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RESUMO

(Majumder, P). Andlise dos receptores P2X, e P2X, durante a diferenciacédo
neuronal. 2007. 189 p. Tese (Doutorado) - Programa de Pds-Graduagdo em
Bioguimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo.
Durante o desenvolvimento do sistema nervoso, as oscilagoes da concentracao de calcio
intracelular livre resultam na proliferacdo celular, migracdo e diferenciagdo neuronal.
Nesta tese foram investigadas a participacdo dos receptores ionotropicos purinérgicos
dos tipos P2X; e P2X, seletivos ao influxo de calcio durante a diferenciagdo neuronal in
vitro das células de carcinoma embriondrio murino P19. Identificamos o padrao
diferencial de expressdo de receptores purinérgicos nas células indiferenciadas e
neurdnios P19. O receptor P2X, ¢ expresso durante toda a diferenciagdo neuronal e o
receptor P2X, ¢ detectado na fase tardia da diferenciagdo em neurdnios. Através de
ensaios farmacologicos, foi possivel identificar a participagdo dos receptores
metabotropicos P2Y e do receptor P2X4 na formagdo dos corpos embrionicos, na
proliferacdo celular e ou na determinacdo do fendtipo de progenitor neural. Durante a
maturacao neuronal os receptores P2X, e P2Y, participam da determinacao do fenotipo
neuronal glutamatérgico NMDA e os receptores P2X, e P2Y, no fendtipo neuronal
colinérgico. A auséncia de inibidores especificos e seletivos aos receptores purinérgicos
levou-nos a empregar a técnica SELEX (Systematic Evolution of Ligands by
EXponential enrichment) a fim de identificar inibidores seletivos aos receptores P2X; ¢
P2X4. A técnica envolve a utiliza¢ao da biblioteca combinatéria randémica de RNA 2°-
F pirimidina modificadas resistentes a nucleases. Apos 9 ciclos de seleg¢do in vitro de
SELEX (ciclo 9-P2X4), as seqiiéncias selecionadas mostraram-se seletivas a ligacdo
somente ao receptor P2X, e ndo aos receptores P2X, ou P2X; através de ensaios de
ligacdo radioligante-receptor. Por patch clamping na configuragdo whole cell recording
identificou-se que além de seletividade ao receptor, que a aplicagdo do RNA ciclo 9-
P2X, promoveu inibi¢do da corrente ativada pelo ATP somente nos receptores P2X, e
ndo em P2X, em células 1321N1 astrocitoma transfectadas.

A incubagdo do RNA ciclo 9-P2X, na concentracao de 200 nM com as células
no estagio indiferenciado inibiu a formagao dos corpos embrionicos. J4 utilizacao de 25

nM, resultou em mudangas morfoldgicas nas células diferenciadas. Estes dados
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corroboram com os dados farmacolégicos que identificaram a participacao do receptor
P2X, na diferenciacdo precoce. Apds 11 ciclos P2X, de sele¢do, identificou-se
seqliéncias com especificidade de ligagcdo aosreceptores P2X,. Aptameros, moléculas de
RNA com seqiiéncia identificada e com alta afinidade ao alvo da sele¢dao, foram
isolados de ambas as bibliotecas, ciclo 9 P2X, e ciclo 11 P2X,. A co-aplicagdo destes
aptameros ¢ ATP em ensaios de whole-cell recording resultou na inibi¢ao de 30 a 80%
da corrente ativada pelo ATP nos receptores P2X, ou P2X4. Estes testes em células
PC12 de rato, que expressa os receptores enddgenos, resultou em inibi¢do da corrente
ativada pelo ATP de modo semelhante.

Além de termos desenvolvido aptimeros como ferramentas para elucidar as
fungdes dos receptores P2X, e P2X,4 durante o desenvolvimento, diferenciacdo, em
processos fisiologicos e patologicos, estas moléculas resistentes a nucleases sdo as
primeiras identificadas capazes de reconhecer, discernir e inibir dois subtipos de

receptores purinérgicos sendo promissores para utilizacao terapéutica.

Palavras-chave: Receptores purinérgicos, receptores ionotropicos, P2X, SELEX,
aptdmeros, inibidores, células de carcinoma embriondrio murino P19, diferencia¢do

neuronal, Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment.



ABSTRACT

(Majumder, P.) Analysis of P2X; e P2X,4 receptors during neuronal differentiation.
2007. 189 p. PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de
Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

During the development of the nervous system, oscillations of intracellular calcium
concentrations activate programs of gene expression resulting in proliferation, migration
and neuronal differentiation of embryonic cells. In this thesis, the participation of
ionotropic P2X, and P2X4 receptor subtypes, whose receptor channels are highly
permeable for calcium influx in the cells, was studied during the process of neuronal
differentiation. We have identified differential gene expression of purinergic receptors
in undifferentiated and neuronal-differentiated P19 cells. P2X4 receptor expression was
present along neuronal differentiation of P19 cells, whereas P2X, receptor expression
was only detected when P19 cells became neurons. Based on purinergic receptor
pharmacology we have determined the participation of P2X, receptors in addition to
metabotropic P2Y, receptors in the formation of embryonic bodies as prerequisites for
phenotype determination of P19 neural progenitor cells. Final neuronal maturation of
P19 cells in the presence or absence of agonists or antagonists of purinergic receptors
implicated the involvement of P2X, P2Y, and P2Y; in the determination of the final
neuronal phenotype, such as expression of NMDA-glutamate and cholinergic receptors.
In order to further evaluate the functions of these P2X receptors and due to the absence
of specific inhibitors for these receptor subtypes, we have used the SELEX technique
(Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment) to select for specific
inhibitors for P2X, and P2X, receptors. The 2’-F-pyrimidine modified, nuclease-
resistant combinatorial SELEX RNA pool enriched with inhibitors of P2X, receptors
following nine cycles of in vitro selection (cycle 9-P2X4) specifically interacted with
P2X4 receptors and not with P2X, or P2X; receptors as verified in radioligand-receptor
binding studies. Moreover, whole-cell recording measurements using astrocytoma cells
expressing recombinant rat P2X, or P2X4 receptors showed inhibition of P2X4 but not
of P2X, receptors by the selected RNA molecules. RNA molecules selected in vitro in
11 reiterative SELEX cycles using the P2X, receptor as target specifically bound to

membrane extracts containing recombinant P2X, receptors.



From both selected RNA libraries (against P2X4 and P2X, receptors) aptamers, as RNA
molecules with identified sequences and high-affinity binding, were identified by
cloning and DNA sequencing. The presence of these aptamers in whole-cell recording
experiments resulted in 30-80% inhibition of ATP-induced receptor activity and did not
provoke any inhibitory effects on P2X receptors which had not been used as selection
target. The activity of the aptamers selected using recombinant receptors as targets in
inhibiting wild-type P2X4 or P2X, receptors was verified in whole-cell recording
experiments with PC12 cells which endogenously express both receptor subtypes. In
addition of having developed aptamers as tools to elucidate P2X, and P2X, receptor
functions during neuronal differentiation, these nuclease-resistant aptamers are suitable
for in vivo use and may turn into therapeutics in the inhibition of purinergic receptor

participation in pathophysiological conditions.

Keywords: Purinergic receptors, P2X, SELEX, aptamers, inhibitors, P19 embryonal
carcinoma cells, Neuronal differentiation, Systematic Evolution of Ligands by

EXponential enrichment, ionotropic receptor.



Prefacio

Oscilagdes da concentracdo de calcio intracelular livre estdo envolvidas com
diversos processos celulares como a diferenciacdo neuronal. No inicio da diferenciacao
neuronal, ativada por fatores extrinsecos, ocorre ativacdo de um novo repertorio génico
resultando na expressdo de receptores ionotropicos e metabotropicos que participam da
progressao no processo.

Nosso grupo tem se dedicado a compreender a participacdo de receptores de
neurotransmissores no desenvolvimnto e difrenciacdo neuronal utilizando modelos de
diferenciagdo in vitro, PC12, NH15-CA2 e P19, que quando induzidas a diferencia¢ao
resultam em neurdnios funcionais. Nestas células sdo investigadas a expressdo génica,
identificacdo protéica e atividade do receptor no estagio da diferenciacdo que ¢
correlacionado com o estagio da diferenciagao.

Neste presente trabalho, foram apresentado somente os dados gerados sob minha
responsabilidade que abrangem: a identifica¢do da atividade dos receptores de NMDA,
endotelina-B, B2 de cininas, acetilcolina e purinérgicos em células NH15-CA2 e P19
(longo da diferenciacdo neuronal), expressdo génica de alguns dos receptores e
subunidades purinérgicas, de inibicdo de receptores purinérgicos no estagio de
determinagdo do estagio do progenitor neural e durante a maturagdo neuronal, analise
funcional da atividade de receptores purinérgicos, d¢ NMDA e acetilcolina das células
diferenciadas resultantes, identificagdo de aptameros com alta afinidade e especificidade
aos subtipos de receptores purinérgicos P2X, e P2X, através da técnica SELEX
(Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment), transcricdo in vitro
destes aptameros em testes eletrofisioldgicos e de ensaio radioligante-competidor,
inibicdo dos receptores purinérgicos P2X, na diferenciacdo neuronal na formacao do
progenitor neuronal utilizando os aptdmeros. Parte destes dados fazem parte de algumas
publicacdes do laboratdrio que estdo em anexo a este trabalho.

Neste periodo de doutorado, tive a oportunidade de estagiar no laboratorio do
Dr. George P. Hess aprendendo a técnica de patch clamping em whole cell
configuration com a Dra. Armanda Gameiro em julho de 2002. Em 2004 apds participar

do congresso da Biophysical Society, estagiei por duas semanas no laboratério do Dr.



Manfred Lindau e realizei alguns experimentos de RNA de interferéncia em células
cromafins decromafins de camundongo. J4 em 2006, no laboratério da Dra. Vasanthi
Jayaraman tentei expressar o dominio extracelular do receptor P2X, para iniciar estudos
estruturais com esta por¢ao. Pudémos identificar uma regido hidrofobica neste dominio
que dificultou a expressdo desta por¢do € no mesmo periodo, no laboratério do Dr.
Roger O’Neil iniciei o procedimento de SELEX em receptores TRPV4 chegando ao

sexto ciclo de selecdo passando o trabalho a aluna de pos doutorado do professor.
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1.Introducéo

1.1 Purinas no desenvolvimento neuronal

O desenvolvimento embrionario inicia-se ap6s a fusdo do ovulo e do
espermatozodide originando a célula-ovo a qual ¢ totipotente, capaz de originar o
organismo. Durante o processo, esta célula sofre sucessivas clivagens passando aos
estagios de morula, blastula, gastrula e néurula quando neste estagio inicia-se formacgao
do sistema nervoso. Durante este processo, as células recebem sinais extrinsecos
(fatores soluveis indutiveis) que agem de modo endocrino, paracrino e autocrino. Ha
ativacdo de vias intracelulares que modulam a atividade de fatores de transcri¢do que
resulta na modulagdo do padrio génico, com ativacdo da expressdo de proteinas
importantes para a diferenciagdo celular. As células ectodérmicas presentes linha central
dorsal na fase de gastrula adquirem propriedades de epitélio colunar estruturam para a
formag¢do do tubo neural durante o processo de neurulacdo. A habilidade destas células
competentes em responder a sinalizagdo ¢ dependente do padrdao génico e do repertorio
preciso de expressao de receptores, moléculas de transdugdo de sinal e fatores de
transcricdo expressos no momento da sinalizagdo (Kandel e cols., 2000).

A diferenciacdo dos progenitores neuronais e gliais € iniciada na bléstula (Fig.1),
pela secrecdo de fatores indutiveis da regido organizadora presente no labio dorsal do
blastoporo, composta de células ndo neurais. A liberacdo de fatores como folistatina,
nogina e chodina em conjunto levam ao bloqueio da sinalizagdo da proteina
morfogenética do o0sso-4 (bone morphogenetic protein-4, BMP-4) nas células
competentes ectodérmicas resultando na formagdo do tecido anterior da placa neural. A
exposicdo das células ao 4cido retindico leva a formacdo do tecido da placa neural
posterior (Kandel e cols., 2000). O 4cido retindico interage com seus receptores RAR e
RXR que atuam nos elementos responsivos ao acido retinodico (acid responsive element,
RARE), presentes no nucleo. Nas células de carcinoma embrionario, apos aplicacio de
all trans 4cido retindico, as células perdem as caracteristicas de carcinoma. Ha
regulagdo negativa dos fatores de dominio-POU como Oct-3 e genes responsivos AP-1

(Puga e cols., 2005). O complexo RAR/RXR reconhece elementos especificos do
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promotor ao acido retindico (RARE) desencadeando a regulacdo de transcri¢ao de genes
alvo como AP-2 que leva ativagdo da diferenciagdo neuronal (Puga e cols., 2005).

A ativacao destes receptores in vivo resulta na expressao das primeiras proteinas
relevantes ao desenvolvimento como os fatores de transcri¢dao basico hélice-alca-hélice
(Basic Helix-Loop-Helix, bHLH), Sonic Hedgehog, Pax 6, Mash-1 (mammalian
achaete-scute homolog-1), Mathl ou Neuro D ¢ Wnt-1. Tais fatores foram também
identificados durante a diferenciacdo in vitro de células de carcinoma embrionario e
células-tronco embrionarios (Guan e cols., 2001). Ocorre também no interior da célula
eventos permissivos de sinalizacdo de transientes de calcio intracelular livre os quais
resultam na ativacdo de genes primordiais (Duprat, 1996). O ion célcio estd envolvido
nos processos de proliferacdo, migragao, motilidade, diferenciagdo celular, atividade de

proteinas quinases e de fatores de transcri¢ao (Lauder, 1993; Berridge, 1993).

Células-tronco com capacidade de diferenciagdo neural

Céhla Células-tronco Células-tronco Progenitor Progenitor Diferenciado
embridnico Multipotentes neural Neural Acometido
Zigoto EBlastacito Embriio Cérehro subregifio cerebral Regiiies
especificas
do cérebro
Fatores indutores acido retindico

o g @:@(('_"
S — =

Progenitor eurénio
neuronal
Totipotente Pluripotente Grande Potencial Divisdo limitada INo mitotico
Sem auto- Com auto- potencial de limitado de Nio-funcional funcional
renovagio renovacio diferenciagsio diferenciagéio
Auto-renovacéio e de auto-

renovacio

Figura.l. Padrdo de desenvolvimento do sistema nervoso central e da diferenciagédo
neuronal e neural in vitro. O esquema compara 0s estagios de diferenciacdo das células in

vivo e in vitro e a capacidade de proliferagao e diferenciacdo celular em cada estagio.
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Simultdneo a finalizacdo da formagdo do tubo neural, as primeiras células
iniciam sua diferenciagdo em neurdnios. As células progenitoras expressam proteinas
neuronais tais como neurofilamentos, receptores ionotropicos, canais voltagem-
dependentes de sodio e célcio (Dietzel, 1995) e fatores de transcricdo como da familia
SOX (Pevny e Placzek, 2005) e Notch (Kageyama e cols., 2005) (Fig.2). A estrutura
expande-se de modo diferencial iniciando a formacdo de estruturas especializadas do
sistema nervoso. A regido caudal origina a medula espinhal e a rostral, o encéfalo.

As células do tubo neural migram das zonas de proliferacdo celular para sua
posicao permanente no sistema nervoso adulto (O'Rourke e cols., 1992; Gotz e Huttner,
2005) quando ocorre o término da diferenciagdo neuronal e hd a maturagdo das sinapses.
Neste periodo, metade das células neuronais sofre morte programada no cortex cerebral.
Os axonios das células remanescentes ja formaram sinapses funcionais com as células
alvo. O neurdnio funcional transmite sinais quimicos (neurotransmissores) e elétricos a
outros neurdnios e células alvos, possui receptores metabotrdpicos e ionotropicos
funcionais e canais i0nicos voltagem-dependentes especificos que permitem a célula
responder sinapses aferentes.

Durante a maturagdo das células progenitoras, fase anterior ao estabelecimento
de sinapses corticais e subcorticais, as células ficam em contato com
neurotransmissores, que agem semelhantes a fatores de crescimento como glutamato, o-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionato  (alpha-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid, AMPA), N-metil-D-aspartato (N-methyl-D-aspartic acid,
NMDA), kainato, 4cido aminobutirico do tipo A (gamma amino butyric acid, GABA,),
glicina, serotonina e acetilcolina entre outros. Neste estdgio ocorre a ativagcdo de
receptores que resultam no aumento de calcio intracelular.

Os diversos tipos de oscilagdo da concentracao de calcio intracelular que estao
envolvidos no controle dos diversos aspectos da diferenciacdo, como na expressao de
enzimas responsaveis pela sintese do neurotransmissor GABA (picos de célcio) ou
extensdo de neuritos (ondas de célcio) (Webb e Miller, 2003). No estagio inicial do
desenvolvimento de embrides de Xenmopus, Gu e Spitzer, (1997) identificaram a

ocorréncia de picos e ondas de célcio nas células. Os picos possuem cinética rapida,
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através da entrada de calcio intracelular pelos canais de cécio voltagem-dependente que
resulta na liberagdo dos estoques intracelulares de calcio (Calcium-induced Ca’*
release-CICR) através dos receptores de rianodina. Ja as ondas de célcio intracelular, de
cinética lenta, ocorrem no potencial de repouso celular e sdo amplificadas pela liberacao

do estoque intracelular de calcio.

genes

atnrldade
Expressio de
neurotransmissores
Fatores de
transcrigéio

:W@/_/é

Receptores e
Canais iGnicos

Progenitor Neurinio
neural
Proteinas -
sinalizadoras g g
i H\ |
=
FELLL L] Il

Tempo

Figura.2. Receptores de neurotransmissores e neuropeptideos participam da progressao
da diferenciacé@o neuronal. Os fatores sollveis ativam o programa epigenético para inicio
da diferenciacéo das células competentes. O padréo de fatores de transcricdo ativados ou
reprimidos coordena o padréo do repertorio génico a ser ativado que inclui a expressédo de
receptores metabotrdpicos e ionotrépicos. Os neuropeptideos e neurotransmissores
liberados no microambiente celular regulam o padréo de atividade de picos e ondas da
concentracdo de calcio livre no citossol. As vias de sinalizacdo ativam a expressdo de
enzimas responsaveis pela sintese de neurotransmissores e neuropeptideos,
transportadores e receptores os quais determinam o fendtipo final dos neurénios.

Esquema modificado de Spitzer e cols, 2004.

A sinalizagdo de célcio intracelular na diferenciacdo neuronal pode ser medeada

pela ativacdo de receptores P2 purinérgicos os quais podem ser acoplados a proteina
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denominada P2Y (metabotropicos) ou a canais, P2X (ionotrépicos). A variagdo da
concentragdo de calcio intracelular livre medeada pelas purinas foi verificada
inicialmente durante o desenvolvimento embriondrio em astrocitos na coluna espinhal
de rato (Salter e Hicks, 1995), na cultura neuronal de cérebro de rato (Miranov, 1994) e
durante o desenvolvimento de Xenopus (Bogdanov e cols, 1997).

As purinas atuam como neuromoduladores, agentes mitogénicos (Rathbone e
cols, 1999), em processos embrionarios relacionados a proliferacao (Ryu e cols., 2003),
migracao (Scemes e cols., 2003), diferencia¢do (D’ Ambrosi e cols., 2000) e crescimento
do axdénio em neurdnios (D’Ambrosi e cols., 2001). A expressdo de seus receptores foi
identificada durante o desenvolvimento do ouvido do rato (Brandle e cols., 1999), na
diferenciacdo de células HL60 mieldides (Adrian e cols., 2000), na maturacao de
osteoblastos (Orriss e cols., 2006), células dendriticas (Berchtold e cols., 1999) e na
linhagem hematopoiética e de células progenitoras CD34+ (Wang e cols, 2004).

A importancia de purinas e seus receptores foi identificada nos modelos de
diferenciagdo neuronal in vitro de células progenitoras neurais (neural progenitors cells,
NPCs) embrionarias e adultas (células-tronco neurais). As NPCs no animal adulto sao
isoladas na regido subventricular, localizadas nos ventriculos laterais; na zona
subgranular do giro dentado do hipocampo e no parénquima subcortical do cortex
cerebral (Gage e cols., 1995, Song e cols., 2002). Estas células sdo capazes de se
diferenciar células do bulbo olfatério, cerebelo e retina pela indu¢do por fatores de
crescimento, de neurotransmissores, esterdides e de peptideos vasoativos in vivo
(Cameron e cols., 1998) como os fatores de crescimento epidermal (epidermal growth
factor, EGF), fator de crescimento de fibroblasto (fibroblast growth factor-2, FGF-2) e
o fator inibitorio da leucemia (leukemia inhibitory factor, LIF). As células cultivadas na
presenca de FGF em alta concentragdo desprendem-se e formam as neuroesferas,
estruturas tridimensionais com expressdo proteinas neurais p-tubulina-3, proteina
associada ao microtibulo (microtubule-associated protein, MAP-2) e sinaptofisina
(Svendsen e cols., 1998).

Os receptores purinérgicos poderiam medear o processo de diferenciagdo nas
NPCs. Hogg e cols. (2004) sugeriram que nas células NPC originarias do hipocampo

adulto de rato, a variagdo da concentracdo de calcio intracelular livre que ativaria o
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processo de diferenciacdo neuronal seria medeada pela atividade dos receptores P2
P2X; e P2X; e resultam em neurdnios com sinapses funcionais a glicina, GABA,
glutamato e ATP.

Nas NPC provenientes da zona subventricular murino, a inibi¢do do receptor P2
P2Y, pelo MRS2179 resultou na menor proliferagdo celular nas neuroesferas formadas
pela reducdo da oscilagdo transiente de calcio intracelular. Fato semelhante foi
verificado em neuroesferas de animais com delecdo para o gene P2Y, (knock-out).
Acredita-se que sinalizagdo medeada de ATP pelos seus receptores seja do tipo
autdcrina ou paracrina (Mishra e cols., 2006; Lin e cols., 2007). Foi identificado
também a atividade de receptores do tipo P1, a adi¢do do agonista adenosina levou ao
aumento do efeito proliferativo, contudo numa alta concentracao resultou em apoptose
celular (Mishra e cols., 2006).

Outros membros da via de purinas foram identificadas deste modelo de
diferenciagdo como de enzimas relacionadas a hidrélise de ATP ou de UTP a
dinucleotideos ou ainda a mononucleotideos. A presenca destas enzimas modula a
concentracdo e disponibilidade dos diferentes agonistas purinérgicos ATP/UTP,
ADP/UDP, AMP, adenosina que atuam nos diversos receptores purinérgicos de modo
seletivo (Fig.3). Pelo padrdo de agonistas purinérgicos presentes em cultura de
neuroesferas, identificou-se a agdo da enzima fosfatase alcalina tecido ndo especifica
(tissue-nonspecific alkaline phosphatase, TNAP), membro da familia de fosfatase
alcalina. Esta enzima possui atividade de hidrolise de nucleotideos trifosfato a di e a
monofosfato e foi previamente identificada em células-tronco embridnicas e atualmente
¢ utilizada como marcador de indiferenciagdo celular (Mishra e cols., 2006). Foi
identificada também a enzima ecto-nucleosidase trifosfato defosfohidrolase (ecto-
nucleoside triphosphate diphosphohydrolase, NTPDase) que resulta na maior
disponibilidade de ADP e UDP que sdo agonistas do receptor P2Y; (Mishra e cols.,
2006; Braun e cols., 2003). In vivo, esta enzima ¢ utilizada como marcador do
desenvolvimento hipocampal de rato a partir do dia 17.

Acredita-se que o padrao da expressdo de receptores do tipo P2 esteja variando
conforme a progressdo da diferenciacdo neuronal das células NPCs e a expressdo de

enzimas ecto-nucleases em fases distintas da diferenciagdo a fim de disponibilizar
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outros agonistas purinérgicos os quais ativam seletivamente os receptores (Fig.3)

(Shukla e cols., 2005).

Sinalizacdo Purinérgica

Calt
Neurdnio pré- sinaptico paxa Neurdnio pos-sinaptico

ADP
Ecio- ase
Ecto "4 PPase
ATFADPIAME
RO~ R——
ecm-S’-nucdase ]
Adenosina
adeno: quinase
e
ade no: deaminase

Figura.3. Esquema de sinalizacdo purinérgica presente na fenda sinaptica. ATP ¢ liberado
pelo neurdnio pré-sindptico e ativa 0s receptores purinérgicos do tipo metabotropico
(P2Y) e ionotropico (P2X) na pré e pos sinapses ou pode sofrer acdo de ectonucleases e ser
degradado a ADP/UDP, AMP ou adenosina, produtos que ativam outros subtipos de

receptores P2Y e receptores P1 (ver item 1.3).

1.2 Modelos in vitro de diferencia¢éo neuronal

Em adicdo a utilizagdo das NPCs do hipocampo, da zona subventricular ou do

cortex as quais possuem capacidade limitada de diferenciagdo a neurdnios e glias
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(denominadas de células-tronco neurais -multipotentes), as células-tronco embridnicas
(ES) de camundongo sdo outro modelo promissor pela capacidade de originar células
dos trés folhetos embrionarios ap6s a indugdo. Estas células sao derivadas da massa
celular interna da bléastula pré-implantada (Evans e Kaufman, 1981, McWhir e cols,
1996) e retém habilidade de se diferenciarem em todos os tipos celulares, incluindo
células germinativas. Tém capacidade ilimitada de replicagdo e baixa quantidade de
metilagdo do DNA gendmico.

A partir destas células ES, duas linhagens celulares foram estabelecidas; as
embridnicas germinativas (EG) origindrias da pos fecundacdo (Stewart e cols., 1994) e
carcinoma embrionario (EC) derivada de embrides pos-implantados irradiados (Martin,
1980). Ambas as células possuem caracteristica semelhantes as células-tronco
embrionarias e sua diferenciacdo em neuronios ¢ células musculares.

As células ES e EC proliferam-se rapidamente. Sao cultivadas em suspensao de
2 a 8 dias e neste periodo agregam-se de modo irregular formando estruturas
tridimensinsionais denominadas os corpos embrionicos ou corpos embridides (CE).
Estas estruturas sao semelhantes aos de primordios embridnicos, sendo subdividida em
endoderma interior, mesoderma e ectoderma exterior envolto pelo saco vitelinico
(Itskovitz-Eldor e cols., 2000). Nos corpos embridnicos ha variagdes espontaneas da
concentragdo de calcio intracelular livre (Sauer e cols., 1998). Apds a inducdo por
fatores externos como dimetil sulfoxido (DMSO), dibutirii AMP ciclico ou acido
retindico (AR) nos CE pode-se direcionar a diferenciacdo ao tipo celular desejado
(Rathjen, 1998). A forma¢do de CE promove maior eficiéncia na diferenciacdo pela
maior interagdo célula-célula. Contudo, os CE muito grandes podem sofrer de necrose
no centro pela limitagdo no transporte de nutrientes e oxigénio (Gerecht-Nri e cols,
2004).

A inducido a formacdo de CE ¢ dependente do estagio de diferenciagdo da célula.
A utilizacdo de células em estagio avancado de diferenciagdo para formagdo de CE
resulta em efeitos contrarios a proliferacao e na diferenciacdo (Dang e Zandstra, 2005).
As células provenientes de CE, estdo agora no estagio de progenitores e sdo utilizadas
como modelo de estudo in vitro do processo de diferenciagdo hematopoiética, de

cardiomiocitos ¢ neuronal. Durante o término da diferenciagdo neuronal, monitora-se a
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expressao de proteinas especificas do neurofilamento e de dendritos como microtiibulo-
associado-proteina 2 (MAP2), Tau, neurocan, enolase especifica de neurénio (neuron-
specific enolase, NSE), proteina acida fibrilar da glia (glial fibrillary acid protein,
GFAP), B-3 tubulina e receptores de neurotransmissores (O'Shea, 1999).

1.2.1 Células carcinoma embrionarias P19

Diversas linhagens de células de EC murino sdo utilizadas como modelo de
diferenciagdo neural in vitro tais como F9, PCC7-Mzl, BLC6, PC13, PCC3 ¢ P19. A
diferenciagdo neuronal das células P19 ¢ bem caracterizadas quando a expressdo de
marcadores e obtencdo de neurdnios funcionais semelhante ao que ocorre no
neuroectoderma embriondrio e do epitélio neural (Staines e cols., 1994, Bain e cols.,
1994) (Fig.3). Estas células possuem 40 cromossomos ¢ semelhantes as células-tronco
embriondrias murinas; as células originam ap6s a adi¢do de dimetil sulféxido(DMSO)
em células do mesoderma e endoderma como cardiomiocitos e células musculares
esqueléticas ou com acido retinoico, as células diferenciam-se em neurdnios e astroglias
funcionais com expressao de receptores EGF durante o processo (Edwards e cols, 1983;
Edwards e McBurney, 1983, McBurney e cols, 1982, Jones-Villeneuve e cols., 1982,
McBurney, 1993, Jones-Villeneuve e cols, 1982; Jones-Villeneuve e cols, 1983, Joh e
cols, 1992).

Diversos fatores de transcri¢do envolvidos com a diferenciagdo no tubo neural in
vivo foram identificados nas células P19 como bHLH, Mash-1 ¢ Ngn-1 (Tang e cols.,
2002). As células P19 neuronais formam sinapses de acetilcolina, GABA, L-glutamato,
somatostatina e neuropeptideo Y, semelhantes ao cortex cerebral (Lin e cols, 1996;
MacPherson e cols, 1997; Parnas e Linial, 1997; McBurney e cols., 1988, Staines e
cols., 1996). Os marcadores de astrocitos nesta cultura somente sao identificados apos
10 dias (Edwards e cols, 1983, Edwards e McBurney, 1993).

Diversos receptores e seus ligantes sdo expressos ao longo do processo em fases
especificas da diferenciagdo e participam da progressao do processo, o neuropeptideo
fator de crescimento encefalico (head activator, HA) quando liberado, regula o ciclo

celular da passagem do estagio do ciclo celular G2 a M promovendo varia¢do da
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concentragdo de calcio intracelular livre (Niemann e Schaller, 1996); o nosso grupo
demonstrou que o influxo de calcio medeado pelos receptores nicotinicos influi na
diferenciagdo das células P19 em neurdnios (Resende e cols., 2006a) e que ha expressao
do receptor P2 purinérgico P2X na fase tardia do processo (Da Silva e cols., 2007)
semelhante em carcinoma embrionario humano NTERA-2 (Moore ¢ cols, 2002).
Diversos canais idnicos voltagem-dependente, receptores de neurotransmissao
ionotropicos € metabotropicos sao expressos durante a diferenciagdo neuronal das

células P19 e estdo resumidos na tabela 1.
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Tabela 1. Expressdo de receptores de neurotransmissores e canais idnicos voltagem-

dependente na diferenciacdo neural e neuronal das células P19. A presenca (+) ou auséncia

() da proteina do receptor ou atividade do receptor ou do canal iénico voltagem-

dependente foi averiguada pela expressao génica ou atividade. A tabela apresentada é

modificada de Ulrich e Majumder, 2006.

RECEPTORES CELULAS DE NEURONIOS P19 REFERENCIAS
IONOTROPICOS CARCINOMA
EMBRIONARIO
P19
NMDA R2A/2B R1/R2A/2B Morley e cols., (1995)
AMPA /kainato GluR5/6/7 GluR2/3/4/5/6/7 MacPherson e cols.,
(1997)
Turetsky e cols.,
(1993)
Canzoniero e cols.,
(1996)
Lee e cols., (2003b)
Ray e Gottlieb (1993)
Nicotinicos + - Cauley e cols., (1996)
Resende € cols.,
(2007a)
GABA - GABA, Reynolds e cols.,
(1994, 1996)
Glicina - al, o2 Heck e cols., (1997a)
Purinérgico - P2X4 e sugere-se a Da Silva e cols.,
presenca de outros (2007)
RECEPTORES
METABOTROPICOS
Glutamato mGlu 2/4 mGlul/2/3/4/5/6/7/8  Heck e cols., (1997b)
Muscarinicos m3 MI1,m2,m3,m5 Parnas e cols., (1998)
Cinina B2 de cinina nao B2 de cinina Martins e cols., (2005)
funcional
Endotelina - ET-B Monge e cols., (1995)
Opiodide K, o K, 5, p Chen e cols., (1999)
Fator de crescimento - + Niemann e Schaller
encefalico (Head activator) (1996)
CANAIS VOLTAGEM
DEPENDETES E
RECEPTORES MECANO-
SENSIVEIS
Calcio - + Sugere-se sua
presenga para ativacdo
do processo de
diferenciacdo
Potéssio - + Cheun e Yeh (1991)
Saodio - + Cheun e Yeh (1991)
Cation mecano-sensivel - + Tarnok e Ulrich
(2001)
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1.2.2 Células de feocromocitoma de rato PC12

As células feocromocitoma de rato (PC12) foram estabelecidas em 1976 (Greene
e Tishler, 1976) e sdo utilizadas amplamente utilizadas como modelo de diferenciagao
neuronal. E uma linhagem celular dipléide com 40 cromossomos e homogénea que
quando tratadas com fator de crescimento de nervo (nerve growth factor, NGF), cessa a
divisdo celular e apresenta morfologia semelhante a de neurénios simpaticos em cultura
primaria. As células neuronais simpaticas e cromafins adrenais estocam e secretam
adrenalina sdo derivadas da célula progenitora primitiva originaria da crista neural
semelhante as células PC12 (Weston, 1970, Burnstock e Costa, 1973).

In vivo identificou-se que o NGF participa da diferenciacdo das células que
migram da crista neural (Bjerre e Bjorklund, 1973). As células PC12 sdo semelhante a
células progenitoras neuronais simpatico (Fig.4) mas apo6s a adicdo de NGF, células
tornam-se mais sensiveis a acetilcolina com sinapses funcionais, sintetiza, estoca e
libera acetilcolina, catecolaminas, dopamina e noradrenalina em niveis semelhantes a de
células de glandula adrenal de rato.

Durante a diferenciagdo das células PC12 induzido pelo NGF (fator de
crescimento de nervo, nerve growth factor) ou FGF (fator de crescimento de fibroblasto,
fibroblast growth factor), a célula expressa um repertorio de receptores purinérgicos a
cada estdgio que inclui os receptores P2X, e P2X,4 (Arslan e cols, 2000; Hur e cols,
2001; Fujita e cols, 2000). O receptor P2X4 ¢ ativo no estagio indiferenciado, contudo
apos o tratamento de 7 dias com NGF, os receptores purinérgicos ativos e expressos sao
mais sensiveis a PPADS (piridoxal fosfato 6-azofenil-2', 4'-acido dissulfonico
Pyridoxal-phosphate-6-azophenyl-2'4'-disulfonate) (Arlsan e cols., 2000). A inibi¢do
dos receptores purinérgicos resultou em menor desenvolvimento do axénio (D’ Ambrosi
e cols, 2001) e acredita-se que haja um efeito citoprotetor medeado pelo receptor P2X;
(Fujita e cols 2000).

ATP leva a despolarizagdo da membrana nas células PC12 (Inoue e cols., 1989;
Soltoff e cols., 1998) e resulta no aumento na concentra¢ao de calcio intracelular livre
(Sela e cols.,1991; Michel e cols., 1996) e de trifosfato inositol (InsP3) (Barry e Cheek,

1994) levando a liberagdo de catecolaminas (Inoue e cols., 1989; Sela e cols., 1994). O
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efeito de ATP ¢ medeado pelos receptores P2Y pela ativacdo de MAP kinases. Swanson

e cols. (1998) demonstraram a participagdo do receptor P2X; no processo.

1.2.3 Células NH15-CA2

Dentre as células com propriedades de diferenciacdo neuronal, NH15-CA2 ¢ o
resultado da fusdo da linhagem neuroblastoma de camundongo N115-BU-8 e de
108CCS5 hibrida originada também da fusdo de neuroblastoma N18GT-, de camundongo
e do glioma C6-BU-; de rato (Heumann e cols., 1977). Seu estabelecimento foi anterior
as células-tronco embriondrias e carcinoma embriondrias e foi muito utilizada como
modelo de diferenciacao neuronal. Possui 250 cromossomos (Heumann e cols., 1977).
Pelas suas caracteristicas neuronais (Daniels e Hamprecht, 1974) foi utilizada como
modelo para avaliacdo da atividade opiacea, de acetilcolina, de noradrenalina, de
prostaglandina E1, de adenosina e de neuropeptideos como HA (Hamprecht, 1976;
Ulrich e cols., 1996). As cé¢lulas NH15-CA2 expressam marcadores neuronais como a
enzima colina acetiltransferase (CAT; EC. 2.3.1.6) que envolvida na sintese de
acetilcolina a partir de acetil-CoA e colina (Hamprecht e Amano, 1973). Apos
tratamento com dibutirili AMP ciclico (Daniels e Hamprecht, 1974), estas células

diferenciam-se em neurdnios funcionais (Reiser e cols., 1977).
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Células-tronco com capacidade de diferenciaciio neural

Célula-ovo Células-tronco Progenitor Progenitor Diferenciado
embriénica neural Neural Acometido

— .—»v)ﬁ@fﬁé

Célula precursora PC12
neurcoendécrina

@ —
Célula precursora

/ . neuronal restrita neurfdnio
i <

—-
Célula-tronco \ — .

Células-tronco Calul
elulas-tronco . .
N i neural . astrocitos
neurais primitivas

Célula precurk‘ . """---..._____.
glial
oligodendricitos
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Figura.4. Processo de diferenciacdo neural. Modificacdo fenotipica durante o processo
desde a célula-ovo (totipotente), tronco-embrionarias e das células murinas
teratocarcinoma P19 (pluripotente) a neurdnios e glias funcionais. A célula competente
ativa um novo repertorio génico de expressao apos sinalizacdo de fatores solGveis e inicia o
processo de diferenciagdo neuronal. As células-tronco embrionéarias e P19 (pluripotentes)
sdo induzidas pelo &cido retindico em suspensado (corpos embridnicos) ao acometimento ao
progenitor neural (multipotente). Neste estagio, hd continua alteracdo no padrdo de

expressao génica até a diferenciacdo em neuronios e glias funcionais.
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1.3 Receptores purinérgicos

Karl Lohman, Cyrus Hartwell Fiske e Yellagaprada SubbaRow descobriram a
adenosina 5'-trifosfato, o ATP em 1929 (Lohman, 1929, Fiske e SubbaRow, 1929). No
mesmo ano, Drury e Szent-Gyorgyi identificaram a ag¢do de purinas na ativacdo
negative cronotropico no cora¢ao, mediando a dilatagdo dos vasos coronarios e inibindo
a musculature lisa intestinal (1929). Em 1950 Pamela Holton verificou a liberacao de
ATP da regido terminal de neurdnios sensoriais primarios (Holton, 1959).

No sistema nervoso adulto central, foi identificado que os receptores
purinérgicos medeam a liberacdo de neurotransmissores da célula pré-sindptica
(Ginsborg e Hirst, 1972) e regula a resposta de receptores de neurotransmissao
presentes na célula pos-sinaptica através da co-transmissdo sugerida inicialmente por
Burnstock em neurénios de ganglios celiacos (Burnstock, 1976). Em 1992, os grupos de
Surprenant e Vanner identificaram a co-transmissdo purinérgica em sinapses entre
neurénios do ganglio coeliaco (Evans e cols., 1992; Silinsky e cols., 1992). Foi
identificado a co-transmissdo ocorre entre ATP e os neurotransmissores e
neuropeptideos; acetilcolina, noradrenalina, 5-hidroxitriptamina (serotonina), dopamina,
GABA ¢ glutamato e vasopressina e ocitocina (Nieber e cols, 1997; Jo e Schlichter,
1999; Rubio e Soto, 2001; Sun e Stanley, 1996; Deuchars e cols, 2001; Burnstock,
2001). Em algumas regides, a atividade sinérgica de glutamato e ATP estdo envolvidas
com a potenciagdo de longa duracdo em neurdnios da regido hipocampal CA1l, regido
associada a aprendizado e memoria (Pankratov e cols., 2002).

Os receptores purinérgicos foram inicialmente divididos por estudos
farmacoldgicos em receptores de adenosina, que sdo acoplados a proteina G (P1) e de
ATP e ADP (P2) (Burnstock, 1978). Através de estudos de transdu¢do de sinal e pela
clonagem dos receptores P2, os receptores P2 foram novamente classificados em P2Y .
14, acoplados a proteina G e P2X;; ionotrépicos (Burnstock e Kennedy, 1985,
Abbracchio e Burnstock, 1994). Alguns dos receptores purinérgicos do tipo
metabotropico P2 sdo ativados também por UTP e UDP. Contudo, a ativagdo pelo ATP
ou UTP desencadeia na maioria dos receptores P2 aumento de calcio no interior da

célula (Edwards e Gibb, 1993).
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In vivo a participagdo dos receptores do tipo P1 e P2 sdo reguladas juntamente
com a atividade de ectonucleases no sistema nervoso central (Kato e cols., 2004)
semelhante a regulacao descrita nas células NPC (item 1.1). ATP possui atividade dual,
isto &, coordena a atividade sindptica dos receptores metabotropicos e ionotropicos
associado a atividade de ectonucleases na pré e pos sinapse (Kato e cols., 2004; Shukla
e cols., 2005, Mishra e cols., 2006) (Fig.4).

Oito receptores metabotropicos identificados em mamiferos e sdo acoplados a
fosfolipase. Os mais estudados sdo P2Y,, P2Y,, P2Ys e P2Y¢c O receptor P2Y,; ¢
ativado por ATP e ADP. Ja os receptores P2Y, e P2Y,4 pelo UTP e ATP e o receptor
P2Y¢ somente pelo UDP. J4 os receptores ionotropicos quando ativados sdo permeaveis
ao sodio (cation monovalente) ou ao célcio (cation bivalente). Contudo, ha subtipos de
receptores purinérgicos P2X com 100 vezes maior permeabilidade ao cdlcio que ao
sodio, como o P2X, (Egan e Khakh, 2004). Sete subunidades destes receptores foram
clonadas (P2X;.7) e apresentam de 30 a 50 % de identidade em seqiiéncia protéica
(Lynch e cols, 1999). As subunidades P2X possuem estrutura semelhante, as regioes N-
e C-terminal s3o intracelulares, com dois dominios transmembranicos € uma por¢ao
extracelular que contém 10 cisteinas conservadas que formam 5 pontes de dissulfeto. A
maior variagdo entre as subunidades ocorre na regido C-terminal que varia na
subunidade P2X¢ de 30 a 240 aminoacidos na subunidade P2X; (Buell e cols, 1996;
MacKenzie e cols, 1999). Os subtipos de receptores P2X funcionais sdo constituidos de
pelo menos 3 subunidades resultando na formacdo de subtipos de receptores
homoméricos (homomultimeros) ou heteroméricos (heteromultimeros) (Nicke e cols,
1998; Stoop e cols, 1999; Kim e cols, 1997; Ding e Sachs, 2000). Os subtipos de
receptores heteroméricos identificados foram P2X;/P2Xs, P2X,/P2X3 e P2X4/P2Xg
(North e Suprenant, 2000), contudo ainda ha ocorréncia de associacdo alternativa de
RNA mensageiro (variantes de splicing) nas subunidades P2X,, P2X, e P2Xs Estes
variantes de splicing alternativo resultam em subtipos de receptores com propriedades
farmacologicas modificadas (Brandle e cols, 1997; Dhulipala e cols, 1998; Housley e
cols, 1995; Le e cols, 1997; Simon e cols, 1996).

Os subtipos de receptores P2X possuem distinta afinidade ao ATP, a cinética de

abertura ¢ fechamento do canal, quanto seletividade i6nica e quanto a regulagdo e
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acoplamento especifico entre vias de sinalizag¢do (Stojilkovic e cols., 2005). Entretanto
ndo ha drogas disponiveis capazes de atuarem de modo seletivo em um subtipo de
receptor P2X sem afetar outro receptor P2 ou ainda somente com atividade aos subtipos
purinérgicos P2. Inclusive, alguns inibidores purinérgicos atuam em outras proteinas de
membrana e a outros receptores metabotropicos como no caso da suramina (Harris e
cols., 1996).

Ainda assim, identificou-se o envolvimento da expressdo de receptores
purinérgicos na neuroprotecdo e diferenciagdo. Através de experimentos de privagdo de
oxigénio e nutrientes em fatias cerebrais do hipocampo, identificaram-se aumento da
expressao dos receptores P2X, e P2X4 os quais resultaram na perda neuronal na regiao
do hipocampo, cortical e estriatal (Cavaliere e cols., 2003; Ashour e Deuchars, 2004). J&
no desenvolvimento do hipocampo, o estimulo dos receptores P2 resultou em
crecimento de axonios (Heine e cols., 2006). Identificou-se a participacdo do receptor
P2X;s na diferenciacdo de células progenitoras a musculares esqueléticas humana pela
ativacdo da via de sinalizagdo de proteina quinase ativada por mitégeno (mitogen-
activated protein kinase, MAPKSs) e de principalmente p38. Houve ainda identificagdo
da expressdo dos subtipos de receptores P2Xs e P2X, na fase tardia da diferencia¢do
muscular (Ryten e cols, 2002). Na diferenciagdo neuronal de NPC foi identificada a
expressdo de diversos componentes da sinalizacdo purinérgica (item 1.1) com
importante participagao dos receptores P2Y; e P2Y, (Mishra e cols., 2006; Lin e cols.,
2007). Pela distribui¢do ampla dos subtipos de receptores P2X, e P2X4 no sistema
nervoso central adulto e pela seletividade ao influxo de célcio, estes receptores tornam

se candidatos potenciais na participagdo da diferenciagdo.

1.3.1 O receptor P2X,

A seqiliéncia codificante do receptor P2X, foi identificada na biblioteca de
cDNA de células PC12 onde se isolou um clone que ativado pelo ATP conduzia
corrente nos oocitos de Xenopus (Brake e cols., 1994). O receptor foi identificado em
neurdnios, no tecido sensorial, no pancreas e na glandula pituitaria (Lynch e cols, 1999).

Ha descritos trés variantes de splicing alternativos funcionais da subunidade presentes
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na coclea de cobaia e cerebelo de rato (Chen e cols, 2000; Simon ¢ cols.; 1997). A
variante de splicing presente no cerebelo possui uma por¢do do segmento C-terminal
deletada e o outro variante possui uma dele¢do na segunda regido transmembranica da
subunidade. A resposta ao agonista deste subtipo de receptor composto pelos splicings
se mantém, todavia ha variagdo quanto a sensibilidade ao antagonista e a
dessensibiliza¢do (Simon e cols., 1997).Uma das subunidades da variante de splicing
ndo interage com PB-III tubulina por ndo ter a porcao de interagdo (Gendreau e cols.,
2002).

Através de experimentos de duplo-hibrido, identificou-se que a regido C-
terminal P2X, interage in vivo com o precursor de P-amildide FE65 presente nas
sinapses colaterais de Shaffer no hipocampo CAl, o que ndo ocorre com subtipos de
receptores que contém subunidades provenientes de splicing alternativo. Acredita-se
que tal interacdo possa resultar na alteragdo da permeabilidade do receptor a ions e na
reducdo de cross-talking com outros receptores, sendo um novo processo regulatorio
funcional da transmissao sindptica (Masin e cols., 2005).

Através de ensaios farmacologicos com inibi¢do do receptores com os diversos
antagonistas purinérgicos, ndo ¢ possivel distingiii-lo dos demais subtipos de receptores
purinérgicos. O receptor P2X, ¢ inibido pelos antagonistas purinérgicos suramina,
profobol e PPDAS. (Tomioka e cols, 2000; Barajas-Lopez ¢ cols, 1996).

A distribuicdo do receptor pode estar relacionada a interacdo com outros
receptores, por exemplo, o efeito sinergistico entre o receptor P2X, e asf4, nicotinico de
acetilcolina. A aplica¢do conjunta de ambos os agonistas resulta num menor influxo de
ions quando comparado a aplicacdo separada de cada agonista. Sugere-se que ocorra
uma via compartilhada de sinalizagdo entre os receptores purinérgicos € nicotinicos
(Khakh e cols.,2000). Ha evidéncias que a variagdo de célcio intracelular medeada pelo
receptor resulta na ativagcdo da via de sinalizacdo de MAPKs (proteina quinase ativada
por mitdégeno ou mitogen-activated protein kinase) em células PC12 (Swanson e cols.,

1998) (item 1.2.2)
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1.3.2 Receptor P2X,

O DNA codificante do receptor P2X, foi isolado do cérebro de rato e humano
(Séguéla e cols, 1996; Soto e cols, 1996; Garcia-Guzman e cols, 1997) e de ilhotas
pancreaticas de ratos (Wang e cols, 1996). O receptor foi identificado nos terminais dos
axonios no bulbo olfatorio, no septo lateral, no cerebelo, no cortex cerebral, nas células
de Purkinje, no hipocampo, no hipotdlamo, na substancia gelatinosa do nucleo caudal e
na dorsal da medula sugerindo a importancia da sinalizagdo purinérgica do receptor
P2X4 no sistema nervoso. Além disso, foi identificado no sistema vascular presente na
aorta ascendente, na veia cava, veias umbilicais, artéria pulmonar, aorta e no sistema
vascular epidérmico, locais onde estd envolvido com influxo de célcio medeada pelo
ATP (Yamamoto e cols., 2000 a,b). Através de estudos com animal com deleg¢ao para o
gene (knock-outs) confirmou-se o envolvido deste subtipo de receptor purinérgico com
o mecanismo de contratilidade vascular (Yamamoto ¢ cols., 2006) .

Quando presente na regido pré-sindptica, o receptor modula a liberagdo de
neurotransmissores (Soto e cols., 1996; Lé e cols, 1998; Tomioka e cols., 2000). Esta
presente nas especializacdes pré- e pos-sinapticas e acredita-se que esteja envolvido
com processos de transferéncia de moléculas de alto peso molecular para dentro e fora
do terminal neuronal (Virginio e cols, 1999). Sua concentra¢do na superficie celular ¢
modulada pelo equilibrio entre receptores nao ativados, ativados pelo agonista os quais
sdo internalizados pela via da clatrina e pela inser¢ao de novos receptores (Royle e cols.,
2002).

Ligantes especificos a receptores purinérgicos como suramina, of3-metileno ATP
ou PPADS tém pouco ou nenhum efeito na atividade do receptor P2X4. De modo
semelhante ao receptor P2X,, P2X, possui um variante de splicing alternativo murino
descrito e pode originar subtipos de receptores heteroméricos (Townsend-Nicholson e
cols, 1999). Possui 94% de identidade protéica do receptor de rato e camundongo e de
87% com a de humana (Townsed-Nicholson e cols, 1999).

Sua atividade pode ser modulada pela proteina quinase A (PKA) através da

fosforilagdo, apds verificagdo de que a inibi¢do ndo especifica de proteinas quinase
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acelera a atividade do receptor. Contudo, Brown e cols., (2004) mostraram que a
defosforilagdo leva o receptor ao estado com maior atividade (Brown e cols., 2004,
Tenneti e cols., 1998). Uma possibilidade postulada pelo grupo seria que a potenciagao
da sinalizacdo purinérgica seguida da eleva¢do de cAMP (AMP ciclico) ¢ independente
a atividade da PKA. Apds investigar os eventos de aumento da concentragao de célcio
intracelular livre e o posterior aumento da concentragdo de cAMP, identificou-se que ha
fosforegulagao de InsP;P (fosfatidil-inositolfosfato) nas células acinares da parotica
(Bruce e cols, 2002) e que a liberagdo de célcio ¢ estimulada por qualquer agonista de
InsP; (trifosfato de inosital) pois potenciava o mecanismo. Identificou-se que aumento
na variagdo da concentragdo de calcio ocorria pelo influxo promovido pela ativagdo do
receptor P2X,. Na presenca de forscolina, o receptor P2X4 teve um aumento de 5 vezes
no influxo de corrente (Brown e cols., 2004). Este estudo sugere um mecanismo de
regulagdo direta no aumento da sinalizagao de calcio. O receptor P2X, ¢ fosforilado pela
PKA. Esta fosforilagdo pode modular a atividade do receptor em intimeros modos,
como por exemplo, aumentando a afinidade do receptor ao ATP, pode alterar as
caracteristicas de ativagdo (gating) do canal ou modular o trafego intracelular ou quando

ao subtipo de receptor formado (Brown e cols., 2004).

1.4 SELEX- Systematic evolution of ligands by exponential enrichment

1.4.1 Técnica SELEX

Bibliotecas combinatorias de moléculas naturais, artificiais, de peptideos e de
oligonucleotideos sdo empregadas principalmente pela industria farmacéutica para
identificacado de moléculas especificas ao alvo, em fins terapéuticos. A utilizagdo de
bibliotecas combinatérias de oligonucleotideos dentre estas citadas, ¢ facil de manipular
e de ser utilizada em ciclos reiterativos de selecdo in vitro ndo requerendo processos de
sintese quimica dispendiosa antes da repetigdo do ciclo (bibliotecas naturais ou
quimicas artificiais) ou passagem em bacteriofagos como em bibliotecas de peptideos
(phage display) (Majumder e cols., 2005). Os processos podem levar a perda da

diversidade durante os ciclos de sele¢do nos passos de sintese ou o aparecimento de um
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c6don de terminagdo dentro do peptideo que resultar na delecdo da seqiiéncia no caso do
phage display.

A técnica evolugdo sistemdtica de ligantes por enriquecimento exponencial
(Systematic  Evolution of Ligands by EXponential enrichment, SELEX) foi
simultaneamente descrita por Tuerk e Gold (1990), Ellington e Szostak (1990) e
Robertson e Joyce (1990).

Ellington e Szostack (1990) estudavam a probabilidade de uma dada seqiiéncia
randomica de polinucleotideo ou peptideo de adquirir uma conformacao tridimensional
estavel, de se ligar ao alvo ou ainda de exercer atividade catalitica que no geral ¢ muito
baixa mas desconhecida. Estavam tentado estimar o numero de diferentes classes
estruturais capazes de se ligarem ou execerem atividade catalitica, pois por exemplo de
centenas de diferentes proteases identificadas as quais s@o classificadas somente em 5
classes estruturais. Sdo questdes que interessavam de serem respondidas pelos
pesquisadores pois eram importantes nas teorias da origem e evolugcdo da vida e
acredita-se que as primeiras moléculas cataliticas eram provenientes de polimeros
randomicos.

Ja Turek e Gold (1990) tentavam compreender a interagdo do sitio de
reconhecimento de um 4cido nucléico e uma proteina que envolve uma populagdo de
moléculas e uma diversidade de sitios de ligagdo como ocorre na interagdo do complexo
protéico na transcri¢ao génica.

Quando ha apenas um sitio de ligacdo no genoma, como no alvo de nucleagdo da
proteina de capsideo do bacteriofago de RNA R17, a andlise de quais os nucleotideos
necessarios para a ligacdo podem ser enderegadas para criar e testar um numero de
mutantes. Contudo o ntimero de acidos nucléicos a serem analisados seria tdo grande
que inviabilizaria tal estudo. Foi utilizado o bacteriéfago T4 DNA polimerase (gp43) e o
ribossomo no sitio de ligacdo ao RNA mensageiro que codifica-o. Este sitio sobrepde a
seqiiéncia Shine Dalgarno prevenindo o inicio da tradugdo e ¢ autoregulado. O alvo
minimo foi de 36 nucleotideos que inclui 5 nucleotideos em hélice com 8 nucleotideos
em giros (loops). A fim de elucidar qual a responsabilidade do loop de nucleotideos na
interacdo do operador na traducdo, os pesquisadores desenvolveram um método rapido

para selecionar somente seqiiéncias as quais ligavam ao alvo numa populagdo

28



Introducdo

seqiiéncias randdmicas, que foi denominada SELEX (systematic evolution of ligands by

exponential enrichment).

1.4.2 Método de selecdo de aptameros pelo SELEX

O processo de selecdo mimetiza a sele¢do natural. Os pesquisadores Ellington e
Szostak (1990) sintetizaram através de sintese quimica em fase solida de fosforamideos
uma larga quantidade de moléculas de DNA com 100 posi¢des randdmicas flanqueadas
com adicdo equimolar da mistura dos quatro nucleotideos. Estas seqliéncias possuiam
também regides definidas nas porgdes 5° e 3" para hibridizagdo dos iniciadores
(primers), as quais continham sitios de enzima de restricdo para posterior clonagem das
seqiiéncias identificadas e o promotor T7 RNA polimerase. Estas seqiiéncias de 155
nucleotideos em 100 pg correspodiam a 10" seqiiéncias diferentes.

Verificaram prontamente que a biblioteca de DNA ndo era transcrita
eficientemente em RNA, o que levou-os a amplificar primeiramente por PCR 20 vezes a
biblioteca inicial resultante da incompleta deprotecdo na sintese. Foi identificada 14
seqiiéncias para comprovar sua randomicidade. Contudo a reagdo de PCR resulta em
redu¢do da complexidade da biblioteca pela inabilidade da Taq polimerase em
amplificar regides ricas em CG especilamente na por¢ao 5'e¢ devido a problemas de
sintese per se. Foi realizado um ensaio de primer extension para avaliar a capacidade da
sintese da fita complementar a simples fita de DNA e comprovou-se que somente 4 a 5
% das simples fita tiveram a integral sintese da fita complementar. Isso resultou numa
redu¢ao do tamanho da biblioteca de 20 a 25 vezes. Além disso, 2/3 das seqiiéncias
amplificadas continham mutag¢des na regido constante rica em CG apds o PCR o que
levou a redugdo da diversidade de seqiiéncias a 10" seqiiéncias. Os alvos utilizados na
selecdo foram diversos corantes que mimetizam cofatores metabdlitos como Cibacron
Blue que se liga ao sitio de ligagdao de diversas dehidrogenases da NAD, Reactive Red
20, Reactive Yellow 86, Reactive Brown 10,Reactive green 19 e Reactive Blue 4. No
primeiro ciclo de selecdo, apenas 1% da biblioteca de RNA foi recuperada contudo no
segundo ciclo, recuperou-se 70% das moléculas de RNA. As seqiiéncias identificadas

apos a selecdo receberam o nome de aptamero, do latim aptus que significa ligar.
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Tuerk e Gold (1990) partiram de uma populagdo randomica de 65536 seqiiéncias
e identificaram uma regido de 8 nucleotideos que interagiam com a T4 DNA polimerase
e duas seqliéncias, uma idéntica presente no bacterofago e a outra variante desta
seqiiéncia em 4 posicdes. A utiliza¢do de oligonucleotideos como ligantes ou inibidores
de proteinas baseia-se na propriedade de reconhecimento especifico de epitopos
protéicos pelas moléculas de RNA ou DNA, semelhante a interagdo RNA-proteina e
DNA-proteina existente na célula. Tais ligagdes ocorrem pela interagdo de cargas entre
o aptamero e o alvo de sele¢do. As ligagdes ocorrem pela formagdo de pontes de
hidrogénio entre os aminoacidos do alvo e a cadeia do aptamero ou ligagdo de van der
Waals entre as cadeias de agucar e grupamentos fosfato (Gold., 1999).

Uma nova contribuicao foi dada em 1990 por Robertson e Joyce quanto a
identificacdo de RNAs com atividade catalitica pela selecdo in vitro sendo denominados
aptazimas (Hesselberth e cols., 2003). Em 1998, Ulrich e cols. selecionaram aptameros
capazes de inibir a atividade do receptor ionotrdpico nicotinico, atuando como
antagonistas. Demonstrou-se que além da alta capacidade de reconhecimento e de
afinidade, o aptdmero pode modular fungdes protéicas de conformagdes do canal do
receptor, isto €, atuar como antagonista ou de proteger o sitio especifico de ligacao,
modulando, portanto o estado conformacional protéico, a atividade do receptor. A
utilizagdo de aptdmeros com tais caracteristicas contribuiram na compreensdo da
cinética de funcionamento de uma diversidade de receptores ionotropicos como de
nicotinicos ¢ de GABAA (Hess e cols., 2000, Krivoshein ¢ Hess, 2004; Cui e cols.,
2004a; Cui e cols., 2004b).

Apds ciclos reiterativos de enriquecimento, associados ao aumento de
estringéncia com emprego inicial da biblioteca combinatoria constituida de 10" a 10"
moléculas de oligonucleotideos de RNA ou DNA, ha selecdo do aptamero com estrutura
adequada e capacidade de intera¢do a molécula alvo. A amplificacdo da biblioteca de
cDNA ¢ realizada através de PCR ¢ obtencao da biblioteca de RNA, por transcri¢do in
vitro utilizando a enzima T7 RNA polimerase. Durante os ciclos de selegdo in vitro de
aptdmeros com alta afinidade, recupera-se o RNA ligado ao receptor no sitio especifico

do alvo. Este ¢ purificado e utilizado como molde nas reagcdes de RT-PCR.
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Para utilizacdo do aptamero como produto intracelular com expressdo no interior
da célula, utiliza-se bibliotecas de RNA nao modificados que resulta na selecdo de
intrameros. Caso o alvo da selecdo seja a extracelular e o aptdmero possa ser um
candidato a droga em potencial, utiliza-se a biblioteca com RNA-resistente a nucleases
que consiste na utilizagdo de ribonucleotideos de pirimidinas modificadas que
aumentam a estabilidade do RNA em meios fisiologicos. Se for necessario identificar
aptameros que serdao acoplados a coluna de cromatografia de afinidade para purificar a
proteina, por exemplo, utiliza-se a biblioteca de aptameros de DNA que pode ser
reutilizado apds lavagens alcalinas (Gold, 1999).

A fim de aumentar a estabilidade das moléculas selecionadas tém se realizado
selecdes utilizando enantiomeros, conhecidos como spiegelmers, que nao sao
reconhecidos pelas nucleases (Klussmann e cols., 1996). Entretanto, a utilizacdo de tais
ribonucleotideos tem encarecido o processo de selec¢do, pois se requer modificacdes nos
4 ribonucleotideos para sintese de aptdmeros. O emprego de ribonucleotideos de
pirimidina modificados no anel da ribose na posi¢cao 2’OH por 2°F ou 2°’NH; resulta em
moléculas com maior estabilidade e menor custo. A meia-vida da molécula de RNA
passa de 8 segundos a 86 horas com modificacdo 2’F e a 174 horas com modificacio
2’NH, (Pagratis e cols., 1997). Contudo as moléculas de RNA selecionadas modificadas
com 2’F tém maior rigidez em sua estrutura e afinidade ao alvo comparado a aptameros
com 2’NH2 (Pagratis e cols., 1997). O intuito ¢ adicionar nucleotideos modificados
tanto no processo de selecdo de DNA ou de RNA que possam ser incorporadas pelas
enzimas Taq polimerase, T7 RNA polimerase e enzimas de transcriptase reversa, que
resultam em aptdmeros mais estaveis a fluidos bioldgicos além de ndo interferirem no
pareamento de Watson-Crick. Todas estas modificagdes sdo necessarias a fim de
sintetizar-se o aptdmero em escala industrial para aplicacdo terapéutica. Outras
modificacdes tém sido introduzidas para aumentar o tempo de meia-vida e de
distribuicdo dos aptameros em sistemas fisiologicos como a adi¢do de um grupamento

lipidico inserido no aptamero para ancoragem em lipossomos (Willis e cols., 1998).
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1.4.3 SELEX e as técnicas de modulacéo génica e protéica

Diversas técnicas sdo utilizadas para modular a expressdo génica como
oligonucleotideos que formam triplices (7riplex-Forming Oligonucleotide, TFO) (Le
Doan e cols., 1987), RNA antisense (Paternson e cols., 1977) e RNA de interferéncia
(interference RNA, RNAI) (Fire cols., 1998). Em receptores purinérgicos, a metodologia
antisense foi empregada nos receptores P2Xs3 e P2X, (Dorn e cols., 2001; Yamamato e
cols., 2000a,b) e RNA de interferéncia no receptor P2X; (Hemmings-Mieszczak e cols.,
2003), mas apenas a combinacdo das duas estratégias resultaram em subregulacdo
(down regulation) efetiva do receptor P2X; (Fig.5).

Para inibir a atividade especifica de receptores heteromultimeros ou
homomultimeros como de receptores purinérgicos do tipo P2X, SELEX possivelmente
¢ o melhor método. Ao contrario de TFO, RNAi ou da técnica antisense, os quais
resultam no knock down génico de uma subunidade, os aptdmeros selecionados por
SELEX contra um determinado receptor composto de trés subunidades atuard somente
no receptor. Aptameros provenientes de SELEX ndo interferirdo na expressdo e
atividade de subunidades, e ndo alterardo a expressdo de outros receptores provenientes
de combinagdes do subtipo alvo com outros subtipos para a formagdo do receptor
heteromultimeros como por exemplo, o aptimero selecionado ao receptor P2X4 nao
afetard na expressdo ou atividade do receptor P2X4/P2X¢ o que ocorre nas outras
técnicas de modulagcdo génica (Fig.5) (Le e cols., 1998). Aptameros com atividade

inibitoria podem ser empregados em knock-down da atividade da proteina.
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Antisense

|¢— Proteina intracelular

2132222322

O aptdmero ndo reconhecera
o receptor P2X/P2X;

4= Dominio extracelular

do receptor P2X,
Aptamero de RNA ou DNA ————

Figura.5. Esquema de atuacdo das moléculas provenientes das técnicas de modulacéo
génica: triplex-forming oligonucleotide (TFO), RNA antisense ¢ RNA de interferéncia
(RNAI) e atividade protéica por SELEX. A utilizacdo das técnicas TFO, antisense e RNA
de interferéncia modulam em nivel transcripcional reduzindo a expressdo de RNA
mensageiro do alvo. A técnica SELEX modula a atividade protéica do alvo no interior da
célula (intramero) ou exterior (aptamero) nao interferindo na atividade e formaca de

heretomultimeros.

1.4.4 Propriedades dos aptameros

Os aptameros sdo pouco imunogénicos. Ao contrario da produ¢do de anticorpos
monoclonais, a produgdo em larga escala do aptamero ¢ menos dispendiosa e sua area
de atuacao ¢ versatil, isto ¢, o aptdmero pode discernir dominios extracelulares ou
intracelulares, alcancar epitopos pequenos e protegidos de virus, os quais nao podem ser
distingiiidos por anticorpos (Gopinath e cols., 2006) como pode ser utilizado em
terapias celulares de DNA através da inser¢do em plasmideos.

Os aptameros identificados da selecio de SELEX possuem afinidade e

especificidade de ligacdo aos seus alvos de forma semelhante ao anticorpo monoclonal
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com constantes de dissociagdo da ordem de nanomolar a picomolar (Jayasena, 1999); de
discernir aminoacidos e oligonucleotideos como ATP e dATP (Sassanfar e Szostak,
1993), inclusive estereoisdmeros € proteinas com conformagdes diferentes resultantes
de variantes de splicing alternativo como de proteina quinase C (PKC) (Conrad e cols.,
1994), estados conformacionais de uma mesma proteina (Hess e cols., 2000),
diferenciar entre vasculatura tumoral e normal (Blank e cols., 2001) ou de diferenciar
células em dois estagios distintos de diferenciacdo no caso de células PC12 (Wang e
cols., 2003). O aptamero selecionado pode ser empregado como ferramenta diagnostica
em técnicas de citometria de fluxo, arranjos (arrays), imunofluoréscencia, testes
fluorescentes e testes em placas de Elisa (Majumder e cols., 2005; Ulrich e cols, 2006).
O aptamero pode ser expressos intracelularmente sendo denominado intrdmero e
interagir em porteinas envolvidas com regulacdo de vias intracelulares de transducdo de
sinal (Famulok e cols., 2001) ou ainda atuar como sensores, aptasensores (Minunni e

cols., 2004).

1.4.5 Utilizagdo como farmacos

Tal a especificidade e afinidade de ligacdo dos aptameros selecionados, este
pode ser utilizado como agente terapéutico contra moléculas de imunoglobulina E (IgE),
interferon gama (YIFN), a-trombina, PTPase (proteina tirosina fosfatase) demonstrando
grande eficdcia em testes em cultura de células e em animais (Lee e cols., 2006). Em
2004 a empresa Pfizer-Eyetech Pharmaceuticals iniciou a comercializacdo do primeiro
aptdmero para o tratamento de coroidal neovascularizagdo (AMD) e melhora da
acuidade visual (Ng e cols., 2006) conhecido como Macugen. O aptamero desenvolvido
reconhece a isoforma especifica VEGF 65 (vascular endothelial growth factor) Outros
aptameros que estdo em fase I selecionados pela companhia Gilead sdo promissores em
terapias de coagulagdo, como o aptdmeros andlogo de heparina (Bock e cols., 1992).
Contudo, ja4 ha aptameros de segunda geracdo com o mesmo efeito do andlogo e que
demandam menor concentragdo para obten¢do do mesmo efeito. O grupo do
pesquisador Sullenger desenvolveu aptameros contra o fator de coagulagdo 1Xa que

conjugados com a cadeia de colesterol aumentam o tempo de vida do aptamero de 5-10
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minutos a 1-1,5 horas (Rusconi cols., 2002) e este aptdmero hé inclusive um antidoto
para inativar o efeito (Rusconi e cols., 2004).

Os intrameros sao utilizados como mecanismos de inativagdo de proteinas
relacionadas ao desenvolvimento, de sinalizagcOes intracelulares ou mesmo com fins
terapéuticos para inibir a replicacdo de viral. Por exemplo, no desenvolvimento a
expressao intracelular de aptadmeros pode ser regulada através do promotor utilizado que
controla sua expressao em quantidade e temporal. O promotor pode ser do tipo indutivel
neste caso. IntrAmeros contra kanamicina e tobramicina foram posicionados na por¢ao
5" ndo transcrita de genes. Na adi¢ao de drogas, inibiu-se a expressdo génica (Werstuck
e Green, 1998).

O intramero permite compreender o papel de proteinas envolvidas em vias
intracelulares de transducdo de sinal. A proteina B52 ¢ expressa em drosofila durante o
desenvolvimento envolvido em processos de splicing génico, entretanto sua importancia
ndo estava definida. O intramero desenvolvido foi expresso na forma pentamérica
durante o desenvolvimento ¢ a inibicdo de B52 resultou na drastica redugdo de
sobrevivéncia. (Shi e cols., 1997). A utilizacdo do intrdmero a proteina rev envolvida
com ciclo de replicagdo do HIV resultou na inibicdo da replicagdo do virus em cultura
de células (Good e cols., 1997). Em c¢lulas humanas de linfocito, houve drastica
atividade anti-viral na presenca dos intrameros (Chaloin e cols., 2002). H4 intrameros
capazes de inibir ligagdes na por¢ao intracelular do dominio humano na beta 2 integrina
linfocito fungdo-antigeno associada-1 (alp2 integrin adhesion molecule, LFA) que
bloqueia a ativacdo de vias intracelulares. Tais aptdmeros foram expressos em
leucdcitos para sistema de desenvolvimento de vacinas (Blind e cols., 1999).

Aptameros podem ser utilizados para investigar vias de transducao de sinal.
Theis e colegas (2004) identificaram intrAmeros que ligam e inibem o trocador
nucleotideo guanina fator citoesina-2, mas ndo seu homologo que funcionalmente ¢ uma
proteina diferente, a citoesina-1. Apds seis horas de transfecgdo em células HeLa ainda
identificou-se aptameros transfectados presentes nas células (Theis e cols., 2004, Lee ¢
cols., 20006).

Para estes estudos, os alvos também podem ser o ligante ou o receptor de

membrana. O aptamero contra o VEGF inibe a interacdo deste com o seu receptor na
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superficie celular (Jellinek e cols., 1994). Aptameros contra o receptor de tirosina
quinase RET foram selecionados apds ciclos de enriquecimento e retirados de ligantes
ndo especificos pela utilizacdo de células que expressavam o receptor mutado;
identificaram-se dois aptameros com representatividade de mais de 50% nas 67
sequéncias identificadas. Através de testes de atividade bioldgica em células normais as
quais ocorria a ativagdo de RET e iniciava a sinalizacdo para a a fosforilagdo de
ERK(extracellular signal regulated kinase), os aptameros identificados nao ativaram tal
sinalizagdo intracelular. Contudo, o aptamero identificado reconhece apenas o receptor a
membrana e ndo RET purificado e ¢ um potencial candidato a ser utilizado em testes
pré-clinicos (Cerchia e cols., 2005).

Aptameros com propriedade de discernir proteinas de uma mesma familia, de
inibir receptores e suas vias de transdugdo se sinal tornam se ferramentas promissoras
no estudo de familias de receptores de neurotransmissdo, as quais nao possuem ligantes
seletivos para compreender o seu exato papel fisiologico, fisiopatologico e no
desenvolvimento. Para compreender se ha algum papel desempenhado dos receptores
purinérgicos e especialmente dos receptores PX, e P2X, durante a diferenciacao
neuronal, a identificacdo de aptameros especificos torna-se interessante, podendo se
interferir com a atividade em dois momentos das diferenciagdo neuronal das células
P19, na passagem das células pluripotentes a progenitoras neurais ¢ durante a maturagao

neuronal das células progenitoras a neurdnios maduros.
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2. Objetivos

Identificacdo dos receptores purinérgicos P2X, e P2X,; nas células neuronais
NH15-CA2 (neuroblastoma murina X glioma de rato) e carcinoma embrionario
murino P19.

Inibicdo da atividade purinéergica durante a fase precoce e tardia da diferenciacéo
neuronal de células P19 utilizando inibidores purinérgicos diponiveis.

Geragdo e identificagdo de aptameros especificos de RNA resistentes a atividade
de nuclease com acéo inibitoria aos receptores P2X; e P2X,.

Estimativa dos efeitos de inibicdo do receptor P2X, por aptameros na

diferenciacao.

38



Material e Métodos




3. Material e métodos

3.1 Material

3.1.1 Linhagens celulares

As seguintes células foram doadas pela Professora Dra H. Chica Schaller, Center for
Molecular Neurobiology, Hamburgo, Alemanha:

= P19 carcinoma embrionario murino (Jones-Villeneuve e cols., 1982)

=  NH15-CA2 (di-hibrido neuroblastoma X glioma) rato e camundongo (Heumann

e cols., 1979).

As células de feocromocitoma de rato PC12 (Greene e Tischler, 1976) foram doadas

pela Professora Dra Irene Yan, Instituto de Ciéncias Biomédicas, USP.

As seguintes células foram doadas pelo Professor Dr. Fernando A. Gonzalez, University
of Puerto Rico, EUA, provenientes do laboratorio do Professor Dr Weisman (University
of Misouri, EUA)
= 1321NI1 selvagens
= 1321N1 transfectadas com o vetor PLSXN (Clontech)
= 1321IN1 transfectadas com o vetor PLSXN (Clontech) com o receptor P2X, de
rato
= ]1321NI1 transfectadas com o vetor PLSXN (Clontech) com o receptor P2X, de
rato
= [321N1 transfectadas com o vetor PLSXN (Clontech) com o receptor P2X; de

rato
3.1.2 Anticorpos e corantes
Anti- B-tubulina- Santa Cruz Biotechnologies

Anti-B-actina- Santa Cruz Biotechnologies

Anticorpo secundario Anti-goat- FITC AbCAM

40



Materiais e métodos

Anticorpo secundario-Anti-rabbit-FITC- AbCAM

Cabra Anti-receptor de B2 de cininas- Santa Cruz Biotechnologies
Coelho Anti receptor P2X4-Alomone

Coelho Anti-receptor P2X; -Chemicon International

DAPI (4'-6-Diamidino-2-fenilindol)-Sigma Aldrich

Fluo 3 AM-Sigma-Aldrich

Ionoforo de célcio -4-Br-A23187 (Sigma-Aldrich)

3.1.3 Fatores de inducio a diferenciacio

All trans acido retindico-Sigma-Aldrich

Dibutiril cAMP- Sigma-Aldrich

Fibroblast Growth Factor-basic (FGF-b) Doado pelo Professor Dr. Hugo A. Armelin,
Instituto de Quimica, USP

Meio definido: insulina; transferina; etalonamina; selenato de sodio; aminoacidos nido

essenciais (Sigma-Aldrich)

3.1.4 Enzimas e reagentes de Biologia Molecular

DNase I-Ambion

dNTPs- Invitrogen ou Fermentas

EcoRI- Invitrogen

Enzima de transcriptase reversa -Moloney murine leukemia virus-reverse transcriptase
(MMLYV) - Fermentas

Enzima de transcriptase reversa-Avian Myeloblastosis Virus (AMV)-Promega ou Sigma
Aldrich

HindIII- Invitrogen

MgCl,- Fermentas

Random hexamers- Invitrogen

RNase inhibitor- Fermentas

Scal- Invitrogen
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T4 ligase-Invitrogen

T4 polinucleotideo quinase-Invitrogen

T7 RNA polimerase-Ambion, Invitrogen ou Sigma-Aldrich
Taq polimerase- Fermentas ou Invitrogen

Transcriptase reversa-Fermentas

3.1.5 Inibidores de atividade de proteases

Aprotinina- Sigma Aldrich

Fenilmetilsulfonil Fluorideo (PMSF)-Sigma Aldrich
Leupeptina-Sigma Aldrich

N-alfa-tosil-L-lisil-clorometil cetona (TLCK)- Sigma Aldrich

3.1.6 Kits e reagentes para extracio de RNA

Dosagem de proteinas (BCA)- Pierce

Maxiscript and Megascript in vitro transcription Kits-Ambion
Miniprep- Promega

pGEM T easy- Promega

Sequenciamento big dye- Applied Biosciences
TRIZOL-Invitrogen

Wizard SV gel and PCR clean-up system-Promega

3.1.7 Meios de cultura e soros

Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) high glucose suplementado com 10 %
soro fetal bovino (SFB), 2 mM de glutamato, 100 U/ml penicilina e 100 mg/ml
estreptomicina tamponado com 10 mM HEPES (acido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-

etanosulfonico), 2.4 mg/ml de bicarbonato de s6dio em pH 7.4 (Invitrogen)

LB agar- LB + 3% agar- Sigma Aldrich
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LB- Luria-Bertani- Em 500 ml de meio: Bacto-triptona 5 g, extrato de levedura 2,5 g,
cloreto de sodio 5 g e 500 ml de 4gua destilada.

Meio definido- meio DMEM tamponado com HEPES em pH 7,4 suplementado com 5
pg/ml de insulina; 30 ug/ml de transferina; 20 pM de etalonamina; 30 nM de selenato

de sodio; 1 % de aminoacidos nao essenciais (Sigma-Aldrich)

SOB- 0,5% de extrato de levedura, 2% de triptona, 10 mM de NaCl, 2,5 mM de KCl, 10
mM de MgSO4

SOC- adig@ao no meio SOB de 20 mM de glicose e 10 mM de MgCl,

Soro de Cavalo-Invitrogen

Soro Fetal Bovino- Cultilab, Campinas

3.1.8 Nucleotideos e oligonucleotideos

2'-fluoro citosina trifosfato- 2°-F’dCTP (Trilink)

2'-fluoro uridina trifosfato-2’-F’ dUTP (Trilink)

Nas reagdes de ligagdo com ATP radiomarcado foram utilizados tanto **P y-ATP ou **P
a-ATP.

Ribonucleotideos- AMBION

Ribonucleotideos radiomarcados->"P a-ATP atividade especifica de 3.000 Ci/nmol (GE
Healthcare) utilizado nas reagdes de transcrigdo in vitro.

Ribonucleotideos radiomarcados->"P y-ATP atividade especifica de 3.000 Ci/nmol (GE

Healthcare) utilizado na reagdo primer labeling 5°.

3.1.9 Plasmideos

pGEM 3Z (Promega)
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pGEM Teasy (Promega)

3.1.10 Drogas, antibioticos e reagentes diversos

Ampicilina (Invitrogen) estoque de 100 mg/ml

Estreptomicina (Sigma-Aldrich) 100 pg/ml de estreptomicina em meio de cultivo
celular

Geneticina (Sigma-Aldrich) estoque de 500 mg/ml

Penicilina (Sigma-Aldrich). 100 U/ml de penicilina em meio de cultivo celular

Piruvato de sodio (Lab Synth) estoque de 200 mM

3.1.11 Solventes

24 Fenol: 23 Cloroférmio: 1 4lcool isoamilico- Invitrogen
Alcool isoamilico- Sigma Aldrich

Cloroférmio- Merck

Etanol absoluto- LabSynth

Isopropanol- Lab Synth

3.1.12 Solucgdes e tampaoes

5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil-3-D-galactopiranosideo (X-gal)- solucdo estoque 20 mg/ml

a -20°C em dimetilformamida

Brometo de etideo-solucao estoque de 1000X- 50 mg de brometo de etideo em 100 ml

de HzO

Isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG)- 400 mg/ml em H,O

RFI-100 mM de KCI, 50 mM MnCl, X 2 H,0, 30 mM de acetado de potassio, 10 mM

de glicerol com pH 5,8 ajustado com acido acético.
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RFII-10 mM de Na-MOPS (4cido 3-N-Morfolino propanesulfonico de so6dio), 75 mM
de KCl, 75 mM de CaCl; x 2 H,0, 15% de glicerol, 10 mM de MgCl, ou MgSO4 em pH
de 6,8 ajustado com NaOH.

TAE- 40 mM Tris-acetato, 2 mM EDTA (EthyleneDiamineTetrAcetic acid).

Tampao de amostra 6X DNA- 20% de glicerol, 1 mg/ml bromofenol blue, 1 mg/ml de

xileno cianol.

Tampao de amostra de Proteina- Fermentas

Tampao fosfato salino (Phosphate Buffered Saline with Calcium and Magnesium, PBS)
3X- 390 mM Na,HPOy4, 390 mM NacCl, 30 mM NaH,PO4 pH=7.4

Tampao fosfato salino- (Phosphate Buffered Saline, PBSA) 137 mM de NaCl, 2,7 mM
de KCl, 4,3 mM de Na,HPO,.7H,0, 1,4 mM KH,PO4 pH=7,3

TBE- 98 mM Tris base, 89 mM acido boérico, 2 mM EDTA.

Tampao de amostra 2X RNA- em formamida, 0,2% azul de bromofenol, 0,2% xileno

cianol- Ambion

Tripsina diluido em solugdo de Hank’s- 5,4 mM KCI, 0,3 mM Na,HPO,4, 0,4 mM
KH,POy4, 4,2 mM NaHCO;3, 0,5 mM MgCl,, 0,6 mM MgSQOy4, 137 mM NaCl, 5,6 mM
D-glicose pH=7,4.

Acrilamida 40%(peso/volume) e 2,5% de bisacrilamida (peso/volume)

Acetato de sodio 3M pH 4,2

TE- 10 mM Tris-Cl pH=8,0, | mM EDTA pH=8,0
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Acetato de sodio 3M pH 5,2

3.2 Métodos

3.2.1 Diferenciacao celular das células murinas P19 em células neuronais

As células P19 foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 2 mM de piruvato de sodio até
atingirem confluéncia de 70 a 80 % em 37°C em 5% de CO,. Em seguida, as células
foram soltas com aplicacdo de tripsina quando foram plaqueadas suspensao em placas
de Petri cobertas com 0,5% de agarose em PBSA na densidade de 500.000 células por
ml de meio definido (meio DMEM suplementado com 2 mM glutamina, 2 mM piruvato
de sodio, 2.4 mg/ml de bicarbonato de sodio, 5 pg/ml de insulina, 30 pg/ml apo-
transferrina humana, 20 uM etanolamina, 30 nM de selenato de sédio, 100 U/ml de
penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina e 10 mM de HEPES, pH 7.4) (Bottenstein e
Sato, 1979; Darmon ¢ cols, 1981) com adi¢do de 1 uM de acido retindico all trans para
a inducdo da formagdo de corpos embridnicos. Apds 48 horas de tratamento, as células
retornaram para a garrafa de cultura celular em meio DMEM 10% soro fetal bovino por
36 horas para adesdo, ¢ apos este periodo, as células foram novamente cultivadas em
meio definido para finalizagdo da diferenciacdo neuronal, tendo o meio celular trocado a
cada dois dias. No dia 8, as células expressam proteinas especificas a neurdénios como
NF200 e B III-tubulina e no dia 10, marcadores gliais como GFAP (proteina fibrilar
acida da glia) (Ulrich e cols., 1996, Niemann & Schaller, 1996). A atividade sinaptica

foi identificada por ensaios de calcium imaging.

3.2.2 Diferenciacio neuronal de células feocromocitomas de rato- PC12

As células PC12 foram cultivadas em DMEM com alta concentragdo de glicose
e 10% de SFB + 5% de soro de cavalo (HS). Na concentra¢do de 2,5 X 10* células/ ml
foram adicionados 45 ng/ml FGF-b + dibutiril cAMP 250 uM para a diferenciagao
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neuronal. O meio com estes agentes de diferenciacdo foram adicionados a cada 2 dias.
A partir do dia 2 pode ser identificados neurdnios funcionais em cultura. Os neurénios
originados possuem marcadores neuronais NF-200 e -3 tubulina. As sinapses
funcionais foram identificadas por patch clamping em whole cell recording

configuration e calcium imaging.

3.2.3 Cultivo das células de astrocitoma humano 1321N1 e da célula neural (di-

hibrido neuroblastoma e glioma)- NH15-CA2

As células foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB, 2
mM de piruvato de sédio no meio de cultura até atingirem confluéncia de 70 a 80%, a
37C e 5% de CO; quando entdo estas células sdo subcultivadas. As células

transfectadas foram mantidas na presenca de geneticina (G418) na concentracao de 500

pg/ml).

3.2.4 Imunofluorescéncia.

As células foram lavadas 3 vezes com PBS e fixadas com paraformaldeido 4%
diluido em PBS por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds esta etapa, as cé€lulas
foram lavadas 3 vezes com PBS e em seguida permeabilizadas com Triton X-100 0,05%
(v/v) diluido em PBS por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as células
foram lavadas 3 vezes com PBS quando foram submetidas a incubagdo com o anticorpo
primario na diluicdo de 1/250 com 2% de leite desnatado por uma hora em temperatura
ambiente. Em seguida, as células foram novamente lavadas com PBS por trés vezes e
incubadas com o anticorpo secundario na dilui¢do de 1/100 com 2% de leite desnatado
por uma hora. As laminas foram lavadas com PBS novamente e adicionou-se DAPI
diluido 1:10.000 para a coloracdo do material gendmico. Os anticorpos utilizados com
os respectivos anticorpos secundarios conjugados com FITC (Fluorescéina
isotiocianato) foram gerados contra B-actina, B-tubulina, receptor B2 de cininas ou os
receptores P2X, e P2X, .Como controles, foram utilizadas marcacdo somente com

anticorpo secundario.
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3.2.5 Reacao de transcricio reversa e reacio de PCR

A reacdo de transcricdo reversa foi realizada seguindo-se o seguinte protocolo: 5
ng de RNA extraido pelo TRizol reagent foi tratado por 20 minutos com DNase I (2U/
ul) com seu respectivo tampdo e em seguida a enzima foi inativada a 72° C por 10
minutos. A esta reagdao foi adicionada 1 pl de 50 ng de random hexamers + 1 ul da
enzima de transcri¢do reversa Moloney Murine Leukemia Virus (20U/ ul) + 1 pl de
RNAse inhibitor (40U/ pul) + 1 ul dNTPs (10 mM de cada uma dos
desoxiribonucleotideos dATP, dCTP, dGTP, dTTP) + 2 ul MgCL, (25 mM) + 2 ul
tampao de Taq polimerase (10 X) num volume final de 20 pl. Esta reagdo foi incubada
por 10 minutos a 20 °C e em seguida por 42 °C por 50 minutos. Para inativa¢do da
enzima, a reacdo foi submetida a 95°C por 5 minutos. Em seguida, foi realizada a reagao
de PCR: 5 pul dareagdo de RT + 1 pl de dNTP (10 mM) + 1 pl do primer F (10 pmol/ pl)
+ 1 ul do primer R (10 pmol/ul) + 5 ul do tampao taq polimerase (10X) + 3 pl de MgCl,
(50 mM) + 0,5 pl de Taq polimerase (5U/ul) + H;O num volume final de 50 pl. Os
transcritos identificados foram: reversion-inducing-cysteine-rich protein with kazal
motifs (RECK), os receptores P2X,, P2X4, P2X7, P2Y>,, P2Ys, € o receptor muscarinico
de acetilcolina M1 e B-actina ou GADHP gliceraldeido 3 fosfato desidrogenase
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) normalizador e controle interno da reagao

(house keeping gene).
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Tabela 2: Lista de primers e condi¢io para reaciio de PCR para analise de expressio génica

PRIMER E TAMANHO CICLAGEM PARA PRIMER SENSO | PRIMER ANTISENSO
TAMANHO AMPLIFICACAO
94°C 30”
RECK 529 PB 55°C 30" 5"CCA ATG AGA | 5 TCT CCC ACA GCT
72°C 45> AAC CCA ACT TCA TGT CA 3
35X GA 3
B-ACTINA 535 PB DE ACORDO COM O 5'AGG AAG 5" CGA GGC CCA
PCR AGG ATG CGG | GAG CAA GAG AG 3
CAG TGG 3’
95 °C 45”
B2 DE 627 PB 56 °C 45” 5"ATC CTC ACT 5" GGT CCT GAA
CININAS 72 °C 105” CCT CTT TGT C- | CAC CAA CAT GG-3'
(BK2R) 35X s 3
94°C 30"
VAMP-2 323 PB 53°C 30" 5’ CTA CCG CTG 5" GAT GAT GAT
72°C 30> CCA CCGTC 3’ GAG GAT GAT GG 3’
35X
94°C 1’
P2X,R TODO 1450 PB 60°C 1” 5’ CAC CAT GGT 5" TCA AAG TTG
72°C 17 CCG GCG CTT GGC CAA ACC TTT
35X GGC CCG GGG C GGG GTC CG 3’
3
94°C 30”
P2X; R 765 PB 57°C 30”
72°C 30> 5" — CAA GAA 5’ — CAA CTC GAG
35X TTC ATC GTG TCG AGT GGT GGT
CAG AAA AGC AGT GCC GTT -3’
TAC CAG -3’
94°C 1’
P2X;R 600PB 60°C 1’ 5> TAC GAC ACG | 5° TGC ACG ATT TGA
72°C 17 CCG CGC ATC 3’ GGT AGG ACG 3’
35X
94°C 30”
P2X,; R 777 PB 53°C 30 5'- CAT GAA 5'- CAT CTC GAG
72°C 30 TTC GGC ACC TGT CCG CTT TTC
35X ATC AAGTGG | CAT GCC ATT TTC-3’
ATC TTG CAC -
37
94°C 30”
P2Y;R 217pb 57°C 30> 5 ACC CGC ACC | 5° GCT TGG CAT CTC
72°C 30 CTC TACTAC T GGG CAA A3
35X 3’
94°C 30”
P2YsR 231 pb 50°C 30” 5 GTT TAC TCA 5> GGC ATA GAA
72°C 30> GTG GTG CTG 3’ GAG GAA GCG 3’
35X
94°C 30”
M1 AchR 441 PB 62°C 20” 5'-CAG TCC CAA 5GAG AAC GAA
73°C 30” CAT CAC CGT GGA AAC CAA CCA
35X CTT-3' C-3'
94°C 1’
GAPDH 451PB 60°C 1’ 5~ ACC ACA 5’ —TCC ACC ACC
72°C 1’ GTC CAT GCC CTG TTG CTGTA -3’
35X ATC AC -3’
94°C 1’
NR1 1033 PB 55°C 1” 5" — ACG GAA 5~ GGC ATC CTT
72°C 17 TGA TGG GCG | GTG TCG CTT GTA G
35X AGC -3’ -3
94°C 1
NR2D 465 PB 53°C 1° 5’ — CGA TGG 5" -~ CTG GCA AGA
72°C 1’ CGT CTG GAA AAG ATG ACC GC -
35X TGG -3 3
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3.2.6 Calcium imaging utilizando microscopia confocal para avaliar a A[Ca®"];

apos aplicacio de neuropeptideos e neurotransmissores nas células P19, PC12 e

NH15-CA2 e 1321N1-PLSXN, PLSXN P2X; e PLSXN P2X,

Para estes experimentos foi utilizado o fluoréforo sensivel calcio, Fluo 3 AM

que aumenta a fluorescéncia na emissdo de 520 nm quando ligado ao célcio
(Grynkiewicz e cols, 1985). Nas células cultivadas em placas de 35 mm foram
adicionados meio DMEM 10% SFB, 0,5% de DMSO (Invitrogen), 0,1 % de acido
pluordnico (para facilitar a entrada do fluoréforo) e 8 uM de fluo-3 AM (Sigma ou
Molecular Probes). As esterases intracelulares clivam a molécula de Fluo3-AM em Fluo
3 0 qual impede a saida da molécula da célula. Apos incubagdo de 30 minutos a 37°C,
as cé€lulas foram lavadas e mantidas em pH 7,4 de meio DMEM 10% SFB ou de meio
definido. Os experimentos foram realizados no Departamento de Biofisica no Instituto
de Ciéncias Biomédicas I-USP utilizando o microscopio confocal da Zeiss LSM 510
nos comprimentos de onda de Fluo 3 AM de 488 nanometros de absorcdo e de long pass
510-540 nandometros de emissdo, na temperatura de 18°C. Entre as medidas, houve um
intervalo de 15 minutos, as células foram lavadas duas vezes com meio de cultura
celular. A (A [Ca®"];) foi determinada pela seguinte formula:
[Ca®"]= K4 do fluoréforo (F-Fmim)/(Fmax-F) (Siddle, K e Hutton, J.C., 1990), onde K4
¢ a constante de dissociacdo do fluoréforo do calcio; que no caso de Fluo 3AM ¢ de 450
nM; F ¢ a fluorescéncia obtida durante o experimento, Fmin ¢ a fluorescéncia minima
obtida apods adi¢do de 10 mM de EGTA (acido tetracético etileno glicol- ethylene glycol
tetraacetic acid), pH 8,0 e Fmax e a fluorescéncia maxima obtida apds aplicagdo de 5
uM de ionoforo (4-Br-A23187).
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3.2.7 Ensaios de diferenciacdo neuronal na presenca de ligantes purinérgicos

3.2.7.1 Ensaios de determinacdo de progenitores P19 neuronais na presenca de

ligantes purinérgicos

As células na concentracdo de 500.000 células/ml foram ressuspendidas em
meio definido com adi¢do de 1 uM de acido retindico all trans em placas de Petri
tratadas com 0,5% de agarose-PBS. Adicionaram-se também os aptdmeros selecionados
ou ligantes purinérgicos como brilliant blue, PPADS, suramina, aff metileno ATP ou
reactive blue-2 na concentracdo de 1 a 100 uM. As células foram mantidas nestas
condi¢des por dois dias em cultura em 5% CO,, 37°C e com umidade controlada. Os
corpos embrionicos formados foram fotografados em posi¢des randdmicas no
microscopio Zeiss Axiovert 200 em aumento de objetiva de 20 X com camera digital
Sony-Zeiss. O didmetro dos corpos embrionicos foi medido seguindo os critérios de:
que os corpos embrionicos deveriam estar refringentes e compactos, o0 maior didmetro
foi escolhido no caso de formato irregular. Corpos embrionicos que ndo tivessem 50%
da imagem no campo foram descartados da contagem.

O tratamento de dois dias foi mantido para evitar manipula¢des desnecessarias
que alterassem a formacao dos corpos embridnicos formados e levando-se em conta os
estudos de renovacdo (turn=over) protéico de receptores nicotinicos sdo de 48 horas
(Listerud e cols., 1991; Brussaard, 1997) e foram extrapolados aos receptores

purinérgicos.

3.2.7.2 Ensaios de diferenciacio neuronal de células P19 com ligantes de receptores
purinérgicos- da passagem de progenitores neurais P19 (dia 3) a neurdnios P19

(dia 8 e9)

O tratamento a fim de identificar a participagdo de receptores purinérgicos ao
longo da diferenciacao neuronal foi iniciado no dia 3, ap6s indugdo a diferenciagdo com
as células em suspensao na presenga de meio definido acrescido de all trans acido

retindico 1 pM. Paterno e cols. (1997) e Pyle e cols. (2001) demonstraram a expressao
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de neurofilamentos de cadeia leve e médio apods a inducdo da diferenciacdo nas células
P19; ja no dia 3 nas células progenitoras P19 neurais. Neste tratamento com inibidores
purinérgicos foi adicionado 1 uM de of metileno ATP, PPADS, reactive blue-2 ou
suramina os quais foram adicionados a cada dois dias com a troca do meio definido até
o dia 8 ou 9. Duas horas antes do experimento em microscopia confocal a fim de avaliar
a funcionalidade de receptores de NMDA, muscarinicos de acetilcolina ¢ de ATP, o

meio foi trocado sem nova adi¢ao dos inibidores.

3.2.8 Medicoes de correntes de whole-cell induzidas por ATP em células 1321N1
PLSXN-P2X;R, PLSXN P2X, e PC12

As medicoes foram realizadas em células 1321N1 transfectadas com os
receptores purinérgicos de rato P2X, ou P2X; ou nas células PC12 as quais expressam
receptores P2X, e P2X, selvagem. As medidas de corrente em whole cell (Hamill e cols,
1981) foram realizadas a 22°C, -60 mV em pH 7,4. A solugdo na pipeta captadora do
sinal era composta de 140 mM de KCl, 10 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 1| mM EGTA e 25
mM de HEPES em pH 7,4. A solucdo do banho extracelular era composta de 145 mM
NaCl, 5,3 mM KCI, 1,8 mM CaCl,, 1,2 mM MgCl,, 10 mM glicose em pH 7,4. As
solugdes foram trocadas de acordo com Udgaonkar e Hess (1987); Hess e cols (1987) e
Krishtal e Pidoplichko (1980) utilizando-se o tubo em U. A resisténcia do eletrodo de
captacdo do sinal preenchido pelo tampao intracelular descrito acima foi de 3-5 MQ e a
resisténcia em série era de 5-6 MQ). Para as medidas de receptores purinérgicos, as
células foram mantidas a uma voltagem transmembranica de corrente de —60 mV
durante todo o experimento. ATP + aptamero foi aplicado por 2 segundos ¢ houve 5
minutos de intervalo entre as medidas a fim de permitir o re-estabelecimento do
receptor ao estado nativo do seu estado dessensitivado. As correntes de whole cell foram
amplificadas utilizando-se o Axopatch 200B (Axon instruments) software Axon
PCLAMP software. O sinal do filtro foi digitalizado usando Digidata 1320 (Axon
instruments) controlado pelo software Axon. As freqiiéncias tipicas de digitalizacao
foram de 1-5 kHz para experimentos de cell flow. A analise foi realizada no programa

MicroCal Origin.
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3.2.9 Protocolo de extracao de membrana celular

O extrato de membrana celular das células de astrocitoma 1321N1 PLSXN,
PLSXN-P2X,R ou PLSXN-P2X4R foi preparado a partir de 9 garrafas de 225 cm’
confluentes de células selecionadas com o marcador de selecdo G418 (marcador de
resisténcia do plasmideo PLSXN). As células foram lavadas com PBSA, ressuspendidas
em PBS-2 mM EDTA e centrifugadas a 300 g por 5 minutos, quando foram lavadas
com o tampao sacarose (250 mM de sacarose, 20 mM de HEPES, 1 mM de EDTA) e
novamente centrifugadas a 300 g. Em um tubo conico de 15 ml, as células foram
ressuspendidas em 1 ml de tampao sacarose o qual ¢ composto de 250 mM de sacarose,
20 mM de HEPES, 1 mM de EDTA, 2,8 ug/ml de aprotinina, 1 mM de
fenilmetilsulfonil fluorido (PMSF), 1 mM de N-alfa-tosil-L-lisil-clorometil cetona
(TLCK) e leupeptina na concentragdo de 100 uM onde foram mantidas no gelo até o
inicio do processo de sonicagdo. O material foi sonicado 3 x 10 pulsos de 30% com
intervalos de 1 minuto entre os ciclos. Os ciclos continuaram até se obter no maximo
5% de células integras no processo. O material foi centrifugado a 600g por 10 minutos a
4° C e se recuperou o sobrenadante. O pellet foi novamente lavado, sofreu os ciclos de
sonica¢do e foi centrifugado a 600 g 10 minutos a 4° C. Os sobrenadantes recuperados
apods o processo de sonicagdo e centrifugagao foram unidos e novamente centrifugados a
10.000 g por 15 minutos, onde se recuperou o sobrenadante. E este foi submetido a uma
ultra centrifugagdo de 100.000 g por 1 hora. Apds este passo, lavou-se o pellet que foi
ressuspendido no tampao B (20 mM de HEPES, ImM de EDTA, 0,0058 g de NaCl/ ml
e 0,005g de MgSO4/ ml). O processo de ultra-centrifugacdo foi realizado mais duas
vezes e o pellet recuperado foi ressuspendido em 1 ml de PBS estéril e aliquotado em
fragdes de 50 pl, sendo estocado a —20° C. A concentragdo de proteina foi dosada pelo

método BCA para experimentos posteriores (Smith e cols., 1985).

3.2.10 Ensaios de ligacdo radioligante-receptor

Os ensaios de ligacdo utilizando ATP marcado com **P na posi¢do o ou y como

radioligante foram modificados dos protocolos de Michel e cols., 1996 a fim de
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melhorar a especificidade de ligagdo aos receptores purinérgicos P2X,, P2X4 ou P2X;
expressos nas células 132IN1 —PLSXN. As células na concentragio de 1 X 10°
plaquedas em placas aderentes de 24 pogos foram incubadas em PBS pH 7,4 por 40
minutos com ATP radiomarcado (100.000 cpm, 65 pM) na presenga ou auséncia de
concentragdes crescentes de suramina ou off metileno ATP a fim de determinar se estes
ligam-se ao mesmo sitio de ligacdo a **P ATP. A porcentagem de ligacio ndo especifica
foi determinada na presenga de 100 uM ATP nao radioligado.

Ap0s a incubacio, as células foram lavadas com 2 volumes de PBS (do volume
inicial de 200 pl) e solubilizadas na presenga de 1% SDS (dodecil sulfato de sdédio) e
100 mM citrato de sédio por 30 minutos, o extrato foi agitado com liquido de cintilagao
de 9 a 12 horas e quantificado em contador de cintilagao.

Para determinagdo da quantidade de sitios de ligacdo do receptor P2X4, foram
utilizadas diversas concentragdes de *’P-ATP como ligante ¢ como competidor, a
concentragdo de 100 uM de afy metileno ATP. A reagdo foi incubada com 20 pg de
proteina por 40 minutos a temperatura ambiente e separadas por filtragdo sobre filtros

de fibra de vidro (GFF, Whatman).
3.2.11 Protocolo de SELEX
3.2.11.1 Preparacio da biblioteca

A biblioteca de DNA foi sintetizada e purificada em gel pela Biosources
International, CA, EUA para iniciarmos a sele¢do de aptdmeros aos receptores P2X,4 ou
P2X,. A biblioteca contém 10'* moléculas diferentes com duas regides constantes de 22
e 40 bases as quais contém sitios de restricdo EcoRI e HindIII, que flanqueiam a regido
randomica de 40 bases. As seqiiéncias de enzima de restricdo sdo utilizadas na
clonagem dos aptdmeros no vetor pGEM 3Z (Promega). (Shi e cols., 1997, Ulrich e
cols., 1998, 2002, 2004).
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Biblioteca: 5> ACC GAG TCC AGA AGC TTG TAG TAC TNN NNN NNN NNN NNN NNN
EcoRI Scal
NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNN NNG CCT AGA TGG CAG TTG AAT TCT CCC TAT
HindIII
AGT GAG TCG TAT TAC 3’ onde N é igual a qualquer base nucleotidica. Os tracos indicam as
seqiiéncias de restricio EcoRI, Sca I e HindIII respectivamente.

(40 pb, T7 univ) 5> GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG AGA ATT CAACTGCCATCTA3Y
Promotor da T7 RNA polimerase
(22 pb, rev univ) 5 ACC GAG TCC AGA AGC TTGTAGT 3’
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A biblioteca de DNA simples fita é adquirida e foi sintetizada a fita complementar para em seguida
realizacio da transcricio in vitro (biblioteca de RNA resistente a nucleases) que é apresentada ao
alvo, o receptor na membrana. Retira-se as ligacdes inespecificas através de lavagens e em seguida o
complexo-extrato protéico-moléculas de RNA ¢ incubada com solug¢io de 1 mM do ligante do
receptor. Recuperam-se moléculas de RNA especificas ao receptor. Este é precipitado e recuperado
para ser utilizado como molde na reacio de RT-PCR para inicio de novo ciclo de enriquecimento
ligantes P2X. Abreviacdes: L= ligante, cDNA=DNA complementar, RT-PCR=reacio de transcricio

reversa sucedida de PCR.
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3.2.11.2 Primer extension

A fim de se averiguar a integridade e o tamanho da sintese da biblioteca simples-
fita, foi realizada a reacdo de sintese da fita de DNA complementar com o iniciador
(primer) marcado radioativamente na por¢do 5" com [**P]y ATP ¢ em seguida realizou-
se a reacdo de sintese da fita complementar da biblioteca (Ruano e cols., 1993). As
reacdes estdo descritas a seguir.

Para a marcagdo da regido 5” do primer complementar, a reac¢do foi de: 10 pmol
primer P40, 10U T4 quinase, 50 pCi [*°P] y ATP [atividade de 8000 Ci/mmol], 1 X
tampdo marcacdo a frente (forward labeling). A reacdo foi incubada a 37°C por duas
horas e purificada em coluna S-10 spin (Sigma-Aldrich) com corte (cutoff) de 26
nucleotideos e submetida a eletroforese vertical em gel de poliacrilamida PAGE 16%
denaturante. Confirmada a marcagao positiva do primer apds analise da imagem gerada
pelo imageamento de fosforo (phosphor imaging), iniciou-se a extensdo do iniciador
(primer extension).

A sintese da segunda fita foi realizada na reagdo de: 60 pmol da biblioteca
simples fita, 9 pmol do primer P40 5’ proveniente da reagdo anterior, 1X tampao Taq
DNA polimerase, 3 mM MgCl,, 0,6 mM de cada dNTP, 2,5 U de Tag DNA polimerase
e H,O Milli-Q para completar 25 pl de volume final. A reacdo foi submetida nos
seguintes ciclos no termociclador: 94°C por 1 minuto, 50°C por 5 minutos e 72°C por
60 minutos. Parte do produto da reacdo foi aplicada em gel de eletroforese vertical em
gel de poliacrilamida nativo 8%. O gel foi analisado pela imagem de autoradiografia
pelo aparelho phosphor imaging. O objetivo deste passo foi de verificar se houve sintese
da segunda fita completa e ndo de fragmentos menores e se havia necessidade da
purificacdo da biblioteca dupla-fita para obten¢do do tamanho esperado de 108 pares de

base.
3.2.11.3 Amplificacio da biblioteca e reagao de Error Prone PCR

Para se manter a diversidade biblioteca, esta foi amplificada utilizando-se o

error prone PCR (Zhao e cols., 1998). Para a realizagdao de 32 reagdes simultaneamente
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foram adicionadas um total de 360 pmol da biblioteca simples-fita, 330 uM de dGTP,
330 uM de dATP, 830 uM de dCTP, 830 uM de dTTP, 1 X tampao Taq DNA
polimerase, 0,5 mM de MnCl,, 7 mM de MgCl,, 4500 pmol de primer P40 e 145 U Taq
DNA polimerase.

As condi¢cdes para a amplificagdo da biblioteca, como temperatura de
anelamento dos primers e o nimero de ciclagens, foram padronizadas. As condigdes
empregadas foram 1 ciclo de 94°C por 2 minutos, 49°C por 5 minutos, 72°C por 30
minutos ¢ em seguida adicdo de 150 pmol do primer P22 em cada reacdo com mais 8
ciclos de 94°C por 1 minuto, 49°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto. Uma pequena
porcdo foi analisada em gel de poliacrilamida nativo 8% corado com 0,5 pg/ml de
brometo de etideo e clonada utilizando o kit pPGEM T easy Vector (Promega) para ser

seqiienciada a fim de verificar a randomicidade da biblioteca utilizada.

3.2.11.4 Analise da randomicidade da biblioteca de SELEX

Foi analisada a distribuicdo entre as seqii€éncias identificadas apds a clonagem
de: AA, AC, AG, AT os quais devem ter distribui¢ao préoxima de 25%, a biblioteca deve
ser novamente sintetizada com freqiiéncia maior de 30% de um dos motifs (seqiiéncia

consenso ou consensus) (Ulrich e cols., 2004).

3.2.11.5 Precipitacgio de error-prone PCR

A biblioteca dupla fita foi precipitada de acordo com o seguinte protocolo: a 1
volume da reacdo de PCR foi acrescido por 1 volume da solugdo fenol 24: cloroférmio
23: 4lcool isoamilico 1 (pH 8 para precipitacio de DNA e pH 5,2 para RNA). Os tubos
contendo o produto de precipitagao foram agitados no vortex e colocados na centrifuga
a 16.000 g por 3 minutos; o sobrenadante foi recolhido e colocado em novo tubo onde
se adicionou 1 volume de cloroféormio o qual foi novamente agitado no voértex e
submetido a centrifugagdo nas mesmas condi¢des anteriores. Ao sobrenadante
recuperado foi adicionado 1 pl de acrilamida linear (3% acrilamida polimerizado na

ausencia de bis-acrilamida), 10% NaOAc 3M, pH 4,8 com etanol absoluto numa
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concentragdo final de 80% final. O tubo foi mantido na temperatura de -20° C por 1
hora. E em seguida, este submetida a centrifugacdo a 16.000 g por trinta minutos na
temperatura de 4° C. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1 ml de etanol 80%.
O material foi novamente submetido a centrifugagéo por 15 minuto a 16.000g ¢ a 4° C.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado (pellet) foi seco em temperatura ambiente
ou no aparelho Speed vac (Eppendorf) em temperatura ambiente de 5 a 10 minutos a
vacuo. Em seguida, o material foi ressuspendido em agua estéril autoclavada ou em TE
(tampaoTris-EDTA pH 8,0) e quantificado nas seguintes densidades opticas: a 230 nm
para verificar se houve contaminagdo com fenol, a 260 nm para aferir o DNA ou RNA e

a 280 nm para a aferir proteina.

3.2.11.6 Transcric¢io in vitro

Na primeira rea¢do de transcricdo in vitro utilizou-s utilizar 3 nmols da
biblioteca dupla-fita de cDNA apds precipitacdo com etanol nas seguintes condigdes:
1X tampao T7 RNA polimerase, 0,2 mM ATP, 0,2 mM GTP, 0,6 mM 2'-F-dUTP, 0,6
mM 2'-F-dCTP, 50 uCi (**P) a-ATP, 900 U T7 RNA polimerase. A reagio foi incubada
a 37°C por 12 horas. O volume total de 20 ul de reagdo de transcri¢do foi tratada 2U
RNase-free DNase por 15- 20 minutos a 37°C. A reacdo foi submetida em gel de
poliacrilamida 8% denaturante em gel pré-aquecido 250V a 60°C e a amostra foi
aquecida a 65 °C 10 minutos em tampao de corrida de formamida 2X, submetido a
eletroforese ¢ em seguida analisado no phosphor image. Caso se tenha obtido a
biblioteca transcrita, toda a reagdo foi tratada nas mesmas condigdes e precipitada como

descrito anteriormente ou purificada por gel filtracao utilizando a coluna Spin column

30 (Sigma-Aldrich).
3.2.11.7 Selegdo in vitro

A biblioteca foi aquecida a 65 °C 10 minutos na presenca de 1 ul de MgCl, (10

mM) em tampao PBS e mantida em temperatura ambiente por 20-30 minutos a fim de
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propiciar que as moléculas adquiram conformagdo secundaria estavel. Em seguida, a
esta solu¢do foi adicionado o extrato de membrana contendo os receptores P2X, ou
P2X4 por 40 minutos. Em recipiente separado, membranas de nitrocelulose foram
mantidas em solucdo de PBS. Apos a incubagdo, o filtro de nitrocelulose foi colocado
no sistema de filtracdo a vadcuo minifold (Schleicher & Schuell) onde foi adicionado o
complexo RNA-proteina alvo. O complexo foi lavado duas vezes com PBS a fim de se
retirar ligacdes inespecificas de RNA. Em seguida o filtro contendo o complexo RNA-
proteina alvo foi colocado em solucdo contendo 0,3 pg/ml de RNA transportador de
levedura (carreador) com os competidores afy metileno ATP (1 mM) nas selegdes que
envolviam o receptor P2X4 ou suramina (1 mM) no caso do P2X,. O recipiente foi
agitado por 20 minutos em temperatura ambiente e a solugdo foi precipitada e purificada
a fim de se recuperar moléculas de RNA deslocados dos seus sitios de ligagdo no

receptor para a sintese de cDNA para o proximo ciclo de selegao.

3.2.11.8 Transcri¢ao reversa do RNA recuperado seguido de amplificacido por PCR
(RT-PCR)

O RNA precipitado foi utilizado para transcri¢do reversa. Foi adicionado 100
pmol de primer reverso, 5 pul de RNA precipitado (de 10 pl) e 1X tampao da enzima de
transcri¢io reversa AMV e a reagdo foi incubada a 70°C por 10 minutos e se seguida foi
adicionado 200 uM de cada ANTP e 50 U AMYV em 50 pl. A reagdo de sintese do cDNA
(DNA complementar) foi de 25°C por 10 minutos, 46°C por 50 minutos. A reagio foi
tratada com 10 U de RNAse H por 15 minutos a 37 °C para remogio do molde de RNA.

Para a reagdo de PCR, 25 pul do produto de RT foram adicionados em 1,5 pul do
primer P40 (100 pmol/ul), 5 U de enzima Taq Polimerase, 1X tampdo Taq DNA
polimerase, 6 pl de MgCl, (50 mM) em 100 pl de volume final. A reagdo foi submetida
as seguintes ciclagens no termociclador: 94°C por 5 minutos e 10 ciclos de 94°C por 1
minuto, 49°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto. Uma aligiiota do produto de PCR foi
submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida nativo 8% a fim de verificar a
amplificacdo do DNA dupla fita no tamanho de 108 pares de base. Em seguida, o

restante do material proveniente da reacdo de transcricdo reversa foi amplificado por
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PCR para ser em seguida precipitado e o material ser submetido a transcrito in vitro
para inicio de novo ciclo de sele¢do (Fig.6). Vinte a vinte cinco % das reagdes foram

armazenadas para ensaios funcionais.

3.2.11.9 Estringéncia durante os ciclos de selecoes de SELEX

A estringéncia de sele¢ao foi modificada conforme a progressao das selecdes.
Iniciou-se com 1 molécula de receptor para uma molécula do aptamero. A concentragdo
do receptor foi identificada por ensaios de saturagdo, na qual foi possivel determinar que
haviam 120 pmol/mg de proteina total de sitios de ligacdo de ATP e cada receptor
possui 3 sitios de ligagdo. E nos ciclos seguintes, a estringéncia aumentou na propor¢ao
de 1:10, 1:100 e 1:1000.

Inicialmente, utilizou-se 3 nmols da biblioteca de RNA estavel que foi incubada
com extrato de membrana celular contendo o receptor P2X, ou P2X4 na proporg¢ao 1:1
para nio se perder a diversidade de seqiiéncias unicas nos primeiros ciclos. Apos o
terceiro ciclo, a propor¢ao de RNA e a concentragdo da proteina do receptor foram
alteradas a fim de aumentar a competi¢do de ligagdo e selecionar moléculas de RNA

com maior afinidade ao alvo.

3.2.12 Clonagem antes para determinar o grau de randomicidade e posteriormente

para identificacdo de aptimeros selecionados

3.2.12.1 Preparacio de bactérias competentes para clonagem dos insertos:

A cepa bacteriana de E. coli DH 5a foi espalhada em placas LB-agar (1%
triptona, 0,5% de extrato de levedura, 1% de NaCl) contendo 10 mM de MgCl, ou
MgSO,. A placa foi incubada a 37°C por 12 horas. Uma colénia foi inoculada em 2 ml
de meio liquido SOB pré-aquecido onde foi incubado a 37°C em suspensio sob
agitacdo por duas horas até atingir a densidade 6ptica a 600 nm de 0,5. Em seguida, o
pré-inoculo foi transferido em 50 ml de meio SOB sob agitagdo a 37°C até a D.O.de

600 nm de 0,6. A cultura foi transferida num banho de gelo por 15 minutos com adig¢ao
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de 0,5 ml de I mM de MgCl,. Em seguida, submetida a centrifugagcdo por 15 minutos a
4.000 g a 4°C. O sobrenadante foi descartado e a cultura bacteriana foi ressuspensa em
10 ml de solugao RFI (100 mM de KCI, 50 mM MnCl, X 2 H,O, 30 mM de acetado de
potassio, 10 mM de glicerol com pH 5,8 ajustado com &cido acético). A cultura foi
mantida nesta solugdo 15 minutos e submetida novamente a centrifugagdo a 2.000 g por
15 minutos a 4°C, por duas vezes: A cultura foi centrifugada por 15 minutos, 2.000 g a
4°C. O sobrenadante foi descartado e a cultura foi ressuspensa em 2 ml da solu¢do RFII
(10 mM de Na-MOPS (acido 3-N-Morfolino propanesulfonico de s6dio), 75 mM de
KCl, 75 mM de CaCl; x 2 H,O, 15% de glicerol, 10 mM de MgCl, ou MgSO4 em pH de

6,8 ajustado com NaOH ) e armazenada no freezer -80°C até sua utilizagio.
3.2.12.2 Clonagem da biblioteca combinatdria

Foi observado que apds 9 ciclos de enriquecimento reiterativo que houve
significante inibicdo sendo este o ultimo ciclo de SELEX para obtencdo de ligantes ao
receptor P2X, e o ciclo 11 a P2X,.

Para a identificacao dos aptameros selecionados, o produto da rea¢ao de PCR foi
submetido a eletroforese em gel de agarose-TAE 2%. A banda com massa molecular de
aproximadamente 100 pares de base foi recuperada do gel e purificada utilizando o kit
de purificagdo de banda em gel (Promega). O produto recuperado foi ressuspenso em
agua estéril autoclavada e submetido a uma reag¢do de liga¢do utilizando-se o Kit p-
GEM- T easy Vector seguindo-se as orientagdes do fabricante quanto as concentragdes
do produto de purificagdo e plasmideo a serem utilizados. A reacdo de ligacdo foi
mantida a 4°C, 12 horas e utilizada na reacdo de transformacdo em bactérias
competentes. Cinquenta pl de bactérias receberam 5 pl da reagdo de ligacdo. A mistura
foi incubada por 30 minutos no gelo e em seguida o tubo contendo as bactérias foi
colocado a 42°C por 1 minuto. O tubo foi novamente colocado no gelo por 3 minutos e
em seguida, apos adi¢do de 950 ul de LB aquecido, foi transferido ao agitador (shaker)
sob agitagio constante por 1 hora a 37°C. As bactérias foram plaqueadas em placas LB-
agar contendo o marcador de selecdo contido no plasmideo (com 100 pg/ml de

ampicilina) e os agentes para o teste colorimétrico com a enzima [-galactosidase para
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averiguar a entrada do inserto no plasmideo 20 mg/ml de X-gal (5-bromo 4-cloro 3-
indolil  B-D-galactopiranosideo) e 20 mg/ml de IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactopiranosideo). A placa foi incubada a 37°C por 12 horas. As coldnias brancas
obtidas foram crescidas em meio LB liquido com 50-100 mg/ml de ampicilina sob
agitacdo por 12 horas e submetidas a extragdo do DNA plasmidial utilizando-se o kit de
mini prep (Promega). Posteriormente 2 pul do DNA plasmidial foram submetidos a
reagdo com enzima de restricdo Scal (10U/ ul) a fim de averiguar a presenca do
aptamero no interior do plasmideo. O Vetor pGEM contém um sitio Scal na posi¢ao
1875 pares de base e o aptdmero na sua por¢ao constante (cDNA) 18 pares de base. A
presenga de aptdmeros no vetor foi confirmada apos a digestdo com o aparecimento de
duas bandas de tamanhos 1965 e 1143 pares de base na eletroforese em gel de agarose

TBE 1,5%.

3.2.12.3 Sequenciamento

Utilizou-se 100 a 400 ng de plasmideo obtido pela mini prep em 10 pmol de
primer M13 senso (5° GGT TTT CCC AGT CAC GAC 3") ou anti-senso (5'GAG CGG
ATA ACA ATT TCA CAC AGG 37), 2 ul de Big Dye, 4 ul do tampao Save Money
composta de 200 mM de Tris-HCI, 5 mM de MgCl, pH 9,0. As condi¢des de ciclagem
no termociclador foram de 35 X: 94°C 30 segundos, 50°C 30 segundos ¢ 60°C 3
minutos. A reacdo foi precipitada adicionando 1 pl de glicogénio (1g/1), 1 ul de NaOAC
3M pH 4,6 e 25 pl de etanol absoluto e incubada por 15 minutos em gelo. A solugdo foi
submetida a centrifugagdo a 14.000g por trinta minutos 4°C. O sobrenandante foi
descartado e adicionou-se 50 pl de etanol 75% e a mistura foi novamente submetida a
centrifugagdo por 15 minutos a 14.000g a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o tubo
contendo o pellet foi mantida a temperatura ambiente protegido da luz. A reacdo foi
ressuspensa em formamida, fornecido pelo fabricante, e aplicado no sequenciador ABI
localizado no Instituto de Quimica, USP. As seqiiéncias obtidas, antes previamente
randomicas mostraram-se similares e foram alinhados a fim de detectar regides

conservadas.
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3.2.13 Determinacio da ligacdo especifica e atividade inibitoria das

bibliotecas de RNA selecionados aos receptores P2X,; e P2X,

Diversos ensaios foram empregados a fim de se averiguar o enriquecimento da
biblioteca principalmente ap6s o segundo ciclo de sele¢do até o estabelecimento de
ligantes com maior afinidade. Os ensaios foram patch clamping na técnica de cell flow
na configuragdo whole-cell recording em cinética rapida utilizando tubo em U, calcium

2+]i

imaging para avaliar A[Ca”'|; em microscopia confocal descrito anteriormente, os

ensaios de ligagdo com radioligante e receptor e ensaios de gel shift.

3.2.13.1 Gel Shift

Cem mil a duzentos mil cpm emitidos de moléculas de RNA [**P] oo ATP 50-60
pM foram aquecidas a 65 °C por 10 minutos e em seguida mantida em temperatura
ambiente por 20-30 minutos a fim de propiciar aquisi¢do da conformagao secundaria
estavel em temperatura ambiente. Em seguida, a estes aptadmeros foi adicionado o
extrato de membrana das células contendo os receptores P2X; ou P2X, em PBS os quais
foram incubados por 40 minutos. O material foi aplicada juntamente com tampao de
corrida em gel de poliacrilamida nativo 3% TBE em pH 7,4 em 150 V por duas horas.
Apos a eletroforese, o gel foi exposto no cassete do phosphor imaging para digitalizagdo

e posterior analise.

3.2.13.2 Testes de ligacao radioligante-receptor utilizando extrato de

membranas contendo o receptor

O progresso do enriquecimento da ligacdo proteina-moléculas de RNA durante
os ciclos de selecao reiterativa de SELEX pdde ser monitorada em ensaios de ligacao
entre os transcritos marcados radioativamente e as moléculas alvo.

A reagdo foi montada segundo o protocolo: foram adicionados de 100.000 cpm

de RNA marcado com a-"P-ATP (atividade especifica de 10.000 cpm/pmol) da
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biblioteca selecionada contra os receptores P2X, ou P2X4, ou ainda de aptdmeros
individuais identificados das bibliotecas selecionadas em 20 ug de proteina na presenca
ou auséncia de diversas concentracdes do competidor suramina ou a3 metileno ATP e
0,3 pg/ml de t-RNA. A reacdo foi incubada de 40 a 60 minutos. A amostra foi aplicada
em filtros de fibra de vidro (GFF-Whatman) em aparelho de filtracdo a vacuo da
Schleicher e Schuell (96-well minifold filtration Apparatus) como descrito por Ulrich e
cols (1998). Trinta pl da reacdo foram passados pelos filtros e lavados com 200 ul de
PBSA. O complexo receptor- ligante precipitou nos filtros e a este foi adicionado

liquido de cintilagdo e quantificada no contador de cintilagao.

3.2.13.3 Analise das regides consenso e previsao da estrutura secundaria.

Apos avaliar que a afinidade dos ciclos de RNA estavel ndo aumentavam, o
cDNA das bibliotecas dos ciclos 9 P2X, e 11 P2X, foram amplificados por PCR e
clonados no vetor pGEM 3Z (Promega). Os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 2% TAE e purificado. Apés a quantificacdo, este e o
vetor pGEM 3Z foram submetidos a digestdo com as enzimas de restrigdo EcoRI e
HindIII por duas horas e purificadas. Em seguida, o vetor foi submetido a eletroforese
em gel de agarose 1% TAE e o fragmento de 2683 pares de bases foi recuperado,
purificado e quantificado. Noventa pares de base do cDNA da biblioteca selecionada foi
purificada e dosada. Em seguida, foi realizada a reagdo de ligacdo seguindo-se o manual
do fabricante. A reagdo de ligagdo foi transformada de acordo com o item 3.2.12.2 ¢ os
clones obtidos foram seqiienciados. Identificaram-se a seqiiéncia conservada na posi¢ao
randomica que foi comparada as demais seqiiéncias obtidas e que foram divididas em
familias. Para identificar se a regido conservada fazia parte da estrutura secundaria
stem-loop (grampo estrutural), a seqiiéncia do aptdmero foi analisada no programa M-
fold, o qual leva em consideragdo as interacdes entre os ribonucleotideos e a energia
livre minima da estrutura na temperatura ambiente, disponivel no endereco eletronico:
http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/rna/forml.cgi. Este  programa foi

desenvolvido por Zuker, (1989).
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4. Resultados

4.1. Caracterizacio da diferenciacdo neuronal das células de carcinoma

embrionario P19

A diferenciagdo neuronal da célula de carcinoma embrionario P19 (EC) é muito
semelhante a de células-tronco embrionarias murinas (ES) e quanto a expressao de
marcadores de desenvolvimento protéicos in vivo. Ambas as células EC e ES possuem
capacidade de originar células oriundas dos trés folhetos embriondrios. Na diferencia¢ao
neuronal, ambas as células permitem estudar os fatores e vias responsaveis na transi¢ao
de células pluripotentes a progenitoras neurais (que originam neurdnios e glias) e
durante a maturacao neuronal até a diferenciagdo celular em neuronios. Contudo, o
cultivo das células P19 nao requerer meio especial enriquecido, cultivo em camadas de
células de fibroblasto irradiado (feedlayers) ou ainda adi¢do de agentes que inibem a
diferenciag¢@o espontanea em cultura in vitro como, por exemplo, o LIF.

A diferenciacdo neuronal das células P19 foi padronizada de acordo com

Niemann e Schaller (1996), Tarnok e Ulrich (2001) (Fig.7).
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Figura.7. Esquema da diferenciacio neuronal da célula de carcinoma embrionario P19. As
células foram induzidas a diferenciacio neuronal em suspensio na presenca de 1 uM de all
trans acido retinéico em meio definido quando formam os corpos embrionicos (CE). Apés
dois dias de cultivo, os CE foram cultivados em placas aderentes em meio DMEM 10%
soro fetal bovino (SFB) de 36 a 48 horas. As células, agora progenitoras neurais, sofreram
maturacio neuronal até que no dia 7-8 foi possivel encontrar na cultura neurdénios P19
com sinapses funcionais. No dia 10 foi possivel identificar marcadores de gliais precoces

como GFAP. A figura é modificada de Ulrich e Majumder, 2006.

A expressdo de alguns transcritos génicos de interesse do nosso grupo de
pesquisa foi investigada ao longo da diferenciacdo neuronal das células P19 como o
receptor de cininas B2 e que resultou na publicagdo Martins e cols. (2005). A proteina
com motivos kazal reversdo induzida rica em cisteina (reversion-inducing-cysteine-rich

protein with kazal motifs, RECK) ¢ sinaptobrevina-2 (vesicle-associated membrane
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protein/synatobrevin-VAMP-2) foram identificadas durante a diferenciagdo neuronal
(Fig.8). O produto génico relacionado a proliferacao celular, RECK foi identificado ao
longo do processo (Fig.8). A expressdo da glicoproteina ancorada a membrana ¢
detectada em tecidos normais, contudo sua expressao ¢ reduzida em linhagens celulares
tumorais (Sasahara e cols., 2002). Esta ¢ uma das proteinas responsaveis pela
integridade da matriz em células ndo proliferativas. Detectou-se sua expressiao durante
todo o processo de diferenciagdo das células P19 e na linhagem neuronal NH15-CA2
(di-hibrido glioma e neuroblastoma).

Quanto a identificagdo de transcritos relacionados a receptores e sinapses,
VAMP-2 (membro da familia protéica proteina anexa ao receptor soluvel N-
ctilmaleimida fator sensivel, soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment
protein receptor, SNARE) participa do processo de endocitose e exocitose de vesiculas
para liberacdo de neurotransmissores. Nossos dados de imunofluorescéncia mostraram
que expressdo protéica nao ¢ detectada no estagio pluripotente P19 (dados nao
mostrados) concordante com os dados de expressdo génica. Contudo sua expressdo ¢
detectada em neurdnios e glias (Fig.8), sugerindo que a liberacao de vesiculas sinapticas

seja mediada pela sinaptobrevina-2 em células diferenciadas em neuronios e glias.
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Figura.8. Expressdo génica de VAMP-2 e RECK e dos respectivos controles de p-actinas
ao longo da diferenciacio neuronal das células P19 e NH15-CA2. Os produtos de RT-PCR
obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% TAE. VAMP-2 foi
identificado em neurdnios e glias P19, RECK foi detectado ao longo da diferenciacio e nas
células NH15-CAZ2. Foram realizados 25 e 35 ciclos de PCR respectivamente. Abreviagdes:
MM= marcador de massa molecular, IN= células P19 pluripotentes indiferenciadas, CE=
corpos embrionicos, D4, D6, D8 e D10 sio os dias de diferenciacdo neuronal das células

P19; RECK= reversion-inducing-cysteine-rich protein with kazal motifs
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4.2. Expressao de receptores de neurotransmissores NMDA e de acetilcolina
e dos neuropeptideos endotelina-B e B2 de cininas nas linhagens neuronais

NH15-CA2 e carcinoma embrionario P19.

Além dos transcritos génicos RECK e VAMP-2; a atividade dos receptores de
acetilcolina, NMDA e endotelina-2 foram investigadas ao longo da diferenciagdo
neuronal das células P19 e em células NH15-CA2. Os receptores quando ativados,
resultam em aumento da concentracdo de calcio livre (A[Ca®'];). Como explicado na
introducado, célcio ¢ um segundo mensageiro que coordena diversos eventos celulares e
atua em processos na diferenciacdo celular. Postulou-se que o padrdo de aparecimento e
funcionalidade de receptores poderia estar relacionado ao estagio de diferenciagdo
celular e correlacionado aos estagios de diferenciacdo in vivo. Participaria do processo
receptores de neuropetideos e neurotransmissores, 0s quais teriam seu padrao de
expressdo tempo-dependente semelhante ao observado nos trabalhos de Ciccolini e
cols.(2003).

A aplicagdo do analogo estavel de acetilcolina, carbamoilcolina (CCh) nas
células NH15-CA2 resultou em aumento de 450 nM na (A[Ca®'];) (Fig 9A), indicando a
presenca e atividade de receptores muscarinicos € nicotinicos. Contudo, o0 mesmo nao
foi verificado apos a aplicagdo de NMDA (Fig.9D) ou do neuropeptideo endotelina-2
(Fig.9B). Entretanto a aplicacdo de endotelina-2 numa concentracdo dez vezes maior
mostrou a atividade do receptor com A[Ca®'];, efeito ndo verificado em todas as células
(Fig.9C) o que sugere haver modulacao quanto a afinidade do receptor conforme o
estagio de diferenciagdo celular e a diversidade entre a populagdo de células. Com uma
menor afinidade a endotelina-2 no estagio indiferenciado e maior afinidade do receptor
ao ligante em neurdnios os quais possuem atividade do receptor na presenga de 50 nM
de endotelina-2, efeito observado entre receptores de endotelina e outros receptores
(Marrero e cols, 1999). As células NH15-CA2 expressam receptores funcionais de

acetilcolina mas ndo de NMDA ou endotelina-B.
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Figura.9. Imageamento de calcio (calcium imaging) em células individuais NH15-CA2 apés
aplicacdo dos neurotransmissores 100 uM de NMDA (A), 50 e 500 nM de Endotelina B
(B), (C) e o analogo estavel de acetilcolina (1,5 mM de carbamoilcolina) (D) mostram

1) apos

imagens antes de depois da estimulacdo. A direita esta quantificado a (A[Ca
aplicacdo de cada ligante com média de trés células. A aplicacdo de 1,5 mM de CCh
resultou no aumento de 450 nM de A[Ca2+]i, de endotelina-2 ou de NMDA nao resultou em

A[Ca™]..

O mesmo experimento foi realizado nas células P19 nos trés diferentes estagios
de diferenciacdo: indiferenciada dia 0, células P19 progenitoras neurais dia 5 e
neurdnios P19 do dia 8. Foi verificado que os receptores de acetilcolina sdo funcionais
nos trés estagios, entretanto houve aumento na A[Ca*']; no decorrer do progresso na
diferenciagdo neuronal sendo maior em neurénios P19 (Fig.10B, D e E). Quanto a
atividade dos receptores de endotelina-B (Fig.10 C e G) e de NMDA (Fig.10A e F), ndo
houve A[Ca*]; na aplicagdo dos neurotransmissores nas células indiferenciadas,
contudo houve aumento progressivo de A[Ca*"]; em células progenitoras neurais P19 no

dia 5 e em neurdnios P19. Os dados obtidos de atividade destes receptores corroboram
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os dados presentes na literatura, de receptores de acetilcolina, NMDA e endotelina-B
nas células P19 (Cauley e cols., 1996; Parnas e cols., 1998, Morley e cols., 1995,
Monge cols., 1995).
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Figura. 10. Calcium imaging nas células P19 nos trés estagios de diferenciacio apds
aplicacdo de neurotransmissores 100 uM de NMDA (A), 50 nM de endotelina-2 (B) ou o
analogo estavel a acetilcolina (1,5 mM de carbamoilcolina) (C) em neurdnios P19. A
direita, nos graficos mostram a A[Ca“]i apos aplicacdo dos ligantes, de 1.800 nM com
NMDA, 700 nM com CCh e 1.500 nM com endotelina-2. (D) Imagens antes e apés
estimulacao com 1,5 mM de CCh (D) em células indiferenciadas P19, CCh (E), NMDA (F)
e endotelina-2 (G) no estagio progenitor neural dia S. (modificado de Ulrich e Majumder,

2006).
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Outro receptor estudado foi em ambos os sistemas foi o de B2 de cininas
(BkR2). Sua atividade funcional foi identificada pela primeira vez durante a
diferencia¢do neuronal das células P19 por Ulrich (1995) que utilizava bradicinina
como controle positivo de viabilidade celular em seus experimentos de atividade
neuropeptideo Head Activator. Por ndo existir descri¢des quanto a expressao e atividade
do receptor B2 de cininas, 0 nosso grupo caracterizou-a quanto sua expressao génica por
RT-PCR (reacao de transcri¢do reversa seguida de reacdo de polimerase em cadeia);
protéica por imunofluorescéncia e western-blotting e funcional através de medidas de
A[Ca*"]; em células NH15-CA2 (Fig.11) e nos trés estagios de diferenciacdo neuronal
das células P19 (Fig.12). A aplicacdo de 1 uM de bradicina resultou em A[Ca*"; por
volta de 400 nM nas células NH15-CA2 ¢ 800 nM em neurdnios P19 (Fig.12). Tais
resultados foram publicados pelo nsso grupo (Martins e cols., 2005).

A inibicdo deste receptor a partir do quinto dia até oitavo com o inibidor
especifico H,N-D-Arg-Arg-Pro-Hyp-Gly-Thi-Ser-D-Tic-Oic-Arg-COOH ou HOE-140
resultou em neurdnios sem atividade colinérgica. Tal tratamento resultou na reducdo da
expressdo génica dos receptores muscarinicos M1, M2 e M3, identificada através de
RT-PCR semi-quantitativo (Martins e cols., 2005, a-Resende ¢ cols., 2007). Estes dados
sugerem haja um efeito indireto de expressao gé€nica de receptores B2 de cininas e
subsequente de receptores muscarinicos durante a matura¢dao neuronal das células P19 e
que tal controle resulte em neurdénios P19 colinérgicos.

A atividade dos receptores purinérgcos foram investigados em ambos os

sistemas.
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Figura.11. Deteccao da expressao génica, protéica e de atividade do receptor B2 de cininas
(BkR2) nas células NH15-CA2. (A) Imunofluorescéncia de proteinas estruturais controles
p-actina e p-tubulina, além dos receptores B2 de cininas nas células NH15-CA2 (anticorpo
secundario conjugado a FITC). (B) Identificacdo da expressdo génica através de RT-PCR
do receptor B2 de cininas e p-actina, controle positivo da reagio. (C) Medidas de A[Ca®"]..
avaliados através de fluorimetria apés tratamento com FLUO-3AM nas células NH15-
CA2. Apos aplicacido de 1 pM de bradicinina nas células NH15-CA2 houve aumento de
A[Ca“]i de 400 nM. A seta indica 0 momento da aplicacdo de bradicinina nas células. O
material nucléico foi corado com DAPI para visualizacao das células. Abreviacoes: (MM)=
Marcador de massa molecular, act.=p-actina e DAPI= 4',6-Diamidino-2-fenilindoleo,

FITC=fluoresceina isotiocianato.

73



Resultados

— Indiff.
(A) — Dif. (B) - DIEf
1.7 --Dif. HOE

15

©

| P19 indiferenciadas | | Newrdnios P19 dia 7 | Neuridnios P19 dia 7 tratados
com HOE

ORI N O S o W N o )

a 3 Imm
I.I- 5
i [ca?)
at?)
5
:ﬁ
-
-]
3 Baixo
D)
1500 |

%__muu : ]

b 1

<1 s00

0 l

a b [ d

Figura.12. Imageamento de calcio nas células P19 apés estimulacdo com bradicinina (Bk) e
carbamoilcolina (CCh) durante a diferenciacd neuronal e sob tratamento com HOE-140.
(A) Curva de variacdo de fluorescéncia em neuronios P19 dia 8, neurdonios P19 pré-
tratados com HOE-140 ( 1pM) apartir do dia 5 e células P19 indiferenciadas apés
aplicacdo de 1 pM de bradicinina. (B) Curva de variacao de fluorescéncia em células P19
indiferenciadas, neuronios P19, neuronios P19 pré-tratados com HOE-140 (1 pM) apartir
do dia 5 e neurdnios pré-tratados 30 minutos com 180 ng/ml tapsigargina ( a fim de
depletar o estoque intracelular de calcio) apés aplicacido de carbamoicolina (anialogo
estavel de acetilcolina). (C) Imageamento de calcio antes e apds aplicacdo de 1 uM de
bradicinina ou 1,5 mM de carbamoilcolina nas células indiferenciadas, diferenciadas dia 7
e em células diferenciadas dia 7 apés pré-tratamento com HOE-140 (1 pM) desde o dia 5.
(D) Variacio de calcio intracelular apés aplicagdo de bradicinina dia 7 (1 uM) (a) ou de
CCh (1.5 mM) (b) nas células diferenciadas dia 7, de células P19 diferenciadas dia 7 na
presenca de com HOE-140 (1 pM) desde o dia 5 apos aplicacdo de 1 pM de bradicinina (c)
ou de CCh (1.5 mM) (d). Os dados mostram a média de dois experimentos diferentes com
dados em triplicata. As setas indicam o tempo de adicio do agonista. Abrevia¢oes: Indif.=
indiferenciada,  Dif.=diferenciada, taps.=tapsigargina, Bk=bradicinina, A[Ca®];
concentracao de calcio intracelular livre.
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4.3. Identificacdo de receptores purinérgicos nas células neurais NH15-CA2

e P19 e durante sua diferenciacio neural

Ja identificado nas células PC12 e descritos anteriormente no item 1.2.2, os
receptores purinégicos foram investigados nas células neurais NH15-CA2 e P19.
Inicialmente foram realizadas medidas de atividade funcional utilizando medidas de
A[Ca*"]; na diferenciagio das células PC12 induzida por FGF-b (Fig.13A). A aplicacio
de 50 uM de ATP elevou a A [Ca®]; em ambos os estagios celulares (fig.13 B e C).
Identificou-se a transcri¢do através de RT-PCR e protéica através de imunoflurescéncia
(dados nao mostrados) dos receptores purinérgicos P2X, e P2X4 no estagio progenitor
(Fig. 13C). Tais dados confirmam que a diferenciacdo induzida por NGF ou FGF-2
promovem a atividade dos receptores purinérgicos nestas células.

Tais experimentos, em seguida foram realizados nas células NH15-CA2. Foi
detectada a expressdo gé€nica e protéica dos receptores purinérgicos P2X, e P2Xy
(Fig.14 A, B) e da atividade dos receptores purinérgicos através de medidas de A[Ca”'];

(Fig.14C).
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Figura.13. Medidas de A[Ca®']; apés aplicacio de ATP nas células PC12 indiferenciadas ou
progenitoras e neurdnios PC12 diferenciadas com FGF-b. (A) A figura mostra imagens de
transmissio em microscopia confocal das células coradas com Fluo-3AM; antes, apos
aplicacdo de 50 pM de ATP e apds aplicacio de ionoforo. As imagens correspondem ao
tamanho de 50 pm. (B) Quantificacio da A[Ca*"]; nas células progenitoras e neuronais. (C)
Identificacdo da expressio génica P2X, e P2X, através de RT-PCR nas células PC12
progenitoras. Abreviacio: marcador da massa molecular =MP, Cel=célula. IN =células

indiferenciadas.
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Figura.14. Identificacio da expressido génica, protéica e da atividade dos receptores
purinérgicos nas células NH15-CA2. (A) Por imunofluorescéncia, identificou-se a
expressao dos receptores P2X, e P2X, (anticorpos secundarios conjugados a FITC). (B) A
expressao génica dos receptores P2X, e P2X, foi verificada através de RT-PCR. (C)
Medidas de A[Ca®*]; em fluorimetro apés tratamento de 1,5 X 10° células com Fluo 3AM.
A aplicacio 50 pM de ATP resultou em A[Ca’’]; indicando a atividade de receptores
purinérgicos nestas células. Abreviacoes: MM=marcador de massa molecular,

FITC=fluorescéina isotiocianato, DAPI=4',6-Diamidino-2-fenilindoleo.
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A atividade dos receptores purinérgicos foi identificada em todos os estagios de
diferenciagdo neuronal das células P19 (Fig.15), desde em células P19 pluripotentes
indiferenciadas (dia 0), em neuronios dia 8 ¢ em neurdnios e glias P19 (dia 11) sob
diversas concentragdo de aplicagao de ATP. Apds aplicacao de 10 e 20 uM de ATP em
células indiferenciadas (Fig.15) houve aumento da A[Ca*'].. A aplicagdo de 50 pM de
ATP em neurdnios dia 8 surtiu o mesmo efeito. Ja em neurdnios e glias P19 no dia 11
da diferenciacdo houve resposta de A[Ca®']; apos aplicacdo de 100 uM de ATP (Fig.15).
As células diferenciadas dia 11 responderam com variacao de célcio intracelular mesmo
ap6s 200 uM de aplicagdao de ATP sugerindo que o padrao de expressao dos receptores
possa ser variavel ao longo do processo.

Para investigar tal fato, foi realizada a analise da expressdo génica por RT-PCR
nas células P19 indiferenciadas e de neuronais. Os receptores ionotropicos P2X, e P2Xy
que dentre os demais receptores P2 ionotropicos resultam em maior influxo de célcio
quando ativados foram identificados nas células P19, contudo nem sempre
simultaneamente nos estagios de diferenciacdo. O receptor P2X, foi detectado em todos
os estagios celulares da diferenciagdo celular (Fig.16A e B) com maior expressdo no
estagio indiferenciado pluripotente. A expressao génica de outros receptores ionotropico
como P2X, e P2X; foram detectados apenas em neurdnios e precursores gliais P19. A
expressdao génica do receptor metabotropico purinérgico P2Y; foi identificada em todos
os estagios celulares da diferenciagdo neuronal e o P2Y¢ apenas em neurdnios P19.

Tais dados indicam um perfil de expressdo de receptores purinérgicos distinta
em células indiferenciadas e neurdnios P19 (Fig.16A). Conjutamente, a investigacao de
subunidades de receptores de NMDA foi investigada e as subunidades do receptor de
NMDA NIR e N2D foram detectadas somente nos dias 7 e 8 (Fig.16A). Os dados do
aluno de doutorado Rodrigo R. Resende convergiram com tais observagdes resultando
na publicagdo de um manuscrito pelo nosso grupo sumarizando tais dados (Resende e
cols., 2007b).

Para avaliar a participacdo dos receptores purinérgicos no processo de
diferenciagdo neuronal, utilizamos o sistema de diferenciacdo de células P19 com
adicao de ligantes purinérgicos em pontos chaves da diferencia¢do. A finalidade foi de

perturbar o sistema em dois estdgios definidos, na passagem do estagio pluripotente a
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determinagdo neural aonde ocorre a formacdo de CE sob agdo de all trans acido

retindico e durante a maturagao neuronal que se inicia a partir do dia 3 ao dia 8 ou 9.
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Figura.15. Anilise da (A[Ca®'];) apés aplicaciio de diferentes concentracdes de ATP nas
células P19 pluripotentes indiferenciadas, neurdnios dia 8 e neurénios e glias P19 no dia 11
da diferenciacio. A aplicacido de 10 ou 20 pM de ATP resultam em A[Ca“]i nas célula

*]; em neurdnios P19.

indiferenciadas. A aplicacio de 50 pM resultou em aumento da A[Ca
A aplicacio de 100 ou 200 uM levaram a A[Ca*']; em neurdnios e glias P19 do dia 11. Os
tracos representam as diferentes células analisadas no campo quanto a A de fluorescéncia.
A relacao fluorescéncia/fluorescéncia minina (F/F,) entre os graficos nao pode ser
comparada, pois nio foram realizadas nas mesmas células. O aumento é de 50 pm. As
flechas indicam o momento de aplicacdo e as curvas correspondem a resposta de uma

célula.
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Figura.16. Expressao génica e proteica de receptores purinérgicos em diferentes estagios
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celulares de diferenciacao neuronal das células P19. (A) Identificacio da expressdo génica
P2X,, P2X,, P2X;, P2Y; e P2Y; e das subunidades dos receptores de NMDA NI1R e N2D
durante a diferenciacio das células P19. O padrao de expressao é distinto nas células
indiferenciadas e nos neurdnios P19, os receptores P2X, e P2X; sdo expressos no dia 8 da
diferenciacio enquanto que os receptores P2X, e P2Y, sdo expressos ao longo do processo.
A expressdo génica das subunidades do receptor de NMDA ¢ detectada no dia 7 e 8. (B)
Identificacdo protéica da expressio do receptor P2X, Este ¢ amplamente expresso no
estagio indiferenciado e sua expressiao é reduzida conforme a progressao da diferenciacio,
contudo nao desaparece estando presentes em alguns neurdnios neurénios P19 (dia 8) e
glias e neurdnios (dia 14). Abreviagoes: CE=corpos embriénicos, Indif=células

indiferenciadas, DAPI= 4',6-Diamidino-2-fenilindoleo, FITC=fluorescéina isotiocianato
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4.4 Efeito da presenca de ligantes de receptores purinérgicos sobre os
fenotipos neuronais obtidos durante a diferenciacdo neuronal das células

P19.

4.4.1 Efeito de ligantes de receptores purinergicos na formacio de corpos

embrionicos

Para compreender a importancia dos receptores purinérgicos durante a
diferenciagdo alteramos sua funcionalidade utilizando ligantes destes receptores
disponiveis. O bloqueio das oscilagdes de célcio livre intracelulares ativados por estes
receptores durante a diferenciacdo poderiam resultar em mudancas fenotipicas celulares
nos neurdnios originados ou mesmo na alteragdo da formacdo dos CE podendo indicar
quanl a participagao destes receptores no processo de diferenciagao.

Os tratamentos realizados incialmente formam na formagdo de CE pelas células
indiferenciadas P19 pluripotentes na presenga ou nao dos ligantes purinérgicos, de 1 e
100 uM de brilliant blue, 1 e 100 uM de PPADS, 1 uM de reactive-blue-2, 1 ¢ 100 uM
de suramina e 1, 25, 100 uM de af-metileno ATP. Os CE resultantesdo tratamento
foram fotografados e analisados quanto sua distribui¢ao por tamanho. Para avaliar quais
os receptores purinérgicos envolvidos, foi utilizado a farmacologia dos receptores
(tabela 3) e os dados de expressdo completa de todos os receptores purinérgicos P2X e

P2Y (tabela 4) elaborado do aluno de doutorado Rodrigo Ribeiro Resende.
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Tabela 3: Sumario do padrio farmacologico de agonistas (EC 50%) e antagonistas
(IC50%) em micromolar de receptores purinérgicos ionotréfico e metabotrofico

descritos na literatura.

Receptores P2X; | P2X; | P2X; | P2X, P2Xs | P2Xs | P2X; P2Y; | P2Y, P2Y, P2Y,
rato rato rato rato rato rato rato Rato | Humano | rato rato
off metileno
ATP 1-3 >100 1 >>100 | >100 - >>300 - - - -
agonista
Suramina 1 10 3 >500 4 >100 500 5,5 4,3 10% de 20% de
antagonista inibicao inibicao
em 100 em
100
PPDAS 1 1 1 >500 3 >100 50 5,5 30 100 69%
Antagonista del00
Brilliant >5 14 >10 >10 - - 0,001 - - - -
Blue
Antagonista
Reactive - - - - - - - - 100 100 6
blue 2
Antagonista

Dados obtidos do artigo Khakh e cols., 2001, Von Kugelgen e Wetter. (2000), North e Surprenant
(2000). Abreviacao: PPADS= piridoxalfosfato-6-azofenil-2',4'-acido disulfénico, os tracos referem-
se a ligante sem efeito no receptor.

Tabela 4: Expressio de receptores purinérgicos nos diferentes estagios de
diferenciacio neuronal das células P19.

Estagio celular | P2X; | P2X, | P2X; | P2X, | P2X; | P2X, | P2X; | P2Y, | P2Y, | P2Y, | P2Y;
P19 - - X X - - - X X X X
Indiferenciada
Progenitor
Neuronal P19 - X - X - X - X X X X
(dia3ed)
Neuronios P19 X X - X - X - - X - X

Dados de expressdo do aluno de doutorado Rodrigo R. Resende, (X)= presenca do receptor nesta
fase, (-) = o receptor nio € expresso neste estagio de diferenciacio.
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Figura.17. Distribuicio do tamanho dos corpos embrionicos (CE) na presenca ou auséncia
de ligantes de receptores purinérgicos em porcentagem total de corpos embridonicos
analisados (%). Os ensaios foram realizados na presenca de (A) 100 pM de suramina, 25
pM of metileno ATP ou 100 pM o metileno ATP além do controle sem a presenca de
ligantes, (B) 100 pM de brilliant blue ou 50 pM de reactive blue-2 além do controle, (C)
100 pM de PPADS além do controle, (D) 1 pM de suramina, 1 pM off metileno ATP, 1 pM
de PPADS, 1 pM de brilliant blue ou 1 pM de reactive-blue-2 além do controle. Em cada
ensaio, foram fotografados e analisados 30-45 campos provenientes de trés diferenciacoes
distintas. Abreviacées: CE= corpos embrionicos, PPADS= piridoxalfosfato-6-azofenil-

2'.4'-acido disulfénico.
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O sumario dos resultados de distribuicdo dos CE esta resumido na tabela 5.

Tabela 5: Sumario dos dados de distribuicao de CE obtidos apos o tratamento das

células P19 induzidas a diferenciacio na presenca de ligantes purinérgicos.

Antagonista | tratamento Receptores Receptores Tamanho de CE | em relacio | ao controle
[l pM presentes e presentes e
inibidos o parcialmente Pequenos Médios grandes
ativados inibidos ou
ativados
suramina 100 P2X;, P2Y,, P2Y,e P2Y¢- Semelhante ao aumento redugdo
P2Y,-inibi¢do inibi¢do controle
suramina 1 - P2X;, P2Y,, Semelhante ao Semelhante Semelhante
P2Y,, P2Y,, controle ao controle ao controle
P2Y-inibi¢ao
AP metileno 100 P2X;-ativado, - Aumento drastico redugdo redugdo
ATP P2X,-inibido
AP metileno 25 P2X;-ativado P2X-inibido Aumento drastico redugdo redugio
ATP
AP metileno 1 P2X5-ativado - Semelhante ao Semelhante | Semelhante
ATP controle ao controle ao controle
Reactive 50 - P2Y,, P2Y, Semelhante ao Semelhante Semelhante
blue controle ao controle ao controle
Reactive 1 - - Semelhante ao Aumento redugdo
blue controle
Brilliant 100 P2X;, P2X, - Redugéo aumento Semelhante
blue ao controle
Brilliant 1 - P2X;, P2X, Semelhante ao Semelhante Semelhante
blue controle ao controle ao controle
PPADS 100 P2X;, P2Y,, P2Y, Aumento Aumento Redugéo
P2Y,, P2Y,
PPADS 1 P2X; P2Y, Semelhante ao Semelhante Semelhante

controle

ao controle

ao controle

84




Resultados

A adicdo de suramina na concentragcdo de 100 uM (Fig.17A) levou a redu¢do na
formagdo de CE maiores que 5 unidades arbitrarias (ua) comparado ao controle de 10%
para menos de 5% (Fig.17A). Nesta concentracdo, os receptores P2Xs3, P2Y; e P2Y,
estdo inibidos. A atividade do receptor P2X4 ndo foi alterada contudo, P2Y4 e P2Y,
tiveram a atividade parcialmente alterada. Ensaios numa concentragdo menor de
suramina, 1 uM (Fig.17D) resultou em aumento dos CE de 15% para 20% quando
comparado ao controle na distribuicado de CE maiores que 3 ua. Nesta concentracao,
houve inibicdo parcial dos receptores P2Xs;, P2Y, e P2Y,. Estes dados sugeriram a
participagdo dos receptores P2Y;, P2Y, e P2X3 no processo inicial da diferenciagao
neuronal das células P19.

O efeito mais drastico de reduc¢ao de CE foi observado com ensaios na presenca
de afy metileno ATP. Na presenca de 25 uM (Fig.17A), os CE originados na faixa de 1-
2 ua foram aumentaram em 90% comparadao ao controle de 30% de CE neste tamanho.
Os 10% de CE restantes possuiam de 2-3 ua enquanto que no ensaio controle os CE
tinham acima de 5 au de tamanho. Ensaios na presenga de 100 uM o3 metileno ATP
(Fig.17A) resultaram em maior reducdo do tamanho de CE, 60% dos CE compreendiam
a faixa de 0-1 enquanto que no controle, menos de 5% compreendiam estava faixa de
tamanho. Os 40% dos CE advindos do ensaio estavam distribuidos entre 1-2 ua. Nas
concentragdes de aff metileno ATP utilizadas, apenas o receptor P2X; ¢ ativado,
contudo afy metileno ATP ndo ativa o receptor P2X, pois ¢ um agonista parcial fraco do
receptor de camundongo (Jones e cols., 2000). Realizou-se ensaios com baixas
concentragdes de aff metileno ATP, 1 uM (Fig.17D), ndo resultou em reducdo tdo
drastica de tamanho observado em altas concentragdes, inclusive houve ligeiro aumento
da porcentagem de CE de maior tamanho maiores de 3 ua, de 15% do controle para
quase 20% do ensaio. O receptor P2X; também foi ativado nesta e outras concentragdes
utilizadas de aff metileno ATP. Foi possivel inferir que houve participacdo dos
receptores P2X4 quanto a formagdo e tamanho dos CE apods estes tratamentos.
Entretanto, os resultados da distribuicdo de CE nos ensaios na presenga de suramina
sugeriram a participacdo de receptores do tipo P2Y no processo, entdo outros ligantes
foram utilizados nos tratamentos como reactive-blue -2, PPADS e brilliant blue-2

(Fig.17B,C e D).
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Os ensaios na presenca de brilliant blue foram realizados nas concentragdes de 1
e 100 uM. Houve aumento do tamanho dos CE na presenga de 100 uM deste ligante
(Fig.17B) de 5% no controle para 15% da distribuicdo de CE acima de 5 ua. Houve
redu¢do da quantidade de CE de 1-1.4 ua e 1.5-2 ua de respectivamente 35% e 25% no
controle para 13% e 13% nos ensaios com o ligante. A distribuicdo do tamanho do CE
na presenga de 1 pM de brilliant blue (Fig.17D) foi similar ao controle. Entretanto
houve redu¢do do tamanho de CE acima de 3 ua nos ensaios com o ligante de 20%
contra 15% no controle. O agonista brilliant blue na concentracdo de 1 pM (Fig.17B)
inibe os receptores P2X3 e parcialmente o receptor P2X, e na concentragao de 100 uM
em ambos, aonde ocorreu aumento do tamanho de CE. Estes dados sugeriram a
participacdo do receptor P2X, e ndo do receptor P2X; na formagdo e tamanho de CE.
Nao pudémos identificar ainda o receptor P2Y envolvido no processo utilizando estes
ligantes. Os antagonistas PPADS e reactive-blue-2 agem em receptores P2Y.

Na presenca de 1 uM de PPADS (Fig.17 D), os CE formados tiveram
distribuicdo de tamanho semelhante ao controle. Na concentragdo de 100 uM (Fig.17C)
de PPADS, houve aumento de 35% em CE acima de 4 ua comparado ao controle de
12%. Este antagonista ndo atua no receptor P2X4 nas concentragdes utilizadas, contudo
o receptor P2X; foi inibido em ambas as concentragdes e parcialmente P2Y;. Os
receptores P2Y;, P2Y, e P2Y, tiveram sua atividade inibida e o receptor P2Y
parcialmente na concentracao de 100 uM. Apds a analise da distribuicdo de tamanho de
CE entre suramina e PPADS, os resultados sugeriram a participacdo dos receptores
P2Y4 e P2Y¢ no processo.

O reactive-blue-2 ¢ um antagonista dos receptores metabotropico purinérgicos
essencialmente. Em ensaios utilizando-o na concentragdo de 1 uM de reactive blue 2
(Fig.17D), o tamanho dos CE acima de 3 ua reduziu de 15% do controle a 5% dos CE
resultantes do ensaio. Houve aumento da distribuicao de tamanho de 1.5-1.9 ua de 40%
para 20% do controle. Em nenhuma concentracdo de reactive blue-2, receptor P2Y; teve
sua atividade interferida. A utilizagdo de 50 uM de reactive blue-2 (Fig.17B) levou ao
aumento do tamanho dos CE de 3% no controle a 8% no ensaio de CE acima de 5 ua.
Nesta concentragdo, o receptor P2Y, esta totalmente inibido, P2Y4 e P2Y, estdo

parcialmente afetados. Sugere-se a participagdo do receptor P2Y, na redugdo do
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tamanho de CE e o receptor P2Y4 no aumento da distribuicdo de CE de tamanhos
grandes. A analise farmacologica realizada a partir dos dados de expressao (Tabela 4)
levou em consideracao os dados de expressao dos receptores metabotropicos P2Y,
P2Y,, P2Y4 e P2Y,. O receptor P2Y; ndo foi investigado por ndo termos informagdes
quanto sua expressdao. O receptor P2X, ndo tém sua atividade interferida em ensaios
com suramina, reactive blue 2 ou PPDAS e ativado por brilliant blue. Ensaios na
presenca dos antagonitas suramina e reactive blue 2 mostram a participagdo de
receptores P2Y no processo de formagao CE na modulagdo de seu tamanho.

Além deste estidgio, os receptores purinérgicos foram investigados na
diferenciagdo neuronal tardia pelo empregads de antagonistas/agonistas dos receptores
purinérgicos na concentracao de 1 uM do dia 3 até o dia 8 ou 9 apds o plaqueamento de

CE em garrafas celulares aderentes.

4.4.2 Efeito da presenca de ligantes de receptores purinérgicos sobre a

diferenciacao final de células P19 em neuronios

A diversidade de expressao dos diversos subtipos de receptores purinérgicos nas
células progenitoras neurais P19 (tabela 4 e Fig.16) e a auséncia de ligantes seletivos
levou-nos a realizar a diferenciagdo neuronal na presenca de diversos ligantes
purinérgicos na concentracdo de 1 pM a fim de evitar toxicidade celular. Com isso
poderia se inferir se ha importancia na expressdo de receptores purinérgicos na
maturacdo neuronal e se atuam de modo determinante e sugerir os subtpos envolvidos
no processo. As células foram induzidas a diferenciacdo neuronal com a formagdo de
CE na presenca de acido retindico e meio definido. Em seguida, os CE foram
plaqueados para adesao em garrafas de cultura celular por 36 horas quando receberam
meio definido com adi¢do ou ndo de 1 pM do ligante. O meio foi trocado a cada dois
dias com nova adicdo do ligante. No dia 3 as células P19 comegam a expressar proteinas
neuronais de fase precoce como neurofilamentos de baixo e médio peso molecular
(Paterno e cols., 1997, Pyle e cols., 2001). Este periodo ocorre a maturagdo neuronal

compreende o periodo do dia 3 ao 7-9. As células receberam os antagonistas ou
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agonistas purinérgicos brilliant blue, PPDAS, reactive blue-2 ou suramina. Foram
avaliados de atividade dos neurdnios advindos destes ensaios a atividade de receptores
purinérgicos, de NMDA e de acetilcolina através de medidas de A[Caﬂ]i. Duas horas
anteriores aos ensaios, os ligantes foram removidos. As células foram inicialmente
foram tratadas com Fluo-3AM por 30 minutos e entdo foram estimuladas com 50 uM de
ATP. Apods retirar-se o ligante e aguardar-se 10 minutos, as células novamente
estimuladas com 1,5 mM de carbamoilcolina (CCh) ou 100 uM de NMDA. Nestes
ensaios foram avaliados a capacidade de A[Ca*"]; nas células nos diferentes tratamentos
sob adi¢do de ATP, NMDA ou CCh.

Para avaliar quais os subtipos de receptores envolvidos na maturagdo neuronal,
utilizou-se a tabela 4 que sumariza o padrao de expressao dos receptores ionotropicos e
metabotropicos no estdgio P19 progenitor neuronal. O padrio de expressiao de
receptores purinérgicos neste estdgio de progenitor neural dia 3-4 ¢ P2X,, P2Xg, P2Y),
P2Y,, P2Y4 e P2Y¢.Quanto a inibigdo farmacoldgica, utilizou se a tabela 3, a qual
sumariza a ativacdo ou inibicdo do receptor frente ao ligante. Neuronios provenientes
dos diferentes ensaios tiveram A[Ca”"]; avaliados apo6s aplicagao de ATP. Nenhum dos
ensaios gerou neurdnios com deficiéncia na atividade de receptores purinérgicos
(Fig.18A).

Na presenga de 1 puM de suramina houve inibicdo de todos os receptores
purinérgicos presentes nas células progenitoras neurais P19 no dia 3 como P2X; e P2Y,
e resultou em células semelhante a neur6nios com atividade colinérgica e de NMDA
reduzida quanto a A[Ca2+]i, quando comparados aos neurdnios P19 controle (Fig.18B e
C). Ja na preseca de 1 uM de PPADS resultou em células morfologicamente
semelhantes a neuronios sem atividade de NMDA (Fig.18C), mas com preservagao da
atividade de receptores colinérgicos (Fig.18B). Este antagonista inibe os receptores
P2X,, P2Y, e P2Y, presentes nas células progenitoras P19. O tratamento com 1 pM de
reactive-blue-2, a atividade colinérgica ou de NMDA ndo foi afetada (Fig.18B e C). A
maturacao na presenca de 1 uM de brilliant blue resultou menor A[Ca*"]; apos aplicacao
de carbamoilcolina ou de NMDA (Fig.18B e C), semelhante ao tratamento com
suramina. Entretando o receptor inibido neste caso foi somente o receptor P2X,. A

alteracdo na atividade do receptor P2X, tornado o menos ativo com adi¢do dos
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antagonistas suramina ¢ PPADS resultou na alteracdo do fenotipo final celular
diferenciado.

Estes resultados indicam que a atividade de receptores purinérgicos € preservada
ao longo destes ensaios durante a maturagdo neuronal (diferenciacdo do dia 3 a 7)
(Fig.18A). Mas os dados de redugdo de A[Ca*']; apos aplicagdo de CCh ou de NMDA
sugerem que tais ensaios atuem em diferentes grupos de receptores purinérgicos
ativando ou inibindo-os. Pela anélise de inibicdo ou ativacdo dos receptores presentes
nas células progenitoras P19 (Tabela 3 e 4), nossos dados sugerem que os receptores
P2X, e P2Y,; estejam envolvidos com a modulagcdo da resposta colinérgica e que os

receptores P2X; e P2Y, com de NMDA nas células originadas apos tais ensaios.
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Figura.18. Efeito do pré-tratamento das células progenitores neurais P19 (dia 3) com ligantes
(agonistas/antagonistas) de receptores purinérgicos na maturaciio neuronal. As células progenitoras neurais
P19 (dia 3) receberam os ligantes purinérgicos 1 pM de Brilliant blue (BB), PPADS, suramina ou reactive-
blue-2 (RB-2) que foram mantidos até o dia 8 ou 9 (A). No dia 8, as células foram tratadas com fluo-3 AM e
submetidas ao experimento de imageamento de calcio (calcium imaging) com aplica¢do de 50 pM ATP (B), 1.5
mM CCh (analogo estavel de acetilcolina) (C) ou 100 pM NMDA (D). Os graficos se referem a A[Ca™); apos
aplicacdo dos ligantes, com os respectivos desvios padrdes. (-) células ndo estimuladas. (+) estimula¢io maxima
apos ativacio do receptor na presenca do ligante. No fim de cada experimento, foi adicionado o ionéforo para
calculo da variacao de calcio intracelular descrito em 3.2.6. Abreviagoes: trans.= transmissao, iono=ionoéforo,
PPADS= piridoxalfosfato-6-azofenil-2',4'-acido disulfonico, Trans=Imagem de transmissao. Figura modificada
de Resende e cols., 2007b
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Figura.19. Padrao de atividade dos receptores purinérgicos e colinérgicos de neurodnios
provenientes de ensaios na presenca de ligantes purinérgicos [1 pM de brilliant blue,
PPADS, reactive blue-2 (RB-2), brilliant blue (BB) ou suramina] a partir do estagio de
progenitores neurais P19 (dia 3). As barras em cinza escuro referem-se a A[Ca®|; apés
aplicacio de 1,5 mM de CCh e em cinza claro a A[Ca2+]i apés aplicaciao de 50 pM de ATP.
A A[Ca®™"[;apés a aplicaciio de ATP e CCh respectivamente no mesmo neurdnio resulta em
maior A[Caz+]i com a aplicacio de CCh que com a aplicacio de ATP. Tal fato foi
observado em todos os neurdnios analisados. Este padrio de atividade de receptores nao é
observado nas células semelhantes a neurdnios P19 advindos do tratamento com (B) RB -

2, (C) PPADS, (D) suramina ou (E) BB.
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Dos neurdnios originados destes ensaios de matura¢do neuronal in vitro, foram
analisados A[Ca®"]; ap6s aplicacio de ATP/CCh na mesma célula a fim de compreender
a atividade dos receptores purinérgicos e colinérgicos nestas células comparados a
controle (Fig.19). Nos neurdnios controle, a aplicagdo consecutiva de ATP e CCh
respectivamente num intervalo de 5-10 minutos resultou em maior A[Ca*™); apos
estimulo de CCh do que a ATP (Fig.19A). O padrao ndo se repete nas células
provenientes dos ensaios com os ligantes purinérgicos. Algumas células originadas de
ensaios na presenga de reactive-blue 2 tiveram a resposta a CCh anulada (Fig.19B).
Nem todas as células resultantes do ensaio na presenga de PPADS apresentam resposta
de A[Ca™"]; ap6s aplicagdo de ATP e algumas células tiveram maior A[Ca*']; na
aplicacdo de ATP que na aplicacdo de CCh, contrario ao verificado nos neurdonios em
ensaios controle (Fig.19C). Somente em algumas células diferenciadas na presenca de
suramina, o padrao do controle (Fig.19A) ¢ identificado (Fig.19D).

Os diversos tipos de neurdnios originados apos a diferenciagdo neuronal tém
caracteristica colinérgica (Staines e cols., 1994). A andlise pareada de resposta a
ATP/CCh indica que pode haver um padrdo de variagdo de calcio intracelular livre nos
neurdnios formados ligado a atividade dos receptores purinérgicos e colinérgicos, 0s
dados indicam que os tratamentos alteram o padrao de atividade ou até de distrbuicao de
receptores de acetilcolina e ATP levando as células a adquirirem novo fendtipo de
atividade de receptores de neurotransmissao (Fig.19).

Alguns do receptores purinérgicos tiveram a expressao génica investigada por
taisresultados, como P2X,, P2X, e PX; seletivos a entrada de calcio e o receptor
muscarinico M1 muscarinico. O tratamento com reactive-blue 2 resultou em neurdnios
sem expressdao do receptor P2X, (Fig.20), em todos os outros ensaios, a expressiao
génica dos 4 receptores investigados foi detectada. Uma andlise através de PCR em
tempo real poderia nos indicar a regulacdo de expressdo génica envolvida nestes

tratamentos.
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Figura.20. Detecciio da expressdo génica dos receptores purinérgicos ionotropicos calcio-
seleticos P2X,, P2X, e P2X; e do receptor muscarinico de acetilcolina M1 nas células
provenientes dos diferentes ensaios na presenca de ligantes purinérgicos. Todos receptores
investigados induzem fluxo de calcio ou aumentam a concentracio de [Ca*']; a partir dos
estoques intracelulares. Identificou-se a expressao génica do receptor muscarinico M1 em
todos os tratamentos, a expressao da subunidade do receptor P2X, nio é detectada nos
ensaios na presenca de reactive-blue-2, GAPDH ¢é o controle da reacdo. Abreviagdes:
MM-= marcador de massa molecular. Os produtos de PCR referentes dos: D8=cDNA de
neurdnios (dia 8), DSB= cDNA de células (dia 8) advindas de ensaios com brilliant blue,
D8P= cDNA de células (dia 8) advindas de ensaios com PPADS, D8R= ¢cDNA de células
(dia 8) advindas de ensaios com reactive blue-2, D8S= cDNA de células (dia 8) advindas de
ensaios com suramina, PPADS= piridoxalfosfato-6-azofenil-2',4'-acido dissulfonico,

M=massa molecular.

A sobreposi¢do farmacologica quanto a inibicdo ou ativagdo dos receptores
purinérgicos evidenciou-nos da importancia de se desenvolver ligantes seletivos aos
subtipos purinérgicos os quais podem desvendar a importincia de cada subtipo na
diferenciagdo neuronal, tanto na determinacdo do progenitor neuronal como na
passagem fenotipica do progenitor neuronal P19 a neurénios P19.

Devido a tal fato, adotamos a estratégia de selecionar inibidores especificos aos

receptores ionotropicos P2X, e P2X,; os quais induzem transientes de célcio e se
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mostraram importantes no processo da diferenciagao in vitro. A metodologia SELEX foi
utilizada para identificacdo de aptdmeros de RNA estdveis nucleases resistentes como
inibidores subtipo especificos de receptores P2X, e P2X, para posterior estudo da
funcdo destes subtipos na diferenciagdo neuronal das células PC12 (P2X;) e na

formacao do progenitor neural nas células P19 (P2Xy).

4.5 Caracterizaciao das células 1321N1 transfectadas com os receptores P2X,

e P2X, de rato

Para iniciar os procedimentos de SELEX a fim de identificar inibidores
especificos com alta afinidade aos receptores purinérgicos P2X, e P2X,, foi utilizado
linhagens imortalizadas de astrocitoma humano 1321N1, as quais previamente haviam
sido caracterizadas por ndo conterem nenhum receptor purinérgico por Parr e cols.,
(1994) e que foram cedidas pelo Dr. Fernando A. Gonzalez da University of Puerto
Rico (EUA) transfectadas com os receptores P2X, (PLSXN-P2X,), P2X; (PLSXN-
P2X5) ou P2X4 (PLSX-P2X}4) além de células contendo vetor vazio (PLSXN).

As células foram caracterizadas funcionalmente por calcium imaging, expressao
génica (RT-PCR utilizando primers especificos contra o receptor de rato), expressdo
protéica (imunoflurescéncia) e cinética (patch clamping em whole cell recording) antes

do inicio dos ciclos de selecdo reiterativos de SELEX.
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Figura.21. Calcium imaging em microscopia confocal das células 1321N1 transfectadas
com os receptores P2X, ou P2X, sob estimulo de ATP. (A) As imagens mostram na (-)
auséncia ou sob estimulo (+) de 100 pM de ATP nas células PLSXN, PLSXN-P2X, ou
PLSXN-P2X,. (B) O grifico representa A[Ca®’]; nas diferentes concentracées de ATP
(JATP]g) nas células transfectadas com o receptor P2X, (C) O grafico representa a
resposta de A[Ca*"];a 100 pM ATP e a 10 pM op metileno ATP nas células PLSX-P2X,. A
flecha indica 0 momento de aplicacao do agonista ou antagonista. A imagem corresponde

a 50 nm.

Os nossos dados mostraram que o aumento de célcio intracelular livre foi maior
nas células PLSXN-P2X,R e PLSXN-P2X4R comparadas ao controle o qual apenas
contém o vetor vazio (Fig.21). A adi¢do de 10 uM aff metileno ATP nas células
PLSXN-P2X4R ndo surtiu efeito. Este ligante purinérgico age como antagonista
purinérgico no receptor P2X, de rato (Jones e cols., 2000 ). Em seguida, através de RT-
PCR com utilizagdo de primers especificos identificamos o produto génico dos

receptores transfectados P2X, e P2X, (Fig.22 e 23) os quais foram seqiiénciados e
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comparados ao banco de sequéncias, GenBank, tendo a seqiiéncia confirmada. Em
seguida, foi detectado a inser¢do do receptor na membrana plasmatica através de
ensaios de imunofluoréncia (dados nao mostrados P2X4 e Fig.23).

Detectada a atividade, expressao génica e protéica dos receptores transfectados,
iniciamos a realizagdo de ensaios cinéticos e ligacdo radioligante-receptor para
comparacdo com os dados ja descritos na literatura. Por patch clamping em
configura¢do em whole cell recording foram aplicadas diferentes concentragdes de ATP
nas células PLSXN-P2X, que ativou corrente variando de 200 a 450 pA semelhante a
dados apresentados por Jones e cols. (2000) (Fig.22). Ensaios de ligagdo ATP
radioligante receptor P2X, mostraram que af3 metileno ATP desloca ATP do receptor de

modo competitivo.
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Figura.22. Caracterizacio do receptor P2X, transfectado nas células 1321N1. (A) Através
da técnica de patch clamping em whole cell recording, foram obtidas correntes apos
aplicacdo de diversas concentracdes de ATP ( 1 uM, 100 uM e 1 mM). A seta indica o
tempo da aplicacao do agonista. (B) A expressao génica do receptor P2X, foi identificado
nas células 132IN1 por RT-PCR utilizando-se primers especificos. (C) Curva de

deslocamento do radioligante ATP em concentracdes crescentes de aff metileno ATP.
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Figura.23.Caracterizacao células 1321N1 transfectadas com o receptor P2X,. (A) Através
da utilizacio de primers especificos detectou-se o fragmento do receptor de 1.450 pares que
foi identificada como do receptor P2X,. (B) Houve deteccao da expressdo do receptor P2X,
por imunofluorescéncia (anticorpo secundario conjugado com FITC). O material nucléico
foi corado com DAPI para visualizacido da populacio inteira de células. (C) Ensaios de
ligaciio receptor-radioligante utilizando (**P) ATP na presenca de diferentes concentracées
de suramina mostrou que suramina nio desloca (:P) ATP, o ponto de sem suramina
equivale a 100% de ligacao. O controle com excesso de ATP nio marcado deslocou o ATP
radiomarcado (controle nao mostrade). DAPI= 4',6-Diamidino-2-fenilindoleo,

FITC=fluorescéina isotiocianato
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Ao contrario do receptor P2X, que ndo ¢ inibido por nenhum antagonista purinérgico
classico (suramina ou PPADS), o receptor P2X, ¢ inibido por estes (Lynch e cols.,
1999; Bo e cols., 1995). A atividade do receptor P2X, foi avaliada pelo nosso grupo
pelos ensaios de patch clamping em whole cell recording e se mostrou de acordo com
os dados presente na literatura (North, 2002). Testes de ligagdo radioligante-receptor
utilizando diferentes concentra¢des de suramina e (*’P) ATP mostraram que o agonista
ligou-se ao receptor P2X,, mas que suramina nao foi capaz de deslocar o radioligante,
sugerindo que a ligagdo fosse do tipo ndo competitiva (Fig.23C). O nosso grupo
demonstrou através de patch clamping em whole-cell recording que a natureza da
inibi¢do do receptor P2X; por suramina como nao-competitiva (Trujillo e cols., 2006).

A andlise de corrente sob adicao de diferentes concentragdes de TNP-ATP ao
receptor demonstrou que a ligagdo ¢ do tipo competitiva ao contrario da excercida pela
suramina. A suramina atenua a resposta de corrente desencadeada pelo ATP, contudo
ndo altera o ECsg a ativacdo de ATP de 44,5 + 1,4 uM quando comparada a somente de
ATP de 42 + 2 puM, dados de acordo com os efeitos de uma inibicdo ndo competitiva
(Trujillo e cols., 2006) .

Apobs a caracterizagdo cinética realizada pelo nosso grupo, a escolha de um
ligante ndo competitivo torna-se interessante para ser utilizado como competidor nos
ciclos de selecao de SELEX pela possibilidade de selecionar ligantes alostéricos ou que
apenas interaja com o receptor protejendo o sitio especifico de ligacdao, aptameros
semelhantes a identificadas por Hess e cols. (2000 ).

Ao receptor P2X, foi utilizado suramina (ligante ndo competitivo) como
competidor e ao receptor P2X4 foi utilizado aff metileno ATP (ligagdo competitiva) nos

ensaios de radioligante-receptor realizados na técnica SELEX.
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Figura.24. Ensaios de determinacio de ICsj e de saturacio com ZPp_ATP e 0 receptor P2X,,
(A) Representado a curva de ICsy realizada com o extrato de membrana das células
1321N1-PLSXN-P2X,R na presenca de diversas concentracées de off metileno ATP (eixo
X) X a quantidade de ATP radiomarcado ligado em cpm (eixo Y). O ajuste foi realizado
utilizando a equac¢ao: Y=menor valor de ligacdo + (maior valor de ligacado-menor valor de
ligacio)/(1+ [ATP]/ICsy). Definiu-se 100% o ponto na auséncia do competidor aff metileno
ATP. O ICs) determinado foi de 41 nM. (B) O ensaio de saturacio foi efetuado com o
extrato das células 1321N1 PLSXN-P2X R na presenca do radioligante **P-ATP e deste
nao radiomarcado para reducio da atividade especifica de ATP.
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Realizamos alguns testes para determinar o ICsy, a concentracdo de aff metileno
ATP necessario para deslocar 50 % do **P-ATP ligado ao receptor P2X4 em extratos de
membrana PLSXN-P2X4R (Fig.24). Nestes experimentos, identificou-se o valor de
IC50 como 41,36 nM + 5,36 (erro) (Fig.24A). Em seguida, para determinar a
concentragdo aproximada de receptores expressos na membrana foram realizados
ensaios de saturacdo com diferentes concentragdes de ATP e do radioligante 32p_ATP
no receptor (Fig.24). A ligagdo mdaxima que equivale a concentragdo de sitios
disponiveis de ligagdo a ATP foi de 120 pmols/ mg de proteina . Os dados obtidos

foram semelhante aos da literatura descritos nas células CHO-k1 (Michel e cols, 1997).

4.6 Construcao da biblioteca combinatoria para o procedimento SELEX

Apoés a avaliagdo dos receptores expressos nas células 1321N1, iniciamos a
técnica SELEX pela avaliagdo da qualidade de sintese da biblioteca adquirida através de
inicialmente da reacdo de primer extension que consiste na marcagdo radioativa do
primer antisenso na sua por¢ao 5° seguida da sua utilizagdo em ciclo Gnico de reagdo de
PCR com um aliquota da biblioteca simples-fita DNA em excesso como molde
(Fig.25A). Foi averiguado se ocorre a sintese enzimdtica da fita complementar e o
tamanho da biblioteca é correto. Para este ensaio, foram utilizadas duas bibliotecas de
diferentes procedéncias. A segunda biblioteca mostrou-se adequada a utiliza¢ao por nao
conter fragmentos de diversos tamanhos e auséncia de arraste (Fig.25A).

Todos os passos do processo de amplificagdo da biblioteca foram padronizadas
para amplificagdo total da biblioteca para evitar produtos fragmentados ou
concactaremos de aptdmeros durante os ciclos de PCR os quais resultam na perda de
sequéncias. As concentragdes do molde e temperatura de hibridagao dos primers foram
padronizadas (Fig.25B). A biblioteca simples-fita foi convertida em dupla-fita por ciclo
unico de PCR e em seguida amplificada por PCR error-prone que consiste na utilizacdo
de excesso de cloreto de magnésio e cloreto de manganés que resultam na incorporagdo
aleatoria de nucleotideos na por¢ao randomica da biblioteca com intuito de se manter se
a diversidade (fig.25C). Apos a amplificacdo da biblioteca, uma pequena por¢ao da

biblioteca de ¢cDNA foi submetida a reag¢ao de transcrigdo in vitro utilizando-se os
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ribonucleotideos 2°-F’dCTP e 2’-F’dUTP modificados na cadeia de ribose as quais
resultam em RNA nuclease resistente, (*’P) o ATP e ribonucleotideos ndo modificados
de purinas. A reacao de transcri¢do funcionou e o tamanho dos aptameros obtidos foi de

90 nucleotideos conforme o esperado (Fig.25D).
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Figura.25. Construcio da biblioteca SELEX. (A) O Primer extension é o primeiro
experimento a ser realizado consistiu na marcacio radioativa do primer antisenso com y
(**P) ATP na regiio 5° que foi submetido a eletroforese em gel denaturante 16% (dados
nao mostrados), em seguida o restante da reacao foi utilizado num ciclo de rea¢fo unico de
PCR utilizando a excesso da biblioteca como molde, o produto foi submetido a eletroforese
em gel nio denaturante 8%. Duas bibliotecas foram testadas e a biblioteca utilizada nos
procedimentos posteriores foi a 2 por nao conter arraste de DNA. (B) Em seguida,
padronizaram-se as condicdes de PCR variando-se a concentracio de molde (1, 2, 3, 4, 6
pmol) e de primers utilizados, (0,1; 1; 5; 10 pmols) a fim de evitar formacio de
concactimeros ou multimeros (indicados na figura) e produtos de amplificacdo parcial.
Todas as condi¢oes utilizadas foram avaliadas em eletroforese em gel ndo denaturante 8%.
(C) Apés se fixar a concentraciio de 6 pmols de molde e 10 pmols de primers e as condi¢oes
de hibridiza¢do dos primers de PCR, a biblioteca foi amplificada por PCR error prone,
como descrito no item 3.2.11.3, e uma alicota da reacao de PCR foi submetida a
eletroforese em gel de agarose em TAE 1,5%e identificou-se a banda de 108 pares de base.
(D) O material de PCR foi purificado em fenol-cloroféormio, precipitado por etanol e
utilizado como molde em reaciio de transcriciio in vitro na presenca de (32P) o ATP além
dos ribonucleotideos modificados. O produto foi submetido a eletroforese em gel de
poliacrilamida denaturante 8% que foi autoradiografado e digitalizado no aparelho
phosphor image (Molecular Dynamics). Detectou-se uma banda tnica de 90 nucleotideos.

Abreviacdes: massa molecular=MP, Reacio de polimerase em cadeia=PCR.
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Além da construcdo da biblioteca, as condi¢des de ensaios de ligacdo foram
padronizadas para serem utilizadas durante os ciclos de SELEX. O extrato de membrana
das células 1321N1 P2X4R foi incubado com (**P)ATP radioativo (controle) na
presenca ou auséncia de 1 mM de afy metileno ATP para verificar o deslocamento do
radioligante nesta concentracao do antagonista (Fig.26A). Em seguida, as condigdes de
lavagem do filtro de nitrocelulose com PBS foram estabelecidas, apds o estabelecimento
do equilibrio da ligagdo entre receptor e os seus ligantes de RNA nuclease resistente. O
intuito foi realizar lavagens a fim de manter somente 10% iniciais de moléculas de RNA
nucleases resistente adicionados ao experimento no receptor (Fig.26B).

Apods ambos os experimentos, realizou-se a incubag¢do do extrato de membrana
PLSXN-P2X4 com (**P) ATP radiomarcado na presenca ou auséncia de 1 mM de of
metileno ATP as quais foram submetidas lavagens com diferentes volumes de PBS.
Identificou-se que a incubagdo com 1 mM de aff metileno ATP (Fig.26A) com 200 ul
de lavagem com PBS satisfatoria (Fig.26C). Estas condigdes foram utilizadas para o
procedimento SELEX para sele¢do de moléculas de RNA nucleases resistentes com

afinidade aos receptores P2X, e P2Xy,
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Figura.26. Padronizacio das condicdes dos ensaios de seleciio in vitro de aptimeros com
afinidade a receptores P2X. (A) Padronizacio das condicoes dos ensaios radioligante
receptor: ("*P) ATP e 1 mM de off metileno ATP no extrato de membrana. (A) a incubacéo
com excesso do competidor o3 metileno ATP (1 mM) deslocou o radioligante ATP em
80% em relacao ao controles sem competidor . (B) Mostra a fracao restante da ligacao de
ATP radiomarcado apds lavagens do extrato de membrana PLSXN-P2X, com diferentes
volumes de PBS a fim de fixar as condicdes a serem utilizadas no SELEX. (C) O grafico
mostra a ligacio de ATP radiomarcado competido com 1 mM de aff metileno ATP apos
diferentes volumes de lavagens com PBS. As condicdes utilizando 200 pl de lavagem com

PBS e 1 mM de o metileno ATP mostraram-se satisfatorias.
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Para confirmar a randomicidade desta por¢ao (40 nucleotideos) (Ulrich e cols.,
1998), uma alicota da biblioteca foi clonada e inserida no vetor p-GEM-T de acordo
com o item 3.2.12. As sequéncias foram analisadas segundo a combinag¢do de
nucleotideos o qual mostrou que a biblioteca ndo ¢ totalmente randémica por conter
algumas combinagdes preferenciais como de TT e outras em menor quantidade como de
AG (Fig.27). A biblioteca de cDNA ndo teve apenas 40 nucleotideos randdmicos, este
valor variou de 38 a 47 devido a sintese realizada. A biblioteca amplificada mostrou se
parcialmente randomica o que nos permitiu utiliza-la como molde na transcrigdo in vitro

para sintese da biblioteca de RNA nuclease resistente (Fig.27).

Seq02 SACCTGGGGTCAACTCCACGCCGTACAAAATTTTGATTTTT 3° (40)
Seq04 S GATGTATTCACTAAAAATGTCCTGACACTTTTGCAATCCGT 3’ (40)
Seq0S STTCTTCGTACATTAACAGAAATCCTGTAATTCTTTCTACGCCTTGCT 3’ (47)
Seq06 SSCACCCTGTCTGCACGGCTTTTTCCGACCGTGGTTAATTTC 3’ (40)
Seq08 SSTTGATTACGCATCGCCTGGTCGGTCTACTTATCTTTTTATA 3’ (41)
Seq10 SCTCCCTATACTAAGTAACGTTAGGTAACAGTGCTGTCTTC 3’ (40)
Seq13 S GTGACCGGGTTTTGTTACGGGCATACTATCTTTTTGAAGGC 3’ (41)

Seq14 ’CAAAACCCTCGCGTAAATTTATTAGCAGGTTTTATCTT 3’ (38)

Seq16 SATAACGTATATGATCACTCTCCTCGTCCAACGCTTACCCAC 3 (41)

Seq17 ’GCCTCCACCCACCTCCTGAAAAAGCCGCCAACAGTCTCGT 3’ (40)
Seq18 S ATGCCTGACGTACTTCACTTTTCAGCCCTACTTTTACAG 3’ 39)
Seq19 STTGCGTGCTCTTTCCGCCTCCTATGCATAGTTGATGTTC 3’ 39)
Seq20 SSCAAAACCCTCGCGTAAATTTATTAGCAGGTTTTATCTT 3’ (38)
Seq21 S AATTGCGCATCTGAGGATCCGGTGGTTTGCGTATGGGCATA 3° (41)
Seq23 ’SCTCCGACCATTCTGAGACCCTTGTCTCGTACCACTATTG 3’ 39)
Seq24 STCATGCTCAGACTGCCCGGTGTTCGACTATATCCACTGCTGCG 3’ (43)
Seq26 STGGACACTTCCACTTCCTCCCAACCTCTCGCTTCACCGTT 3’ (40)
Seq27 ’CGAGGAGTAGCGGTAAGCCGGTTCCCTTAATTTTGTTGGT 3’ (40)
Seq28 SSACGGTTCCGCATAATTACCTTTTTCATCTAGCACGTCATC 3’ (40)
Seq29 S’AACAGGTGAAGATGTGTTTCTACCAACCATTCGTGCTCTT 3’ (40)
Seq30 STGTGGCTCTCGGCCTTTTTTACCTATTATCATTTGTTCT 3’ 39
Seq31 ’CGAGGAGTAGCGGTAAGCCGGTTCCCTTAATTTTGTTGC 3° 39

Figura.27. Analise de randomicidade da biblioteca de SELEX. Foram analisadas 22
sequéncias quanto ao tamanho, e a distribuicio de pares de nucleotideos: AA-45 (5,1%),
AT-52 (5,9%), AC-55 (6,3%), AG-27 (3%), TT-112 (12,8%), TA-59 (6,8%), TC-71 (8,1%),
TG-54 (6,2%), CC-65 (7,4%), CA-47 (5,3%), CG-50 (5,7%), CT-76 (8,7%), GG-33 (3,8%),
GA-27 (3,1%), GT-57 (6,5%) e GC-44 (5%). O numero entre parénteses indica a

quantidade de repeticao dos di- nucleotideos presentes na por¢ao randomica.
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Apoés a construgcdo da biblioteca (Fig.25), de padronizar as condi¢des a serem
utilizadas durante o SELEX (Fig.25 e 26) e avaliar a randomicidade da biblioteca
(Fig.27), iniciamos os ciclos de enriquecimento de RNA aos receptores P2X; e P2X,. A
biblioteca de ¢cDNA foi utilizada como molde para a transcrigdo in vitro d RNA
nuclease resistente utilizando os ribonucleotideos modificados 2’-F’dCTP e 2°-F’dUTP
e ribonucleotideos ATP e GTP. O produto da reacdo foi purificado e quantificado. As
moléculas de RNA ligadas ao extrato de membrana foram recuperadas do filtro de
nitrocelulose apds lavagem para retirar as ligagdes ndo especificas. O material foi
incubado com excesso do competidor 1| mM de suramina ou off metileno ATP e foi
mantido sob agitacdo continua por vinte minutos em temperatura ambiente. As
moléculas ligadas ao sitio alvo do competidor ou préximas a este foram deslocadas,
eluidas e purificadas por extragdo fenol-cloroférmio e precipitadas com etanol.O RNA
resistente a nucleases recuperado foi ressuspendido em agua e usado como molde para
sintese de cDNA e amplificado por PCR. O produto de PCR foi utilizado como molde

para nova transcrig¢@o in vitro para inicio de novo ciclo de selegao (Fig.7)

4.7 Selecao de antagonistas especificos utilizando SELEX

Durante o processo de selecdo foram realizados ensaios para avaliar o
enriquecimento de moléculas de RNA ciclo a ciclo com afinidade aos receptores P2X,
ou P2X, durante os ciclos de SELEX através de experimentos de ligagdo radioligante-
receptor ou gel shift. Para padronizar tal ensaio, ao extrato de membrana das células
132IN1 PLSXN P2X, foi adicionado (**P) ATP na presenca ou auséncia de of
metileno ATP que em seguida foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida
nativo 3% (item 3.2.13.1). Na auséncia de o metileno ATP, o radioligante reconheceu
o extrato membranar (Fig.28A). Apods o terceiro ciclo de selecdo, o extrato de
membrana celular PLSXN P2X4R foi incubada com o RNA resistente a nucleases
radiomarcado com (**P) ATP (ciclo 3) na presenca e na auséncia de tripsina. Ambas as
reacOes foram submetidas a eletroforese em gel. O RNA radiomarcado ligou-se a
membrana que continha proteinas integras e parcialmente digeridas pela tripsina,

demonstrando enriquecimento de sequéncias (Fig.28B).
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Moléculas de RNA resistente a nuclease selecionadas ao receptor P2X, durante
SELEX foram avaliadas por patch clamping em whole cell recording ¢ por testes de
ligagdo radioligante-receptor. O RNA resistente a nucleases P2X, do ciclo 0 (**P) foi
incubado com células 1321N1 PLSXN ou PLSXN- P2X,R na presenca e na auséncia de
1 mM de suramina para determinagdo da ligacdo especifica ao receptor . Observou-se
que a suramina ndo competiu com a biblioteca inicial de moléculas de RNA
radiomarcadas e houve radioligagdo em ambas as c€lulas nas duas condigdes (Fig.29A e
B). Contudo, apds o segundo ciclo, o RNA resistente a nuclease ciclo 2 (*’P) foi
incubada com as células PLSXN P2X,R na presenca ou auséncia de suramina. O ensaio
de radioligante-receptor mostrou que 66% das moléculas de RNA da biblioteca ciclo 2
P2X, foram deslocadas na presenca de excesso molar de suramina. Tais dados
indicaram o enriquecimento de moléculas de RNA ao sitio de ligacdo a suramina
presente ao receptor (Fig.29C). Avaliagdes funcionais de de atividade foram realizadas
patch clamping em whole cell recording apds 5 ciclos mostraram que a co-aplicacdo de
1 uM de RNA associado a 100 uM de ATP promoveu 35% de inibi¢do corrente
induzida somente pelo ATP (controle) (Fig.29D).
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Extrate membrana PLEEN-P2X, + +
(#2P) ATP radiomarcade + + +

op metileno ATP + -
<+ Receptor ligado a (*2P) ATP

+=@2P) ATP nio ligado

(B)

Extrate membrana PLEEN-P2X, - + +
(32P) ATP radiomarcade + + +
Tripsina s +

| — Receptor ligado a (3IP) ATP

Proteinas da membrana parcialmente
digeridas ligado a (*P) ATP

*— (32P) ATP niio ligado

Figura.28. Experimentos de gel shift para verificacdo da ligacio de (*P) ATP ou (**P) RNA
do ciclo 0 ou 3 P2X, ao extrato de membrana PLSXN-P2X,. (A) Ligacio de (*}P) ATP:
neste experimento, aff metileno ATP em excesso nio permitiu a ligacio de (**P)ATP ao
receptor contudo na auséncia deste, o ATP radiomarcado ligou-se ao extrato de
membrana. (B) Ligacao do (**P) RNA selecionado (ciclo 3 P2X,) foi incubada com extrato
de membrana PLSXN P2X R na presenca ou auséncia de tripsina. Constatou-se que as

moléculas de RNA selecionados ligaram-se ao extrato de membrana PLSXN-P2X, .
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Figura.29 Enriquecimento de moléculas de RNA resistente a nucleases inibidoras da
atividade do receptor P2X, avaliados por ensaios de ligacdo e patch clamping em whole cell
recording. Ensaios de ligacdo utilizando células 1321N1 PLSXN (A) e 1321N1 PLSXN
P2X, (B) que foram incubadas com a 32p RNA (ciclo 0) na auséncia de excesso molar de
suramina. Nao houve deslocamento da biblioteca radiomarcada na presenca de suramina
nas células. (C) Ensaios de ligacdo entre (**P) RNA (ciclo 2-P2X;) com células PLSXN
P2X; na presenca ou na auséncia de suramina. Suramina deslocou 60% da ligacio dos
(**P) RNAs do receptor. (D) Medidas whole cell recording com aplicaciio de somente 100
pM de ATP (controle) e com co-aplicacao de 100 pM de ATP+ 1 pM de RNA (ciclo 5
P2X,R) mostraram que houve inibicao de 35% da corrente induzida por ATP com a co-
aplicacio quando comparada ao controle. Além das moléculas de RNA reconhecerem o
sitio de suramina, levam a reducio de corrente ativada por ATP. As medidas de patch

clamping foram realizadas com voltagem transmembranica fixa de -60 mV em pH=74.
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Figura.30 Analise de ligaciio especifica e atividade das moléculas de RNA resistentes a nucleases
selecionadas ao receptor P2X,. Medi¢des de A[Ca®]; em (A, B e C): (A) A analise de variacio de
fluorescéncia de fluo-3 (AF) apos aplicacido de 100 pM ATP (a) nas células 1321N1 PLSXN- P2X R
(cada traco indica uma célula). (B) 250 nM de RNA (ciclo 5 P2X,) (b) seguida da aplicacio de (a) e
da co-aplicacdo de ATP e 250 nM RNA (ciclo 5). Nao houve AF apés aplicacdo da biblioteca de
RNA ciclo 5 e em seguida houve variaciao aplicacio de ATP evidenciando a viabilidade celular e a
ligacdo reversivel do RNA. (C) AF apés aplicacio de 100 pM de ATP(a) seguida apds 5 minutos da
co-aplicacio de 250 nM de RNA (ciclo 5 P2X,) + 100 uM de ATP. A co-aplicagio de ATP + RNA
niio induz resposta de A[Ca®"]; sugerindo que a biblioteca foi enriquecida com sequéncias de RNA
com caracteristica inibitoria. (D) Testes de ligacido radioligante-receptor incubando células 1321N1
PLSXN, PLSXN P2X;R, PLSXN P2X,R e PLSXN P2X;R com (**P) RNA ciclo 9 P2X,SELEX RNA
na presenca ou auséncia de 100 pM de aff metileno ATP ou 100 pM suramina. Houve deslocamento
da ligacio de (*’P) RNA pelo af metileno ATP nas células 1321IN1PLSXN P2X,R de modo
semelhante a da biblioteca de RNA radiomarcado ciclo 9 (G), contudo tal efeito nio foi verificado
utilizando células 1321N1 PLSXN P2X;R (E) ou 1321N1 P2X,R (F) e a biblioteca de RNA ciclo 9
P2X,. (H) Determinacio da ligacio de (**P) RNA (ciclo 9 P2X,R) em células PLSXN ou PLSXN-
P2X, na presenca ou auséncia de suramina como competidor. Suramina nio foi capaz de deslocar o
(*®P) RNA dos sitio de ligacdo do receptor, o que evidencia a especifidade de ligacio do RNA

selecionado ao sitio de aff metileno ATP presente no receptor P2X,.
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Mesmo utilizando aff metileno ATP nos ciclos de sele¢do como competidor, ndo
se sabia a natureza da interagdo do RNA resistente a nuclease, pois mesmo que of
metileno ATP se ligue de modo competitivo a ATP, ndo € capaz de ativar o receptor de
rato. A principio ¢ possivel selecionar aptdmeros com atividade inibitoria, de ativacdo
ou mesmo sem nenhum efeito sobre o sitio de ativacdo do receptor. Além disso, ¢
possivel obter aptameros com efeitos alostéricos positivos ou negativos (Ulrich e
Gameiro, 2001).

A aplicagio de ATP resultou em A[Ca®]; nestas células (Fig.30A). A
possibilidade da ativagdo do receptor na presenga de RNA resistente a nuclease ciclo 5
P2X4 foi verificada apds a aplicacdo de 250 nM entretanato ndo surtiu efeito (Fig.30B).
O efeito da aplicagdo do RNA somente foi verificado apds aplicacdo de 100 uM de
ATP. A co-aplicagdo de 100 uM de ATP resultou em A[Ca*’]; e apés 5 minutos, a
aplicacdo de 250 nM de RNA resistente a nuclease ciclo 5 P2X4R + 100 uM de ATP
ndo surtiu efeito. Os aptameros inibiram a resposta ativada pela aplicagdo de ATP
(Fig.30C). Tais dados sao qualitativos e para avaliagdo quantitativa de inibicao
desencadeada pela co-aplicacdo foram realizados patch clamping em whole cell
recording.

Ensaios de ligagdo radioligante-receptor para estudar a ligagio do (*’P) RNA s
resistente a nucleases ciclo 9-P2X4R ao receptor P2X, (Fig.30 D-H) mostrou que o (*P)
RNA do ciclo 9-P2X4R ndo foi deslocado pela suramina nas células 1321N1-PLSXN ou
PLSXN-P2X, (Fig.31H). Houve entretanto o deslocamento de (*’P) RNA ciclo 9-P2X,
ligado ao receptor P2X, na presenca de excesso de aff metileno ATP, semelhante aos
testes ligacdo radioligante-receptor entre (*’P) ATP e excesso de aff metileno ATP
(Fig.30D e G). afy metileno ATP liga-se aos receptores P2X; e a P2X; (Fig.30 E ¢ F),
contudo o RNA selecionado ¢ capaz de discernir entre os receptores P2X,, P2X; e P2Xy
sendo somente deslocado por excesso molar de afy metileno ATP nos experimentos
como receptor P2X4 (Fig.30D) (North, 2000).

Para avaliagdo final do enriquecimento de moléculas ligantes ao receptor,
ensaios de gel shift foram foram realizados com incubacgdo do (**P) RNA resistente a

nucleases de diversos ciclos de SELEX com extratos de membrana das células 1321N1
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PLSXN, PLSX-P2X,;R e PLSXN-P2X4R na concentracdo de 20 pg, procedimento
descrito no item 3.2.13.1 (Fig.31A). O complexo foi submetido a eletroforese em gel
ndo denaturante 3%.

Os complexos proteina->"P-RNA ou somente >P-RNA retidos no gel foram
quantificadas utilizando o programa IMAGE J. Houve aumento da ligagio **P-RNA -
proteina nos ciclos finais nos extratos de membrana com P2X, ou P2X,. Resultado
contrario foi obtido quando a incubagdo fi realizada somente o extrato de membrana
contendo o vetor vazio, sem o receptor (Fig.31B). Os ciclos iniciais de SELEX contém
espécies de RNA que se ligam a outras proteinas presentes no extrato de membrana,
outras proteinas além do receptor, tal ligagdo ndo ¢ verificado utilizando ciclos mais

avancados de selecdo (ciclo 6 e 8) (Fig.31B).
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Figura 31: Avaliacdo do enriquecimento de moléculas de RNA ligantes aos receptores
P2X, ou P2X, através de gel shift. Os extratos membrana-protéicos das células 1321N1
PLSXN, PLSXN P2X,R e PLSXN P2X,R foram incubados com (**P) RNA resistentes a
nucleases dos ciclos 1-11 SELEX P2X, ou dos ciclos 1-9 SELEX P2X,. (A) A imagem a
esquerda mostra a ligacio das moléculas de (**P) RNA ao extrato contendo o receptor
P2X; , ja a imagem a direita, a incubacio mostrada é com a membrana de células
transfectadas somente com o vetor e os ciclos 6 ¢ 8 e houve reducdo de ligacio na
incubacéo com ciclos avancados. (B) O grafico a esquerda: densitometria da ligacio (*°P)
RNA P2X, ao extrato de membrana P2X,. O grafico ao centro mostra a quantificacdo da
ligacio do (**P) RNA dos ciclos 1, 2, 6, e 8 ao extrato de proteina- membrana das células

contendo o vetor vazio. O grafico a direita representa a ligacio de moléculas (*P) RNA

dos ciclos contra o receptor P2X, a membrana contendo o receptor P2X,.
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4.8 Avaliacdo da atividade dos aptameros selecionados contra os receptores

P2X2 (¢ P2X4

Apos constatar enriquecimento de moléculas de RNA resistentes a nucleases

apos 9 ciclos de selecdo de SELEX, ao sitio de ligagdo de suramina ou af metileno
ATP nos receptores P2X, e P2X; (Fig.30A), o ultimo ciclo de cada selegao foi utilizado
para clonagem e em ensaios funcionais. Para avaliar o tipo de interagao que o RNA
ciclo 9 P2X, excerce sobre o receptor, foram realizados ensaios de patch clamping em
whole cell recording. Dados de testes funcinais utilizando o ciclo 5 de cada slecdo
indicaram o enriquecimento de sequéncias com atividade inibitoria (Fig.30B e C).
Nos ensaios de patch clamping, a célula transfectada com o receptor recebeu
inicialmente 100 uM de ATP e apos 5 minutos, recebeu a co-aplicacao de 100 uM de
ATP + 1 uM de RNA ciclo 9 SELEX P2X4R. Comparando corrente induzida pela
aplicagdo de ATP e da co-aplicagdo, detectou-se reducdo da corrente ativada pela
aplicacdo de somente ATP em até 88% (Fig.32A e B). A aplicagcdo em seguida de ATP,
mostrou que a corrente induzida pelo agonista reestabeleceu-se.

A inibicao da corrente foi maior, quando alicou-se uma menor concentracao de
ATP (100 pM) como esperada na inibicdo do tipo competitiva. O aumento da
concentragdo de ATP em 500 uM e co-aplicacdo 5 uM ciclo 9 SELEX P2X4R + 500
uM, surtiu o mesmo efeito de inibi¢do (Fig.32A ¢ B). Estes dados confirmaram o
enriquecimento de sequéncias de RNA resistente a nucleases com atividade inibitéria
sobre o receptor P2X, durante os ciclos de enriquecimento.

O RNA do ciclo 9-P2X4 foi testada nas células 1321NI1-PLSXN-P2X, af
metileno ATP liga-se também ao receptor P2X,. Apos aplicagdo inicial de 500 uM de
ATP, houve uma pausa de 5 minutos para permitir a ressensibiliza¢do do receptor e em
seguida co-aplicou-se 500 uM ATP + 5 puM ciclo 9 P2X4R. Os dados de corrente
induzida pelo ATP indicaram que nao houve diferenga quanto as correntes obtidas nas
duas condigdes (Fig.32 C e D). Tais resultados indicaram que as moléculas de RNA
selecionados somente reconhecem o receptor P2X,. Os testes de ligacdo radioligante-
receptor de (*’P) RNA ciclo 9 sugeriam tal seletividade de ligagdo ao receptor P2X, e
nao P2X; ou P2X; (Fig.30 D).
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Figura.32. Efeito da co-aplicacio de RNA resistente a nucleases do ciclo 9- P2X,R + ATP
sobre a atividade dos receptores transfectados P2X,; ou P2X,. em células 1321N1. As
correntes induzidas pelo ATP ou a co-aplicacdo com o RNA ciclo 9 SELEX P2X, foi
determinada através da técnica de cell flow na configuracio de whole cell recording. (A e
B) a-100 pM ATP; b- 100 pM ATP + 5 pM RNA (ciclo 9- P2X,R); c- 500 pM ATP; d- 500
pM ATP + 5 pM RNA (ciclo 9- P2X,R). (C e D) Medidas de whole-cell recording
utilizando1321N1 PLSXN P2X,R. a- 500 pM ATP; b- 500 pM ATP + 5 pM RNA (ciclo 9
P2X,R). Ao contrario do receptor P2X,, o receptor P2X, nao foi inibido na presenca do
RNA selecionado. As células 1321N1 foram mantidas durante o experimento na voltagem

transmembrénica de -60 mV (pH 7.4, 22°C).
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Baseada nestes resultados e de liga¢dao radioligante-receptor (Fig.31 e 32), o
ultimo ciclo de RNA resistente a nucleases P2X, e P2X, foi clonado e seqiiénciado. As
seqliéncias obtidas foram comparadas a fim de determinar regides consenso conservadas
nos ciclos, que adquirem conformagdes secundaria responsavel pelo efeito de inibi¢ao
do receptor que ndo € necessariamente na conformacao fechada (Fig.33).

No alinhamento dos aptdmeros P2X,; foram identificados diversos
ribonucleotideos conservados, estes foram agrupados quanto a similiaridade em
familias. Algumas seqiiéncias tiveram maior representatividade como A84 (5X) e A132
(12X). A anélise de seqiiéncias do ciclo 11 P2X, mostrou a presenca de duas familias
conservadas (Fig.33).

Para determinar quais as grupos de aptameros que melhor interagiam com o
receptor foram realizados inicialmente testes de ligagdo radioligante receptor com um
representante de cada grupo(Fig.34A). Nestes experimentos, identificou-se maior
deslocamento pelo competidor dos aptameros A51, A81 e A114 P2X,4. Em seguida a
atividade dos aptameros foi avaliada por ensaios de patch clamping (Fig.34B), que
indicou que além destes aptameros, A43 resulta também na redugdo de corrente ativada
pelo ATP.

Trés representantes das duas familias identificadas do RNA selecionado do
receptor P2X2 foram utilizadas em experimentos de ligacdo radioligante receptor, na
auséncia ou presenca de excesso molar de suramina nas células transfectadas e os
aptdmeros foram deslocadas pela suramina (A63, A65 e A69) em até 40% (Fig.35A). A
atividade do aptamero A63 foi avaliada em testes de patch clamping em whole cell
recording quando demonstrou haver inibigdo de corrente ativada por ATP de 38 % +/-
9% (Fig.35B).

Uma estimativa da constante de inibi¢do do aptdmero (K;) foi determinada de
acordo com a equagdo: A/Ai=1+x/K; (Hess e Grewer, 1998), sendo A a corrente ativada
por ATP, A; corrente ativada com a co-aplicagdo ATP + A63, x= concentracao do

inibidor ndo competitivo 1 pM. O valor de K; ficou em torno de 273 a 885 nM.
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A)

Familia 1

A51 57 --AUUUAGGCGGCCCAGUCCUUGGCGUAACGUCCUGCAAGGGGAUUACCAU----~- 37————- 49 (1X)
Ad4 57 ————- ACAGAAGUUCAAUUAGCAAUGUAAUUCCCACCUCGUGCAA--————————— 37--—- 40 (1X)
AO6 B CUAAAACUAAAGUAAC-CCUACCUGAUGCAAAAAGAAUAG—-3"---- 39 (1X)
AO5 57 -—--UUGCCCGUUAACAUUCGCAAAGUAAUCUCCACCAAUAGCGCCG--—-————— 37---- 43 (1X)
A29 57— CUACAUGACUUCUGGACUC-GUAAUCACU-—————————— e 37---- 29 (1X)
A81 57— ACAAG-CUUCUGGACUCGGUAAUCGAAUUCCCGCGGGUUCCAUGGCGGCCGGG 3752 (1X)
A40 57— CUCUCCAUCUAACAUACGC--AGGGCGCACAAAAAAAAUAAA-————- 37-——- 40 (IX)
Familia 11

A49 5”UGCUGAUUCACCACGCCCGGCCUCUAGCACUACCCU-———————————— 37--- 36 (1X)
A4l R UAAGAU-AGCGAAUAUUAAAACUACCUACCCCGGAUUGU---—————— 37--- 38 (1X)
A50 57— AUGAUCAGUUCAACCUAGAAGCGAUUAACUAAAACUAGCU--=-—=-- 37--- 40 (1X)
A84 B - CUCCCAAUAUAAGU--AGG-UACCUAAUAAAUACAGCUAUCAU---—-— 37--- 40 (5X)

84, 108, 123, 130, 103

Familia 111

A43 57— CCCGGAAUAAUCUCAUAACAGACAUUUAGUGUAAGAAUAGU----37--- 41 (1X)
A48 S CACACCGAAUAAUCGUAGUGCUAGAACUUAGAGACCGCCU--—————- 37--- 40 (1X)
A2 57— AUUGUGCGACCCUGUGGGUAUACACUCAAAAUCAAAUGAA----— 37--- 40 (1X)
A09 57— AUUUCUUAAAGAUAAUGG-GCUAGUGAUAUGGGGUAAUGAA-—————— 37--- 40 (IX)
A132 57 ----CCCACCAAAAAUCAACUUUACAACCAGAUUAUAUGAGCAAU-—-———————- 37--- 41 (12X)

132, 128, 125, 131, 115, 77, 117, 83, 124

(B)

Familia |

A612 57— CGTAATACGACTCACTATAGGGA 3~
A72 57AAGCTTCTGGACTCGGTAGAAGCTTT-——====————- AATACGACTCACTATAGGGA 3”7
A621 5”AAGCTTCTGGACTCGGTG--————————— === ————— TAATACGACTCACTATAGGGA 3~
A70 5”AAGCTTCTGGATTCGGTG-—————=———=————————— TAATACGACTCACTATAGGGA 3~
A69 57— CTGGACTCGGTG-—————————————————— TAATACGACTCACTATAGGGA 3~
A62 57 ————- CTCGAGTTCCAGAANCTTCTGGACTCGGTGCTAATACGACTCACTATAGGGA 3”7
A64 57— CTGGACTCGGTG-===——— == —— TAATACGACTCACTATAGGGA 3~
A67 57— CTGGACTCGGTG-————————=—————————— TAATACGACTCACTATAGGGA 3~

Familia 11

AG8 R TACCGAGTCCAAAAGCTTGTAGTACCGAGTCCAGAAGCTTGTAGTAGATGGCAGTT 3~

AB5 5 GCTTGTAGTACCGAGTCCAGAAGCTTGTAGTAGATGGCAGTT 3~

AG3 57— AAGCTTGTAGTACCGAGTCCAGAAGCTTGTAGTAGATGGCAGTTGAATTC 3~
AG41 57— TGTAGTGTCCAGAAGCTTGTAGT 3~

A642 R Lt GAGTCGTATCACTAGATGGCAGTTGAATTC 3~

A662 5 e AGATGGCAGTTGAATTCAACTGCCATCTAT 3~

A661 57— TCAAGCTTGTAGTGCTTGTAGT 3~

A611 57— TACCGAGTCCAGAAGCTTCTGGACTCG 3~

Figura.33 Identificacdo dos aptimeros selecionados durante os ciclos de enriquecimento
de SELEX ciclo 9 P2X, e ciclo 11 P2X, (A) As sequéncias presentes no ciclo 9 P2X, foram
alinhadas e as sequéncias consenso foram identificadas e agrupadas em familias. Ao fim da
sequéncia estd indicado o nimero de nucleotideos randomicos que compde o aptimero
como também o numero de vezes identificado na biblioteca sequenciada. (B) Processo
semelhante foi realizado com as seqiiéncias do ciclo 11 P2X, neste caso, além de sequéncias

idénticas, duas porc¢des conservadas durante a selecao estdo sublinhadas.
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Figura.34 Avaliaciio da afinidade e potencial inibitorio dos aptimeros selecionados contra
o receptor P2X, através de ensaios de ligacdo radioligante receptor e patch clamping em
whole-cell recording. (A) Ensaios de ligacio radioligante-receptor com (*’P) aptimero foi
incubado nas células transfectadas na auséncia ou presenca de off metileno ATP para
determinacgido da ligacdo especifica. (B) Os mesmos aptimeros foram testados por patch
clamping em whole-cell recording. A co-aplicagdo de 100 uM de ATP + 1 uM de aptimero
resultou em inibicdo da corrente ativada por ATP. As sequéncias do ciclo 0 R9 ou R24
foram utilizadas como controle. As células foram mantidas durante o experimento na

voltagem transmembréanica de -60 mV (pH 7.4, 22°C).
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P2X, por ensaios de ligagdo radioligante receptor e patch clamping em whole-cell recording
(A) Trés destes aptimeros A63, A65, A69 foram avaliados em testes de ligacdo
radioligante receptor e demonstraram serem deslocados por excesso de suramina (100
pM) em aproximadamente 50% comparado ao controle sem competidor. B) Medidas de
patch clamping em whole cell recording. A aplicacdo de ATP e em seguida aplicaciao de
ATP + 1 pM do aptimero 63 resultou em 38 % +/- 9% de inibicdo da corrente ativada
somente por ATP. As células foram mantidas durante o experimento na voltagem

transmembranica de -60 mV (pH 7.4, 22°C).
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Representantes de familias conservadas nas duas selecdes de SELEX tiveram
sua estrutura secunddria predita pelo programa M-fold (Zuker, 1989) que lev em conta a
conformagdo estavel , energia livre (AG) minima estavel, temperatura e salinidade do
meio. Contudo, o programa ndo utiliza como parametros como da utilizagdo de
ribonucleotideos modificados que foi utilizada nestes aptdmeros que resultam no
aumento da estabilidade do RNA resistente a nucleases, caracteristica que pode mudar a
conformac¢do da estrutura secundaria. Foram preditas as estruturas dos aptidmeros A43,
AS1, A81 e A114 P2X4 e A65 e A69 P2X, com os respectivos grampos estruturais
formados, candidatas a interajirem com o receptor quando comparados ao restante da

estrutura (Fig.36) (Davis e cols., 1996).
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Grampos estruturais identificados nos aptimeros P2X, / P2X, levam a atividade

.....

Predicio do programa M-fold Ensaios atividade em Paich clamping
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Figura 36 Predicao do grampo estrutural envolvido com a inibicdo e a atividade inibitéria
de inibi¢ao por patch clamping. Através do programa M-fold foi feita a predicido do stem

loop envolvido com a inibicdoda corrente ativada pelo ATP dos aptimeros A63, A65, A51
e A81.
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4.9 Inibicio de receptores purinérgicos nas células PC12 e P19 utilizando

aptameros especificos aos receptores P2X,

A caracteristica principal dos aptameros identificados por SELEX ¢é que sao
extremamente especificos disernindo isoformas da mesma proteina o que poderia
resultar num inibidor especifico ao receptor purinérgico utilizado, como sugerido em
nossos dados (Fig.32). Testamos os aptdmeros em células que expressassem 0s
receptores selvagens como P19 teratocarcinoma murino e PC12 feocromocitoma de rato
nas quais identificamos a expressao destes receptores (fig.13 e 16).

As células P19 indiferenciadas foram adicionadas diferentes concentracdes de
RNA resistentes a nucleases (ciclo 9 P2X4) (Fig.37) na formacao de CE semelhante ao
experimento na presenca de inibidores genéricos de receptores purinérgicos (Fig.17).
Apos adigao de all trans acido retindico nas células em suspensdo foram adicionados
2,5 (Fig.37A), 25 (Fig.37B e C) e 200 nM (Fig.37D) de RNA ciclo 9 ou RNA nucleases
resistente ciclo 0 (controle). Nas células com concentragdo de 2,5 nM RNA ciclo 0 e 9
resultaram em 2,5 e 5% respectivamente de aumento na distribuicio de CE com
tamanho maior que 7 em relagdo ao controle.

Ja com a aplicagdo de 25 nM, a distribuicdo de CE na faixa de 0.1-1.4 ua reduziu
em relacdo ao controle mas na fracdo de distribui¢do 1.5 a 5 ua houve aumento, contudo
foi observado que CE maiores que 5 ua manteve-se semelhante ao controle. As células
obtidas deste tratamento em especifico foram plaqueadas a fim de se diferenciarem em
neurdnios semelhante ao controle (Fig.7). As células mantiveram-se em cultura até o dia
8. A morfologia celular de diferenciagdo dos neuronios advindos de CE ficou alterada,
as extensOes foram menores nas células tratadas com alteragdo morfolédgica (Fig.37B).
O mesmo ensaio foi novamente realizado com adi¢cdo de 200 nM RNA ciclo 9 P2X4R
na qual foi observado a deplecao da formacgdo de CE (Fig.38D). Tal fato ndo ocorreu
nos ensaios no controle ou na presenga de RNA ciclo 0. Os dados obtidos corroboram
com o fato de que os receptores P2X, estejam envolvidos com a formagdo dos CE e
envolvidos com a determinagdo do progenitor neural P19 que ¢ pré-requisito para a

diferenciagdo precoce.
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Figura.37: Efeitos da presenca de RNA resistente a nucleases (ciclo 0 e 9-P2X,) sobre a
formacao de corpos embrionicos (CE). (A) Na presenca de 2,5 nM RNA ciclo 0 e ciclo 9
houve aumento de CE maiores que 7 e menores que 24 de 2,5 e 5 % respectivamente em
relaciio ao ensaios controle. (B) A presenca de 25 nM de RNA ciclo 9 resultou em pequeno
aumento do tamanho de CE pela reducio de CE de 1-1.4 ua de 20% em relacio ao
controle. (C) Os corpos embrionicos de (B) foram plaqueados em frascos aderentes para
dar continuidade a diferenciagio neuronal na auséncia de aptimeros até o dia 8. As
extensdes celulares provenientes de células diferenciadas de corpos embridnicos na
presenca de RNA do ciclo 9-P2X, foram menores quando comparada ao controle. (D)
Utilizando 200 nM de RNA ciclo 9 P2X, houve deplecio da formacao de CE ao contrario
quando comparado ao ciclo 0. Os dados se referem a trés experimentos realizados

independentes.
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Outro experimento funcional realizado foi a utilizacgdo de RNA resistente a
nucleases ciclo 9 P2X,; nos experimentos de calcium imaging em células P19
indiferenciadas para comparar o aumento A[Ca”'; (Fig.15) apos aplicacio de ATP +of
metileno ATP e a co-aplicagdo destes com o RNA. Neste estagio, além dos receptores
P2X4, outros receptores purinérgicos sdo expressos (b-Resende e cols., 2007, Fig.16 e
tabela 3). O ligante aff metileno ATP promove somente ativagdo do P2X5 presente neste
estagio. A aplicagdo de ATP ativa os receptores P2X3, P2X4, P2Y,;, P2Y,, P2Y, e
P2Y§. Somente a comparagdo da A[Ca>']; ativado por o metileno ATP e a co-aplicagio
com o RNA ciclo 9 poderiam indicar a atividade da biblioteca de RNA nucleases
resistente sobre o receptor. A aplicagdo nas células de ATP + aff metileno ATP
(Fig.38A) ativa o influxo mediado por aff metileno ATP e ATP, de todos os receptores
purinérgicos presentes. A aplicagdo de ATP + biblioteca de RNA resultou em menor
A[Ca™; (Fig.38B) quando comparado a (A). O agonista ATP ativa os todos os
receptores purinérgicos presentes inclusive os metabotropicos P2Y. O RNA inibiu os
receptores P2X4. A co-aplicacdo aff metileno ATP + RNA ciclo 9 (Fig.38C) resultou em
menor influxo de calcio quando comparado a (A) e (C) pois houve ativacdo somente do
receptor P2X3; e ndo houve alteracdo da atividade dos receptores P2Y presentes. Foi
identificado que houve redu¢do do influxo de calcio na co-aplicagdo do RNA ciclo 9
com ATP e com aff metileno ATP quando comparado ao controle (A) identificado pela
analise de variagao de fluorescéncia (F/Fy) (Fig.38D). Nossos dados indicaram que o
RNA atuou nos receptores P2X, presentes nas células P19 nio no receptor P2Xj3.

Na célula PC12 de feocromocitoma de rato, o potencial inibidor e a seletividade
do RNA (ciclo 9, P2X4) na concentragdo de 1 uM foi analisada por ensaios de patch
clamping em whole-cell recording. Determinou-se 300 uM de ATP a concentrag¢do para
obtencdo da corrente maxima (Fig.38E). Na aplicacdo dessa concentracdo de ATP na
presencga de off metileno ATP de 5 uM (Fig.38F) como ativador adicional, ndo resultou
em aumento de corrente induzidos pelos receptores purinérgicos presentes e pelo
contrario houve inibi¢do da corrente ativada pelo receptor P2X, de rato. Sabendo-se que
ndo ha expressdo de receptores P2X; nestas células (Arslan e cols., 2000). Vinte e cinco
% da corrente ativada por ATP nestas células aparentamente foi mediada pelo receptor

P2X,.
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Ensaios de patch clamping em whole-cell recording em células PC12 foram
realizados com aplicagdo de 300 uM de ATP + 1 uM RNA (ciclo 9 P2X4) comparado
ao controle (300 uM de ATP) e a coaplicagdo com ATP + off metileno ATP. A
percentagem de inibi¢do semelhante observada na presenca de aptdmeros e afy metileno
ATP foi semelhante. A conclusdo final dos ensaios com células P19 e PC12 ¢ que os
aptameros selecionados reconhecem especificamente o receptor P2X, presentes nestas

células.
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Figura 38. Efeitos de RNA resistentes a nucleases ciclo-9-P2X, como inibidores da
atividade dos receptores purinérgicos P2X, nas células P19 e PC12. (A) Houve aumento de
A[Ca®]; nas células P19 indiferenciadas apés adicdo de 100 uM ATP + 50 uM of metileno
ATP (B) Foi verificada que co-aplicacdo de 100 pM ATP + 250 nM de RNA ciclo 9- P2X,
reducio de A[Ca’']; quando comparado a controle (100 pM ATP)(C) A co-aplicacio de
250 nM de RNA (ciclo 9-P2X,) com 50 pM de off metileno ATP resultou em reduciao de
A[Ca®™]; quando comparado a (A) e (B). As células analisadas contendo o receptor P2X;
estiio indicadas pelas setas. (D) Razio (F/F,) apés adicdo de ligantes mostrou A[Ca®]; em
(A), (B) e (C). Valor mediano esta indicada pelo traco preto no grifico. (E) Curva de
corrente maxima induzida pelo ATP medida através de patch clamping em whole-cell
recording, a concentraciio de 300 nM de ATP atinge o plateau dos receptores. (F) O grafico
compara a corrente apds aplicacdo de 300 pM de ATP, 300 uM de ATP + 5 uM af-
metileno ATP e 300 puM de ATP + 2 nM de RNA ciclo 9- P2X,.
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4.10 Inibicio de receptores purinérgicos nas células PC12 utilizando

aptameros especificos aos receptores P2X,

Ensaios nas células PC12 com co-aplicagdo de 100 uM de ATP + 1 uM de A63
em patch clamping em whole cell recording resultou em inibi¢do de corrente ativada de
ATP de 21% (Fig.39). Ha casos de aptdmeros inativos, que resultam em baixa inibi¢do
ou ainda agem como ligantes alostéricos. Mas neste caso nada pode ser afirmado quanto
a especificidade pela presenga de outros receptores purinérgicos nas células PC12.

Nossos dados indicam que os aptameros selecionados sdo especificos aos
receptores alvo utilizados na selecdo de SELEX sendo inibidores especificos em

potenciais a estes receptores.

(A) OO (B) 100 pM ATP +1 pM A63
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Figura 39. Ensaios de patch clamping em whole cell recording nas células PC12 utilizando o
aptamero A63 P2X, membro da familia conservada II. (A) A aplicaciio de 100 pM de ATP.
(B) Co-aplicacdo de 1 uM de A63 + 100 pM ATP resultou em inibicdode 21% da corrente
induzida na aplicacdo de 100 pM de ATP nas células PC12 em relacido ao controle. O

aptamero A63, pertencente a familia II.
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5. Discussao

5.1 Caracterizacdo da diferenciacdo neural nas células de carcinoma

embrionario P19

Durante o desenvolvimento embrionario, as cé¢lulas precursoras neurais
participam da formacdo da citoarquitetura cerebral em trés niveis de organizagdo: na
organogénese da ultra estrutura do sistema nervoso com estabelecimento de
reservatorios de células progenitoras, em sistemas nos quais sao responsaveis por
responder a alteracdes sist€émicas ou perturbagdes fisioldgicas ou patofisiologicas e em
nivel de micro-estrutura com estabelecimento de conexdes sindpticas em processos de
plasticidade neural (Imitola e cols., 2004).

Para compreender-se os mecanismos de diferenciacdo, plasticidade neural e
integragdo de neurOnios imaturos em circuitos sindpticos existentes utilizamos a
linhagem de carcinoma embrionario murino P19 (EC), como modelo de diferencia¢ao
neuronal. Esta linhagem ¢ bem caracterizada na literatura e compreende todos os passos
de diferenciacdo de célula-tronco embrionaria murina (ES)(Fig.7). A diferenciag¢do
neuronal destas células ¢ muito semelhante ao que ocorre in Vivo quanto a expressao de
marcadores protéicos. A determinagdo da diferenciagdo neuronal in Vivo ocorre na
formacdo do tubo neural enquanto que a maturacdo neuronal com a formacdo de
sinapses funcionais ocorre durante a migracdo neuronal na qual a célula neuronal
imatura posiciona em um lugar em definitivo.

Neste trabalho, além das células P19, a linhagem neural NH15-CA2 (di-hibrido
neuroblastoma de camundongo X glioma de rato) foi caraterizada quanto a atividade e
expressdo de seus receptores de neurotransmissdo e neuropeptideos. Nosso objetivo
neste trabalho foi de identificar receptores envolvidos nas vias de sinalizagdo em
comum quanto a diferenciagao

As células P19 tém um repertério amplo de diferenciagdo comparada as outras
linhagens neuronais PC12 ou NH15-CA2, podendo originar células dos 3 folhetos

embrionarios e diversos tipos neuronais quando comparadas a diferenciacdo de células
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PC12 que originam neurdnios adrenérgicos ou feocromocitos ou de células NH15-CA2
que resultam somente neurdnios e glias apos diferenciacdo. A diferenciagdo neuronal
das células P19 segue o mesmo padrio de expressdo de marcadores protéicos da
diferenciacdo ectodérmica da crista neural, entretanto ndo demanda manuntecdo
especial requerida pelas células ES murinas. In vitro, além de células-tronco
embriondrias que possuem capacidade de originar células dos 3 folhetos embrionarios,
ha as células progenitoras neuronais presentes no giro dentado do hipocampo, na zona
subventricular e na cortical, que podem ser induzidas a se diferenciarem em neurdnios e
glias apds a formagao de neuroesferas.

A diferenciagdo do tipo neuronal, in Vvivo, de neurdnio mesencefalicos
dopaminérgicos ocorre em duas regides organizadoras: no istmus (presente entre a
regido mesoencefalica e o cerebelo, denominada também mid/hindbrain boundary-
MHB) ¢ nas células lamina basal (floor plate) que estdo presentes em todo sistema
nervoso central ventral. A expressdo da enzima tirosina hidroxilase (TH) envolvida com
a sintese de dopamina em neurdnios, foi detectada no dia 11 do desenvolvimento
embrionario no mesoencefalo de camundongo. Mas as células ja estdo especificadas a
originarem neurdnios dopaminérgicas numa fase anterior pela acdo de duas proteinas
sinalizadoras, a Shh (sonic hedgehog) e o FGF 8 (fator de crescimento de fibroblasto 8)
(Wallén e Perlmann, 2003). A combinagao destes fatores a FGF 4 especificam células a
se diferenciarem em neurdnios serotoninérgicos localizados na cauda do MHB (Ye e
cols., 1998). Nas células precursoras dopaminérgicas foi identificado a enzima aldeido
desidrogenase (Aldhl), capaz de metabolizar retinaldeido a acido retindico. Acredita-se
que este esteja envolvido na sinalizacdo inicial da diferenciacdo de neur6nios
dopaminérgicos (Castro e cols., 2001). In vitro foi identificado que a transcri¢do da
subunidade do receptor de NMDA NRI1 ¢ ativada apds adigdo de all trans acido
retindico nas células P19 (Bai e cols., 2003) sendo que sua expressdo aumentou no
decorrer da diferenciagdo (Okamoto e cols., 1999).

Os neuronios P19 permanecem em cultura por mais de 40 dias apos a indugdo a
diferenciagdo neuronal e glial. Tal caracteristica permite estudar o processo de
diferenciagdo, maturagao neuronal e sinaptica e a interacdo neurdnio-glia. Nesta cultura

celular foi identificada a secre¢do de diversos neurotransmissores, neuropeptideos e
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seus precursores, ¢ de enzimas envolvidas com a via de sintese; neuropeptideo Y,
serotonina, GABA, 4cido glutdmico descarboxilase, GABA-transaminase,
somatostatina, tirosina hidroxilase, DOPA decarboxilase, serotonina, peptideo
calcitonina, galanina, substincia P e encefalina (Staines e cols.,, 1994). In vivo
neurotransmissores, neuropeptideos e seus receptores estdo presentes em estagios
precoces da diferenciacdo, fase anterior a formagdo de sinapses corticais e sub-corticais
nas quais regulam o processo de desenvolvimento do sistema nervoso. Neste estagio,
estes ligantes atuam de modo semelhante a fatores de crescimento (Nguyen e cols.,
2001).

Estudos para entender os mecanismos envolvidos na determinacdo do estagio
progenitor neurais € na matura¢do neuronal podem aumentar a compreensao quanto as
vias de sinaliza¢do intracelular envolvidas, que pode ser utilizada em estratégias
terap€uticas a fim de direcionar a diferenciacdo neuronal a um fendtipo especifico
(Wallen e Perlmann, 2003).

Neste sentido, nosso trabalho consistiu em tentar elucidar o papel dos receptores
P2 e especificamente dos subtipos P2X, e P2X4 nas células P19. Pela auséncia de
ligantes seletivos, utilizamos a técnica SELEX para identificar-se aptdmeros especificos

capazes de inativar tais receptores em estagios especificos da diferenciacao.

5.2. Expressdo de receptores de neurotransmissores de NMDA, de
acetilcolina e dos neuropeptideos endotelina-B e B2 de cininas nas linhagens

neuronais NH15-CA2 e carcinoma embrionario P19.

O desenvolvimento embrionario do sistema nervoso de vertebrados ¢ baseado no
controle da expressdo génica que por sua vez ¢ o resultado da influéncia de fatores
intrinsicos e extrinsicos. O controle da expressdo de fatores especificos de transcri¢ao
promove a expressao de moléculas de superficie celular, de receptores e de moléculas
com atividades biologicas resultando em mudangas morfoldgicas e moleculares
necessarias para a maturacao do sistema nervoso (Fig.2). O processo de diferenciagao in

Vivo envolve a passagem das céulas por varios estagios fenotipicos, de células
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pluripotentes a progenitoras, seguida pela migragdo e maturacdo neural de neurdnios e
glias (Fig.1).

Neste processo, 0s neurotransmissores € seus receptores sao expressos em
diversos estagios da diferenciacdo neuronal, os quais ativam vias intracelulares nas
células em diferenciacdo para a maturacdo de sinapses cerebrais. A expressdo de
receptores ¢ importante em fases especificas do desenvolvimento embrionario, por
exemplo em embrides de Xenopus aonde a inibicao dos receptores de dopamina e de o
adrenérgico resulta na redug¢do da quantidade de neurénios diferenciados (Rowe e cols,
1993). A ativagdo de receptores de serotonina, noradrenalina e dopamina elevam a
[Ca’]; durante a diferenciagdio neuronal (Lauder, 1993) (Fig.2). Neuronios e
progenitores neurais de embrides de rato expressam o receptor M1 muscarinico de
acetilcolina, o qual estd envolvido com a sinaptogénese na regido cortical (Williams e
cols., 2004). Ha também a participacao do receptor de acetilcolina, a7 envolvido com a
axogénese, sinaptogénese e na plasticidade sinaptica (Criado e cols., 1997, Slotki e
cols., 2004). A serotonina estd envolvida com na formacdo cranio-facial e no
desenvolvimento cardiaco; em nivel celular atua na proliferagdo, migracdo, expressao
génica e a morfogénese da crista neural (Shuey e col., 1991 1992; Yavarone e cols.,
1993; Moiseiwitsch e Lauder; 1995; 1997; Nebigil e cols., 2000; Moiseiwitsch e cols.,
1998). Os neurotransmissores GABA e glutamato regulam a proliferacdo de precursores
neuronais (Haydar e cols., 2000; LoTurco e cols., 1995). A resposta celular de células-
tronco a neurotransmissores ¢ a elevagdo da A[Ca’']; que em muitos casos altera o
padrdo de sintese de DNA e a formagdo das juncdes gap entre as células (LoTurco e
cols., 1995; Owens ¢ cols., 2000; Console-Bram ¢ cols., 1998).

Durante o desenvolvimento, pequena sensibilidade a acetilcolina foi observada
antes da formagao de sinapses periféricas, contudo o contato com a célula alvo resultou
no aumento substancial da sensibilidade celular a acetilcolina o que levou ao aumento
na expressao e na localizagdo de subunidades nicotinicas de acetilcolina (Nishi,2003). A
liberagdo de acetilcolina em células progenitoras neurais regula o desenvolvimento, a
proliferagdo, a diferenciacdo, resulta no crescimento de neuritos € na estimulagdo a
diferenciagdo de células multipotentes neurais. Foi identificada a expressao do receptor

muscarinico M2 nas células embriondrias neuroepiteliais da zona ventricular de rato
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semelhante ao que ocorre nas P19 em diferenciacdo (Larocca e cols., 1994; Coronas e
cols., 2000, Resende e cols., 2007a; Ma e cols., 2000).

A fim de caracterizar os neurdnios originados do nosso protocolo de
diferenciagdo neuronal das células P19, alguns transcritos génicos foram identificados
quanto a proliferacdo, como RECK e quanto a atividade das sinapses formadas, receptor
B2 de cininas e VAMP-2 (Fig.8). Os dados do receptor B2 de cininas resultou na
publicacao pelo nosso grupo, Martins e cols. ( 2005). Com participagdo comprovada no
desenvolvimento neural, os receptores de acetilcolina, NMDA e do neuropeptideo
endotelina-2, foram préviamente identificados na diferenciagdo neuronal e neural das
células P19 (Cauley e cols., 1996; Parnas e cols., 1998; Resende ¢ cols., 2007a; Morley
e cols., 1995; Monge ¢ cols., 1995). Por calcium imaging identificamos e confirmamos
a atividade de receptores de neurotransmissdo e neuropeptideos em neurdénios P19,
progenitores neurais P19 (dia 5) e células indiferenciadas P19 e NH15-CA2. (Fig.9, 10).
Parte destes dados resultaram no manuscrito publicado, Ulrich e Majumder (2006).

Os receptores de acetilcolina foram detectados em diversos modelos de
diferenciagdo neuronal in vitro, como em células de PC12, NG108-15, neuroblastoma
murino N1E-115, em células embrionarias de carcinoma humano (NT2-N e N-TERA),
em cé¢lulas que se comportam semelhante a tumores humanos neuroectodérmicos como
a células TE-671 e em progenitoras neurais embrionarias da zona subventricular de rato.
(Avila e cols., 2003; Melnikova e Gardner, 2001; Yamashita ¢ Nakamura, 1996; Pozzan
e cols.,1986; Higashida e cols., 1997; Newman e cols., 2002; Squires cols., 1996; Ma e
cols., 2000).

Nossos dados mostraram a atividade e a expressdo génica dos receptores de
acetilcolina em todas as fases da diferenciacdo neuronal das células P19 e nas células
NHI15-CA2. Tais dados sugerem o envolvimento de receptores e suas vias de
transducdo de sinal no processo de diferenciacdo neuronal (Fig.9 e 10). Tais achados
resultaram na publicacdo de alguns artigos pelo nosso grupo sobre o assunto, Ulrich e
Majumder ( 2006), Resende e cols. (2007 A) e Martins e cols. (2005).

Outro receptor de neurotransmissdo com atividade investigada durante a
diferenciagdo foi de NMDA. Este pertence a familia de receptores glutamatérgicos, e

participa do desenvolvimento do sistema nervoso central. A estimulagdo dos receptores
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de NMDA em estagios precoces do desenvolvimento do sistema nervoso central ¢é
importante para a sobrevivéncia celular, diferenciacdo neuronal e estabelecimento de
redes neurais (Deutsch e cols., 1998). Foi detectado em células progenitoras adultas do
hipocampo e a exposi¢do destas, in vitro, ao neurotransmissor facilitou a diferenciagdo
neural de neuroesferas (Deisseroth e cols., 2004; Kitayama e cols., 2004). No estagio de
célula progenitora, a atividade do receptor de NMDA ¢ fundamental para alteragdes
morfoldgicas neuronais, mas ndo no timing de aquisicdo do fenotipo celular de
neurotransmissdo (Ciccolini e cols, 2003). As células progenitoras P19 e seus neuronios
expressam tais receptores (Fig.10) e que nos levou a utilizd-los nos experimentos de
avaliagdo da maturacdo neuronal na presenca de ligantes de receptores purinérgicos.

A atividade do receptor de endotelina-B foi somente detectada em neurdnios P19
quando se aplicava méaxima concentragdo do ligante necessaria a resposta. Os receptores
de endotelina sdo divididos em A e B t€ém como ligantes endotelina do tipo 1,2 e 3. A
endotelina e seus receptores participam da diferenciagdo e migracdo terminal de
determinadas populacdes localizadas na crista neural. Estas células originam
melandcitos e células ganglionares entéricas. A perda ou mutacao da endotelina-3 ou do
receptor endotelina-B leva a agangliose distal no intestino resultando na doenga de
Hirschsprung do tipo II ou sindrome Shah-Waadenburg. Nao se sabe ao certo se as
doengas estdo relacionadas a migracdo ou manutencao das células progenitoras da crista
neural (Kruger e cols., 2003). E necessaria a expressdo do receptor e do ligante no
estagio embrional durante os dias 10 a 12.5 quando ocorre a migragdo de melanoblastos
e neuroblastos entéricos no desenvolvimento do camundongo (Shin e cols., 1999).

Os dados de expressao génica e da atividade de receptores de neurotransmissao e
neuropeptideos reforgam a importancia da utilizagdo do modelo de diferenciagao
neuronal, in vitro P19 para melhor compreensdo dos fendmenos que ocorrem in Vivo.
Desta forma, investigamos os receptores purinérgicos os quais ainda ndo haviam sido

descritos durante a diferenciacdo neuronal no inicio deste trabalho.
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5.3. ldentificagdo dos receptores purinérgicos nas células NH15-CA2 e

durante a diferenciacédo neuronal das células P19

A sinalizacdo purinérgica ¢ um sistema primitivo envolvido em processos
troficos de pequena e longa duracdo que resultam na liberagdo de ATP enddcrina. Foi
identificada a participagdo do sistema purinérgico na resposta imune e inflamacao,
transducdo mecanosensorial, agregacdo plaquetéria, vasodilatagdo endotelial mediada,
estresse e hipoxia, proliferacdo celular, diferenciacdo, migracdo e morte celular
programada no desenvolvimento (Burnstock, 2006; Rathbone e cols., 1999).

Haviam-se indicios da participacdo do sistema no desenvolvimento do sistema
nervoso. A estimula¢do de receptores de adenosina (A1) induziram o crescimento de
neuritos na linhagem humana de neuroblastoma SH-SY5Y e em cultura primaria de
precursores neuronais no estriato. Além disso, estes receptores Al foram associados ao
aumento do nimero de células na fase G1, sugerindo seu envolvimento em processos
primarios da diferenciagdo neuronal (Canals e cols., 2005). O receptor A2A foi
identificado no controle da sobrevivéncia e de morte de células PC12 (Trincavelli e
cols., 2003).

Ja os receptores purinérgicos P2 foram identificados nas células PC12 e foram
relacionados a regenerac¢do de neuritos nos neurénios PC12 em 48 horas de tratamento
com 100 uM de ATP (D’Ambrosi e cols, 2000; D’Ambrosi e cols, 2001, Hur e cols,
2000; Fujita e cols, 2000, Arslan e cols., 2000). Nossos dados demonstraram que a
atividade purinérgica ¢ detectada de modo semelhante a diferenciagdo com NGF e FGF-
2 (Fig.13).

O receptor ionotropico P2Xs foi o primeiro a ser associado a diferenciacao
muscular (Ryten e cols, 2002). Atividade mitogénica do ATP foi identificada nas
células v-myc progenitoras neurais imortalizadas (Ryu e cols., 2003). O estudo com
células da glia radial do cortex, indicou que hé sinalizacdo mediada pelo receptor P2Y;
na neurogéne, sendo que este foi identificado como sendo o receptor, que inibido pela
suramina, reduziu a proliferacdo glia radial (Weissman e cols., 2004). Hogg ¢ cols.,

(2004) identificaram receptores P2Xs3 e P2X; em células progenitoras de hipocampo de
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rato e sugeriram a participagdo destes receptores no controle da A[Ca>']; para inicio da
diferenciagdo neural. Lin e cols., (2007) e Mishra e cols., (2006) identificaram a
sinalizagdo pardcrina e autdcrina do ATP nas células progenitoras como sendo
responsaveis pela proliferacdo de células de neuroesferas através da ativagdo de P2Y,
principalmente de P2Y; e P2Y, O bloqueio destes receptores em neuroesferas
provenientes de animais knock-outs resultou em menor proliferacdo celular ¢ de
transientes A[Ca’']; mostrado em estudos de inibicdo de receptores (Mishra e cols.,
2006). A producao de ATP se da por pulsos sendo mais acentuada no inicio do processo
de diferenciacao (Lin e cols., 2007).

Shukla e cols., (2005) identificaram a expressao de diversas ecto-nucleases nas
c¢lulas multipotentes progenitoras neurais de hipocampo adulto murino, principalmente
de NTDPase, responsavél pela quebra em dinucleotideos ADP e UDP e restrita em
regides com atividade neurogénica. Tal atividade enzimatica pode disponibilizar
subtratos a outros receptores purinérgicos com menor afinidade a ATP ou UTP levando
a ativagdo desses (Fig.3).

Nossos dados indicaram a participacao dos receptores purinérgicos durante a
diferenciag@o neuronal e neural das células P19 e no estado indiferenciado da linhagem
NH15-CA2 (Fig.14 e 15). H4 modificacdo do padrido génico de expressao dos
receptores nos diferentes estdgios de diferenciacdo. Como constatamos a atividade
destes receptores mesmo em células indiferencidas P19, NH15-CA2 e PC12 sugerimos
que haja contribuigdo do sistema no inicio da diferenciacdo pelos transientes A[Ca®"];
como colocado por Hogg e cols., (2004). Nas células P19, os receptores purinérgicos
inotropicos P2X; e P2X, sdo expressos em diferentes fases da diferenciacdo neuronal,
P2X4 na fase precoce da diferenciagdo das células P19, NH15-CA2 e PC12 e P2X; nas
fases de progenitor neuronal e neurénios maduros das células P19 e em células NH15-
CA2 indiferenciadas (Fig.14, 15 e 16) Tais dados resultaram na publicagdo de nosso
achados, Resende e cols.(2007b). Os dados por nods obtidos sdo semelhantes aos
verificados por Arslan e cols. (2000). O pesquisador e seu grupo constataram maior
atividade do receptor P2X, no estdgio indiferenciado devido a auséncia de sensibilidade
das células ao inibidor PPADS. Entretanto, a atividade dos receptores purinérgicos nao

¢ uma caracteristica isolada da linhagem de teratocarcinoma murino P19, as células EC
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humanas NTERA-2 expressam receptores P2Y; em seu estagio indiferenciado de modo
semelhante as células de neuroesferas de camundongo e células progenitoras de
hipocampo de rato (Moore e cols, 2002, Lin e cols., 2006, Mishra e cols., 2006, Hogg ¢
cols., 2004). Além de serem amplamente distribuidos no sistema nervoso central adulto,
estes receptores possuem alta seletividade ao influxo de cdlcio, o que nos levou a

investigar sua participagao deles no processo de diferenciacao (Fig.40).
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Figura.40 Hipltese da participacdo dos receptores purinérgicos P2X, e P2X,; na
diferenciacdo neuronal de células P19. Fatores extrinsicos e intrinsicos que coordenam a

progressdo da diferenciacéo pela ativacéo de difersas vias de sinalizacéo.
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A ativagdo destes receptores dispara diversas vias intracelulares de sinalizacao,
os receptores P2Y mediam vias de Ras/Rat/MEK/MAPKs em neuroesferas indicando
cross talking em potencial com as vias de FGF, EGF/TGFa, PDGF ¢ erb-B para a
mitose neural (Tu e cols., 2000). Os receptores P2X, e P2X, tém sua atividade
intrinseca regulada pela fosforilagdo da proteina quinase C (PKC) e AMPc dependente
de proteina quinase A (ciclic AMP-dependent protein kinase A). Como os receptores
NMDA ¢ AMPA modulam A[Ca®’]; ¢ levam a ativacio de fatores de transcrigdo
responsivos a proteina elemento ligante de AMPc (CREB). Quando ativados, os
receptores P2X, e P2X4 induzem aumento de [Ca2+]i modulando a atividade de
calmodulina que regula cAMP (AMP ciclico) em questdo de segundos e de MAPKs em
minutos. (Lin e cols., 2007, Berridge, 1998).

Tais dados corroboram com a importancia das células P19 como modelo de
estudo da diferenciacdo neural com padrao de diferenciacdo de progenitoras neurais
semelhante a zona subventricular e do giro dentado do hipocampo murino quanto a
expressdo e atividade dos receptores purinérgicos (Mishra e cols, 2006, Lin e cols.,
2007, Shukla e cols., 2005). Além do mais, as células P19, por serem pluripotentes,
permitem estudar a sinalizacdo envolvida na determinacdo do progenitor neural, uma
vez que atividade de receptores purinérgicos foi verificada em estagio anterior a
formacdo de CE. Tais dados podem ser comparados e complementados, uma vez que
todas as informagdes provenientes sdo originarias de células murinas e animais knock
outs. Além disso, Svendsen e cols. (1997) descrevem restrigdes no cultivo de
precursores celulares de rato quando a divisao celular. Nossos dados de expressao de
receptores de neurotransmissores como acetilcolina, NMDA e purinérgicos sdo
semelhantes ao padrio de expressdo e atividade no desenvolvimento do tubo neural, em
progenitoras multipotentes de neuroesferas e em células progenitoras neurais NH15-

CAZ2 (di-hibrido camundongo X rato)(Staines e cols., 1996; Niemann e Schaller, 1996;).
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5.4 Efeito da presenca de inibidores de receptores purinérgicos sobre os

fendtipos neuronais obtidos durante a diferenciacdo neural das células P19.

Mesmo ndo possuindo inibidores ou ativadores seletivos aos diferentes sutipos
de receptores purinérgicos, a participacao de receptores purinérgicos foi identificada no
reparo da epiderme através das drogas disponiveis. O tratamento com 1 mM ATP, aff
metileno ATP, suramina, PPADS, reactve blue 2 ou 100 nM de TNP-ATP por 48 horas
indicou que a participacdo do receptor P2X; ¢ responsavel pelo fluxo de cétions na
homeostase da barreira epidérmica (Denda e cols., 2002). Greig e cols. (2003)
identificaram o envolvimento dos receptores purinérgicos na proliferacdo de
queratindcitos, na diferenciacdo e apoptose em epiderme fetal humano. Os receptores
P2Y,, presentes em células fetais de queratindcitos, atuam na proliferacdo celular. Os
receptores P2Y,, presentes em células da periderme, participacdo no controle de fluxo
de cloreto e secre¢do de fluidos ao liquido aminiético. Coutinho-Silva e cols., (2005)
relataram que os receptores P2Y;, P2Y; e P2Y, estdo envolvidos com a proliferacdo
celular e apoptose de linhagem celulares de carcinoma epitelial Caco-2 e HCTS.

No sistema nervoso a privagao de oxigénio e glicose desencadeia isquemia que
resulta em morte celular, a qual ¢ estudada no modelo de fatias de hipocampo
(organotipicas) CA1 e CA3/fascia dentata de rato. A expressdo dos receptores P2X; e
P2X, aumenta no processo de isquemia em diferentes extensdes ¢ nos diferentes tipos
celulares. P2X, em corpos celulares neuronais localizados em CAl e P2X; em
microglias. Ocorre morte de células de hipocampo, cortex e estriato. A inibigdo da
MAPk (proteina especifica mitogénica ativada quinase ativadora) p42 e p44 apos a
isquemia por PD98059 ou U0126 resultou em protecao parcial dos danos. A aplicagdo
dos antagonistas de receptores purinérgicos suramina (200 uM) ou PPADS (5 a 300
uM) resultou em neuroprotecio na mesma magnitude como obtido na presenga do
bloqueador do canal do receptor de NMDA, MK801. Em ambas as condi¢des a via de
ERK1/2 MAP quinase foi inibida (Rundén-Pran e cols., 2005). Ja Cavaliere e cols.

(2003) preveniram muitos destes efeitos causados pela isquemia com o tratamento
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prévio destas fatias hipocampais com 100 pM de suramina ou basilen blue ambos com
espectro de inibi¢do ampla de receptores purinérgicos.

Em ensaios de calcium imaging, a combinac¢do da aplicagdo de inibidores de
receptores purinérgicos permitiu identificar quais subtipos de receptores purinérgicos
envolveriam a proliferacdo celular em neuroesferas. Mishra e cols., (2006) utilizaram
100 uM dos inibidores MRS2179, PPADS ou suramina ¢ identificaram a participag¢ao
do receptor P2Y no processo da proliferacao.

Para analisarmos o fenotipo resultante a alteracdo da atividade dos receptores
purinérgicos, optamos por iniciar a diferenciacdo das células para formag¢do de CE em
suspensao na presenca dos ligantes purinérgicos o metileno ATP, suramina, reactive-
blue, brilliant blue-2 e PPADS. Os corpos embridnicos foram mantidos por 48 horas nas
diferentes concentragdes de antagonistas ou agonistas para inibir ou ativar conjuntos de
receptores purinérgicos. A andlise dos tratamentos poderia nos indicar os subtipos de
receptores purinérgicos envolvidos no processo de proliferacdo e agregacao celular nos
eventos precoces da diferenciacdo com formagao de CE. Constatamos que a presenca de
suramina, reactive-blue 2, aff metileno ATP ou brilliant blue alteraram o tamanho dos
CE (Fig.17), indicando a participagao dos receptores P2Y e P2X4,. A andlise consistiu
na expressdo de receptores no estdgio indiferenciado e o padrdo farmacologico de
resposta analisados no item 4.4.1 (tabela 3 e 4).

As células se agrupam em forma de corpos embridides ou embridnicos ativando
sinaliza¢des intracelulares e passem ao estdgio de progenitores neuronais. Neste
processo, ha alteracdes no padrdo génico, protéico intracelular, morfolégico e de
citoesqueleto celular com variagdes espontaneas de célcio intracelular (Czyz e Wobus,
2001). Apds a adesdo destas células a garrafa de cultura, ha a expressdo de um novo
repertorio de receptores purinérgicos, colinérgicos e de neurofilamentos intermediarios
nas células P19 e com aparecimento de neurofilamentos intermedidrios (Fig.16; Pyle
cols., 2001; Paterno ¢ cols., 1997).

Interferir no processo de formacdo de CE levando ao aumento desta estrutura
pode resultas em necrose das células presentes no interior da massa devido ao déficit no
transporte de nutrientes e oxigénio para o interior (Gerecht-Nir e cols, 2004). A

presenca dos agonistas ou antagonistas dos receptores purinérgicos interfere com a
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sinalizagio de A[Ca®']; levando a alteracio da morfologia celular no decorrer do
processo da formacdo do progenitor neural. Tal fato foi verificado em condi¢des de
tratamento dos CE com RNA da biblioteca ciclo 9 P2X, (Fig.38C).

O espectro de neurotransmissores liberado pelos neurdnios P19 reflete a
distribuicdo homogénea de fatores bioativos na cultura celular. Foi constatado, que
mesmo apods a diferenciago, fatores protéicos soluveis sdo capazes de induzir neuroénios
imaturos a mudar o padrao de sintese de neurotransmissores (Gotz e cols., 1995). O
neurotransmissor sintetizado pelo neurdnio pode ser determinado pela origem celular de
diferenciagdo e desenvolvimento ou por um mecanismo estocastico. Mudangas no
padrido de freqii€éncia local e global de aumento de calcio estdo correlacionadas
positivamente ao crescimento de neuritos € ao fenotipo neuronal de liberagao do
neurotransmissor GABA, respectivamente. (Ciccolini e cols., 2003). Borondinsky e
cols., (2004) demonstraram que a alteracdo distinta de picos espontaneos de célcio
intracelular, pode resultar na diferenciacdo de diferentes classes de neurdnios na medula
espinhal embridnica, com mudangas na liberagdo de neurotransmissores, contudo sem
modificagao de marcadores fenotipicos da identidade celular. Em seus experimentos, a
supressdo da atividade de picos de calcio resultou em neurdnios com maior expressao
de neurotransmissores excitatorios € menor numero de neur6nios com
neurotransmissores inibitorios. Quando houve maior atividade dos picos de célcio
aumentou o numero de neur6nios com expressao de neurotransmissores inibitdrios. O
grupo estudou tal fendmeno através de superexpressdo de canais retificadores de
potassio (h.Kir.2.1) e através da aplicacdo de agentes farmacoldgicos bloqueadores de
canais de calcio ou ativadores de canais de sodio.

A fim de testar alteracdes no padrao de atividade dos receptores purinérgicos, de
NMDA e colinérgicos nos neurdnios formados, foram realizados ensaios de maturacao
neuronal na presenca de agonistas/antagonistas dos receptores purinérgicos: brilliant
blue, reactive blue 2, PPADS ou suramina na concentragcdo de 1 uM. Os neuronios
advindos da diferenciagdao neuronal das células P19 tém atividade colinérgica e NMDA
constatadas (Staines e cols., 1994, Morley e cols., 1995) e demosntrada em nossos

experimentos (Fig.10).
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A ativacdo ou inibi¢@o de receptores purinérgicos na fase de progenitores neurais
até¢ a maturag@o neuronal (dia 3 a 8 ou 9), resultou em células com atividade purinérgica
mantida, mas em alguns casos sem atividade de receptores colinérgicos ou de NMDA,
dependendo do inibidor utilizado durante a maturacdo neuronal. Através da analise
farmacologica destes receptores (tabela 3) e do padrao de expressdo dos receptores
purinérgicos nas células progenitores neurais P19 (tabela 4), identificou-se a
participacao de receptores P2X; e P2Y na inibi¢ao da atividade de receptores NMDA e
P2X, e P2Y; na inibicdo colinérgica, analisado no item 4.4.2 (Fig.18). A avaliacdo
simultinea do padrdo de atividade de A[Ca*']; nestas células a aplicagio de ATP/CCh
por calcium imaging mostrou que o padrdo de atividade de receptores purinérgicos e
colinérgicos ficou alterado entre as células destes ensaios e os neurénios P19 controle
(Fig.19). O padrao da expressdao génico dos receptores purinérgicos; P2X,, P2Xy, P2X;
e do receptor muscarinico M1 de acetilcolina, em neuronios P19, foi alterado em alguns
destes tratamentos (dados ndo mensurados). Seria interessante fazer uma analise através
de RT-PCR semi-quantitativo, PCR em tempo real ou do-marcagdo de receptores para
averiguar a expressao de receptores nas células oriundas de tais tratamentos e sua
distribuicao célula a célula.

Anteriormente nosso grupo havia mostrado que a inibicdo de receptores B2 de
cininas, pelo seu antagonista especifico HOE-140, durante a diferenciacdo neuronal de
células P19, resultou em neurénios sem atividade de receptores colinérgicos.
Acreditamos que eventos sucessivos dindmicos de sinalizagdo sdo ativados pelos
receptores B2 de cininas e purinérgicos, que levam no controle da expressdo e da
ativacdo alguns de receptores de neurotransmissao durante a maturagdo neuronal como
de colinérgicos e de NMDA. Contudo, nossos dados indicam que a atividade
purinérgica e colinérgica ¢ fundamental em todo o processo, e coordena a diferenciacao,
pois apesar dos ensaios, sua atividade ¢ identificada apds os tratamentos. Os tratamentos
iniciados no dia 3 de diferenciacio de inibicdo de receptores P2 resultam na
modificagdo da resposta colinérgica, anterior a inibi¢do do receptor B2 de cininas
(Fig.41).

A contribuicdo da atividade dos receptores purinérgicos principalmente de

receptores metabotropico como P2Y; no desenvolvimento do sistema nervoso, foi

143



Discussdo

demonstrada em neuroesferas murinas (Lin e cols., 2007; Mishra e cols., 2006).
Entretanto Mishra e cols., (2006) sugerem a importancia do receptor P2Y; no processo
mas nao puderam identificar a participagdo deste pela auséncia de ligantes seletivos. A
adicdo de ATP em cultura de células-tronco embrionarias murinas resultou em
proliferacdo celular pelas vias de PKC, PI3K/Akt e MAPKs (Heo e Han, 2006). Arthur
e cols., (2005) identificaram a participacao do receptor P2Y, na diferenciagdo neuronal
juntamente com neurotrofinas. Ambos os receptores, P2Y, e tirosina quinase A, na
presenga de fatores de crescimento aceleram o processo de diferenciagdo. Estudos
utilizando neuroesferas de células do estriato embrionico de camundongo, incubadas 3
dias na presenca de 100 uM de suramina ou MRS-2179, mostraram que o receptor P2Y
era responsavel pelos transientes A[Ca”’];, proliferacio e migracdo de progenitores
neuronais. Nao identificou-se variagdo quanto a expressdao de nestina ou GFAP nas

células tratadas (Scemes e cols., 2003).
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Estagio I
R. P2X/ P2Y,
P2X, g P2X,
7% Y 2%, pas Estagio IT

«—Dia5 R.B2 decininas

v + v v

R. NMDA Purinérgicos acetilcolina W

Figura.4l Participagdo dos receptores purinérgicos na diferenciacao neuronal das células

P19. Através de ensaios farmacoldgicos identificamos a importancia dos receptores P2X, e
P2Y na formacdo de corpos embridnicos (CE) (estagio I). A inibigdo dos receptores
purinérgicos P2X, e P2Y; durante a maturacdo neuronal, resultou em células sem
atividade dos receptores de NMDA. O bloqueio farmacolégio dos receptores P2X, e P2Y,
reduziu a atividade colinérgica das células dias 8 ou 9. A atividade dos receptores
purinérgicos manteve-se nas células dia 8 ou 9 (estagio I1). Dados obtidos pelo nosso grupo
mostraram que a inibicdo de receptores B2 de cininas, no dia 5, resultou em células
diferenciadas no dia 8 sem atividade de receptores colinérgicos. Nossos dados sugerem que
0 sistema purinérgico participe em todo o processo de diferenciacdo inclusive em fases

mais precoces.

A importancia dos receptores ionotropicos no processo de diferenciacdo foi
identificada inicialmente em mioblastos, onde identificou o receptor P2Xs envolvido
nas vias de sinalizacdo necessdria a diferenciacdo muscular esquelética (Ryten e cols.,
2002). O receptor P2Xs ¢ expresso em células satélites. A ativagdo de receptores P2X
inibiu a proliferacdo, estimulou a expressdo de marcadores de diferenciagdo muscular,

incluindo miogenina, p21 e miosina de cadeia pesada e aumentou a taxa de formacao de
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miotubos. Além disso, demonstrou-se que a aplicagdo de ATP resultou no aumento
significante e rapido da fosforilagdo de MAPKs, principalmente de p38, e que a inibi¢ao
da atividade de p38 preveniu o efeito de ATP nas células. Estes resultados ndo somente
demonstraram a existéncia de um modulador de diferenciacdo esquelética o ATP, mas
um novo papel desempenhado pelos receptores P2X no controle do destino final de
diferenciagdo celular (Ryten e cols, 2002). No desenvolvimento do coragdo humano,
foram identificados a expressdo dos receptores P2X;, P2X;, P2X4, P2Ys ¢ P2Y;
sugerindo sua participacdo no desenvolvimento e na atividade orgdo (Bogdanov e cols.,
1998; Sandona e cols., 2005).

A decisao celular de replicar-se ou de diferenciar-se ¢ dependente da integracao
de maltiplas vias de sinalizacdo, da densidade celular, do estigio metabdlico, da
viabilidade do ligante, do tipo e niveis de expressdo de receptores e cross-talking de
vias intracelulares distinas (Sommer e Rao., 2002). A compreensdo da participagdo dos
receptores purinérgicos em processos bioldgicos ¢ necessaria paa o conhecimento do
amplo papel desta molécula em troficos celulares, como a diferenciacdo e tipo neuronal
especifico. Conhecimento que pode ser aplicado em indugdo de progenitores exogenos
ou ainda no recrutamento de células-tronco neurais induzindo a migracdo e
diferenciagdo a fendtipos especializados em locais especificos. As células -tronco
embriondrias originadas podem ser utilizada em modelos animais para testes de drogas
neurais e neuronais, na pesquisa e desenvolvimento de métodos terap€uticos, na cura de
doengas neurodegenerativas como esclerose multipla, doenca de Huntington e
Parkinson, as quais afetam milhdes de pessoas ao redor do mundo e resultam em
dispendioso gasto no tratamento todos os anos.

Os camundongos knock outs tém sido gerados e empregados para compreensao
do papel de cada subtipo purinérgico. Além da utilizacdo de inibidores especificos,
Mishra cols., (2006) empregaram células destes animais para o estudo dos receptores
em neuroesferas e identificaram a participagdo dos receptores P2Y; e P2Y; nos

processos de proliferacao celular e eventos transientes de A[Ca*"]..

Através da utilizacao
de camundongos knock-out ao receptor P2X,, identificou se alteragdes na regido CAl
do hipocampo. As potenciacdes de longo-termo (LTP) nas sinapses colaterais de

Schaffer reduziram consideravelmente em relagdo ao controle, sugerindo a participagdo

146



Discussdo

em processos de alta freqliéncia de estimulagdo (Sim e cols.,, 2006). No sistema
vascular, o camundongo knock-out P2X, apresenta nas células endoteliais padrdo
alterado de influxo de célcio e na produgdo potente vasodilator 6xido nitrico (NO). Os
animais apresentam pressao sangiiinea alta e excrecdo baixa de metabolitos de NO. Os
vasos sangiiineos tém tamanho reduzido em resposta a cronica redu¢do do fluxo
sangiliineo sugerindo a participacdo do receptor em mecanismo sensiveis a regulagdo
sangiiinea e a remodelagem vascular (Yamamoto e cols., 2006).

Associada a identificagdo do papel do sistema purinérgico e de seus receptores
nos passos cruciais da diferenciagdo neuronal, esta a necessidade do desenvolvimento
de ligantes especificos a cada subtipo de receptor purinérgico. Os agonistas ou
antagonistas purinérgicos disponiveis além de ativarem ou inibirem de forma pouco
seletiva os receptores P2 receptores ionotropico e metabotrdpico em geral, atuam em
alguns casos em outros receptores e proteinas de membrana. Suramina e PPADS agem
em receptores P2X e P2Y e os ligantes reactive blue-2, brilliant blue e a3 metileno ATP
sdo seletivos aos receptores ionotropicos (Tabela 3). A suramina, além de inibir a
atividade de receptores P2X e P2Y, atua como desacoplador da proteina G de seus
receptores, inibe a fosfolipase C e os ligantes da célula a EGF, PDGF (Platelet-derived
growth factor) e TNF-B. (Tumor necrosis factor) (McCain ¢ cols., 2004).

A utilizagao de bibliotecas combinatérias ¢ promissora € pode permitir a selecao
de inibidores especificos a estes receptores. Utilizamos a técnica SELEX com este
objetivo (Fig.7) que consiste na utilizacgdo de uma biblioteca combinatoria de
oligonucleotideos constituida de 10" a 10" seqiiéncias diferentes para identificar

inibidores especificos aos receptores P2X; e P2X4.
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5.5 Caracterizacdo das células 1321N1 transfectadas com os receptores P2X,
e P2X, de rato

Para iniciar a selecdo de inibidores especificos aos receptores, utilizamos a
linhagem imortal humana de células de astrocitoma 1321N1 humanas as quais foram
previamente caracterizadas por ndo expressarem nenhum receptor purinérgico (Parr e
cols., 1992). Estas células receberam o vetor PLSXN (Clontech) no laboratério do Dr.
Weissman (University of Missouri, EUA) com os receptores P2X, (PLSXN-P2X,),
P2X,4 (PLSXN-P2X4) ou P2X5 de rato (PLSXN-P2X5) ou ainda o vetor vazio PLSNX.

As células inicialmente foram caracterizadas para identificagdo dos receptores,
génica (RT-PCR com a utilzagdo de primers especificos), protéica (imunofluorescéncia)
¢ testes funcionais de patch-clamping em whole cell recoding ou calcium imaging a fim
de detectar atividade dos receptores (Fig.21, 22, 23, 24). A auséncia de A[Ca*" ;. apos
aplicacdo de aff metileno, caracteristica do receptor P2X, de rato foi identificada no
receptor transfectado, assim como a indugdo de baixa corrente ativada por ATP (Jones e
cols., 2000).

Nosso grupo realizou uma caracterizacdo cinética do receptor P2X, em patch
clamping em Whole cell recording, da inibigdo promovida TNP-ATP (2°,3’-0-(2,4,6-
trinitrofenil) adenosina 5’-trifosfato) e da suramina.Constatou-se que a inibi¢do de TNP-
ATP ocasiona inibi¢do do tipo competitivo e de suramina ao receptor P2X, era do tipo
ndo competitivo, questao que ainda permanecia controversa na literatura e resultou na
publicagdo de tais dados (Trujillo e cols., 2006). Os estudos realizados foram com a
aplicagdo de ATP e a co-aplicacdo de ATP + TNP-ATP ou ATP + suramina. A ativacao
de corrente induzida pela aplicagdo de 100 pM de ATP resulta em receptores
predominantemente no estado aberto e atinge seu valor maximo de abertura em 80
millisegundos. O receptor ¢ rapidamente ativado mas possui cinética lenta
dessensitiva¢io na presenca de ATP de 0,45 £0,1 s. A co-aplicagdo de ATP + TNP-
ATP reduziu a corrente ativada comparado ao controle mas sem alteragdo do coeficiente
de dessensitivacao do receptor. A co-aplicacao de suramina + ATP resultou em reducao

da corrente comparado ao controle e na mudanca no coeficiente de dessensitivacao do
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receptor a 0,7+ 0,17 s'. A corrente ativada pelas diferentes concentragdes de ATP, de 1
a 1.000 uM resultaram numa varia¢ao de 10 a 4.971 pA. Determinou-se ECsy de ATP,
concentragdo necessaria para ativagao de 50% de resposta, de 42 + 2 uM com o slope de
Hill de 2,11 + 0,04 indicando a presenca de trés sitios de ligacdo de ATP no receptor. A
constante de dissociacdo determinada foi de 38 = 2 uM. J4 o valor do ICsy, concentragao
necessaria para inibicdo de resposta a 50% de TNP-ATP foi de 9,4 = 0,9 uM e de
suramina foi de 34 + 2 uM. A aparente constante de dissociacdo determinada foi de Ky
de 38 =+ 1 puM, menos eficiente que TNP-ATP de acordo com dados préviamente
descritos (Khakh ¢ cols., 2001; Honore ¢ cols., 2002).

Ensaios de ligag@o radioligante-receptor nas células 1321N1 transfectadas com o
receptor P2X, indicaram o IC50 de 41,36 nM (Fig.24A). Através de experimentos de
saturagdo e andlise dos dados no grafico de saturagdo mostrou-se que ha 3 sitios de
ligagdo de ATP com expressdo de 120 pmol do receptor por mg de proteina. Os dados
obtidos foram semelhantes aos descritos na expressdo do receptor nas células CHO-k1
pelo sistema de transfec¢do por Semlike Forest Virus de 151 pmol/ml (Michel e cols,
1997). (Fig.24 e Trujillo e cols., 2006).

Jones e cols., (2000) realizaram um estudo comparativo de caracterizacdo de
ortdlogos de receptores P2X,; de humano, camundongo e rato. Identificou-se que of
metileno ATP ¢ um antagonista do receptor de rato e agonista parcial dos receptores
humano e de camundongo (Jones ¢ cols., 2000; Buell e cols., 1996; Collo ¢ cols., 1996).
A aplicacdo de 10 uM de ATP no receptor de rato resultou em 82 +21 pA de corrente
com ativacdo do receptor em 468+ 36,5 ms. O EC 50 determinado de ATP neste
receptor foi de 5.5 [2,6-11,6] uM.

Foram realizados ensaios de ligagdo radioligante-receptor com (**P) ATP com
excesso de suramina ou o metileno ATP utilizando células 1321N1 vivas transfectadas
com os receptores P2X, ou P2X4. O excesso de aff metileno ATP deslocou o
radioligante de ambos os receptores, suramina deslocou 24% do radioligante do receptor
P2X5, ndo agdo nos P2X4. A suramina nao teve efeito de inibi¢cdo neste receptor (Jones e
cols., 2000; Buell e cols., 1996). Apos caracterizagdo dos receptores quanto a expressao
e atividade, foram iniciados a selecdo de inibidores por SELEX utilizando suramina

(antagonista ndo competitivo) e o3 metileno ATP (agonista competitivo) que foram

149



Discussdo

utilizados como competidores respectivamente da biblioteca de RNA resistentes a

nuclease ligado aos receptores

5.6 A técnica SELEX e os ciclos de enriquecimento de sequiéncias

Em nosso sistema de diferenciagcdo, membros do grupo identificaram a
expressao crescente da subunidade P2X¢ ao longo da diferenciacdo neuronal das células
P19, no estagio de maturacdo neuronal (Da Silva e cols., 2006) levando nos a acreditar
na possibilidade de expressdo de heteromultimeros de receptores purinérgicos como
P2X4/P2Xs. A utilizagao de técnicas de knock down génico poderia alterar todo o padrdo
de expressdo de receptores purinérgicos na diferenciacdo favorecendo a associacido da
subunidade P2X; a outras tornando mais complexo a analise da importancia do receptor
P2X4 no processo. O ligante af-metileno ATP inibe somente o receptor P2X4, mas ndo
o heteromultimero P2X4/P2X¢ (North e Surprenant, 2000). Um aptamero desenvolvido
ao receptor P2X, provavelmente pode ndo interferir com a acdo de P2X4/P2X, formado,
o que pode ser testado. Devido a tais fatos, acreditamos que a técnica SELEX seria mais
propicia na inibi¢do especifica do receptor P2X4.

Em nosso caso, como o alvo era a por¢do extracelular dos receptores e optamos
pela utilizagao da biblioteca de RNA resistente a nucleases. Para os procedimentos de
SELEX apresentadas nesta tese, foram empregadas moléculas de RNA com
ribonucleotideos de pirimidina modificados no anel da ribose na posi¢ao 2°OH por 2’F
a fim de aumentar a estabilidade da molécula em meio fisioldgico.

O tamanho da por¢ao randomica da biblioteca de SELEX pode variar de 25 a 75
bases. Para a nossa sele¢dao utilizamos um molde de biblioteca contendo 40 posi¢des
randomicas, semelhante a ja foi utilizada em outras selecdes e que se mostrou
satisfatoria (Bartel e Szostak, 1993; Shi e cols., 1997; Ulrich e cols., 1998; Ulrich e
cols., 2002). A diversidade de seqiiéncias utilizando tal biblioteca atinge 10" moléculas
diferentes com 40 posicoes randdmicas. O processo de sintese da segunda-fita
complementar e de amplificacio da biblioteca inicialmente de cDNA foi todo
padronizado para em seguida ser transcrita in vitro para geragdo da biblioteca de RNA

resistente a nucleases (Fig.25).
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Para fins terapéuticos, o alvo de selecdo pode ser o ligante extracelular ou
receptor de membrana. Contudo pela possibilidade do ligante poder ter multiplas
funcdes e interagir com diferentes receptores além do alvo, torna conveniente a sele¢ao
de ligantes ao dominio extracelular dos receptores, o qual torna a selecdo de SELEX
complexa (Ulrich e cols., 1998). Neste caso, deve se apresentar o receptor embebido na
membrana ou células inteiras em sua conformagdo nativa. Além da presenca do
receptor, diversas outras proteinas estdo presentes na superficie extracelular da
membrana, levando em alguns casos o emprego de um competidor a fim de se recuperar
o RNA ligado somente ao sitio alvo no receptor (Fig.6) (Ulrich e cols., 1998). Neste
tipo de selecdo requer-se 10-25 ciclos reiterativos de selegdo comparado a proteinas
purificadas soluveis as quais requerem de 7 a 15 ciclos para identificagdo de aptameros
com ligacao especifica. A sele¢do in vitro de aptimeros de RNA ndo modificados a
proteina purificada citoesina 1 resultou em 61% de aptameros de apenas um tipo apos
13 ciclos de selecdo com afinidade que variou de 4 a 48 nM (Mayer e cols., 2001). A
selecdo de aptdmeros de DNA contra a L-seletina resultaram na identificacdo de trés
seqliéncias conservadas apos 17 ciclos com afinidade na ordem de 1,8 a 10 nM (Hicke e
cols., 1996). A sele¢do de aptdmeros de DNA em alvos complexo como na membrana
de eritdcitos, resultou numa afinidade aumento em 10 vezes apos 25 ciclos de selegdo
de aptameros de DNA. Identificou-se duas regides conservadas com afinidade na ordem
de 1,6 a 1,8 nM. A utilizagdo de SELEX na identificagdo de aptdmeros de RNA nao
modificados ao receptor de acetilcolina, alvo complexo, resultou ap6s nove ciclos duas
familias de seqiiéncias conservadas com afinidade na ordem de 2 a 12 nM (Ulrich e
cols., 1998). Ulrich e cols., (2002) identificaram aptameros de RNA resistente a
nuclease a receptores envolvidos adesdo e invasdao de Trypanosoma cruzi no interior da
célula e apos 8 ciclos de sele¢do identificou-se aptameros com afinidade variando de 40
a 240 nM aos receptores das proteinas fibronectina, trombospondina, heparan sulfato e
laminina. Durante os ciclos de selecdo de aptameros aos receptores P2X, e P2Xy
identificamos o enriquecimento de seqiiéncias com afinidade a proteinas de membrana
celular ja no ciclo 3 (Fig.28) e a avaliacdo de caracteristica inibitoria das seqiiéncias
selecionadas no ciclo 5 em ambas as selecdes P2X, e P2X, (Fig.29 e 30). Moléculas de

RNA ciclo 5 P2X, inibiram o receptor P2X,; na concentragdo de 250 nM em
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experimentos de calcium imaging. Por patch clamping em whole cell recording 1 uM
do RNA ciclo 5 P2X; quando co-aplicado com 100 uM de ATP resultou na inibi¢do da
corrente ativada por ATP em 37% (Fig.29).

No ciclo 9 P2X4, 0 RNA 1uM co-aplicado com 100 uM de ATP resultou na
inibi¢do da corrente ativada por ATP em 80%. O enriquecimento do RNA com ligacao
ao receptor durante os ciclos de SELEX foi avaliado em ensaios de gel shift. As bandas
foram densitometradas e os RNAs dos ultimos ciclos tiveram maior ligagao ao receptor.
Os RNAs das bibliotecas ciclo 11 -P2X,; e ciclo 9- P2X, foram transcritos para cDNAs,
clonadas, seqiiénciadas e comparadas para verificagdo de squencias conservadas
(Fig.31).

Neste ensaio, 4 ciclos de (**P) RNA resistente a nucleases P2X5 (ciclo 1, 2, 6 e
8) foram incubados com o extrato de membrana sem o receptor. As ligagdes mais forte
ao receptor foram observados utilizando RNAs dos ciclos iniciais 1 e 2. Ja nos ciclos 6 e
8 houve baixa ligacdo de RNA Estes ciclos inicias contém RNA que se liga de modo
ndo seletivo a outras proteinas de membrana (Fig.31).

Bock e cols (1992) relataram que ja no quinto ciclo de sele¢do, 30% dos
aptdmeros selecionados possuiam afinidade a trombina, alvo da sele¢do e que inibiam
em 50 % a atividade da trombina protease na concentragdo de 25 nM. Comparado com
o primeiro ciclo de selecdo na qual apenas 0,01% do RNA presente na biblioteca
randomica se ligou ao sitio alvo, até 40% do RNA do quinto ciclo mostrou ligacao

especifica.

5.7 Caracterizacao de sequiéncias identificadas

No caso de aptameros selecionados como compostos foram identificado
atividade alostérica destes ao receptor nicotinico de acetilcolina, selegdo na qual se
identificou duas classes de seqiiéncias (Ulrich e cols., 1998). Em ensaios de patch
clamping em whole cell recording configuration, as seqiiéncias tinham capacidade de
modular sua atividade, protejendo-o da ligacdo de outros ligantes ou levando-o ao

estado conformacional estavel inativo (Hess e cols., 2000).
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Tais dados sugerem que mesmo utilizando um competidor para recuperagao dos
RNAs especificamente ligados ao sitio alvo ao longo do processo de sele¢do, as
seqliéncias identificadas podem ligar-se de modo semelhante ao sitio do competidor ou
em regides proximas e induzir uma mudanga conformacional da proteina como efeito
alostérico, resultando na dissociacdo do RNA ligado ao sitio alvo. Portanto, no fim do
experimento de SELEX identificou mais de uma classe estrutural de seqiiéncias com
possivelmente diferentes afinidades ao sitio alvo. No caso do experimento publicado por
Ulrich e cols. (1998), os aptameros classe I estrutural foram deslocados da sua ligacdo
ao receptor por cocaina com IC50 de 500 uM e a classe II com IC50 de 110 uM. Em
experimentos de patch clamping em whole cell recording foi observado que as
interacoes dos aptameros referentes as classes I e II com o receptor nicotinico ndo eram
no mesmo local no receptor e que aptdmeros das duas classes agiram alostericamente
sobre o receptor estabilizando diferentes conformacdes do receptor. Aptdmeros da
classe I ligavam-se ao sitio regulatério na conformacdo fechada do receptor com alta
afinidade de modo semelhante a cocaina e da droga anticonvulsiva MK801 ¢ a classe 11
ligavam-se no sitio regulatorio do receptor com afinidade maior ao receptor aberto.

Um aptamero ja identificado de RNA resistente a nucleases promissor na terapia
contra o cancer ¢ o inibidor do receptor de tirosina quinase RET D4 o qual leva a
inativagdo da via de sinalizag¢do. O receptor expresso contitutivamente esta envolvido na
causa de diversas neoplasias endocrinas (MEN). Através da combinacao de ciclos de
enriquecimento utilizando células PC12 transfectadas com RET e de sele¢do negativa
com cé¢lulas PC12 transfectadas com o receptor mutado, identificou-se duas seqiiéncias
consenso extremamente conservadas de 67 seqiiénciadas D4 ¢ D24 com o Ky variando
de 30 a 70 nM que resultaram na inibigdo da autofosfarilacio do receptor e da via
intracelular de sinalizacdo mediada de ERK. Por ensaios de dose resposta identificou-se
que a concentracao de 200 nM de D4 inibia a autofosforilacdo do receptor em até 70% e
que havia redugao drastica da fosforilacdo de ERK (Cerchia e cols., 2005).

Outro receptor envolvido com o cancer e alvo de selecao foi receptor 3 do fator
de crescimento epidermal humano (human epidermal growth factor receptor 3-HER3),
membro da familia de tirosina quinase e que estad super-expresso em diversos

carcinomas. O receptor HER2 esta superexpresso em 20 a 30% dos casos de cancer de
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mama. Ao contrario de HER2, HER3 quinase deficiente se auto-associa na
concentragdo de nmolar na auséncia de ligantes, as varias formas de hergulinas (hrg). A
ligacdo de hrg interrompe a oligomerizacio de HER3 e leva a formagdo de
heterodimeros funcionalmente competentes a sinalizagdo com HER2. O aumento da
concentragdo de HER3 resulta em resisténcia a droga pelo paciente. Através de SELEX,
identificou-se que o aptamero selecionado A30 liga-se ao estado oligomérico do
receptor HER3, mas nd3o no mesmo sitio de hrg. A ligacao de hrg ao oligdbmero HER3
resulta num aumento de afinidade aos sitios de ligacdo de HER3 em 10 X e mas com o
aptdmero hd o aparecimento de novos sitios de ligacdo com menor afinidade. A alta
afinidade de ligagdo de A30 ao HER3 levou a inibigdo hrg dependente da fosforilagao
de tirosina de HER2 e do crescimento induzido por hrg nas células MCF7 (Chen e cols.,
2003). Apos a analise de 88 clones identificou-se 29 seqiiéncias. Seis deles foram
utilizados em ensaios com células e o resultado do Western blotting revelou que A30
inibia a fosforilagio de HER2. Contudo ndo se identificou a regido consenso como
motivo estrutural comum em todos aptameros selecionados.

Nas selegdes de aptameros ao receptor P2X,4 foram identificadas 28 seqiiéncias
com varias delas sendo idénticas e com maior representatividade como o aptdmero
A132 que foi identificado 8 vezes (Fig.33). Diversas regides conservadas foram
identificadas entre os aptdmeros os quais estdo indicados na figura. Ensaios de ligacao
radioligante receptor indicaram maior atividade inibicdo de 30 a 80% da corrente
induzida por ATP utilizando os aptameros A43, A51, A81 e Al14.

Foram identificadas 16 seqiiéncias no ciclo 11 P2X, as quais originaram duas
classes de seqiiéncias. Através de testes de ligagdo radioligante-receptor, aptameros de
ambas as classes foram deslocadas dos seus sitios alvo na presenga de excesso de
suramina em 40% e um aptamero da classe II inibiu a corrente induzida de ATP no
receptor 38% +9 na concentragdo de 1 uM. Serdo necessarias mais medidas de patch
clamping em whole cell recoding a fim de determinar diferengas nas propriedades dos
aptameros de classes I e II em ligar ao receptor P2X,.

Nossos dados indicam diferenga de afinidade de ligacdo ao receptor entre
aptameros P2X, selecionados pela variacdo de inibi¢do da corrente induzida por ATP na

co-aplicacdo de 1 uM de cada aptdmero. Provavelmente os aptdmeros ndo se ligam
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exatamente ao sitio do competidor e sim em regides proximas. Pode estar ocorrendo
variagdo quanto ao tipo de interagdo do grampo formado do aptamero com os

aminoacidos do sitio alvo.

5.8 Estrutura secundaria dos aptameros

Utilizando o programa desenvolvido de Zuker (1989), M-FOLD, ¢ possivel fazer
predigdes quanto a estrutura secunddria dos aptadmeros identificados. A estrutura
tridimensional dos aptdmeros nuclease resistente contra o receptor RET, D4 e D24 sao
muito semelhantes, todavia o grampo formado de D4 conservado contém 6
ribonucleotideos e D24, 8 ribonucleotideos. Os grampos formados pelos dois aptdmeros
ndo sdo idénticos (Cerchia e cols., 2005). O programa leva em conta a energia livre
minima necessaria para aquisicdo da estrutura, a temperatura e condigdes salina, mas
ndo faz a predigdo utilizando os ribonucleotideos modificados que resultam em
aptdmeros mais estdveis ao final da selecdo. Ulrich e cols., (1998) utilizaram este
programa para a predicdo das estruturas das classe I e II identificadas e constatou
diferengas estruturais entre aptdmeros de diferentes classes quanto a forma e o tamanho
dos grampos formado de 7 a 8 ribonucleotideos, tamanho do sitio de ligagdao do
competidor.

O aptamero identificado durante esta tese com maior atividade de inibicdo do
receptor P2X4, A81 forma um grampo composto de 7 ribonucleotideos sendo a predi¢ao
do M-FOLD de energia livre ¢ de -32,3 kcal/mol. A estrutura do grampo formado
contém a seqiiéncia consenso do aptamero A51 corresponde a 6 ribonucleotideos, ja
A43 tem trés conformacgdes preditas em com energia livre muito proxima, mas todas
geram um grampo muito grande de 30 ribonucleotideos comparado com A81 ou AS51
(Fig.36). Dentre as duas familias I e II de aptameros P2X, apenas a familia I forma um
grampo de 5 ribonucleotideos com a seqiiéncia consenso, o que ndo foi identificado na
familia II que possui o grampo com a interacdo das porgdes constantes do aptamero.

A identificagdo do grampo funcional ¢ necessaria ¢ deve se fazer uma sintese
truncada desta por¢do para evitar interagdes ndo especificas dos ribonucleotideos sem

funcdo presente no aptamero. A identificacdo da por¢ao funcional pode ser realizada por
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estudos utilizando o M-FOLD e prdicdo confirmada por lise parcial de aptdmeros
ligados a seu alvo para determinar a regido funcional. Uma vez determinada, troca-se as
ribonucleases modificadas para nao modificadas ¢ o novo teste deve feito para
confirmar a atividade, caso esta seja perdida, re-insere se novamente o ribonucleotideo
modificado e ¢ identificada a posi¢do critica de ligacdo do aptdmero ao alvo (Gold,
1999). Sao realizadas modifica¢des pés SELEX nos aptdmeros com a incorporagdo de
2’0 metil agucar. Tais aptameros podem ser utilizados em testes pré-clinicos e clinicos

(Gold, 1999).

5.9 Inibicéo de receptores purinérgicos nas células PC12 e P19 utilizando os

aptameros selecionados

Os aptameros selecionados aos receptores P2X,, P2X4 ou RNAs do ciclo 9 P2X4
foram utilizadas em sistemas nos quais 0s receptores expressos sdo selvagens para
confirmar os dados de inibicdo obtidos com os receptores. Apos identificar a
especificidade de ligacdo do RNA resistente a nucleases ciclo 9 P2X, a este receptor e
ndo aos receptores P2X, ou P2X; (Fig.30), ensaios de atividade funcional foram
realizados em células com expressdo selvagem do receptor. Por ja termos préviamente
identificado a expressdo do receptor no estagio indiferenciado P19 e PC12, estas foram
utilizadas nos experimentos de formacdo de CE na presenca de RNA nucleases
resistente e patch clamping em whole cell recording respectivamente (Fig.13 e 16).

Como mostrado na introdu¢do, os CE sdo agregados celulares tridimensionais
formados em suspensdo celular. Nesta fase ocorrem oscilagdes intracelulares
espontaneas de célcio que resultam o fendtipo celular de progenitor neuronal. De acordo
com Resende e cols., (2007b), ocorre a expressdo dos receptores P2X;, P2Xy, P2Y},
P2Y,, P2Y4 e P2Y¢ no estagio indiferenciado celular. Nossos dados mostraram que o
receptor P2X, ¢ um dos envolvidos no processo de formagdo de corpos embridnicos
(Fig.17).

O RNA ciclo 9 P2X, foi incubado em diversas concentragdes com as células
P19 para induc¢ao da formagdo de CE. Na concentragao de 2,5 nM de RNA houve

aumento de CE maiores que 7 e menores que 24 ua de 5% e 2,5% quando comparado ao
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controle na presenca de RNA do ciclo 0 comparado ao controle (Fig.38A). Numa
concentragdo maior de 25 nM houve redug¢do da distribuicio de CE de pequeno
tamanho, de 0,1 a 2 ua, mas sem aumento de CE maiores que 5 ua. Estes CE foram
cultivados de modo semelhante ao controle a fim de finalizar a diferencia¢do neuronal.
Houve diferenciacdo de células com morfologia modificada (Fig.38B). Mais estudos
serdo necessarios para caracterizar tais alteracdes e da participacdo do receptor na
determinagdo do progenitor neural P19. Contudo estes dados sugerem haver a
participagdo deste receptor no processo, j4 mostrada anteriormente nesta tese através de
ensaios farmacologica deste receptor com agonistas e antagonistas purinérgicos
(Fig.17). Na concentragcdo de RNA de 200 nM houve deplecdo da formagdo de CE, tal
fato ndo ¢ verificado em ensaios na presenga de RNA ciclo 0 no qual hd formacgdo de
CE de maior tamanho comparado ao controle. Tais dados sugerem que o receptor P2X,4
efetivamente esteja participando no processo de diferenciacdo precoce para a formagao
de CE da determinagdo do progenitor neural P19. Em baixas concentragdes, a inibi¢ao
do receptor € parcial o que viabiliza a formacao de CE, o que ndo ¢ verificado com
200nM. Cerchia e cols., (2005) utilizaram em seus ensaios celulares funcionais a
concentragdo de 200 nM de aptdmero D4 na inibicdo da fosforilagio de ERK. Nosso
grupo identificou a variacdo da distribuicdo de tamanho de CE sob adi¢do de 1 uM de
HOE-140 (Martins e cols., 2005). Nossos dados indicam que as oscilagdes da
concentragdo de calcio intracelular nas células nesta estrutura sao mediadas além pelos
canais de calcio pelos receptores de neuropeptideos e neurotransmissores.

O RNA ciclo 9 P2X, foi aplicado nas células num estagio anterior, em células
indiferenciadas P19 na concentracdo de 250 nM co-aplicado com ATP ou com off
metileno ATP. Através dos dados de expressdo de receptores purinérgicos presente na
tabela 4, fizemos uma andlise farmacologica de inibi¢do de receptores presentes P2Xs,
P2X4, P2Y 1, P2Y,, P2Y4 e P2Ys. A aplicacdo somente de ATP e de off metileno ATP
ativa todos os receptores presentes, a co-aplicacdo de ATP e o RNA leva a inibi¢ao
somente do receptor P2X, (Fig.38B). A aplicagdo de aff metileno ATP + 250 nM de
RNA somente ativa o receptor P2X; indicado nas setas (Fig.38C). Para analisar tais
dados, um grafico com a variagdo de fluorescéncia foi montada e que indicou reducao

de fluorescéncia na condi¢do Fig.38C em relacdo a Fig.38B. Os dados sugerem que o
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RNA estavel selecionado ¢ especifico ao receptor P2X4 e ndo aos receptores P2Y,
P2Y,, P2Y4, P2Y¢ e P2X;5. Nao houve deplegdo da resposta. Contudo mais andlises
devem ser realizadas.

O RNA ciclo 9 P2X, foi testado em células PC12 indiferenciadas. As células
PC12 foram utilizadas como modelo em ensaios de eletrofisiologia porque as células
P19 ndo formam selo de fechamento a pipeta com suficiente resisténcia para serem
utilizadas nos ensaios de patch-clamping.

Identificou-se que a aplicacdo de 300 uM de ATP era capaz de ativar a corrente
maxima dependente de receptores purinérgicos nestas células em experimentos de
whole cell recording. Os receptores P2X;, P2X,, P2X;, P2X,, P2X5 ¢ P2X¢ foram
identificados como expressos nestas células (Arslan e cols., 2000). Dubyak e el-
Moatassim (1993) ndo identificaram o receptor P2X; em células PC12. A co-aplicacdo
de ATP + 5 uM de off metileno ATP leva a inibicdo de corrente ativada somente do
receptor P2X, de rato. A co-aplicacdo de 2 uM de RNA nuclease resistente ciclo 9 P2X,
resultou em semelhante redug¢do de corrente ativada por ATP na co-aplicagdo de off
metileno ATP, ndo havendo interferéncia na ativacdo de outros receptores purinérgicos.
Estes dados indicam especificidade de inibi¢do do RNA ciclo 9 P2X, a atividade do
receptor P2X, de rato.

Ensaios de patch clamping em whole cell recording utilizando a familia
conservada II P2X, identificou a capacidade do aptamero identificado de inibir resposta
ativada por ATP nestes receptores selvagens PC12 (Fig.35B). O aptamero A63 foi co-
aplicagdo com ATP e resultou na inibi¢do de 21% da corrente ativada pela aplicacdo de
100 uM de ATP. Tais dados indicam que o aptamero A63 reconhece e inibem
receptores selvagens presentes nas células PC12.

Os mesmos experimentos serdo realizados utilizando aptameros com seqiiéncias
conservadas da familia I P2X5,, inclusive em outros receptores purinérgicos a fim de

verificar a seletividade de ligagdo dos aptdmeros aos receptores.
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5.10 Perspectivas

Nosso grupo identificou a expressdo de receptores purinérgicos nas células
NHI15-CA2 e ao longo da diferenciacdo neuronal das células P19. Nossos dados
identificaram que estes receptores estdo envolvidos na formacao de corpos embridnicos
e na determinacao neuronal, receptores P2X4 e P2Y,. A atividade dos receptores P2X; e
P2Y, modula o fenétipo de neurénios P19 muscarinicos e P2X, e P2Y,, os
glutamatérgicos de NMDA nos neurdnios originados. Tais dados corroboram com a
participagdo de receptores de neurotransmissdo em processos precoces do
desenvolvimento e diferenciacdo de receptores purinérgicos. Pela auséncia de inibidores
seletivos, utilizamos a técnica SELEX para identificar inibidores aos receptores P2X; e
P2X,.

Na diferenciagdo neuronal, os aptadmeros utilizados podem ser utilizados em
especificos estagios celulares nas quais os receptores estejam expressos para identificar
sua participagcdo no processo. Faz se necessario a avaliacdo das células P19 originarias
dos tratamentos farmacologicos a fim de identificar se a inibi¢do purinérgica nado
compromete a morfologia neuronal das células P19. Uma vez avaliada, testes para
identificar as caracteristicas funcionais serdo necessarias. A inibi¢ao de receptores em
estdgio de maturagdo neuronal pode ser uma estratégia importante para direcionar a
diferenciagdo ao tipo de fenodtipo neuronal desejado.

Os nossos dados indicam que RNA selecionado ao receptor P2X, tem atividade
inibitoria sobre este receptor € nao se liga aos receptores P2X, ou P2X>, inclusive por
patch clamping em whole cell recording ndo houve inibigdo da corrente ativada pela
aplicacdo de ATP em ensaios de co-aplicagdo ATP. Identificou-se conservacdo de duas
familias durante as selecdes de SELEX ao receptor P2X,, as quais se ligaram ao
receptor e que foram deslocadas por excesso de suramina. A familia II testada em patch
clamping em whole cell recording mostrou atividade inibitoria ao receptor. Apds 9
ciclos de selecao de inibidores especificos ao receptor P2X4, as seqiiéncias identificadas
possuiam conservagdo de seqii€ncias entre si. Diversos aptameros identificados tiveram

grande representatividade entre os clones identificados. Ensaios de ligagao radioligante
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receptor identificaram alguns aptdmeros promissores os quais foram testados
funcionalmente por patch clamping e que se mostraram com atividade inibitoria. Ambas
as selecdes originaram aptameros com capacidade de reconhecimento aos receptores
selvagens. Os ensaios de especificidade de ligagdo aos receptores alvo podem ser
realizados em células que expressem o receptor e comparadas as células com
subexpressdo do receptor (com a utilizagdo de RNA de interferéncia ou células de
animais knock outs).

Nesta tese ¢ apresentada pela primeira vez selecdo de aptdmeros especificos dois
subtipos de receptores de neurotransmissdo, os quais sdo ativados pelo mesmo agonista,
ATP. Os aptameros identificados sdo especificos aos subtipos selecionados, nao
havendo inibi¢do de aptameros P2X, ao receptor P2X, e vice versa. Estes dados
convergem com a identificacdo de um maior papel do RNA dentro da célula, como do
RNA estar envolvido como mecanismo de defesa celular contra virus, da regulacdo da
transcri¢do e tradu¢do do RNA mensageiro através de microRNA ou pelo identificado
pelo grupo do Professor Sergio Verjovski-Almeida e do Dr. Eduardo Reis de que RNA
intronico antisense envolvido com o cancer de prostata (Reis e cols., 2004). Os
aptdmeros ou intrameros poderiam estar reproduzindo mecanismos de regulacdo génica
Jé presentes na célula.

Ha necessidade de se realizar mais testes para identificar a concentragdo
utilizada para inibi¢do de 100% da atividade dos aptameros identificados e de
especificidade de ligacdo somente ao subtipo selecionado, pois os competidores
utilizados como competidores suramina e aff metileno ATP agem em outros receptores
purinérgicos. Confirmado a especificidade de ligacdo e a concentragdo para inibicao da
resposta a ATP, os aptameros se tornam excelentes drogas a serem utilizadas na
pesquisa e ensaios pré e clinicos e na terapia semelhante ao medicamento Macugen

produzido pela Pfizer-Eyetech Pharmaceuticals (Ng e cols., 2006).
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6. Conclusao

Os receptores purinérgicos sdo expressos e ativos em células NH15-CA2 e ao
longo da diferenciacdo neuronal das células P19.

H& controle intrinseco exercida pelos receptores purinérgicos P2X, e P2Y na
proliferagéo celular, na formacdo de corpos embriénicos e ou na determinagédo
de progenitores neurais P19 (fase precoce da diferenciacéo).

Os receptores purinérgicos sdo importantes na diferenciacdo neuronal tardia, na
passagem do estagio de celula progenitor neural a neurénios P19 (dia 3 a 8 ou 9)
com controle intrinseco de atividade dos receptores purinérgicos P2X; e P2Y; na
funcionalidade de receptores de NMDA em neur6nios P19 e de P2X; e P2Y; na
atividade dos receptores de acetilcolina em neurénios P19.

Foram identificados antagonistas especificos aos receptores P2X, e P2X,
utilizando SELEX. Estas moléculas tém alta seletividade de ligacdo e afinidade
aos receptores sendo os primeiros ligantes especificos aos dois subtipos de
receptores purinérgicos.

Utilizando a biblioteca ciclo 9 P2X,, confirmou-se a importancia do receptor
P2X,4 na formacdo de corpos embridnicos, previamente identificados em testes

farmacoldgicos apresentados neste trabalho.

162



Referéncias Bibliograficas

163



7. Referéncias Bibliogréaficas

Abbracchio, M.P; Burnstock, G. Purinoreceptors: are there families of P2X and P2Y
purinoreceptors? Pharmacol. Therap. 64: 445-475, 1994.

Adrian, K.; Bernhard, M.K.; Breitinger, H-G.; Ogilvie, A. Expression of purinergic
receptors (ionotropic P2X1-7 and metabotrophic P2Y1-11) during myeloid differentiation of
HL60 cells. Biochimica Biophysica acta, 127-138, 2000.

Arthur, D.B.; Akassoglou, K.; Insel, PA. P2Y2 receptor activates nerve growth
factor/TrkA signaling to enhance neuronal differentiation. Proc Natl Acad Sci U S A.
102(52):19138-43, 2005.

Arslan, G.; Filipeanu, C.M.; Irenius, E.; Kull, B.; Clementi, E.; Allgaier, C.; Erlinge,
D.; Fredholm, B.B. P2Y receptors contribute to ATP-induced increases in intracellular
calcium in differentiated but not undifferentiated PC12 cells. Neuropharmacology, 39: 482-
496, 2000.

Ashour,F.; Deuchas, J. Electron Microscopic localization of P2X, receptor subunit
immunoreactivity to pre- and pos- synaptic neuronal elements and glial processes in the
dorsal vagal complex of the rat. Brain Research. 1026: 44-55, 2004.

Avila, A.M; Davila-Garcia, M.l.; Ascarrunz, V.S; Xiao, Y; Kellar, K.J. Differential
regulation of nicotinic acetylcholine receptors in PC12 cells by nicotine and nerve growth
factor. Mol Pharmacol., 64(4):974-986, 2003.

Bain, G.; Ray, W.J.; Yao, M.; Gottlieb, D.I. From embryonal carcinoma cells to
neurons: the P19 pathway. Bioessays. 16:343-348, 1994,

Bai, G.; Zhuang, Z.; Liu, A.; Chai, Y.; Hoffman, PW. The role of the RE1 element in
activation of the NR1 promoter during neuronal differentiation. J Neurochem. 86(4):992-
1005, 2003.

Barajas-Lopez, C.; Huizinga, J.D.; Collins, S.M.; Gerzanich, V.; Espinosa-Luna, R.;
Peres, A.L. P2X-pirinoceptors of myenteric neurones from the guinea-pig ileum and their
unusual pharmacological properties. Br.J.Pharmacol., 119(8):1541-1548, 1996.

Barry, V.A.; Cheek, T.R. Extracellular ATP triggers two functionally distinct calcium
signalling pathways in PC12 cells. J Cell Sci. 107 ( Pt 2):451-62, 1994.

Bartel, D.P; Szostak, J.W. Isolation of new ribozymes from a large pool of random
sequences. Science, 261(5127): 1411-8, 1993.

Berchtold, S.; Ogilvie, A.L.L.; Bogdan, C.; Muhl-Zurbes, P.; Ogilve, A.; Schuler, G.;
Syeinkasseree, A. Human monocyte derived dentritic cells express functional P2X and P2Y
receptors as well as ecto-bucleotidases. FEBS Letters 458: 424-428, 1999.

Berridge, M.J. Inositol trisphosphate and calcium signalling. .Nature, 361:315-325,
1993.
Berridge, M.J. Neuronal calcium signaling. Neuron, 21(1):13-26, 1998.

Bjerre, B.; Bjorklund, A. The production of catecholamine-containing cells in vitro by

young chick embryos: effects of "nerve growth factor" (NGF) and its antiserum. Neurobiol.
3(3):140-61, 1973.

164



Referéncias Bibliograficas

Blank, M.; Weinschenk, T.; Priemer, M.; Schluesener, H. Systematic evolution of a
DNA aptamer binding to rat brain tumor microvessels. selective targeting of endothelial
regulatory protein pigpen. J Biol Chem. 276(19):16464-8, 2001.

Blind, M,. Kolanus, W.; Famulok, M. Cytoplasmic RNA modulators of an inside-out
signal-transduction cascade. Proc Natl Acad Sci U S A. 96(7):3606-10, 1999.

Bo, X; Zhang, Y; Nassar, M; Burnstock, G.; Schoepfer, R. A P2X purinoceptor cDNA
conferring a novel pharmacological profile. FEBS Lett., 375(1-2):129-331995, 1995.

Bock, L.C.; Griffin, L.C.; Latham, J.A.; Vermaas, E.H.; Toole, J.J. Selection of single-
stranded DNA molecules that bind and inhibit human thrombin. Nature.355(6360):564-566,
1992.

Bogdanov, Y.D.; Dale, L.; King, B.F.; Whittock, N.; Burnstock, G. Early expression of
a novel nucleotide receptor in the neural plate of Xenopus embryos. J.Biol.Chem. 272:12583-
12590, 1997.

Bogdanov, Y.; Rubino, A.; Burnstock, G. Characterisation of subtypes of the P2X and
P2Y families of ATP receptors in the foetal human heart. Life Sci. 62(8):697-703, 1998.

Borodinsky, L.N.; Root, C.M.; Cronin, J.A.; Sann, S.B.; Gu, X.; Spitzer, N.C. Activity-
dependent homeostatic specification of transmitter expression in embryonic neurons. Nature
429(6991):523-30, 2004.

Bottenstein, J.E.; Sato, G.H. Growth of a rat neuroblastoma cell line in serum-free
supplemented medium. Proc Natl Acad Sci U S A. 76(1):514-7, 1979.

Brake, A.J.; Wagenbach, M.J.; Julius, D. New structural motif for ligand-gated ion
channels defined by an ionotropic ATP receptor. Nature. 371(6497):519-23, 1994,

Brandle, U.; Spielmanns, P.; Osteroth, R.; Sim, J.; Surprenant, A.; Buell, G,
Ruppersberg, J.P.; Plinkert, P.K.; Zenner, H.P.; Glowatzki, E. Desensitization of the P2X(2)
receptor controlled by alternative splicing.FEBS Lett. 404(2-3):294-8, 1997.

Brandle, U.; Zenner, H-P.; Ruppersberg, J.P. Gene expression of P2X receptors in the
developing inner ear of the rat. Neuroscience Letters. (273): 105-108, 1999.

Braun, N.; Sevigny, J.; Mishra, S.K.; Robson, S.C.; Barth, S\W.; Gerstberger, R.;
Hammer, K.; Zimmermann, H. Expression of the ecto-ATPase NTPDase2 in the germinal
zones of the developing and adult rat brain. Eur J Neurosci. 17(7):1355-64, 2003.

Brown, D.A.; Bruce, J.I.; Straub, S.V.; Yule, D.I. cAMP potentiates ATP-evoked
calcium signaling in human parotid acinar cells. J Biol Chem. 279(38):39485-94, 2004.

Bruce, J.1.; Yule, D.I.; Shuttleworth, T.J. Ca2+-dependent protein kinase--a modulation
of the plasma membrane Ca2+-ATPase in parotid acinar cells. J Biol Chem. 277(50):48172-
81, 2002.

Brusaard, A.B. Antisense oligonucleotide induce functional deletion of Ligand gated
ion channels in cultured neuronsand brain explants. J. Neurosci. Meth. (71): 55-64, 1997.

Buell, G.; Collo, G.; Rassendren, F. P2X receptors: an emerging channel family. Eur.J.
Neurosci. 8:2221-2228, 1996.

165



Referéncias Bibliograficas

Burnstock, G. Do some nerves cells release more than one transmitter? Neuroscience 1,
239-248, 1976.

Burnstock, G. A basis for distinguishing two types of purinergic receptors. In: Straub,
R.W., Bolis, L. (Eds.), cell membrane receptor for drugs and hormones: a multidisciplinary
approach. Raven Press, New York, pp.107-118, 1978.

Burnstock, G. Historical review: ATP as a neurotransmitter. TRENDS in Pharmacol.
Sciences, 2006.

Burnstock, G. Purinergic signalling in gut. In Handbook of Experimental
Pharmacology, Volume 151/11. Purinergic and Pyrimidinergic signalling 1l- cardiovascular ,
respiratory, immune, metabolic and gastrointestinal tract function (Abbracchio, M.P. e
Williams, M. eds), pp. 141-238, Springer-Verlag, 2001.

Burnstock, G.; Costa, M. Inhibitory innervation of the gut. Gastroenterology.
64(1):141-4, 1973.

Burnstock, G.; Kennedy, C. Is there a basis for distinguishing two types of P2
purinoreceptors? Gen. Pharmacol. 16: 433-440, 1985.

Cameron, H.A.; Tanapat, P.; Gould, E. Adrenal steroids and N-methyl-D-aspartate
receptor activation regulate neurogenesis in the dentate gyrus of adult rats through a common
pathway. Neuroscience. 82(2):349-54, 1998.

Canals, M.; Angulo, E.; Casado, V.; Canela, E.I.; Mallol, J.; Vinals, F.; Staines, W.;
Tinner, B.; Hillion, J.; Agnati, L.; Fuxe, K.; Ferre, S.; Lluis, C.; Franco, R. Molecular
mechanisms involved in the adenosine A and A receptor-induced neuronal differentiation in
neuroblastoma cells and striatal primary cultures. J Neurochem., 92(2):337-48, 2005.

Canzoniero, L.M.; Sensi, S.L.; Turetsky, D.M.; Finley, M.F.; Choi, D.W.; Huettner,
J.E. Glutamate receptor-mediated calcium entry in neurons derived from P19 embryonal
carcinoma cells. J Neurosci Res. 45(3):226-36, 1996.

Castro, D.S.; Hermanson, E.; Joseph, B.; Wallen, A.; Aarnisalo, P.; Heller, A,
Perlmann, T. Induction of cell cycle arrest and morphological differentiation by Nurrl and
retinoids in dopamine MN9D cells. J Biol Chem. 276(46):43277-84, 2001.

Cauley, K.; Marks, M.; Gahring, LC.; Rogers, SW. Nicotinic receptor subunits alpha 3,
alpha 4, and beta 2 and high affinity nicotine binding sites are expressed by P19 embryonal
cells. J Neurobiol. 30(2):303-14, 1996.

Cavaliere, F.; Florenzano, F.; Amadio, S.; Fusco, F.R.; Viscomi, M.T.; D"Ambrosi, N.;
Vacca, F.; Sancesario, G.; Bernardi, G.; Molinari, M.; Volonte, C. Up-Regultion of P2X2,
P2X, receptor and ischemic cell death: prevention by P2 antagonists. Neuroscience. 120: 85-
98, 2003.

166



Referéncias Bibliograficas

Cerchia, L.; Duconge, F.; Pestourie, C.; Boulay, J.; Aissouni, Y.; Gombert, K.;
Tavitian, B.; de Franciscis, V.; Libri, D. Neutralizing aptamers from whole-cell SELEX
inhibit the RET receptor tyrosine kinase. PLoS Biol. 3(4):e123, 2005.

Chaloin, L.; Lehmann, M..J.; Sczakiel, G.; Restle, T. Endogenous expression of a high-
affinity pseudoknot RNA aptamer suppresses replication of HIV-1. Nucleic Acids Res.
30(18):4001-8, 2002.

Chen, C.; Parker, M.S.; Branes, A.P.; Deininger, P.; Bobbin, R.P. Functional
Expression of Three P2X, Receptor Splicing Variants from Guinea Pig Cochlea.
J.Neurophysiol., 83:1502-1509, 2000.

Chen, C.H.; Chernis, G.A.; Hoang, V.Q.; Landgraf, R. Inhibition of heregulin signaling
by an aptamer that preferentially binds to the oligomeric form of human epidermal growth
factor receptor-3. Proc Natl Acad Sci USA. 100(16):9226-31, 2003.

Chen, H.C.; Wei, L.N.; Loh, H.H. Expression of mu-, kappa- and delta-opioid receptors
in P19 mouse embryonal carcinoma cells. Neuroscience. 92(3):1143-55, 1999.

Cheun, J.E.; Yeh, H.H. Differentiation of a stem cell line toward a neuronal phenotype.
Int J Dev Neurosci. 9(4):391-404, 1991.

Ciccolini, F., Collins, T., Sudhoelter, J., Lipp, P., Berridge, M.J., Bootman, M.D. Local
and Global Spontaneous Calcium Events Regulate Neurite Outgrowth and Onset of
GABAergic Phenotype during Neural Precursor Differentiation. .J. Neurosci 23 (1), 103-111,
2003.

Conrad, R.; Keranen, L.M.; Ellington,A. D.; Newton, A.C. Isozyme-Specific Inhibition
of Protein kinase C by RNA Aptamers. J Biol Chem.269 (51):32051-320514, 1994.

Console-Bram, L.M.; Baird, D.H.; Fitzpatrick-McElligott, S.G.; McElligott, J.G.
Modulation of GAP-43 mRNA by GABA and glutamate in cultured cerebellar granule cells.
Brain Res. 783(2):316-25, 1998.

Coronas, V.; Durand, M.; Chabot, J.G.; Jourdan, F.; Quirion, R. Acetylcholine induces
neuritic outgrowth in rat primary olfactory bulb cultures. Neuroscience, 98(2):213-9, 2000.

Coutinho-Silva, R.; Stahl, L.; Cheung, K.K.; de Campos, N.E.; de Oliveira Souza, C.;
Ojcius, D.M.; Burnstock, G. P2X and P2Y purinergic receptors on human intestinal epithelial
carcinoma cells: effects of extracellular nucleotides on apoptosis and cell proliferation. Am J
Physiol Gastrointest Liver Physiol. 288(5):G1024-1035, 2005.

Criado, M.; Dominguez del Toro, E.; Carrasco-Serrano, C.; Smillie, F.l.; Juiz, J.M,;
Viniegra, S.; Ballesta, J.J. Differential expression of alpha-bungarotoxin-sensitive neuronal
nicotinic receptors in adrenergic chromaffin cells: a role for transcription factor Egr-1.J
Neurosci. 17(17):6554-64, 1997.

a-Cui, Y.; Ulrich, H.; Hess, G.P. Selection of 2'-fluoro-modified RNA aptamers for
alleviation of cocaine and MK-801 inhibition of the nicotinic acetylcholine receptor. J Membr
Biol. 202(3):137-49, 2004.

b-Cui, Y.; Rajasethupathy, P.; Hess, G.P. Selection of stable RNA molecules that can

regulate the channel-opening equilibrium of the membrane-bound gamma-aminobutyric acid
receptor. Biochemistry. 43(51):16442-9, 2004.

167



Referéncias Bibliograficas

Czyz, J.; Wobus, A. Embryonic stem cell differentiation: the role of extracellular
factors. Differentiation, 68(4-5):167-74, 2001.

D’Ambrosi, N.; Cavaliere, F.; Merlo, D.; Milazzo, L.; Mercanti, D.; Volonte, C.
Antagonists of P2 Receptor Prevent NGF-Dependent Neuritogenesis in PC12 cells.
Neuropharmacol, 39(6):1083-1094, 2000.

D’Ambrosi, N.; Murra, B.; Cavaliere, F.; Amadio, S.; Bernardi, G.; Burnstock, G.;
Volonte, C. Interaction between ATP and Nerve Growth Factor Signalling in the Survival and
Neuritic Outgrowth from PC12 cells. Neurosci, 108:527-534, 2001.

da Silva RL, Resende RR, Ulrich H. Alternative splicing of P2X6 receptors in
developing mouse brain and during in vitro neuronal differentiation. Exp Physiol. 92(1):139-
45, 2007.

Dang, S.M.; Zandstra, P.W. Scalable production of embryonic stem cell-derived cells.
Methods Mol Biol. 290:353-64, 2005.

Daniels, M.P.; Hamprecht, B. The ultrastructure of neuroblastoma glioma somatic cell
hybrids. Expression of neuronal characteristics stimulated by dibutyryl adenosine 3',5' cyclic
monophosphate. J Cell Biol. 63(2 Pt 1):691-9, 1974.

Darmon, M.; Bottenstein, J.; Sato, G. Neural differentiation following culture of
embryonal carcinoma cells in a serum-free defined medium. Dev Biol. 1981 Jul 30;85(2):463-
73.

Davis, J. P., Janjic, N., Javornik, B.E., Zichi, D.A. Identifying consensus patterns and
secondary structure in SELEX sequence sets. Methods Enzymol. 267:302-314, 1996.

Deisseroth, K., Singla, S., Toda, H., Monje, M., Palmer, T.D., Malenka, R.C., Pritzker,
N. Excitation-Neurogenesis coupling in Adult Neural Stem/progenitor cells. Neuron, 42: 535-
552, 2004.

Denda, M.; Inoue, K.; Fuziwara, S.; Denda, S. P2X purinergic receptor antagonist
accelerates skin barrier repair and prevents epidermal hyperplasia induced by skin barrier
disruption. J. Invest. Dermatol. 119: 1034-1040, 2002.

Deuchars, S.A.; Atkinson, L.; Brooke, R.E.; Musa, H.; Milligan, C.; Batten, T.F.C;
Buckley, N.J.; Parson, S.H.; Deuchards, J. Neuronal P2X; receptors are targeted to
presynaptic terminals in the central and peripheral nervous systems. J.Neurosc., 21:7143-
7152, 2001.

Deutsch, S.I.; Rosse, R.B.; Mastropaolo, J. Current status of NMDA antagonist
interventions in the treatment of nonketotic hyperglycinemia. Clin Neuropharmacol.,
21(2):71-9, 1998.

Dhulipala, P.D.K.; Wang, Y-X.; Kotlikoff, M.J. The human P2X, receptor gene is
alternatively spliced. Gene, 207:259-266, 1998.

Dietzel, 1.D. Voltage-gated ion currents in embryogenesis. Perspect. Dev. Neurobiol.
2(4):293-308, 1995.

168



Referéncias Bibliograficas

Ding, S.; Sachs, F. Inactivation of P2X2 purinoceptors by divalent cations.
J.Physiol.,522:199-214, 2000.

Dorn, G.; Abdel'Al, S.; Natt, F.J.; Weiler, J.; Hall, J.; Meigel, I.; Mosbacher, J.;
Wishart, W. Specific inhibition of the rat ligand-gated ion channel P2X; function via
methoxyethoxy-modified phosphorothioated antisense oligonucleotides. Antisense Nucleic
Acid Drug Dev. 11(3):165-174, 2001.

Drury, A.N.; Szent-Gyorgyi, A. The physiological activity of adenine compounds with
special reference to their action upon the mammalian heart. J.Physiol.,68:213-237, 1929.

Dubyak, G.R; el-Moatassim, C. Signal transduction via P2-purinergic receptors for
extracellular ATP and other nucleotides. Am J Physiol., 265(3 Pt 1):C577-606, 1993.

Duprat, A.M. What mechanisms drive neural induction and neural determination in
urodeles? Int J Dev Biol. 40(4):745-54, 1996.

Edwards, M.K.S.; Harris, J.F.; McBurney, M.W. Induced muscle differentiation in an
embryonal carcinoma cell line. Molec. Cell Biol.,3:2280-2286, 1983.

Edwards, M.K.S.; McBurney, M.W. The concentration of retinoic acid determines the
differentiated cell types formed by a teratocarcinoma cell line. Devel. Biol.,98:187-191, 1983.

Edwards,F.A.; Gibb, A.J. ATP: a fast neurotransmitter. FEBS Lett. 325: 86-89, 1995.

Egan, T.M.; Khakh, B.S. Contribution of calcium ions to P2X channel responses. J
Neurosci. 24(13):3413-20, 2004.

Egan, T.M.; Khakh, B.S. Contribution of calcium ions to P2X channel responses. J
Neurosci. 24(13):3413-20, 2004.

Ellington, A.D.; Szostak, J.W. In vitro selection of RNA molecules that bind specific
ligands. Nature, 346:818-822, 1990.

el-Moatassim C, Dubyak GR. Dissociation of the pore-forming and phospholipase D
activities stimulated via P2z purinergic receptors in BACL1.2F5 macrophages. Product
inhibition of phospholipase D enzyme activity. J Biol Chem. 268(21):15571-8, 1993.

Evans, M.J.; Kaufman, M.H. Establishment in culture of pluripotential cells from
mouse embryos. Nature, 292:154-156, 1981.

Evans RJ, Derkach V, Surprenant A ATP mediates fast synaptic transmission in
mammalian neurons. Nature 357: 503-505, 1992.

Famulok, M.; Blind, M.; Mayer, G. Intramers as promising new tools in functional
proteomics. Chem Biol. 8(10):931-9, 2001.

Fire, A.; Xu, S.; Montgomery, M.K.; Kostas, S.A.; Driver, S.E.; Mello, C.C. Potent and
specific genetic interference by double-stranded RNA in Caenorhabditis elegans. Nature.
391(6669):806-11, 1998.

Fiske, C.H.; SubbaRow, Y. Phosphorous compounds of muscle and liver. Science
70:381-382, 1929.

169



Referéncias Bibliograficas

Fujita, N.; Kakimi, M.; Ikeda, Y.; Hiramoto, T.; Suzuki, K. Extracellular ATP inhibits
starvation-induced apoptosis via P2X, receptors in differentiated rat pheochromocytoma
PC12 cells. Life Sci. 66(19):1849-59, 2000.

Gage, F.H.; Coates, P.W.; Palmer, T.D.; Kuhn, H.G.; Fisher, L.J.; Suhonen, J.O.;
Peterson, D.A. Suhr, S.T.; Ray, J. Survival and differentiation of adult neuronal progenitor
cells transplanted to the adult brain. Proc Natl Acad Sci U S A. 92(25):11879-83, 1995.

Garcia-Guzman, M.; Soto, F.; Gomez-Hernandez, J.M.; Lund, P-E.; Stuhmer, W.
Characterization recombination human P2X, receptor reveals pharmacological differences to
the rat homologue. Mol. Pharmacol., 51:109-118, 1997.

Gendreau,S., Schirmer, J.; Schalzing, G. Identification of a tubulin Binding motif on the
P2X, receptor. J.Chromatography. e86: 311-318, 2002.

Gerecht-Nir, S.; Cohen, S.; Ziskind, A.; Itskovitz-Eldor, J. Three-dimensional porous
alginate scaffolds provide a conducive environment for generation of well-vascularized
embryoid bodies from human embryonic stem cells. Biotechnol Bioeng. 88(3):313-20, 2004.

Ginsborg, B.L.; Hirst, G.D.S. The effect of adenosine on the release of the transmitter
from the phrenic nerve of the rat. J. Physiol.224, 629-645, 1972.

Gold, L. Globular oligonucleotide screening via the SELEX process: aptamers as high-
affinitty, high-specificity compounds for drug development and proteomic diagnostics, 389-
403, 1999. In Combinatorial chemistry and technology: principles, methods, and applications.

Good, P.D.; Krikos, A.J.; Li, S.X.; Bertrand, E.; Lee, N.S.; Giver, L.; Ellington, A.;
Zaia, J.A.; Rossi, J.J.; Engelke, D.R. Expression of small, therapeutic RNAs in human cell
nuclei. Gene Ther. 4(1):45-54, 1997.

Gopinath, S.C.; Misono, T.S.; Kawasaki, K.; Mizuno, T.; Imai, M.; Odagiri, T.; Kumar,
P.K. An RNA aptamer that distinguishes between closely related human influenza viruses and
inhibits haemagglutinin-mediated membrane fusion. J Gen Virol. 87(Pt 3):479-87, 2006.

Gotz, M.; Huttner, W.B. The cell biology of neurogenesis. Nat. Rev. Mol. Cell. Biol.
6(10):777-88, 2005.

Greene, L.A.; Tischler, A.S. Establishment of a noradrenergic clonal line of rat adrenal
pheochromocytoma cells which respond to nerve growth factor. Proc Natl Acad Sci U S A.
73: 2424-2428, 1976.

Greig, A.V; Linge, C.; Cambrey, A.; Burnstock, G. Purinergic receptors are part of a
signaling system for keratinocyte proliferation, differentiation, and apoptosis in human fetal
epidermis. J Invest Dermatol. 121(5):1145-9, 2003.

Grynkiewicz, G.; Poenie, M.; Tsia, R.Y. A new generation of Ca2+ indicators with
greatly improved fluorescence properties. J.Biol. Chem.260:340-350, 1985.

Gu. X.; Spitzer, N.C. Breaking the code: regulation of neuronal differentiation by
spontaneous calcium transients. Dev. Neurosci. 19(1):33-41, 1997.

Guan. K.; Chang, H.; Rolletschek, A.; Wobus, A.M. Embryonic stem cell-derived

neurogenesis. Retinoic acid induction and lineage selection of neuronal cells. Cell. Tissue Res.
305(2):171-6, 2001.

170



Referéncias Bibliograficas

Hamill O.P., Marty A., Neher E., Sakmann B., Sigworth F.J. Improved patch-clamp
techniques for high-resolution current recording from cells and cell-free membrane patches.
Pflugers Arch. 391(2):85-100, 1981.

Hamprecht, B. Neuron models. Angew Chem Int Ed Engl. 15(4):194-206, 1976.

Hamprecht, B.; Amano, T. Differential assay for choline acetyltransferase. Anal
Biochem. 57(1):162-72, 1974.

Harris, A.L.; Zhang, H.; Moghaddam, A.; Fox, S.; Scott, P.; Pattison, A.; Gatter, K.;
Stratford, I.; Bicknell, R. Breast cancer angiogenesis--new approaches to therapy via
antiangiogenesis, hypoxic activated drugs, and vascular targeting. Breast Cancer Res Treat.
38(1):97-108, 1996.

Haydar, T.F.; Wang, F.; Schwartz, M.L.; Rakic, P. Differential modulation of
proliferation in the neocortical ventricular and subventricular zones. J Neurosci. 20(15):5764-
74, 2000.

a-Heck, S.; Enz, R.; Richter-Landsberg, C.; Blohm, D.H. Expression and mRNA
splicing of glycine receptor subunits and gephyrin during neuronal differentiation of P19 cells
in vitro, studied by RT-PCR and immunocytochemistry. Brain Res Dev. 98(2):211-20, 1997.

b-Heck, S.; Enz, R.; Richter-Landsberg, C.; Blohm, D.H. Expression of eight
metabotropic glutamate receptor subtypes during neuronal differentiation of P19
embryocarcinoma cells: a study by RT-PCR and in situ hybridization. Brain Res Dev. 101(1-
2):85-91, 1997.

Heine, C.; Heimrich, B.; Vogt, J.; Wegner, A.; llles, P.; Franke, H. P2 receptor-
stimulation influences axonal outgrowth in the developing hippocampus in vitro.
Neuroscience. 138(1):303-11, 2006.

Hemmings-Mieszczak, M.; Dorn, G.; Natt, F.J.; Hall, J.; Wishart, W.L. Independent
combinatorial effect of antisense oligonucleotides and RNAi-mediated specific inhibition of
the recombinant rat P2X; receptor. Nucleic Acids Res. 31(8):2117-26, 2003.

Heo, J.S.; Han, H.J. ATP stimulates mouse embryonic stem cell proliferation via PKC,
PI3K/Akt, and MAPKSs signaling pathways. Stem Cells. 24(12):2637-48, 2006

Hess, G.P.; Grewer, C. Development and application of caged ligands for
neurotransmitter receptors in transient kinetic and neuronal circuit mapping studies. Methods
Enzymol. 291:443-73, 1998.

Hess, G.P.; Udgaonkar, J.B. Olbricht, W.L. Chemical kinetic measurements of
transmembrane processes using rapid reaction techniques: acetylcholine receptor. Annu Rev.
Biophys. Chem. 16: 507, 1987.

Hess, G.P.; Ulrich, H.; Breitinger, H.G.; Niu, L.; Gameiro, A.M.; Grewer, C.;
Srivastava, S.; Ippolito, J.E.; Lee, S.M.; Jayaraman, V.; Coombs, S.E. Mechanism-based
discovery of ligands that counteract inhibition of the nicotinic acetylcholine receptor by
cocaine and MK-801. Proc Natl Acad Sci U S A. 97, 13895, 2000.

Hesselberth, J.R.; Robertson, M.P.; Knudsen, S.M.; Ellington, A.D. Simultaneous

detection of diverse analytes with an aptazyme ligase array. Anal Biochem. 312(2):106-12,
2003.

171



Referéncias Bibliograficas

Heumann, R.; Ocalan, M.; Kachel, V.; Hamprecht, B.; Clonal hybrid cell lines
expressing cholinergic and adrenergic properties. Proc Natl Acad Sci U S A. 76(9):4674-7,
1979.

Heumann, R.; Stavrou, D.; Reiser, G.; Ocalan, M.; Hamprecht, B. Tumorigenicity of
neuroblastoma X glioma hybrid cells in nude mice and reintroduction of transplanted cells
into culture. Eur J Cancer. 13(12):1417-20, 1977.

Hicke, B.J.; Watson, S.R.; Koenig, A.; Lynott, C.K.; Bargatze, R.F.; Chang, Y.F;
Ringquist, S.; Moon-McDermott, L.; Jennings, S.; Fitzwater, T.; Han; H.L.; Varki, N.;
Albinana, I.; Willis, M.C.; Varki, A.; Parma, D. DNA aptamers block L-selectin function in
vivo. Inhibition of human lymphocyte trafficking in SCID mice. J Clin Invest. 98(12):2688-
92, 1996.

Higashida, H.; Yokoyama, S.; Hashii, M.; Taketo, M.; Higashida, M.; Takayasu, T.;
Ohshima, T.; Takasawa, S.; Okamoto, H.; Noda, M. Muscarinic receptor-mediated dual
regulation of ADP-ribosyl cyclase in NG108-15 neuronal cell membranes. J Biol Chem.
272(50):31272-7, 1997.

Hogg, R.C.; Chipperfield, H.; Whyte, K.A.; Stafford, M.R.; Hansen, M.A.; Cool, S.M.;
Nurcombe, V.; Adams, D.J. Functional maturation of isolated neural progenitor cells from the
adult rat hippocampus. Eur J Neurosci. 19 (9): 2410-2420, 2004.

Holton, P. The liberation of adenosine triphosphate on antidromic stimulation of
sensory nerves. J Physiol 145: 494-504, 1959.

Honore, P.; Mikusa, J.; Bianchi, B.; McDonald, H.; Cartmell, J.; Faltynek, C.; Jarvis,
M.F. TNP-ATP, a potent P2X3 receptor antagonist, blocks acetic acid-induced abdominal
constriction in mice: comparison with reference analgesics. Pain, 96(1-2):99-105, 2002.

Housley, G.D.; Greenwood, D., Bennett, T.; Ryan, A.F. Identification of a short form of
the P2XR1-puriniceptor subunit produced by alternative splicing in the pituitary and cochlea.
Biochem. Biophys. Res. Commun., 212:501-508, 1995.

Hur, E-M; Park, T-J.; Kim, K-T. Coupling of L-type voltage-sensitive calcium channels
to P2X; puriniceptors in PC-12 cells. Am.J.Physiol., 280:C1121-C1129, 2001.

Imitola, J; Park, KI; Teng, YD; Nisim, S; Lachyankar, M; Ourednik, J; Mueller, FJ;
Yiou, R; Atala, A; Sidman, RL; Tuszynski, M; Khoury, SJ; Snyder, EY. Stem cells: cross-talk
and developmental programs. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci. 359(1445):823-37, 2004.

Inoue, K.; Nakazawa, K.; Fujimori, K.; Takanaka, A. Extracellular adenosine 5'-
triphosphate-evoked norepinephrine secretion not relating to voltage-gated Ca channels in
pheochromocytoma PC12 cells. Neurosci Lett. 106(3):294-9, 1989.

Itskovitz-Eldor, J.; Schuldiner, M.; Karsenti, D.; Eden, A.; Yanuka, O.; Amit, M.;
Soreq, H.; Benvenisty, N. Differentiation of human embryonic stem cells into embryoid
bodies compromising the three embryonic germ layers.Mol Med. 6(2):88-95, 2000.

Jayasena, S.D. Aptamers: an emerging class of molecules that rival antibodies in
diagnostics. Clin Chem. 45(9):1628-50, 1999.

Jellinek, D.; Green, L.S.; Bell, C.; Janjic, N. Inhibition of receptor binding by high-

affinity RNA ligands to vascular endothelial growth factor. Biochemistry. 33(34):10450-6,
1994,

172



Referéncias Bibliograficas

Jo, Y.; Schlichter, R. Synaptic corelease of ATP and GABA in cultured spinal neurons.
Nat. Neurosci. 2: 241-245, 1999,

Joh, T.; Darland, T.; Samuels, M.; Wu, J.X.; Adamson, E.D. Regulation of epidermal
growth factor receptor gene expression in murine embryonal carcinoma cells. Cell Growth
Differ. 3(5):315-25, 1992.

Jones, C.A., Chessell, I.P., Simon, J., Barnard, E.A., Miller, K.J., Michel, A.D.,
Humphrey, P.P.A. Functional Characterization of the P2X, receptor orthologues. Brit. J.
Pharmacol. 129, 388-394, 2000.

Jones-Villeneuve, E.M.V.; McBurney, M.W.; Rogers, K.A.;Kalnins, V.l.J. Retinoic
acid induces embryonal carcinoma cells to differentiate into neurons and glial cells. J.Cell.
Biol. 94:253-262, 1982.

Jones-Villeneuve, E.M.V.; Rudnicki, M.A., Harris, J.F., McBurney, M.W. Retinoic acid
induces neuronal differentiation of embryonal carcinoma cells. Molec. Cell. Biol. 3:2271-
2279, 1983.

Kageyama, R.; Ohtsuka, T.; Hatakeyama, J.; Ohsawa, R. Roles of bHLH genes in
neural stem cell differentiation. Exp. Cell. Res. 306(2):343-8, 2005.

Kandel, E.E., Schwartz, J.H., Jessell, T.M. The development of the Nervous System in
Principles of Neural Science. Fourth edition. Ed Mc Graw Hill 2000.

Kato, F.; Kawamura, M.; Shigetomi, E.; Tanaka, J.; Inoue, K. ATP- and adenosine-
mediated signaling in the central nervous system: synaptic purinoceptors: the stage for ATP to
play its "dual-role”. J Pharmacol Sci. 94(2):107-11, 2004.

Khakh, B.S.; Burnstock, G.; Kennedy, C.; King, B.F.; North, R.A.; Seguela, P.; Voigt,
M.; Humphrey, P.P. International union of pharmacology. XXIV. Current status of the
nomenclature and properties of P2X receptors and their subunits. Pharmacol Rev. 53(1):107-
18, 2001.

Khakh, B.S.; Zhou, X.; Sydes, J.; Galligan, J.J.; Lester, H.A. State-dependent cross-
inhibition between transmitter-gated cation channels. Nature. 406: 405-410, 2000.

Kim, M., Yoo, O.J., Choc, S. Molecular assembly of the extracellular domain of P2X2,
an ATP-gated ion channel. Biochem. Biophys. Res. Commun.240:618-622, 1997.

Kitayama, T., Toneyama, M., Tamaki, K., Yoneda, Y. Regulation of Neuronal
Differentiation by N-Methyl-D-Aspartate Receptors Expressed in Neural Progenitor Cells
Isolated from Adult Mouse Hippocampus. J. Neurosci. Res. 76: 599-612, 2004.

Klussmann, S.; Nolte, A.; Bald, R.; Erdmann, V.A.; Furste, J.P. Mirror-image RNA that
binds D-adenosine. Nat Biotechnol. 14(9):1112-5, 1996.

Kristal, O.A.; Pidoplichko, V.I. A receptor for protons in the nerve cell
membrane.Neuroscience. 5:2325,1980.

Krivoshein, A.V.; Hess, G.P. Mechanism-based approach to the successful prevention

of cocaine inhibition of the neuronal (alpha 3 beta 4) nicotinic acetylcholine receptor.
Biochemistry. 43(2):481-9, 2004.

173



Referéncias Bibliograficas

Kruger, G.M.; Mosher, J.T.; Tsai, Y.H.; Yeager, K.J.; Iwashita, T.; Gariepy, C.E.;
Morrison, S.J. Temporally distinct requirements for endothelin receptor B in the generation
and migration of gut neural crest stem cells. Neuron. 40(5):917-29, 2003.

Larocca, J.N.; Rodriguez-Gabin, A.G.; Rashbaum, W.K.; Weidenheim, K.M.; Lyman,
W.D. Muscarinic receptor-dependent activation of phospholipase C in the developing human
fetal central nervous system. Brain Res.653(1-2):9-15, 1994,

Lauder, J.M. Neurotransmitters as growth regulatory signals: role of receptors and
second messengers. Trends Neurosci. 16:233-240, 1993.

Le Doan, T.; Perrouault, L.; Praseuth, D.; Habhoub, N.; Decout, J.L.; Thuong, N.T.;
Lhomme, J.; Helene, C. Sequence-specific recognition, photocrosslinking and cleavage of the
DNA double helix by an oligo-[alpha]-thymidylate covalently linked to an azidoproflavine
derivative. Nucleic Acids Res. 15(19):7749-60, 1987.

Le, K.T.; Paquet, M.; Nouel, D.; Babinski, K.; Seguela, P. Primary structure and
expression of a naturally truncated human P2X ATP receptor subunit from brain and immune
system. FEBS Lett. 418(1-2):195-9, 1997.

Le, KT, Babinski K, Seguela P. Central P2X4 and P2X6 channel subunits coassemble
into a novel heteromeric ATP receptor. J Neurosci., 18(18):7152-9, 1998.

Lee, J.F.; Stovall, G.M.; Ellington, A.D. Aptamer therapeutics advance. Curr Opin
Chem Biol. 10(3):282-9, 2006.

Lee, Y.H.; Lin, C.H.; Hsu, L W.; Hu, S.Y.; Hsiao, W.T.; Ho, Y.S. Roles of ionotropic
glutamate receptors in early developing neurons derived from the P19 mouse cell line. J
Biomed Sci. 10(2):199-207, 2003.

Lin, J.H.; Takano, T.; Arcuino, G.; Wang, X.; Hu, F.; Darzynkiewicz, Z.; Nunes, M.;
Goldman, S.A.; Nedergaard, M. Purinergic signaling regulates neural progenitor cell
expansion and neurogenesis. Dev Biol.302(1):356-66, 2007.

Lin, P.; Kusano, K.; Zhang, Q.; Felder, C.C.; Geiger, P.M.; Mahan, L.C. GABAA
receptors modulate early spontaneous excitatory activity in differentiating P19 neurons. J
Neurochem. 66(1):233-42, 1996.

Listerud, M.D.; Brussaard, A.B.; Devay, O.; Coleman, D.R.; Role, I.W. Functional
contribuition of individual neuronal AchR subunits revealed by antisnse oligonucleotides.
Science, (254): 1518-1521, 1991.

LoTurco, JJ; Owens, DF; Heath, MJ; Davis, MB; Kriegstein AR. GABA and glutamate
depolarize cortical progenitor cells and inhibit DNA synthesis. Neuron. 15(6):1287-98, 1995.

Lohman, K. Uber die Pyrophosphatfraktion im Muskel. Naturwissenschaften 17:624—
625, 1929.

Lynch, K.J.; Touma, E.; Niforatos, W.; Kage, K.L.; Burgard, E.C.; Biesen, T.V,;
Kowaluk, E.A.; Jarvis, M.F. Molecular and functional characterization of human P2X2
receptors. Mol.Pharmacol. 56:1171-1181, 1999.

Ma, W.; Maric, D.; Li, B.S.; Hu, Q.; Andreadis, J.D.; Grant, G.M.; Liu, Q.Y.; Shaffer,
K.M.; Chang, Y.H.; Zhang, L.; Pancrazio, J.J.; Pant, H.C.; Stenger, D.A.; Barker, J.L.

174



Referéncias Bibliograficas

Acetylcholine stimulates cortical precursor cell proliferation in vitro via muscarinic receptor
activation and MAP kinase phosphorylation. Eur J Neurosci. 12(4):1227-40, 2000.

McCain, D.F.; Wu, L.; Nickel, P.; Kassack, M.U.; Kreimeyer. A.; Gagliardi, A.;
Collins, D.C.; Zhang, Z.Y. Suramin derivatives as inhibitors and activators of protein-tyrosine
phosphatases. J Biol Chem. 279(15):14713-25, 2004.

MacPherson, P.A.; Jones, S.; Pawson, P.A.; Marshall, K.C.; McBurney, M.W. P19 cells
differentiate into glutamatergic and glutamate-responsive neurons in vitro. Neuroscience,
80:487-499, 1997.

MacKenzie, A.B.; Surprenant, A., North, R.A.Functional and molecular diversity of
purinergic ion channel receptors. Ann. N. Y. Acad. Sci., 868:716-729, 1999.

Majumder, P.; Faria, M.; Ulrich, H. Targeting DNA Associated Processes for Cancer
Therapy by the Use of SELEX and Anti-gene Approaches — When Selection Meets Rational
Design. Medicinal Chemistry Reviews On Line. 2 ( 3):. 257-264, 2005.

Marrero, M.B.; Venema, V.J.; Ju, H.; He, H.; Liang, H.; Caldwell, R.B.; Venema, R.C.
Endothelial nitric oxide synthase interactions with G-protein-coupled receptors Biochem J.,
335-40, 1999.

Martin, G.R. Teratocarcinomas and mammalian embryogenesis. Science 209:768-776,
1980.

Martins, A.H.; Resende, R.R.; Majumder, P.; Faria, M.; Casarini, D.E.; Tarnok, A.;
Colli, W.; Pesquero, J.B.; Ulrich, H. Neuronal differentiation of P19 embryonal carcinoma
cells modulates kinin B2 receptor gene expression and function. J Biol Chem. 280(20):19576-
86. 2005.

Masin, M.; Kerschensteiner, D.; Dumke, K.; Rubio, M.E.; Soto, F. FE65 interacts with
P2X2 subunits at excitatory synapse and modulates receptor function. J.Biol. Chem.
281(7):4100-8, 2005.

Mayer, G.; Blind, M.; Nagel, W.; Bohm, T.; Knorr, T.; Jackson, C.L.; Kolanus, W.;
Famulok, M. Controlling small guanine-nucleotide-exchange factor function through
cytoplasmic RNA intramers. Proc Natl Acad Sci USA, 98(9):4961-4965, 2001.

McBurney, M.W., Jones-Villeneuve, E.M.V.; Edwards, M., Anderson, P. Controlled
differentiation of teratocarcinoma cells in culture. Nature, 299:165-167, 1982.

McBurney, M.W., Reuhl, K.R., Ally, A.l, Nasipuri, S., Bell, J.C., Craig, J.
Differentiation and maturation of Embryonal Carcinoma-Derived Neurons in Cell Culture.
The J. Neurosc., 8(3), 1063-1073, 1988.

McBurney, M.W.P19 embryonal carcinoma cells. Int.J.Devl.Biol.,37:135-140, 1993.

McWhir, J.; Schnieke, A.E.; Ansell, R.; Wallace, H.; Colman, A.; Scott, A.R.; Kind,
A.J. Selective ablation of differentiated cells permits isolation of embryonic stem cell lines
from murine embryos with a non-permissive genetic background. Nat Genet. 14(2):223-6,
1996.

Melnikova, I.N.; Gardner, P.D. The signal transduction pathway underlying ion channel
gene regulation by SP1-C-Jun interactions. J Biol Chem., 276(22):19040-19045, 2001.

175



Referéncias Bibliograficas

Michel, A.D.; Grahames, C.B.; Humphrey, P.P. Functional characterisation of P2
purinoceptors in PC12 cells by measurement of radiolabelled calcium influx. Naunyn
Schmiedebergs Arch Pharmacol. 354(5):562-71, 1996.

Michel, A.D.; Miller, K.J,; Lundstrom, K.; Buell, G.N.; Humphrey, P.P. Radiolabeling
of the rat P2X4 purinoceptor: evidence for allosteric interactions of purinoceptor antagonists
and monovalent cations with P2X purinoceptors. Mol Pharmacol., 51(3):524-32, 1997.

Minunni, M.; Tombelli, S.; Gullotto, A.; Luzi, E.; Mascini, M. Development of
biosensors with aptamers as bio-recognition element: the case of HIV-1 Tat protein. Biosens
Bioelectron. 20(6):1149-56, 2004.

Miranov, S.L. Metabotropic ATP receptor in hippocampal and thalamic neurones:
pharmacology and modulation of Ca2+ mobilizing mechanisms. Neuropharmacol., 33:1-13,
1994.

Mishra, S.K., Braun, N., Shukla, V., Fullgrabe, M., Schomerus, C., Korf, H-W., Gachet,
C., lkehara, Y., Sevigny, J., Robson, S.C., Zimmermann, H. Extracellular Nucleotide
Signaling in Adult Neural Stem Cells: Synergism with Growth Factor- Mediated Cellular
Proliferation. Development 133, 675-684, 2006.

Moiseiwitsch, J.R.; Raymond, J.R.; Tamir, H.; Lauder, J.M. Regulation by serotonin of
tooth-germ morphogenesis and gene expression in mouse mandibular explant cultures. Arch
Oral Biol., 43(10):789-800, 1998.

Moiseiwitsch, JR; Lauder, JM. Serotonin regulates mouse cranial neural crest
migration.  Proc  Natl Acad  Sci USA. 1; 92(16):  7182-6,  1995.

Moiseiwitsch, J.R.; Lauder, J.M. Regulation of gene expression in cultured embryonic
mouse mandibular mesenchyme by serotonin antagonists. Anat Embryol (Berl). 195(1):71-8,
1997.

Monge, JC; Stewart, DJ; Cernacek, P; Differentiation of embryonal carcinoma cells to a
neural or cardiomyocyte lineage is associated with selective expression of endothelin
receptors. J Biol Chem. 23;270(25):15385-90, 1995.

Moore, D.J.; Chambers, J.K.; Murdock, P.R.; Emson, P.C. Human Ntera-2/D1 neuronal
progenitor cells endogenously express a functional P2Y1 receptor. Neuropharmacology,
43(6):966-978, 2002.

Morley, P.; MacPherson, P.; Whitfield, J.F.; Harris, E.W.; McBurney, M.W. Glutamate
receptor-mediated calcium surges in neurons derived from P19 cells. J Neurochem.
65(3):1093-1099, 1995.

Nebigil, C.G.; Choi, D.S.; Dierich, A.; Hickel, P; Le Meur, M.; Messaddeq, N.; Launay,

J.M.; Maroteaux, L. Serotonin 2B receptor is required for heart development. Proc Natl Acad
Sci U S A. 15;97(17):9508-13, 2000.

176



Referéncias Bibliograficas

Newman, M.B., Kuo, Y.P.; Lukas, R.J.; Sanberg, P.R.; Douglas Shytle, R.; McGrogan,
M.P.; Zigova, T. Nicotinic acetylcholine receptors on NT2 precursor cells and hNT (NT2-N)
neurons. Brain Res Dev Brain Res., 139(1):73-86, 2002.

Ng, E.W.; Shima, D.T.; Calias, P.; Cunningham, E.T. Jr.; Guyer, D.R.; Adamis, A.P.
Pegaptanib, a targeted anti-VEGF aptamer for ocular vascular disease. Nat Rev Drug Discov.
5(2):123-32, 2006.

Nguyen, L.; Rigo, J.M.; Rocher, V.; Belachew, S.; Malgrange, B.; Rogister, B.;
Leprince, P.; Moonen, G. Neurotransmitters as early signals for central nervous system
development. Cell Tissue Res. 305(2):187-202, 2001.

Nicke, A.; Baumert, H.G., Rettinger, J.; Eichele, A.; Lambrech, G.; Mulschler, E.;
Schmalzing, G. P2X1 and P2X3 receptors form a stable trimers: a novel structural motif of
ligant-gated ion channels.EMBO.J., 17:3016-3028, 1998.

Nieber, K.; Poelchen, W.; llles, P. Role of ATP in fast excitatory synaptic potentials in
locus coeruleus of the rat. Br. J. Pharmacol.,122: 423-430, 1997.

Niemann, S.; Schaller, H.C. Head-activator and the neuroectodermal differentiation of
P19 mouse embryonal carcinoma cells. Neuroscience letters, 207: 49-52, 1996.

Nishi, R. Target-mediated control of neural differentiation. Prog Neurobiol. 69(4):213-
27, 2003.

North, R.A., Suprenant, A. Pharmacology of cloned P2X. Annu. Rev. Pharmacol.
Toxicol. 40:563-580, 2000.

O’Rourke, N.A.; Dailey, M.E.; Smith, S.J.; McConnell, S.M. Diverse Migratory
pathways in the developing cerebral cortex. Science, 258: 299-302, 1992.

O’Shea, K.S. Embryonic stem cell models of development. The anatomical record (new
anal), 257:32-41, 1999.

Okamoto, S.; Sherman, K.; Lipton, S.A. Absence of binding activity of neuron-
restrictive silencer factor is necessary, but not sufficient for transcription of NMDA receptor
subunit type 1 in neuronal cells. Brain Res Mol Brain Res. 74(1-2):44-54, 1999.

Orriss, L.R.; Knight, G.E.; Ranasinghe S, Burnstock G, Arnett TR. Osteoblast
responses to nucleotides increase during differentiation. Bone. (2):300-9, .2006.

Owens, D.F.; Flint, A.C.; Dammerman, R.S.; Kriegstein, A.R. Calcium dynamics of
neocortical ventricular zone cells. Dev Neurosci. 22(1-2):25-33, 2000.

Pagratis NC, Bell C, Chang YF, Jennings S, Fitzwater T, Jellinek D, Dang C. Potent 2'-
amino-, and 2'-fluoro-2'-deoxyribonucleotide RNA inhibitors of keratinocyte growth factor.
Nat Biotechnol. 15(1):68-73, 1997.

Pankratov, Y.V.; Lalo, U.V.; Krishtal, O.A. Role for P2X receptors in long-term
potentiation. J Neurosci. 22(19):8363-9, 2002.

Parnas, D.; Heldman, E.; Branski, L.; Feinstein, N.; Linial, M. Expression and

localization of muscarinic receptors in P19-derived neurons. J Mol Neurosci. 10(1):17-29,
1998.

177



Referéncias Bibliograficas

Parnas, D.; Linial, M. Acceleration of neuronal maturation of P19 cells by increasing
culture density. Brain Res Dev. 101(1-2):115-24, 1997.

Parr, C.E.; Sullivan, D.M.; Paradiso, A.M.; Lazarowski, E.R.; Burch, L.H.; Olsen, J.C.;
Erb, L.; Weisman, G.A.; Boucher, R.C.; Turner, J.T. Cloning and expression of a human P2U
nucleotide receptor, a target for cystic fibrosis pharmacotherapy. Proc Natl Acad Sci USA,
91(26):13067, 1994.

Paterno, G.D.; Gillespie, L.L.; Julien, J.P.; Skup, D. Regulation of neurofilament L, M
and H gene expression during retinoic acid-induced neural differentiation of P19 embryonal
carcinoma cells. Brain Res Mol Brain Res., 49(1-2):247-54, 1997.

Paterson, B.M.; Roberts, B.E.; Kuff, E.L. Structural gene identification and mapping by
DNA-mRNA hybrid-arrested cell-free translation. Proc Natl Acad Sci U S A. 74(10):4370-4,
1977.

Pevny, L.; Placzek, M. SOX genes and neural progenitor identity. Curr Opin Neurobiol.
15(1):7-13, 2005.

Pozzan, T.; Di Virgilio, F.; Vicentini, L.M.; Meldolesi, J. Activation of muscarinic
receptors in PC12 cells. Stimulation of Ca2+ influx and redistribution. Biochem J.,
234(3):547-53, 1986.

Puga, A., Tomlinson, C.R., Xia,Y. Ah Receptor Signals Cross Talk with Multiple
Developmental Pathways. Biochemical Pharmacology, 69: 199-207, 2005.

Pyle, S.J., a, Kathleen G. Robertsb and Kenneth R. Reuhlb. Delayed expression of the
NFH subunit in differentiating P19 cells. Developmental Brain Research, 132 (1), 103-106,
2001.

Rathbone, M.P.; Middlemiss, P.J.; Gysbers, J.W.; Andrew, C.; Herman, M.A.R.; Reed,
J.K.; Ciccarelli, R.; Di-lorio, P.; Caciagli, F. Thophic effects of purines in neurons and glial
cells. Progress in neurobiology, 59: 663-690, 1999.

Rathjen, J. Properties and uses of embryonic stem cells: prospects for application to
human biology and gene terapy. Reprod.Fertil.Dev., 10: 31-47, 1998.

Ray, W.J.; Gottlieb, D.I. Expression of ionotropic glutamate receptor genes by P19
embryonal carcinoma cells. Biochem Biophys Res Commun. 197(3):1475-82, 1993.

Reis, E.M.; Nakaya, H.l.; Louro, R.; Canavez, F.C.; Flatschart, A.V.; Almeida, G.T.;
Egidio, C.M.; Paquola, A.C.; Machado, A.A.; Festa, F.; Yamamoto, D.; Alvarenga, R.; da
Silva, C.C.; Brito, G.C.; Simon, S.D.; Moreira-Filho, C.A.; Leite, K.R.; Camara-Lopes, L.H.;
Campos, F.S.; Gimba, E.; Vignal, G.M.; El-Dorry, H.; Sogayar, M.C.; Barcinski, M.A.; da
Silva, A.M.; Verjovski-Almeida, S. Antisense intronic non-coding RNA levels correlate to the
degree of tumor differentiation in prostate cancer. Oncogene. 23(39):6684-6692, 2004.

Reiser, G.; Heumann, R.; Kemper, W.; Lautenschlager, E.; Hamprecht, B. Influence of
cations on the electrical activity of neuroblastoma X glioma hybrid cells. Brain Res.
130(3):495-504, 1977.

a-Resende, R.R., Gomes, K.N., Adhikari, A., Britto,L.R. Ulrich,H. Mechanism of

Acetylcholine-Induced Calcium Signaling During Neuronal Differentiation of P19 Embryonal
Carcinoma Cells In Vitro. Cell Calcium. No Prelo, 2007.

178



Referéncias Bibliograficas

b-Resende, R.R.; Majumder, P.,. Gomes, K.N., Britto, L.R.G., Ulrich, H. P19
embryonal carcinoma cells as in vitro model for studying purinergic receptor expression and
modulation of NMDA-glutamate and acetylcholine receptors during neuronal differentiation.
Neuroscience, 146(3):1169-81, 2007.

Reynolds, J.N.; Prasad, A.; Gillespie, L.L.; Paterno, G.D. Developmental expression of
functional GABAA receptors containing the gamma 2 subunit in neurons derived from
embryonal carcinoma (P19) cells. Brain Res Mol. 35(1-2):11-8, 1996.

Reynolds, J.N.; Ryan, P.J.; Prasad, A.; Paterno, G.D. Neurons derived from embryonal
carcinoma (P19) cells express multiple GABAA receptor subunits and fully functional
GABAA receptors. Neurosci Lett. 165(1-2):129-32, 1994.

Robertson, D.L., Joyce, G.F. Selection in vitro of an RNA enzyme that specifically
cleaves single-stranded DNA. Nature. 344: 467-468, 1990.

Rowe, S.J.; Messenger, N.J.; Warner, A.E. The role of noradrenaline in the
differentiation of amphibian embryonic neurons. Development, 119: 1343-1357, 1993.

Royle, S.J.; Bobanovic, L.K.; Murrell-Lagnado, R.D. Identification of a non-canonical
tyrosine-based endocytic motif in an ionotropic receptor. J Biol Chem. 277(38):35378-85,
2002.

Ruano, G.; Lewis, M.E.; Kouri, R.E. Cycled primer extension: a method for DNA
amplification and labeling from templates of unknown sequence. Anal Biochem. 212(1):1-6,
1993.

Rubio, M.E.; Soto, F. Distinct localization pf P2X receptors at excitatory postsynaptic
specializations. J. Neurosc., 21:641-653, 2001.

Runden-Pran, E.; Tanso, R.; Haug, F.M.; Ottersen, O.P.; Ring, A. Neuroprotective
effects of inhibiting N-methyl-D-aspartate receptors, P2X receptors and the mitogen-activated
protein Kinase cascade: a quantitative analysis in organotypical hippocampal slice cultures
subjected to oxygen and glucose deprivation. Neuroscience, 136(3):795-810, 2005.

Rusconi, C.P.; Roberts, J.D.; Pitoc, G.A.; Nimjee, S.M.; White, R.R.; Quick, G. Jr,;
Scardino, E.; Fay, W.P.; Sullenger, B.A. Antidote-mediated control of an anticoagulant
aptamer in vivo. Nat Biotechnol. 22(11):1423-8, 2004.

Rusconi, C.P.; Scardino, E.; Layzer, J.; Pitoc, G.A.; Ortel, T.L.; Monroe, D.; Sullenger,
B,A. RNA aptamers as reversible antagonists of coagulation factor 1Xa. Nature.
419(6902):90-4, 2002.

Ryten, M., Dunn, P.M.; Neary, J.T.; Burnstock, G. ATP regulates the differenciation of
mammalian skeletal muscle by activation of a P2X5 receptor on satellite cells. The journal of
Cell Biol. 158 (2): 345-355, 2002.

Ryu, J.K.; Choi, H.B.; Hatori, K.; Heisel, R.L.; Pelech, S.L.; McLarnon, J.G.; Kim,
S.U. Adenosine triphosphate induces proliferation of human neural stem cells: Role of
calcium and p70 ribosomal protein S6 kinase. J Neurosci Res., 72(3):352-62, 2003.

Salter, M.; Hicks, J.L. J. ATP causes release of intracellular Ca2+ via the phospholipase
C beta/IP3 pathway in astrocytes from the dorsal spinal cord. Neurosci., 15:2961-2971, 1995.

179



Referéncias Bibliograficas

Sandona, D.; Danieli-Betto, D.; Germinario, E.; Biral, D.; Martinello, T., Lioy, A.;
Tarricone E, Gastaldello S, Betto R. The T-tubule membrane ATP-operated P2X4 receptor
influences contractility of skeletal muscle. FASEB J., 19(9):1184-6, 2005.

Sasahara, R.M.; Brochado, S.M.; Takahashi, C.; Oh, J.; Maria-Engler, S.S.; Granjeiro,
J.M.; Noda, M.; Sogayar, M.C. Transcriptional control of the RECK. metastasis/angiogenesis
suppressor gene.Cancer Detect Prev. 26(6):435-43, 2002.

Sassanfar, M.; Szostak, JW. An RNA motif that binds ATP. Nature, 364:550-553,
1993.

Sauer, H.; Hofmann, C.; Wartenberg, M.; Wobus, A.M.; Hescheler, J. Spontaneous
calcium oscillations in embryonic stem cell-derived primitive endodermal cells. Exp Cell Res.
238(1):13-22, 1998.

Scemes, E.; Duval, N.; Meda, P. Reduced expression of P2Y1 receptors in connexin43-
null mice alters calcium signaling and migration of neural progenitor cells. J Neurosci.
23(36):11444-52, 2003.

Séguéla, P.; Haghighi, A.; Soghomonian, J-J.; Cooper, E. A novel neuronal P2X ATP
receptor ion channel with widespread distribuition in the brain. J. Neurosci., 16:448-455,
1996.

Sela, D.; Ram, E.; Atlas, D. ATP receptor. A putative receptor-operated channel in PC-
12 cells. J Biol Chem. 266(27):17990-4, 1991.

Shi, H.; Hoffman, B.E.; Lis, J.T. A specific RNA hairpin loop structure binds the RNA
recognition motifs of the Drosophila SR protein B52. Mol Cell Biol. 17(5):2649-57, 1997.

Shin, M.K.; Levorse, J.M.; Ingram, R.S.; Tilghman, S.M. The temporal requirement for
endothelin receptor-B signalling during neural crest development. Nature. 402(6761): 496-
501, 1999.

Shuey; D.L.; Sadler, T.W.; Lauder, J.M. Serotonin as a regulator of craniofacial
morphogenesis: site specific malformations following exposure to serotonin uptake inhibitors.
Teratology. 46(4):367-78, 1992.

Shukla, V., Zimmermann, H., Wang, L., Kettenmann, H., Raab, S., Hammer, K.,
Sevigny, J., Robson, S., Braun, N. Functional Expression of the Ecto-ATPase NTPDase2 and
Nucleotide Receptors by Neuronal Progenitor Cells in the Adult Murine Hippocampus. J.
Neurosci. Res. 80: 600-610, 2005.

Siddle, K.; Hutton, J.C. Peptide Hormone Action A Pratical Approach. Chapter 4. IRL
Press at Oxford University Press.

Silinsky, E.M.; Gerzanich, V.; Vanner, S.M. ATP mediates excitatory synaptic
transmission in mammalian neurones. Br J Pharmacol 106:762—-763, 1992.

Sim, J.A.; Chaumont, S.; Jo, J.; Ulmann, L.; Young, M.T.; Cho, K.; Buell, G.; North,

R.A.; Rassendren, F. Altered hippocampal synaptic potentiation in P2X4 knock-out mice. J
Neurosci. 26(35): 9006-9009, 2006.

180



Referéncias Bibliograficas

Simon, J.; Kidd, E.J.; Smith, F.M.; Chessell, 1.P.; Murrell-Lagnado, R.; Humphrey,
P.P.; Barnard, E.A. Localization and functional expression of splice variants of the P2X
receptor. Mol.Pharmacol., 52:237-248, 1997.

Slotkin, T.A.; Southard, M.C.; Adam, S.J.; Cousins, M.M.; Seidler, F.J. Alpha7
nicotinic acetylcholine receptors targeted by cholinergic developmental neurotoxicants:
nicotine and chlorpyrifos. Brain Res Bull. 64(3):227-35, 2004.

Smith, P.K.; Krohn, R.l.; Hermanson, G.T.; Mallia, A.K.; Gartner, F.H.; Provenzano,
M.D.; Fujimoto, E.K.; Goeke, N.M.; Olson, B.J.; Klenk, D.C. Measurement of protein using
bicinchoninic acid.Anal Biochem. 150(1):76-85, 1985.

Soltoff, S.P.; Avraham, H.; Avraham, S.; Cantley, L.C. Activation of P2Y2 receptors by
UTP and ATP stimulates mitogen-activated kinase activity through a pathway that involves
related adhesion focal tyrosine kinase and protein kinase C. J Biol Chem. 273(5):2653-60,
1998.

Sommer, L.; Rao, M. Neural stem cells and regulation of cell number. Prog Neurobiol.
66(1):1-18, 2002.

Song, H-J., Stevens, C.F., Gage, F.H. Neural stem cells from adult hippocampus
develop essential properties of functional CNS neurons. Nature Neuroscience, 5(5): 438-445,
2002.

Soto, F.; Garcia-Guzman, M.; Gomez-Hernandez, J.M., Hollmann, M., Karschin, C.;
Stimer, W. P2X4: an ATP-activated ionotropic receptor cloned from rat brain. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 93: 3684-3688, 1996.

Spitzer, N.C.; Root, C.M. Borodinsky, L.N. Orchestrating neuronal differentiation:
patterns of Ca2+ spikes specify transmitter choice. Trends Neurosci. 27(7):415-21, 2004.

Squires PE, Wakeman JA, Chapman H, Kumpf S, Fidock MD, Andrews PW, Dunne
MJ. Regulation of intracellular Ca2+ in response to muscarinic and glutamate receptor
agonists during the differentiation of NTERA2 human embryonal carcinoma cells into
neurons. Eur J Neurosci., 8(4):783-93, 1996.

Staines WA, Craig J, Reuhl K, McBurney MW. Retinoic acid treated P19 embryonal
carcinoma cells differentiate into oligodendrocytes capable of myelination. Neuroscience,
71(3):845-53, 1996.

Staines, WA; Morassutti, DJ; Reuhl, KR; Ally, Al; McBurney, MW. Neurons derived
from P19 embryonal carcinoma cells have varied morphologies and neurotransmitters.
Neuroscience. 58(4):735-751, 1994.

Stewart, C.L.; Gadi, I.; Bhatt, H. Stem cells from primordial. germ cells can reenter the
germ line. Dev. Biol. 161:626-628, 1994.

Stojilkovic, S.S.; Tomic, M.; He, M-L.; Yan, Z.; Koshimizu, T-A.; Zemkova, H.
Molecular Dissecton of purinergic receptor channel. Ann.N.Y.Acad.Sci., 1048: 116-130, 2005.

Stoop, R.; Thomas, S.; Rassendren, F.; Kawashima, W.; Buell, G.; surprenant, A.;

North, R.A. Contribuition of individual subunits to the multimeric P2X2 receptors: estimates
based on methanethiosulfonate block at T336C. Mol Pharmacol.; 56:973-981, 1999.

181



Referéncias Bibliograficas

Sun, X.P.; Stanley, E.F. an ATP-activated, ligant-gated ion channel on a cholinergic
presynaptic nerve terminal. Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 93:1859-1863, 1996.

Svendsen, C.;N.; ter Borg, M.G.; Armstrong, R.J.; Rosser, A.E.; Chandran, S
Ostenfeld, T.; Caldwell, M.A. A new method for the rapid and long term growth of human
neural precursor cells. J Neurosci Meth. 85(2):141-52, 1998.

Svendsen, C.N.; Skepper, J.; Rosser, A.E.; ter Borg, M.G.; Tyres, P.; Ryken, T.
Restricted growth potential of rat neural precursors as compared to mouse. Brain Res Dev.
99(2):253-8, 1997.

Swanson, K.D.; Reigh, C.; Landreth, G.E. ATP-stimulated activation of the mitogen-
activated protein kinases through ionotrophic P2X2 purinoreceptors in PC12 cells. Difference
in purinoreceptor sensitivity in two PC12 cell lines. J Biol Chem. 273(32):19965-71, 1998.

Tang, K., Yang, J., Gao, X., Wang, C., Liu. L., Kitani, H., Atsumi, T., Jing, N. Wnt-1
promotes neuronal differentiation and inhibits gliogenesis in P19 cells. Biochemical and
Biophysical Research communications, 293: 167-173, 2002.

Tarnok, A.. Rare-event sorting by fixed-time flow cytometry based on changes in
intracellular free calcium. Cytometry. 27(1):65-70, 1997.

Tarnok, A.; Ulrich, H. Characterization of pressure-induced calcium response in
neuronal lines. Cytometry, 43:175-181, 2001.

Tenneti, L.; Gibbons, S.J.; Talamo, B.R. Expression and trans-synaptic regulation of
P2X4 and P2Z receptors for extracellular ATP in parotid acinar cells. Effects of
parasympathetic denervation. J Biol Chem. 273(41):26799-808, 1998.

Theis, M.G., Knorre, A., Kellersch, B., Moelleken, J., Wieland, F., Kolanus, W.,
Famulok, M. Discriminatory Aptamer Reveals Serum Response Element Transcription
Regulated by Cytohesin-2. Proc Natl Acad Sci U S A. 101:11221-11226, 2006.

Tomioka, A.; Ueno, S.; Kohama, K.; Goto, F.; Inoue, K. Propofol potentiates ATP-
activated currents of recombinant P2X, receptor channels expressed in human embryonic
kidney 293 cells. Neuroscience Letters, 284: 167-170, 2000.

Townsend-Nicholson, A.; King, B.F.; Wildman, S.S.; Burnstock, G. Molecular cloning,
functional characterization and possible cooperativity between the murine P2X, and P2X,a
receptors. Molecular Brain research, 64: 246-254, 1999.

Trincavelli, M.L.; Falleni, A.; Chelli, B.; Tuscano, D.; Costa, B.; Gremigni, V.;
Lucacchini, A.; Martini, C. A2A adenosine receptor ligands and proinflamatory cytokines
induce PC 12 cell death through apoptosis. Biochemical Pharmacology, 66:1953-1962, 2003.

Trujillo CA, Nery AA, Martins AH, Majumder P, Gonzalez FA, Ulrich H. Inhibition
mechanism of the recombinant rat P2X(2) receptor in glial cells by suramin and TNP-ATP.
Biochemistry,45(1):224-33, 2006.

Tu, M.T., Luo, S.F, Wang, C.C., Chien, C.S., Chiu, C.T., Lin, C.C., Yang, C.M. P2Y(2)

receptor-mediated proliferation of C(6) glioma cells via activation of Ras/Raf/MEK/MAPK
pathway, Br. J. Pharmacol. 129 (2000), pp. 1481-1489.

182



Referéncias Bibliograficas

Tuerk, C.; Gold, L. Systematic evolution of ligands by exponential enrichment: RNA
ligands to bacteriophage T4 DNA polymerase. Science, 249:505-510,1990.

Turetsky, D.M.; Huettner, J.E.; Gottlieb, D.I.; Goldberg, M.P.; Choi, D.W. Glutamate
receptor-mediated currents and toxicity in embryonal carcinoma cells. J Neurobiol.
24(9):1157-69, 1993.

Udgaonkar, J.B.; Hess, G. Chemical kinetic measurements of a mammalian
acetylcholine receptor by a fast-reaction technique. P. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84: 8758,
1987.

Ulrich, H. Signaltransduktion bei der proliferationsstimulierung durch das neuropeptid
kopfaktivator, dissertation zur Erlangung des Doktorgrades des Fachbereiches Biologie der
Unibersitat Hamburg, (1995)

Ulrich, H., Magdesian, M.H., Alves, M.J.M. and Colli, W. In vitro selection of RNA aptamers
that bind to cell adhesion receptors of Trypanosoma cruzi and inhibit cell invasion. J. Biol. Chem.
277, 20756-62, 2002.

Ulrich, H.; Gameiro, A.M. Aptamers as tools to study dysfunction in the neuronal system.
Curr.Med. Chem-central nervous system agents, 1:1-8, 2001.

Ulrich, H.; Ippolito, J.E.; Pagan, O.R.; Eterovik, V.A.; Hann, R.M.; Shi, H.; Lis, J.T,;
Eldefrawi, M.E.; Hess, G.P. In vitro selection of RNA molecules that displace cocaine from
the membrane-bound nicotinic acetylcholine receptor. Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 95:14051-
14056, 1998.

Ulrich, H.; Majumder, P. Neurotransmitter receptor expression and activity during
neuronal differentiation of embryonal carcinoma and stem cells: from basic research towards
clinical applications. Cell Prolif. 39(4):281-300, 2006.

Ulrich, H.; Martins, A.H.; Pesquero, J.B. RNA and DNA aptamers in cytomics analysis.
Cytometry A. 59(2):220-31, 2004.

Ulrich, H.; Téarnok, A.; Schaller, H.C. Head-activator induced mitosis of NH15-CA2
cells requires calcium influx and hyperpolarization. J. Physiology, 90:85-94, 1996.

Ulrich, H.; Trujillo, C.A.; Nery, A.A.; Alves, J.M.; Majumder, P.; Resende, R.R;
Martins, A.H. DNA and RNA aptamers: from tools for basic research towards therapeutic
applications. Comb Chem High Throughput Screen. 9(8):619-32, 2006.

Virginio, C.; MacKenzie, A.; Rassendren, F.A.; Noth, R.A.; Surprenant,A. Pore dilation
of neuronal P2X receptors channels. Nature neuroscience,V2 (4) : 315-321, 1999.

Von Kugelgen, I.; Wetter, A. Molecular pharmacology of P2Y-receptors. Naunyn
Schmiedebergs Arch Pharmacol. 362(4-5):310-323, 2000.

Wallen, A; Perlmann, T. Transcriptional control of dopamine neuron development. Ann
N'Y Acad Sci. 991:48-60, 2003.

Wang L, Jacobsen SE, Bengtsson A, Erlinge D. P2 receptor RNAmM expression profiles

in human lymphocytes, monocytes and CD34+ stem and progenitor cells. BMC Immunol.,
5(1):16, 2004.

183



Referéncias Bibliograficas

Wang, C.; Zhang, M.; Yang, G.; Zhang, D.; Ding, H.; Wang, H.; Fan, M.; Shen, B.;
Shao, N. Single-stranded DNA aptamers that bind differentiated but not parental cells:
subtractive systematic evolution of ligands by exponential enrichment. J Biotechnol.
102(1):15-22, 2003.

Wang, C-Z.; Namba, N.; Gonoi, T.; Inagaki, N.; Seino, S. Cloning and pharmacological
characterization of fourth P2X receptor subtype widely expressed in brain and peripheral
tissues including various endocrine tissues. Biochem. Biophys.Res.Commun., 220:196-202,
1996.

Webb, S.E.; Miller, A.L. Ca2+ signaling and early embryonic patterning during the
blastula and gastrula periods of zebrafish and Xenopus development. Biochim Biophys Acta.
1763(11):1192-208, 2006.

Weissman, T.A.; Riquelme, P.A_; lvic, L.; Flint, A.C.; Kriegstein, A.R. Calcium waves
propagate through radial glial cells and modulate proliferation in the developing neocortex.
Neuron, 43(5):647-61, 2004.

Werstuck, G.; Green, M.R. Controlling gene expression in living cells through small
molecule-RNA interactions. Science. 282(5387):296-8, 1998.

Weston, J.A. The migration and differentiation of neural crest cells. Adv Morphog.
8:41-114, 1970.

Williams, BP; Milligan, CJ; Street, M; Hornby, FM; Deuchars, J; Buckley, NJ.
Transcription of the M1 muscarinic receptor gene in neurons and neuronal progenitors of the
embryonic rat forebrain. J Neurochem. 88(1):70-7, 2004.

Willis, M.C.; Collins, B.D.; Zhang, T.; Green, L.S.; Sebesta, D.P.; Bell, C.; Kellogg, E.;
Gill, S.C.; Magallanez, A.; Knauer, S.; Bendele, R.A.; Gill, P.S.; Janjic, N. Liposome-
anchored vascular endothelial growth factor aptamers. Bioconjug Chem., 9(5):573-82, 1998.

Yamamoto, K., Korenaga, R., Kamiya, A., Ando, J. Fluid shear stress activates Ca 2+
influx into human endothelial cells via P2X4 purinoreceptors. Circulation Research, 87.385-
391, 2000.

Yamamoto, K., Korenaga, R., Kamiya, A., Qi, Z., sokabe, M., Ando, J. P2X4 receptors
mediate ATP-induced calcium influx in human vascular endothelial cells.Am.J.Physiol.Heart
Circ.Physiol., 279, H285-292, 2000.

Yamamoto, K.; Sokabe, T.; Matsumoto, T.; Yoshimura, K.; Shibata, M.; Ohura, N.;
Fukuda, T.; Sato, T.; Sekine, K.; Kato, S.; Isshiki, M.; Fujita, T.; Kobayashi, M.; Kawamura,
K.; Masuda, H.; Kamiya, A.; Ando, J. Impaired flow-dependent control of vascular tone and
remodeling in P2X4-deficient mice. Nat Med. 12(1):133-7, 2006.

Yamashita H, Nakamura S. Nicotine rescues PC12 cells from death induced by nerve
growth factor deprivation. Neurosci Lett., 213(2):145-7, 1996.

Yavarone, MS; Shuey, DL; Tamir, H; Sadler, TW; Lauder, JM. Serotonin and cardiac
morphogenesis in the mouse embryo. Teratology. 47(6):573-84, 1993

Ye, W; Shimamura, K; Rubenstein, JL; Hynes, MA; Rosenthal, A. FGF and Shh signals

control dopaminergic and serotonergic cell fate in the anterior neural plate. Cell. 93(5):755-
66, 1998.

184



Referéncias Bibliograficas

Zhao, H.; Giver, L.; Shao, Z.; Affholter, J.A.; Arnold, F.H. Molecular evolution by
staggered extension process (StEP) in vitro recombination. Nat. Biotechnol. 16(3):258-61,
1998.

Zuker, M. On finding all suboptimal foldings of an RNA molecule. Science, 244, 48—
52, 1989.

185



Sumula curricular




9. SUMULA CURRICULAR
DADOS PESSOAIS

Nome: Paromita Majumder
Local e data de nascimento: S&do Paulo, 11/10/1975

EDUCACAO
Colégio Bandeirantes, Sdo Paulo (1990-1992)

Instituto de Biologia, Universidade Estadual de Campinas- Bacharelado em Ciéncias
Biolodgicas, modalidade Biologia Molecular (1994-1997)

Departamento de Bioquimica, Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP)-Mestrado em
Biologia Molecular, Mestrado sob orientacdo do Prof. Dr. José Eduardo Krieger (1999-2001)

Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo-Pés-graduacdo em Bioquimica, Doutorado sob
orientacdo do Prof. Dr. Henning Ulrich (2002-2007).

FORMACAO COMPLEMENTAR

Estagio no Sick Children Hopital, University of Toronto, Canada- sob supervisdo do Dr. Steven
Scherer (Abril- Junho, 1998)

Cornell University sob supervisdo do Dr. George P. Hess, Nova York, EUA (Julho de 2002).

Cornell University sob supervisdo do Dr. Manfred Lindau , Nova York, EUA ( Fevereiro-
Marco de 2005).

University of Texas sob supervisdo do Dr. Vasanthi Jayaraman e do Dr. Roger G. O Neil,
Texas, EUA (Marco- Junho de 2006)

OCUPACAO
Bolsista de Doutorado FAPESP, de 03/02 a 02/06 processo nimero: 01/14370-7

Monitoria: Participacdo na disciplina QBQ-220 noturno- Bioguimica para Biologia em 2003 e
2004 holsista do Programa de Aperfeicoamento de Ensino.

PUBLICACOES (Artigos Completos)

de Souza SJ, Camargo AA, Briones MR, Costa FF,..., Majumder P, ..., Brentani RR, Reis FL,
Dias-Neto E, Simpson AJ. Identification of human chromosome 22 transcribed sequences with
ORF expressed sequence tags. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 2000; 97(23):12690-3.

Camargo AA, Dias-Neto E, Simédo DF, ..., Majumder P, ..., , Reis LF, Brentani RR, Simpson

AJ, de Souza SJ. The contribution of 700,000 ORF sequence tags to the definition of the human
transcriptome. Proc. Natl. Acad. Sci. U S A. 2001; 98(21):12103-8..

187



Martins AH, Resende RR, Majumder P, Faria M, Casarini DE, Tarnok A, Colli W, Pesquero
JB, Ulrich H.* Neuronal Differentiation of P19 Embryonal Carcinoma Cells Modulates Kinin
B2 Receptor Gene Expression and Function. J. Biol. Chem. 2005; 280(20):19576-86.

Majumder P; Faria M; Ulrich H.* Targeting DNA associated processes for cancer therapy by
the use of SELEX and anti-gene approaches - when selection meets rational design. Medicinal
Chemistry Reviews-Online 2005,. 2 ( 3):. 257-264.

Trujillo CA., Nery AA., Martins AH, Majumder P, Gonzale, FA, Ulrich H* Inhibition
Mechanism of the Recombinant Rat P2X, Receptor in Glial Cells by Suramin and TNP-ATP.
Biochemistry. 2006; 45(1):224-33.

Ulrich, H.* & Majumder, P. Embryonal carcinoma and stem cells: From basic research of
neuronal differentiation towards clinical applications. Cell Proliferation 2006; 39(4):281-300.

Ulrich H*, Trujillo CA, Nery AA, Alves JM, Majumder P, Resende RR, Martins AH. DNA
and RNA aptamers: from tools for basic research towards therapeutic applications. Comb Chem
High Throughput Screen. 2006;9(8):619-32.

Trujillo CA; Majumder P; Gonzalez FA; Moaddel R; Ulrich H.* Immobilized P2X, Purinergic
Receptor Stationary Phase for Chromatographc Determination of Pharmacological Properties
and Drugs Screening. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2007, 44(3):701-10.

Resende RR; Majumder P, Gomes KN, Britto LRG, Ulrich H.* P19 embryonal carcinoma cells
as in vitro model for studying purinergic receptor expression and modulation of NMDA-
glutamate and acetylcholine receptors during neuronal differentiation. Neuroscience, 2007,
146(3):1169-81.

BOLSAS/PREMIOS:

2006-IDENTIFICATION OF SPECIFIC INHIBITORS DIFFERENTIATING BETWEEN P2X, AND
P2X, RECEPTOR SUBTYPES BY USING THE SELEX TECHNIQUE. Paromita Majumder, Cleber
Augusto Trujillo, and Henning Ulrich*. O trabalho foi pré-selecionado na competicdo de melhor poster
na 35° reunifo anual da sociedade de Bioquimica e Biologia Molecular, Aguas de Linddia, SP.

2005- CHARACTERIZATION OF RNA APTAMERS AS SPECIFIC INHIBITORS OF P2X,
RECEPTORS. Paromita Majumder, Cleber Augusto Trujillo, and Henning Ulrich.* O trabalho recebeu
o prémio de melhor pdster na 34° reunido anual da sociedade de Bioquimica e Biologia Molecular, Aguas
de Lindoia, SP.

2005- CHARACTERIZATION OF RNA APTAMERS AS SPECIFIC INHIBITORS OF P2X,
RECEPTORS. Paromita Majumder, Cleber Augusto Trujillo, and Henning Ulrich*. Este trabalho
ganhou mencéo honrosa na 12° reunido anual da Fesbe, Aguas de Lindoia, SP.

2004- CARACTERIZACAO DO RECEPTOR PURINERGICO P2X2 EM CELULA GLIAL 1321N1

TRANSFECTADAS. Cleber Augusto Trujillo, Paromita Majumder e Henning Ulrich*. SIICUSP. Este
trabalho ganhou menc#o honrosa na 12° no SICUSP (USP).

APRESENTACOES ORAIS

2006-INHIBITORS OF PURINERGIC RECEPTORS DURING NEURONAL
DIFFERENTIATION OF P19 CELLS ALTERS _EXPRESSION AND ACTIVITY OF

188



MUSCARINIC ACETYLCHOLINE AND NMDA RECEPTORS. Majumder, P & Ulrich, H*.
O trabalho foi apresentado na 13° reunido anual da FesBE, Aguas de Linddia, SP.

2005- CHARACTERIZATION OF RNA APTAMERS AS SPECIFIC INHIBITORS OF P2X, RECEPTORS.
Majumder, P., Trujillo, C.A., and Ulrich, H*. O trabalho foi apresentado na XX reunido anual da FesbE,
Aguas de Lindoia, SP.

2004 SELEX FOR NUCLEASE-RESISTANT APTAMERS THAT INHIBIT P2X4 RECEPTOR
FUNCTION. Majumder, P., Gonzalez, F.A, Ulrich, H*. O trabalho foi apresentado na XXXIII reunido
anual da sociedade de Bioguimica e Biologia Molecular, Caxambu, SP.

189



