). Esta enzima encontra-se presente tanto em linfocitos T
quanto B (TAYEBATI et al.,, 2002) e ha muito tem sido demonstrado que uma
inibicdo ou auséncia da AChE altera a funcdo dos linfocitos (CHANDRA e
MADHAVANKUTTY, 1975), destacando assim o papel relevante que esta enzima
possui no sistema imune. O papel destas enzimas tem sido avaliado em varias
doencas, demonstrando que estas podem ser importantes alvos terapéuticos em
diversas condic¢des patologicas (BITENCOURT et al., 2019; SOREQ e SEIDMAN,
2001). Desta forma, a busca de compostos que possam modular a atividades
destas enzimas torna-se relevante no contexto da inflamacao.

O acido elagico (AE), um polifenol com propriedades antioxidantes e anti-
inflamatorias, tem demonstrado potencial terapéutico em modelos de inflamacao
(DORNELLES et al., 2020; UMESALMA e SUDHANDIRAN, 2010). Evidéncias
sugerem que o AE atua tanto na mitigacdo dos danos causados pelo estresse
oxidativo quanto na regulacéo da resposta inflamatoria (JHA, PANCHAL e SHAH,
2018). Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do AE sobre enzimas
do sistema purinérgico e colinérgico em linfocitos de ratos expostos a administracao
sistémica de lipopolissacarideo (LPS), um potente indutor de inflamagé&o sistémica
(KHAN et al., 2019).

2. METODOLOGIA
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Os procedimentos foram aprovados pela Comissédo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal de Pelotas (CEUA 044170/2023-59). Ratos
Wistar machos foram divididos em quatro grupos: Grupo | - Controle (Salina); Grupo
Il - LPS; Grupo Il - LPS + AE (50 mg/kg) e Grupo IV — LPS + AE (100 mg/kg).

Os animais dos grupos Il, Ill e IV receberam uma intraperitoneal de LPS (250
pg/kg) diariamente por 8 dias, enquanto os animais do grupo | receberam apenas
agua para injetaveis. Uma hora apoés a injecao, os grupos lll e IV receberam AE por
via oral, enquanto os grupos | e Il receberam solucdo salina no mesmo volume e
via.

No nono dia de experimento, os animais foram anestesiados e submetidos a
eutanasia. O sangue foi coletado por puncéo cardiaca e os linfécitos separados
usando um gradiente de Ficoll (JAQUES et al., 2011). A atividade das enzimas
NTPDase, ADA e AChE foram determinadas conforme metodologias padronizadas
(LEAL et al., 2005). Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando
GraphPad Prism 8 por ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey para
comparagdes multiplas. Além disso, todos os dados foram expressos como meédia
+ erro padrdo e as diferencas entre os valores médios foram consideradas
significativas guando P< 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A administragdo de LPS elevou significativamente a atividade da NTPDase
para os dois substratos (ATP e ADP) (Figura 1). O tratamento com AE, nas doses
de 50 e 100 mg/kg, foi capaz de prevenir essas alteracbes na atividade da
NTPDase. Nao foram observadas alteracfes significativas na atividade da ADA em
nenhum dos grupos avaliados (Figura 1). O ATP extracelular € uma importante
molécula com acdes inflamatérias. Os resultados sugerem que a ativacdo da
enzima NTPDase pelo LPS pode representar um mecanismo compensatoério para
reduzir o processo inflamatério (KHAN et al., 2019, AKINTUNDE e OBOH, 2020).

Ainda, os dados deste estudo demonstram que o AE exerce um efeito
modulador sobre o sistema purinérgico, possivelmente promovendo um efeito anti-
inflamatério, através do aumento dos niveis de adenosina (AHMED et al., 2016;
JHA, PANCHAL e SHAH, 2018).
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Figura 1 — Efeito do tratamento com AE (50 e 100 mg/kg) nos atividade da NTPDase, usando
ATP e ADP como substratos, e na atividade da adenosina desaminase (ADA) em linfdcitos de
ratos expostos a injecdo intraperitoneal de LPS (250 pg/kg). *P<0,05 e **P<0,01 quando
comparado ao grupo controle. #P<0,01 e ##P<0,001 quando comparado ao grupo LPS (n = 05).

Em relagdo a atividade da AChE, semelhante a outros estudos que
empregaram o LPS como indutor de inflamacao, este trabalho também evidenciou
um aumento na atividade da AChE em linfécitos (Figura 2) (DAS, 2012; DE
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OLIVEIRA, et al., 2012). Esse aumento na atividade da AChE pode reduzir os niveis
de acetilcolina, uma molécula com ac¢des anti-inflamatorias. A reducao da atividade
de AChE observada nos grupos tratados com AE em ambas as doses sugere que
0 composto pode ajudar a preservar a sinalizacdo colinérgica nos linfécitos,
prolongando a acgdo da acetilcolina. Este resultado reforga os achados de outros
estudos que demonstram o efeito anticolinesterasico do AE (AHMED et al., 2016;
DORNELLES et al., 2020).
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Figura 2 - Efeito do tratamento com AE (50 e 100 mg/kg) na atividade da AChE em linfécitos de
ratos submetidos a um modelo de inflamacéo induzido por injecdo intraperitoneal de LPS (250
pg/kg). *P<0,05 quando comparado ao grupo controle. #P<0,05 quando comparado ao grupo LPS
(n = 05).

Esses resultados sdo fortalecidos por evidéncias que destacam as
propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias do AE, conforme relatado em
estudos anteriores (AKINTUNDE e OBOH, 2020; DORNELLES et al., 2020). Dessa
forma, os efeitos observados do AE sobre as enzimas dos sistemas purinérgico e
colinérgico neste estudo reforcam seu potencial como agente terapéutico em
condi¢cbes inflamatodrias, onde a ativacdo exacerbada de linfocitos pode estar
associada ao desenvolvimento e a progressao de diversas doencas.

4. CONCLUSOES

O AE foi capaz de prevenir as alteracdes em enzimas do sistema purinérgico
e colinérgico em linfécitos de ratos expostos ao LPS. Essas descobertas sugerem
gue a AE pode ser uma alternativa promissora para o tratamento de condicdes
inflamatorias. No entanto, sdo necessarios estudos adicionais para elucidar os
mecanismos especificos de acdo do AE, bem como sua eficacia em longo prazo e
suas possiveis interacbes com outras vias biologicas envolvidas em processos
inflamatorios. Esses futuros estudos poderdo validar o AE como uma alternativa
segura e eficaz para o tratamento de diversas patologias.
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