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1. INTRODUCAO

A inflamacéo crénica é um fator patoldgico central na progresséo de diversas
doencas (LENG et al., 2021). A exposicdo a agentes indutores, como o
lipopolissacarideo (LPS), pode causar inflamacéo sistémica, que culmina em
neuroinflamacao, caracterizada pela ativacao de células da glia e pela producao de
mediadores pro-inflamatorios no cérebro (KHAN et al., 2019). Nesse cenario, 0
sistema purinérgico desempenha um papel crucial na modulacdo da resposta
inflamatoria. Enquanto a liberacdo de nucleotideos extracelulares como ATP e ADP
ativa vias proé-inflamatérias, a adenosina, produto da sua degradacdo, exerce
efeitos anti-inflamatérios. O equilibrio entre essas moléculas é regulado por
ectoenzimas como a NTPDase, a 5'-nucleotidase e a adenosina desaminase
(ADA). (LENZ et al., 2020).

O &cido elagico (AE), um polifenol com vastas propriedades anti-inflamatérias
e antioxidantes, tem demonstrado potencial terapéutico em modelos de inflamacéo,
atuando em mudltiplas vias de sinalizacao e regulando a producédo de mediadores
inflamatorios (DORNELLES et al., 2020). Assim, o presente estudo objetivou avaliar
os efeitos do AE sobre as enzimas do sistema purinérgico no soro de ratos machos
e fémeas expostos ao LPS. A inclusdo de ambos os sexos € crucial, pois as
diferengas biolégicas e hormonais exercem uma influéncia significativa na resposta
imune e inflamatéria, fornecendo uma compreensdo mais completa da
farmacologia do composto e da fisiopatologia da inflamacdo (CAMPOREZ et al.,
2019).

2. METODOLOGIA

Os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA 044170/2023-59). Ratos Wistar adultos foram divididos em quatro
grupos: Grupo | - Controle; Grupo Il - LPS; Grupo Il - LPS + AE (50 mg/kg) e Grupo
IV — LPS + AE (100 mg/kg). Os animais dos grupos I, lll e IV receberam injecées
intraperitoneais de LPS (250 pg/kg) durante 8 dias, enquanto os animais do grupo
| receberam apenas agua para injetaveis. Uma hora ap0s cada injecéo, 0s grupos
[l e IV receberam AE por via oral, enquanto os grupos | e Il receberam solucao
salina no mesmo volume (1 mL/kg) e via.

No nono dia de experimento, 0os animais foram anestesiados e submetidos a
eutanasia por punc¢do cardiaca. As atividades da NTPDase e da 5'-nucleotidase
foram avaliadas conforme descrito por OSES et al. (2004). A atividade da ADA foi
determinada de acordo com o método descrito por GIUSTI E GALANTI (1984).
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Para as analises estatisticas, foi utilizada ANOVA de uma via seguida do teste de
Tukey, com os resultados sendo apresentados como média + erro padréo da média.
As diferencas foram consideradas significativas quando P<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A administracdo sistémica de LPS induziu alteracBes significativas nas
atividades das enzimas do sistema purinérgico no soro dos animais. A atividade da
NTPDase foi elevada em ambos o0s sexos apos o tratamento com LPS (Figuras 1
e 2), tanto para o substrato ATP quanto para o ADP. Essa elevacdo € um
mecanismo de defesa crucial para mitigar a inflamacao, convertendo rapidamente
o pro-inflamatdério ATP em adenosina, uma molécula anti-inflamatoéria. O tratamento
com AE preveniu eficazmente esse aumento, sugerindo que o composto atenuou
o estimulo inflamatério subjacente, possivelmente tornando desnecessaria a
resposta compensatoria do sistema purinérgico (VUERICH et al., 2019). A atividade
da 5'-nucleotidase, por sua vez, néo foi significativamente alterada pelo LPS, mas
foi modulada pelo AE de forma complexa, com efeitos distintos entre machos e
fémeas (Figuras 1C e 2C). Essa observacao sugere que o AE interage de maneira
pleiotrépica e especifica do sexo com a cascata purinérgica, demonstrando que sua

acdo ndo é uma inibicdo generalizada, mas uma modulacdo fina e contextual
(BOEHNING et al., 2018).
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Figura 1 — Atividade de ectonucleotidases em amostras de soro de ratos machos submetidos a
um modelo de inflamacéo induzida por LPS e tratados com AE. A) Atividade da NTPDase, utilizando
ATP como substrato. B) Atividade da NTPDase, utilizando ADP como substrato. C) Atividade da 5'-
nucleotidase, utilizando AMP como substrato. **P<0,01, ***P<0,001 e ****P<0,0001 em comparagao
ao grupo controle. #¥P<0,05, ##P<0,001 e ###P<0,0001 em comparacao ao grupo LPS.
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Figura 2 — Atividade de ectonucleotidases em amostras de soro de ratas submetidas a um modelo
de inflamacéo induzida por LPS e tratadas com AE. A) Atividade da NTPDase, utilizando ATP como
substrato. B) Atividade da NTPDase, utilizando ADP como substrato. C) Atividade da 5'-
nucleotidase, utilizando AMP como substrato. ****P<0,0001 em compara¢do ao grupo controle.
#P<0,05, #P<0,01 ##P<0,001 e ###P<0,0001 em comparacdo ao grupo LPS.
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Avancgando na cascata purinérgica, a atividade da ADA foi significativamente
aumentada pelo LPS em ambos os sexos, com uma elevacédo mais acentuada nos
machos (P<0,0001 - Figura 3A) do que nas fémeas (P<0,01 - Figura 3B) em
comparacao a seus respectivos controles. O aumento da ADA pelo LPS pode
diminuir os niveis de adenosina, uma molécula com ac¢des anti-inflamatorias. A
resposta mais robusta da ADA nos machos corrobora a literatura que aponta para
um dimorfismo sexual na resposta inflamatéria, possivelmente mediado pela acéo
protetora dos hormdonios sexuais femininos (ANTONIOLI et al., 2012). O tratamento
com AE reverteu o aumento da atividade da ADA em ambos 0s sexos, reforcando
a sua capacidade de restaurar o equilibrio purinérgico.
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Figura 3 - Atividade da ADA no soro de ratos machos (A) e fémeas (B) submetidos a um modelo
de inflamacéo induzida por LPS e tratados com AE. **P<0,01 e ****P<0,0001 em comparacao ao
grupo controle. ##P<0,001 e ##P<0,0001 em comparagao ao grupo LPS.

A administracdo sistémica de LPS induziu alteracfes na resposta purinérgica
periférica, caracterizada pelo aumento da atividade da NTPDase e da ADA para
mitigar a inflamacdo. O AE, ao normalizar as atividades enzimaticas no soro,
demonstra sua capacidade de reduzir o estimulo inflamatério sistémico
possivelmente em vias mais iniciais relacionadas ao processo inflamatério (CHEN
et al., 2024). Os dados demonstraram que existem algumas varia¢des na atividade
das ectonucleotidases em ratos machos e fémeas que receberam AE. Estudos da
literatura sugerem que as fémeas, beneficiadas por uma protecdo hormonal inata,
apresentariam uma resposta inflamatéria menos severa que 0s machos
(MONTEIRO et al., 2014). Essa diferenca ndo é apenas um resultado interessante,
mas uma evidéncia que apoia a necessidade de analises sexo-especificas em
pesquisas biomédicas, reconhecendo que as respostas fisiopatologicas e as
eficacias terapéuticas podem variar fundamentalmente entre machos e fémeas.

Os resultados deste estudo reforcam o potencial do AE como um agente
terapéutico para condi¢des inflamatorias. A capacidade do AE de modular a via
purinérgica o posiciona como um candidato promissor para futuras investigacoes
clinicas (BOEHNING et al., 2018).

4, CONCLUSOES

O AE foi capaz de prevenir alteracbes na atividade de ectonucleotidases em
soro tanto de ratos machos quanto fémeas submetidos a um modelo de inflamacao
induzido pelo LPS. A andlise sexo-dependente revelou algumas diferencas na
resposta ao tratamento ressaltando a importancia de considerar o dimorfismo
sexual no desenho e na interpretacdo de estudos pré-clinicos. Essas descobertas
nao apenas reforcam o potencial do AE como uma alternativa promissora para o
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tratamento de patologias neuroinflamatérias, mas também fornecem uma nova
perspectiva sobre a complexa interacdo entre inflamac&o, sexo biolégico e a
respostas a agentes bioativos.
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