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Abstract

Increased connective tissue stiffness due to fibrosis, as well as extracellular
nucleotides/nucleosides, may play a role in the pathogenesis of intractable chronic pain.
Fibroblasts, the predominant cell of the connective tissue, are able to release ATP in response to
stressful conditions. Depending on its extracellular catabolism, fibrosis may be influenced the
ATP and/or its metabolites through the activation of P2 and/or P1 receptors. Therefore, we aimed
at characterizing the extracellular enzymatic pathways responsible for adenosine formation from
the catabolism of ATP, as well as to evaluate the expression and function of adenosine receptors
on the proliferation and synthesis of type I collagen by fibroblast cell cultures from the rat
subcutaneous connective tissue.

Cells were isolated from the subcutaneous connective tissue of adult Wistar rats. The
catabolism of ATP, ADP, AMP and adenosine in fibroblast cell cultures was evaluated through
quantification of adenine nucleotides and nucleosides by high-performance liquid
chromatography (with UV detection). The expression of E-NTPDasesl, 2 and 3, as well as of
ecto-5’-nucleotidase, was evaluated by immunocytochemistry. The role of subtype selective
adenosine receptor agonists on the proliferation and type I collagen synthesis was assessed by
MTT and Sirius Red assays, respectively.

ATP was hydrolyzed (t,,=12.5 minutes) to ADP, adenosine and inosine. AMP was
quickly dephosphorylated into adenosine (t,,=3 minutes), whereas ADP (t,,=68 minutes) and
adenosine (t,,=29 minutes) tend to accumulate in fibroblast cell cultures. Cells exhibited positive
imunoreactivity for NTPDase2, NTPDase3 and ecto-5’nucleotidase, but no labelling was found
for NTPDasel. Incubation of cell cultures with selective A, and A, receptor agonists increased
fibroblast cells proliferation. Activation of A, receptors also favored type I collagen synthesis, an
effect that may be counteracted by co-localized inhibitory A,, receptors.

Although preliminary, data suggest that ATP release by stressed fibroblasts may be
sequentially dephosphorylated via an enzymatic cascade involving NTPDases2, -3 and ecto-5’-
nucleotidase leading to adenosine accumulation. Activation of subtype selective adenosine
receptors may influence connective tissue remodeling and fibrosis. In this regard, activation of
high-affinity A, receptors has a pro-fibrotic effect, which may be partially counteracted by
inhibition of collagen synthesis by A,, receptors. Thus, targeting the purinergic pathways
underlying fibrosis might be useful to design novel therapeutic approaches against musculo-

skeletal chronic pain.



Resumo

A fibrose do tecido celular subcutianeo, associada a atividade paracrina ou autdcrina dos
nucledtidos e nucledsidos extracelulares, podem estar envolvidos na patogénese da dor crénica
refractaria. Os fibroblastos do tecido conjuntivo libertam ATP em resposta ao stresse.
Dependendo do catabolismo extracelular dos nucledtidos de adenina, a fibrose pode ser
influenciada pelo ATP e/ou pelos seus metabolitos através da ativagdo de recetores purinérgicos
P2 e/ou P1. Neste trabalho, estudaram-se as vias enzimdticas responsdveis pela formagdo de
adenosina a partir do catabolismo extracelular do ATP. Também se avaliou a expressdo e
atividade dos recetores da adenosina na proliferacdo e na sintese de colagénio tipo I em culturas
de fibroblastos do tecido conjuntivo subcutineo de ratazana.

O catabolismo do ATP, ADP, AMP e adenosina e formacdo dos seus metabolitos nas
culturas de fibroblastos de tecido conjuntivo subcutineo de ratazana foi avaliado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (com detecdo UV). A expressdo das ectoNTPDases 1,2 e
3 nos fibroblastos foi avaliada por imunocitoquimica. O papel dos agonistas seletivos dos
recetores da adenosina na proliferacio e sintese de colagénio do tipo I foi avaliado pelos ensaios
de MTT e do corante Sirius Red, respetivamente.

O ATP foi metabolizado (t,,=12,5 minutos) em ADP, adenosina e inosina. O AMP foi
rapidamente (t,,= 3 minutos) desfosforilado em adenosina, enquanto se observou uma tendéncia
para a acumulagdo de ADP (t,,= 68 minutos) e de adenosina (t,,=29 minutos) nas culturas. Os
fibroblastos apresentaram marcacdo positiva para as enzimas NTPDase2, NTPDase3 e
ectoS'nucleotidase, mas foram negativos contra a NTPDasel. A incubagdo das células com os
agonistas seletivos para os recetores A, e A; aumentou a sua proliferagdo de forma significativa.
A ativacdo do recetor A, também promoveu a sintese de colagénio de tipo I nas culturas, um
efeito que pode ser parcialmente contrariado pela ativagdo simultidnea de recetores inibitérios do
subtipo A,,.

Apesar de preliminares. Estes resultados sugerem que o ATP libertado pelos fibroblastos
do tecido subcutineo pode rapidamente metabolizado por acdo das NTPDases2, -3 e ecto-5'-
nucleotidase, levando a acumulacdo de adenosina nas culturas. A ativagdo dos recetores da
adenosina pode influenciar a remodelacdo do tecido conjuntivo e o aparecimento de fibrose. Esta
situacdo parece depender da ativac@o preferencial dos recetores de elevada afinidade para a
adenosina A, mas pode ser parcialmente contrariada caso se favorecga a atividade dos recetores do
subtipo A,, capazes de inibir a sintese de colagénio do tipo I. Neste contexto, a compreensdo das
vias purinérgicas implicadas na fibrose pode ser ttil para o desenvolvimento de novos farmacos

utilizados na dor crénica de natureza musculo-esquelética.
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Lista de simbolos e abreviaturas

ADA — adenosina desaminase

ADO - adenosina

ADP — adenosina 5’-difosfato

AMP — adenosina 5’-monofosfato

ATP — adenosina 5’- trifosfato

ARL 67156 — sal 6-N, N-Dietil-D-f3, y-dibromomethyleneATP trissédico
Ca2+ - ido de calcio

CGS 21680C - 2-[4-(2-p-carboxietil) fenilamino]-5’-N-etilcarboxamido adenosina
Con-A — concanavalina A

CPA - N°ciclopentiladenosina

DMEM - meio Eagle modificado Dulbecco

DMSO - dimetilsulfoxido

E-NPP - ecto-pirofosfatases / fosfodiesterases de nucledtidos
E-NTPDase - ecto-difosfohidrolases de nucleodsidos trifosfato

FBS — soro bovino fetal

HPLC — cromatografia liquida de alta eficiéncia

HX - hipoxantina

INO - inosina

MTT - brometo de 3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5 difeniltetrazoélio
NECA - 5’-(N-ctilcarboxamido)adenosina

PBS - tampao fosfato salino

PNP - fosforilases de nucledsidos de purinas

2-CI-IB-MECA - 2-cloro-N°®-(3-iodobenzil)-adenosina-5’-N-metiluronamida



1. Introduciao

Devido a sua relevancia, a dor muscular cronica associada a disfungcdes do sistema
musculo-esquelético tem merecido aten¢do crescente dos clinicos, razdo pela qual se tem assistido
a um aumento da sua incidéncia e prevaléncia. No entanto, em muitos estados de dor cronica a
relacdo causal entre nocicepgao e dor ndo esta bem estabelecida, sendo que a dor nem sempre tem
subjacente uma lesdo tecidular evidente [revisto por (Schaible & Richter, 2004)]. Recentemente,
um estudo de Langevin e colaboradores (2009) mostrou que individuos com lombalgia
apresentavam uma desorganizacdo do tecido conjuntivo da regido toraco-lombar (Langevin et al.,
2009). O mesmo grupo sugeriu que o aumento da rigidez do tecido conjuntivo devido a fibrose
pode estar na base do mecanismo patogénico conducente a dor cronica (Langevin & Sherman,
2007). De realgar que nos ultimos anos o tecido conjuntivo tem sido alvo de diversos estudos que
demonstram que este poderda desempenhar outras fungdes que ndo apenas a de suporte, papel que
durante muitos anos lhe foi exclusivamente atribuido. Assim, varios estudos em cadaveres (Abu-
Hijleh et al., 2006; Hedley, 2007; Stecco et al., 2009) mostram que o tecido conjuntivo se
organiza de modo continuo em todo corpo, havendo uma camada superficial e outra mais
profunda (também denominadas de fascia superficial e profunda, respetivamente), que lhe
conferem algumas das propriedades observadas nos 6rgdos (Hedley, 2007), como por exemplo a
pele.

Uma das caracteristicas do tecido conjuntivo ¢ a sua plasticidade e remodelacdo em
resposta ao stresse mecédnico. No entanto, sob condi¢des de stresse mecanico excessivo,
inflamag¢@o ou imobilidade, pode originar uma deposi¢ao excessiva e desorganizada de colagénio
e matriz, levando a fibrose ¢ a formacdo de aderéncias. A remodelacdo ¢ a fibrose do tecido
conjuntivo subcutidneo poderdo exercer, assim, um papel chave no mecanismo patogénico da dor
cronica resistente a farmacoterapia, como a lombalgia e a fibromialgia (Langevin & Sherman,
2007).

A sintese e degradacdo da matriz extracelular ¢ maioritariamente realizada pelos
fibroblastos, as principais células do tecido conjuntivo (Ross et al., 2010) Na medida em que os
fibroblastos s@o capazes de libertar nucledtidos (como o ATP) em resposta a mediadores
inflamatorios (Pinheiro et al, 2012), e considerando que o ATP e/ou os seus metabolitos
desempenham um papel importante na fisiopatologia da dor (Burnstock, 2007), sera importante
compreender as implicacdes da sinaliza¢do purinérgica nestas células.

Uma vez libertado, o ATP pode exercer efeitos diretos através da ativacdo de recetores
purinérgicos do tipo P2 (P2X e P2Y). Por outro lado, a sua acdo pode ser rapidamente

interrompida através de cascatas enzimaticas localizadas na membrana celular, resultando na



formacdo de varios metabolitos biologicamente ativos no meio extracelular, como por exemplo o
ADP e a adenosina, capazes de ativar recetores P2Y e P1, respetivamente. Resumidamente, a via
hidrolitica dos nucle6tidos de adenina compreende pelo menos trés sistemas enzimaticos: as ecto-
pirofosfatases / fosfodiesterases de nucledtidos (E-NPP), que catabolizam a hidrolise do ATP
diretamente em AMP com libertagdo de pirofosfato; as ecto-difosfohidrolases de nucleésidos
trifosfato (E-NTPDase), que catabolizam a hidrolise sequencial de ATP em ADP e ADP para
AMP; e a ecto-5'-nucleotidase, que hidrolisa 0 AMP em adenosina. A adenosina resultante pode
ser ainda desaminada em inosina através da desaminase da adenosina (ADA) e, posteriormente,
em hipoxantina, por via da reacdo de fosforilases de nucle6sidos de purinas (PNP) (Zimmermann,
1996; Yegutkin, 2008).

As E-NTPDases sdo consideradas ecto-nucleotidases dominantes porque apresentam maior
afinidade para os nucleotidos disponiveis; existem 8 subtipos de E-NTPDases. Ao contrario das
NTPDase4, NTPDase5, NTPDase6 ¢ NTPDase7 que estdo localizadas intracelularmente, as
NTPDasel, NTPDase2, NTPDase3 e NTPDase8 estdo localizadas na superficie da membrana
plasmatica e hidrolisam nucledtidos no meio extracelular, apresentando valores de K,, na gama
micromolar. As E-NTPDases diferem entre si relativamente as afinidades que apresentam para os
seus substratos, sendo que a NTPDasel hidrolisa ATP ¢ ADP com igual afinidade, a NTPDase2 ¢
uma trifosfonucleotidase preferencial, enquanto as NTPDase3 e 8 sdo intermediarias funcionais
entre as NTPDases1 e 2 (Kukulski et al., 2005).

Dependendo do metabolismo extracelular do ATP libertado, as purinas podem influenciar a
proliferacdo e producdo de colagénio dos fibroblastos por intermédio dos seus metabolitos, cuja
atividade bioldgica depende da estimulacdo de recetores P2, ionotropicos P2X e metabotropicos
P2Y, sensiveis aos nucledtidos de adenina e recetores P1, sensiveis a adenosina. Os recetores da
adenosina sdo todos compostos metabotropicos constituidos por 7 dominios transmembranares.
Estes recetores subdividem-se em 4 subtipos, Aj, Aza, Az € Aj; 0s recetores Aja € Azp sdo
classicamente acoplados a proteinas Gy e os recetores A; e Aj estdo predominantemente
acoplados a proteinas Gj, embora possa existir alguma variacdo neste acoplamento [revisto por
Burnstock (2006)].

Dependendo do tecido, a patogénese da fibrose parece envolver a ativacdo de recetores da
adenosina [revisto por Cronstein (2011)]. No coracdo, demonstrou-se que a adenosina, por via da
ativacdo de recetores do subtipo Ajp, inibe a producdo de colagénio a partir de fibroblastos
cardiacos (Dubey et al., 1998; Chen et al., 2004). Esta propriedade confere-lhe um efeito protetor
no processo de remodelacdo cardiaca, na medida em que previne a fibrose (Dubey et al., 1998).
Além disso, a diminui¢do da expressdo destes recetores parece contribuir para uma sintese e

deposicao anormal de colagénio e hipertrofia de fibroblastos cardiacos observadas em casos de



lesdo por isquemia seguida de reperfusdo (Dubey et al., 2001). Pelo contrario, na pele, figado e
pulmao, tanto os recetores A,, como os Apg parecem induzir fibrose [revisto por Cronstein
(2011)]. Apesar destes estudos indicarem um papel importante da adenosina na remodelacdo dos
tecidos e no aparecimento de fibrose, ndo existem estudos sobre o papel das purinas na
proliferacdo e sintese de colagénio em fibroblastos de tecido subcutdneo, nem tdo pouco dados
sobre a sua implicacdo na plasticidade e remodelagao deste tecido. Em virtude da possibilidade de
interconversao entre as varias purinas com significado biologico, interessa investigar a cinética do
metabolismo dos nucle6tidos de adenina e da formagdo de adenosina no sistema musculo-
esquelético. Uma melhor compreensdo dos mecanismos de sinalizacdo relacionados com as
purinas extracelulares por parte dos fibroblastos pode representar uma oportunidade para
esclarecer o seu envolvimento na patogénese da dor cronica de origem musculo-esquelética, tendo
em consideracdo que estas células estdo intimamente relacionadas com os neuronios sensoriais.
Pelo exposto anteriormente, este trabalho procurou caracterizar as vias enzimaticas
extracelulares responsaveis pela formagdo de adenosina a partir do catabolismo de ATP em
culturas celulares de fibroblastos do tecido conjuntivo subcutaneo de ratazana, bem como avaliar
a expressdo e atividade dos subtipos de recetores de adenosina (A, Aza, Azg € Az) envolvidos na

proliferacdo e diferenciagdo (sintese de colagénio do tipo I) por estas células.



2. Material e Métodos

2.1. Reagentes e material

O brometo de 3 — (4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5 difeniltetraz6lio (MTT), a solugéo tripsina-
EDTA, o tampao fosfato salino (PBS), o Sirius Red 80 (C45H26N10Na6021S6), o acido picrico
((O2N) 3C6H20H), o soro bovino fetal (FBS), a anfotericina B, a penicilina / estreptomicina, a
colagenase tipo I, a adenosina 5’-trifosfato (ATP), a adenosina 5’-difosfato (ADP), a adenosina
5’-monofosfato (AMP), a adenosina (ADO), a concanavalina A (Con-A, inibidor da ecto-5’-
nucleotidase), o ARL 67156 (inibidor da NTPDasel), o 2-cloro-N°-(3-iodobenzil)-adenosina-5’-
N-metiluronamide (2-CI-IB-MECA, agonista seletivo dos recetores As), o 2-[4-(2-p-carboxietil)
fenilamino]-5’-N-etilcarboxamido adenosina (CGS 21680C, agonista seletivo dos recetores Ajn),
a N°-ciclopentiladenosina (CPA, agonista seletivo dos recetores A}) e a 5’-(N-etilcarboxamido)
adenosina (NECA, agonista ndo seletivo dos recetores A,) foram adquiridos a Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, EUA). Os farmacos foram preparados em meio DMEM (solugdes de reserva e
respetivas  diluigdes) e foram armazenados como aliquotas congeladas a -20°C. O
dimetilsulféxido (DMSO), hidroxio de so6dio (NaOH) e o acido acético glacial (CH3COOH)
foram obtidos pela Merck (Alemanha).

Os anticorpos primarios: anti-NTPDasel (coelho), anti-NTPDase2 (coelho), anti-
NTPDase3 (coelho) e anti-ecto-5’-nucleotidase (coelho) foram produzidos e gentilmente cedidos
pelo Professor Jean Sévigny (Universidade de Laval, Quebec, Canada). Os anticorpos primarios
anti-vimentina (ratazana) e anti-colageno tipo I (coelho) foram adquiridos a DAKO (Reino
Unido) e a BD Serotec (UK), respetivamente. Os anticorpos secundarios: Alexa Fluor 488
(anticorpo anti-coelho) e Alexa Fluor 568 (anticorpo anti-ratazana) foram adquiridos a Molecular
Probes (Invitrogen, EUA).

As placas de cultura de 96 pocos foram adquiridos a Corning (EUA) e as 1aminas multipogo

foram obtidas pela Nunc (Nova lorque, EUA).

2.2. Culturas celulares

Os fibroblastos foram isolados a partir de fragmentos de tecido conjuntivo subcutineo de
ratazanas Wistar com 2-3 meses de idade (Charles River, Barcelona, Espanha) pela técnica de
explante, com a aprovagcdo da comissdo de ética do Instituto de Ciéncias Biomédicas Abel

Salazar. As células foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de soro bovino
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fetal (FBS), 2,5 pg/mL de anfotericina B e 100 U/mL de penicilina/estreptomicina, a 37°C numa
atmosfera humidificada de 95% de ar e 5% CO,. O meio foi substituido duas vezes por semana.

As culturas celulares primarias foram mantidas durante 2-3 semanas, até proximo da
confluéncia, altura em as células aderentes foram tripsinizadas com 0,04% de solugdo de tripsina-
EDTA e 0,025% colagenase tipo I em tampdo fosfato salino (PBS), a pH 7,4 durante 15-20
minutos. A suspensio de células resultante foi cultivada (primeira subcultura, 10* células/cm?)
(dia 0) e mantida nas condigdes acima mencionadas. As culturas de fibroblastos foram mantidas
durante 28 dias, na auséncia (controlo) ou na presenca de agonistas dos recetores da adenosina, os
quais foram adicionados ao meio de cultura no dia 1 e em todas as mudangas de meio
subsequentes. As culturas de células foram sistematicamente monitorizadas por microscopia de
contraste de fase e caracterizadas nos dias 1, 7, 14, 21 e 28 quanto a viabilidade/proliferagao
celular (ensaios de MTT) (Costa et al., 2011) e producdo de colagénio do tipo I (Tullberg-Reinert
& Jundt, 1999).

2.3. Cinética do catabolismo dos nucleotidos de adenina e formacdo de adenosina por
cromatografia liguida de alta eficiéncia (HPLC)

Apo6s um periodo de equilibrio de 30 min, as células, com 11 dias, foram incubadas com 3
uM de ATP, ADP, AMP ou ADO adicionado ao meio de cultura nas condi¢des referidas acima
(tempo zero). As amostras (75 pl) foram recolhidas de cada poco em diferentes momentos
durante 30 min para a analise da variagdo de desaparecimento do substrato e da formacgdo dos
produtos do seu catabolismo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, LaChrome Elite,
Merck, Alemanha) (Magalhaes-Cardoso et al., 2003). As concentragdes de ATP, ADP, AMP,
ADO, inosina (INO) e hipoxantina (HX) no meio de incubagdo foram expressas em micromolar
por comparagdo com um padrdo externo de elevado grau de pureza. As concentracdes do
substrato e dos produtos do seu metabolismo foram representadas em fungdo do tempo (curvas de
progresso). Foram analisados os seguintes pardmetros para cada curva: tempo de semivida (t;5)
do substrato inicial, o tempo de aparecimento das diferentes concentragdes dos produtos, a
concentracdo do substrato ou de qualquer produto remanescente no final da experiéncia.

Para avaliar o envolvimento da NTPDasel e da ecto-5’-nucleotidase, as células foram
previamente incubadas com os seus inibidores, ARL 67156 (100 uM) e a concanavalina A (Con-
A, 0,2 mg/ml), respetivamente.

Na auséncia das células, a degradacdo espontanea dos nucleétidos e nucledsidos de adenina

a 37°C foi negligenciavel (0-3%) durante 30 min.

11



2.4. Imunocitoquimica

Os fibroblastos foram cultivados em laminas de vidro multipoco com uma densidade de
2,5 x 10* células/ml e mantidos em cultura durante 11 dias. Subsequentemente, as células foram
fixadas com paraformaldeido a 4% (PFA) em PBS 1X durante 10 minutos, lavadas 3 vezes em
PBS 1X (10 minutos cada) e, posteriormente, incubadas com tampao de bloqueio I (10% de FBS,
1% de albumina de soro bovino (BSA), 0,1% de Triton X, 0,05% de NaN3) durante 1 h. Os
anticorpos primarios em tampdo de bloqueio II (5% de FBS, 1% de BSA, 0,1% de Triton X,
0,05% de NaN3) foram aplicados na diluicdo escolhida [anti-vimentina 1:75 (ratazana); anti-
colagénio tipo [ 1:50 (coelho); anti-NTPDasel 1:300 (coelho); anti-NTPDase2 1:75 (coelho);
anti-NTPDase3 1:75 (coelho); anti-ecto-5’-nucleotidase 1:1000 (coelho)]; as laminas foram
incubadas durante a noite a 4°C. Apos a incubagdo, as células foram lavadas 3 vezes com PBS 1X
(10 minutos cada). Os anticorpos secundarios [Alexa Fluor 488 1:1500 (anticorpo anti-coelho);
Alexa Fluor 568 1:1500 (anticorpo anti-ratazana)] foram diluidos em tampao de bloqueio II e
colocados durante 1 h no escuro. Ap6és uma ultima lavagem com PBS 1X, as laminas de vidro
foram montadas com meio VectaShield e armazenadas a 4°C. A observacgdo e analise das laminas
foi realizada num microscopio confocal de varrimento a laser (Olympus FV1000, Japao) (Costa et

al., 2011).

2.5. Viabilidade / Proliferacdo celular

Os estudos de proliferacdo incluiram o ensaio de MTT e a quantificacdo do colagénio tipo
L.
Ensaio MTT: Consiste na redugdo do brometo 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio
(MTT) a um produto de reacdo purpura de formazan pelas células viaveis. As células foram
incubadas durante 4 horas com 0,5 mg/mL de MTT nas condic¢des referidas acima. O meio foi
cuidadosamente removido e o produto corado foi dissolvido com DMSO antes da leitura da
absorvéancia (A) a 600 nm usando um leitor de microplacas. Os resultados foram expressos em A
por pogo (Costa et al., 2011).
Determinacgdo do colagénio tipo I: O corante Sirius Red F3BA foi dissolvido em acido picrico
aquoso saturado a uma concentragdo de 100 mg/100 mL. A solucdo de Bouin (para a fixacdo de
células) foi preparada no laboratério misturando 15 mL de 4cido picrico aquoso saturado com 5
mL de formaldeido a 35% e 1 mL de 4cido acético glacial. As células foram lavadas duas vezes
em PBS 1X antes de serem fixadas com solugdo de Bouin por 1 h. O liquido de fixacdo foi

removido por aspiracdo e as placas de cultura foram lavadas por imersdo em agua corrente da
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torneira durante 15 min. As placas de cultura foram deixadas secar ao ar antes da incubacao com
o corante Sirius Red. As células foram coradas durante 1 h sob agitagdo suave num agitador
orbital de microplacas e o corante foi entdo removido por succdo. Os pogos foram lavados duas
vezes com 0,01 N de acido cloridrico, de modo a que todo o corante ndo-ligado pudesse ser
removido. Em seguida, a coloragdo foi dissolvida em hidroxido de sédio 0,1 N durante 30 min a
temperatura ambiente usando um agitador de microplacas. A densidade 6tica foi medida a 550 nm

e os resultados foram expressos em A por pogo (Tullberg-Reinert & Jundt, 1999).

2.6. Apresentacdo dos resultados e andlise estatistica

Os resultados estdo expressos como média + erro padriao (S.E.M.) de um numero n de
animais de experiéncia; foram realizadas 4 a 6 réplicas para cada animal testado. Os dados foram
analisados usando a analise de variancia one-way (ANOVA), seguido do teste de Bonferroni para
avaliar o significado estatistico das diferencas encontradas entre o controlo e as culturas tratadas

com farmacos (agonistas). Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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3. Resultados

3.1. Caracterizacdo das culturas de fibroblastos por imunocitoquimica

As células cultivadas exibem imunorreatividade contra a vimentina, o filamento intermédio
mais frequente dos fibroblastos que tem sido considerado como um marcador fiavel destas células
(Fig. 1A, vermelho) (Agocha & Eghbali-Webb, 1997). As células também exibem marcagdo
positiva contra o colagénio tipo I (Fig. 1B, verde), uma proteina abundantemente sintetizada por
fibroblastos (Agocha & Eghbali-Webb, 1997). Nota-se que a marcagdo do colagénio tipo I ¢é
concentrada em torno do nucleo, o que parece ser um indicador que este estard a ser
intensivamente sintetizado no reticulo endoplasmatico rugoso e armazenado no aparelho de Golgi

destas células (Gartner & Hiatt, 2007)

!\,

Cola;énio\ﬁ;fg 1

Figura 1. Marcagao imunocitoquimica de fibroblastos isolados de tecido conjuntivo subcutaneo de ratazana em

Vimentina

cultura para a vimentina (vermelho) (A) e para o colagénio tipo I (verde) (B). Imagens obtidas por microscopia
confocal de varrimento a laser. Barra de escala: 20 um.

3.2. Padrao do catabolismo extracelular dos nucleotidos de adenina e da formacdo de
adenosina em fibroblastos em cultura

O ATP (3 uM, n=2) ¢ rapidamente metabolizado (t;,~12,5 min) nas culturas de fibroblastos
do tecido celular subcutineo de ratazana; ao fim de 30 minutos de incubacdo observa-se a
acumula¢do de ADP (0,77 uM), ADO (0,58 uM) e INO (0,72 uM) (Fig. 2A.1). Curiosamente, ao
longo dos 30 minutos de incubacdo com ATP (3 uM) a formagcdo de AMP foi praticamente
inexistente. Observa-se, no entanto, a acumulacdo de AMP (1,07 pM) e a auséncia de formagao
dos nucleodsidos da adenina (ADP e INO) quando as células foram incubadas na presenca do
inibidor da ecto-5’-nucleotidase, concanavalina A (Con-A, 0,1 mg/ml, n=2); nestas
circunstancias, o padrdo de formagcdo do ADP manteve-se similar ao observado na auséncia da

Con-A (Fig. 2A.2). A presenca do inibidor da NTPDasel, ARL 67156 (100 pM, n=2), ndo alterou
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significativamente o padrdo da cinética do catabolismo do ATP (30 uM) (Fig. 2A.3). Os
fibroblastos de ratazana tém uma capacidade limitada para metabolizar o ADP (3 uM, n=2,
t12~68 min) (Fig. 2B). Nestas condigdes experimentais, o ADP foi metabolizado essencialmente
em ADO e INO, com pequena acumulacdo de AMP. De todos os substratos utilizados, o AMP (3
puM, n=2) foi aquele cuja metabolizagdo foi mais rapida (t;,~3min) nas culturas de fibroblastos de
ratazana; nestas circunstancias observou-se uma formacdo significativa de ADO e,
subsequentemente, de INO nas culturas (Fig. 2C). A ADO (3 uM, n=2) foi desaminada em INO
com uma semivida de 29 min (Fig. 2D). A formac¢do de hipoxantina (HX) nestas condicdes

experimentais foi pouco significativa.

AA1 A.2 A3

ATP 3 pM (n=2) ATP 3 uM + Con-A 0,1 ATP 3 uM + ARL 100 uM [—e—a7p
35 - mg/ml (n=2) (n=2) —e—ADP
—&—AMP
—8—ADO
—&—INO
—6— HX

3,0 - _
t,=125%04

t,,=18,0£04 t,=153%1.2

2,5 1

2,0 1
1,5

1,0 1

Concentragao (pM)

0,5 1

S o

B C D
ADP 3 uM (n=2) AMP 3 uM (n=2) ADO 3 M (n=2)

0,0 -

3,5 1

3,0 1 t,,=68,1£0,7 t,,=29,10,
25 1
2,0 1
1,5 1

1,0

Concentragao (uM)

0,5 -

0,0 -M

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30 O 5 10 15 20 25 30
Tempo (min) Tempo (min) Tempo (min)

Figura 2. Cinética do catabolismo do ATP (A), ADP (B) AMP (C) e ADO (D) nas culturas de fibroblastos
do tecido conjuntivo subcutineo de ratazana. Os nucleétidos e nucle6sidos de adenina (3 pM) foram
adicionados ao meio de cultura no tempo zero. Cada ponto representa a média £ S.E.M.. t;, representa o
tempo de semivida calculado para cada substrato.
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3.3. Marcacdo imunocitoguimica das ecto-NTPDases e da ecto-5’-nucleotidase em
fibroblastos de tecido conjuntivo subcutineo de ratazana em cultura

Os fibroblastos isolados do tecido conjuntivo subcutdneo de ratazana exibem uma marcagao
positiva para as ectoenzimas NTPDase2 (Fig. 3B), NTPDase3 (Fig. 3C) e ecto-5"-nucleotidase
(Fig. 3D); a marcagdo contra a ecto-5’-nucleotidase foi a marcacdo mais exuberante obtida,
seguida da imunoreatividade contra a E-NTPDase3. Nao se obteve qualquer marcagdo com o

anticorpo contra a E-NTPDasel (Fig. 3A).

NTPDase 1 NTPDase 2 NTPDase 3

Figura 3. Marcagdo imunocitoquimica da E-NTPDasel (A), E-NTPDase2 (B), E-NTPDase3 (C) e ecto-5"-
nucleotidase (D) em fibroblastos isolados do tecido conjuntivo subcutaneo de ratazana. Imagens obtidas por
microscopia confocal de varrimento a laser (Olympus FV1000, Japdo). Verde: ecto-NTPDasel (1:300), ecto-
NTPDase2 (1:75), ecto-NTPDase3 (1:75) e ecto-5’-nucleotidase (1:1000); azul: DAPI. Barra de escala: 20 pm.

3.4. Atividade dos recetores da adenosina na proliferacdo e na diferenciacdo (sintese de
colageénio tipo 1) dos fibroblastos de tecido conjuntivo subcutineo de ratazana

O padrao de crescimento dos fibroblastos de tecido conjuntivo subcutaneo em cultura,
avaliado pelo ensaio de MTT esta representado na Figura 4A. As células proliferam até atingirem
um maximo de células viaveis aos 14 dias, a partir do qual os valores de MTT comegam a
diminuir (n=4) (Fig. 4A). Relativamente a sintese de colagénio do tipo [, um indicador da
diferenciacdo fibroblastica das culturas, observa-se um aumento progressivo dessa sintese ao
longo da cultura atingindo o pico méaximo aos 21 dias que se manteve estavel até aos 28 dias

(n=2) (Fig. 4B).
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Figura 4. Caracteriza¢do da proliferagdo (A) e sintese de colagénio tipo I (B) por fibroblastos do tecido
conjuntivo subcutineo de ratazana (situacdo controlo), durante 28 dias. Cada ponto representa a média dos
dados obtidos a partir de um numero n de animais; foram realizadas 4-6 réplicas para cada experiéncia
individual. As barras verticais representam o S.E.M..
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Figura 5. Proliferagdo (A) e sintese de colagénio tipo I (B) (firmaco - controlo) por fibroblastos do tecido
conjuntivo subcutaneo de ratazana incubados com o agonista seletivo dos recetores A, CPA (10 nM), durante
28 dias. Cada ponto representa a média das diferencas das células tratadas com farmaco em relagdo ao
controlo de um nimero n de animais; foram realizadas 4-6 réplicas para cada experiéncia individual. As barras
verticais representam S.E.M.. # corresponde a diferencgas estatisticamente significativas (p<0,05) quando
comparado o efeito do fArmaco em relagdo ao controlo.
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A incubacgdo dos fibroblastos em cultura com o agonista seletivo do recetor A;, CPA (10
nM), induziu um aumento da proliferacao celular que foi mais evidente a partir do dia 14 (n=3-4),
sendo mesmo significativo no dia 28 (p<0,05) (Fig. 5SA). A CPA (10 nM, n=2) aumentou
significativamente (p<0,05) a sintese de colagénio do tipo I nos dias 14 e 21; no periodo
subsequente, correspondente a estabilizacdo da producdo de colagénio tipo I pelas culturas de
fibroblastos, a CPA (10 nM) ndo alterou ou até reduziu ligeiramente a sintese desta proteina (Fig.
5B). Estes resultados sugerem que a ativagdo dos recetores A; nos fibroblastos de ratazana em
cultura tem um efeito proliferativo e antecipa a sua maturagcdo no que respeita a capacidade destas

células produzirem colagénio de tipo 1.
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Figura 6. Proliferagdo (A) e sintese de colagénio tipo I (B) (firmaco - controlo) por fibroblastos do tecido
conjuntivo subcutineo de ratazana incubados com o agonista seletivo dos recetores purinergicos A ,, 0 CGS

21680C (1 nM), durante 28 dias. Cada ponto representa a média das diferengas das células tratadas com
farmaco em relacdo ao controlo a partir de um nimero n de animais; foram realizadas 4-6 réplicas para cada
experiéncia individual. As barras verticais representam S.E.M.. # corresponde a diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) quando comparado o efeito do farmaco em relagdo ao controlo.

A ativagdo seletiva dos recetores Azx, CGS680C (1 nM), ndo modificou significativamente
(p>0,05) a proliferagao/viabilidade dos fibroblastos de ratazana em cultura (n=3) (Fig. 6A).
Contrariamente ao observado com o agonista seletivo dos recetores A;, observou-se uma redugdo
estatisticamente significativa (p<0,05) e sustentada da producdo de colagénio tipo I a partir do dia
14 nas culturas incubadas com CGS 21680C (1 nM, n=2) (Fig. 6B). O efeito do agonista ndo
seletivo dos recetores A, NECA (10 e 100 pM), ndo diferiu significativamente dos resultados

apresentados para o agonista seletivo A, CGS 21680C (1 nM). A NECA (10 e 100 pM) ndo
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alterou a proliferacdo/viabilidade celular (n=3-4) (Fig. 7A), mas reduziu de forma marcada e

sustentada a producao de colagénio do tipo I (Fig. 7B).
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Figura 7: Proliferacdo e sintese de colagénio tipo I (fairmaco - controlo) por fibroblastos do tecido
conjuntivo subcutaneo de ratazana incubados com concentragdes crescentes do agonista ndo seletivo dos
recetores A,, NECA (10 e 100 uM) (A, B) durante 28 dias em cultura. Cada ponto representa a média das
diferengas entre farmaco em relacdo ao controlo das células tratadas a partir de um nimero n de animais;
foram realizadas 4-6 réplicas para cada experiéncia individual. As barras verticais representam S.E.M.. #
corresponde a diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) quando comparado o efeito do farmaco em

relag¢do ao controlo.

Ja quando os fibroblastos do tecido subcutineo de ratazana foram incubados com o agonista

seletivo do recetor Aj, o 2-CI-IB-MECA (10 nM), a proliferacdo/viabilidade das células

aumentou progressivamente atingindo significado estatistico (p<0,05) no 28° dia em cultura (n=3)

(Fig. 8A). Contrariamente aos outros agonistas testados, a 2-CI-IB-MECA (10 nM) foi desprovida

de efeito sobre a maturacdo destas células avaliada pela producdo de colagénio tipo I (n=2) (Fig.

8B). Estes resultados sugerem que a ativagdo de recetores A; pode ter uma influéncia positiva

sobre a proliferacao/ viabilidade dos fibroblastos do tecido celular subcutidneo em cultura.
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Figura 8. Proliferacdo (A) e sintese de colagénio tipo I (B) (farmaco - controlo) por fibroblastos do tecido
conjuntivo subcutdneo de ratazana incubados com o agonista seletivo dos receptores A, da adenosina, 2-CI-IB-
MECA (10 nM), durante 28 dias. Cada ponto representa a média das diferengas entre o farmaco em relagdo ao
controlo das células tratadas a partir de um nimero n de animais; foram realizadas 4-6 réplicas para cada
experiéncia individual. As barras verticais representam S.E.M.. # corresponde a diferencas estatisticamente
significativas (p<0,05) quando comparado o efeito do farmaco em relagdo ao controlo.
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4. Discussao e Conclusao

No meio extracelular, os nucleotidos € nucledsidos da adenina, como o ATP e a ADO,
exercem papéis importantes como moléculas sinalizadoras capazes de mediar uma vasta gama de
funcdes, nomeadamente a proliferacdo e a remodelacdo da matriz extracelular (Burnstock, 2002).
Estudos anteriores com fibroblastos de origem cardiaca mostraram que estas células estdo
envolvidas na origem da fibrose do miocardio devido a um aumento da sintese de colagénio
induzida por purinas (Dubey et al., 1998; Epperson ef al., 2009; Braun et al., 2010). Por analogia
e considerando que o tecido conjuntivo subcutineo ¢ ricamente inervado, € possivel que
alteracdes da plasticidade e da remodelacdo dos fibroblastos (e.g. fibrose) possam estar na base de
situagdes de dor cronica resistente a multiplos farmacos, como a fibromialgia (Langevin &
Sherman, 2007). Perante esta situacdo, urge a investigacdo de novos mecanismos fisiopatologicos
associados a dor cronica musculo-esquelética que conduza ao aparecimento de alvos terapéuticos
inovadores para o combate a esta(s) doenga(s). Os fibroblastos do tecido conjuntivo subcutineo
estdo habitualmente sujeitos a situagdes de stresse quimico e mecanico, das quais pode resultar a
libertacdo de ATP e outras purinas. Uma vez libertados para o meio extracelular, a a¢do dos
nucledtidos de adenina sobre os seus recetores especificos (P1 e P2) ¢ balanceada por ecto-
nucleotidases responsaveis pela interconversdo de varias purinas com atividade bioldgica (e.g.
ATP, ADP, adenosina). Acontece que a via de metabolizagdo das purinas nas células que
compdem o tecido conjuntivo ainda ndo foi esclarecida. Este trabalho foi desenhado para
caracterizar a via de metabolizagao extracelular dos nucledtidos de adenina (ATP, ADP ¢ AMP) ¢
formacdo de adenosina em fibroblastos do tecido conjuntivo subcutaneo de ratazana, bem como
avaliar a atividade dos varios subtipos de recetores da adenosina (Aj, Aza, Az € Ajz) sobre a
proliferacdo/viabilidade e maturacdo (sintese de colagénio do tipo I) destas células em cultura.

Considerando que na maioria das células a concentragdo citoplasmatica de ATP ¢ superior a
5 mM e que uma proporcao significativa deste pode ser libertado sem perda de viabilidade
celular, as concentracdes de ATP junto do local de libertacdo podem facilmente atingir unidades
na ordem do micromolar (Costa et al., 2011). Neste trabalho avaliou-se a cinética do catabolismo
extracelular do ATP (3 uM) em culturas de fibroblastos do tecido celular subcutineo de ratazana.
Os resultados mostram que o ATP é metabolizado sequencialmente em ADP, AMP, ADO e INO
apresentando um tempo de semivida de cerca de 12 min em cultura, sendo que os metabolitos que
tendem a acumular-se nestas condigdes experimentais sdo o0 ADP e a ADO. O facto de a ADO
aparecer no meio extracelular nos primeiros 5 minutos de incubagdo associado a baixos niveis de
AMP nas culturas, sugere, por um lado, que o ATP parece ser rapidamente desfosforilado em

AMP e, por outro, que a ecto-5’-nucleotidase responsavel pela hidrolise do AMP em ADO
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apresenta uma atividade elevada. Esta hipotese foi confirmada nos estudos em que se avaliou a
cinética da inativagdo do AMP (3 pM) no meio extracelular; nestas circunstincias o tempo de
semivida do AMP foi muito inferior (~3 min) ao do ATP. Curiosamente, o ADP (3 pM)
apresentou uma cinética de inativacdo muito lenta (~68 min) nos fibroblastos do tecido conjuntivo
subcutaneo de ratazana em cultura.

Das varias nucleotidases existentes extracelularmente, as E-NTPDases sdo as dominantes
tendo em consideracdo o facto de apresentarem uma elevada afinidade para baixas concentracdes
de nucleotidos de adenina. Desta familia de 8 nucleotidases, apenas 4 exibem atividade
extracelular, nomeadamente a 1, 2, 3 e 8§ (Zimmermann, 2000). A E-NTPDasel apresenta igual
afinidade para o ATP e para o ADP (Zimmermann, 2000), pelo que no caso da hidrolise do ATP
se dar preferencialmente por esta via o tempo de semivida do ATP e do ADP deveriam ser
semelhantes. Tal ndo se verificou nas condi¢des experimentais deste estudo, ja que o tempo de
semivida do ADP foi mais de 5 vezes superior ao do ATP. Por outro lado, a presenca do inibidor
da E-NTPDasel, o ARL 67156 (100 uM), ndo alterou significativamente (p>0,05) o catabolismo
extracelular do ATP (3 uM) (ver Fig. 2). Os resultados dos ensaios de imunocitoquimica
mostraram que os fibroblastos do tecido conjuntivo subcutaneo em cultura sdo negativos para a
marcacao contra a E- NTPDasel. A E-NTPDase2 tem uma afinidade preferencial para o ATP que
¢ 20 a 40 vezes superior do que para o ADP (Kukulski et al., 2005). A hidrolise preferencial do
ATP por esta enzima pode levar a acumulagdo de ADP nas culturas, traduzindo-se num tempo de
semivida do ATP muito inferior ao do ADP. Os resultados dos ensaios para avaliar a cinética do
catabolismo do ATP e do ADP confirmam que o ADP se acumula extensivamente nas culturas de
fibroblastos do tecido subcutineo (ver Fig. 2). Por outro lado, estas células possuem
imunorreatividade contra a E-NTPDase2. Relativamente a NTPDase3, outra enzima para a qual
também se obteve imunorreatividade positiva nos fibroblastos em cultura, catalisa lentamente a
hidrolise do ATP e ADP com um racio de 3-4:1, respetivamente. Assim, a par da E-NTPDase2, a
E-NTPDase3 existente nos fibroblastos do tecido conjuntivo subcutaneo podera também estar
envolvida na hidrdlise dos nucledtidos de adenina, particularmente do ADP. Por falta de
ferramentas farmacologicas seletivas e/ou de anticorpos especificos, a atividade da E-NTPDase8
ndo foi avaliada neste estudo. Uma vez que a familia das NPPs tem menor afinidade para os
nucledtidos de adenina (valores de K, para o ATP entre 20 e 50 pM) comparativamente com as
E-NTPDases, espera-se que as NPPs ndo exercam um papel relevante no catabolismo dos
nucledtidos de adenina na concentracdo estudada (3 uM) (Zimmermann, 2000).

A ecto-5’-nucleotidase ¢ a enzima que catalisa o passo final da hidrdlise dos nucleotidos de
adenina no meio extracelular e ¢ a principal responsavel pela formacdo de ADO a partir do

catabolismo dos nucleétidos libertados apoés a sua desfosforilagdo em AMP. Ao contrario da
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maioria dos tecidos avaliados (e.g. jung¢do neuromuscular, plexo mioentérico, bexiga,
hipocampo), os fibroblastos de tecido conjuntivo subcutdneo metabolizam o AMP em ADO com
grande velocidade e eficiéncia (t, ~ 3min) comparativamente ao ATP (t;,~ 12.5min). Este facto
justifica a dete¢do de niveis reduzidos de AMP originados a partir do catabolismo do ATP (e
ADP) e sugere que a ecto-5"-nucleotidase possui uma atividade elevada nos fibroblastos do tecido
celular subcutaneo de ratazana em cultura, que ¢ compativel com os elevados niveis de expressdo
desta enzima detetados por imunocitoquimica (Fig. 3). A acumulagdo de AMP no meio
extracelular s6 se tornou evidente quando se adicionou ao meio de incubagdo o inibidor da ecto-
5’-nucleotidase, a concanavalina A (Fig. 2A). Curiosamente, o padrdo do catabolismo dos
nucledtidos de adenina nos fibroblastos de tecido conjuntivo subcutdneo de ratazana parece ser
semelhante aos encontrados em células do estroma da medula 6ssea humana, cuja origem ¢
também mesenquimatosa (Costa ef al., 2010).

A elevada velocidade de formagdo de ADO a partir do AMP catalisada pela ecto-5’-
nucleotidase contrasta com a reduzida ac@o da enzima responsavel pela desaminagdo da ADO em
INO no meio extracelular, ADA, nos fibroblastos do tecido subcutaneo de ratazana em cultura.
Esta situacdo justifica a acumulacdo de ADO no meio de cultura quando as células foram
incubadas com nucledtidos de adenina e permite admitir que a acumulacdo do nucledsido possa
ter um papel relevante na proliferacdo e na maturagdo (avaliada pela producdo de colagénio do
tipo 1) dos fibroblastos do tecido conjuntivo subcutaneo por intermédio da ativacdo de recetores
P1 (Aj, Aza, Az € A3z). Os resultados obtidos sugerem que a ADO exerce um efeito promotor da
proliferacdo/viabilidade dos fibroblastos em cultura por via da ativa¢do de recetores A; (elevada
afinidade) ¢ Aj; (baixa afinidade). No entanto, a auséncia de efeito do recetor Aj sobre a
maturacdo celular contrasta com o papel promotor da sintese de colagénio do tipo I observada
com o agonista seletivo do recetor A;, CPA (10 nM), cuja atividade foi mais marcada na fase
proliferativa das culturas (e.g. 14 e 21 dias, ver Fig. 5). A semelhanga do que acontece nas células
osteoprogenitoras da medula 6ssea humana (ver Costa et al., 2011), o efeito promotor dos
recetores A; sobre a maturacdo dos fibroblastos do tecido subcutineo da ratazana pode ser
contrariado pela ativacdo concomitante de recetores do subtipo A,s. Neste trabalho mostrou-se
que o agonista dos recetores Ajx, CGS 21680C (1 nM), reduziu significativamente a sintese de
colagénio do tipo I sem, contudo, afectar a proliferacdo/viabilidade destas células (Fig. 6).

Para avaliar o envolvimento dos recetores A,g na proliferacio e na maturacdo dos
fibroblastos em cultura, testou-se o agonista ndo seletivo A, NECA (10 e 100 uM), comparando
o seu efeito com os resultados obtidos com o agonista seletivo Azx, CGS 21680C (1 nM). Nao
excluindo, nesta fase, o envolvimento dos recetores de baixa afinidade para a ADO, Ag, na

maturacdo dos fibroblastos do tecido celular subcutineo de ratazana em cultura, ¢ provavel que o
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efeito inibitorio da NECA (10 e 100 uM) sobre a produgdo de colagénio do tipo I se deva a
ativacdo de recetores Ajs. Esta assuncgdo € suportada ja a NECA (10 e 100 pM) mimetizou de
forma fiel o efeito inibitério do agonista seletivo, CGS 21680C (1 nM), na sintese de colagénio do
tipo I pelos fibroblastos do tecido celular subcutaneo em cultura. Outros autores mostraram que a
producdo de colagénio do tipo I por fibroblastos cardiacos pode ser exacerbada na presenga de
NECA por via da ativacdo de recetores A,g (Dubey et al., 1998). Contudo, estes autores nao
observaram diferencas na producdo de colagénio do tipo I na presenca do agonista Aja,
CGS21680, ao inverso do que foi observado neste trabalho. S@o, por isso, necessarias mais
experiéncias para avaliar inequivocamente o papel dos recetores A, na maturacdo dos
fibroblastos do tecido subcutaneo.

A utilizacdo de cremes contendo cafeina, um antagonista ndo seletivo dos recetores da
ADO, tem sido utilizada para evitar a fibrose cicatricial (queloides) na cirurgia plastica e
reconstrutiva [revisto por Cronstein (2011)]. Neste contexto, serd ainda precoce com os dados
apresentados neste estudo concluir de forma segura acerca do recetor da ADO
predominantemente envolvido no efeito da cafeina na fibrose cicatricial ou se, eventualmente,
esta substincia ou seus derivados poderdo vir a constituir um novo medicamento para o
tratamento da dor crénica de origem musculo-esquelética. Pode, contudo, especular-se sobre a
preponderancia do recetor A relativamente aos restantes, j& que a ativagdo deste recetor de
elevada afinidade para a ADO possui um efeito proliferativo moderado e favorece a producdo de
colagénio pelos fibroblastos do tecido conjuntivo subcutaneo (de ratazana), que sdo condig¢des
necessdrias a ocorréncia de fibrose tecidular.

Perspetiva-se, assim, para o futuro préximo o aumento do numero das experiéncias que
permitam tirar conclusdes com maior seguranca, eventualmente através do teste de antagonistas
seletivos de todos os recetores estudados. Complementarmente, sera util avaliar a expressao dos
subtipos de recetores P1 expressos nos fibroblastos do tecido conjuntivo subcutdneo em cultura
por imunocitoquimica e Western Blot ao longo do tempo em cultura.

Em conclusdo, os fibroblastos do tecido conjuntivo subcutidneo de ratazana mantidos em
cultura metabolizam extracelularmente o ATP com acumulacdo de quantidades significativas de
ADP e adenosina preferencialmente através de reacdes catalisadas pelas E-NTPDases 2 e 3 e pela
ecto-5’-nucleotidase. Esta ultima enzima metaboliza rapidamente 0 AMP em ADO, impedindo a
acumulagdo do monofosfato no meio extracelular. Por sua vez, verificou-se que estas células t€ém
pouca capacidade desaminativa permitindo a acumulagdo extracelular de ADO. Os resultados
mostram, ainda, que os recetores P1 sensiveis a ADO formada a partir do catabolismo
extracelular dos nucle6tidos de adenina libertados podem controlar a proliferacdo e a maturagdo

dos fibroblastos e, com isso, a remodelacdo/plasticidade do tecido conjuntivo subcutdneo, A
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estimulag@o dos recetores A| e Aj parece ter um efeito pro-fibrotico na medida em que favorecem
a proliferagdo dos fibroblastos e, no caso do recetor A;, também promove a sintese de colagénio
do tipo I. Ja a ativag@o do recetor A5 parece ter um efeito protetor da fibrose tecidular, inibindo a
producdo de colagénio tipo I. O efeito pro-fibrotico dos recetores A; pode ser contrariado por
antagonistas dos recetores da ADO, como por exemplo a cafeina e os seus derivados; o efeito
anti-fibrotico destes compostos pode justificar-se através do bloqueio dos recetores da ADO.
Mais estudos sdo entretanto necessarios para confirmar o seu envolvimento no processo cicatricial
e na sinalizagdio mediada pelo Ca*". E ainda de realgar que um melhor conhecimento dos
mecanismos de sinalizacdo purinérgica nos fibroblastos de tecido conjuntivo subcutidneo podera
representar uma oportunidade para clarificar o seu envolvimento na patogénese da dor cronica de
origem musculo-esquelética, uma vez que estas células estdo muito proximas de terminacdes

nervosas.
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