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Ras/Raf/MEK/ 
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RESUMO 
 
(Majumder, P). Análise dos receptores P2X2 e P2X4 durante a diferenciação 
neuronal. 2007. 189 p. Tese (Doutorado) - Programa de Pós-Graduação em 
Bioquímica. Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo. 
 
Durante o desenvolvimento do sistema nervoso, as oscilações da concentração de cálcio 

intracelular livre resultam na proliferação celular, migração e diferenciação neuronal. 

Nesta tese foram investigadas a participação dos receptores ionotrópicos purinérgicos 

dos tipos P2X2 e P2X4 seletivos ao influxo de cálcio durante a diferenciação neuronal in 

vitro das células de carcinoma embrionário murino P19. Identificamos o padrão 

diferencial de expressão de receptores purinérgicos nas células indiferenciadas e 

neurônios P19. O receptor P2X4 é expresso durante toda a diferenciação neuronal e o 

receptor P2X2 é detectado na fase tardia da diferenciação em neurônios. Através de 

ensaios farmacológicos, foi possível identificar a participação dos receptores 

metabotrópicos P2Y e do receptor P2X4 na formação dos corpos embriônicos, na 

proliferação celular e ou na determinação do fenótipo de progenitor neural. Durante a 

maturação neuronal os receptores P2X2 e P2Y1 participam da determinação do fenótipo 

neuronal glutamatérgico NMDA e os receptores P2X2 e P2Y2 no fenótipo neuronal 

colinérgico. A ausência de inibidores específicos 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 P2X2 e 

P2X4. A técnica envolve a utilização da biblioteca combinatória randômica de RNA 2’-

F pirimidina modificadas resistentes a nucleases. Após 9 ciclos de seleção in vitro de 

SELEX (ciclo 9-P2X4), as seqüências selecionadas mostraram-se seletivas a ligação 

somente ao receptor P2X4 e não aos receptores P2X2 ou P2X7 através de ensaios de 

ligação radioligante-receptor. Por patch clamping na configuração whole cell recording 

identificou-se que além de seletividade ao receptor, que a aplicação do RNA ciclo 9-

P2X4 promoveu inibição da corrente ativada pelo ATP somente nos receptores P2X4 e 

não em P2X2 em células 1321N1 astrocitoma transfectadas. 

A incubação do RNA ciclo 9-P2X4 na concentração de 200 nM com as células 

no estágio indiferenciado inibiu a formação dos corpos embriônicos. Já utilização de 25 

nM, resultou em mudanças morfológicas nas células diferenciadas. Estes dados 
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corroboram com os dados farmacológicos que identificaram a participação do receptor 

P2X4 na diferenciação precoce. Após 11 ciclos P2X2 de seleção, identificou-se 

seqüências com especificidade de ligação aosreceptores P2X2. Aptâmeros, moléculas de 

RNA com seqüência identificada e com alta afinidade ao alvo da seleção, foram 

isolados de ambas as bibliotecas, ciclo 9 P2X4 e ciclo 11 P2X2. A co-aplicação destes 

aptâmeros e ATP em ensaios de whole-cell recording resultou na inibição de 30 a 80% 

da corrente ativada pelo ATP nos receptores P2X2 ou P2X4. Estes testes em células 

PC12 de rato, que expressa os receptores endógenos, resultou em inibição da corrente 

ativada pelo ATP de modo semelhante.  

Além de termos desenvolvido aptâmeros como ferramentas para elucidar as 

funções dos receptores P2X2 e P2X4 durante o desenvolvimento, diferenciação, em 

processos fisiológicos e patológicos, estas moléculas resistentes a nucleases são as 

primeiras identificadas capazes de reconhecer, discernir e inibir dois subtipos de 

receptores purinérgicos sendo promissores para utilização terapêutica. 

 

Palavras-chave: Receptores purinérgicos, receptores ionotrópicos, P2X, SELEX, 

aptâmeros, inibidores, células de carcinoma embrionário murino P19, diferenciação 

neuronal, Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment. 
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ABSTRACT 
 
(Majumder, P.) Analysis of P2X2 e P2X4 receptors during neuronal differentiation. 
2007. 189 p. PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de 
Química, Universidade de São Paulo, São 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 P2X2 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 P2X2 receptor expression 

was only detected when P19 cells became neurons. Based on purinergic receptor 

pharmacology we have determined the participation of P2X4 receptors in addition to 

metabotropic P2Y2 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 P2X2, P2Y1, and P2Y2 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 P2X2 and P2X4 receptors. The 2´-F-pyrimidine modified, nuclease-

resistant combinatorial SELEX RNA pool enriched with inhibitors of P2X4 receptors 

following nine cycles of in vitro selection (cycle 9-P2X4) specifically interacted with 

P2X4 receptors and not with P2X2 or P2X7 receptors as verified in radioligand-receptor 

binding studies. Moreover, whole-cell recording measurements using astrocytoma cells 

expressing recombinant rat P2X2 or P2X4 receptors showed inhibition of P2X4 but not 

of P2X2 receptors by the selected RNA molecules. RNA molecules selected in vitro in 

11 reiterative SELEX cycles using the P2X2 receptor as target specifically bound to 

membrane extracts containing recombinant P2X2 receptors.  
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From both selected RNA libraries (against P2X4 and P2X2 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 P2X2 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 P2X2 and P2X4 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. 



Introdução 
____________________________________________________________ 

 5

Prefácio 

 
 Oscilações da concentração de cálcio intracelular livre estão envolvidas com 

diversos processos celulares como a diferenciação neuronal. No início da diferenciação 

neuronal, ativada por fatores extrínsecos, ocorre ativação de um novo repertório gênico 

resultando na expressão de receptores ionotrópicos e metabotrópicos que participam da 

progressão no processo. 
 Nosso grupo tem se dedicado a compreender a participação de receptores de 

neurotransmissores no desenvolvimnto e difrenciação neuronal utilizando modelos de 

diferenciação in vitro, PC12, NH15-CA2 e P19, que quando induzidas a diferenciação 

resultam em neurônios funcionais. Nestas células são investigadas a expressão gênica, 

identificação protéica e atividade do receptor no estágio da diferenciação que é 

correlacionado com o estágio da diferenciação.  

 Neste presente trabalho, foram apresentado somente os dados gerados sob minha 

responsabilidade que abrangem: a identificação da atividade dos receptores de NMDA, 

endotelina-B, B2 de cininas, acetilcolina e purinérgicos em células NH15-CA2 e P19 

(longo da diferenciação neuronal), expressão gênica de alguns dos receptores e 

subunidades purinérgicas, de inibição de receptores purinérgicos no estágio de 

determinação do estágio do progenitor neural e durante a maturação neuronal, análise 

funcional da atividade de receptores purinérgicos, de NMDA e acetilcolina das células 

diferenciadas resultantes, identificação de aptâmeros com alta afinidade e especificidade 

aos subtipos de receptores purinérgicos P2X2 e P2X4 através da técnica SELEX 

(Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment), transcrição in vitro 

destes aptâmeros em testes eletrofisiológicos e de ensaio radioligante-competidor, 

inibição dos receptores purinérgicos P2X4 na diferenciação neuronal na formação do 

progenitor neuronal utilizando os aptâmeros. Parte destes dados fazem parte de algumas 

publicações do laboratório que estão em anexo a este trabalho. 

 Neste período de doutorado, tive a oportunidade de estagiar no laboratório 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 após participar 

do congresso da Biophysical Society, estagiei por duas semanas no laboratório do Dr. 
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Manfred Lindau e realizei alguns experimentos de RNA de interferência em células 

cromafins decromafins de camundongo. Já em 2006, no laboratório da Dra. Vasanthi 

Jayaraman tentei expressar o domínio extracelular do receptor P2X2 para iniciar estudos 

estruturais com esta porção. Pudêmos identificar uma região hidrofóbica neste domínio 

que dificultou a expressão desta porção e no mesmo período, no laboratório do Dr. 

Roger O’Neil iniciei o procedimento de SELEX em receptores TRPV4 chegando ao 

sexto ciclo de seleção passando o trabalho a aluna de pós doutorado do professor.  
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1.Introdução 

1.1 Purinas no desenvolvimento neuronal 

 

O desenvolvimento embrionário inicia-se após a fusão do óvulo e do 

espermatozóide originando a célula-ovo a qual é totipotente, capaz de originar o 

organismo. Durante o processo, esta célula sofre sucessivas clivagens passando aos 

estágios de mórula, blástula, gástrula e nêurula quando neste estágio inicia-se formação 

do sistema nervoso. Durante este processo, as células recebem sinais extrínsecos 

(fatores solúveis indutíveis) que agem de modo endócrino, parácrino e autócrino. Há 

ativação de vias intracelulares que modulam a atividade de fatores de transcrição que 

resulta na modulação do padrão gênico, com ativação da expressão de proteínas 

importantes para a diferenciação celular. As células ectodérmicas presentes linha central 

dorsal na fase de gástrula adquirem propriedades de epitélio colunar estruturam para a 

formação do tubo neural durante o processo de neurulação. A habilidade destas células 

competentes em responder a sinalização é dependente do padrão gênico e do repertório 

preciso de expressão de receptores, moléculas de transdução de sinal e fatores de 

transcrição expressos no momento da sinalização (Kandel e cols., 2000).  

A diferenciação dos progenitores neuronais e gliais é iniciada na blástula (Fig.1), 

pela secreção de fatores indutíveis da região organizadora presente no lábio dorsal do 

blastóporo, composta de células não neurais. A liberação de fatores como folistatina, 

nogina e chodina em conjunto levam ao bloqueio da sinalização da proteína 

morfogenética do osso-4 (bone morphogenetic protein-4, BMP-4) nas células 

competentes ectodérmicas resultando na formação do tecido anterior da placa neural. A 

exposição das células ao ácido retinóico leva a formação do tecido da placa neural 

posterior (Kandel e cols., 2000). O ácido retinóico interage com seus receptores RAR e 

RXR que atuam nos elementos responsivos ao ácido retinóico (acid responsive element, 

RARE), presentes no núcleo. Nas células de carcinoma embrionário, após aplicação de 

all trans ácido retinóico, as células perdem as características de carcinoma. Há 

regulação negativa dos fatores de domínio-POU como Oct-3 e genes responsivos AP-1 

(Puga e cols., 2005). O complexo RAR/RXR reconhece elementos específicos do 
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promotor ao ácido retinóico (RARE) desencadeando a regulação de transcrição de genes 

alvo como AP-2 que leva ativação da diferenciação neuronal (Puga e cols., 2005).  

A ativação destes receptores in vivo resulta na expressão das primeiras proteínas 

relevantes ao desenvolvimento como os fatores de transcrição básico hélice-alça-hélice 

(Basic Helix-Loop-Helix, bHLH), Sonic Hedgehog, Pax 6, Mash-1 (mammalian 

achaete-scute homolog-1), Math1 ou Neuro D e Wnt-1. Tais fatores foram também 

identificados durante a diferenciação in vitro de células de carcinoma embrionário e 

células-tronco embrionários (Guan e cols., 2001). Ocorre também no interior da célula 

eventos permissivos de sinalização de transientes de cálcio intracelular livre os quais 

resultam na ativação de genes primordiais (Duprat, 1996). O íon cálcio está envolvido 

nos processos de proliferação, migração, motilidade, diferenciação celular, atividade de 

proteínas quinases e de fatores de transcrição (Lauder, 1993; Berridge, 1993).  

 

 

 
 

Figura.1. Padrão de desenvolvimento do sistema nervoso central e da diferenciação 

neuronal e neural in vitro. O esquema compara os estágios de diferenciação das células in 

vivo e in vitro e a capacidade de proliferação e diferenciação celular em cada estágio.  
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Simultâneo a finalização da formação do tubo neural, as primeiras células 

iniciam sua diferenciação em neurônios. As células progenitoras expressam proteínas 

neuronais tais como neurofilamentos, receptores ionotrópicos, canais voltagem-

dependentes de sódio e cálcio (Dietzel, 1995) e fatores de transcrição como da família 

SOX (Pevny e Placzek, 2005) e Notch (Kageyama e cols., 2005) (Fig.2). A estrutura 

expande-se de modo diferencial iniciando a formação de estruturas especializadas do 

sistema nervoso. A região caudal origina a medula espinhal e a rostral, o encéfalo.  

As células do tubo neural migram das zonas de proliferação celular para sua 

posição permanente no sistema nervoso adulto (O´Rourke e cols., 1992; Gotz e Huttner, 

2005) quando ocorre o término da diferenciação neuronal e há a maturação das sinapses. 

Neste período, metade das células neuronais sofre morte programada no córtex cerebral. 

Os axônios das células remanescentes já formaram sinapses funcionais com as células 

alvo. O neurônio funcional transmite sinais químicos (neurotransmissores) e elétricos a 

outros neurônios e células alvos, possui receptores metabotrópicos e ionotrópicos 

funcionais e canais iônicos voltagem-dependentes específicos que permitem a célula 

responder sinapses aferentes.  

Durante a maturação 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, α-

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, ácido aminobutírico do tipo A (gamma amino butyric acid, GABAA), 

glicina, serotonina e acetilcolina entre outros. Neste estágio ocorre a ativação de 

receptores que resultam no aumento de cálcio intracelular.  

Os diversos tipos de oscilação da concentração de cálcio intracelular que estão 

envolvidos no controle dos diversos aspectos da diferenciação, como na expressão de 

enzimas responsáveis pela síntese do neurotransmissor GABA (picos de cálcio) ou 

extensão de neuritos (ondas de cálcio) (Webb e Miller, 2003). No estágio inicial do 

desenvolvimento de embriões de Xenopus, Gu e Spitzer, (1997) identificaram a 

ocorrência de picos e ondas de cálcio nas células. Os picos possuem cinética rápida, 
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através da entrada de cálcio intracelular pelos canais de cácio voltagem-dependente que 

resulta na liberação dos estoques intracelulares de cálcio (Calcium-induced Ca2+ 

release-CICR) através dos receptores de rianodina. Já as ondas de cálcio intracelular, de 

cinética lenta, ocorrem no potencial de repouso celular e são amplificadas pela liberação 

do estoque intracelular de cálcio.  

 
 

Figura.2. Receptores de neurotransmissores e neuropeptídeos participam da progressão 

da diferenciação neuronal. Os fatores solúveis ativam o programa epigenético para início 

da diferenciação das células competentes. O padrão de fatores de transcrição ativados ou 

reprimidos coordena o padrão do repertório gênico a ser ativado que inclui a expressão de 

receptores metabotrópicos e ionotrópicos. Os neuropeptídeos e neurotransmissores 

liberados no microambiente celular regulam o padrão de atividade de picos e ondas da 

concentração de cálcio livre no citossol. As vias de sinalização ativam a expressão de 

enzimas responsáveis pela síntese de neurotransmissores e neuropeptídeos, 

transportadores e receptores os quais determinam o fenótipo final dos neurônios. 

Esquema modificado de Spitzer e cols, 2004. 

 

A sinalização de cálcio intracelular na diferenciação neuronal pode ser medeada 

pela ativação de receptores P2 purinérgicos os quais podem ser acoplados a proteína 
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denominada P2Y (metabotrópicos) ou a canais, P2X (ionotrópicos). A variação da 

concentração de cálcio intracelular livre medeada pelas purinas foi verificada 

inicialmente durante o desenvolvimento embrionário em astrócitos 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 mitogênicos (Rathbone e 

cols, 1999), em processos embrionários relacionados à proliferação (Ryu e cols., 2003), 

migração (Scemes e cols., 2003), diferenciação (D’Ambrosi e cols., 2000) e crescimento 

do axônio em neurônios (D’Ambrosi e cols., 2001). A expressão de seus receptores foi 

identificada durante o desenvolvimento do ouvido do rato (Brandle e cols., 1999), na 

diferenciação de células HL60 mielóides (Adrian e cols., 2000), na maturação de 

osteoblastos (Orriss e cols., 2006), células dendríticas (Berchtold e cols., 1999) e na 

linhagem hematopoiética e de células progenitoras CD34+ (Wang e cols, 2004).  

A importância de purinas e seus receptores foi identificada nos modelos de 

diferenciação neuronal in vitro de células progenitoras neurais (neural progenitors cells, 

NPCs) embrionárias e adultas (células-tronco neurais). As NPCs no animal adulto são 

isoladas na região subventricular, localizadas nos ventrículos laterais; na zona 

subgranular do giro dentado do hipocampo e no parênquima subcortical do córtex 

cerebral (Gage e cols., 1995, Song e cols., 2002). Estas células são capazes de se 

diferenciar células do bulbo olfatório, cerebelo e retina pela indução por fatores de 

crescimento, de neurotransmissores, esteróides e de peptídeos 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 inibitório da leucemia (leukemia inhibitory factor, LIF). As células cultivadas na 

presença de FGF em alta concentração desprendem-se e formam as neuroesferas, 

estruturas tridimensionais com expressão proteínas neurais β-tubulina-3, proteína 

associada ao microtúbulo (microtubule-associated protein, MAP-2) e sinaptofisina 

(Svendsen e cols., 1998). 

Os receptores purinérgicos poderiam medear o processo de diferenciação nas 

NPCs. Hogg e cols. (2004) sugeriram que nas células NPC originárias do hipocampo 

adulto de rato, a variação da concentração de cálcio intracelular livre que ativaria o 
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processo de diferenciação neuronal seria medeada pela atividade dos receptores P2 

P2X3 e P2X7 e resultam em neurônios com sinapses funcionais a glicina, GABA, 

glutamato e ATP.  

Nas NPC provenientes da zona subventricular murino, a inibição do receptor P2 

P2Y1 pelo MRS2179 resultou na menor proliferação celular nas neuroesferas formadas 

pela redução da oscilação transiente de cálcio intracelular. Fato semelhante foi 

verificado em neuroesferas de animais com deleção para o gene P2Y1 (knock-out). 

Acredita-se que sinalização medeada de ATP pelos seus receptores seja do tipo 

autócrina ou parácrina (Mishra e cols., 2006; Lin e cols., 2007). Foi identificado 

também a atividade de receptores do tipo P1, a adição do agonista adenosina levou ao 

aumento do efeito proliferativo, contudo numa alta concentração resultou em apoptose 

celular (Mishra e cols., 2006). 

Outros membros da via de purinas foram identificadas deste modelo de 

diferenciação como de enzimas relacionadas à hidrólise de ATP ou de UTP a 

dinucleotídeos ou ainda a mononucleotídeos. A presença destas enzimas modula a 

concentração e disponibilidade dos diferentes agonistas purinérgicos ATP/UTP, 

ADP/UDP, AMP, adenosina que atuam nos diversos receptores purinérgicos de modo 

seletivo (Fig.3). Pelo padrão de agonistas purinérgicos presentes em cultura de 

neuroesferas, identificou-se a ação da enzima fosfatase alcalina tecido não específica 

(tissue-nonspecific alkaline phosphatase, TNAP), membro da família de fosfatase 

alcalina. Esta enzima possui atividade de hidrólise de nucleotídeos trifosfato a di e a 

monofosfato e foi previamente identificada em células-tronco embriônicas e atualmente 

é utilizada como marcador de indiferenciação 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 são agonistas do receptor P2Y1 (Mishra e cols., 

2006; Braun e cols., 2003). In vivo, esta enzima é utilizada como marcador do 

desenvolvimento hipocampal de rato a partir do dia 17.  

Acredita-se que o padrão da expressão de receptores do tipo P2 esteja variando 

conforme a progressão da diferenciação neuronal das células NPCs e a expressão de 

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

(Shukla e cols., 2005). 

 

 
 

Figura.3. Esquema de sinalização purinérgica presente na fenda sináptica. ATP é liberado 

pelo neurônio pré-sináptico e ativa os receptores purinérgicos do tipo metabotrópico 

(P2Y) e ionotrópico (P2X) na pré e pós sinapses ou pode sofrer ação de ectonucleases e ser 

degradado a ADP/UDP, AMP ou adenosina, produtos que ativam outros subtipos de 

receptores P2Y e receptores P1 (ver ítem 1.3). 

 

 
1.2 Modelos in vitro de diferenciação neuronal 

 

Em adição a utilização das NPCs do hipocampo, da zona subventricular ou do 

córtex as quais possuem capacidade limitada de diferenciação a neurônios e glias 



Introdução 
____________________________________________________________ 

 15

(denominadas de células-tronco neurais -multipotentes), as células-tronco embriônicas 

(ES) de camundongo são outro modelo promissor pela capacidade de originar células 

dos três folhetos embrionários após a indução. Estas células são derivadas da massa 

celular interna da blástula pré-implantada (Evans e Kaufman, 1981, McWhir e cols, 

1996) e retêm habilidade de se diferenciarem em todos os tipos celulares, incluindo 

células germinativas. Têm capacidade ilimitada de replicação e baixa quantidade de 

metilação do DNA genômico.  

A partir destas células ES, duas linhagens celulares foram estabelecidas; as 

embriônicas germinativas (EG) originárias da pós fecundação (Stewart e cols., 1994) e 

carcinoma embrionário (EC) derivada de embriões pós-implantados irradiados (Martin, 

1980). Ambas as células possuem característica semelhantes às células-tronco 

embrionárias e sua diferenciação em neurônios e células musculares. 

As células ES e EC proliferam-se rapidamente. São cultivadas em suspensão de 

2 a 8 dias e neste periodo agregam-se de modo irregular formando estruturas 

tridimensinsionais denominadas os corpos embriônicos ou corpos embrióides (CE). 

Estas estruturas são semelhantes aos de primórdios embriônicos, sendo subdividida em 

endoderma interior, mesoderma e ectoderma exterior envolto pelo saco vitelínico 

(Itskovitz-Eldor e cols., 2000). Nos corpos embriônicos há variações espontâneas da 

concentração de cálcio intracelular livre (Sauer e cols., 1998). Após a indução por 

fatores externos como dimetil sulfóxido (DMSO), dibutiril AMP cíclico ou ácido 

retinóico (AR) nos CE pode-se direcionar a diferenciação ao tipo celular desejado 

(Rathjen, 1998). A formação de CE promove maior eficiência na diferenciação pela 

maior interação célula-célula. Contudo, os CE muito grandes podem sofrer de necrose 

no centro pela limitação no transporte de nutrientes e oxigênio (Gerecht-Nri e cols, 

2004). 

A indução a formação de CE é dependente do estágio de diferenciação da célula. 

A utilização de células em estágio avançado de diferenciação para formação de CE 

resulta em efeitos contrários a proliferação e na diferenciação (Dang e Zandstra, 2005). 

As células provenientes de CE, estão agora no estágio de progenitores e são utilizadas 

como modelo de estudo in vitro do processo de diferenciação hematopoiética, de 

cardiomiócitos e neuronal. Durante o término da diferenciação neuronal, monitora-se a 
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expressão de proteínas específicas do neurofilamento e de dendritos como microtúbulo-

associado-proteína 2 (MAP2), Tau, neurocan, enolase específica de neurônio (neuron-

specific enolase, NSE), proteína ácida fibrilar da glia (glial fibrillary acid protein, 

GFAP), β-3 tubulina e receptores de neurotransmissores (O'Shea, 1999).  

 

1.2.1 Células carcinoma embrionárias P19 

 
Diversas linhagens de células de EC murino são utilizadas como modelo de 

diferenciação neural in vitro tais como F9, PCC7-Mz1, BLC6, PC13, PCC3 e P19. A 

diferenciação neuronal das células P19 é bem caracterizadas quando a expressão de 

marcadores e obtenção de neurônios funcionais semelhante ao que ocorre no 

neuroectoderma embrionário e do epitélio neural (Staines e cols., 1994, Bain e cols., 

1994) (Fig.3). Estas células possuem 40 cromossomos e semelhantes as células-tronco 

embrionárias murinas; as células originam após a adição de dimetil sulfóxido(DMSO) 

em células do mesoderma e endoderma como  cardiomiócitos e células musculares 

esqueléticas ou com ácido retinóico, as células diferenciam-se em neurônios e astroglias 

funcionais com expressão 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 transcrição envolvidos com a diferenciação no tubo neural in 

vivo foram identificados nas células P19 como bHLH, Mash-1 e Ngn-1 (Tang e cols., 

2002). As células P19 neuronais formam sinapses de acetilcolina, GABA, L-glutamato, 

somatostatina e neuropeptídeo Y, semelhantes ao córtex cerebral (Lin e cols, 1996; 

MacPherson e cols, 1997; Parnas e Linial, 1997; McBurney e cols., 1988, Staines e 

cols., 1996). Os marcadores de astrócitos nesta cultura somente são identificados após 

10 dias (Edwards e cols, 1983, Edwards e McBurney, 1993). 

Diversos receptores e seus ligantes são expressos ao longo do processo em fases 

específicas da diferenciação e participam da progressão do processo, o neuropeptídeo 

fator de crescimento encefálico (head activator, HA) quando liberado, regula o ciclo 

celular da passagem do estágio do ciclo celular G2 a M promovendo variação da 
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concentração de cálcio intracelular livre (Niemann e Schaller, 1996); o nosso grupo 

demonstrou que o influxo de cálcio medeado pelos receptores nicotínicos influi na 

diferenciação das células P19 em neurônios (Resende e cols., 2006a) e que há expressão 

do receptor P2 purinérgico P2X6 na fase tardia do processo (Da Silva e cols., 2007) 

semelhante em carcinoma embrionário humano NTERA-2 (Moore e cols, 2002).  

Diversos canais iônicos voltagem-dependente, receptores de neurotransmissão 

ionotrópicos e metabotrópicos são expressos durante a diferenciação neuronal das 

células P19 e estão resumidos na tabela 1. 
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Tabela 1. Expressão de receptores de neurotransmissores e canais iônicos voltagem-

dependente na diferenciação neural e neuronal das células P19. A presença (+) ou ausência 

(-) da proteína do receptor ou atividade do receptor ou do canal iônico voltagem-

dependente foi averiguada pela expressão gênica ou atividade. A tabela apresentada é 

modificada de Ulrich e Majumder, 2006. 
 

RECEPTORES 
IONOTRÓPICOS 

CÉLULAS DE 
CARCINOMA 

EMBRIONÁRIO 
P19 

NEURÔNIOS P19 REFERÊNCIAS 

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) 
Nicotínicos + - Cauley e cols., (1996) 

Resende e cols., 
(2007a) 

GABA - GABAA Reynolds e cols., 
(1994, 1996) 

Glicina - α1, α2 Heck e cols., (1997a) 
Purinérgico - P2X6 e sugere-se a 

presença de outros 
Da Silva e cols., 

(2007) 
RECEPTORES 

METABOTRÓPICOS 
   

Glutamato mGlu 2/4 mGlu1/2/3/4/5/6/7/8 Heck e cols., (1997b) 
Muscarínicos m3 M1,m2,m3,m5 Parnas e cols., (1998) 

Cinina B2 de cinina não 
funcional 

B2 de cinina Martins e cols., (2005) 

Endotelina - ET-B Monge e cols., (1995) 
Opióide Κ, δ Κ, δ, µ Chen e cols., (1999) 

Fator de crescimento 
encefálico (Head activator) 

- + Niemann e Schaller 
(1996) 

CANAIS VOLTAGEM 
DEPENDETES E 

RECEPTORES MECANO-
SENSÍVEIS 

   

Cálcio - + Sugere-se sua 
presença para ativação 

do processo de 
diferenciação 

Potássio - + Cheun e Yeh (1991) 
Sódio - + Cheun e Yeh (1991) 

Cátion mecano-sensível  - + 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 são utilizadas amplamente utilizadas como modelo de diferenciação 

neuronal. É uma linhagem celular diplóide com 40 cromossomos e homogênea que 

quando tratadas com fator de crescimento de nervo (nerve growth factor, NGF), cessa a 

divisão celular e apresenta morfologia semelhante à de neurônios simpáticos em cultura 

primária. As células neuronais simpáticas e cromafins adrenais estocam e secretam 

adrenalina são derivadas da célula progenitora primitiva originária da crista neural 

semelhante às células PC12 (Weston, 1970, Burnstock e Costa, 1973).  

In vivo identificou-se que o NGF participa da diferenciação das células que 

migram da crista neural (Bjerre e Bjorklund, 1973). As células PC12 são semelhante a 

células progenitoras neuronais simpático (Fig.4) mas após a adição de NGF, células 

tornam-se mais sensíveis à acetilcolina com sinapses funcionais, sintetiza, estoca e 

libera acetilcolina, catecolaminas, dopamina e noradrenalina em níveis semelhantes a de 

células de glândula adrenal de rato.  

Durante a diferenciação 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 repertório de receptores purinérgicos a 

cada estágio que inclui os receptores P2X2 e P2X4 (Arslan e cols, 2000; Hur e cols, 

2001; Fujita e cols, 2000). O receptor P2X4 é ativo no estágio indiferenciado, contudo 

após o tratamento de 7 dias com NGF, os receptores purinérgicos ativos e expressos são 

mais sensíveis a PPADS (piridoxal fosfato 6-azofenil-2', 4'-ácido dissulfônico 

Pyridoxal-phosphate-6-azophenyl-2',4'-disulfonate) (Arlsan e cols., 2000). A inibição 

dos receptores purinérgicos resultou em menor desenvolvimento do axônio (D’Ambrosi 

e cols, 2001) e acredita-se que haja um efeito citoprotetor medeado pelo receptor P2X2 

(Fujita e cols 2000).  

ATP leva a despolarização da membrana nas células PC12 (Inoue e cols., 1989; 

Soltoff e cols., 1998) e resulta no aumento na concentração de cálcio intracelular livre 

(Sela e cols.,1991; Michel e cols., 1996) e de trifosfato inositol (InsP3) (Barry e Cheek, 

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

e cols. (1998) demonstraram a participação do receptor P2X2 no processo. 

 

1.2.3 Células NH15-CA2 

 

Dentre as células com propriedades de diferenciação neuronal, NH15-CA2 é o 

resultado da fusão da linhagem neuroblastoma de camundongo N115-BU-8 e de 

108CC5 híbrida originada também da fusão de neuroblastoma N18GT-2 de camundongo 

e do glioma C6-BU-1 de rato (Heumann e cols., 1977). Seu estabelecimento foi anterior 

as células-tronco embrionárias e carcinoma embrionárias e foi muito utilizada como 

modelo de diferenciação neuronal. Possui 250 cromossomos (Heumann e cols., 1977). 

Pelas suas características neuronais (Daniels e Hamprecht, 1974) foi utilizada como 

modelo para avaliação da atividade opiácea, de acetilcolina, de noradrenalina, de 

prostaglandina E1, de adenosina e de neuropeptídeos como HA (Hamprecht, 1976; 

Ulrich e cols., 1996). As células NH15-CA2 expressam marcadores neuronais como a 

enzima colina acetiltransferase (CAT; EC. 2.3.1.6) que envolvida na síntese de 

acetilcolina a partir de acetil-CoA e colina (Hamprecht e Amano, 1973). Após 

tratamento com dibutiril AMP cíclico (Daniels e Hamprecht, 1974), estas células 

diferenciam-se em neurônios funcionais (Reiser e cols.,  1977). 
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Figura.4. Processo de diferenciação neural. Modificação fenotípica durante o processo 

desde a célula-ovo (totipotente), tronco-embrionárias e das células murinas 

teratocarcinoma P19 (pluripotente) a neurônios e glias funcionais. A célula competente 

ativa um novo repertório gênico de expressão após sinalização de fatores solúveis e inicia o 

processo de diferenciação neuronal. As células-tronco embrionárias e P19 (pluripotentes) 

são induzidas pelo ácido retinóico em suspensão (corpos embriônicos) ao acometimento ao 

progenitor neural (multipotente). Neste estágio, há contínua alteração no padrão de 

expressão gênica até a diferenciação em neurônios 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 ação de purinas na ativação 

negative cronotrópico no coração, mediando a dilatação dos vasos coronários e inibindo 

a musculature lisa intestinal (1929). Em 1950 Pamela Holton verificou a liberação de 

ATP da região terminal de neurônios sensoriais primários (Holton, 1959).  

No sistema nervoso adulto central, foi identificado que os receptores 

purinérgicos medeam a liberação de neurotransmissores da célula pré-sináptica 

(Ginsborg e Hirst, 1972) e regula a resposta de receptores de neurotransmissão 

presentes na célula pós-sináptica através da co-transmissão sugerida inicialmente por 

Burnstock em neurônios de gânglios celíacos (Burnstock, 1976). Em 1992, os grupos de 

Surprenant e Vanner identificaram a co-transmissão purinérgica em sinapses entre 

neurônios do gânglio coelíaco (Evans e cols., 1992; Silinsky e cols., 1992). Foi 

identificado a co-transmissão ocorre entre ATP e os neurotransmissores e 

neuropeptídeos; acetilcolina, noradrenalina, 5-hidroxitriptamina (serotonina), dopamina, 

GABA e 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 regiões, a atividade sinérgica de glutamato e ATP estão envolvidas 

com a potenciação de longa duração em neurônios da região hipocampal CA1, região 

associada a aprendizado e memória (Pankratov e cols., 2002).  

Os receptores purinérgicos foram inicialmente divididos por estudos 

farmacológicos em receptores de adenosina, que são acoplados a proteína G (P1) e de 

ATP e ADP (P2) (Burnstock, 1978). Através de estudos de transdução de sinal e pela 

clonagem dos receptores P2, os receptores P2 foram novamente classificados em P2Y1-

14, acoplados a proteína G e P2X1-7, ionotrópicos (Burnstock e Kennedy, 1985, 

Abbracchio e Burnstock, 1994). Alguns dos receptores purinérgicos do tipo 

metabotrópico P2 são ativados também por UTP e UDP. Contudo, a ativação pelo ATP 

ou UTP desencadeia na maioria dos receptores P2 aumento de cálcio no interior da 

célula (Edwards e Gibb, 1993). 



Introdução 
____________________________________________________________ 

 23

In vivo a participação dos receptores do tipo P1 e P2 são reguladas juntamente 

com a atividade de ectonucleases no sistema nervoso central (Kato e cols., 2004) 

semelhante a regulação descrita nas células NPC (item 1.1). ATP possui atividade dual, 

isto é, coordena a atividade sináptica dos receptores metabotrópicos e ionotrópicos 

associado a atividade de ectonucleases na pré e pós sinapse (Kato e cols., 2004; Shukla 

e cols., 2005, Mishra e cols., 2006) (Fig.4). 

 Oito receptores metabotrópicos identificados em mamíferos e são acoplados à 

fosfolipase. Os mais estudados são P2Y1, P2Y2, P2Y4 e P2Y6. O receptor P2Y1 é 

ativado por ATP e ADP. Já os receptores P2Y2 e P2Y4 pelo UTP e ATP e o receptor 

P2Y6 somente pelo UDP. Já os receptores ionotrópicos quando ativados são permeáveis 

ao sódio (cátion monovalente) ou ao cálcio (cátion bivalente). Contudo, há subtipos de 

receptores purinérgicos P2X com 100 vezes maior permeabilidade ao cálcio que ao 

sódio, como o P2X2 (Egan e Khakh, 2004). Sete subunidades destes receptores foram 

clonadas (P2X1-7) e apresentam de 30 a 50 % de identidade em seqüência protéica 

(Lynch e cols, 1999). As subunidades P2X possuem estrutura semelhante, as regiões N- 

e C-terminal são intracelulares, com dois domínios transmembrânicos e uma porção 

extracelular que contém 10 cisteínas conservadas que formam 5 pontes de dissulfeto. A 

maior variação entre as subunidades ocorre na região C-terminal que varia na 

subunidade P2X6 de 30 a 240 aminoácidos na subunidade P2X7 (Buell e cols, 1996; 

MacKenzie e cols, 1999). Os subtipos de receptores P2X funcionais são constituídos de 

pelo menos 3 subunidades resultando na formação de subtipos de receptores 

homoméricos (homomultímeros) ou heteroméricos (heteromultímeros) (Nicke e cols, 

1998; Stoop e cols, 1999; Kim e cols, 1997; Ding e Sachs, 2000). Os subtipos de 

receptores heteroméricos identificados foram P2X1/P2X5, P2X2/P2X3 e P2X4/P2X6 

(North e Suprenant, 2000), contudo ainda há ocorrência de associação alternativa de 

RNA mensageiro (variantes de splicing) nas subunidades P2X2, P2X4 e P2X5. Estes 

variantes de splicing alternativo resultam em subtipos de receptores com propriedades 

farmacológicas 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 e fechamento do canal, quanto seletividade iônica e quanto a regulação e 
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acoplamento específico entre vias de sinalização (Stojilkovic e cols., 2005). Entretanto 

não há drogas disponíveis 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 proteínas de 

membrana e a outros receptores metabotrópicos como no caso da suramina (Harris e 

cols., 1996). 

Ainda assim, identificou-se o envolvimento da expressão de receptores 

purinérgicos na neuroproteção e diferenciação. Através de experimentos de privação de 

oxigênio e nutrientes em fatias cerebrais do hipocampo, identificaram-se aumento da 

expressão dos receptores P2X2 e P2X4 os quais resultaram na perda neuronal na região 

do hipocampo, cortical e estriatal (Cavaliere e cols., 2003; Ashour e Deuchars, 2004). Já 

no desenvolvimento do hipocampo, o estímulo dos receptores P2 resultou em 

crecimento de axônios (Heine e cols., 2006). Identificou-se a participação do receptor 

P2X5 na diferenciação de células progenitoras a musculares esqueléticas humana pela 

ativação da via de sinalização de proteína quinase ativada por mitógeno (mitogen-

activated protein kinase, MAPKs) e de principalmente p38. Houve ainda identificação 

da expressão dos subtipos de receptores P2X6 e P2X2 na fase tardia da diferenciação 

muscular (Ryten e cols, 2002). Na diferenciação neuronal de NPC foi identificada a 

expressão de diversos componentes da sinalização purinérgica (item 1.1) com 

importante participação dos receptores P2Y1 e P2Y2 (Mishra e cols., 2006; Lin e cols., 

2007). Pela distribuição ampla dos subtipos de receptores P2X2 e P2X4 no sistema 

nervoso central adulto e pela seletividade ao influxo de cálcio, estes receptores tornam 

se candidatos potenciais na participação da diferenciação. 

 

1.3.1 O receptor P2X2 

 

A seqüência codificante do receptor P2X2 foi identificada na biblioteca de 

cDNA de células PC12 onde se isolou um clone que ativado pelo ATP conduzia 

corrente nos oócitos de Xenopus (Brake e cols., 1994). O receptor foi identificado em 

neurônios, no tecido sensorial, no pâncreas e na glândula pituitária (Lynch e cols, 1999). 

Há descritos três variantes de splicing alternativos funcionais da subunidade presentes 
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na cóclea de cobaia e cerebelo de rato (Chen e cols, 2000; Simon e cols.; 1997). A 

variante de splicing presente no cerebelo possui uma porção do segmento C-terminal 

deletada e o outro variante possui uma deleção na segunda região transmembrânica da 

subunidade. A resposta ao agonista deste subtipo de receptor composto pelos splicings 

se mantém, todavia há variação quanto à sensibilidade ao antagonista e à 

dessensibilização (Simon e cols., 1997).Uma das subunidades da variante de splicing 

não interage com β-III tubulina por não ter a porção de interação (Gendreau e cols., 

2002).  

Através de experimentos de duplo-híbrido, identificou-se que a região C-

terminal P2X2 interage in vivo com o precursor de β-amilóide FE65 presente nas 

sinapses colaterais de Shaffer no hipocampo CA1, o que não ocorre com subtipos de 

receptores que contêm subunidades provenientes de splicing alternativo. Acredita-se 

que tal interação possa resultar na alteração da permeabilidade do receptor à íons e na 

redução de cross-talking com outros receptores, sendo um novo processo regulatório 

funcional da transmissão sináptica (Masin e cols., 2005). 

Através de ensaios farmacológicos com inibição do receptores com os diversos 

antagonistas purinérgicos, não é possível distingüi-lo dos demais subtipos de receptores 

purinérgicos. O receptor P2X2 é inibido pelos antagonistas purinérgicos suramina, 

profobol e PPDAS. (Tomioka e cols, 2000; Barajas-Lopez e cols, 1996).  

A distribuição do receptor pode estar relacionada à interação com outros 

receptores, por exemplo, o efeito sinergístico entre o receptor P2X2 e α3β4, nicotínico de 

acetilcolina. A aplicação conjunta de ambos os agonistas resulta num menor influxo de 

íons quando comparado à aplicação separada de cada agonista. Sugere-se que ocorra 

uma via compartilhada de sinalização entre os receptores purinérgicos e nicotínicos 

(Khakh e cols.,2000). Há evidências que a variação de cálcio intracelular medeada pelo 

receptor resulta na ativação da via de sinalização de MAPKs (proteína quinase ativada 

por mitógeno ou mitogen-activated protein kinase) em células PC12 (Swanson e cols., 

1998) (item 1.2.2) 
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1.3.2 Receptor P2X4 

 

O DNA codificante do receptor P2X4 foi isolado do cérebro de rato e humano 

(Séguéla e cols, 1996; Soto e cols, 1996; Garcia-Guzman e cols, 1997) e de ilhotas 

pancreáticas de ratos (Wang e cols, 1996). O receptor foi identificado nos terminais dos 

axônios no bulbo olfatório, no septo lateral, no cerebelo, no córtex cerebral, nas células 

de Purkinje, no hipocampo, no hipotálamo, na substância gelatinosa do núcleo caudal e 

na dorsal da medula sugerindo a importância da sinalização 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 está envolvido com influxo de cálcio medeada pelo 

ATP (Yamamoto e cols., 2000 a,b). Através de estudos com animal com deleção para o 

gene (knock-outs) confirmou-se o envolvido deste subtipo de receptor purinérgico com 

o mecanismo de contratilidade vascular (Yamamoto e cols., 2006) .  

Quando presente na região pré-sináptica, o receptor modula a liberação de 

neurotransmissores (Soto e cols., 1996; Lê e cols, 1998; Tomioka e cols., 2000). Está 

presente nas especializações pré- e pós-sinápticas e acredita-se que esteja envolvido 

com processos de transferência de moléculas de alto peso molecular para dentro e fora 

do terminal neuronal (Virginio e cols, 1999). Sua concentração na superfície celular é 

modulada pelo equilíbrio entre receptores não ativados, ativados pelo agonista os quais 

são internalizados pela via da clatrina e pela inserção de novos receptores (Royle e cols., 

2002).  

Ligantes específicos a receptores purinérgicos como suramina, αβ-metileno ATP 

ou PPADS têm pouco ou nenhum efeito na atividade do receptor P2X4. De modo 

semelhante ao receptor P2X2, P2X4 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 proteína quinase A (PKA) através da 

fosforilação, após verificação de que a inibição não específica de proteínas quinase 
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acelera a atividade do receptor. Contudo, Brown e cols., (2004) mostraram que a 

defosforilação leva o receptor ao estado com maior atividade (Brown e cols., 2004, 

Tenneti e cols., 1998). Uma possibilidade postulada pelo grupo seria que a potenciação 

da sinalização purinérgica seguida da elevação de cAMP (AMP cíclico) é independente 

a atividade da PKA. Após investigar os eventos de aumento da concentração de cálcio 

intracelular livre e o posterior aumento da concentração de cAMP, identificou-se que há 

fosforegulação de InsP3P (fosfatidil-inositolfosfato) nas células acinares da parótica 

(Bruce e cols, 2002) e que a liberação de cálcio é estimulada por qualquer agonista de 

InsP3 (trifosfato de inosital) pois potenciava o mecanismo. Identificou-se que aumento 

na variação da concentração de cálcio ocorria pelo influxo promovido pela ativação do 

receptor P2X4. Na presença 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 

regulação direta no aumento da sinalização de cálcio. O receptor P2X4 é fosforilado pela 

PKA. Esta fosforilação pode modular a atividade do receptor em inúmeros modos, 

como por exemplo, aumentando a afinidade do receptor ao ATP, pode alterar as 

características de ativação (gating) do canal ou modular o tráfego 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 combinatórias de moléculas naturais, artificiais, de peptídeos e de 

oligonucleotídeos são empregadas principalmente pela industria farmacêutica para 

identificação de moléculas específicas ao alvo, em fins terapêuticos. A utilização de 

bibliotecas combinatórias de oligonucleotídeos dentre estas citadas, é fácil de manipular 

e de ser utilizada em ciclos reiterativos de seleção in vitro não requerendo processos de 

síntese química dispendiosa antes da repetição do ciclo (bibliotecas naturais ou 

químicas artificiais) ou passagem em bacteriófagos como em bibliotecas de peptídeos 

(phage display) (Majumder e cols., 2005). Os processos podem levar a perda da 

diversidade durante os ciclos de seleção nos passos de síntese ou o aparecimento de um 
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códon de terminação dentro do peptídeo que resultar na deleção da seqüência no caso do 

phage display.  

A técnica evolução sistemática 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 seqüência 

randômica de polinucleotídeo ou peptídeo de adquirir uma conformação tridimensional 

estável, de se ligar ao alvo ou ainda de exercer atividade catalítica que no geral é muito 

baixa mas desconhecida. Estavam tentado estimar o número de diferentes classes 

estruturais capazes de se ligarem ou execerem atividade catalítica, pois por exemplo de 

centenas de diferentes proteases identificadas as quais são classificadas somente em 5 

classes estruturais. São questões que interessavam de serem respondidas pelos 

pesquisadores pois eram importantes nas teorias da origem e evolução da vida e 

acredita-se que as primeiras moléculas catalíticas eram provenientes de polímeros 

randômicos.  

Já Turek e Gold (1990) tentavam compreender a interação do sítio de 

reconhecimento de um ácido nucléico e uma proteína que envolve uma população de 

moléculas e uma diversidade de sítios de ligação como ocorre na interação do complexo 

protéico na transcrição gênica.  

Quando há apenas um sítio de ligação no genoma, como no alvo de nucleação da 

proteína de capsídeo do bacteriófago de RNA R17, a análise de quais os nucleotídeos 

necessários para a ligação podem ser endereçadas para criar e testar um número de 

mutantes. Contudo o número de ácidos nucléicos a serem analisados seria tão grande 

que inviabilizaria tal estudo. Foi utilizado o bacteriófago T4 DNA polimerase (gp43) e o 

ribossomo no sítio de ligação ao RNA mensageiro que codifica-o. Este sítio sobrepõe a 

seqüência Shine Dalgarno prevenindo o início da tradução e é autoregulado. O alvo 

mínimo foi de 36 nucleotídeos que inclui 5 nucleotídeos em hélice com 8 nucleotídeos 

em giros (loops). A fim de elucidar qual a responsabilidade do loop de nucleotídeos na 

interação do operador na tradução, os pesquisadores desenvolveram um método rápido 

para selecionar somente seqüências as quais ligavam ao alvo numa população 
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seqüências randômicas, que foi denominada SELEX  (systematic evolution of ligands by 

exponential enrichment). 

 

1.4.2 Método de seleção de aptâmeros pelo SELEX 

 

 O processo de seleção mimetiza a seleção natural. Os pesquisadores Ellington e 

Szostak (1990) sintetizaram através de síntese química em fase sólida de fosforamídeos 

uma larga quantidade de moléculas de DNA com 100 posições randômicas flanqueadas 

com adição equimolar da mistura dos quatro nucleotídeos. Estas seqüências possuíam 

também regiões definidas nas porções 5` e 3` para hibridização dos iniciadores 

(primers), as quais continham sítios de enzima de restrição para posterior clonagem das 

seqüências identificadas e o promotor T7 RNA polimerase. Estas seqüências de 155 

nucleotídeos em 100 µg correspodiam a 1015 seqüências diferentes.  

Verificaram prontamente que a biblioteca de DNA não era transcrita 

eficientemente em RNA, o que levou-os a amplificar primeiramente por PCR 20 vezes a 

biblioteca inicial resultante da incompleta deproteção na síntese. Foi identificada 14 

seqüências para comprovar sua randomicidade. Contudo a reação de PCR resulta em 

redução da complexidade da biblioteca pela inabilidade da Taq polimerase em 

amplificar regiões ricas em CG especilamente na porção 5`e devido a problemas de 

síntese per se. Foi realizado um ensaio de primer extension para avaliar a capacidade da 

síntese da fita complementar a simples fita de DNA e comprovou-se que somente 4 a 5 

% das simples fita tiveram a integral síntese da fita complementar. Isso resultou numa 

redução do tamanho da biblioteca de 20 a 25 vezes. Além disso, 2/3 das seqüências 

amplificadas continham mutações na região constante rica em CG após o PCR o que 

levou a redução da diversidade de seqüências a 1013 seqüências. Os alvos utilizados na 

seleção foram diversos corantes que mimetizam cofatores metabólitos como Cibacron 

Blue que se liga ao sítio de ligação 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 seleção, apenas 1% da biblioteca de RNA foi recuperada contudo no 

segundo ciclo, recuperou-se 70% das moléculas de RNA. As seqüências identificadas 

após a seleção receberam o nome de aptâmero, do latim aptus que significa ligar. 
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Tuerk e Gold (1990) partiram de uma população randômica de 65536 seqüências 

e identificaram uma região de 8 nucleotídeos que interagiam com a T4 DNA polimerase 

e duas seqüências, uma idêntica presente no bacterófago e a outra variante desta 

seqüência em 4 posições. A utilização de oligonucleotídeos como ligantes ou inibidores 

de proteínas baseia-se na propriedade de reconhecimento específico de epítopos 

protéicos pelas moléculas de RNA ou DNA, semelhante à interação RNA-proteína e 

DNA-proteína existente na célula. Tais ligações ocorrem pela interação de cargas entre 

o aptâmero e o alvo de seleção. As ligações ocorrem pela formação de pontes de 

hidrogênio entre os aminoácidos do alvo e a cadeia do aptâmero ou ligação de van der 

Waals entre as cadeias de açúcar e grupamentos fosfato (Gold., 1999). 

Uma nova contribuição foi dada em 1990 por Robertson e Joyce quanto a 

identificação de RNAs com atividade catalítica pela seleção in vitro sendo denominados 

aptazimas (Hesselberth e cols., 2003). Em 1998, Ulrich e cols. selecionaram aptâmeros 

capazes de inibir a atividade do receptor ionotrópico nicotínico, atuando como 

antagonistas. Demonstrou-se que além da alta capacidade de reconhecimento e de 

afinidade, o aptâmero pode modular funções protéicas de conformações do canal do 

receptor, isto é, atuar como antagonista ou de proteger o sítio específico de ligação, 

modulando, portanto o estado conformacional protéico, a atividade do receptor. A 

utilização de aptâmeros com tais características contribuiram na compreensão da 

cinética de funcionamento de uma diversidade de receptores ionotrópicos como de 

nicotínicos e de GABAA (Hess e cols., 2000, Krivoshein e Hess, 2004; Cui e cols., 

2004a; Cui e cols., 2004b).  

Após ciclos reiterativos de enriquecimento, associados ao aumento de 

estringência com emprego inicial da biblioteca combinatória constituída de 1013 a 1015 

moléculas de oligonucleotídeos de RNA ou DNA, há seleção do aptâmero com estrutura 

adequada e capacidade de interação à molécula alvo. A amplificação da biblioteca de 

cDNA é realizada através de PCR e obtenção da biblioteca de RNA, por transcrição in 

vitro utilizando a enzima T7 RNA polimerase. Durante os ciclos de seleção in vitro de 

aptâmeros com alta afinidade, recupera-se o RNA ligado ao receptor no sítio específico 

do alvo. Este é purificado e utilizado como molde nas reações de RT-PCR.  
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Para utilização do aptâmero como produto intracelular com expressão no interior 

da célula, utiliza-se bibliotecas de RNA não modificados que resulta na seleção de 

intrâmeros. Caso o alvo da seleção seja a extracelular e o aptâmero possa ser um 

candidato à droga em potencial, utiliza-se a biblioteca com RNA-resistente a nucleases 

que consiste na utilização de ribonucleotídeos de pirimidinas modificadas que 

aumentam a estabilidade do RNA em meios fisiológicos. Se for necessário identificar 

aptâmeros que serão acoplados a coluna de cromatografia de afinidade para purificar a 

proteína, por exemplo, utiliza-se a biblioteca de aptâmeros de DNA que pode ser 

reutilizado após lavagens alcalinas (Gold, 1999). 

A fim de aumentar a estabilidade das moléculas selecionadas têm se realizado 

seleções utilizando enantiômeros, conhecidos como spiegelmers, que não são 

reconhecidos pelas nucleases (Klussmann e cols., 1996). Entretanto, a utilização de tais 

ribonucleotídeos tem encarecido o processo de seleção, pois se requer modificações nos 

4 ribonucleotídeos para síntese de aptâmeros. O emprego de ribonucleotídeos de 

pirimidina modificados no anel da ribose na posição 2’OH por 2’F ou 2’NH2 resulta em 

moléculas com maior estabilidade e menor custo. A meia-vida da molécula de RNA 

passa de 8 segundos a 86 horas com modificação 2’F e a 174 horas com modificação 

2’NH2 (Pagratis e cols., 1997). Contudo as moléculas de RNA selecionadas modificadas 

com 2’F têm maior rigidez em sua estrutura e afinidade ao alvo comparado a aptâmeros 

com 2’NH2 (Pagratis e cols., 1997). O intuito é adicionar nucleotídeos modificados 

tanto no processo de seleção de DNA ou de RNA que possam ser incorporadas pelas 

enzimas Taq polimerase, T7 RNA polimerase e enzimas de transcriptase reversa, que 

resultam em aptâmeros mais estáveis a fluídos biológicos além de não interferirem no 

pareamento de Watson-Crick. Todas estas modificações são necessárias a fim de 

sintetizar-se o aptâmero em escala industrial para aplicação terapêutica. Outras 

modificações têm sido introduzidas para aumentar o tempo de meia-vida e de 

distribuição dos aptâmeros em sistemas fisiológicos como a adição de um grupamento 

lipídico inserido no aptâmero para ancoragem em lipossomos (Willis e cols., 1998).  
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1.4.3 SELEX e as técnicas de modulação gênica e protéica 

 

Diversas técnicas são utilizadas para modular a expressão gênica como 

oligonucleotídeos que formam tríplices (Triplex-Forming Oligonucleotide, TFO) (Le 

Doan e cols., 1987), RNA antisense (Paternson e cols., 1977) e RNA de interferência 

(interference RNA, RNAi) (Fire cols., 1998). Em receptores purinérgicos, a metodologia 

antisense foi empregada nos receptores P2X3 e P2X4 (Dorn e cols., 2001; Yamamato e 

cols., 2000a,b) e RNA de interferência no receptor P2X3 (Hemmings-Mieszczak e cols., 

2003), mas apenas a combinação das duas estratégias resultaram em subregulação 

(down regulation) efetiva do receptor P2X3 (Fig.5).  

Para inibir a atividade específica de receptores heteromultímeros ou 

homomultímeros como de receptores purinérgicos do tipo P2X, SELEX possivelmente 

é o melhor método. Ao contrário de TFO, RNAi ou da técnica antisense, os quais 

resultam no knock down gênico de uma subunidade, os aptâmeros selecionados por 

SELEX contra um determinado receptor composto de três subunidades atuará somente 

no receptor. Aptâmeros provenientes de SELEX não interferirão na expressão e 

atividade de subunidades, e não alterarão a expressão de outros receptores provenientes 

de combinações do subtipo alvo com outros subtipos para a formação do receptor 

heteromultímeros como por exemplo, o aptâmero selecionado ao receptor P2X4 não 

afetará na expressão ou atividade do receptor P2X4/P2X6 o que ocorre nas outras 

técnicas de modulação gênica (Fig.5) (Le e cols., 1998). Aptâmeros com atividade 

inibitória podem ser empregados em knock-down da atividade da proteína. 
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Figura.5. Esquema de atuação das moléculas provenientes das técnicas de modulação 

gênica: triplex-forming oligonucleotide (TFO), RNA antisense e RNA de interferência 

(RNAi) e atividade protéica por SELEX. A utilização das técnicas TFO, antisense e RNA 

de interferência modulam em nível transcripcional reduzindo a expressão de RNA 

mensageiro do alvo. A técnica SELEX modula a atividade protéica do alvo no interior da 

célula (intrâmero) ou exterior (aptâmero) não interferindo na atividade e formaçã de 

heretomultímeros.  

 

 

1.4.4 Propriedades dos aptâmeros 

 

Os aptâmeros são pouco imunogênicos. Ao contrário da produção de anticorpos 

monoclonais, a produção em larga escala do aptâmero é menos dispendiosa e sua área 

de atuação é versátil, isto é, o aptâmero pode discernir domínios extracelulares ou 

intracelulares, alcançar epítopos pequenos e protegidos de vírus, os quais não podem ser 

distingüidos por anticorpos (Gopinath e cols., 2006) como pode ser utilizado em 

terapias celulares de DNA através da inserção em plasmídeos. 

Os aptâmeros identificados da seleção de SELEX possuem afinidade e 

especificidade de ligação aos seus alvos de forma semelhante ao anticorpo monoclonal 
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com constantes de dissociação da ordem de nanomolar a picomolar (Jayasena, 1999); de 

discernir aminoácidos e oligonucleotídeos como ATP e dATP (Sassanfar e Szostak, 

1993), inclusive estereoisômeros e proteínas com conformações diferentes resultantes 

de variantes de splicing alternativo como de proteína quinase C (PKC) (Conrad e cols., 

1994), estados conformacionais de uma mesma proteína (Hess e cols., 2000), 

diferenciar entre vasculatura tumoral e normal (Blank e cols., 2001) ou de diferenciar 

células em dois estágios distintos de diferenciação no caso de células PC12 (Wang e 

cols., 2003). O aptâmero selecionado pode ser empregado como ferramenta diagnóstica 

em técnicas de citometria de fluxo, arranjos (arrays), imunofluorêscencia, testes 

fluorescentes e testes em placas de Elisa (Majumder e cols., 2005; Ulrich e cols, 2006). 

O aptâmero pode ser expressos intracelularmente sendo denominado intrâmero e 

interagir em porteínas envolvidas com regulação de vias intracelulares de transdução de 

sinal (Famulok e cols., 2001) ou ainda atuar como sensores, aptasensores (Minunni e 

cols., 2004). 

 

1.4.5 Utilização como fármacos 

 

Tal a especificidade e afinidade de ligação dos aptâmeros selecionados, este 

pode ser utilizado como agente terapêutico contra moléculas de imunoglobulina E (IgE), 

interferon gama (γIFN), α-trombina, PTPase (proteina tirosina fosfatase) demonstrando 

grande eficácia em testes em cultura de células e em animais (Lee e cols., 2006). Em 

2004 a empresa Pfizer-Eyetech Pharmaceuticals iniciou a comercialização do primeiro 

aptâmero para o tratamento de coroidal neovascularização (AMD) e melhora da 

acuidade visual (Ng e cols., 2006) conhecido como Macugen. O aptâmero desenvolvido 

reconhece a isoforma específica VEGF165 (vascular endothelial growth factor). Outros 

aptâmeros que estão em fase I selecionados pela companhia Gilead são promissores em 

terapias de coagulação, como o aptâmeros análogo de heparina (Bock e cols., 1992). 

Contudo, já há aptâmeros de segunda geração com o mesmo efeito do análogo e que 

demandam menor concentração para obtenção do mesmo efeito. O grupo do 

pesquisador Sullenger desenvolveu aptâmeros contra o fator de coagulação IXa que 

conjugados com a cadeia de colesterol aumentam o tempo de vida do aptâmero de 5-10 
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minutos a 1-1,5 horas (Rusconi cols., 2002) e este aptâmero há inclusive um antídoto 

para inativar o efeito (Rusconi e cols., 2004). 

Os intrâmeros são utilizados como mecanismos de inativação de proteínas 

relacionadas ao desenvolvimento, de sinalizações intracelulares ou mesmo com fins 

terapêuticos para inibir a replicação de viral. Por exemplo, no desenvolvimento a 

expressão intracelular de aptâmeros pode ser regulada através do promotor utilizado que 

controla sua expressão em quantidade e temporal. O promotor pode ser do tipo indutível 

neste caso. Intrâmeros contra kanamicina e tobramicina foram posicionados na porção 

5` não transcrita de genes. Na adição de drogas, inibiu-se a expressão gênica (Werstuck 

e Green, 1998).  

O intrâmero permite compreender o papel de proteínas envolvidas em vias 

intracelulares de transdução de sinal. A proteína B52 é expressa em drosófila durante o 

desenvolvimento envolvido em processos de splicing gênico, entretanto sua importância 

não estava definida. O intrâmero desenvolvido foi expresso na forma pentamérica 

durante o desenvolvimento e a inibição de B52 resultou na drástica redução de 

sobrevivência. (Shi e cols., 1997). A utilização do intrâmero a proteína rev envolvida 

com ciclo de replicação do HIV resultou na inibição da replicação do vírus em cultura 

de células (Good e cols., 1997). Em células humanas de linfócito, houve drástica 

atividade anti-viral na presença dos intrâmeros (Chaloin e cols., 2002). Há intrâmeros 

capazes de inibir ligações na porção intracelular do domínio humano na beta 2 integrina 

linfócito função-antígeno associada-1 (αLβ2 integrin adhesion molecule, LFA) que 

bloqueia a ativação de vias intracelulares. Tais aptâmeros foram expressos em 

leucócitos para sistema de desenvolvimento de vacinas (Blind e cols., 1999).  

Aptâmeros podem ser utilizados para investigar vias de transdução de sinal. 

Theis e colegas (2004) identificaram intrâmeros que ligam e inibem o trocador 

nucleotídeo guanina fator citoesina-2, mas não seu homólogo que funcionalmente é uma 

proteína diferente, a citoesina-1. Após seis horas de transfecção em células HeLa ainda 

identificou-se aptâmeros transfectados presentes nas células (Theis e cols., 2004, Lee e 

cols., 2006).  

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

membrana. O aptâmero contra o VEGF inibe a interação deste com o seu receptor na 
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superfície celular (Jellinek e cols., 1994). Aptâmeros contra o receptor de tirosina 

quinase RET foram selecionados após ciclos de enriquecimento e retirados de ligantes 

não específicos pela utilização de células que expressavam o receptor mutado; 

identificaram-se dois aptâmeros com representatividade de mais de 50% nas 67 

sequências identificadas. Através de testes de atividade biológica em células normais as 

quais ocorria a ativação de RET e iniciava a sinalização para a a fosforilação de 

ERK(extracellular signal regulated kinase), os aptâmeros identificados não ativaram tal 

sinalização intracelular. Contudo, o aptâmero identificado reconhece apenas o receptor a 

membrana e não RET purificado e é um potencial candidato a ser utilizado em testes 

pré-clínicos (Cerchia e cols., 2005).  

Aptâmeros com propriedade de discernir proteínas de uma mesma família, de 

inibir receptores e suas vias de transdução se sinal tornam se ferramentas promissoras 

no estudo de famílias de receptores de neurotransmissão, as quais não possuem ligantes 

seletivos para compreender o seu exato papel fisiológico, fisiopatológico e no 

desenvolvimento. Para compreender se há algum papel desempenhado dos receptores 

purinérgicos e especialmente dos receptores PX2 e P2X4 durante a diferenciação 

neuronal, a identificação de aptâmeros específicos torna-se interessante, podendo se 

interferir com a atividade em dois momentos das diferenciação neuronal das células 

P19, na passagem das células pluripotentes a progenitoras neurais e durante a maturação 

neuronal das células progenitoras a neurônios maduros. 
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2. Objetivos 
 

- Identificação dos receptores purinérgicos P2X2 e P2X4 nas células neuronais 

NH15-CA2 (neuroblastoma murina X glioma de rato) e carcinoma embrionário 

murino P19. 

- Inibição da atividade purinérgica durante a fase precoce e tardia da diferenciação 

neuronal de células P19 utilizando inibidores purinérgicos diponíveis. 

- Geração e identificação de aptâmeros específicos de RNA resistentes a atividade 

de nuclease com ação inibitória aos receptores P2X2 e P2X4. 

- Estimativa dos efeitos de inibição do receptor P2X4 por aptâmeros na 

diferenciação.  
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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 embrionário murino (Jones-Villeneuve e cols., 1982) 

 NH15-CA2 (di-híbrido 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 Ciências Biomédicas, USP. 

 

As seguintes células foram doadas pelo Professor Dr. Fernando A. González, University 

of Puerto Rico, EUA, provenientes do laboratório do Professor Dr Weisman (University 

of Misouri, EUA) 

 1321N1 selvagens 

 1321N1 transfectadas com o vetor PLSXN (Clontech)  

 1321N1 transfectadas com o vetor PLSXN (Clontech) com o receptor P2X2 de 

rato 

 1321N1 transfectadas com o vetor PLSXN (Clontech) com o receptor P2X4 de 

rato 

 1321N1 transfectadas com o vetor PLSXN (Clontech) com o receptor P2X7 de 

rato 

 

3.1.2 Anticorpos e corantes 

 

Anti- β-tubulina- Santa Cruz Biotechnologies 

Anti-β-actina- Santa Cruz Biotechnologies 

Anticorpo secundário Anti-goat- FITC AbCAM 
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Anticorpo secundário-Anti-rabbit-FITC- AbCAM 

Cabra Anti-receptor de B2 de cininas- Santa Cruz Biotechnologies 

Coelho Anti receptor P2X4-Alomone  

Coelho Anti-receptor P2X2 -Chemicon International 

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

Fluo 3 AM-Sigma-Aldrich 

Ionóforo de cálcio -4-Br-A23187 (Sigma-Aldrich) 

 

3.1.3 Fatores de indução a diferenciação 

 

All trans ácido retinóico-Sigma-Aldrich 

Dibutiril cAMP- Sigma-Aldrich 

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

Instituto de Química, USP 

Meio definido: insulina; transferina; etalonamina; selenato de sódio; aminoácidos não 

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 

(MMLV) - Fermentas 

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

Aldrich 

HindIII- Invitrogen 

MgCl2- Fermentas  

Random hexamers- Invitrogen  

RNase inhibitor- Fermentas 

ScaI- 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 Fluorídeo (PMSF)-Sigma Aldrich 

Leupeptina-Sigma Aldrich 

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

 

3.1.6 Kits e reagentes para extração de RNA 

 

Dosagem de proteínas (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 (ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-

etanosulfônico), 2.4 mg/ml de bicarbonato de sódio em pH 7.4 (Invitrogen) 

 

LB ágar- 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 sódio 5 g e 500 ml de água destilada. 

 

Meio definido- meio DMEM tamponado com HEPES em pH 7,4 suplementado com 5 

µg/ml de insulina; 30 µg/ml de transferina; 20 µM de etalonamina; 30 nM de selenato 

de sódio; 1 % de aminoácidos não 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- adição no meio SOB de 20 mM de glicose e 10 mM de MgCl2 

 

Soro de Cavalo-Invitrogen 

 

Soro Fetal Bovino- Cultilab, Campinas 

 

3.1.8 Nucleotídeos e oligonucleotídeos 

 

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

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

Nas reações de ligação com ATP radiomarcado foram utilizados tanto 32P γ-ATP ou 32P 

α-ATP. 

Ribonucleotídeos- AMBION 

Ribonucleotídeos radiomarcados-32P α-ATP atividade especifica de 3.000 Ci/nmol (GE 

Healthcare) utilizado nas reações de transcrição in vitro. 

Ribonucleotídeos radiomarcados-32P γ-ATP atividade especifica de 3.000 Ci/nmol (GE 

Healthcare) utilizado na reação primer labeling 5`. 

 

3.1.9 Plasmídeos 

 

pGEM 3Z (Promega) 
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pGEM Teasy (Promega) 

 

3.1.10 Drogas, antibióticos e reagentes diversos 

 

Ampicilina (Invitrogen) estoque de 100 mg/ml 

Estreptomicina (Sigma-Aldrich) 100 µg/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 sódio (Lab Synth) estoque de 200 mM 

 

3.1.11 Solventes 

 

24 Fenol: 23 Clorofórmio: 1 álcool isoamílico- Invitrogen 

Álcool isoamílico- Sigma Aldrich 

Clorofórmio- Merck 

Etanol absoluto- LabSynth 

Isopropanol- Lab Synth 

 

3.1.12 Soluções e tampões 

 

5-Bromo-4-Cloro-3-Indolil-ß-D-galactopiranosídeo (X-gal)- solução estoque 20 mg/ml 

a -20oC em dimetilformamida  

 

Brometo de etídeo-solução estoque de 1000X- 50 mg de brometo de etídeo em 100 ml 

de H2O 

 

Isopropil-β-D-tiogalactopiranosídeo (IPTG)- 400 mg/ml em H2O 

 

RFI-100 mM de KCl, 50 mM MnCl2 X 2 H2O, 30 mM de acetado de potássio, 10 mM 

de glicerol com pH 5,8 ajustado com ácido acético. 
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RFII-10 mM de Na-MOPS (ácido 3-N-Morfolino propanesulfônico de sódio), 75 mM 

de KCl, 75 mM de CaCl2 x 2 H2O, 15% de glicerol, 10 mM de MgCl2 ou MgSO4 em pH 

de 6,8 ajustado com NaOH. 

 

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

 

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

xileno cianol.  

 

Tampão de amostra de Proteína- Fermentas 

 

Tampão fosfato salino (Phosphate Buffered Saline with Calcium and Magnesium, PBS) 

3X- 390 mM Na2HPO4, 390 mM NaCl, 30 mM NaH2PO4 pH=7,4 

 

Tampão fosfato salino- (Phosphate Buffered Saline, PBSA) 137 mM de NaCl, 2,7 mM 

de KCl, 4,3 mM de Na2HPO4.7H20, 1,4 mM KH2PO4 pH=7,3 

 

TBE- 98 mM Tris base, 89 mM ácido bórico, 2 mM EDTA. 

 

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

cianol- Ambion 

 

Tripsina diluído em solução de Hank´s- 5,4 mM KCl, 0,3 mM Na2HPO4, 0,4 mM 

KH2PO4, 4,2 mM NaHCO3, 0,5 mM MgCl2, 0,6 mM MgSO4, 137 mM NaCl, 5,6 mM 

D-glicose pH=7,4. 

 

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

 

Acetato de sódio 3M pH 4,2 

 

TE- 10 mM Tris-Cl pH=8,0, 1 mM EDTA pH=8,0 
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Acetato de sódio 3M pH 5,2 

 

3.2 Métodos 
 

3.2.1 Diferenciação 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 sódio até 

atingirem confluência de 70 a 80 % em 37οC em 5% de CO2. Em seguida, as células 

foram soltas com aplicação de tripsina quando foram plaqueadas suspensão 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 sódio, 2.4 mg/ml de bicarbonato de sódio, 5 µg/ml de insulina, 30 µg/ml apo-

transferrina humana, 20 µM etanolamina, 30 nM de selenato de sódio, 100 U/ml de 

penicilina, 100 µg/ml de estreptomicina e 10 mM de HEPES, pH 7.4) (Bottenstein e 

Sato, 1979; Darmon e cols, 1981) com adição de 1 µM de ácido retinóico all trans para 

a indução da formação de corpos embriônicos. Após 48 horas de tratamento, as células 

retornaram para a garrafa de cultura celular em meio DMEM 10% soro fetal bovino por 

36 horas para adesão, e após este período, as células foram novamente cultivadas em 

meio definido para finalização da diferenciação neuronal, tendo o meio celular trocado a 

cada dois dias. No dia 8, as células expressam proteínas específicas a neurônios como 

NF200 e β III-tubulina e no dia 10, marcadores gliais como GFAP (proteína fibrilar 

ácida da glia) (Ulrich e cols., 1996, Niemann & Schaller, 1996). A atividade sinaptica 

foi identificada por ensaios de calcium imaging. 

 

3.2.2 Diferenciação neuronal de células feocromocitomas de rato- PC12 

 

 As células PC12 foram cultivadas em DMEM com alta concentração de glicose 

e 10% de SFB + 5% de soro de cavalo (HS). Na concentração de 2,5 X 104 células/ ml 

foram adicionados 45 ng/ml FGF-b + dibutiril cAMP 250 µM para a diferenciação 
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neuronal. O meio com estes agentes de diferenciação foram adicionados a cada 2 dias. 

A partir do dia 2 pode ser identificados neurônios funcionais em cultura. Os neurônios 

originados possuem marcadores neuronais NF-200 e β-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 sódio no meio de cultura até atingirem confluência de 70 a 80%, a 

37 C e 5% de CO2 quando então estas células são subcultivadas. As células 

transfectadas foram mantidas na presença de geneticina (G418) na concentração de 500 

µg/ml). 

 

3.2.4 Imunofluorescência. 

 

As células foram lavadas 3 vezes com PBS e fixadas com paraformaldeído 4% 

diluído em PBS por 20 minutos a temperatura ambiente. Após esta etapa, as células 

foram lavadas 3 vezes com PBS e em seguida permeabilizadas com Triton X-100 0,05% 

(v/v) diluído em PBS por 10 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as células 

foram lavadas 3 vezes com PBS quando foram submetidas a incubação com o anticorpo 

primário na diluição de 1/250 com 2% de leite desnatado por uma hora em temperatura 

ambiente. Em seguida, as células foram novamente lavadas com PBS por três vezes e 

incubadas com o anticorpo secundário na diluição de 1/100 com 2% de leite desnatado 

por uma hora. As lâminas foram lavadas com PBS novamente e adicionou-se DAPI 

diluído 1:10.000 para a coloração do material genômico. Os anticorpos utilizados com 

os respectivos anticorpos secundários conjugados com FITC (Fluorescêina 

isotiocianato) foram gerados contra β-actina, β-tubulina, receptor B2 de cininas ou os 

receptores P2X4 e P2X2 .Como controles, foram utilizadas marcação somente com 

anticorpo secundário. 
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3.2.5 Reação de transcrição reversa e reação de PCR 

 

           A reação de transcrição reversa foi realizada seguindo-se o seguinte protocolo: 5 

µg de RNA extraído pelo TRizol reagent foi tratado por 20 minutos com DNase I (2U/ 

µl) com seu respectivo tampão e em seguida a enzima foi inativada a 720 C por 10 

minutos. A esta reação foi adicionada 1 µl de 50 ng de random hexamers + 1 µl da 

enzima de transcrição reversa Moloney Murine Leukemia Virus (20U/ µl) + 1 µl de 

RNAse inhibitor (40U/ µl) + 1 µl dNTPs (10 mM de cada uma dos 

desoxiribonucleotídeos dATP, dCTP, dGTP, dTTP) + 2 µl MgCL2 (25 mM) + 2 µl 

tampão de Taq polimerase (10 X) num volume final de 20 µl. Esta reação foi incubada 

por 10 minutos a 20 °C e em seguida por 42 °C por 50 minutos. Para inativação da 

enzima, a reação foi submetida a 95°C por 5 minutos. Em seguida, foi realizada a reação 

de PCR: 5 µl da reação de RT + 1 µl de dNTP (10 mM) + 1 µl do primer F (10 pmol/ µl) 

+ 1 µl do primer R (10 pmol/µl) + 5 µl do tampão taq polimerase (10X) + 3 µl de MgCl2 

(50 mM) + 0,5 µl de Taq polimerase (5U/µl) + H2O num volume final de 50 µl. Os 

transcritos identificados foram: reversion-inducing-cysteine-rich protein with kazal 

motifs (RECK), os receptores P2X2, P2X4, P2X7, P2Y2, P2Y6, e o receptor muscarínico 

de acetilcolina M1 e β-actina ou GADHP gliceraldeído 3 fosfato desidrogenase 

(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) normalizador e controle interno da reação 

(house keeping gene). 
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Tabela 2: Lista de primers e condição para reação de PCR para análise de expressão gênica 

PRIMER E 
TAMANHO 

TAMANHO CICLAGEM PARA 
AMPLIFICAÇÃO 

PRIMER SENSO PRIMER ANTISENSO 

 
RECK 

 
529 PB 

940C 30’’ 
550C 30’’ 
720C 45’’ 

35X 

 
5`CCA ATG AGA 
AAC CCA ACT 

GA 3` 

 
5` TCT CCC ACA GCT 

TCA TGT CA 3` 

 
β-ACTINA 

 
535 PB 

 
DE ACORDO COM O 

PCR 
 

 
5`AGG AAG 

AGG ATG CGG 
CAG TGG 3` 

 
5` CGA GGC CCA 

GAG CAA GAG AG 3` 

 
B2 DE 

CININAS 
(BK2R) 

 
627 PB 

95 °C 45’’ 
56 °C 45’’ 
72 °C 105” 

35X s 

 
5`ATC CTC ACT 
CCT CTT TGT C-

3' 

 
5` GGT CCT GAA 

CAC CAA CAT GG-3' 

 
VAMP-2 

 
323 PB 

940C 30’’ 
530C 30’’ 
720C 30’’ 

35X 

 
5’ CTA CCG CTG 
CCA CCG TC 3’ 

 
5’ GAT GAT GAT 

GAG GAT GAT GG 3’ 

 
P2X2R TODO 

 
1450 PB 

940C 1’ 
600C 1’ 
720C 1’ 

35X 

 
5’ CAC CAT GGT 

CCG GCG CTT 
GGC CCG GGG C 

3’  

 
5’ TCA AAG TTG 

GGC CAA ACC TTT 
GGG GTC CG 3’ 

 
P2X2 R 

 
765 PB 

940C 30’’ 
570C 30’’ 
720C 30’’ 

35X 

 
 

5’ – CAA GAA 
TTC ATC GTG 
CAG AAA AGC 
TAC CAG – 3’ 

 
 

5’ – CAA CTC GAG 
TCG AGT GGT GGT 
AGT GCC GTT – 3’ 

 
P2X4 R 

 
600PB 

940C 1’ 
600C 1’ 
720C 1’ 

35X 

 
5’ TAC GAC ACG 
CCG CGC ATC 3’ 

 
5’ TGC ACG ATT TGA 

GGT AGG ACG 3’ 

 
P2X7 R 

 
777 PB 

940C 30’’ 
530C 30’’ 
720C 30’’ 

35X 

 
5´- CAT GAA 

TTC GGC ACC 
ATC AAG TGG 
ATC TTG CAC - 

3´ 

 
5´- CAT CTC GAG 
TGT CCG CTT TTC 

CAT GCC ATT TTC-3´    

 
P2Y2 R 

 
217pb 

940C 30’’ 
570C 30’’ 
720C 30’’ 

35X 

 
5’ ACC CGC ACC 
CTC TAC TAC T 

3’ 

 
5’ GCT TGG CAT CTC 

GGG CAA A 3’ 

 
P2Y6 R 

 
231 pb 

940C 30’’ 
500C 30’’ 
720C 30’’ 

35X 

 
5’ GTT TAC TCA 
GTG GTG CTG 3’ 

 

 
5’ GGC ATA GAA 
GAG GAA GCG 3’ 

 
M1 AchR 

 
441 PB 

94°C 30” 
62°C 20” 
73°C 30” 

35X 

 
5'-CAG TCC CAA 

CAT CAC CGT 
CTT-3' 

 
5'-GAG AAC  GAA 

GGA AAC CAA CCA 
C-3' 

 
GAPDH 

 
451PB 

940C 1’ 
600C 1’ 
720C 1’ 

35X 

 
5’ – ACC ACA 
GTC CAT GCC 

ATC AC – 3’ 

 
5’ – TCC ACC ACC 

CTG TTG CTG TA – 3’ 

 
NR1 

 
1033 PB 

940C 1’ 
550C 1’ 
720C 1’ 

35X 

 
5’ – ACG GAA 
TGA TGG GCG 

AGC – 3’ 

 
5’ – GGC ATC CTT 

GTG TCG CTT GTA G 
– 3’ 

 
NR2D 

 
465 PB 

940C 1’ 
530C 1’ 
720C 1’ 

35X 

 
5’ – CGA TGG 
CGT CTG GAA 

TGG – 3’ 

 
5’ – CTG GCA AGA 
AAG ATG ACC GC - 

3’ 
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3.2.6 Calcium imaging utilizando microscopia confocal para avaliar a ∆[Ca2+]i  

após aplicação de neuropeptídeos e neurotransmissores nas células P19, PC12 e 

NH15-CA2 e 1321N1-PLSXN, PLSXN P2X2 e PLSXN P2X4  

 

Para estes experimentos foi utilizado o fluoróforo sensível cálcio, Fluo 3 AM 

que aumenta a fluorescência na emissão de 520 nm quando ligado ao cálcio 

(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 ácido 

pluorônico (para facilitar a entrada do fluoróforo) e 8 µM de fluo-3 AM (Sigma ou 

Molecular Probes). As esterases intracelulares clivam a molécula de Fluo3-AM em Fluo 

3 o qual impede a saída da molécula da célula. Após incubação de 30 minutos a 37oC, 

as células foram lavadas e mantidas em pH 7,4 de meio DMEM 10% SFB ou de meio 

definido. Os experimentos foram realizados no Departamento de Biofísica no Instituto 

de Ciências Biomédicas I-USP utilizando o microscópio confocal da Zeiss LSM 510 

nos comprimentos de onda de Fluo 3 AM de 488 nanômetros de absorção e de long pass 

510-540 nanômetros de emissão, 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 (∆ [Ca2+]i) foi determinada pela seguinte fórmula:  

[Ca2+]i= Kd do fluoróforo (F-Fmim)/(Fmáx-F) (Siddle, K e Hutton, J.C., 1990), onde Kd 

é a constante de dissociação do fluoróforo do cálcio; que no caso de Fluo 3AM é de 450 

nM; F é a fluorescência obtida durante o experimento, Fmín é a fluorescência mínima 

obtida após adição de 10 mM de EGTA (ácido tetracético etileno glicol- ethylene glycol 

tetraacetic acid), pH 8,0 e Fmáx e a fluorescência máxima obtida após aplicação de 5 

µM de ionóforo (4-Br-A23187).  
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3.2.7 Ensaios de diferenciação neuronal na presença de ligantes purinérgicos 

 

3.2.7.1 Ensaios de determinação de progenitores P19 neuronais na presença de 

ligantes purinérgicos 

 

As células na concentração de 500.000 células/ml foram ressuspendidas em 

meio definido com adição de 1 µM de ácido retinóico all trans em placas de Petri 

tratadas com 0,5% de agarose-PBS. Adicionaram-se também os aptâmeros selecionados 

ou ligantes purinérgicos como brilliant blue, PPADS, suramina, αβ metileno ATP ou 

reactive blue-2 na concentração de 1 a 100 µM. As células foram mantidas nestas 

condições por dois dias em cultura em 5% CO2, 37°C e com umidade controlada. Os 

corpos embriônicos formados foram fotografados em posições randômicas no 

microscópio Zeiss Axiovert 200 em aumento de objetiva de 20 X com câmera digital 

Sony-Zeiss. O diâmetro dos corpos embriônicos foi medido seguindo os critérios de: 

que os corpos embriônicos deveriam estar refringentes e compactos, o maior diâmetro 

foi escolhido no caso de formato irregular. Corpos embriônicos que não tivessem 50% 

da imagem no campo foram descartados da contagem.  

O tratamento de dois dias foi mantido para evitar manipulações desnecessárias 

que alterassem a formação dos corpos embriônicos formados e levando-se em conta os 

estudos de renovação (turn-over) protéico de receptores nicotínicos são de 48 horas 

(Listerud e cols., 1991; Brussaard, 1997) e foram extrapolados aos receptores 

purinérgicos.  

 

3.2.7.2 Ensaios de diferenciação neuronal de células P19 com ligantes de receptores 

purinérgicos- da passagem de progenitores neurais P19 (dia 3) a neurônios P19 

(dia 8 e 9) 

 

O tratamento a fim de identificar a participação de receptores purinérgicos ao 

longo da diferenciação neuronal foi iniciado no dia 3, após indução a diferenciação com 

as células em suspensão na presença de meio definido acrescido de all trans ácido 

retinóico 1 µM. Paterno e cols. (1997) e Pyle e cols. (2001) demonstraram a expressão 
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de neurofilamentos de cadeia leve e médio após a indução da diferenciação nas células 

P19; já no dia 3 nas células progenitoras P19 neurais. Neste tratamento com inibidores 

purinérgicos foi adicionado 1 µM de αβ 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, muscarínicos de acetilcolina e de ATP, o 

meio foi trocado sem nova adição dos inibidores.  

 

3.2.8 Medições de correntes de whole-cell induzidas por ATP em células 1321N1 

PLSXN-P2X2R, PLSXN P2X4 e PC12 

 

As medições foram realizadas em células 1321N1 transfectadas com os 

receptores purinérgicos de rato P2X4 ou P2X2 ou nas células PC12 as quais expressam 

receptores P2X2 e P2X4 selvagem. As medidas de corrente em whole cell (Hamill e cols, 

1981) foram realizadas a 22°C, -60 mV em pH 7,4. A solução na pipeta captadora do 

sinal era composta de 140 mM de KCl, 10 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 1 mM EGTA e 25 

mM de HEPES em pH 7,4. A solução do banho extracelular era composta de 145 mM 

NaCl, 5,3 mM KCl, 1,8 mM CaCl2, 1,2 mM MgCl2, 10 mM glicose em pH 7,4. As 

soluções 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 resistência do eletrodo de 

captação do sinal preenchido pelo tampão intracelular descrito acima foi de 3-5 MΩ e a 

resistência em série era de 5-6 MΩ. Para as medidas de receptores purinérgicos, as 

células foram mantidas a uma voltagem transmembrânica de corrente de –60 mV 

durante todo o experimento. ATP + aptâmero foi aplicado por 2 segundos e 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 freqüências típicas de digitalização 

foram de 1-5 kHz para experimentos de cell flow. A análise foi realizada no programa 

MicroCal Origin. 
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3.2.9 Protocolo de extração de membrana celular  

 

O extrato de membrana celular das células de astrocitoma 1321N1 PLSXN, 

PLSXN-P2X2R ou PLSXN-P2X4R foi preparado a partir de 9 garrafas de 225 cm2 

confluentes de células selecionadas com o marcador de seleção G418 (marcador de 

resistência do plasmídeo 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 tampão sacarose (250 mM de sacarose, 20 mM de HEPES, 1 mM de EDTA) e 

novamente centrifugadas a 300 g. Em um tubo cônico de 15 ml, as células foram 

ressuspendidas em 1 ml de tampão sacarose o qual é 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 concentração de 100 µM onde foram mantidas no gelo até o 

início do processo de sonicação. 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 máximo 

5% de células íntegras no processo. O material foi centrifugado a 600g por 10 minutos a 

4ο C e se recuperou o sobrenadante. O pellet foi novamente lavado, sofreu os ciclos de 

sonicação e foi centrifugado a 600 g 10 minutos a 4ο C. Os sobrenadantes recuperados 

após o processo de sonicação e centrifugação foram unidos e novamente centrifugados a 

10.000 g por 15 minutos, onde se recuperou o sobrenadante. E este foi submetido a uma 

ultra centrifugação de 100.000 g por 1 hora. Após este passo, lavou-se o pellet que foi 

ressuspendido no tampão B (20 mM de HEPES, 1mM de EDTA, 0,0058 g de NaCl/ ml 

e 0,005g de MgSO4/ ml). O processo de ultra-centrifugação foi realizado mais duas 

vezes e o pellet recuperado foi ressuspendido em 1 ml de PBS estéril e aliquotado em 

frações de 50 µl, sendo estocado a –20ο C. A concentração de proteína foi dosada pelo 

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

 

3.2.10 Ensaios de ligação radioligante-receptor  

 

Os ensaios de ligação utilizando ATP marcado com 32P na posição α ou γ como 

radioligante foram modificados dos protocolos de Michel e cols., 1996 a fim de 
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melhorar a especificidade de ligação aos receptores purinérgicos P2X2, P2X4 ou P2X7 

expressos nas células 1321N1 –PLSXN. As células na concentração de 1 X 104 

plaquedas em placas aderentes de 24 poços foram incubadas em PBS pH 7,4 por 40 

minutos com ATP radiomarcado (100.000 cpm, 65 pM) na presença ou ausência de 

concentrações crescentes de suramina ou αβ metileno ATP a fim de determinar se estes 

ligam-se ao mesmo sítio de ligação a 32P ATP. A porcentagem de ligação não específica 

foi determinada na presença de 100 µM ATP não radioligado.    

Após a incubação, as células foram lavadas com 2 volumes de PBS (do volume 

inicial de 200 µl) e solubilizadas na presença de 1% SDS (dodecil sulfato de sódio) e 

100 mM citrato de sódio por 30 minutos, o extrato foi agitado com liquído de cintilação 

de 9 a 12 horas e quantificado em contador de cintilação.  

Para determinação da quantidade de sítios de ligação do receptor P2X4, foram 

utilizadas diversas concentrações de 32P·ATP como ligante e como competidor, a 

concentração de 100 µM de αβ metileno ATP. A reação foi incubada com 20 µg de 

proteína por 40 minutos a temperatura ambiente e separadas por filtração sobre filtros 

de fibra de vidro (GFF, Whatman).  

 

3.2.11 Protocolo de SELEX 

 

3.2.11.1 Preparação da biblioteca 

 

A biblioteca de DNA foi sintetizada e purificada em gel pela Biosources 

International, CA, EUA para iniciarmos a seleção de aptâmeros aos receptores P2X4 ou 

P2X2. A biblioteca contém 1013 moléculas diferentes com duas regiões constantes de 22 

e 40 bases as quais contêm sítios de restrição EcoRI e HindIII, que flanqueiam a região 

randômica de 40 bases. As seqüências de enzima de restrição são utilizadas na 

clonagem dos aptâmeros 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               ScaI 
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 nucleotídica. Os traços indicam as 
seqüências de restrição EcoRI, Sca I e HindIII respectivamente.  
 
(40 pb, T7 univ) 5’ GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG AGA ATT CAA CTG CCA TCT A 3’ 
                                                                                                  Promotor da T7 RNA polimerase 
(22 pb, rev univ) 5’ ACC GAG TCC AGA AGC TTG TAG T 3’ 
 

 
Figura.6.- Esquema de seleção de aptâmeros com atividade inibitória aos receptores de membrana. 

A biblioteca de DNA simples fita é adquirida e foi sintetizada a fita complementar para em seguida 

realização da transcrição in vitro (biblioteca de RNA resistente a nucleases) que é apresentada ao 

alvo, o receptor na membrana. Retira-se as ligações inespecíficas através de lavagens e em seguida o 

complexo-extrato protéico-moléculas de RNA é incubada com solução de 1 mM do ligante do 

receptor. Recuperam-se moléculas de RNA específicas ao receptor. Este é precipitado e recuperado 

para ser utilizado como molde na reação de RT-PCR para início de novo ciclo de enriquecimento 

ligantes P2X. Abreviações: L= ligante, cDNA=DNA complementar, RT-PCR=reação de transcrição 

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 síntese da biblioteca simples-

fita, foi realizada a reação de síntese da fita de DNA complementar com o iniciador 

(primer) marcado radioativamente na porção 5´ com [32P] γ ATP e em seguida realizou-

se a reação de síntese da fita complementar da biblioteca (Ruano e cols., 1993). As 

reações estão descritas a seguir. 

Para a marcação da região 5´ do primer complementar, a reação foi de: 10 pmol 

primer P40, 10U T4 quinase, 50 µCi [32P] γ ATP [atividade de 8000 Ci/mmol], 1 X 

tampão marcação à frente (forward labeling). A reação foi incubada a 37OC por duas 

horas e purificada em coluna S-10 spin (Sigma-Aldrich) com corte (cutoff) de 26 

nucleotídeos e submetida à eletroforese vertical em gel de poliacrilamida PAGE 16% 

denaturante. Confirmada a marcação positiva do primer após análise da imagem gerada 

pelo imageamento de fósforo (phosphor imaging), iniciou-se a extensão do iniciador 

(primer extension).  

A síntese da segunda fita foi realizada na reação de: 60 pmol da biblioteca 

simples fita, 9 pmol do primer P40 5’ proveniente da reação anterior, 1X tampão Taq 

DNA polimerase, 3 mM MgCl2, 0,6 mM de cada dNTP, 2,5 U de Taq DNA polimerase 

e H2O Milli-Q para completar 25 µl de volume final. A reação foi submetida nos 

seguintes ciclos no termociclador: 94οC por 1 minuto, 50οC por 5 minutos e 72οC por 

60 minutos. Parte do produto da reação 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 síntese 

da segunda fita completa e não de fragmentos menores e se havia necessidade da 

purificação da biblioteca dupla-fita para obtenção do tamanho esperado de 108 pares de 

base. 

 

3.2.11.3 Amplificação da biblioteca e reação 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 realização de 32 reações simultaneamente 
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foram adicionadas um total de 360 pmol da biblioteca simples-fita, 330 µM de dGTP, 

330 µM de dATP, 830 µM de dCTP, 830 µM de dTTP, l X tampão Taq DNA 

polimerase, 0,5 mM de MnCl2, 7 mM de MgCl2, 4500 pmol de primer P40 e 145 U Taq 

DNA polimerase. 

As condições para a amplificação da biblioteca, como temperatura de 

anelamento dos primers e o número de ciclagens, foram padronizadas. As condições 

empregadas foram 1 ciclo de 94°C por 2 minutos, 49°C por 5 minutos, 72°C por 30 

minutos e em seguida adição de 150 pmol do primer P22 em cada reação com mais 8 

ciclos de 94°C por 1 minuto, 49°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto. Uma pequena 

porção foi analisada em gel de poliacrilamida nativo 8% corado com 0,5 µg/ml de 

brometo de etídeo e clonada utilizando o kit pGEM T easy Vector (Promega) para ser 

seqüenciada a fim de verificar a randomicidade da biblioteca utilizada. 

 

3.2.11.4 Análise da randomicidade da biblioteca de SELEX 

 

 Foi analisada a distribuição entre as seqüências identificadas após a clonagem 

de: AA, AC, AG, AT os quais devem ter distribuição próxima de 25%, a biblioteca deve 

ser novamente sintetizada com freqüência maior de 30% de um dos motifs (seqüência 

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

 

3.2.11.5 Precipitação de error-prone PCR 

 

 A biblioteca dupla fita foi precipitada de acordo com o seguinte protocolo: a 1 

volume da reação de PCR foi acrescido por 1 volume da solução fenol 24: clorofórmio 

23: álcool isoamílico 1 (pH 8 para precipitação de DNA e pH 5,2 para RNA). Os tubos 

contendo o produto de precipitação foram agitados no vórtex e colocados na centrífuga 

a 16.000 g por 3 minutos; o sobrenadante foi recolhido e colocado em novo tubo onde 

se adicionou 1 volume de clorofórmio o qual foi novamente agitado no vórtex e 

submetido à centrifugação nas mesmas condições anteriores. Ao sobrenadante 

recuperado foi adicionado 1 µl 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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concentração final de 80% final. O tubo foi mantido na temperatura de -20ο C por 1 

hora. E em seguida, este submetida a centrifugação a 16.000 g por trinta minutos na 

temperatura de 4ο C. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 1 ml de etanol 80%. 

O material foi novamente submetido a centrifugação por 15 minuto a 16.000g e a 4ο 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 

vácuo. Em seguida, o material foi ressuspendido em água estéril autoclavada ou em TE 

(tampãoTris-EDTA pH 8,0) e quantificado nas seguintes densidades ópticas: a 230 nm 

para verificar se houve contaminação com fenol, a 260 nm para aferir o DNA ou RNA e 

a 280 nm para a aferir proteína. 

 

3.2.11.6 Transcrição in vitro 

 

Na primeira reação de transcrição in vitro utilizou-s utilizar 3 nmols da 

biblioteca dupla-fita de cDNA após precipitação com etanol nas seguintes condições: 

1X tampão T7 RNA polimerase, 0,2 mM ATP, 0,2 mM GTP, 0,6 mM 2`-F-dUTP, 0,6 

mM 2`-F-dCTP, 50 µCi (32P) α-ATP, 900 U T7 RNA polimerase. A reação foi incubada 

a 37°C por 12 horas. O volume total de 20 µl de reação de transcrição foi tratada 2U 

RNase-free DNase por 15- 20 minutos a 37°C. A reação 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 tampão de corrida de formamida 2X, submetido a 

eletroforese e em seguida analisado no phosphor image. Caso se tenha obtido a 

biblioteca transcrita, toda a reação foi tratada nas mesmas condições e precipitada como 

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

30 (Sigma-Aldrich). 

 

3.2.11.7 Seleção in vitro 

 

A biblioteca foi aquecida a 65 °C 10 minutos na presença de 1 µl de MgCl2 (10 

mM) em tampão PBS e mantida em temperatura ambiente por 20-30 minutos a fim de 
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propiciar que as moléculas adquiram conformação secundária estável. Em seguida, a 

esta solução foi adicionado o extrato de membrana contendo os receptores P2X2 ou 

P2X4 por 40 minutos. Em recipiente separado, membranas de nitrocelulose foram 

mantidas em solução de PBS. Após a incubação, o filtro de nitrocelulose foi colocado 

no sistema de filtração a vácuo minifold (Schleicher & Schuell) onde foi adicionado o 

complexo RNA-proteína alvo. O complexo foi lavado duas vezes com PBS a fim de se 

retirar ligações inespecíficas de RNA. Em seguida o filtro contendo o complexo RNA-

proteína alvo foi colocado em solução contendo 0,3 µg/ml de RNA transportador de 

levedura (carreador) com os competidores αβ metileno ATP (1 mM) nas seleções que 

envolviam o receptor P2X4 ou suramina (1 mM) no caso do P2X2. O recipiente foi 

agitado por 20 minutos em temperatura ambiente e a solução foi precipitada e purificada 

a fim de se recuperar moléculas de RNA deslocados dos seus sítios de ligação no 

receptor para a síntese de cDNA para o próximo ciclo de seleção. 

  

3.2.11.8 Transcrição reversa do RNA recuperado seguido de amplificação por PCR 

(RT-PCR) 

 

O RNA precipitado foi utilizado para transcrição reversa. Foi adicionado 100 

pmol de primer reverso, 5 µl de RNA precipitado (de 10 µl) e 1X tampão da enzima de 

transcrição reversa AMV e a reação foi incubada a 70OC por 10 minutos e se seguida foi 

adicionado 200 µM de cada dNTP e 50 U AMV em 50 µl. A reação de síntese do cDNA 

(DNA complementar) foi de 25OC por 10 minutos, 46OC por 50 minutos. A reação foi 

tratada com 10 U de RNAse H por 15 minutos a 37 OC para remoção do molde de RNA. 

Para a reação de PCR, 25 µl do produto de RT foram adicionados em 1,5 µl do 

primer P40 (100 pmol/µl), 5 U de enzima Taq Polimerase, 1X tampão Taq DNA 

polimerase, 6 µl de MgCl2 (50 mM) em 100 µl de volume final. A reação foi submetida 

as seguintes ciclagens no termociclador: 94OC por 5 minutos e 10 ciclos de 94OC por 1 

minuto, 49OC por 1 minuto, 72OC por 1 minuto. Uma alíqüota do produto de PCR foi 

submetido à eletroforese em gel de poliacrilamida nativo 8% a fim de verificar a 

amplificação do DNA dupla fita no tamanho de 108 pares de base. Em seguida, o 

restante do material proveniente da reação de transcrição reversa foi amplificado por 
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PCR para ser em seguida precipitado e o material ser submetido a transcrito in vitro 

para início de novo ciclo de seleção (Fig.6). Vinte a vinte cinco % das reações foram 

armazenadas para ensaios funcionais. 

 

3.2.11.9 Estringência durante os ciclos de seleções de SELEX 

 

 A estringência de seleção foi modificada conforme a progressão das seleções. 

Iniciou-se com 1 molécula de receptor para uma molécula do aptâmero. A concentração 

do receptor foi identificada por ensaios de saturação, na qual foi possível determinar que 

haviam 120 pmol/mg de proteína total de sítios de ligação de ATP e cada receptor 

possui 3 sítios de ligação. E nos ciclos seguintes, a estringência aumentou na proporção 

de 1:10, 1:100 e 1:1000. 

 Inicialmente, utilizou-se 3 nmols da biblioteca de RNA estável que foi incubada 

com extrato de membrana celular contendo o receptor P2X2 ou P2X4 na proporção 1:1 

para não se perder a diversidade de seqüências únicas nos primeiros ciclos. Após o 

terceiro ciclo, a proporção de RNA e a concentração da proteína do receptor foram 

alteradas a fim de aumentar a competição de ligação e selecionar moléculas de RNA 

com maior afinidade ao alvo.  

 

3.2.12 Clonagem antes para determinar o grau de randomicidade e posteriormente 

para identificação de aptâmeros selecionados  

 

3.2.12.1 Preparação de bactérias competentes para clonagem dos insertos: 

 

A cepa bacteriana de E. coli DH 5α foi espalhada em placas LB-ágar (1% 

triptona, 0,5% de extrato de levedura, 1% de NaCl) contendo 10 mM de MgCl2 ou 

MgSO4. A placa foi incubada a 37OC por 12 horas. Uma colônia foi inoculada em 2 ml 

de meio líquido SOB pré-aquecido onde foi incubado a 37OC em suspensão sob 

agitação por duas horas até atingir a densidade óptica a 600 nm de 0,5. Em seguida, o 

pré-inóculo foi transferido em 50 ml de meio SOB sob agitação a 37OC até a D.O.de 

600 nm de 0,6. A cultura foi transferida num banho de gelo por 15 minutos com adição 
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de 0,5 ml de 1 mM de MgCl2. Em seguida, submetida a centrifugação por 15 minutos a 

4.000 g a 4OC. O sobrenadante foi descartado e a cultura bacteriana foi ressuspensa em 

10 ml de solução RFI (100 mM de KCl, 50 mM MnCl2 X 2 H2O, 30 mM de acetado de 

potássio, 10 mM de glicerol com pH 5,8 ajustado com ácido acético). A cultura foi 

mantida nesta solução 15 minutos e submetida novamente a centrifugação a 2.000 g por 

15 minutos a 4OC, por duas vezes. A cultura foi centrifugada por 15 minutos, 2.000 g a 

4OC. O sobrenadante foi descartado e a cultura foi ressuspensa em 2 ml da solução RFII 

(10 mM de Na-MOPS (ácido 3-N-Morfolino propanesulfônico de sódio), 75 mM de 

KCl, 75 mM de CaCl2 x 2 H2O, 15% de glicerol, 10 mM de MgCl2 ou MgSO4 em pH de 

6,8 ajustado com NaOH ) e armazenada no freezer -80OC até sua utilização. 

 

3.2.12.2 Clonagem da biblioteca combinatória  

 

Foi observado que após 9 ciclos de enriquecimento reiterativo que houve 

significante inibição sendo este o último ciclo de SELEX para obtenção de ligantes ao 

receptor P2X4 e o ciclo 11 a P2X2. 

Para a identificação dos aptâmeros selecionados, o produto da reação de PCR foi 

submetido à 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 purificação de banda em gel (Promega). O produto recuperado foi ressuspenso em 

água estéril autoclavada e submetido a uma reação de ligação utilizando-se o kit p-

GEM- T easy Vector seguindo-se as orientações do fabricante quanto às concentrações 

do produto de purificação e plasmídeo a serem utilizados. A reação de ligação foi 

mantida a 4OC, 12 horas e utilizada na reação de transformação em bactérias 

competentes. Cinquenta µl de bactérias receberam 5 µl da reação de ligação. A mistura 

foi incubada por 30 minutos no gelo e em seguida o tubo contendo as bactérias foi 

colocado a 42OC por 1 minuto. O tubo foi novamente colocado no gelo por 3 minutos e 

em seguida, após adição de 950 µl de LB aquecido, foi transferido ao agitador (shaker) 

sob agitação constante por 1 hora a 37OC. As bactérias foram plaqueadas em placas LB-

ágar contendo o marcador de seleção contido no plasmídeo (com 100 µg/ml de 

ampicilina) e os agentes para o teste colorimétrico com a enzima β-galactosidase para 
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averiguar a entrada do inserto no plasmídeo 20 mg/ml de X-gal (5-bromo 4-cloro 3-

indolil β-D-galactopiranosídeo) e 20 mg/ml de IPTG (isopropil-B-D-

tiogalactopiranosídeo). A placa foi incubada a 37OC por 12 horas. As colônias brancas 

obtidas foram crescidas em meio LB líquido com 50-100 mg/ml de ampicilina sob 

agitação por 12 horas e submetidas a extração do DNA plasmidial utilizando-se o kit de 

mini prep (Promega). Posteriormente 2 µl do DNA plasmidial foram submetidos a 

reação com enzima de restrição ScaI (10U/ µl) a fim de averiguar a presença do 

aptâmero no interior do plasmídeo. O Vetor pGEM contém um sítio ScaI na posição 

1875 pares de base e o aptâmero na sua porção constante (cDNA) 18 pares de base. A 

presença de aptâmeros no vetor foi confirmada após a digestão 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 plasmídeo 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 3`), 2 µl de Big Dye, 4 µl do tampão Save Money 

composta de 200 mM de Tris-HCl, 5 mM de MgCl2 pH 9,0. As condições de ciclagem 

no termociclador foram de 35 X: 94OC 30 segundos, 50OC 30 segundos e 60OC 3 

minutos. A reação foi precipitada adicionando 1 µl de glicogênio (1g/l), 1 µl de NaOAC 

3M pH 4,6 e 25 µl de etanol absoluto e incubada por 15 minutos em gelo. A solução foi 

submetida a centrifugação a 14.000g por trinta minutos 4oC. O sobrenandante foi 

descartado e adicionou-se 50 µl de etanol 75% e a mistura foi novamente submetida a 

centrifugação por 15 minutos a 14.000g a 4OC. O sobrenadante foi descartado e o tubo 

contendo o pellet foi mantida a temperatura ambiente protegido da luz. A reação foi 

ressuspensa em formamida, fornecido pelo fabricante, e aplicado no sequenciador ABI 

localizado no Instituto de Química, USP. As seqüências obtidas, antes previamente 

randômicas mostraram-se similares e foram alinhados a fim de detectar regiões 

conservadas.  

 



Materiais e métodos 
_____________________________________________________________________ 

 63

3.2.13 Determinação da ligação específica e atividade inibitória das 

bibliotecas de RNA selecionados aos receptores P2X2 e P2X4 

 

 Diversos ensaios foram empregados a fim de se averiguar o enriquecimento da 

biblioteca principalmente após o segundo ciclo de seleção até o estabelecimento de 

ligantes com maior afinidade. Os ensaios foram patch clamping na técnica de cell flow 

na configuração whole-cell recording em cinética rápida utilizando tubo em U, calcium 

imaging para avaliar ∆[Ca2+]i em microscopia confocal descrito anteriormente, os 

ensaios de ligação 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 [32P] α 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 aquisição da conformação secundária 

estável em temperatura ambiente. Em seguida, a estes aptâmeros foi adicionado o 

extrato de membrana das células contendo os receptores P2X2 ou P2X4 em PBS os quais 

foram incubados por 40 minutos. O material foi aplicada juntamente com tampão de 

corrida em gel de poliacrilamida nativo 3% TBE em pH 7,4 em 150 V por duas horas. 

Após a eletroforese, o gel foi exposto no cassete do phosphor imaging para digitalização 

e posterior análise.  

 

3.2.13.2 Testes de ligação radioligante-receptor utilizando extrato de 

membranas contendo o receptor 

 

O progresso do enriquecimento da ligação proteína-moléculas de RNA durante 

os ciclos de seleção reiterativa de SELEX pôde ser monitorada em ensaios de ligação 

entre os transcritos marcados radioativamente e as moléculas alvo. 

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

de RNA marcado com α-32P-ATP (atividade específica de 10.000 cpm/pmol) da 
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biblioteca selecionada contra os receptores P2X2 ou P2X4, ou ainda de aptâmeros 

individuais identificados das bibliotecas selecionadas em 20 µg de proteína na presença 

ou ausência de diversas concentrações do competidor suramina ou αβ metileno ATP e 

0,3 µg/ml de t-RNA. A reação foi incubada de 40 a 60 minutos. A amostra foi aplicada 

em filtros de fibra de vidro (GFF-Whatman) em aparelho de filtração a vácuo da 

Schleicher e Schuell (96-well minifold filtration Apparatus) como descrito por Ulrich e 

cols (1998). Trinta µl da reação foram passados pelos filtros e lavados com 200 µl de 

PBSA. O complexo receptor- ligante precipitou nos filtros e a este foi adicionado 

líquido de cintilação e quantificada no contador de cintilação. 

 

3.2.13.3 Análise das regiões consenso e previsão da estrutura secundária. 

 

Após avaliar que a afinidade dos ciclos de RNA estável não aumentavam, o 

cDNA das bibliotecas dos ciclos 9 P2X4 e 11 P2X2 foram amplificados por PCR e 

clonados no vetor pGEM 3Z (Promega). Os produtos de PCR foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose 2% TAE e purificado. Após a quantificação, este e o 

vetor pGEM 3Z foram submetidos a digestão com as enzimas de restrição EcoRI e 

HindIII por duas horas e purificadas. Em seguida, o vetor foi submetido à 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 reação de ligação seguindo-se o manual 

do fabricante. A reação de ligação foi transformada de acordo com o item 3.2.12.2 e os 

clones obtidos foram seqüenciados. Identificaram-se a seqüência conservada na posição 

randômica que foi comparada às demais seqüências obtidas e que foram divididas em 

famílias. Para identificar se a região conservada fazia parte da estrutura secundária 

stem-loop (grampo estrutural), a seqüência do aptâmero foi analisada no programa M-

fold, o qual leva em consideração as interações entre os ribonucleotídeos e a energia 

livre mínima da estrutura na temperatura ambiente, disponível no endereço eletrônico: 

http://www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/rna/form1.cgi. Este programa foi 

desenvolvido por Zuker, (1989).  
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4. Resultados 

 

4.1. Caracterização da diferenciação neuronal das células de carcinoma 

embrionário P19 

 

A diferenciação neuronal da célula de carcinoma embrionário P19 (EC) é muito 

semelhante a de células-tronco embrionárias murinas (ES) e quanto à expressão de 

marcadores de desenvolvimento protéicos in vivo. Ambas as células EC e ES possuem 

capacidade de originar células oriundas dos três folhetos embrionários. Na diferenciação 

neuronal, ambas as células permitem estudar os fatores e vias responsáveis na transição 

de células pluripotentes a progenitoras neurais (que originam neurônios e glias) e 

durante a maturação neuronal até a diferenciação celular em neurônios. Contudo, o 

cultivo das células P19 não requerer meio especial enriquecido, cultivo em camadas de 

células de fibroblasto irradiado (feedlayers) ou ainda adição de agentes que inibem a 

diferenciação espontânea em cultura in vitro como, por exemplo, o LIF.  

A diferenciação 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 diferenciação neuronal da célula de carcinoma embrionário P19. As 

células foram induzidas à diferenciação neuronal em suspensão na presença de 1 µM de all 

trans ácido retinóico em meio definido quando formam os corpos embriônicos (CE). Após 

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 

maturação neuronal até que no dia 7-8 foi possível encontrar na cultura neurônios P19 

com sinapses funcionais. No dia 10 foi possível identificar marcadores de gliais precoces 

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

 

A expressão de alguns transcritos gênicos de interesse do nosso grupo de 

pesquisa foi investigada ao longo da diferenciação neuronal das células P19 como o 

receptor de cininas B2 e que resultou na publicação Martins e cols. (2005). A proteína 

com motivos kazal reversão induzida rica em cisteína (reversion-inducing-cysteine-rich 

protein with kazal motifs, RECK) e sinaptobrevina-2 (vesicle-associated membrane 
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protein/synatobrevin-VAMP-2) foram identificadas durante a diferenciação neuronal 

(Fig.8). O produto gênico relacionado à proliferação celular, RECK foi identificado ao 

longo do processo (Fig.8). A expressão da glicoproteína ancorada a membrana é 

detectada em tecidos normais, contudo sua expressão é reduzida em linhagens celulares 

tumorais (Sasahara e cols., 2002). Esta é uma das proteínas responsáveis pela 

integridade da matriz em células não proliferativas. Detectou-se sua expressão durante 

todo o processo de diferenciação das células P19 e na linhagem neuronal NH15-CA2 

(di-híbrido glioma e neuroblastoma).  

Quanto a identificação de transcritos relacionados a receptores e sinapses, 

VAMP-2 (membro da família protéica proteína anexa ao receptor solúvel N-

etilmaleimida fator sensível, soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment 

protein receptor, SNARE) participa do processo de endocitose e exocitose de vesículas 

para liberação de neurotransmissores. Nossos dados de imunofluorescência mostraram 

que expressão protéica não é detectada no estágio pluripotente P19 (dados não 

mostrados) concordante com os dados de expressão gênica. Contudo sua expressão é 

detectada em neurônios e glias (Fig.8), sugerindo que a liberação de vesículas sinápticas 

seja mediada pela sinaptobrevina-2 em células diferenciadas em neurônios e glias. 

 
Figura.8. Expressão gênica de VAMP-2 e RECK e dos respectivos controles de β-actinas 

ao longo da diferenciação 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 neurônios e glias P19, RECK foi detectado ao longo da diferenciação e nas 

células NH15-CA2. Foram realizados 25 e 35 ciclos de PCR respectivamente. Abreviações: 

MM= marcador de massa molecular, IN= células P19 pluripotentes indiferenciadas, CE= 

corpos embriônicos, D4, D6, D8 e D10 são os dias de diferenciação neuronal das células 

P19; RECK= reversion-inducing-cysteine-rich protein with kazal motifs 
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4.2. Expressão de receptores de neurotransmissores NMDA e de acetilcolina 

e dos neuropeptídeos endotelina-B e B2 de cininas nas linhagens neuronais 

NH15-CA2 e carcinoma embrionário P19. 

 

Além dos transcritos gênicos RECK e VAMP-2; a atividade dos receptores de 

acetilcolina, NMDA e endotelina-2 foram investigadas ao longo da diferenciação 

neuronal das células P19 e em células NH15-CA2. Os receptores quando ativados, 

resultam em aumento da concentração de cálcio livre (∆[Ca2+]i). Como explicado na 

introdução, cálcio é um segundo mensageiro que coordena diversos eventos celulares e 

atua em processos na diferenciação celular. Postulou-se que o padrão de aparecimento e 

funcionalidade de receptores poderia estar relacionado ao estágio de diferenciação 

celular e correlacionado aos estágios de diferenciação in vivo. Participaria do processo 

receptores de neuropetídeos e neurotransmissores, os quais teriam seu padrão de 

expressão tempo-dependente semelhante ao observado nos trabalhos de Ciccolini e 

cols.(2003).  

A aplicação do análogo estável de acetilcolina, carbamoilcolina (CCh) nas 

células NH15-CA2 resultou em aumento de 450 nM na (∆[Ca2+]i) (Fig 9A), indicando a 

presença e atividade de receptores muscarínicos e nicotínicos. Contudo, o mesmo não 

foi verificado após a aplicação de NMDA (Fig.9D) ou do neuropeptídeo endotelina-2 

(Fig.9B). Entretanto a aplicação de endotelina-2 numa concentração dez vezes maior 

mostrou a atividade do receptor com ∆[Ca2+]i, efeito não verificado em todas as células 

(Fig.9C) o que sugere haver modulação quanto a afinidade do receptor conforme o 

estágio de diferenciação celular e a diversidade entre a população de células. Com uma 

menor afinidade à endotelina-2 no estágio indiferenciado e maior afinidade do receptor 

ao ligante em neurônios os quais possuem atividade do receptor na presença 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 não de NMDA ou endotelina-B.  
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Figura.9. Imageamento de cálcio (calcium imaging) em células individuais NH15-CA2 após 

aplicação dos neurotransmissores 100 µM de NMDA (A), 50 e 500 nM de Endotelina B 

(B), (C) e o análogo estável de acetilcolina (1,5 mM de carbamoilcolina) (D) mostram 

imagens antes de depois da estimulação. A direita está quantificado a (∆[Ca2+]i) após 

aplicação de cada ligante com média de três células. A aplicação de 1,5 mM de CCh 

resultou no aumento de 450 nM de ∆[Ca2+]i, de endotelina-2 ou de NMDA não resultou em 

∆[Ca2+]i. 

 

O mesmo experimento foi realizado nas células P19 nos três diferentes estágios 

de diferenciação: indiferenciada dia 0, células P19 progenitoras neurais dia 5 e 

neurônios P19 do dia 8. Foi verificado que os receptores de acetilcolina são funcionais 

nos três estágios, entretanto houve aumento na ∆[Ca2+]i no decorrer do progresso na 

diferenciação neuronal sendo maior em neurônios P19 (Fig.10B, D e E). Quanto à 

atividade dos receptores de endotelina-B (Fig.10 C e G) e de NMDA (Fig.10A e F), não 

houve ∆[Ca2+]i na aplicação dos neurotransmissores nas células indiferenciadas, 

contudo houve aumento progressivo de ∆[Ca2+]i em células progenitoras neurais P19 no 

dia 5 e em neurônios 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).  

 
Figura. 10. Calcium imaging nas células P19 nos três estágios de diferenciação após 

aplicação de neurotransmissores 100 µM de NMDA (A), 50 nM de endotelina-2 (B) ou o 

análogo estável a acetilcolina (1,5 mM de carbamoilcolina) (C) em neurônios P19. A 

direita, nos gráficos mostram a ∆[Ca2+]i após aplicação dos ligantes, de 1.800 nM com 

NMDA, 700 nM com CCh e 1.500 nM com endotelina-2. (D) Imagens antes e após 

estimulação com 1,5 mM de CCh (D) em células indiferenciadas P19, CCh (E), NMDA (F)  

e endotelina-2 (G) no estágio progenitor neural dia 5. (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 

diferenciação neuronal das células P19 por Ulrich (1995) que utilizava bradicinina 

como controle positivo de viabilidade celular em seus experimentos de atividade 

neuropeptídeo Head Activator. Por não existir descrições quanto a expressão e atividade 

do receptor B2 de cininas, o nosso grupo caracterizou-a quanto sua expressão gênica por 

RT-PCR (reação de transcrição reversa seguida de reação de polimerase em cadeia); 

protéica por imunofluorescência e western-blotting e funcional através de medidas de 

∆[Ca2+]i em células NH15-CA2 (Fig.11) e nos três estágios de diferenciação neuronal 

das células P19 (Fig.12). A aplicação de 1 µM de bradicina resultou em ∆[Ca2+]i por 

volta de 400 nM nas células NH15-CA2 e 800 nM em neurônios P19 (Fig.12). Tais 

resultados foram publicados pelo nsso grupo (Martins e cols., 2005).  

A inibição deste receptor a partir do quinto dia até oitavo com o inibidor 

específico H2N-D-Arg-Arg-Pro-Hyp-Gly-Thi-Ser-D-Tic-Oic-Arg-COOH ou HOE-140 

resultou em neurônios sem atividade colinérgica. Tal tratamento resultou na redução da 

expressão gênica dos receptores muscarínicos M1, M2 e M3, identificada através de 

RT-PCR semi-quantitativo (Martins e cols., 2005, a-Resende e cols., 2007). Estes dados 

sugerem haja um efeito indireto de expressão gênica de receptores B2 de cininas e 

subsequente de receptores muscarínicos durante a maturação neuronal das células P19 e 

que tal controle resulte em neurônios P19 colinérgicos. 

A atividade dos receptores purinérgcos foram investigados em ambos os 

sistemas.  
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Figura.11. Detecção da expressão gênica, protéica e de atividade do receptor B2 de cininas 

(BkR2) nas células NH15-CA2. (A) Imunofluorescência de proteínas estruturais controles 

β-actina e β-tubulina, além dos receptores B2 de cininas nas células NH15-CA2 (anticorpo 

secundário conjugado a FITC). (B) Identificação da expressão gênica através de RT-PCR 

do receptor B2 de cininas e β-actina, controle positivo da reação. (C) Medidas de ∆[Ca2+]i. 

avaliados através de fluorímetria após tratamento com FLUO-3AM nas células NH15-

CA2. Após aplicação de 1 µM de bradicinina nas células NH15-CA2 houve aumento de 

∆[Ca2+]i de 400 nM. A seta indica o momento da aplicação de bradicinina nas células. O 

material nucléico foi corado com DAPI para visualização das células. Abreviações: (MM)= 

Marcador de massa molecular, act.=β-actina e DAPI= 4',6-Diamidino-2-fenilindoleo, 

FITC=fluoresceína isotiocianato. 
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Figura.12. Imageamento de cálcio nas células P19 após estimulação com bradicinina (Bk) e 
carbamoilcolina (CCh) durante a diferenciaçã neuronal e sob tratamento com HOE-140. 
(A) Curva de variação de fluorescência em neurônios P19 dia 8, neurônios P19 pré-
tratados com HOE-140 ( 1µM) apartir do dia 5 e células P19 indiferenciadas após 
aplicação de 1 µM de bradicinina. (B) Curva de variação de fluorescência em células P19 
indiferenciadas,  neurônios P19, neurônios P19 pré-tratados com HOE-140 (1 µM) apartir 
do dia 5 e neurônios pré-tratados 30 minutos com 180 ng/ml tapsigargina ( a fim de 
depletar o estoque intracelular de cálcio) após aplicação de carbamoicolina (análogo 
estável de acetilcolina). (C) Imageamento de cálcio antes e após aplicação de 1 µM de 
bradicinina ou 1,5 mM de carbamoilcolina nas células indiferenciadas, diferenciadas dia 7 
e em células diferenciadas dia 7 após pré-tratamento com HOE-140 (1 µM) desde o dia 5. 
(D) Variação de cálcio intracelular após aplicação de bradicinina dia 7 (1 µM) (a) ou de 
CCh (1.5 mM) (b) nas células diferenciadas dia 7, de células P19 diferenciadas dia 7 na 
presença de com HOE-140 (1 µM) desde o dia 5 após aplicação de 1 µM 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 adição do agonista. Abreviações: Indif.= 
indiferenciada, Dif.=diferenciada, taps.=tapsigargina, Bk=bradicinina, ∆[Ca2+]i 
concentração de cálcio intracelular livre. 
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4.3. Identificação de receptores purinérgicos nas células neurais NH15-CA2 

e P19 e durante sua diferenciação neural 

 

Já identificado nas células PC12 e descritos anteriormente no ítem 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 

∆[Ca2+]i na diferenciação das células PC12 induzida por FGF-b (Fig.13A). A aplicação 

de 50 µM de ATP elevou a ∆ [Ca2+]i em ambos os estágios celulares (fig.13 B e C). 

Identificou-se a transcrição através de RT-PCR e protéica através de imunoflurescência 

(dados não mostrados) dos receptores purinérgicos P2X2 e P2X4 no estágio progenitor 

(Fig. 13C). Tais dados confirmam que a diferenciação 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 expressão gênica e protéica dos receptores purinérgicos P2X2 e P2X4 

(Fig.14 A, B) e da atividade dos receptores purinérgicos através de medidas de ∆[Ca2+]i 

(Fig.14C).  
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Figura.13. Medidas de ∆[Ca2+]i após aplicação de ATP nas células PC12 indiferenciadas ou 

progenitoras e neurônios PC12 diferenciadas com FGF-b. (A) A figura mostra imagens de 

transmissão em microscopia confocal das células coradas com Fluo-3AM; antes, após 

aplicação de 50 µM de ATP e após aplicação de ionóforo. As imagens correspondem ao 

tamanho de 50 µm. (B) Quantificação da ∆[Ca2+]i nas células progenitoras e neuronais. (C) 

Identificação da expressão gênica P2X2 e P2X4 através de RT-PCR nas células PC12 

progenitoras. Abreviação: marcador da massa molecular =MP, Cel=célula. IN =células 

indiferenciadas. 



Resultados 
____________________________________________________________ 

 77

 
Figura.14. Identificação da expressão gênica, protéica e da atividade dos receptores 

purinérgicos nas células NH15-CA2. (A) Por imunofluorescência, identificou-se a 

expressão dos receptores P2X2 e P2X4 (anticorpos secundários conjugados a FITC). (B) A 

expressão gênica dos receptores P2X2 e P2X4 foi verificada através de RT-PCR. (C) 

Medidas de ∆[Ca2+]i em fluorímetro após tratamento de 1,5 X 106 células com Fluo 3AM. 

A aplicação 50 µM de ATP resultou em ∆[Ca2+]i indicando a atividade de receptores 

purinérgicos nestas células. Abreviações: MM=marcador de massa molecular, 

FITC=fluorescêina isotiocianato, DAPI=4',6-Diamidino-2-fenilindoleo. 
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A atividade dos receptores purinérgicos foi identificada em todos os estágios de 

diferenciação neuronal das células P19 (Fig.15), desde em células P19 pluripotentes 

indiferenciadas (dia 0), em neurônios dia 8 e em neurônios e glias P19 (dia 11) sob 

diversas concentração de aplicação de ATP. Após aplicação de 10 e 20 µM de ATP em 

células indiferenciadas (Fig.15) houve aumento da ∆[Ca2+]i. A aplicação de 50 µM de 

ATP em neurônios dia 8 surtiu o mesmo efeito. Já em neurônios e glias P19 no dia 11 

da diferenciação houve resposta de ∆[Ca2+]i após aplicação de 100 µM de ATP (Fig.15). 

As células diferenciadas dia 11 responderam com variação de cálcio intracelular mesmo 

após 200 µM de aplicação de ATP sugerindo que o padrão de expressão dos receptores 

possa ser variável ao longo do processo. 

Para investigar tal fato, foi realizada a análise da expressão gênica por RT-PCR 

nas células P19 indiferenciadas e de neuronais. Os receptores ionotrópicos P2X2 e P2X4 

que dentre os demais receptores P2 ionotrópicos resultam em maior influxo de cálcio 

quando ativados foram identificados nas células P19, contudo nem sempre 

simultâneamente nos estágios de diferenciação. O receptor P2X4 foi detectado em todos 

os estágios celulares da diferenciação celular (Fig.16A e B) com maior expressão no 

estágio indiferenciado pluripotente. A expressão gênica de outros receptores ionotrópico 

como P2X2 e P2X7 foram detectados apenas em neurônios e precursores gliais P19. A 

expressão gênica do receptor metabotrópico purinérgico P2Y2 foi identificada em todos 

os estágios celulares da diferenciação neuronal e o P2Y6 apenas em neurônios P19.  

Tais dados indicam um perfil de expressão de receptores purinérgicos distinta 

em células indiferenciadas e neurônios P19 (Fig.16A). Conjutamente, a investigação de 

subunidades de receptores de NMDA foi investigada e as subunidades do receptor de 

NMDA N1R e N2D foram detectadas somente nos dias 7 e 8 (Fig.16A). Os dados do 

aluno de doutorado Rodrigo R. Resende convergiram com tais observações resultando 

na publicação de um manuscrito pelo nosso grupo sumarizando tais dados (Resende e 

cols., 2007b).  

Para avaliar a participação dos receptores purinérgicos no processo de 

diferenciação neuronal, utilizamos o sistema de diferenciação de células P19 com 

adição de ligantes purinérgicos em pontos chaves da diferenciação. A finalidade foi de 

perturbar o sistema em dois estágios definidos, na passagem do estágio pluripotente a 
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determinação neural aonde ocorre a formação de CE sob ação de all trans ácido 

retinóico e durante a maturação neuronal que se inicia a partir do dia 3 ao dia 8 ou 9.  

 
 
Figura.15. Análise da (∆[Ca2+]i) após aplicação de diferentes concentrações de ATP nas 

células P19 pluripotentes indiferenciadas, neurônios dia 8 e neurônios e glias P19 no dia 11 

da diferenciação. A aplicação de 10 ou 20 µM de ATP resultam em ∆[Ca2+]i nas célula 

indiferenciadas. A aplicação de 50 µM resultou em aumento da ∆[Ca2+]i em neurônios P19. 

A aplicação de 100 ou 200 µM levaram a ∆[Ca2+]i em neurônios e glias P19 do dia 11. Os 

traços representam as diferentes células analisadas no campo quanto a ∆ de fluorescência. 

A relação fluorescência/fluorescência mínina (F/Fo) entre os gráficos não pode ser 

comparada, pois não foram realizadas nas mesmas células. O aumento é de 50 µm. As 

flechas indicam o momento de aplicação e as curvas correspondem a resposta de uma 

célula. 
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Figura.16. Expressão gênica e proteíca de receptores purinérgicos em diferentes estágios 

celulares de diferenciação neuronal das células P19. (A) Identificação da expressão gênica 

P2X2, P2X4, P2X7, P2Y2 e P2Y6 e das subunidades dos receptores de NMDA N1R e N2D 

durante a diferenciação das células P19. O padrão de expressão é distinto nas células 

indiferenciadas e nos neurônios P19, os receptores P2X2 e P2X7 são expressos no dia 8 da 

diferenciação enquanto que os receptores P2X4 e P2Y2 são expressos ao longo do processo. 

A expressão gênica das subunidades do receptor de NMDA é detectada no dia 7 e 8. (B) 

Identificação protéica da expressão do receptor P2X4.  Este é amplamente expresso no 

estágio indiferenciado e sua expressão é reduzida conforme a progressão da diferenciação, 

contudo não desaparece estando presentes em alguns neurônios neurônios P19 (dia 8) e 

glias e neurônios (dia 14). Abreviações: CE=corpos embriônicos, Indif=células 

indiferenciadas, DAPI= 4',6-Diamidino-2-fenilindoleo, FITC=fluorescêina isotiocianato 
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4.4 Efeito da presença de ligantes de receptores purinérgicos sobre os 

fenótipos neuronais obtidos durante a diferenciação neuronal das células 

P19.  

 

4.4.1 Efeito de ligantes de receptores purinergicos na formação de corpos 

embriônicos  

 

Para compreender a importância dos receptores purinérgicos durante a 

diferenciação alteramos sua funcionalidade utilizando ligantes destes receptores 

disponíveis. O bloqueio das oscilações de cálcio livre intracelulares ativados por estes 

receptores durante a diferenciação poderiam resultar em mudanças fenotípicas celulares 

nos neurônios originados ou mesmo na alteração da formação dos CE podendo indicar 

quanl a participação destes receptores no processo de diferenciação.  

Os tratamentos realizados incialmente formam na formação de CE pelas células 

indiferenciadas P19 pluripotentes na presença ou não dos ligantes purinérgicos, de 1 e 

100 µM de brilliant blue, 1 e 100 µM de PPADS, 1 µM de reactive-blue-2, 1 e 100 µM 

de suramina e 1, 25, 100 µM de αβ-metileno ATP. Os CE resultantesdo tratamento 

foram fotografados e analisados quanto sua distribuição por tamanho. Para avaliar quais 

os receptores purinérgicos envolvidos, foi utilizado a farmacologia dos receptores 

(tabela 3) e os dados de expressão 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: Sumário do padrão farmacológico de agonistas (EC 50%) e antagonistas 

(IC50%) em micromolar de receptores purinérgicos ionotrófico e metabotrófico 

descritos na literatura. 
 

 
Receptores 

 
P2X1 
rato 

 
P2X2 
rato 

 
P2X3 
rato 

 
P2X4 
rato 

 
P2X5 
rato 

 
P2X6 
rato 

 
P2X7 
rato 

 
P2Y1 
Rato 

 
P2Y2 
Humano 

 
P2Y4 
rato 

 
P2Y6 
rato 

αβ metileno 
ATP 
agonista 
 

 
1-3 

 
>100 

 
1 

 
>>100 

 
>100 

 
- 

 
>>300 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
Suramina 
antagonista 

 
1 

 
10 

 
3 

 
>500 

 
4 

 
>100 

 
500 

 
5,5 

 
4,3 

 
10% de 
inibição 
em 100 

 
20% de 
inibição 

em 
100 

 
PPDAS 
Antagonista 
 

 
1 

 
1 

 
1 

 
>500 

 
3 

 
>100 

 
50 

 
5,5 

 
30  

 
100 

 
69% 

de100 

 
Brilliant 
Blue 
Antagonista 
 

 
>5 

 
1.4 

 
>10 

 
>10 

 
- 
 

 
- 

 
0,001 

 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
Reactive 
blue 2 
Antagonista 
 

 
- 

 
- 
 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
- 

 
100 

 
100  

 
6 

Dados obtidos do artigo Khakh e cols., 2001, Von Kugelgen e Wetter. (2000), North e Surprenant 
(2000). Abreviação: PPADS= piridoxalfosfato-6-azofenil-2',4'-ácido disulfônico, os traços referem-
se a ligante sem efeito no receptor. 
 
Tabela 4: Expressão de receptores purinérgicos nos diferentes estágios de 
diferenciação neuronal das células P19. 

 
Estágio celular 

 

 
P2X1 

 
P2X2 

 
P2X3 

 
P2X4 

 
P2X5 

 
P2X6 

 
P2X7 

 
P2Y1 

 
P2Y2 

 
P2Y4 

 
P2Y6 

 
P19 

Indiferenciada 
 

 
- 

 
- 

 
X 

 
X 

 
- 

 
- 

 
- 
 

 
X 

 
X 

 
X 

 
X 

 
Progenitor 

Neuronal P19 
(dia 3 e 4) 

 

 
 
- 

 
 

X 

 
 
- 

 
 

X 

 
 
- 

 
 

X 

 
 
- 

 
 

X 

 
 

X 

 
 

X 

 
 

X 

 
Neurônios P19 

 

 
X 

 
X 

 
- 

 
X 

 
- 

 
X 

 
- 

 
- 

 
X 

 
- 

 
X 

Dados de expressão do aluno de doutorado Rodrigo R. Resende, (X)= presença do receptor nesta 
fase, (-) = o receptor não é expresso neste estágio de diferenciação. 
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Figura.17. Distribuição do tamanho dos corpos embriônicos (CE) na presença ou ausência 

de ligantes de receptores purinérgicos  em porcentagem total de corpos embriônicos 

analisados (%). Os ensaios foram realizados na presença de (A) 100 µM de suramina, 25 

µM αβ metileno ATP ou 100 µM αβ metileno ATP além do controle sem a presença de 

ligantes, (B) 100 µM de brilliant blue ou 50 µM de reactive blue-2 além do controle, (C) 

100 µM de PPADS além do controle, (D) 1 µM de suramina, 1 µM αβ metileno ATP, 1 µM 

de PPADS, 1 µM de brilliant blue ou 1 µM de reactive-blue-2 além do controle. Em cada 

ensaio, foram fotografados e analisados 30-45 campos provenientes de três diferenciações 

distintas. Abreviações: CE= corpos embriônicos, PPADS= piridoxalfosfato-6-azofenil-

2',4'-ácido disulfônico. 
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O sumário dos resultados de distribuição dos CE está resumido na tabela 5. 

Tabela 5: Sumário dos dados de distribuição de CE obtidos após o tratamento das 

células P19 induzidas a diferenciação na presença de ligantes purinérgicos. 

 
Antagonista 

 
tratamento 

[ ] µM 

 
Receptores 
presentes e 
inibidos o 
ativados 

 
Receptores 
presentes e 

parcialmente 
inibidos ou 

ativados 

 
Tamanho de CE 

 
Pequenos 

 
em relação 

 
Médios 

 
ao controle 

 
grandes 

 
suramina 

 
100 

 
P2X3, P2Y1, 

P2Y2-inibição 

 
P2Y4 e P2Y6-

inibição 

 
Semelhante ao 

controle 

 
aumento 

 
redução 

 
suramina 

 
1 

 
- 

 
P2X3, P2Y1, 
P2Y2, P2Y4, 

P2Y6-inibição 

 
Semelhante ao 

controle 

 
Semelhante 
ao controle 

 
Semelhante 
ao controle 

 
Αβ metileno 

ATP 

 
100 

 
P2X3-ativado, 
P2X4-inibido 

 
- 

 
Aumento drástico 

 
redução 

 
redução 

 
Αβ metileno 

ATP 

 
25 

 
P2X3-ativado 

 

 
P2X4-inibido 

 
Aumento drástico 

 
redução 

 
redução 

 
Αβ metileno 

ATP 

 
1 

 
P2X3-ativado 

 

 
- 

 
Semelhante ao 

controle 

 
Semelhante 
ao controle 

 
Semelhante 
ao controle 

 
Reactive 

blue 

 
50 

 
- 

 
P2Y2, P2Y4 

 
Semelhante ao 

controle 

 
Semelhante 
ao controle 

 
Semelhante 
ao controle 

 
Reactive 

blue 

 
1 

 
- 

 
- 

 
Semelhante ao 

controle 

 
Aumento 

 
redução 

 
Brilliant 

blue 

 
100 

 
P2X3, P2X4 

 
- 

 
Redução 

 
aumento 

 
Semelhante 
ao controle 

 
Brilliant 

blue 

 
1 

 
- 

 
P2X3, P2X4 

 
Semelhante ao 

controle 

 
Semelhante 
ao controle 

 
Semelhante 
ao controle 

 
PPADS 

 
100 

 
P2X3, P2Y1, 
P2Y2, P2Y4 

 
P2Y6 

 
Aumento 

 
Aumento 

 
Redução 

 
PPADS 

 
1 

 
P2X3 

 
P2Y1 

 
Semelhante ao 

controle 

 
Semelhante 
ao controle 

 
Semelhante 
ao controle 
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A adição de suramina na concentração de 100 µM (Fig.17A) levou a redução na 

formação de CE maiores que 5 unidades arbitrárias (ua) comparado ao controle de 10% 

para menos de 5% (Fig.17A). Nesta concentração, os receptores P2X3, P2Y1 e P2Y2 

estão inibidos. A atividade do receptor P2X4 não foi alterada contudo, P2Y4 e P2Y6 

tiveram a atividade parcialmente alterada. Ensaios numa concentração menor de 

suramina, 1 µM (Fig.17D) resultou em aumento dos CE de 15% para 20% quando 

comparado ao controle na distribuição de CE maiores que 3 ua. Nesta concentração, 

houve inibição parcial dos receptores P2X3, P2Y1 e P2Y2. Estes dados sugeriram a 

participação dos receptores P2Y1, P2Y2 e P2X3 no processo inicial da diferenciação 

neuronal das células P19. 

O efeito mais drástico de redução de CE foi observado com ensaios na presença 

de αβ metileno ATP. Na presença de 25 µM (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 possuíam de 2-3 ua enquanto que no ensaio controle os CE 

tinham acima de 5 au de tamanho. Ensaios na presença de 100 µM αβ metileno ATP 

(Fig.17A) resultaram em maior redução do tamanho de CE, 60% dos CE compreendíam 

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 

concentrações de αβ metileno ATP utilizadas, apenas o receptor P2X3 é ativado, 

contudo αβ metileno ATP não ativa o receptor P2X4, pois é um agonista parcial fraco do 

receptor de camundongo (Jones e cols., 2000). Realizou-se ensaios com baixas 

concentrações de αβ metileno ATP, 1 µM (Fig.17D), não resultou em redução tão 

drástica de tamanho observado em altas concentrações, 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 P2X3 também foi ativado nesta e outras concentrações 

utilizadas de αβ metileno ATP. Foi possível inferir que houve participação dos 

receptores P2X4 quanto a formação e tamanho dos CE após estes tratamentos. 

Entretanto, os resultados da distribuição de CE nos ensaios na presença de suramina 

sugeriram a participação de receptores do tipo P2Y no processo, então 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 presença de brilliant blue foram realizados nas concentrações de 1 

e 100 µM. Houve aumento do tamanho dos CE na presença de 100 µM deste ligante 

(Fig.17B) de 5% no controle para 15% da distribuição de CE acima de 5 ua. Houve 

redução 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 distribuição do tamanho do CE 

na presença de 1 µM de brilliant blue (Fig.17D) foi similar ao controle. Entretanto 

houve redução do tamanho de CE acima de 3 ua nos ensaios com o ligante de 20% 

contra 15% no controle. O agonista brilliant blue na concentração de 1 µM (Fig.17B) 

inibe os receptores P2X3 e parcialmente o receptor P2X4 e na concentração de 100 µM 

em ambos, aonde ocorreu aumento do tamanho de CE. Estes dados sugeriram a 

participação do receptor P2X4 e não do receptor P2X3 na formação e tamanho de CE. 

Não pudêmos identificar ainda o receptor P2Y envolvido no processo utilizando estes 

ligantes. Os antagonistas PPADS e reactive-blue-2 agem em receptores P2Y. 

Na presença de 1 µM de PPADS (Fig.17 D), os CE formados tiveram 

distribuição de tamanho semelhante ao controle. Na concentração de 100 µM (Fig.17C) 

de PPADS, houve aumento de 35% em CE acima de 4 ua comparado ao controle de 

12%. Este antagonista não atua no receptor P2X4 nas concentrações utilizadas, contudo 

o receptor P2X3 foi inibido em ambas as concentrações e parcialmente P2Y1. Os 

receptores P2Y1, P2Y2 e P2Y4 tiveram sua atividade inibida e o receptor P2Y6 

parcialmente na concentração de 100 µM. Após a análise da distribuição de tamanho de 

CE entre suramina e PPADS, os resultados sugeriram a participação dos receptores 

P2Y4 e P2Y6 no processo. 

O reactive-blue-2 é um antagonista dos receptores metabotrópico purinérgicos 

essencialmente. Em ensaios utilizando-o na concentração de 1 µM 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 distribuição de tamanho de 1.5-1.9 ua de 40% 

para 20% do controle. Em nenhuma concentração de reactive blue-2, receptor P2Y1 teve 

sua atividade interferida. A utilização de 50 µM 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 concentração, o receptor P2Y6 está totalmente inibido, P2Y4 e P2Y2 estão 

parcialmente afetados. Sugere-se a participação do receptor P2Y2 na redução do 
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tamanho de CE e o receptor P2Y4 no aumento da distribuição de CE de tamanhos 

grandes. A análise farmacológica realizada a partir dos dados de expressão (Tabela 4) 

levou em consideração os dados de expressão dos receptores metabotrópicos P2Y1, 

P2Y2, P2Y4 e P2Y6. O receptor P2Y11 não foi investigado por não termos informações 

quanto sua expressão. O receptor P2X4 não têm sua atividade interferida em ensaios 

com suramina, reactive blue 2 ou PPDAS e ativado por brilliant blue. Ensaios na 

presença dos antagonitas suramina e reactive blue 2 mostram a participação de 

receptores P2Y no processo de formação CE na modulação de seu tamanho. 

Além deste estágio, os receptores purinérgicos foram investigados na 

diferenciação neuronal tardia pelo empregads de antagonistas/agonistas dos receptores 

purinérgicos na concentração de 1 µM do dia 3 até o dia 8 ou 9 após o plaqueamento de 

CE em garrafas celulares aderentes. 

 

 

4.4.2 Efeito da presença de ligantes de receptores purinérgicos sobre a 

diferenciação final de células P19 em neurônios 

 

A diversidade de expressão dos diversos subtipos de receptores purinérgicos nas 

células progenitoras neurais P19 (tabela 4 e Fig.16) e a ausência de ligantes seletivos 

levou-nos a realizar a diferenciação neuronal na presença de diversos ligantes 

purinérgicos na concentração de 1 µM a fim de evitar toxicidade celular. Com isso 

poderia se inferir se há importância na expressão de receptores purinérgicos na 

maturação neuronal e se atuam de modo determinante e sugerir os subtpos envolvidos 

no processo. As células foram induzidas a diferenciação neuronal com a formação de 

CE na presença de ácido retinóico e meio definido. Em seguida, os CE foram 

plaqueados para adesão em garrafas de cultura celular por 36 horas quando receberam 

meio definido com adição ou não de 1 µM do ligante. O meio foi trocado a cada dois 

dias com nova adição do ligante. No dia 3 as células P19 começam a expressar proteínas 

neuronais de fase precoce como neurofilamentos de baixo e médio peso molecular 

(Paterno e cols., 1997, Pyle e cols., 2001). Este período ocorre a maturação neuronal 

compreende o período 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 neurônios advindos destes ensaios a atividade de receptores 

purinérgicos, de NMDA e de acetilcolina através de medidas de ∆[Ca2+]i.  Duas horas 

anteriores aos ensaios, os ligantes foram removidos. As células foram inicialmente 

foram tratadas com Fluo-3AM por 30 minutos e então foram estimuladas com 50 µM de 

ATP. Após retirar-se o ligante e aguardar-se 10 minutos, as células novamente 

estimuladas com 1,5 mM de carbamoilcolina (CCh) ou 100 µM de NMDA. Nestes 

ensaios foram avaliados a capacidade de ∆[Ca2+]i nas células nos diferentes tratamentos 

sob adição de ATP, NMDA ou CCh.  

Para avaliar quais os subtipos de receptores envolvidos na maturação neuronal, 

utilizou-se a tabela 4 que sumariza o padrão de expressão dos receptores ionotrópicos e 

metabotrópicos no estágio P19 progenitor neuronal. O padrão de expressão de 

receptores purinérgicos neste estágio de progenitor neural dia 3-4 é P2X2, P2X6, P2Y1, 

P2Y2, P2Y4 e P2Y6.Quanto à inibição farmacológica, utilizou se a tabela 3, a qual 

sumariza a ativação ou inibição do receptor frente ao ligante. Neurônios provenientes 

dos diferentes ensaios tiveram ∆[Ca2+]i avaliados após aplicação de ATP. Nenhum dos 

ensaios gerou neurônios com deficiência na atividade de receptores purinérgicos 

(Fig.18A). 

Na presença de 1 µM de suramina houve inibição de todos os receptores 

purinérgicos presentes nas células progenitoras neurais P19 no dia 3 como P2X2 e P2Y1 

e resultou em células semelhante a neurônios com atividade colinérgica e de NMDA 

reduzida quanto a ∆[Ca2+]i, quando comparados aos neurônios P19 controle (Fig.18B e 

C). Já na preseça de 1 µM de PPADS resultou em células morfologicamente 

semelhantes a neurônios sem atividade de NMDA (Fig.18C), mas com preservação da 

atividade de receptores colinérgicos (Fig.18B). Este antagonista inibe os receptores 

P2X2, P2Y1 e P2Y2 presentes nas células progenitoras P19. O tratamento com 1 µM de 

reactive-blue-2, a atividade colinérgica ou de NMDA não foi afetada (Fig.18B e C). A 

maturação na presença de 1 µM de brilliant blue resultou menor ∆[Ca2+]i após aplicação 

de carbamoilcolina ou de NMDA (Fig.18B e C), semelhante ao tratamento com 

suramina. Entretando o receptor inibido neste caso foi somente o receptor P2X2. A 

alteração na atividade do receptor P2X2 tornado o menos ativo com adição dos 
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antagonistas suramina e PPADS resultou na alteração do fenótipo final celular 

diferenciado. 

Estes resultados indicam que a atividade de receptores purinérgicos é preservada 

ao longo destes ensaios durante a maturação neuronal (diferenciação do dia 3 a 7) 

(Fig.18A). Mas os dados de redução de ∆[Ca2+]i após aplicação de CCh ou de NMDA 

sugerem que tais ensaios atuem em diferentes grupos de receptores purinérgicos 

ativando ou inibindo-os. Pela análise de inibição ou ativação dos receptores presentes 

nas células progenitoras P19 (Tabela 3 e 4), nossos dados sugerem que os receptores 

P2X2 e P2Y2 estejam envolvidos com a modulação da resposta colinérgica e que os 

receptores P2X2 e P2Y1, com de NMDA nas células originadas após 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 maturação neuronal. As células progenitoras neurais 
P19 (dia 3) receberam os ligantes purinérgicos 1 µM 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 cálcio (calcium imaging) com aplicação de 50 µM ATP (B), 1.5 
mM CCh (análogo estável de acetilcolina) (C) ou 100 µM NMDA (D). Os gráficos se referem a ∆[Ca2+]i após 
aplicação dos ligantes, com os respectivos desvios padrões. (-) células não estimuladas. (+) estimulação máxima 
após ativação do receptor na presença do ligante. No fim de cada experimento, foi adicionado o ionóforo para 
cálculo da variação de cálcio intracelular descrito em 3.2.6. Abreviações: trans.= transmissão, iono=ionóforo, 
PPADS= piridoxalfosfato-6-azofenil-2',4'-ácido disulfônico, Trans=Imagem de transmissao. Figura modificada 
de Resende e cols., 2007b 
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.

 
 

Figura.19. Padrão de atividade dos receptores purinérgicos e colinérgicos de neurônios 

provenientes de ensaios na presença de ligantes purinérgicos [1 µM de brilliant blue, 

PPADS, reactive blue-2 (RB-2), brilliant blue (BB) ou suramina] a partir do estágio de 

progenitores neurais P19 (dia 3). As barras em cinza escuro referem-se a ∆[Ca2+]i após 

aplicação de 1,5 mM de CCh e em cinza claro a ∆[Ca2+]i após aplicação de 50 µM de ATP. 

A ∆[Ca2+]i após a aplicação de ATP e CCh respectivamente no mesmo neurônio resulta em 

maior ∆[Ca2+]i com a aplicação de CCh que com a aplicação de ATP. Tal fato foi 

observado em todos os neurônios analisados. Este padrão de atividade de receptores não é 

observado nas células semelhantes a neurônios P19 advindos do tratamento com (B) RB -

2, (C) PPADS, (D) suramina ou (E) BB.  



Resultados 
____________________________________________________________ 

 92

 

 

Dos neurônios originados destes ensaios de maturação neuronal in vitro, foram 

analisados ∆[Ca2+]i após aplicação 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 neurônios controle, a aplicação consecutiva de ATP e CCh 

respectivamente num intervalo de 5-10 minutos resultou em maior ∆[Ca2+]i após 

estímulo de CCh do que a ATP (Fig.19A). O padrão não se repete nas células 

provenientes dos ensaios com os ligantes purinérgicos. Algumas células originadas de 

ensaios na presença de reactive-blue 2 tiveram a resposta a CCh anulada (Fig.19B). 

Nem todas as células resultantes do ensaio na presença de PPADS apresentam resposta 

de ∆[Ca2+]i após aplicação de ATP e algumas células tiveram maior ∆[Ca2+]i na 

aplicação de ATP que na aplicação de CCh, contrário ao verificado nos neurônios em 

ensaios controle (Fig.19C). Somente em algumas células diferenciadas na presença de 

suramina, o padrão do controle (Fig.19A) é identificado (Fig.19D).  

 Os diversos tipos de neurônios originados após a diferenciação neuronal têm 

característica colinérgica (Staines e cols., 1994). A análise pareada de resposta a 

ATP/CCh indica que pode haver um padrão de variação de cálcio intracelular livre nos 

neurônios formados ligado a atividade dos receptores purinérgicos e colinérgicos, os 

dados indicam que os tratamentos alteram o padrão de atividade ou até de distrbuição de 

receptores de acetilcolina e ATP levando as células a adquirirem novo fenótipo de 

atividade de receptores de neurotransmissão (Fig.19).  

Alguns do receptores purinérgicos tiveram a expressão gênica investigada por 

taisresultados, como P2X2, P2X4 e PX7 seletivos a entrada de cálcio e o receptor 

muscarínico M1 muscarínico. O tratamento com reactive-blue 2 resultou em neurônios 

sem expressão do receptor P2X2 (Fig.20), em todos os outros ensaios, a expressão 

gênica dos 4 receptores investigados foi detectada. Uma análise através de PCR em 

tempo real poderia nos indicar a regulação de expressão gênica envolvida nestes 

tratamentos. 
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Figura.20. Detecção da expressão gênica dos receptores purinérgicos ionotrópicos cálcio-

seleticos P2X2, P2X4 e P2X7 e do receptor muscarínico de acetilcolina M1 nas células 

provenientes dos diferentes ensaios na presença de ligantes purinérgicos. Todos receptores 

investigados induzem fluxo de cálcio ou aumentam a concentração de [Ca2+]i a partir dos 

estoques intracelulares. Identificou-se a expressão gênica do receptor muscarínico M1 em 

todos os tratamentos, a expressão da subunidade do receptor P2X2 não é detectada nos 

ensaios na presença de reactive-blue-2, GAPDH é o controle da reação. Abreviações: 

MM= marcador de massa molecular. Os produtos de PCR referentes dos: D8=cDNA de 

neurônios (dia 8), D8B= 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'-ácido dissulfônico, 

M=massa molecular. 

 
 

A sobreposição farmacológica quanto a inibição ou ativação dos receptores 

purinérgicos evidenciou-nos da importância de se desenvolver ligantes seletivos aos 

subtipos purinérgicos os quais podem desvendar a importância de cada subtipo na 

diferenciação neuronal, tanto na determinação do progenitor neuronal como na 

passagem fenotípica do progenitor neuronal P19 a neurônios P19.  

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

receptores ionotrópicos P2X2 e P2X4 os quais induzem transientes de cálcio e se 
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mostraram importantes no processo da diferenciação in vitro. A metodologia SELEX foi 

utilizada para identificação de aptâmeros de RNA estáveis nucleases resistentes como 

inibidores subtipo especificos de receptores P2X2 e P2X4 para posterior estudo da 

função destes subtipos na diferenciação neuronal das células PC12 (P2X2) e na 

formação do progenitor neural nas células P19 (P2X4). 

 

4.5 Caracterização das células 1321N1 transfectadas com os receptores P2X2 

e P2X4 de rato  

 

 Para iniciar os procedimentos de SELEX a fim de identificar inibidores 

específicos com alta afinidade aos receptores purinérgicos P2X2 e P2X4, foi utilizado 

linhagens imortalizadas de astrocitoma humano 1321N1, as quais previamente haviam 

sido caracterizadas por não conterem nenhum receptor purinérgico por Parr e cols., 

(1994) e que foram cedidas pelo Dr. Fernando A. González da University of Puerto 

Rico (EUA) transfectadas com os receptores P2X2 (PLSXN-P2X2), P2X7 (PLSXN-

P2X7) ou P2X4 (PLSX-P2X4) além de células contendo vetor vazio (PLSXN). 

As células foram caracterizadas funcionalmente por calcium imaging, expressão 

gênica (RT-PCR utilizando primers específicos contra o receptor de rato), expressão 

protéica (imunoflurescência) e cinética (patch clamping em whole cell recording) antes 

do início dos ciclos de seleção reiterativos de SELEX. 
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Figura.21. Calcium imaging em microscopia confocal das células 1321N1 transfectadas 

com os receptores P2X2 ou P2X4 sob estímulo de ATP. (A) As imagens mostram na (-) 

ausência ou sob estímulo (+) de 100 µM de ATP nas células PLSXN, PLSXN-P2X2 ou 

PLSXN-P2X4. (B) O gráfico representa ∆[Ca2+]i nas diferentes concentrações de ATP 

([ATP]E) nas células transfectadas com o receptor P2X2. (C) O gráfico representa a 

resposta de ∆[Ca2+]i a 100 µM ATP e a 10 µM αβ metileno ATP nas células PLSX-P2X4. A 

flecha indica o momento de aplicação do agonista ou antagonista. A imagem corresponde  

a 50 nm.  
 

Os nossos dados mostraram que o aumento de cálcio intracelular livre foi maior 

nas células PLSXN-P2X2R e PLSXN-P2X4R comparadas ao controle o qual apenas 

contém o vetor vazio (Fig.21). A adição de 10 µM αβ metileno ATP nas células 

PLSXN-P2X4R não surtiu efeito. Este ligante purinérgico age como antagonista 

purinérgico no receptor P2X4 de rato (Jones e cols., 2000 ). Em seguida, através de RT-

PCR com utilização de primers específicos identificamos o produto gênico dos 

receptores transfectados P2X2 e P2X4 (Fig.22 e 23) os quais foram seqüênciados e 
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comparados ao banco de sequências, GenBank, tendo a seqüência confirmada. Em 

seguida, foi detectado a inserção do receptor na membrana plasmática através de 

ensaios de imunofluorência (dados não mostrados P2X4 e Fig.23). 

Detectada a atividade, expressão gênica e protéica dos receptores transfectados, 

iniciamos a realização de ensaios cinéticos e ligação radioligante-receptor para 

comparação com os dados já descritos na literatura. Por patch clamping em 

configuração em whole cell recording foram aplicadas diferentes concentrações de ATP 

nas células PLSXN-P2X4 que ativou corrente variando de 200 a 450 pA semelhante a 

dados apresentados por Jones e cols. (2000) (Fig.22). Ensaios de ligação ATP 

radioligante receptor P2X4 mostraram que αβ metileno ATP desloca ATP do receptor de 

modo competitivo. 
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Figura.22. Caracterização do receptor P2X4 transfectado nas células 1321N1. (A) Através 

da técnica de patch clamping em whole cell recording, foram obtidas correntes após 

aplicação de diversas concentrações de ATP ( 1 µM, 100 µM e 1 mM). A seta indica o 

tempo da aplicação do agonista. (B) A expressão gênica do receptor P2X4  foi identificado 

nas células 1321N1 por RT-PCR utilizando-se primers específicos. (C) Curva de 

deslocamento do radioligante ATP em concentrações crescentes de αβ metileno ATP.  
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Figura.23.Caracterização células 1321N1 transfectadas com o receptor P2X2. (A) Através 

da utilização de primers específicos detectou-se o fragmento do receptor de 1.450 pares que 

foi identificada como do receptor P2X2. (B) Houve detecção da expressão do receptor P2X2 

por imunofluorescência (anticorpo secundário conjugado com FITC). O material nucléico 

foi corado com DAPI para visualização da população inteira de células. (C) Ensaios de 

ligação receptor-radioligante utilizando (32P) ATP na presença de diferentes concentrações 

de suramina mostrou que suramina não desloca (32P) ATP, o ponto de sem suramina 

equivale a 100% de ligação. O controle com excesso de ATP não marcado deslocou o ATP 

radiomarcado (controle não mostrado). DAPI= 4',6-Diamidino-2-fenilindoleo, 

FITC=fluorescêina isotiocianato 

 



Resultados 
____________________________________________________________ 

 99

Ao contrário do receptor P2X4 que não é inibido por nenhum antagonista purinérgico 

clássico (suramina ou PPADS), o receptor P2X2 é inibido por estes (Lynch e cols., 

1999; Bo e cols., 1995). A atividade do receptor P2X2 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 ligação radioligante-receptor 

utilizando diferentes concentrações de suramina e (32P) ATP mostraram que o agonista 

ligou-se ao receptor P2X2, mas que suramina não foi capaz de deslocar o radioligante, 

sugerindo que a ligação fosse do tipo não competitiva (Fig.23C). O nosso grupo 

demonstrou através de patch clamping em whole-cell recording que a natureza da 

inibição do receptor P2X2 por suramina como não-competitiva (Trujillo e cols., 2006). 

A análise de corrente sob adição de diferentes concentrações de TNP-ATP ao 

receptor demonstrou que a ligação é do tipo competitiva ao contrário da excercida pela 

suramina. A suramina atenua a resposta de corrente desencadeada pelo ATP, contudo 

não altera o EC50 a ativação de ATP de 44,5 ± 1,4 µM quando comparada a somente de 

ATP de 42 ± 2 µM, dados de acordo com os efeitos de uma inibição não competitiva 

(Trujillo e cols., 2006) . 

Após a caracterização cinética realizada pelo nosso grupo, a escolha de um 

ligante não competitivo torna-se interessante para ser utilizado como competidor nos 

ciclos de seleção de SELEX pela possibilidade de selecionar ligantes alostéricos ou que 

apenas interaja com o receptor protejendo o sítio específico de ligação, aptâmeros 

semelhantes a identificadas por Hess e cols. (2000 ).  

Ao receptor P2X2 foi utilizado suramina (ligante não competitivo) como 

competidor e ao receptor P2X4 foi utilizado αβ metileno ATP (ligação competitiva) nos 

ensaios de radioligante-receptor realizados na técnica SELEX. 
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Figura.24. Ensaios de determinação de IC50 e de saturação com 32P-ATP e o receptor P2X4.  
(A) Representado a curva de IC50 realizada com o extrato de membrana das células 
1321N1-PLSXN-P2X4R na presença de diversas concentrações de αβ metileno ATP (eixo 
X) X a quantidade de ATP radiomarcado ligado em cpm (eixo Y). O ajuste foi realizado 
utilizando a equação: Y=menor valor de ligação + (maior valor de ligação-menor valor de 
ligação)/(1+ [ATP]/IC50). Definiu-se 100% o ponto na ausência do competidor αβ metileno 
ATP. O IC50 determinado foi de 41 nM. (B) O ensaio de saturação foi efetuado com o 
extrato das células 1321N1 PLSXN-P2X4R na presença do radioligante 32P-ATP e deste 
não radiomarcado para redução da atividade específica de ATP.  
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Realizamos alguns testes para determinar o IC50, a concentração de αβ metileno 

ATP necessário para deslocar 50 % do 32P-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 

concentração aproximada de receptores expressos na membrana foram realizados 

ensaios de saturação com diferentes concentrações de ATP e do radioligante 32P-ATP 

no receptor (Fig.24). A ligação máxima que equivale a concentração de sítios 

disponíveis de ligação a ATP foi de 120 pmols/ mg de proteína . Os dados obtidos 

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

 

4.6 Construção da biblioteca combinatória para o procedimento SELEX 

 

Após a avaliação dos receptores expressos nas células 1321N1, iniciamos a 

técnica SELEX pela avaliação da qualidade de síntese da biblioteca adquirida através de 

inicialmente da reação de primer extension que consiste na marcação radioativa do 

primer antisenso na sua porção 5` seguida da sua utilização em ciclo único de reação de 

PCR com um alíquota da biblioteca simples-fita DNA em excesso como molde 

(Fig.25A). Foi averiguado se ocorre a síntese enzimática da fita complementar e o 

tamanho da biblioteca é correto. Para este ensaio, foram utilizadas duas bibliotecas de 

diferentes procedências. A segunda biblioteca mostrou-se adequada a utilização por não 

conter fragmentos de diversos tamanhos e ausência de arraste (Fig.25A).  

Todos os passos do processo de amplificação da biblioteca foram padronizadas 

para amplificação total da biblioteca para evitar produtos fragmentados ou 

concactâremos de aptâmeros durante os ciclos de PCR os quais resultam na perda de 

sequências. As concentrações do molde e temperatura de hibridação dos primers foram 

padronizadas (Fig.25B). A biblioteca simples-fita foi convertida em dupla-fita por ciclo 

único de PCR e em seguida amplificada por PCR error-prone que consiste na utilização 

de excesso de cloreto de magnésio e cloreto de manganês que resultam na incorporação 

aleatória de nucleotídeos na porção randômica da biblioteca com intuito de se manter se 

a diversidade (fig.25C). Após a amplificação da biblioteca, uma pequena porção da 

biblioteca de cDNA foi submetida à reação de transcrição in vitro utilizando-se os 
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ribonucleotídeos 2’-F’dCTP e 2’-F’dUTP modificados na cadeia de ribose as quais 

resultam em RNA nuclease resistente, (32P) α ATP e ribonucleotídeos não modificados 

de purinas. A reação de transcrição funcionou e o tamanho dos aptâmeros obtidos foi de 

90 nucleotídeos conforme o esperado (Fig.25D). 
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Figura.25. Construção da biblioteca SELEX. (A) O Primer extension é o primeiro 

experimento a ser realizado consistiu na marcação radioativa do primer antisenso com γ 

(32P) ATP na região 5` que foi submetido a eletroforese em gel denaturante 16% (dados 

não mostrados), em seguida o restante da reação foi utilizado num ciclo de reação único de 

PCR utilizando a excesso da biblioteca como molde, o produto foi submetido a eletroforese 

em gel não denaturante 8%. Duas bibliotecas foram testadas e a biblioteca utilizada nos 

procedimentos posteriores foi a 2 por não conter arraste de DNA. (B) Em seguida, 

padronizaram-se as condições de PCR variando-se a concentração de molde (1, 2, 3, 4, 6 

pmol) e de primers utilizados, (0,1; 1; 5; 10 pmols) a fim de evitar formação de 

concactâmeros ou multímeros (indicados na figura) e produtos de amplificação parcial. 

Todas as condições utilizadas foram avaliadas em eletroforese em gel não denaturante 8%. 

(C) Após se fixar a concentração de 6 pmols de molde e 10 pmols de primers e as condições 

de hibridização dos primers de PCR, a biblioteca foi amplificada por PCR error prone, 

como descrito no ítem 3.2.11.3, e uma alícota da reação 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-clorofórmio, precipitado por etanol e 

utilizado como molde em reação de transcrição in vitro na presença de (32P) α ATP além 

dos ribonucleotídeos 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 única de 90 nucleotídeos. 

Abreviações: massa molecular=MP, Reação de polimerase em cadeia=PCR. 
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Além da construção da biblioteca, as condições de ensaios de ligação foram 

padronizadas para serem utilizadas durante os ciclos de SELEX. O extrato de membrana 

das células 1321N1 P2X4R foi incubado com (32P)ATP radioativo (controle) na 

presença ou ausência de 1 mM de αβ metileno ATP para verificar o deslocamento do 

radioligante nesta concentração do antagonista (Fig.26A). Em seguida, as condições de 

lavagem do filtro de nitrocelulose com PBS foram estabelecidas, após o estabelecimento 

do equilibrio da ligação 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).  

Após ambos os experimentos, realizou-se a incubação do extrato de membrana 

PLSXN-P2X4 com (32P) ATP radiomarcado na presença ou ausência de  1 mM de αβ 

metileno ATP as quais foram submetidas lavagens com diferentes volumes de PBS. 

Identificou-se que a incubação com 1 mM de αβ metileno ATP (Fig.26A) com 200 µl 

de lavagem com PBS satisfatória (Fig.26C). Estas condições foram utilizadas para o 

procedimento SELEX para seleção de moléculas de RNA nucleases resistentes com 

afinidade aos receptores P2X2 e P2X4. 
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Figura.26. Padronização das condições dos ensaios de seleção in vitro de aptâmeros com 

afinidade a receptores P2X. (A) Padronização das condições dos ensaios radioligante 

receptor: (32P) ATP e 1 mM de αβ metileno ATP no extrato de membrana. (A) a incubação 

com excesso do competidor αβ metileno ATP (1 mM) deslocou o radioligante ATP em 

80% em relação ao controles sem competidor . (B) Mostra a fração restante da ligação de 

ATP radiomarcado após lavagens do extrato de membrana PLSXN-P2X4 com diferentes 

volumes de PBS a fim de fixar as condições a serem utilizadas no SELEX. (C) O gráfico 

mostra a ligação de ATP radiomarcado competido com 1 mM de αβ metileno ATP após 

diferentes volumes de lavagens com PBS. As condições utilizando 200 µl de lavagem com 

PBS e 1 mM de αβ metileno ATP mostraram-se satisfatórias.  
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Para confirmar a randomicidade desta porção (40 nucleotídeos) (Ulrich e cols., 

1998), uma alícota da biblioteca foi clonada e inserida no vetor p-GEM-T de acordo 

com o ítem 3.2.12. As sequências foram analisadas segundo a combinação de 

nucleotídeos o qual mostrou que a biblioteca não é totalmente randômica por conter 

algumas combinações preferenciais como de TT e outras em menor quantidade como de 

AG (Fig.27). A biblioteca de cDNA não teve apenas 40 nucleotídeos randômicos, este 

valor variou de 38 a 47 devido a síntese realizada. A biblioteca amplificada mostrou se 

parcialmente randômica o que nos permitiu utilizá-la como molde na transcrição in vitro 

para síntese da biblioteca de RNA nuclease resistente (Fig.27).  
 
 
Seq02 5’ACCTGGGGTCAACTCCACGCCGTACAAAATTTTGATTTTT 3’         (40) 
Seq04 5’GATGTATTCACTAAAAATGTCCTGACACTTTTGCAATCCGT 3’       (40) 
Seq05 5’TTCTTCGTACATTAACAGAAATCCTGTAATTCTTTCTACGCCTTGCT 3’ (47) 
Seq06 5’CACCCTGTCTGCACGGCTTTTTCCGACCGTGGTTAATTTC 3’          (40) 
Seq08 5’TTGATTACGCATCGCCTGGTCGGTCTACTTATCTTTTTATA 3’        (41) 
Seq10 5’CTCCCTATACTAAGTAACGTTAGGTAACAGTGCTGTCTTC 3’          (40) 
Seq13 5’GTGACCGGGTTTTGTTACGGGCATACTATCTTTTTGAAGGC 3’       (41) 
Seq14 5’CAAAACCCTCGCGTAAATTTATTAGCAGGTTTTATCTT 3’                 (38) 
Seq16 5’ATAACGTATATGATCACTCTCCTCGTCCAACGCTTACCCAC 3’        (41) 
Seq17 5’GCCTCCACCCACCTCCTGAAAAAGCCGCCAACAGTCTCGT 3’          (40) 
Seq18 5’ATGCCTGACGTACTTCACTTTTCAGCCCTACTTTTACAG 3’               (39) 
Seq19 5’TTGCGTGCTCTTTCCGCCTCCTATGCATAGTTGATGTTC 3’               (39) 
Seq20 5’CAAAACCCTCGCGTAAATTTATTAGCAGGTTTTATCTT 3’                  (38) 
Seq21 5’AATTGCGCATCTGAGGATCCGGTGGTTTGCGTATGGGCATA 3’       (41) 
Seq23 5’CTCCGACCATTCTGAGACCCTTGTCTCGTACCACTATTG 3’               (39) 
Seq24 5’TCATGCTCAGACTGCCCGGTGTTCGACTATATCCACTGCTGCG 3’   (43) 
Seq26 5’TGGACACTTCCACTTCCTCCCAACCTCTCGCTTCACCGTT 3’             (40) 
Seq27 5’CGAGGAGTAGCGGTAAGCCGGTTCCCTTAATTTTGTTGGT 3’           (40) 
Seq28 5’ACGGTTCCGCATAATTACCTTTTTCATCTAGCACGTCATC 3’             (40) 
Seq29 5’AACAGGTGAAGATGTGTTTCTACCAACCATTCGTGCTCTT 3’            (40) 
Seq30 5’TGTGGCTCTCGGCCTTTTTTACCTATTATCATTTGTTCT 3’                 (39) 
Seq31 5’CGAGGAGTAGCGGTAAGCCGGTTCCCTTAATTTTGTTGC 3’              (39) 
 
Figura.27. Análise de randomicidade da biblioteca de SELEX. Foram analisadas 22 

sequências quanto ao tamanho, e a distribuição de pares de nucleotídeos: 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 número entre parênteses indica a 

quantidade de repetição dos di- nucleotídeos presentes na porção randômica. 
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Após a construção da biblioteca (Fig.25), de padronizar as condições 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 P2X2 e P2X4. A 

biblioteca de cDNA foi utilizada como molde para a transcrição in vitro d RNA 

nuclease resistente utilizando os ribonucleotídeos modificados 2’-F’dCTP e 2’-F’dUTP 

e ribonucleotídeos ATP e GTP. O produto da reação foi purificado e quantificado. As 

moléculas de RNA ligadas ao extrato de membrana foram recuperadas do filtro de 

nitrocelulose após lavagem para retirar as ligações não específicas. O material foi 

incubado com excesso do competidor 1 mM de suramina ou αβ metileno ATP e foi 

mantido sob agitação contínua por vinte minutos em temperatura ambiente. As 

moléculas ligadas ao sítio alvo do competidor ou próximas a este foram deslocadas, 

eluídas e purificadas por extração fenol-clorofórmio e precipitadas com etanol.O RNA 

resistente à nucleases recuperado foi ressuspendido em água e usado como molde para 

síntese de cDNA e amplificado por PCR. O produto de PCR foi utilizado como molde 

para nova transcrição in vitro para início de novo ciclo de seleção (Fig.7) 

 

4.7 Seleção de antagonistas específicos utilizando SELEX 

 

Durante o processo de seleção foram realizados ensaios para avaliar o 

enriquecimento de moléculas de RNA ciclo a ciclo com afinidade aos receptores P2X2 

ou P2X4 durante os ciclos de SELEX através de experimentos de ligação radioligante-

receptor ou gel shift. Para padronizar tal ensaio, ao extrato de membrana das células 

1321N1 PLSXN P2X4 foi adicionado (32P) ATP na presença ou ausência de αβ 

metileno ATP que em seguida foi submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida 

nativo 3% (ítem 3.2.13.1). Na ausência de αβ metileno ATP, o radioligante reconheceu 

o extrato membranar (Fig.28A). Após o terceiro ciclo de seleção, o extrato de 

membrana celular PLSXN P2X4R foi incubada com o RNA resistente à nucleases 

radiomarcado com (32P) ATP (ciclo 3) na presença e na ausência de tripsina. Ambas as 

reações foram submetidas a eletroforese em gel. O RNA radiomarcado ligou-se a 

membrana que continha proteínas íntegras e parcialmente digeridas pela tripsina, 

demonstrando enriquecimento de sequências (Fig.28B). 
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Moléculas de RNA resistente à nuclease selecionadas ao receptor P2X2 durante 

SELEX foram avaliadas por patch clamping em whole cell recording e por testes de 

ligação radioligante-receptor. O RNA resistente à nucleases P2X2 do ciclo 0 (32P) foi 

incubado com células 1321N1 PLSXN ou PLSXN- P2X2R na presença e na ausência de 

1 mM de suramina para determinação da ligação específica ao receptor . Observou-se 

que a suramina não competiu com a biblioteca inicial de moléculas de RNA 

radiomarcadas e houve radioligação em ambas as células nas duas condições (Fig.29A e 

B). Contudo, após o segundo ciclo, o RNA resistente à nuclease ciclo 2 (32P) foi 

incubada com as células PLSXN P2X2R na presença ou ausência de suramina. O ensaio 

de radioligante-receptor mostrou que 66% das moléculas de RNA da biblioteca ciclo 2 

P2X2 foram deslocadas na presença de excesso molar de suramina. Tais dados 

indicaram o enriquecimento de moléculas de RNA ao sítio de ligação a suramina 

presente ao receptor (Fig.29C). Avaliações funcionais de de atividade foram realizadas 

patch clamping em whole cell recording após 5 ciclos mostraram que a co-aplicação de 

1 µM de RNA associado a 100 µM de ATP promoveu 35% de inibição corrente 

induzida somente pelo ATP (controle) (Fig.29D). 
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Figura.28. Experimentos de gel shift para verificação da ligação de (32P) ATP ou (32P) RNA  
do ciclo 0 ou 3 P2X4 ao extrato de membrana PLSXN-P2X4. (A) Ligação de (32P) ATP: 

neste experimento, αβ metileno ATP em excesso não permitiu a ligação de (32P)ATP ao 

receptor contudo na ausência deste, o ATP radiomarcado ligou-se ao extrato de 

membrana. (B) Ligação do (32P) RNA selecionado (ciclo 3 P2X4) foi incubada com extrato 

de membrana PLSXN P2X4R na presença ou ausência de tripsina. Constatou-se que as 

moléculas de RNA selecionados ligaram-se ao extrato de membrana PLSXN-P2X4 . 
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Figura.29 Enriquecimento de moléculas de RNA resistente à nucleases inibidoras da 

atividade do receptor P2X2 avaliados por ensaios de ligação e patch clamping em whole cell 

recording. Ensaios de ligação utilizando células 1321N1 PLSXN (A) e 1321N1 PLSXN 

P2X2 (B) que foram incubadas com a 32P RNA (ciclo 0) na ausência de excesso molar de 

suramina. Não houve deslocamento da biblioteca radiomarcada na presença de suramina 

nas células. (C) Ensaios de ligação entre (32P) RNA (ciclo 2-P2X2) com células PLSXN 

P2X2 na presença ou na ausência de suramina. Suramina deslocou 60% da ligação dos 

(32P) RNAs do receptor. (D) Medidas whole cell recording com aplicação de somente 100 

µM de ATP (controle) e com co-aplicaçào de 100 µM de ATP+ 1 µM de RNA (ciclo 5 

P2X2R) mostraram que houve inibição de 35% da corrente induzida por ATP com a co-

aplicação quando comparada ao controle. Além das moléculas de RNA reconhecerem o 

sítio de suramina, levam a redução de corrente ativada por ATP. As medidas de patch 

clamping foram realizadas com voltagem transmembrânica fixa de -60 mV em pH=7,4. 
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Figura.30 Análise de ligação específica e atividade das moléculas de RNA resistentes à nucleases 

selecionadas ao receptor P2X4. Medições de ∆[Ca2+]i em (A, B e C): (A) A análise de variação de 

fluorescência de fluo-3 (∆F) após aplicação de 100 µM ATP (a) nas células 1321N1 PLSXN- P2X4R 

(cada traço indica uma célula). (B) 250 nM de RNA (ciclo 5 P2X4) (b) seguida da aplicação de (a) e 

da co-aplicação de ATP e 250 nM RNA (ciclo 5). Não houve ∆F após aplicação da biblioteca de 

RNA ciclo 5 e em seguida houve variação aplicação de ATP evidenciando a viabilidade celular e a 

ligação reversível do RNA. (C) ∆F após aplicação de 100 µM de ATP(a)  seguida após 5 minutos da 

co-aplicação de 250 nM de RNA (ciclo 5 P2X4) + 100 µM de ATP. A co-aplicação de ATP + RNA 

não induz resposta de ∆[Ca2+]i sugerindo que a biblioteca foi enriquecida com sequências de RNA 

com característica inibitória. (D) Testes de ligação radioligante-receptor incubando células 1321N1 

PLSXN, PLSXN P2X2R, PLSXN P2X4R e PLSXN P2X7R com (32P) RNA ciclo 9 P2X4SELEX RNA 

na presença ou ausência de 100 µM de αβ metileno ATP ou 100 µM suramina. Houve deslocamento 

da ligação de (32P) RNA pelo αβ metileno ATP nas células 1321N1PLSXN P2X4R de modo 

semelhante a da biblioteca de RNA radiomarcado ciclo 9 (G), contudo tal efeito não foi verificado 

utilizando células 1321N1 PLSXN P2X2R (E) ou 1321N1 P2X7R (F) e a biblioteca de RNA ciclo 9 

P2X4. (H) Determinação da ligação de (32P) RNA (ciclo 9 P2X4R) em células PLSXN ou PLSXN-

P2X2 na presença ou ausência de suramina como competidor. Suramina não foi capaz de deslocar o 

(32P) RNA dos sítio de ligação do receptor, o que evidencia a especifidade de ligação do RNA 

selecionado ao sítio de αβ metileno ATP presente no receptor P2X4. 
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Mesmo utilizando αβ metileno ATP nos ciclos de seleção como competidor, não 

se sabia a natureza da interação do RNA resistente à nuclease, pois mesmo que αβ 

metileno ATP se ligue de modo competitivo a ATP, não é capaz de ativar o receptor de 

rato. A princípio é possível selecionar aptâmeros com atividade inibitória, de ativação 

ou mesmo sem nenhum efeito sobre o sítio de ativação do receptor. Além disso, é 

possível obter aptâmeros com efeitos alostéricos positivos ou negativos (Ulrich e 

Gameiro, 2001).  

A aplicação de ATP resultou em ∆[Ca2+]i  nestas células (Fig.30A). A 

possibilidade da ativação do receptor na presença de RNA resistente à nuclease ciclo 5 

P2X4 foi verificada após a aplicação de 250 nM entretanato não surtiu efeito (Fig.30B). 

O efeito da aplicação do RNA somente foi verificado após aplicação de 100 µM de 

ATP. A co-aplicação de 100 µM de ATP resultou em ∆[Ca2+]i  e após 5 minutos, a 

aplicação de 250 nM de RNA resistente à nuclease ciclo 5 P2X4R + 100 µM de ATP 

não surtiu efeito. Os aptâmeros inibiram a resposta ativada pela aplicação de ATP 

(Fig.30C). Tais dados são qualitativos e para avaliação quantitativa de inibição 

desencadeada pela co-aplicação foram realizados patch clamping em whole cell 

recording. 

Ensaios de ligação radioligante-receptor para estudar a ligação do (32P) RNA s 

resistente a nucleases ciclo 9-P2X4R ao receptor P2X4 (Fig.30 D-H) mostrou que o (32P) 

RNA do ciclo 9-P2X4R não foi deslocado pela suramina nas células 1321N1-PLSXN ou 

PLSXN-P2X2 (Fig.31H). Houve entretanto o deslocamento de (32P) RNA ciclo 9-P2X4 

ligado ao receptor P2X4 na presença de excesso de αβ metileno ATP, semelhante aos 

testes ligação radioligante-receptor entre (32P) ATP e excesso de αβ metileno ATP 

(Fig.30D e G). αβ metileno ATP liga-se aos receptores P2X2 e a P2X7 (Fig.30 E e F), 

contudo o RNA selecionado é capaz de discernir entre os receptores P2X2, P2X7 e P2X4 

sendo somente deslocado por excesso molar de αβ metileno ATP nos experimentos 

como receptor P2X4 (Fig.30D) (North, 2000).  

Para avaliação final do enriquecimento de moléculas ligantes ao receptor, 

ensaios de gel shift foram foram realizados com incubação do (32P) RNA resistente a 

nucleases de diversos ciclos de SELEX com extratos de membrana das células 1321N1 
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PLSXN, PLSX-P2X2R e PLSXN-P2X4R na concentração de 20 µg, procedimento 

descrito no ítem 3.2.13.1 (Fig.31A). O complexo foi submetido à eletroforese em gel 

não denaturante 3%.  

Os complexos proteína-32P-RNA ou somente 32P-RNA retidos no gel foram 

quantificadas utilizando o programa IMAGE J. Houve aumento da ligação 32P-RNA -

proteína nos ciclos finais nos extratos de membrana com P2X2 ou P2X4. Resultado 

contrário foi obtido quando a incubação fi realizada somente o extrato de membrana 

contendo o vetor vazio, sem o receptor (Fig.31B). Os ciclos iniciais de SELEX contêm 

espécies de RNA que se ligam a outras proteínas presentes no extrato de membrana, 

outras proteínas além do receptor, tal ligação não é verificado utilizando ciclos mais 

avançados de seleção (ciclo 6 e 8) (Fig.31B).  
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Figura 31: Avaliação do enriquecimento de moléculas de RNA ligantes aos receptores 

P2X2 ou P2X4 através de gel shift. Os extratos membrana-protéicos das células 1321N1 

PLSXN, PLSXN P2X2R e PLSXN P2X4R foram incubados com (32P) RNA resistentes a 

nucleases dos ciclos 1-11 SELEX P2X2 ou dos ciclos 1-9 SELEX P2X4. (A) A imagem a 

esquerda mostra a ligação das moléculas de (32P) RNA ao extrato contendo o receptor 

P2X2 , já a imagem a direita, a incubação mostrada é com a membrana de células 

transfectadas somente com o vetor e os ciclos 6 e 8 e houve redução de ligação na 

incubação com ciclos avançados. (B) O gráfico a esquerda: densitometria da ligação (32P) 

RNA P2X2 ao extrato de membrana P2X2. O gráfico ao centro mostra a quantificação da 

ligação do (32P) RNA dos ciclos 1, 2, 6, e 8 ao extrato de proteína- membrana das células 

contendo o vetor vazio. O gráfico a direita representa a ligação de moléculas (32P) RNA 

dos ciclos contra o receptor P2X4  a membrana contendo o receptor P2X4. 
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4.8 Avaliação da atividade dos aptâmeros selecionados contra os receptores 

P2X2 e P2X4 

  

 Após constatar enriquecimento de moléculas de RNA resistentes a nucleases 

após 9 ciclos de seleção de SELEX, ao sítio de ligação de suramina ou αβ metileno 

ATP nos receptores P2X4 e P2X2 (Fig.30A), o último ciclo de cada seleção foi utilizado 

para clonagem e em ensaios funcionais. Para avaliar o tipo de interação que o RNA 

ciclo 9 P2X4 excerce sobre o receptor, foram realizados ensaios de patch clamping em 

whole cell recording. Dados de testes funcinais utilizando o ciclo 5 de cada sleção 

indicaram o enriquecimento de sequências com atividade inibitória (Fig.30B e C).  

Nos ensaios de patch clamping, a célula transfectada com o receptor recebeu 

inicialmente 100 µM de ATP e após 5 minutos, recebeu a co-aplicação de 100 µM de 

ATP + 1 µM de RNA ciclo 9 SELEX P2X4R. Comparando corrente induzida pela 

aplicação de ATP e da co-aplicação, detectou-se redução da corrente ativada pela 

aplicação de somente ATP em até 88% (Fig.32A e B). A aplicação em seguida de ATP, 

mostrou que a corrente induzida pelo agonista reestabeleceu-se.  

A inibição da corrente foi maior, quando alicou-se uma menor concentração de 

ATP (100 µM) como esperada na inibição do tipo competitiva. O aumento da 

concentração de ATP em 500 µM e co-aplicação 5 µM ciclo 9 SELEX P2X4R + 500 

µM, surtiu o mesmo efeito de inibição (Fig.32A e B). Estes dados confirmaram o 

enriquecimento de sequências de RNA resistente a nucleases com atividade inibitória 

sobre o receptor P2X4 durante os ciclos de enriquecimento.  

 O RNA do ciclo 9-P2X4 foi testada nas células 1321N1-PLSXN-P2X2. αβ 

metileno ATP liga-se também ao receptor P2X2. Após aplicação inicial de 500 µM de 

ATP, houve uma pausa de 5 minutos para permitir a ressensibilização do receptor e em 

seguida co-aplicou-se 500 µM ATP + 5 µM ciclo 9 P2X4R. Os dados de corrente 

induzida pelo ATP indicaram que não houve diferença quanto as correntes obtidas nas 

duas condições (Fig.32 C e D). Tais resultados indicaram que as moléculas de RNA 

selecionados somente reconhecem o receptor P2X4. Os testes de ligação radioligante-

receptor de (32P) RNA ciclo 9 sugeriam tal seletividade de ligação ao receptor P2X4 e 

não P2X2 ou P2X7 (Fig.30 D). 
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Figura.32. Efeito da co-aplicação de RNA resistente a nucleases do ciclo 9- P2X4R + ATP 

sobre a atividade dos receptores transfectados P2X4 ou P2X2. em células 1321N1. As 

correntes induzidas pelo ATP ou a co-aplicação com o RNA ciclo 9 SELEX P2X4 foi 

determinada através da técnica de cell flow na configuração de whole cell recording. (A e 

B) a-100 µM ATP; b- 100 µM ATP + 5 µM RNA (ciclo 9- P2X4R); c- 500 µM ATP; d- 500 

µM ATP + 5 µM RNA (ciclo 9- P2X4R). (C e D) Medidas de whole-cell recording 

utilizando1321N1 PLSXN P2X4R. a- 500 µM ATP; b- 500 µM ATP + 5 µM RNA (ciclo 9 

P2X4R). Ao contrário do receptor P2X4, o receptor P2X2 não foi inibido na presença do 

RNA selecionado. As células 1321N1 foram mantidas durante o experimento na voltagem 

transmembrânica de -60 mV (pH 7.4, 22oC). 
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Baseada nestes resultados e de ligação radioligante-receptor (Fig.31 e 32), o 

último ciclo de RNA resistente a nucleases P2X2 e P2X4 foi clonado e seqüênciado. As 

seqüências obtidas foram comparadas a fim de determinar regiões consenso conservadas 

nos ciclos, que adquirem conformações secundária responsável pelo efeito de inibição 

do receptor que não é necessariamente na conformação fechada (Fig.33).  

No alinhamento dos aptâmeros P2X4 foram identificados diversos 

ribonucleotídeos conservados, estes foram agrupados quanto à similiaridade em 

famílias. Algumas seqüências tiveram maior representatividade como A84 (5X) e A132 

(12X). A análise de seqüências do ciclo 11 P2X2 mostrou a presença de duas famílias 

conservadas (Fig.33). 

 Para determinar quais as grupos de aptâmeros que melhor interagíam com o 

receptor foram realizados inicialmente testes de ligação radioligante receptor  com um 

representante de cada grupo(Fig.34A). Nestes experimentos, identificou-se maior 

deslocamento pelo competidor dos aptâmeros A51, A81 e A114 P2X4. Em seguida a 

atividade dos aptâmeros foi avaliada por ensaios de patch clamping (Fig.34B), que 

indicou que além destes aptâmeros, A43 resulta também na redução de corrente ativada 

pelo ATP. 

Três representantes das duas famílias identificadas do RNA selecionado do 

receptor P2X2 foram utilizadas em experimentos de ligação radioligante receptor, na 

ausência ou presença de excesso molar de suramina nas células transfectadas e os 

aptâmeros foram deslocadas pela suramina (A63, A65 e A69) em até 40% (Fig.35A). A 

atividade do aptâmero A63 foi avaliada em testes de patch clamping em whole cell 

recording quando demonstrou haver inibição de corrente ativada por ATP de 38 % +/- 

9% (Fig.35B).  

Uma estimativa da constante de inibição do aptâmero (Ki) foi determinada de 

acordo com a equação: A/Ai=1+x/Ki (Hess e Grewer, 1998), sendo A a corrente ativada 

por ATP, Ai corrente ativada com a co-aplicação ATP + A63, x= concentração do 

inibidor não competitivo 1 µM. O valor de Ki ficou em torno de 273 a 885 nM.  
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      (A) 

Família I 
A51             5’--AUUUAGGCGGCCCAGUCCUUGGCGUAACGUCCUGCAAGGGGAUUACCAU-----3’-----49 (1X) 
A44             5’-----ACAGAAGUUCAAUUAGCAAUGUAAUUCCCACCUCGUGCAA-----------3’---- 40 (1X) 
A06             5’--------------CUAAAACUAAAGUAAC-CCUACCUGAUGCAAAAAGAAUAG—-3’---- 39 (1X) 
A05             5’----UUGCCCGUUAACAUUCGCAAAGUAAUCUCCACCAAUAGCGCCG---------3’---- 43 (1X) 
A29             5’-----CUACAUGACUUCUGGACUC-GUAAUCACU----------------------3’---- 29 (1X) 
A81             5’-------ACAAG-CUUCUGGACUCGGUAAUCGAAUUCCCGCGGGUUCCAUGGCGGCCGGG 3’52 (1X) 
A40             5’--------CUCUCCAUCUAACAUACGC--AGGGCGCACAAAAAAAAUAAA------3’---- 40 (1X) 

Família II 
A49             5’UGCUGAUUCACCACGCCCGGCCUCUAGCACUACCCU--------------------3’--- 36 (1X) 
A41             5’--------UAAGAU-AGCGAAUAUUAAAACUACCUACCCCGGAUUGU---------3’--- 38 (1X) 
A50             5’--------AUGAUCAGUUCAACCUAGAAGCGAUUAACUAAAACUAGCU--------3’--- 40 (1X) 
A84             5---------CUCCCAAUAUAAGU--AGG-UACCUAAUAAAUACAGCUAUCAU-----3’--- 40 (5X) 
84, 108, 123, 130, 103 
 

Família III 
A43             5’-----------CCCGGAAUAAUCUCAUAACAGACAUUUAGUGUAAGAAUAGU----3’--- 41 (1X) 
A48             5’--------CACACCGAAUAAUCGUAGUGCUAGAACUUAGAGACCGCCU--------3’--- 40 (1X) 
A2              5’-----------AUUGUGCGACCCUGUGGGUAUACACUCAAAAUCAAAUGAA-----3’--- 40 (1X) 
A09             5’--------AUUUCUUAAAGAUAAUGG-GCUAGUGAUAUGGGGUAAUGAA-------3’--- 40 (1X) 
A132            5’----CCCACCAAAAAUCAACUUUACAACCAGAUUAUAUGAGCAAU-----------3’--- 41 (12X) 
132, 128, 125, 131, 115, 77, 117, 83, 124 
 
 
 

 (B) 

Família I 
A612       5’-----------------------------------CGTAATACGACTCACTATAGGGA 3’ 
A72        5’AAGCTTCTGGACTCGGTAGAAGCTTT------------AATACGACTCACTATAGGGA 3’ 
A621       5’AAGCTTCTGGACTCGGTG-------------------TAATACGACTCACTATAGGGA 3’ 
A70        5’AAGCTTCTGGATTCGGTG-------------------TAATACGACTCACTATAGGGA 3’ 
A69        5’------CTGGACTCGGTG-------------------TAATACGACTCACTATAGGGA 3’ 
A62        5’ -----CTCGAGTTCCAGAANCTTCTGGACTCGGTGCTAATACGACTCACTATAGGGA 3’ 
A64        5’------CTGGACTCGGTG-------------------TAATACGACTCACTATAGGGA 3’ 
A67        5’------CTGGACTCGGTG-------------------TAATACGACTCACTATAGGGA 3’ 
 

Família II 
A68       5’--------TACCGAGTCCAAAAGCTTGTAGTACCGAGTCCAGAAGCTTGTAGTAGATGGCAGTT 3’ 
A65       5’----------------------GCTTGTAGTACCGAGTCCAGAAGCTTGTAGTAGATGGCAGTT 3’ 
A63       5’--------------------AAGCTTGTAGTACCGAGTCCAGAAGCTTGTAGTAGATGGCAGTTGAATTC 3’ 
A641      5’--------TGTAGTGTCCAGAAGCTTGTAGT 3’ 
A642      5’------------GAGTCGTATCACTAGATGGCAGTTGAATTC 3’ 
A662      5’--------------------AGATGGCAGTTGAATTCAACTGCCATCTAT 3’ 
A661      5’-----------------------TCAAGCTTGTAGTGCTTGTAGT 3’ 
A611      5’-------------TACCGAGTCCAGAAGCTTCTGGACTCG 3’ 
 
 
Figura.33 Identificação dos aptâmeros selecionados durante os ciclos de enriquecimento 

de SELEX ciclo 9 P2X4 e ciclo 11 P2X2 (A) As sequências presentes no ciclo 9 P2X4 foram 

alinhadas e as sequências consenso foram identificadas e agrupadas em famílias. Ao fim da 

sequência está indicado o número de nucleotídeos randômicos que compõe o aptâmero 

como também o número de vezes identificado na biblioteca sequenciada. (B) Processo 

semelhante foi realizado com as seqüências do ciclo 11 P2X2, neste caso, além de sequências 

idênticas, duas porções conservadas durante a seleção estão sublinhadas. 
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Figura.34 Avaliação da afinidade e potencial inibitório dos aptâmeros selecionados contra 

o receptor P2X4  através de ensaios de ligação radioligante receptor e patch clamping em 

whole-cell recording. (A) Ensaios de ligação radioligante-receptor com (32P) aptâmero foi 

incubado nas células transfectadas na ausência ou presença de αβ metileno ATP para 

determinação da ligação específica. (B) Os mesmos aptâmeros foram testados por patch 

clamping em whole-cell recording. A co-aplicação de 100 µM de ATP + 1 µM de aptâmero 

resultou em inibição da corrente ativada por ATP. As sequências do ciclo 0 R9 ou R24 

foram utilizadas como controle. As células foram mantidas durante o experimento na 

voltagem transmembrânica de -60 mV (pH 7.4, 22oC). 
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Figura.35 Avaliação da afinidade e potencial inibitório dos aptâmeros contra receptor 

P2X2 por ensaios de ligação radioligante receptor e patch clamping em whole-cell recording 

(A) Três destes aptâmeros A63, A65, A69 foram avaliados em testes de ligação 

radioligante receptor e demonstraram serem deslocados por excesso de suramina (100 

µM) em aproximadamente 50% comparado ao controle sem competidor. B) Medidas de 

patch clamping em whole cell recording. A aplicação de ATP e em seguida aplicação de 

ATP + 1 µM do aptâmero 63 resultou em 38 % +/- 9% de inibição da corrente ativada 

somente por ATP. As células foram mantidas durante o experimento na voltagem 

transmembrânica de -60 mV (pH 7.4, 22oC). 
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Representantes de famílias conservadas nas duas seleções de SELEX tiveram 

sua estrutura secundária predita pelo programa M-fold (Zuker, 1989) que lev em conta a 

conformação estável , energia livre (∆G) mínima estável, temperatura e salinidade do 

meio. Contudo, o programa não utiliza como parâmetros como da utilização de 

ribonucleotídeos modificados que foi utilizada nestes aptâmeros que resultam no 

aumento da estabilidade do RNA resistente a nucleases, característica que pode mudar a 

conformação da estrutura secundária. Foram preditas as estruturas dos aptâmeros A43, 

A51, A81 e A114 P2X4 e A65 e A69 P2X2 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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Figura 36 Predição do grampo estrutural envolvido com a inibição e a atividade inibitória 

de inibição por patch clamping. Através do programa M-fold foi feita a predição do stem 

loop envolvido com a inibiçãoda corrente ativada pelo ATP dos aptâmeros A63, A65, A51 

e A81.  
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4.9 Inibição de receptores purinérgicos nas células PC12 e P19 utilizando 

aptâmeros específicos aos receptores P2X4  

 

A característica principal dos aptâmeros identificados por SELEX é que são 

extremamente específicos disernindo isoformas da mesma proteína o que poderia 

resultar num inibidor específico ao receptor purinérgico utilizado, como sugerido em 

nossos dados (Fig.32). Testamos os aptâmeros em células que expressassem os 

receptores selvagens como P19 teratocarcinoma murino e PC12 feocromocitoma de rato 

nas quais identificamos a expressão destes receptores (fig.13 e 16).  

Às células P19 indiferenciadas foram adicionadas diferentes concentrações de 

RNA resistentes a nucleases (ciclo 9 P2X4) (Fig.37) na formação de CE semelhante ao 

experimento na presença de inibidores genéricos de receptores purinérgicos (Fig.17). 

Após adição de all trans ácido retinóico nas células em suspensão 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 concentração de 2,5 nM RNA ciclo 0 e 9 

resultaram em 2,5 e 5% respectivamente de aumento na distribuição de CE com 

tamanho maior que 7 em relação ao controle.  

Já com a aplicação de 25 nM, a distribuição de CE na faixa de 0.1-1.4 ua reduziu 

em relação ao controle mas na fração de distribuição 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 específico foram plaqueadas a fim de se diferenciarem em 

neurônios semelhante ao controle (Fig.7). As células mantiveram-se em cultura até o dia 

8. A morfologia celular de diferenciação dos neurônios advindos de CE ficou alterada, 

as extensões foram menores nas células tratadas com alteração morfológica (Fig.37B). 

O mesmo ensaio foi novamente realizado com adição de 200 nM RNA ciclo 9 P2X4R 

na qual foi observado a depleção da formação de CE (Fig.38D). Tal fato não ocorreu 

nos ensaios no controle ou na presença de RNA ciclo 0. Os dados obtidos corroboram 

com o fato de que os receptores P2X4 estejam envolvidos com a formação dos CE e 

envolvidos com a determinação do progenitor neural P19 que é pré-requisito para a 

diferenciação precoce. 
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Figura.37: Efeitos da presença de RNA resistente a nucleases (ciclo 0 e 9-P2X4) sobre a 

formação de corpos embriônicos (CE). (A) Na presença 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 

relação ao ensaios controle. (B) A presença de 25 nM de RNA ciclo 9 resultou em pequeno 

aumento do tamanho de CE pela redução de CE de 1-1.4 ua de 20% em relação ao 

controle. (C) Os corpos embriônicos de (B) foram plaqueados em frascos aderentes para 

dar continuidade à diferenciação neuronal na ausência de aptâmeros até o dia 8. As 

extensões celulares provenientes de células diferenciadas de corpos embriônicos na 

presença de RNA do ciclo 9-P2X4 foram menores quando comparada ao controle. (D) 

Utilizando 200 nM de RNA ciclo 9 P2X4 houve depleção da formação de CE ao contrário 

quando comparado ao ciclo 0. Os dados se referem a três experimentos realizados 

independentes. 
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Outro experimento funcional realizado foi a utilização de RNA resistente a 

nucleases ciclo 9 P2X4 nos experimentos de calcium imaging em células P19 

indiferenciadas para comparar o aumento ∆[Ca2+]i (Fig.15) após aplicação de ATP +αβ 

metileno ATP e a co-aplicação destes com o RNA. Neste estágio, além dos receptores 

P2X4, outros receptores purinérgicos são expressos (b-Resende e cols., 2007, Fig.16 e 

tabela 3). O ligante αβ metileno ATP promove somente ativação do P2X3 presente neste 

estágio. A aplicação de ATP ativa os receptores P2X3, P2X4, P2Y1, P2Y2, P2Y4 e 

P2Y6. Somente a comparação da ∆[Ca2+]i ativado por αβ metileno ATP e a co-aplicação 

com o RNA ciclo 9 poderiam indicar a atividade da biblioteca de RNA nucleases 

resistente sobre o receptor. A aplicação nas células de ATP + αβ metileno ATP 

(Fig.38A) ativa o influxo mediado por αβ metileno ATP e ATP, de todos os receptores 

purinérgicos presentes. A aplicação de ATP + biblioteca de RNA resultou em menor 

∆[Ca2+]i (Fig.38B) quando comparado a (A). O agonista ATP ativa os todos os 

receptores purinérgicos presentes inclusive os metabotrópicos P2Y. O RNA inibiu os 

receptores P2X4. A co-aplicação αβ metileno ATP + RNA ciclo 9 (Fig.38C) resultou em 

menor influxo de cálcio quando comparado a (A) e (C) pois houve ativação somente do 

receptor P2X3 e não houve alteração da atividade dos receptores P2Y presentes. Foi 

identificado que houve redução do influxo de cálcio na co-aplicação do RNA ciclo 9 

com ATP e com αβ metileno ATP quando comparado ao controle (A) identificado pela 

análise de variação de fluorescência (F/F0) (Fig.38D). Nossos dados indicaram que o 

RNA atuou nos receptores P2X4 presentes nas células P19 não no receptor P2X3. 

Na célula PC12 de feocromocitoma de rato, o potencial inibidor e a seletividade 

do RNA (ciclo 9, P2X4) na concentração de 1 µM foi analisada por ensaios de patch 

clamping em whole-cell recording. Determinou-se 300 µM de ATP a concentração para 

obtenção da corrente máxima (Fig.38E). Na aplicação dessa concentração de ATP na 

presença de αβ metileno ATP de 5 µM (Fig.38F) como ativador adicional, não resultou 

em aumento de corrente induzidos pelos receptores purinérgicos presentes e pelo 

contrário houve inibição da corrente ativada pelo receptor P2X4 de rato. Sabendo-se que 

não há expressão de receptores P2X7 nestas células (Arslan e cols., 2000). Vinte e cinco 

% da corrente ativada por ATP nestas células aparentamente foi mediada pelo receptor 

P2X4. 
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Ensaios de patch clamping em whole-cell recording em células PC12 foram 

realizados com aplicação de 300 µM de ATP + 1 µM RNA (ciclo 9 P2X4) comparado 

ao controle (300 µM de ATP) e a coaplicação com ATP + αβ metileno ATP. A 

percentagem de inibição semelhante observada na presença de aptâmeros e αβ metileno 

ATP foi semelhante. A conclusão final dos ensaios com células P19 e PC12 é que os 

aptâmeros selecionados reconhecem especificamente o receptor P2X4 presentes nestas 

células.  
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Figura 38. Efeitos de RNA resistentes a nucleases ciclo-9-P2X4 como inibidores da 

atividade dos receptores purinérgicos P2X4 nas células P19 e PC12. (A) Houve aumento de 

∆[Ca2+]i nas células P19 indiferenciadas após adição de 100 µM ATP + 50 µM αβ metileno 

ATP (B) Foi verificada que co-aplicação de 100 µM ATP + 250 nM de RNA ciclo 9- P2X4 

redução de ∆[Ca2+]i quando comparado a controle (100 µM ATP)(C) A co-aplicação de 

250 nM de RNA (ciclo 9-P2X4) com 50 µM de αβ metileno ATP resultou em redução de 

∆[Ca2+]i quando comparado a (A) e (B). As células analisadas contendo o receptor P2X3 

estão indicadas pelas setas. (D) Razão (F/Fo) após adição de ligantes mostrou ∆[Ca2+]i em 

(A), (B) e (C). Valor mediano está indicada pelo traço preto no gráfico. (E) Curva de 

corrente máxima induzida pelo ATP medida através de patch clamping em whole-cell 

recording, a concentração de 300 µM de ATP atinge o plateau dos receptores. (F) O gráfico 

compara a corrente após aplicação de 300 µM de ATP, 300 µM de ATP + 5 µM αβ-

metileno ATP e 300 µM de ATP + 2 µM de RNA ciclo 9- P2X4. 
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4.10 Inibição de receptores purinérgicos nas células PC12 utilizando 

aptâmeros específicos aos receptores P2X2  

 

Ensaios nas células PC12 com co-aplicação de 100 µM de ATP + 1 µM de A63 

em patch clamping em whole cell recording resultou em inibição de corrente ativada de 

ATP de 21% (Fig.39). Há casos de aptâmeros inativos, que resultam em baixa inibição 

ou ainda agem como ligantes alostéricos. Mas neste caso nada pode ser afirmado quanto 

a especificidade pela presença de outros receptores purinérgicos nas células PC12.  

Nossos dados indicam que os aptâmeros selecionados são específicos aos 

receptores alvo utilizados na seleção de SELEX sendo inibidores específicos em 

potenciais a estes receptores. 

 
Figura 39. Ensaios de patch clamping em whole cell recording nas células PC12 utilizando o 

aptâmero A63 P2X2 membro da família conservada II. (A) A aplicação de 100 µM de ATP. 

(B) Co-aplicação de 1 µM de A63 + 100 µM ATP resultou em inibiçãode 21% da corrente 

induzida na aplicação de 100 µM de ATP nas células PC12 em relação ao controle. O 

aptâmero A63, pertencente a família II.  
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5. Discussão 

 

5.1 Caracterização da diferenciação neural nas células de carcinoma 

embrionário P19 

 
Durante o desenvolvimento embrionário, as células precursoras neurais 

participam da formação da citoarquitetura cerebral em três níveis de organização: na 

organogênese da ultra estrutura do sistema nervoso com estabelecimento de 

reservatórios de células progenitoras, em sistemas nos quais são responsáveis por 

responder a alterações sistêmicas ou perturbações fisiológicas ou patofisiológicas e em 

nível de micro-estrutura com estabelecimento de conexões sinápticas em processos de 

plasticidade neural (Imitola e cols., 2004). 

Para compreender-se os mecanismos de diferenciação, plasticidade neural e 

integração de neurônios imaturos em circuitos sinápticos existentes utilizamos a 

linhagem de carcinoma embrionário murino P19 (EC), como modelo de diferenciação 

neuronal. Esta linhagem é bem caracterizada na literatura e compreende todos os passos 

de diferenciação de célula-tronco embrionária murina (ES)(Fig.7). A diferenciação 

neuronal destas células é muito semelhante ao que ocorre in vivo quanto a expressão de 

marcadores protéicos. A determinação da diferenciação neuronal in vivo ocorre na 

formação do tubo neural enquanto que a maturação neuronal com a formação de 

sinapses funcionais ocorre durante a migração 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-híbrido 

neuroblastoma de camundongo X glioma de rato) foi caraterizada quanto a atividade e 

expressão de seus receptores de neurotransmissão e neuropeptídeos. Nosso objetivo 

neste trabalho foi de identificar receptores envolvidos nas vias de sinalização em 

comum quanto a diferenciação 

As células P19 têm um repertório amplo de diferenciação comparada às outras 

linhagens neuronais PC12 ou NH15-CA2, podendo originar células dos 3 folhetos 

embrionários e diversos tipos neuronais quando comparadas a diferenciação de células 
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PC12 que originam neurônios adrenérgicos ou feocromócitos ou de células NH15-CA2 

que resultam somente neurônios e glias após diferenciação. A diferenciação neuronal 

das células P19 segue o mesmo padrão de expressão de marcadores protéicos da 

diferenciação ectodérmica da crista neural, entretanto não demanda manunteção 

especial requerida pelas células ES murinas. In vitro, além de células-tronco 

embrionárias que possuem capacidade de originar células dos 3 folhetos embrionários, 

há as células progenitoras neuronais presentes no giro dentado do hipocampo, na zona 

subventricular e na cortical, que podem ser induzidas a se diferenciarem em neurônios e 

glias após a formação de neuroesferas. 

A diferenciação do tipo neuronal, in vivo, de neurônio mesencefálicos 

dopaminérgicos ocorre em duas regiões organizadoras: no istmus (presente entre a 

região mesoencefálica e o cerebelo, denominada também mid/hindbrain boundary-

MHB) e nas células lâmina basal (floor plate) que estão presentes em todo sistema 

nervoso central ventral. A expressão da enzima tirosina hidroxilase (TH) envolvida com 

a síntese de dopamina em neurônios, foi detectada no dia 11 do desenvolvimento 

embrionário no mesoencefálo de camundongo. Mas as células já estão especificadas a 

originarem neurônios dopaminérgicas  numa fase anterior pela ação de duas proteínas 

sinalizadoras, a Shh (sonic hedgehog) e o FGF 8 (fator de crescimento de fibroblasto 8) 

(Wallén e Perlmann, 2003). A combinação destes fatores a FGF 4 especificam células a 

se diferenciarem em neurônios serotoninérgicos localizados na cauda do MHB (Ye e 

cols., 1998). Nas células precursoras dopaminérgicas foi identificado a enzima aldeído 

desidrogenase (Aldh1), capaz de metabolizar retinaldeído a ácido retinóico. Acredita-se 

que este esteja envolvido na sinalização inicial da diferenciação de neurônios 

dopaminérgicos (Castro e cols., 2001). In vitro foi identificado que a transcrição da 

subunidade do receptor de NMDA NR1 é ativada após adição de all trans ácido 

retinóico nas células P19 (Bai e cols., 2003) sendo que sua expressão aumentou no 

decorrer da diferenciação (Okamoto e cols., 1999). 

Os neurônios P19 permanecem em cultura por mais de 40 dias após a indução a 

diferenciação neuronal e glial. Tal característica permite estudar o processo de 

diferenciação, maturação neuronal e sináptica e a interação neurônio-glia. Nesta cultura 

celular foi identificada a secreção de diversos neurotransmissores, neuropeptídeos e 
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seus precursores, e de enzimas envolvidas com a via de síntese; neuropeptídeo Y, 

serotonina, GABA, ácido glutâmico descarboxilase, GABA-transaminase, 

somatostatina, tirosina hidroxilase, DOPA decarboxilase, serotonina, peptídeo 

calcitonina, galanina, substância P e encefalina (Staines e cols., 1994). In vivo 

neurotransmissores, neuropeptídeos e seus receptores estão presentes em estágios 

precoces da diferenciação, fase anterior a formação de sinapses corticais e sub-corticais 

nas quais regulam o processo de desenvolvimento do sistema nervoso. Neste estágio, 

estes ligantes atuam de modo semelhante a fatores de crescimento (Nguyen e cols., 

2001).  

Estudos para entender os mecanismos envolvidos na determinação do estágio 

progenitor neurais e na maturação neuronal podem aumentar a compreensão quanto as 

vias de sinalização intracelular envolvidas, que pode ser utilizada em estratégias 

terapêuticas a fim de direcionar a diferenciação neuronal a um fenótipo específico 

(Wallen e Perlmann, 2003).  

Neste sentido, nosso trabalho consistiu em tentar elucidar o papel dos receptores 

P2 e especificamente  dos subtipos P2X2 e P2X4 nas células P19. Pela ausência de 

ligantes seletivos, utilizamos a técnica SELEX para identificar-se aptâmeros específicos 

capazes de inativar tais receptores em estágios específicos da diferenciação.  

 

5.2. Expressão de receptores de neurotransmissores de NMDA, de 

acetilcolina e dos neuropeptídeos endotelina-B e B2 de cininas nas linhagens 

neuronais NH15-CA2 e carcinoma embrionário P19. 

 

O desenvolvimento embrionário do sistema nervoso de vertebrados é baseado no 

controle da expressão gênica que por sua vez é o resultado da influência de fatores 

intrínsicos e extrínsicos. O controle da expressão de fatores específicos de transcrição 

promove a expressão de moléculas de superfície celular, de receptores e de moléculas 

com atividades biológicas resultando em mudanças morfológicas e moleculares 

necessárias para a maturação do sistema nervoso (Fig.2). O processo de diferenciação in 

vivo envolve a passagem das céulas por vários estágios fenotípicos, de células 
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pluripotentes a progenitoras, seguida pela migração e maturação neural de neurônios e 

glias (Fig.1).  

Neste processo, os neurotransmissores e seus receptores são expressos em 

diversos estágios da diferenciação neuronal, os quais ativam vias intracelulares nas 

células em diferenciação para a maturação de sinapses cerebrais. A expressão de 

receptores é importante em fases específicas do desenvolvimento embrionário, por 

exemplo em embriões de Xenopus aonde a inibição dos receptores de dopamina e de α 

adrenérgico resulta na redução da quantidade de neurônios diferenciados (Rowe e cols, 

1993). A ativação de receptores de serotonina, noradrenalina e dopamina elevam a 

[Ca2+]i durante a diferenciação neuronal (Lauder, 1993) (Fig.2). Neurônios e 

progenitores neurais de embriões de rato expressam o receptor M1 muscarínico de 

acetilcolina, o qual está envolvido com a sinaptogênese na região cortical (Williams e 

cols., 2004). Há também a participação do receptor de acetilcolina, α7 envolvido com a 

axogênese, sinaptogênese e na plasticidade sinaptica (Criado e cols., 1997, Slotki e 

cols., 2004). A serotonina está envolvida com na formação crânio-facial e no 

desenvolvimento cardíaco; em nível celular atua na proliferação, migração, expressão 

gênica e a morfogênese 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 proliferação de precursores 

neuronais (Haydar e cols., 2000; LoTurco e cols., 1995). A resposta celular de células-

tronco a neurotransmissores é a elevação da ∆[Ca2+]i que em muitos casos altera o 

padrão de síntese de DNA e a formação das junções gap entre as células (LoTurco e 

cols., 1995; Owens e cols., 2000; Console-Bram e cols., 1998).  

Durante o desenvolvimento, pequena sensibilidade à acetilcolina foi observada 

antes da formação de sinapses periféricas, contudo o contato com a célula alvo resultou 

no aumento substancial da sensibilidade celular à acetilcolina o que levou ao aumento 

na expressão e na localização de subunidades nicotínicas de acetilcolina (Nishi,2003). A 

liberação de acetilcolina em células progenitoras neurais regula o desenvolvimento, a 

proliferação, a diferenciação, resulta no crescimento de neuritos e na estimulação a 

diferenciação de células multipotentes neurais. Foi identificada a expressão do receptor 

muscarínico M2 nas células embrionárias neuroepiteliais da zona ventricular de rato 
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semelhante ao que ocorre nas P19 em diferenciação (Larocca e cols., 1994; Coronas e 

cols., 2000, Resende e cols., 2007a; Ma e cols., 2000).  

A fim de caracterizar os neurônios originados do nosso protocolo de 

diferenciação neuronal das células P19, alguns transcritos gênicos foram identificados 

quanto à proliferação, 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 

publicação pelo nosso grupo, Martins e cols. ( 2005). Com participação comprovada no 

desenvolvimento neural, os receptores de acetilcolina, NMDA e do neuropeptídeo 

endotelina-2, foram préviamente identificados na diferenciação neuronal e neural das 

células P19 (Cauley e cols., 1996; Parnas e cols., 1998; Resende e cols., 2007a; Morley 

e cols., 1995; Monge e cols., 1995). Por calcium imaging identificamos e confirmamos 

a atividade de receptores de neurotransmissão e neuropeptídeos em neurônios 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 

diferenciação neuronal in vitro, como em células de PC12, NG108-15, neuroblastoma 

murino N1E-115, em células embrionárias de carcinoma humano (NT2-N e N-TERA), 

em células que se comportam semelhante a tumores humanos neuroectodérmicos como 

a células TE-671 e em progenitoras neurais embrionárias da zona subventricular de rato. 

(Avila e cols., 2003; Melnikova e Gardner, 2001; Yamashita e 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 expressão gênica dos receptores de 

acetilcolina em todas as fases da diferenciação neuronal das células P19 e nas células 

NH15-CA2. Tais dados sugerem o envolvimento de receptores e suas vias de 

transdução de sinal no processo de diferenciação neuronal (Fig.9 e 10). Tais achados 

resultaram na publicação 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 neurotransmissão com atividade investigada durante a 

diferenciação foi de NMDA. Este pertence a família de receptores glutamatérgicos, e 

participa do desenvolvimento do sistema nervoso central. A estimulação dos receptores 
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de NMDA em estágios precoces do desenvolvimento do sistema nervoso central é 

importante para a sobrevivência celular, diferenciação neuronal e estabelecimento de 

redes neurais (Deutsch e cols., 1998). Foi detectado em células progenitoras adultas do 

hipocampo e a exposição destas, in vitro, ao neurotransmissor facilitou a diferenciação 

neural de neuroesferas (Deisseroth e cols., 2004; Kitayama e cols., 2004). No estágio de 

célula progenitora, a atividade do receptor de NMDA é fundamental para alterações 

morfológicas neuronais, mas não no timing de aquisição do fenótipo celular de 

neurotransmissão (Ciccolini e cols, 2003). As células progenitoras P19 e seus neurônios 

expressam tais receptores (Fig.10) e que nos levou a utilizá-los nos experimentos de 

avaliação da maturação neuronal na presença de ligantes de receptores purinérgicos.  

A atividade do receptor de endotelina-B foi somente detectada em neurônios P19 

quando se aplicava máxima concentração do ligante necessária a resposta. Os receptores 

de endotelina são divididos em A e B têm como ligantes endotelina do tipo 1, 2 e 3. A 

endotelina e seus receptores participam da diferenciação e migração terminal de 

determinadas populações localizadas na crista neural. Estas células originam 

melanócitos e células ganglionares entéricas. A perda ou mutação da endotelina-3 ou do 

receptor endotelina-B leva a agangliose distal no intestino resultando na doença de 

Hirschsprung do tipo II ou síndrome Shah-Waadenburg. Não se sabe ao certo se as 

doenças estão relacionadas à migração ou manutenção das células progenitoras da crista 

neural (Kruger e cols., 2003). É necessária a expressão do receptor e do ligante no 

estágio embrional durante os dias 10 a 12.5 quando ocorre a migração de melanoblastos 

e neuroblastos entéricos no desenvolvimento do camundongo (Shin e cols., 1999). 

Os dados de expressão gênica e da atividade de receptores de neurotransmissão e 

neuropeptídeos reforçam a importância da utilização do modelo de diferenciação 

neuronal, in vitro P19 para melhor compreensão dos fenômenos que ocorrem in vivo. 

Desta forma, investigamos os receptores purinérgicos os quais ainda não haviam sido 

descritos durante a diferenciação neuronal no início deste trabalho. 
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5.3. Identificação dos receptores purinérgicos nas células NH15-CA2 e 

durante a diferenciação neuronal das células P19 

 

A sinalização purinérgica é um sistema primitivo envolvido em processos 

tróficos de pequena e longa duração que resultam na liberação de ATP endócrina. Foi 

identificada a participação do sistema purinérgico na resposta imune e inflamação, 

transdução mecanosensorial, agregação plaquetária, vasodilatação endotelial mediada, 

estresse e hipóxia, proliferação celular, diferenciação, migração e morte celular 

programada no desenvolvimento (Burnstock, 2006; Rathbone e cols., 1999). 

Haviam-se indícios da participação do sistema no desenvolvimento do sistema 

nervoso. A estimulação de receptores de adenosina (A1) induziram o crescimento de 

neuritos na linhagem humana de neuroblastoma SH-SY5Y e em cultura primária de 

precursores neuronais no estriato. Além disso, estes receptores A1 foram associados ao 

aumento do número de células na fase G1, sugerindo seu envolvimento em processos 

primários da diferenciação neuronal (Canals e cols., 2005). O receptor A2A foi 

identificado no controle da sobrevivência e de morte de células PC12 (Trincavelli e 

cols., 2003).  

Já os receptores purinérgicos P2 foram identificados nas células PC12 e foram 

relacionados à regeneração de neuritos nos neurônios PC12 em 48 horas de tratamento 

com 100 µM 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 é detectada de modo semelhante a diferenciação com NGF e FGF-

2 (Fig.13). 

O receptor ionotrópico P2X5 foi o primeiro a ser associado à diferenciação 

muscular (Ryten e cols, 2002). Atividade mitogênica do ATP foi identificada nas 

células v-myc progenitoras neurais imortalizadas (Ryu e cols., 2003). O estudo com 

células da glia radial do córtex, indicou que há sinalização mediada pelo receptor P2Y1 

na neurogêne, sendo que este foi identificado como sendo o receptor, que inibido pela 

suramina, reduziu a proliferação glia radial (Weissman e cols., 2004). Hogg e cols., 

(2004) identificaram receptores P2X3 e P2X7 em células progenitoras de hipocampo de 
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rato e sugeriram a participação destes receptores no controle da ∆[Ca2+]i para início da 

diferenciação neural. Lin e cols., (2007) e Mishra e cols., (2006) identificaram a 

sinalização parácrina e autócrina do ATP nas células progenitoras como sendo 

responsáveis pela proliferação de células de neuroesferas através da ativação de P2Y, 

principalmente de P2Y1 e P2Y2. O bloqueio destes receptores em neuroesferas 

provenientes de animais knock-outs resultou em menor proliferação celular e de 

transientes ∆[Ca2+]i. mostrado em estudos de inibição de receptores (Mishra e cols., 

2006). A produção de ATP se dá por pulsos sendo mais acentuada no início do processo 

de diferenciação (Lin e cols., 2007). 

Shukla e cols., (2005) identificaram a expressão de diversas ecto-nucleases nas 

células multipotentes progenitoras neurais de hipocampo adulto murino, principalmente 

de NTDPase, responsavél pela quebra em dinucleotídeos ADP e UDP e restrita em 

regiões com atividade neurogênica. Tal atividade enzimática pode disponibilizar 

subtratos a outros receptores purinérgicos com menor afinidade a ATP ou UTP levando 

a ativação desses (Fig.3).  

Nossos dados indicaram a participação dos receptores purinérgicos durante a 

diferenciação neuronal e neural das células P19 e no estado indiferenciado da linhagem 

NH15-CA2 (Fig.14 e 15). Há modificação do padrão gênico de expressão dos 

receptores nos diferentes estágios de diferenciação. Como constatamos a atividade 

destes receptores mesmo em células indiferencidas P19, NH15-CA2 e PC12 sugerimos 

que haja contribuição do sistema no início da diferenciação pelos transientes ∆[Ca2+]i 

como colocado por Hogg e cols., (2004). Nas células P19, os receptores purinérgicos 

inotrópicos P2X2 e P2X4 são expressos em diferentes fases da diferenciação neuronal, 

P2X4 na fase precoce da diferenciação das células P19, NH15-CA2 e PC12 e P2X2 nas 

fases de progenitor neuronal e neurônios maduros das células P19 e em células NH15-

CA2 indiferenciadas (Fig.14, 15 e 16) Tais dados resultaram na publicação de nosso 

achados, Resende e cols.(2007b). Os dados por nós obtidos são semelhantes aos 

verificados por Arslan e cols. (2000). O pesquisador e seu grupo constataram maior 

atividade do receptor P2X4 no estágio indiferenciado devido a ausência de sensibilidade 

das células ao inibidor PPADS. Entretanto, a atividade dos receptores purinérgicos não 

é uma característica isolada da linhagem de teratocarcinoma murino P19, as células EC 
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humanas NTERA-2 expressam receptores P2Y1 em seu estágio indiferenciado de modo 

semelhante às 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 e 

cols., 2004). Além de serem amplamente distribuídos no sistema nervoso central adulto, 

estes receptores possuem alta seletividade ao influxo de cálcio, o que nos levou a 

investigar sua participação deles no processo de diferenciação (Fig.40).  

 

 
 

 

Figura.40 Hipótese da participação dos receptores purinérgicos P2X2 e P2X4 na 

diferenciação neuronal de células P19. Fatores extrínsicos e intrínsicos que coordenam a 

progressão da diferenciação pela ativação de difersas vias de sinalização. 
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A ativação destes receptores dispara diversas vias intracelulares de sinalização, 

os receptores P2Y mediam vias de Ras/Raf/MEK/MAPKs em neuroesferas indicando 

cross talking em potencial com as vias de FGF, EGF/TGFα, PDGF e erb-B para a 

mitose neural (Tu e cols., 2000). Os receptores P2X2 e P2X4 têm sua atividade 

intrínseca regulada pela fosforilação da proteína quinase C (PKC) e AMPc dependente 

de proteína quinase A (ciclic AMP-dependent protein kinase A). Como os receptores 

NMDA e AMPA modulam ∆[Ca2+]i e levam a ativação de fatores de transcrição 

responsivos à proteína elemento ligante de AMPc (CREB). Quando ativados, os 

receptores P2X2 e P2X4 induzem aumento de [Ca2+]i modulando a atividade de 

calmodulina que regula cAMP (AMP cíclico) em questão de segundos e de MAPKs em 

minutos. (Lin e cols., 2007, Berridge, 1998). 

Tais dados corroboram com a importância das células P19 como modelo de 

estudo da diferenciação neural com padrão de diferenciação de progenitoras neurais 

semelhante à zona subventricular e do giro dentado do hipocampo murino quanto a 

expressão 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 sinalização envolvida na determinação do progenitor neural, uma 

vez que atividade de receptores purinérgicos foi verificada em estágio anterior a 

formação de CE. Tais dados podem ser comparados e complementados, uma vez que 

todas as informações provenientes são originárias de células murinas e animais knock 

outs. Além disso, Svendsen e cols. (1997) descrevem restrições no cultivo de 

precursores celulares de rato quando a divisão celular. Nossos dados de expressão de 

receptores de neurotransmissores como acetilcolina, NMDA e purinérgicos são 

semelhantes ao padrão de expressão e atividade no desenvolvimento do tubo neural, em 

progenitoras multipotentes de neuroesferas e em células progenitoras neurais NH15-

CA2 (di-híbrido camundongo X rato)(Staines e cols., 1996; Niemann e Schaller, 1996;).  
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5.4 Efeito da presença de inibidores de receptores purinérgicos sobre os 

fenótipos neuronais obtidos durante a diferenciação neural das células P19.  

 

Mesmo não possuindo inibidores ou ativadores seletivos aos diferentes sutipos 

de receptores purinérgicos, a participação de receptores purinérgicos foi identificada no 

reparo da epiderme através das drogas disponíveis. O tratamento com 1 mM ATP, αβ 

metileno ATP, suramina, PPADS, reactve blue 2 ou 100 nM de TNP-ATP por 48 horas 

indicou que a participação do receptor P2X3 é responsável pelo fluxo de cátions na 

homeostase da barreira epidérmica (Denda e cols., 2002). Greig e cols. (2003) 

identificaram o envolvimento dos receptores purinérgicos na proliferação de 

queratinócitos, na diferenciação e apoptose em epiderme fetal humano. Os receptores 

P2Y1, presentes em células fetais de queratinócitos, atuam na proliferação celular. Os 

receptores P2Y2, presentes em células da periderme, participação no controle de fluxo 

de cloreto e secreção de fluídos ao liquído aminiótico. Coutinho-Silva e cols., (2005) 

relataram que os receptores P2Y1, P2Y2 e P2Y4 estão envolvidos com a proliferação 

celular e apoptose de linhagem celulares de carcinoma epitelial Caco-2 e HCT8. 

No sistema nervoso a privação de oxigênio e glicose desencadeia isquemia que 

resulta em morte celular, a qual é estudada no modelo de fatias de hipocampo 

(organotípicas) CA1 e CA3/fascia dentata de rato. A expressão dos receptores P2X2 e 

P2X4 aumenta no processo de isquemia em diferentes extensões e nos diferentes tipos 

celulares. P2X2 em corpos celulares neuronais localizados em CA1 e P2X4 em 

microglias. Ocorre morte de células de hipocampo, córtex e estriato. A inibição da 

MAPk (proteína específica mitogênica ativada quinase ativadora) p42 e p44 após a 

isquemia por PD98059 ou U0126 resultou em proteção parcial dos danos. A aplicação 

dos antagonistas de receptores purinérgicos suramina (200 µM) ou PPADS (5 a 300 

µM) resultou em neuroproteção na mesma magnitude como obtido na presença do 

bloqueador do canal do receptor de NMDA, MK801. Em ambas as condições a via de 

ERK1/2 MAP quinase foi inibida (Rundén-Pran e cols., 2005). Já Cavaliere e cols. 

(2003) preveniram muitos destes efeitos causados pela isquemia com o tratamento 
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prévio destas fatias hipocampais com 100 µM de suramina ou basilen blue ambos com 

espectro de inibição ampla de receptores purinérgicos. 

Em ensaios de calcium imaging, a combinação da aplicação de inibidores de 

receptores purinérgicos permitiu identificar quais subtipos de receptores purinérgicos 

envolveriam a proliferação celular em neuroesferas. Mishra e cols., (2006) utilizaram 

100 µM dos inibidores MRS2179, PPADS ou suramina e identificaram a participação 

do receptor P2Y1 no processo da proliferação. 

Para analisarmos o fenótipo resultante à alteração da atividade dos receptores 

purinérgicos, optamos por iniciar a diferenciação das células para formação de CE em 

suspensão na presença dos ligantes purinérgicos αβ metileno ATP, suramina, reactive-

blue, brilliant blue-2 e PPADS. Os corpos embriônicos foram mantidos por 48 horas nas 

diferentes concentrações de antagonistas ou agonistas para inibir ou ativar conjuntos de 

receptores purinérgicos. A análise dos tratamentos poderia nos indicar os subtipos de 

receptores purinérgicos envolvidos no processo de proliferação e agregação celular nos 

eventos precoces da diferenciação com formação de CE. Constatamos que a presença de 

suramina, reactive-blue 2, αβ metileno ATP ou brilliant blue alteraram o tamanho dos 

CE (Fig.17), indicando a participação dos receptores P2Y e P2X4,. A análise consistiu 

na expressão de receptores no estágio indiferenciado e o padrão farmacológico de 

resposta analisados no item 4.4.1 (tabela 3 e 4).  

As células se agrupam em forma de corpos embrióides ou embriônicos ativando 

sinalizações intracelulares e passem ao estágio de progenitores neuronais. Neste 

processo, há alterações no padrão gênico, protéico intracelular, morfológico e de 

citoesqueleto celular com variações espontâneas de cálcio intracelular (Czyz e Wobus, 

2001). Após a adesão destas células à garrafa de cultura, há a expressão de um novo 

repertório de receptores purinérgicos, colinérgicos e de neurofilamentos intermediários 

nas células P19 e com aparecimento de neurofilamentos intermediários (Fig.16; Pyle 

cols., 2001; Paterno e cols., 1997).  

Interferir no processo de formação 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 oxigênio para o interior (Gerecht-Nir e cols, 2004). A 

presença dos agonistas ou antagonistas dos receptores purinérgicos interfere com a 
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sinalização de ∆[Ca2+]i levando a alteração da morfologia celular no decorrer do 

processo da formação do progenitor neural. Tal fato foi verificado em condições de 

tratamento dos CE com RNA da biblioteca ciclo 9 P2X4 (Fig.38C). 

O espectro de neurotransmissores liberado pelos neurônios P19 reflete a 

distribuição homogênea de fatores bioativos na cultura celular. Foi constatado, que 

mesmo após a diferenciação, fatores protéicos solúveis são capazes de induzir neurônios 

imaturos a mudar o padrão de síntese de neurotransmissores (Gotz e cols., 1995). O 

neurotransmissor sintetizado pelo neurônio pode ser determinado pela origem celular de 

diferenciação e desenvolvimento ou por um mecanismo estocástico. Mudanças no 

padrão de freqüência local e global de aumento de cálcio estão correlacionadas 

positivamente ao crescimento de neuritos e ao fenótipo neuronal de liberação do 

neurotransmissor GABA, respectivamente. (Ciccolini e cols., 2003). Borondinsky e 

cols., (2004) demonstraram que a alteração distinta de picos espontâneos de cálcio 

intracelular, pode resultar na diferenciação de diferentes classes de neurônios na medula 

espinhal embriônica, com mudanças na liberação de neurotransmissores, contudo sem 

modificação de marcadores fenotípicos da identidade celular. Em seus experimentos, a 

supressão da atividade de picos de cálcio resultou em neurônios com maior expressão 

de neurotransmissores excitatórios e menor número de neurônios com 

neurotransmissores inibitórios. Quando houve maior atividade dos picos de cálcio 

aumentou o número de neurônios com expressão de neurotransmissores inibitórios. O 

grupo estudou tal fenômeno através de superexpressão de canais retificadores de 

potássio (h.Kir.2.1) e através da aplicação de agentes farmacológicos bloqueadores de 

canais de cálcio ou ativadores de canais de sódio.  

A fim de testar alterações no padrão de atividade dos receptores purinérgicos, de 

NMDA e colinérgicos nos neurônios formados, foram realizados ensaios de maturação 

neuronal na presença de agonistas/antagonistas dos receptores purinérgicos: brilliant 

blue, reactive blue 2, PPADS ou suramina na concentração de 1 µM. Os neurônios 

advindos da diferenciação neuronal das células P19 têm 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 ativação ou inibição de receptores purinérgicos na fase de progenitores neurais 

até a maturação 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 maturação neuronal. Através da análise 

farmacológica destes receptores (tabela 3) e do padrão de expressão dos receptores 

purinérgicos nas células progenitores neurais P19 (tabela 4), identificou-se a 

participação de receptores P2X2 e P2Y1 na inibição da atividade de receptores NMDA e 

P2X2 e P2Y2 na inibição colinérgica, analisado no item 4.4.2 (Fig.18). A avaliação 

simultânea do padrão de atividade de ∆[Ca2+]i nestas células a aplicação de ATP/CCh 

por calcium imaging mostrou que o padrão de atividade de receptores purinérgicos e 

colinérgicos ficou alterado entre as células destes ensaios e os neurônios P19 controle 

(Fig.19). O padrão da expressão gênico dos receptores purinérgicos; P2X2, P2X4, P2X7 

e do receptor muscarínico M1 de acetilcolina, em neurônios P19, foi alterado em alguns 

destes tratamentos (dados não mensurados). Seria interessante fazer uma análise através 

de RT-PCR semi-quantitativo, PCR em tempo real ou do-marcação de receptores para 

averiguar a expressão de receptores nas células oriundas de tais tratamentos e sua 

distribuição célula a célula. 

Anteriormente nosso grupo havia mostrado que a inibição de receptores B2 de 

cininas, pelo seu antagonista específico HOE-140, durante a diferenciação neuronal de 

células P19, resultou em neurônios sem atividade de receptores colinérgicos. 

Acreditamos que eventos sucessivos dinâmicos de sinalização são ativados pelos 

receptores B2 de cininas e purinérgicos, que levam no controle da expressão e da 

ativação alguns de receptores de neurotransmissão durante a maturação neuronal como 

de colinérgicos e de NMDA. Contudo, nossos dados indicam que a atividade 

purinérgica e colinérgica é fundamental em todo o processo, e coordena a diferenciação, 

pois apesar dos ensaios, sua atividade é identificada após os tratamentos. Os tratamentos 

iniciados no dia 3 de diferenciação de inibição de receptores P2 resultam na 

modificação da resposta colinérgica, anterior a inibição do receptor B2 de cininas 

(Fig.41). 

A contribuição da atividade dos receptores purinérgicos principalmente de 

receptores metabotrópico como P2Y1, no desenvolvimento do sistema nervoso, foi 
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demonstrada em neuroesferas murinas (Lin e cols., 2007; Mishra e cols., 2006). 

Entretanto Mishra e cols., (2006) sugerem a importância do receptor P2Y2 no processo 

mas não puderam identificar a participação deste pela ausência de ligantes seletivos. A 

adição de ATP em cultura de células-tronco embrionárias murinas resultou em 

proliferacão celular pelas vias de PKC, PI3K/Akt e MAPKs (Heo e Han, 2006). Arthur 

e cols., (2005) identificaram a participação do receptor P2Y2 na diferenciação neuronal 

juntamente com neurotrofinas. Ambos os receptores, P2Y2 e tirosina quinase A, na 

presença de fatores de crescimento aceleram o processo de diferenciação. Estudos 

utilizando neuroesferas de células do estriato embriônico de camundongo, incubadas 3 

dias na presença de 100 µM de suramina ou MRS-2179, mostraram que o receptor P2Y1 

era responsável pelos transientes ∆[Ca2+]i, proliferação e migração de progenitores 

neuronais. Não identificou-se variação quanto a expressão de nestina ou GFAP nas 

células tratadas (Scemes e cols., 2003). 
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Figura.41 Participação dos receptores purinérgicos na diferenciação neuronal das células 

P19. Através de ensaios farmacológicos identificamos a importância dos receptores P2X4 e 

P2Y na formação de corpos embriônicos (CE) (estágio I). A inibição dos receptores 

purinérgicos P2X2 e P2Y1, durante a maturação neuronal, resultou em células sem 

atividade dos receptores de NMDA. O bloqueio farmacológio dos receptores P2X2 e P2Y2 

reduziu a atividade colinérgica das células dias 8 ou 9. A atividade dos receptores 

purinérgicos manteve-se nas células dia 8 ou 9 (estágio II). Dados obtidos pelo nosso grupo 

mostraram que a inibição de receptores B2 de cininas, no dia 5, resultou em células 

diferenciadas no dia 8 sem atividade de receptores colinérgicos. Nossos dados sugerem que 

o sistema purinérgico participe em todo o processo de diferenciação inclusive em fases 

mais precoces.  

 

A importância dos receptores ionotrópicos no processo de diferenciação foi 

identificada inicialmente em mioblastos, onde identificou o receptor P2X5 envolvido 

nas vias de sinalização necessária a diferenciação muscular esquelética (Ryten e cols., 

2002). O receptor P2X5 é expresso em células satélites. A ativação de receptores P2X 

inibiu a proliferação, estimulou a expressão de marcadores de diferenciação muscular, 

incluindo miogenina, p21 e miosina de cadeia pesada e aumentou a taxa de formação de 
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miotubos. Além disso, demonstrou-se que a aplicação de ATP resultou no aumento 

significante e rápido da fosforilação de MAPKs, principalmente de p38, e que a inibição 

da atividade de p38 preveniu o efeito de ATP nas células. Estes resultados não somente 

demonstraram a existência de um modulador de diferenciação esquelética o ATP, mas 

um novo papel desempenhado pelos receptores P2X no controle do destino final de 

diferenciação celular (Ryten e cols, 2002). No desenvolvimento do coração humano, 

foram identificados a expressão dos receptores P2X1, P2X3, P2X4, P2Y6 e P2Y2 

sugerindo sua participação no desenvolvimento e na atividade orgão (Bogdanov e cols., 

1998; Sandona e cols., 2005).  

A decisão celular de replicar-se ou de diferenciar-se é dependente da integração 

de múltiplas vias de sinalização, da densidade celular, do estágio metabólico, da 

viabilidade do ligante, do tipo e níveis de expressão de receptores e cross-talking de 

vias intracelulares distinas (Sommer e Rao., 2002). A compreensão da participação dos 

receptores purinérgicos em processos biológicos é necessária paa o conhecimento do 

amplo papel desta molécula em tróficos celulares, como a diferenciação e tipo neuronal 

específico. Conhecimento que pode ser aplicado em indução de progenitores exógenos 

ou ainda no recrutamento de células-tronco neurais induzindo a migração e 

diferenciação a fenótipos especializados em locais específicos. As células -tronco 

embrionárias originadas podem ser utilizada em modelos animais para testes de drogas 

neurais e neuronais, na pesquisa e desenvolvimento de métodos terapêuticos, na cura de 

doenças neurodegenerativas como esclerose múltipla, doença de Huntington e 

Parkinson, as quais afetam milhões de pessoas ao redor do mundo e resultam em 

dispendioso gasto no tratamento todos os anos.  

 Os camundongos knock outs têm sido gerados e empregados para compreensão 

do papel de cada subtipo purinérgico. Além da utilização de inibidores específicos, 

Mishra cols., (2006) empregaram células destes animais para o estudo dos receptores 

em neuroesferas e identificaram a participação dos receptores P2Y1 e P2Y2 nos 

processos de proliferação celular e eventos transientes de ∆[Ca2+]i. Através da utilização 

de camundongos knock-out ao receptor P2X4, identificou se alterações na região CA1 

do hipocampo. As potenciações de longo-termo (LTP) nas sinapses colaterais de 

Schaffer reduziram consideravelmente em relação ao controle, sugerindo a participação 
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em processos de alta freqüência de estimulação (Sim e cols., 2006). No sistema 

vascular, o camundongo knock-out P2X4 apresenta nas células endoteliais padrão 

alterado de influxo de cálcio e na produção potente vasodilator óxido nítrico (NO). Os 

animais apresentam pressão sangüínea alta e excreção baixa de metabólitos de NO. Os 

vasos sangüíneos têm tamanho reduzido em resposta a crônica redução do fluxo 

sangüíneo sugerindo a participação do receptor em mecanismo sensíveis a regulação 

sangüínea e a remodelagem vascular (Yamamoto e cols., 2006). 

Associada a identificação do papel do sistema purinérgico e de seus receptores 

nos passos cruciais da diferenciação neuronal, esta a necessidade do desenvolvimento 

de ligantes específicos a cada subtipo de receptor purinérgico. Os agonistas ou 

antagonistas purinérgicos disponíveis além de ativarem ou inibirem de forma pouco 

seletiva os receptores P2 receptores ionotrópico e metabotrópico em geral, atuam em 

alguns casos em outros receptores e proteínas de membrana. Suramina e PPADS agem 

em receptores P2X e P2Y e os ligantes reactive blue-2, brilliant blue e αβ metileno ATP 

são seletivos aos receptores ionotrópicos (Tabela 3). A suramina, além de inibir a 

atividade de receptores P2X e P2Y, atua como desacoplador da proteína G de seus 

receptores, inibe a fosfolipase C e os ligantes da célula a EGF, PDGF (Platelet-derived 

growth factor) e TNF-β. (Tumor necrosis factor) (McCain e cols., 2004). 

 A utilização de bibliotecas combinatórias é promissora e  pode permitir a seleção 

de inibidores específicos a estes receptores. Utilizamos a técnica SELEX com este 

objetivo (Fig.7) que consiste na utilização de uma biblioteca combinatória de 

oligonucleotídeos constituída de 1013 a 1015 seqüências diferentes para identificar 

inibidores específicos aos receptores P2X2 e P2X4. 
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5.5 Caracterização das células 1321N1 transfectadas com os receptores P2X2 

e P2X4 de rato  

 

 Para iniciar a seleção de inibidores específicos aos receptores, utilizamos a 

linhagem imortal humana de células de astrocitoma 1321N1 humanas as quais foram 

previamente caracterizadas por não expressarem nenhum receptor purinérgico (Parr e 

cols., 1992). Estas células receberam o vetor PLSXN (Clontech) no laboratório do Dr. 

Weissman (University of Missouri, EUA) com os receptores P2X2 (PLSXN-P2X2), 

P2X4 (PLSXN-P2X4) ou P2X7 de rato (PLSXN-P2X7) ou ainda o vetor vazio PLSNX.  

 As células inicialmente foram caracterizadas para identificação dos receptores, 

gênica (RT-PCR com a utilzação de primers específicos), protéica (imunofluorescência) 

e 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 ausência de ∆[Ca2+]i. após 

aplicação de αβ metileno, característica do receptor P2X4 de rato foi identificada no 

receptor transfectado, assim como a indução de baixa corrente ativada por ATP (Jones e 

cols., 2000).  

Nosso grupo realizou uma caracterização cinética do receptor P2X2 em patch 

clamping em Whole cell recording, da inibição promovida TNP-ATP (2’,3’-O-(2,4,6-

trinitrofenil) adenosina 5’-trifosfato) e da suramina.Constatou-se que a inibição de TNP-

ATP ocasiona inibição do tipo competitivo e de suramina ao receptor P2X2 era do tipo 

não competitivo, questão que ainda permanecia controversa na literatura e resultou na 

publicação de tais dados (Trujillo e cols., 2006). Os estudos realizados foram com a 

aplicação de ATP e a co-aplicação de ATP + TNP-ATP ou ATP + suramina. A ativação 

de corrente induzida pela aplicação de 100 µM de ATP resulta em receptores 

predominantemente no estado aberto e atinge seu valor máximo de abertura em 80 

millisegundos. O receptor é rapidamente ativado mas possui cinética lenta 

dessensitivação na presença de ATP de 0,45 ±0,1 s-1. A co-aplicação de ATP + TNP-

ATP reduziu a corrente ativada comparado ao controle mas sem alteração do coeficiente 

de dessensitivação do receptor. A co-aplicação de suramina + ATP resultou em redução 

da corrente comparado ao controle e na mudança no coeficiente de dessensitivação do 
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receptor a 0,7± 0,17 s-1. A corrente ativada pelas diferentes concentrações de ATP, de 1 

a 1.000 µM resultaram numa variação de 10 a 4.971 pA. Determinou-se EC50 de ATP, 

concentração necessária para ativação de 50% de resposta, de 42 ± 2 µM com o slope de 

Hill de 2,11 ± 0,04 indicando a presença de três sítios de ligação de ATP no receptor. A 

constante de dissociação determinada foi de 38 ± 2 µM. Já o valor do IC50, concentração 

necessária para inibição de resposta a 50% de TNP-ATP foi de 9,4 ± 0,9 µM e de 

suramina foi de 34 ± 2 µM. A aparente constante de dissociação determinada foi de Kx 

de 38 ± 1 µM, menos eficiente que TNP-ATP de acordo com dados préviamente 

descritos (Khakh e cols., 2001; Honore e cols., 2002). 
 Ensaios de ligação radioligante-receptor nas células 1321N1 transfectadas com o 

receptor P2X4 indicaram o IC50 de 41,36 nM (Fig.24A). Através de experimentos de 

saturação e análise dos dados no gráfico de saturação mostrou-se que há 3 sítios de 

ligação de ATP com expressão de 120 pmol do receptor por mg de proteína. Os dados 

obtidos foram semelhantes aos descritos na expressão do receptor nas células CHO-k1 

pelo sistema de transfecção 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 caracterização de 

ortólogos de receptores P2X4 de humano, camundongo e rato. Identificou-se que αβ 

metileno ATP é um antagonista do receptor de rato e agonista parcial dos receptores 

humano e de camundongo (Jones e cols., 2000; Buell e cols., 1996; Collo e cols., 1996). 

A aplicação de 10 µM de ATP no receptor de rato resultou em 82 ±21 pA de corrente 

com ativação do receptor em 468± 36,5 ms. O EC 50 determinado de ATP neste 

receptor foi de 5.5 [2,6-11,6] µM.  

Foram realizados ensaios de ligação radioligante-receptor com (32P) ATP com 

excesso de suramina ou αβ metileno ATP utilizando células 1321N1 vivas transfectadas 

com os receptores P2X2 ou P2X4. O excesso de αβ metileno ATP deslocou o 

radioligante de ambos os receptores, suramina deslocou 24% do radioligante do receptor 

P2X2, não ação nos P2X4. A suramina não teve efeito de inibição neste receptor (Jones e 

cols., 2000; Buell e cols., 1996). Após caracterização dos receptores quanto a expressão 

e atividade, foram iniciados a seleção de inibidores por SELEX utilizando suramina 

(antagonista não competitivo) e αβ metileno ATP (agonista competitivo) que foram 
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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 seqüências 

 

Em nosso sistema de diferenciação, membros do grupo identificaram a 

expressão crescente da subunidade P2X6 ao longo da diferenciação neuronal das células 

P19, no estágio de maturação neuronal (Da Silva e cols., 2006) levando nos a acreditar 

na possibilidade de expressão de heteromultímeros de receptores purinérgicos como 

P2X4/P2X6. A utilização de técnicas de knock down gênico poderia alterar todo o padrão 

de expressão de receptores purinérgicos na diferenciação favorecendo a associação da 

subunidade P2X6 a outras tornando mais complexo a análise da importância do receptor 

P2X4 no processo. O ligante αβ-metileno ATP inibe somente o receptor P2X4, mas não 

o heteromúltimero P2X4/P2X6 (North e Surprenant, 2000). Um aptâmero desenvolvido 

ao receptor P2X4 provavelmente pode não interferir com a ação de P2X4/P2X6 formado, 

o que pode ser testado. Devido a tais fatos, acreditamos que a técnica SELEX seria mais 

propicia na inibição específica do receptor P2X4. 

Em nosso caso, como o alvo era a porção extracelular dos receptores e optamos 

pela utilização da biblioteca de RNA resistente a nucleases. Para os procedimentos de 

SELEX apresentadas nesta tese, foram empregadas moléculas de RNA com 

ribonucleotídeos de pirimidina modificados no anel da ribose na posição 2’OH por 2’F 

a fim de aumentar a estabilidade da molécula em meio fisiológico.  

O tamanho da porção randômica da biblioteca de SELEX  pode variar de 25 a 75 

bases. Para a nossa seleção utilizamos um molde de biblioteca contendo 40 posições 

randômicas, semelhante a já foi utilizada em outras seleções e que se mostrou 

satisfatória (Bartel e Szostak, 1993; Shi e cols., 1997; Ulrich e cols., 1998; Ulrich e 

cols., 2002). A diversidade de seqüências utilizando tal biblioteca atinge 1013 moléculas 

diferentes com 40 posições randômicas. O processo de síntese da segunda-fita 

complementar e de amplificação da biblioteca inicialmente de cDNA foi todo 

padronizado para em seguida ser transcrita in vitro para geração da biblioteca de RNA 

resistente a nucleases (Fig.25). 
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 Para fins terapêuticos, o alvo de seleção pode ser o ligante extracelular ou 

receptor de membrana. Contudo pela possibilidade do ligante poder ter múltiplas 

funções e interagir com diferentes receptores além do alvo, torna conveniente a seleção 

de ligantes ao domínio extracelular dos receptores, o qual torna a seleção de SELEX 

complexa (Ulrich e cols., 1998). Neste caso, deve se apresentar o receptor embebido na 

membrana ou células inteiras em sua conformação nativa. Além da presença do 

receptor, diversas outras proteínas estão presentes na superfície extracelular da 

membrana, levando em alguns casos o emprego de um competidor a fim de se recuperar 

o RNA ligado somente ao sítio alvo no receptor (Fig.6) (Ulrich e cols., 1998). Neste 

tipo de seleção requer-se 10-25 ciclos reiterativos de seleção comparado a proteínas 

purificadas solúveis as quais requerem de 7 a 15 ciclos para identificação de aptâmeros 

com ligação específica. A seleção in vitro de aptâmeros de RNA não modificados a 

proteína purificada citoesina 1 resultou em 61% de aptâmeros de apenas um tipo após 

13 ciclos de seleção com afinidade que variou de 4 a 48 nM (Mayer e cols., 2001). A 

seleção de aptâmeros de DNA contra a L-seletina resultaram na identificação de três 

seqüências conservadas após 17 ciclos com afinidade na ordem de 1,8 a 10 nM (Hicke e 

cols., 1996). A seleção de aptâmeros de DNA em alvos complexo como na membrana 

de eritócitos, resultou numa afinidade aumento em 10 vezes após 25 ciclos de seleção 

de aptâmeros de DNA. Identificou-se duas regiões conservadas com afinidade na ordem 

de 1,6 a 1,8 nM. A utilização de SELEX na identificação de aptâmeros de RNA não 

modificados ao receptor de acetilcolina, alvo complexo, resultou após nove ciclos duas 

famílias de seqüências conservadas com afinidade na ordem de 2 a 12 nM (Ulrich e 

cols., 1998). Ulrich e cols., (2002) identificaram aptâmeros de RNA resistente a 

nuclease a receptores envolvidos adesão e invasão de Trypanosoma cruzi no interior da 

célula e após 8 ciclos de seleção identificou-se aptâmeros com afinidade variando de 40 

a 240 nM aos receptores das proteínas fibronectina, trombospondina, heparan sulfato e 

laminina. Durante os ciclos de seleção de aptâmeros aos receptores P2X2 e P2X4 

identificamos o enriquecimento de seqüências com afinidade a proteínas de membrana 

celular já no ciclo 3 (Fig.28) e a avaliação de característica inibitória das seqüências 

selecionadas no ciclo 5 em ambas as seleções P2X2 e P2X4 (Fig.29 e 30). Moléculas de 

RNA ciclo 5 P2X4 inibiram o receptor P2X4 na concentração de 250 nM em 
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experimentos de calcium imaging. Por patch clamping em whole cell recording 1 µM 

do RNA ciclo 5 P2X2 quando co-aplicado com 100 µM de ATP resultou na inibição da 

corrente ativada por ATP em 37% (Fig.29).  

No ciclo 9 P2X4, o RNA 1µM co-aplicado com 100 µM de ATP resultou na 

inibição da corrente ativada por ATP em 80%. O enriquecimento do RNA com ligação 

ao receptor durante os ciclos de SELEX foi avaliado em ensaios de gel shift. As bandas 

foram densitometradas e os RNAs dos últimos ciclos tiveram maior ligação ao receptor. 

Os RNAs das bibliotecas ciclo 11 -P2X2 e ciclo 9- P2X4 foram transcritos para cDNAs, 

clonadas, seqüênciadas e comparadas para verificação de squencias conservadas 

(Fig.31). 

Neste ensaio, 4 ciclos de (32P) RNA resistente a nucleases P2X2 (ciclo 1, 2, 6 e 

8) foram incubados com o extrato de membrana sem o receptor. As ligações mais forte 

ao receptor foram observados utilizando RNAs dos ciclos iniciais 1 e 2. Já nos ciclos 6 e 

8 houve baixa ligação de RNA Estes ciclos inicias contêm RNA que se liga de modo 

não seletivo a outras proteínas de membrana (Fig.31).  

Bock e cols (1992) relataram que já no quinto ciclo de seleção, 30% dos 

aptâmeros selecionados possuíam afinidade a trombina, alvo da seleção e que inibiam 

em 50 % a atividade da trombina protease na concentração de 25 nM. Comparado com 

o primeiro ciclo de seleção na qual apenas 0,01% do RNA presente na biblioteca 

randômica se ligou ao sítio alvo, até 40% do RNA do quinto ciclo mostrou ligação 

específica.  

 

5.7 Caracterização de seqüências identificadas 

 

No caso de aptâmeros selecionados como compostos foram identificado 

atividade alostérica destes ao receptor nicotínico de acetilcolina, seleção na qual se 

identificou duas classes de seqüências (Ulrich e cols., 1998). Em ensaios de patch 

clamping em whole cell recording configuration, as seqüências tinham capacidade de 

modular sua atividade, protejendo-o da ligação de outros ligantes ou levando-o ao 

estado conformacional estável inativo (Hess e cols., 2000).  
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Tais dados sugerem que mesmo utilizando um competidor para recuperação dos 

RNAs especificamente ligados ao sítio alvo ao longo do processo de seleção, as 

seqüências identificadas podem ligar-se de modo semelhante ao sítio do competidor ou 

em regiões próximas e induzir uma mudança conformacional da proteína como efeito 

alostérico, resultando na dissociação do RNA ligado ao sítio alvo. Portanto, no fim do 

experimento de SELEX identificou mais de uma classe estrutural de seqüências com 

possivelmente diferentes afinidades ao sítio alvo. No caso do experimento publicado por 

Ulrich e cols. (1998), os aptâmeros classe I estrutural foram deslocados da sua ligação 

ao receptor por cocaína com IC50 de 500 µM e a classe II com IC50 de 110 µM. Em 

experimentos de patch clamping em whole cell recording foi observado que as 

interações dos aptâmeros referentes às classes I e II com o receptor nicotínico não eram 

no mesmo local no receptor e que aptâmeros das duas classes agiram alostericamente 

sobre o receptor estabilizando diferentes conformações do receptor. Aptâmeros da 

classe I ligavam-se ao sítio regulatório na conformação fechada do receptor com alta 

afinidade de modo semelhante à cocaína e da droga anticonvulsiva MK801 e a classe II 

ligavam-se no sítio regulatório do receptor com afinidade maior ao receptor aberto.  

Um aptâmero já identificado de RNA resistente a nucleases promissor na terapia 

contra o cancer é o inibidor do receptor de tirosina quinase RET D4 o qual leva a 

inativação da via de sinalização. O receptor expresso contitutivamente está envolvido na 

causa de diversas neoplasias endócrinas (MEN). Através da combinação de ciclos de 

enriquecimento utilizando células PC12 transfectadas com RET e de seleção negativa 

com células PC12 transfectadas com o receptor mutado, identificou-se duas seqüências 

consenso extremamente conservadas de 67 seqüênciadas D4 e D24 com o Kd variando 

de 30 a 70 nM que resultaram na inibição da autofosfarilação do receptor e da via 

intracelular de sinalização mediada de ERK. Por ensaios de dose resposta identificou-se 

que a concentração de 200 nM de D4 inibia a autofosforilação do receptor em até 70% e 

que havia redução drástica da fosforilação de ERK (Cerchia e cols., 2005). 

Outro receptor envolvido com o cancer e alvo de seleção foi receptor 3 do fator 

de crescimento epidermal humano (human epidermal growth factor receptor 3-HER3), 

membro da família de tirosina quinase e que está super-expresso em diversos 

carcinomas. O receptor HER2 está superexpresso em 20 a 30% dos casos de cancer de 
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mama. Ao contrário de HER2, HER3 quinase deficiente se auto-associa na 

concentração de nmolar na ausência de ligantes, as várias formas de hergulinas (hrg). A 

ligação de hrg interrompe a oligomerização de HER3 e leva a formação de 

heterodímeros funcionalmente competentes a sinalização com HER2. O aumento da 

concentração de HER3 resulta em resistência a droga pelo paciente. Através de SELEX, 

identificou-se que o aptâmero selecionado A30 liga-se ao estado oligomérico do 

receptor HER3, mas não no mesmo sítio de hrg. A ligação de hrg ao oligômero HER3 

resulta num aumento de afinidade aos sítios de ligação de HER3 em 10 X e mas com o 

aptâmero há o aparecimento de novos sítios de ligação com menor afinidade. A alta 

afinidade de ligação de A30 ao HER3 levou a inibição  hrg dependente da fosforilação 

de tirosina de HER2 e do crescimento induzido por hrg nas células MCF7 (Chen e cols., 

2003). Após a análise de 88 clones identificou-se 29 seqüências. Seis deles foram 

utilizados em ensaios com células e o resultado do Western blotting revelou que A30 

inibia a fosforilação de HER2. Contudo não se identificou a região consenso como 

motivo estrutural comum em todos aptâmeros selecionados. 

Nas seleções de aptâmeros ao receptor P2X4 foram identificadas 28 seqüências 

com várias delas sendo idênticas e com maior representatividade como o aptâmero 

A132 que foi identificado 8 vezes (Fig.33). Diversas regiões conservadas foram 

identificadas entre os aptâmeros os quais estão indicados na figura. Ensaios de ligação 

radioligante receptor indicaram maior atividade inibição de 30 a 80% da corrente 

induzida por ATP utilizando os aptâmeros A43, A51, A81 e A114.  

Foram identificadas 16 seqüências no ciclo 11 P2X2 as quais originaram duas 

classes de seqüências. Através de testes de ligação radioligante-receptor, aptâmeros de 

ambas as classes foram deslocadas dos seus sítios alvo na presença de excesso de 

suramina em 40% e um aptâmero da classe II inibiu a corrente induzida de ATP no 

receptor 38% ±9 na concentração de 1 µM. Serão necessárias mais medidas de patch 

clamping em whole cell recoding a fim de determinar diferenças nas propriedades dos 

aptâmeros de classes I e II em ligar ao receptor P2X2.  

Nossos dados indicam diferença de afinidade de ligação ao receptor entre 

aptâmeros P2X4 selecionados pela variação de inibição da corrente induzida por ATP na 

co-aplicação de 1 µM de cada aptâmero. Provavelmente os aptâmeros não se ligam 
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exatamente ao sítio do competidor e sim em regiões próximas. Pode estar ocorrendo 

variação quanto ao tipo de interação do grampo formado do aptâmero com os 

aminoácidos do sítio alvo.  

 

5.8 Estrutura secundária dos aptâmeros 

 

Utilizando o programa desenvolvido de Zuker (1989), M-FOLD, é possível fazer 

predições quanto a estrutura secundária dos aptâmeros identificados. A estrutura 

tridimensional dos aptâmeros nuclease resistente contra o receptor RET, D4 e D24 são 

muito semelhantes, todavia o grampo formado de D4 conservado contém 6 

ribonucleotídeos e D24, 8 ribonucleotídeos. Os grampos formados pelos dois aptâmeros 

não são idênticos (Cerchia e cols., 2005). O programa leva em conta a energia livre 

mínima necessária para aquisição da estrutura, a temperatura e condições salina, mas 

não faz a predição utilizando os ribonucleotídeos modificados que resultam em 

aptâmeros mais estáveis ao final da seleção. Ulrich e cols., (1998) utilizaram este 

programa para a predição das estruturas das classe I e II identificadas e constatou 

diferenças estruturais entre aptâmeros de diferentes classes quanto a forma e o tamanho 

dos grampos formado de 7 a 8 ribonucleotídeos, tamanho do sítio de ligação do 

competidor. 

O aptâmero identificado durante esta tese com maior atividade de inibição do 

receptor P2X4, A81 forma um grampo composto de 7 ribonucleotídeos sendo a predição 

do M-FOLD de energia livre é de -32,3 kcal/mol. A estrutura do grampo formado 

contém a seqüência consenso do aptâmero A51 corresponde a 6 ribonucleotídeos, já 

A43 tem três conformações preditas em com energia livre muito próxima, mas todas 

geram um grampo muito grande de 30 ribonucleotídeos comparado com A81 ou A51 

(Fig.36). Dentre as duas famílias I e II de aptâmeros P2X2, apenas a família I forma um 

grampo de 5 ribonucleotídeos com a seqüência consenso, o que não foi identificado na 

família II que possui o grampo com a interação das porções constantes do aptâmero.  

A identificação do grampo funcional é necessária e deve se fazer uma síntese 

truncada desta porção para evitar interações não específicas dos ribonucleotídeos sem 

função presente no aptâmero. A identificação da porção funcional pode ser realizada por 
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estudos utilizando o M-FOLD e prdição confirmada por lise parcial de aptâmeros 

ligados a seu alvo para determinar a região funcional. Uma vez determinada, troca-se as 

ribonucleases modificadas para não modificadas e o novo teste deve feito para 

confirmar a atividade, caso esta seja perdida, re-insere se novamente o ribonucleotídeo 

modificado e é identificada a posição crítica de ligação do aptâmero ao alvo (Gold, 

1999). São realizadas modificações pós SELEX nos aptâmeros com a incorporação de 

2’O metil áçucar. Tais aptâmeros podem ser utilizados em testes pré-clínicos e clínicos 

(Gold, 1999).  

 

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

aptâmeros selecionados  

 

Os aptâmeros selecionados aos receptores P2X2, P2X4 ou RNAs do ciclo 9 P2X4 

foram utilizadas em sistemas nos quais os receptores expressos são selvagens para 

confirmar os dados de inibição obtidos com os receptores. Após identificar a 

especificidade de ligação do RNA resistente a nucleases ciclo 9 P2X4 a este receptor e 

não aos receptores P2X2 ou P2X7 (Fig.30), ensaios de atividade funcional foram 

realizados em células com expressão selvagem do receptor. Por já termos préviamente 

identificado à expressão do receptor no estágio indiferenciado P19 e PC12, estas foram 

utilizadas nos experimentos de formação de CE na presença de RNA nucleases 

resistente e patch clamping em whole cell recording respectivamente (Fig.13 e 16). 

Como mostrado na introdução, os CE são agregados celulares tridimensionais 

formados em suspensão celular. Nesta fase ocorrem oscilações intracelulares 

espontâneas de cálcio que resultam o fenótipo celular de progenitor neuronal. De acordo 

com Resende e cols., (2007b), ocorre a expressão dos receptores P2X3, P2X4, P2Y1, 

P2Y2, P2Y4 e P2Y6 no estágio indiferenciado celular. Nossos dados mostraram que o 

receptor P2X4 é um dos envolvidos no processo de formação de corpos embriônicos 

(Fig.17). 

O RNA ciclo 9 P2X4 foi incubado em diversas concentrações com as células 

P19 para indução da formação de CE. Na concentração 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 presença de RNA do ciclo 0 comparado ao controle (Fig.38A). Numa 

concentração maior de 25 nM houve redução da distribuição 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 diferenciação neuronal. 

Houve diferenciação de células com morfologia modificada (Fig.38B). Mais estudos 

serão necessários para caracterizar tais alterações e da participação do receptor na 

determinação do progenitor neural P19. Contudo estes dados sugerem haver a 

participação deste receptor no processo, já mostrada anteriormente nesta tese através de 

ensaios farmacológica deste receptor com agonistas e antagonistas purinérgicos 

(Fig.17). Na concentração de RNA de 200 nM houve depleção da formação de CE, tal 

fato não é verificado em ensaios na presença de RNA ciclo 0 no qual há formação de 

CE de maior tamanho comparado ao controle. Tais dados sugerem que o receptor P2X4 

efetivamente esteja participando no processo de diferenciação precoce para a formação 

de CE da determinação do progenitor neural P19. Em baixas concentrações, a inibição 

do receptor é parcial o que viabiliza a formação de CE, o que não é verificado com 

200nM. Cerchia e cols., (2005) utilizaram em seus ensaios celulares funcionais a 

concentração de 200 nM de aptâmero D4 na inibição da fosforilação de ERK. Nosso 

grupo identificou a variação da distribuição de tamanho de CE sob adição de 1 µM de 

HOE-140 (Martins e cols., 2005). Nossos dados indicam que as oscilações da 

concentração de cálcio intracelular nas células nesta estrutura são mediadas além pelos 

canais de cálcio pelos receptores de neuropeptídeos e neurotransmissores. 

O RNA ciclo 9 P2X4 foi aplicado nas células num estágio anterior, em células 

indiferenciadas P19 na concentração de 250 nM co-aplicado com ATP ou com αβ 

metileno ATP. Através dos dados de expressão de receptores purinérgicos presente na 

tabela 4, fizemos uma análise farmacologica de inibição de receptores presentes P2X3, 

P2X4, P2Y1, P2Y2, P2Y4 e P2Y6. A aplicação somente de ATP e de αβ metileno ATP 

ativa todos os receptores presentes, a co-aplicação de ATP e o RNA leva a inibição 

somente do receptor P2X4 (Fig.38B). A aplicação de αβ metileno ATP + 250 nM de 

RNA somente ativa o receptor P2X3 indicado nas setas (Fig.38C). Para analisar tais 

dados, um gráfico com a variação de fluorescência foi montada e que indicou redução 

de fluorescência na condição Fig.38C em relação a Fig.38B. Os dados sugerem que o 
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RNA estável selecionado é específico ao receptor P2X4 e não aos receptores P2Y1, 

P2Y2, P2Y4, P2Y6 e P2X3. Não houve depleção da resposta. Contudo mais análises 

devem ser realizadas. 

O RNA ciclo 9 P2X4 foi testado em células PC12 indiferenciadas. As células 

PC12 foram utilizadas como modelo em ensaios de eletrofisiologia porque as células 

P19 não formam selo de fechamento a pipeta com suficiente resistência para serem 

utilizadas nos ensaios de patch-clamping.  

Identificou-se que a aplicação de 300 µM de ATP era capaz de ativar a corrente 

máxima dependente de receptores purinérgicos nestas células em experimentos de 

whole cell recording. Os receptores P2X1, P2X2, P2X3, P2X4, P2X5 e P2X6 foram 

identificados como expressos nestas células (Arslan e cols., 2000). Dubyak e el-

Moatassim (1993) não identificaram o receptor P2X7 em células PC12. A co-aplicação 

de ATP + 5 µM de αβ metileno ATP leva a inibição de corrente ativada somente do 

receptor P2X4 de rato. A co-aplicação de 2 µM de RNA nuclease resistente ciclo 9 P2X4 

resultou em semelhante redução de corrente ativada por ATP na co-aplicação de αβ 

metileno ATP, não havendo interferência na ativação de outros receptores purinérgicos. 

Estes dados indicam especificidade de inibição do RNA ciclo 9 P2X4 a atividade do 

receptor P2X4 de rato.  

Ensaios de patch clamping em whole cell recording utilizando a família 

conservada II P2X2 identificou a capacidade do aptâmero identificado de inibir resposta 

ativada por ATP nestes receptores selvagens PC12 (Fig.35B). O aptâmero A63 foi co-

aplicação com ATP e resultou na inibição de 21% da corrente ativada pela aplicação de 

100 µM de ATP. Tais dados indicam que o aptâmero A63 reconhece e inibem 

receptores selvagens presentes nas células PC12.  

Os mesmos experimentos serão realizados utilizando aptâmeros com seqüências 

conservadas da família I P2X2, inclusive em outros receptores purinérgicos a fim de 

verificar a seletividade de ligação dos aptâmeros aos receptores. 
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5.10 Perspectivas 

 

Nosso grupo identificou a expressão de receptores purinérgicos nas células 

NH15-CA2 e ao longo da diferenciação neuronal das células P19. Nossos dados 

identificaram que estes receptores estão envolvidos na formação de corpos embriônicos 

e na determinação neuronal, receptores P2X4 e P2Y2. A atividade dos receptores P2X2 e 

P2Y2 modula o fenótipo de neurônios P19 muscarínicos e P2X2 e P2Y1, os 

glutamatérgicos de NMDA nos neurônios originados. Tais dados corroboram com a 

participação de receptores de neurotransmissão em processos precoces do 

desenvolvimento e diferenciação de receptores purinérgicos. Pela ausência de inibidores 

seletivos, utilizamos a técnica SELEX para identificar inibidores aos receptores P2X2 e 

P2X4. 

Na diferenciação neuronal, os aptâmeros utilizados podem ser utilizados em 

específicos estágios celulares nas quais os receptores estejam expressos para identificar 

sua participação no processo. Faz se necessário a avaliação das células P19 originárias 

dos tratamentos farmacológicos a fim de identificar se a inibição purinérgica não 

compromete a morfologia neuronal das células P19. Uma vez avaliada, testes para 

identificar as características funcionais serão necessárias. A inibição de receptores em 

estágio de maturação neuronal pode ser uma estratégia importante para direcionar a 

diferenciação ao tipo de fenótipo neuronal desejado.  

Os nossos dados indicam que RNA selecionado ao receptor P2X4 tem atividade 

inibitória sobre este receptor e não se liga aos receptores P2X2 ou P2X7, inclusive por 

patch clamping em whole cell recording não houve inibição da corrente ativada pela 

aplicação de ATP em ensaios de co-aplicação ATP. Identificou-se conservação de duas 

famílias durante as seleções de SELEX ao receptor P2X2, 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 inibitória ao receptor. Após 9 

ciclos de seleção de inibidores específicos ao receptor P2X4, as seqüências identificadas 

possuíam conservação de seqüências entre si. Diversos aptâmeros identificados tiveram 

grande representatividade entre os clones identificados. Ensaios de ligação radioligante 
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receptor identificaram alguns aptâmeros promissores os quais foram testados 

funcionalmente por patch clamping e que se mostraram com atividade inibitória. Ambas 

as seleções originaram aptâmeros com capacidade de reconhecimento aos receptores 

selvagens. Os ensaios de especificidade de ligação aos receptores alvo podem ser 

realizados em células que expressem o receptor e comparadas as células com 

subexpressão do receptor (com a utilização de RNA de interferência ou células de 

animais knock outs).  

Nesta tese é apresentada pela primeira vez seleção de aptâmeros específicos dois 

subtipos de receptores de neurotransmissão, os quais são ativados pelo mesmo agonista, 

ATP. Os aptâmeros identificados são específicos aos subtipos selecionados, não 

havendo inibição de aptâmeros P2X2 ao receptor P2X4 e vice versa. Estes dados 

convergem com a identificação de um maior papel do RNA dentro da célula, como do 

RNA estar envolvido como mecanismo de defesa celular contra vírus, da regulação da 

transcrição e tradução do RNA mensageiro através de microRNA ou pelo identificado 

pelo grupo do Professor Sergio Verjovski-Almeida e do Dr. Eduardo Reis de que RNA 

intrônico antisense envolvido com o cancer de próstata (Reis e cols., 2004). Os 

aptâmeros ou intrâmeros poderiam estar reproduzindo mecanismos de regulação gênica 

já presentes na célula. 

Há necessidade de se realizar mais testes para identificar a concentração 

utilizada para inibição de 100% da atividade dos aptâmeros identificados e de 

especificidade de ligação somente ao subtipo selecionado, pois os competidores 

utilizados como competidores suramina e αβ metileno ATP agem em outros receptores 

purinérgicos. Confirmado a especificidade de ligação e a concentração para inibição da 

resposta a ATP, os aptâmeros se tornam excelentes drogas a serem utilizadas na 

pesquisa e ensaios pré e clínicos e na terapia semelhante ao medicamento Macugen 

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

 

• Os receptores purinérgicos são expressos e ativos em células NH15-CA2 e ao 

longo da diferenciação neuronal das células P19. 

• Há controle intrínseco exercida pelos receptores purinérgicos P2X4 e P2Y na 

proliferação celular, na formação de corpos embriônicos e ou na determinação 

de progenitores neurais P19 (fase precoce da diferenciação). 

• Os receptores purinérgicos são importantes na diferenciação neuronal tardia, na 

passagem do estágio de célula progenitor neural a neurônios P19 (dia 3 a 8 ou 9) 

com controle intrínseco de atividade dos receptores purinérgicos P2X2 e P2Y1 na 

funcionalidade de receptores de NMDA em neurônios P19 e de P2X2 e P2Y2 na 

atividade dos receptores de acetilcolina em neurônios P19. 

• Foram identificados antagonistas específicos aos receptores P2X2 e P2X4 

utilizando SELEX. Estas moléculas têm alta seletividade de ligação e afinidade 

aos receptores sendo os primeiros ligantes específicos aos dois subtipos de 

receptores purinérgicos. 

• Utilizando a biblioteca ciclo 9 P2X4, confirmou-se a importância do receptor 

P2X4 na formação de corpos embriônicos, previamente identificados em testes 

farmacológicos apresentados neste trabalho. 
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