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RESUMO

ORNELAS FGI - Caracterizacao de ecto-nucleotidases na glandula pineal de
ratos. [Dissertagédo (Mestrado em Farmacologia)]. Sao Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2013.

A glandula pineal é um 6rgao neuroendocrino regulado pelo fotoperiodo ambiental.
Na fase de escuro ocorre producéo e liberacdo da melatonina, hormoénio sinalizador
do escuro. A principal inervacdo da pineal que regula a sintese de melatonina é
constituida por fibras simpéaticas provenientes do ganglio cervical superior que,
liberando noradrenalina, ativam receptores B1 adrenérgicos resultando na producao
noturna de melatonina, cuja biossintese envolve a conversado da serotonina a N-
acetilserotonina (NAS) e, posteriormente, a conversdo deste a melatonina. O ATP,
co-liberado com a noradrenalina, liga-se a receptores purinérgicos presentes na
pineal e leva a uma potenciacdo da producdo do precursor NAS. A sinalizacao
purinérgica € modulada por uma rapida degradacdo enziméatica que ¢é
funcionalmente importante, uma vez que metabdlitos do ATP atuam como ligantes
fisiologicos em receptores purinérgicos P1, que reconhecem adenosina, e P2, que
reconhecem principalmente ATP, ADP e pirimidinas. Varias familias de enzimas
estdo envolvidas na hidrélise de ATP liberado para o meio extracelular como as E-
NTPDases, as E-NPPs e a ecto-5'-nucleotidase. O presente trabalho teve como
objetivo caracterizar a expressao génica, a atividade enzimética e a distribuicao
celular de enzimas de metabolizacdo do ATP na glandula pineal de ratos. Os
resultados evidenciaram a expressao constitutiva dos transcritos das ecto-
nucleotidases - NTPDase (1, 2, 3, 5), NPP (1, 3, 4) e 5'nucleotidase. Em animais
sacrificados a intervalos regulares de 4 horas ao longo de 24 h, estes transcritos
apresentam uma variacdo temporal com um pico de expressédo na fase de escuro.
Este perfil temporal de expressdo génica pode ser correlacionado a atividade
enzimatica de ecto-nucleotidases na pineal que também revelou um aumento da
hidrélise de ATP e de AMP na fase de escuro. Estudos de imunohistoquimica
demonstraram a distribuicdo das enzimas NTPDase1, NTPDase3 e 5’nucleotidase
por todo o parénquima da pineal e co-localizadas com astrécitos e micrdglia em
menor proporcdo. Estes resultados confirmam a presenca de ecto-nucleotidases na
glandula pineal de ratos e apontam para a participacdo do sistema purinérgico no
mecanismo modulatério da producdo hormonal nesta glandula, através do aumento
da hidrélise de ATP e AMP durante a fase de escuro com consequente producéo de
adenosina.

Palavras-chave: ATP. Ecto-nucleotidases. Glandula Pineal.



ABSTRACT

ORNELAS FGI. Characterization of ecto-nucleotidases in the rat pineal gland.
[Thesis (Master's degree in Pharmacology)]. Sdo Paulo: Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

The rat pineal gland is a neuroendocrine organ regulated by the environmental
photoperiod leading to the production and release of the darkness hormone
melatonin. The mainly innervation of the pineal gland that regulates the synthesis of
melatonin is comprised of sympathetic fibers from the superior cervical ganglion that
release noradrenaline, and activate 1 adrenergic receptors leading to the nocturnal
conversion of serotonin to the N-acetylserotonin (NAS) and then to melatonin. ATP,
co-released with noradrenaline binds to purinergic receptors present in the pineal
gland and leads to an increase of the production in the precursor NAS. After
released, ATP and other nucleotides undergo rapid enzymatic degradation that is
functionally important, since metabolites of ATP act as physiological ligands in
purinergic receptors P1 that recognize adenosine and P2 that recognize mainly ATP,
ADP and pyrimidines. Several families of enzymes are involved in the hydrolysis of
ATP released into the extracellular environment: the E-NTPDase the E-NPP and the
ecto-5'-nucleotidase. The present study aimed to characterize the gene expression,
the cellular distribution and the activity of the ecto-nucleotidases in the rat pineal
gland. The results showed a constitutive expression of the ecto-nucleotidases
NTPDase (1, 2, 3, 5), NPP (1, 3, 4) and 5'nucleotidase transcripts. Animals killed at 4
hours interval during 24 h showed a temporal variation in their expression that peaks
in the dark phase. This temporal pattern correlated well to an increase in the
hydrolysis of the ATP and AMP in the dark phase. Immunohistochemical studies
revealed the cellular distribution of the NTPDase1, NTPDase3 and 5’ nucleotidase in
the whole parenchyma of the gland and co-localized with astrocytes and microglia.
These results confirm the presence of ecto-nucleotidases in the rat pineal gland and
point to a participation of the purinergic system in the modulatory mechanisms of the
hormonal pineal output through the increase in the hydrolysis of ATP and AMP
during the dark phase, leading to an increase in the production of adenosine in the
dark phase.

Keywords: ATP. Ecto-nucleotidases. Pineal Gland.
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Existe um sistema de grande complexidade que regula a organizacao temporal
de diversas funcdes bioldgicas permitindo um ajuste do ciclo claro/escuro. O dia e a
noite sdo os grandes regentes de nossas funcdes ritmicas e a alternancia
claro/escuro ambiental tem que ser traduzida em termos neurais e hormonais
(revisto por Simonneaux, Ribelayga, 2003).

Para poder marcar o tempo, 0 n0sSsSO organismo possui o chamado reldgio
bioldgico, que cicla com um periodo de aproximadamente 24 horas. O reldgio
biolégico central corresponde a um grupo de neurénios localizados no hipotalamo,
conhecido como nucleo supraquiasmatico (NSQ). As células do NSQ mantém esse
ritmo de aproximadamente 24 horas mesmo quando colocadas em cultura,
mostrando que sua atividade ritmica independe de informacdo temporal do meio
ambiente. Para sincronizar-se aos ritmos ambientais estas células recebem
diariamente informacé&o de claro/escuro, através de uma via sinaptica que conecta a
retina ao NSQ. A retina contém ndo apenas fotorreceptores que nos permitem
distinguir formas e cores, mas contém também células ganglionares com um
pigmento chamado melanopsina responsavel por levar a informagéo de luz aos NSQ
(Provencio et al., 2000). A informacéo de luz ajusta o relégio cada vez que se inicia
um novo dia e o NSQ entdo redireciona a informacdo a glandula pineal que, em
resposta ao estimulo, secreta o hormbnio melatonina durante o escuro (Reiter,
1993).

1.1 Glandula pineal e Melatonina

A glandula pineal é um 6rgéo localizado fora da barreira hematoencefalica,
entre os dois hemisférios cerebrais, a frente do cerebelo, na posicdo posterodorsal
do diencéfalo em humanos Os componentes celulares da pineal em roedores e
humanos sdo semelhantes. No parénquima da glandula s&do encontrados:
pinealocitos e células da glia (astrécitos, microglia, oligodendrdcitos), sendo o
pinealdcito, a célula produtora de melatonina e o tipo celular mais abundante (Mgller,
Baeres, 2002).

A glandula pineal de mamiferos € inervada por fibras de vérias origens, sendo
a principal uma via multissinptica que se inicia na retina e regula o ritmo de

producdo de melatonina. As informacdes foticas captadas pela retina através da
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melanopsina chegam ao NSQ via fibras retino-hipotalamicas e, a partir dai, séo
transmitidas para a area retro-quiasmatica do nudcleo paraventricular (PVN) do
hipotalamo que se projeta direta ou indiretamente, sobre a coluna intermediolateral
da medula espinal. Esta por sua vez, projeta-se sobre o ganglio cervical superior de
onde partem fibras simpaticas pés-ganglionares que inervam a pineal (Klein, Moore,
1979).

A sintese de melatonina se inicia a partir do aminoacido triptofano proveniente
da circulagéo. O triptofano € convertido pela acdo da enzima Triptofano-Hidroxilase-
1 (TPOH) a 5-Hidroxitriptofano (5-HTP). Este é descarboxilado pelo aminoacido
aromatico descarboxilase (AAAD) dando origem a serotonina (5-HT). A serotonina
poderd sofrer exocitose ou ser acetilada pela enzima arilalquilamina N-
acetiltransferase (AA-NAT) dando origem a N-acetilserotonina (NAS). A NAS sera
entdo metilada pela enzima hidroxi-indol-O-metiltransferase (HIOMT) formando por
fim a melatonina (Axelrod, Weissbach, 1960; Sugden, 1989; revisto por Simonneaux,
Ribelayga, 2003).

No controle da sintese de melatonina, a noradrenalina (NA) liberada pelas
fibras pos-ganglionares simpaticas estimula adrenoceptores beta 1 (1) ativando a
adeniliciclase (AC) e aumentando os niveis intracelulares de adenosina de
monofosfato ciclica (AMPc) que leva, entdo, a ativacdo da proteina quinase
dependente de AMPc (PKA). Em roedores, o aumento do AMPc e,
consequentemente, a ativacdo da PKA fazem com que a subunidade catalitica da
PKA fosforile o fator de transcricio CREB (do inglés, sigla para Cyclic AMP
Response Element Binding). Este, por sua vez, se liga ao seu sitio CRE (elementos
responsivos a AMPc) na regido promotora do gene Aa-nat, induzindo a transcri¢ao
seguida da traducao citoplasmatica da enzima. Apos a fosforilagdo da AA-NAT pela
propria PKA e ligacdo com a proteina chaperona (14-3-3), esta enzima estabiliza-se
tornando-se ativa, sendo a enzima chave para acetilar a serotonina (5-HT)
transformando-a em N-acetilserotonina (NAS). Todo esse efeito da estimulacao de
adrenoceptores B1 é potenciado pela estimulacdo de adrenoceptores alfa 1 (al),
cuja interacdo induz a hidrélise de fosfoinositideos, através da ativacdo da
fosfolipase C (PLC), com aumento da concentracdo intracelular de célcio (Ca®*) e
geracdo de diacilglicerol (DAG). Este por sua vez, ir4 ativar a proteina quinase C

(PKC) capaz de potenciar o aumento da producdo de AMPc induzido pela
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estimulacdo de adrenoceptores B1 (Klein et al., 1983; Ganguly et al., 2001; Klein,
2007).

Figura 1 - Vias de sinalizacdo na biossintese de melatonina na glandula pineal.
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Legenda: A noradrenalina (NA) ao ativar o receptor B1 ira deslocar a subunidade as da
proteina G ativando a adenililciclase (AC), aumentando os niveis intracelulares de
adenosina monofosfato ciclica (AMPc) que ira ativar a proteina quinase dependente de
AMPc (PKA). A PKA ira fosforilar o fator de transcricdo CREB que ira promover a transcricéo
da enzima arilalquilamina N-acetiltransferase (AA-NAT), enzima chave para acetilar a
serotonina (5-HT) transformando-a em N-acetilserotonina (NAS). A ativacdo dos receptores
a1l irdo potenciar essa resposta dos receptores [ através do aumento dos niveis de calcio
intracelular (Ca?). O amino&cido triptofano capturado da circulacdo sofre reacées
enzimaticas sequenciais que culmina na formacdo de melatonina, sendo prontamente
liberada na circulacdo.Abreviaturas: CREB - fator de transcricdo, TPOH - Triptofano-
Hidroxilase-1, 5-HTP - 5-Hidroxitriptofano, AAAD - aminoécido aromatico descarboxilase, 5-
HT - serotonina, HIOMT - hidroxi-indol-O-metiltransferase, PLC - fosfolipase C, PKC —
proteina quinase C (Adaptada de Cecon, 2010).
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N-acetil-5-methoxitriptamina (melatonina) é ubiquamente distribuida na
natureza e detectada em vertebrados, invertebrados, plantas e também em
eucariotos e procariotos. Quimicamente, € uma indolamina sintetizada a partir do
triptofano (aminoacido essencial encontrado nas proteinas) e, devido ao seu carater
anfifilico, pode atravessar facilmente as membranas celulares por difuséo
(Hardeland et al., 2011; Iriti at al., 2010; Reiter et al., 2010; Slominski et al., 2008;
Stehle et al., 2011; Tan et al., 2003).

O controle da producéo de melatonina pela glandula pineal somente na fase de
escuro é observado na enorme maioria das espécies ja estudadas, sejam estas
espécies de atividade diurna, noturna ou crepuscular. A duracdo de sua
concentracdo plasmatica esta na dependéncia da duracéo da fase de escuro. Dessa
forma, esta caracteristica de producdo noturna da melatonina é um fator decisivo
para que 0 organismo possa prever e se adaptar as variacbes diarias e sazonais
(Simmoneaux, Ribelayga, 2003).

Na glandula pineal, a exocitose da vesicula sinaptica libera juntamente com a
noradrenalina, o nucleotideo adenosina 5'trifosfato (ATP). A existéncia de uma
cotransmissao noradrenérgica--purinérgica na glandula pineal foi funcionalmente
evidenciada por nosso grupo através de um bioensaio que permitiu acessar a
importancia de ambos os transmissores (noradrenalina e ATP) no metabolismo da
glandula pineal. Sob estimulacdo elétrica transmural dos terminais nervosos que
inervam a pineal (30 V, 0,5 ms), noradrenalina foi liberada de maneira dependente
da frequéncia de estimulacao (1, 3 e 10 Hz) e melatonina foi sintetizada de maneira
dependente do tempo de estimulacdo (15, 30 e 90 min). A incubacdo com o
antagonista beta-adrenérgico propranolol, bloqueou completamente a producdo de
NAS, precursor imediato da melatonina, enquanto os antagonistas de receptores P2,
PPADS e suramina, bloquearam parcialmente esta produgé&o, apontando para a
relevancia fisioldgica do papel da cotransmissao noradrenérgica--purinérgica neste

sistema (Mortani--Barbosa et al., 2000).

1.2 Sistema Purinérgico

O sistema purinérgico inclui: as purinas derivadas da adenina (0s nucleotideos

adenosina 5’'trifosfato - ATP, adenosina 5'difosfato - ADP, adenosina 5’monofosfato -
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AMP e o nucleosideo adenosina); as purinas derivadas da guanina (os nucleotideos
guanosina 5'trifosfato -GTP, guanosina 5’difosfato -GDP, guanosina 5’monofosfato -
GMP e o nucleosideo guanosina), aléem dos metabdlitos xantina, hipoxantina, acido
arico e o nucleosideo inosina, bem como receptores, transportadores e enzimas
(Schmidt et al., 2007).

O ATP é um nucleotideo existente em todas as células (Bours et al., 2006).
Além de ser considerado uma fonte classica de energia no metabolismo intracelular,
age no meio extracelular, como neurotransmissor e neuromodulador no sistema
nervoso central (SNC) e periférico (SNP), além de regular outros processos
biolégicos como, por exemplo, crescimento, diferenciacdo, funcdo cardiaca e
contracdo muscular (James, Butt, 1999; Torres et al., 2002; Zimmermann 1999).

Assim como outros neurotransmissores, no SNC, o ATP é estocado em
vesiculas intracelulares e, apés um estimulo neuronal, ele é liberado pelas
terminacdes nervosas na fenda sinaptica. Além das evidéncias da liberacdo de ATP
por exocitose vesicular em células neuronais (Pankratov et al.,, 2007), estudos
também suportam a liberacéo vesicular de ATP em astrdcitos (Bowser, Khakh, 2007)
através da acao de lisossomos (Zhang et al., 2007).

Apos a liberacdo, o ATP pode ligar-se a receptores purinérgicos do tipo P2 ou
ser alvo de metabolizacdo enzimética. ADP € o primeiro produto gerado na hidrélise
do ATP, e o AMP é um intermediario obrigatério da hidrélise do ATP em adenosina
(Barsotti, Ipata, 2004). O nucleosideo adenosina pode ser captado pelas células
através de transportadores especificos, o que garante a reutilizacdo dessa molécula
para a sintese de ATP intracelular (Robson et al., 2006).

A metabolizagédo realizada pelas enzimas € funcionalmente importante, uma
vez que o ATP e seus metabolitos atuam como ligantes fisiolégicos em diferentes

receptores purinérgicos (Zimmermann, 2006).

1.3 Ecto-nucleotidases

Vérias familias de enzimas estdo envolvidas na hidrélise de ATP liberado para
0 meio extracelular. Dentre as enzimas associadas as membranas encontramos: as
ecto-nucleosideo-trifosfato-difosfohidrolases (E-NTPDases; apirases), as ecto-

nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPPs) e a ecto-5’nucleotidase (Shirley
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et al., 2009). Essas enzimas constituem uma cascata enzimatica altamente eficiente
que, através de reacles sucessivas, controlam a concentracdo de ATP bem como o
tempo em que este e seus metabdlitos permanecem no espaco extracelular

(Zimmermann, 2006).

Figura 2 — Hidrolise de nucleotideos pelas ecto-nucleotidases
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Legenda: As setas indicam os locais de hidrolise de ATP: entre os fosfatos a e B pelas
enzimas NPPs e entre os fosfatos B e ¥ pelas enzimas NTPDases. Seta azul, vermelha e
verde indicam os locais de hidrolise de ATP, ADP e AMP respectivamente (eN =
5’nucleotidase) (Figura adaptada de Zimmermann et al., 2012).

Além do controle da sinalizacdo purinérgica, as ecto-nucleotidases garantem
uma recuperacgédo das purinas, uma vez que os nucleotideos ndo retornam ao interior
das células sem antes terem seus grupamentos fosfatos terminais retirados. A
atividade dessas enzimas é dependente da presenca de Ca?* no caso das enzimas
NTPDases, de magnésio (Mg?*) no caso da enzima 5’nucleotidase e de zinco (Zn?*),

no caso das enzimas NPPs (Bonan, 2012).
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Tabela 1- Mecanismo de hidrdélise das ecto-nucleotidases

Enzimas Mecanismo de Hidrdlise
NTPDases
NTPDase 1 ATP —ADP + Pi — AMP + 2P

ADP —AMP + P,

ATP = ADP + P,

NTPDase 2 D = AMD & P
NTPDase 3 ATP — ADP + P,
NTPDase 5
P — AMP + P,
NTPDase 8 A 5
NPPs
ATP — AMP + PP,
NPP 1 ADP = AMP + P,
NPP 3 3',5-cAMP — AMP
ATP — AMP + PP
NPP 9 ADP — AMP + P

3’ ,5'=cAMP — AMP

Ecto-S'nuclectidase .0 — adenosin@ + P,

Abreviaturas: NTPDase - ecto-nucleosideo-trifosfato-difosfohidrolase; NPP - ecto-
nucleosideo-pirofosfatase/fosfodiesterase; ATP - adenosina 5'-trifosfato; ADP - adenosina 5'-
difosfato; AMP - adenosina 5’monofosfato; Pi - fosfato; AMPc - monofosfato ciclico de
adenosina (Tabela adaptada de Shirley et al., 2009).

1.3.1 E-NTPDases

A primeira etapa de hidrélise do ATP pode ser catalisada por uma familia de
enzimas, atualmente denominadas de ecto-nucleosideo-trifosfato-difosfohidrolase,
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E-NTPDases. Estas enzimas apresentam uma distribuicdo tecidual diferenciada e
podem também ser simultaneamente expressas por um mesmo tipo celular,
indicando que a sinalizacdo purinérgica € sujeita a uma complexa regulacéo
(Kukulski et al., 2011). Funcionam como ecto-enzimas, visto que se encontram
ancoradas a membrana plasmética através de um duplo sitio catalitico
transmembrana e um loop voltado para o meio extracelular (Robson et al., 2006).

Os primeiros estudos sobre essas enzimas coincidem com as primeiras
investigagbes sobre o0s processos basicos do metabolismo celular, tais como a
fermentacao em células de leveduras e plantas (Battastini et al., 2011). Hoje se sabe
que a familia das E-NTPDases é composta por 8 enzimas distintas que hidrolisam
nucleotideos como ATP, GTP e uracila 5trifosfato (UTP). Dentro dessa familia, as
enzimas NTPDases 1, 2, 3 e 8 sdo as de maior destaque no que diz respeito ao
controle da resposta purinérgica. A enzima NTPDasel hidrolisa ATP e ADP
diretamente para AMP e UTP a uracila 5'difosfato (UDP), sendo a hidrolise de igual
preferéncia (Zimmermann, 2001). A enzima NTPDase 1 ira retirar um fosfato por vez
do ATP, rapidamente formando AMP com pouco acumulo de ADP (Kukulski et. al.,
2005; Laliberté et al.,, 1983) enquanto a enzima NTPDase 2 apresenta grande
preferéncia por ATP podendo, portanto, favorecer o acumulo extracellular de ADP
(Burnstock, 2006; Sevigny et al., 2002). As enzimas NTPDase 3 e NTPDase 8
revelam uma preferéncia intermediaria por ATP sobre ADP também podendo causar
um acumulo de difosfonucleosideos, enquanto as enzimas NTPDases 4 e NTPDase
7 sdo enzimas extracelulares que nao participam da sinalizacdo purinérgica
(Kukulski et. al., 2005). O AMP produzido pela atividade das enzimas NTPDases €,
posteriormente, hidrolisado a adenosina pela enzima 5’nucleotidase (Robson et al.,
2006).

1.3.2 E-NPPs

A familia das enzimas E-NPPs é constituida por 7 membros. As NPP1 e NPP3
se caracterizam com um dominio transmembrana, uma pequena regido n-terminal
citoplasmatipa e um loop extracelular com a por¢cdo C-terminal. A NPP2 é uma
enzima secretada e ndo apresenta dominio transmenbrana. As demais NPPs, 4, 5, 6

e 7 possuem seu ecto-dominio invertido, podemos ver que sua regido C-terminal é
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intracelular e a N-terminal extracelular (Bonan, 2012). Essa diferenga conformacional
e pelo fato da NPP 2 nédo apresentar dominio transmembrana faz com que somente
a NPP1 e NPP3 estejam envolvidas com o0 sistema purinérgico por serem capazes
de hidrolisar nucleotideos. As enzimas NPP 1 e NPP 3 metabolizam a molécula de
ATP em AMP + PPi e a molécula de ADP em AMP + Pi (Cappellari et al., 2012) de
maneira mais eficiente do que a NPP 2 (Gijsbers et al., 2003). Esta ultima possui
preferéncia por substratos fosfolipides, assim como as enzimas E-NPPs 4 - 7. Vale
ressaltar que as enzimas E-NPPs sdo mais ativas em pH alcalino (Zimmermann et
al., 2012).

1.3.3 Ecto-5'nucleotidase

A familia da ecto-5’nucleotidase € uma familia de uma unica enzima, a
5’nucleotidase (5’-NT/CD73). Ela possue dois dominios transmembrana, com dois
loops extracelulares contendo as porgdes C' e N’ terminais no meio extracelular. A
hidrolise do AMP até adenosina é catalisada somente pela enzima 5’-nucleotidase
(Burnstock, 2006) sendo a principal fonte de adenosina no meio extracelular (Colgan
et al., 2006).

Em resumo, apresentamos uma representacdo esquematica do sistema
purinérgico envolvendo ATP, enzimas de degradacdo e o0s receptores purinérgicos
(Figura 3).
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Figura 3 - Representacdo esquematica do sistema purinérgico envolvendo
ATP, enzimas de degradacé&o e receptores
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Legenda: O ATP liberado, por exemplo, por exocitose vesicular do terminal nervoso
simpatico, atua como cotransmissor em receptores purinérgicos P2X e P2Y. ADP e
adenosina sé@o gerados através da atividade de ecto-nucleotidases ativando receptores P2Y
e P1, respectivamente. A liberagdo de ATP pode também ser efetuada via canais na
membrana celular evocando a¢fes autdcrinas ou paracrina.

1.4 Receptores purinérgicos

Existem duas familias de receptores purinérgicos denominadas P1, em que a
adenosina é o ligante natural, e P2, que reconhecem principalmente ATP, ADP e
pirimidinas (Ralevic, Burnstock, 1998). Os receptores P1 ja foram caracterizados
contendo 4 subtipos: Al, A2a, A2b e A3 (Coddou, et al., 2011). A familia de

receptores P2, por sua vez, apresenta-se dividida em dois subgrupos: P2X e P2Y.
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Os receptores P2X sdo proteinas de membrana que formam um canal idnico e sua
ativacdo promove a passagem néo seletiva de cations, regulando os niveis de Ca?*,
soédio (Na*) e potassio (K*). O subgrupo P2Y é um receptor metabotrépico, acoplado
a proteina G e sua ativacdo promove a alteracdo dos niveis de AMPc e [Ca?']i na
dependéncia do acoplamento a proteina G (Gs, Gi ou Gg/11). Os receptores P2X
contém 7 subtipos: P2X1 a P2X7 e os receptores P2Y contém 8 subtipos conhecidos
como: P2Y1, 2,4, 6, 11, 12, 13 e 14 (Figura 4).

Figura 4 - Sinalizagéo Intracelular dos Receptores Purinérgicos
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Fonte: Figura adaptada de Stagg, Smyth, 2010.
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A tabela 2 a seguir apresenta um resumo das principais caracteristicas
farmacolégicas e dos mecanismos de transducdo de sinal dos receptores

purinérgicos.

Tabela 2 - Caracteristicas Farmacoldgicas e Mecanismos de Transducédo dos
Receptores Purinérgicos

) Receplor Pl i Receptor P2

ATP
Ligant ADP
Y e . v
A f’,} s Adenosina UTP
enaogenc &
5 UDP
Dinucleotideos de adenosina
Subgrupo A P2X P2Y
: Acoplados a . S
Tipo de o e : . Acoplados a proteina G:
; : proteina G: Canal i6nico : S
Receptor TS D Gq/11, Gi, Gs
o (’;', (,’_\1',.(-’1',,( 0 .. .
e , P2Y,, P2Y,, P2Y,, P2Y,,
Subtipos Ay, Aza, Aos, As P2Xi7 R

P:).Yn, 1)2\"1?, PZYN, [)2\!14

Efetores [P;, Ca?*, AMPc Ca**> Na*>K* [P3, Ca’*, DAG, AMPc

Abreviaturas: ATP - adenosina 5'-trifosfato; ADP - adenosina 5'-difosfato; UTP - uridina-5'-
trifosfato; UDP - uridina-5'-difosfato; |Ps- trifosfato de inositol; AMPc- adenosina monofosfato
ciclica; DAG - diacilglicerol (Tabela adaptada de Petrilli, 2012).

Na glandula pineal de ratos ja foram caracterizados receptores P1 do subtipo
A2B (Nikodijevic, Klein, 1989; Gharib et al., 1992) e receptores P2 do subtipo P2Y1
(Ferreira et al., 1994; Ferreira, Markus, 2001) e P2X7 (Souza-Teodoro, 2013).

Funcionalmente, os eventos intracelulares decorrentes da estimulacdo destes
receptores na glandula pineal levam a diferentes eventos bioldgicos. A ativagdo de
receptores P2Y1 e P2X7 leva a uma potenciacdo da produgcao do precursor NAS
(Ferreira, Markus, 2001; Ferreira et al.,, 2003). Sobre os niveis de melatonina,

contudo, a ativacdo destes receptores P2 leva a uma inibicdo de melatonina
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induzida por noradrenalina, enquanto a ativagcdo dos receptores Pl leva a uma
potenciacdo da producao desta indolamina (Petrilli, 2012; Souza-Teodoro, 2013).
Estes resultados foram demonstrados recentemente pelo nosso grupo e
sugerem, através da hidrolise de ATP, um efeito modulatério das purinas sobre a
funcdo neuroenddcrina da glandula pineal. A caracterizagdo da modulacdo desse
sistema requer um estudo detalhado das enzimas de metabolizacdo do ATP na

glandula pineal, constituindo entédo, o objetivo deste trabalho.



2 OBJETIVOS
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O presente trabalho teve como objetivo caracterizar a expressao génica, a
distribuicdo celular e a atividade das ecto-nucleotidases - NTPDases, NPPs e

5’nucleotidase - na glandula pineal de ratos.

Estratégias

1. Verificar a expressédo génica e o padrao temporal de expressao de ecto-
nucleotidases através das técnicas de RT-PCR e RT-PCR em tempo real em
glandulas pineais de animais sacrificados a intervalos regulares do ciclo de
iluminacdo ambiental.

2. Determinar a atividade de ecto-nucleotidases na pineal nos periodos de
claro e escuro.

3. Caracterizar a distribuicdo celular das ecto-nucleotidases identificadas na

pineal através da técnica de imuno-histoquimica.



3 MATERIAIS E METODOS



34

3.1 Animais

Foram utilizados ratos fémeas da linhagem Wistar, entre 6 e 7 semanas de
idade, provenientes do Biotério do Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o
Paulo (IB-USP). Os animais foram mantidos em grupos de, no maximo, cinco
animais por gaiola de polipropileno, com temperatura controlada em 22°C e acesso
a agua e racdo ad libitum. O ciclo claro/escuro empregado foi o de 12/12 horas,
sendo as luzes acesas as 06 horas e apagadas as 18 horas. O horéario de acender
das luzes é considerado como “Zeitgeber Time” 0 (ZT 0). ZT é um termo alem&o que
significa “doador de tempo”, caracterizado como um sinal do ambiente que promove
a sincronizacao do ritmo enddgeno do organismo. Os animais foram sacrificados por
decapitacdo e os protocolos experimentais foram feitos de acordo com as normas
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA) e aprovados pela Comissédo de Etica no uso de Animais (CEUA) do

Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo (protocolo: 175/2013).

3.2 Retirada da glandula pineal

Os animais foram sacrificados a intervalos regulares de 4 horas ao longo de 24
horas, sendo sacrificados em ZT 4, ZT 8, ZT 12, ZT 16, ZT 20 e ZT 24. ApGs 0s
animais serem decapitados as glandulas pineais foram retiradas com auxilio de uma

pinca e imediatamente colocadas em tubos eppendorfs no gelo seco.

3.3 Extracédo de acido ribonucleico (RNA)

As glandulas pineais foram homogeneizadas individualmente em 100 pL de
TRIzol® Reagent (Invitrogen Life Technology, Carlsbad- CA, EUA), com auxilio de
um homogeneizador e pistilo, depois completamos o volume para 1 mL. Em seguida,
adicionamos 200 pL de cloroférmio, agitamos manualmente e vigorosamente por 15
segundos, os tubos foram mantidos por cerca de 5 minutos a temperatura ambiente
e centrifugados (12000 x g; 15 min; 4°C) para separagdo da fase aquosa que
contém o RNA. O RNA foi precipitado com 400 uL de isopropranol por 10 minutos a
temperatura ambiente, seguido de centrifugacdo (12000 x g; 10 min; 4°C). O
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sobrenadante foi removido, o pellet lavado duas vezes com 500 uL de etanol 75 %,
centrifugado (7500 x g; 5 min; 4°C) e o excesso de etanol evaporado a temperatura
ambiente por cerca de 10 minutos. Apos esse periodo, o material foi ressuspendido
em 10 pL de &gua estérii para injecdo (RNase free) e tratado com
desoxiribonuclease (DNase) (Invitrogem Life Technology, Carlsbad- CA, EUA)
conforme instru¢des do fabricante. Em resumo, a cada amostra foi adicionado 1 pL
de tampéao 10x DNase | Reaction Buffer (Invitrogem Life) e 1 uL DNase | (1 U/pL-
Invitrogem Life). As amostras foram incubadas por 15 minutos a temperatura
ambiente e, para inativacdo da DNase, foi acrescentado 1 pL de acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (25 mM — Invitrogen Life) seguido de incubacéo
a 65°C por 10 minutos. A concentracdo de RNA foi determinada por

espectrofotometria, utilizando o espectrofotémetro ND-1000 (Nanodrop®).

3.4 Sintese da fita de DNA complementar (cDNA) por transcriptase reversa

Realizamos a sintese de cDNA a partir de RNA total (0,5 pg) diluido em agua
RNase-free em um volume de 12 uL, ao qual adicionamos 1 pL de random primer
(50 ng/pL — Invitrogen Life) e 1 pL dNTP mix (10 mM- Invitrogen Life). A amostra foi
incubada inicialmente a 65°C por 5 minutos. Imediatamente ap6s a incubacéo, foi
transferida para cuba com gelo, adicionando-se 4 uL de tampé&o PCR 5x (Invitrogen
Life), 1 yL DTT (0,1 M, Invitrogen Life) e 1 pL Superscript Il RT (200 U/ pL-
Invitrogen Life), finalizando um volume de 20 pL. A mistura foi homogeneizada e,
apos breve centrifugacdo, incubada por 5 minutos a 25°C, 50°C por 55 minutos,
sendo a reacdo inativada a 70°C por 15 minutos, em termociclador MasterCycler
Personal (Eppendorf). Um controle negativo contendo todos os componentes da
reacao exceto a enzima SuperScript Ill foi realizado para excluir a possibilidade de
contaminacdo de acido desoxirribonucleico (DNA) nas amostras de RNA. O cDNA
produzido foi estocado a -20°C até ser utilizado nos ensaios de transcriptase reversa

e reacdo em cadeia de polimerase (RT-PCR) e RT-PCR em tempo real.
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3.5 Desenho dos oligonucleotideos iniciadores

Foram desenhados uma sequéncia senso e anti-senso de oligonucleotideo
iniciadores (primers) para cada gene das seguintes enzimas: ecto-nucleosideo-
trifosfato-difosfohidrolase 1 (NTPDase 1), ecto-nucleosideo-trifosfato-
difosfohidrolase 2 (NTPDase 2), ecto-nucleosideo-trifosfato-difosfohidrolase 3
(NTPDase 3), ecto-nucleosideo-trifosfato-difosfohidrolase 5 (NTPDase 5), ecto-
nucleosideo-trifosfato-difosfohidrolase 8  (NTPDase  8), ecto-nucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterase 1 (NPP 1), ecto-nucleotideo pirofosfatase/
fosfodiesterase 2 (NPP 2), ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase 3 (NPP 3),
ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase 4 (NPP 4), ecto-5’nucleotidase e para
gliceraldeido 3-fosfato dehidrogenase (Gapdh), utilizado como controle interno. As
sequéncias dos genes foram desenhadas de maneira que o produto amplificado
ficasse localizado préximo da terminagdo 3" e possuisse em torno de 100 pares de
bases (100 bp) para realizacdo do RT-PCR quantitativo (RT-PCR em tempo real).
Cada sequéncia do par de oligonucleotideo teve aproximadamente 20 bp, com
porcentagem entre 50-55 % de bases guanina e citosina (G e C). Também buscou-
se obter temperaturas de desnaturacdo e associacdo que fossem préximas entre as
duas sequéncias, senso e anti-senso.

A fim de garantir a especificidade de amplificacdo de Unica regido do DNA, os
fragmentos dos oligonucleotideos foram analisados no banco de dados de gene
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Os oligonucleotideos foram desenhados com
auxiilio dos Softwares BioEdit Sequence Aligment Editor e Annhyb 4.946 e

sintetizados pela Prodimol Biotecnologia, Belo Horizonte, Brasil.
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Tabela 3 - Sequéncia dos oligonucleotideos inicidores para experimentos de

NTPDase 1

NTPDase 2

NTPDase 3

NTPDase 5

NTPDase 8

NPP 1

NPP 2

NPP 3

NPP 4

S'nucleotidase

GAPDH

RT-PCR

(senso)

{anti-senso)
(senso)

(anti-senso)
(senso)

(anti-senso)
(senso)

{anti-senso)
(senso)

(anti-senso)
(senso)

(anti-senso)
(senso)

(anti-senso)
(senso)

(anti-senso)
(senso)

(anti-senso)
(senso)

(anti-senso)
(senso)

(anti-senso)

Sequenciado primer

5’ -AGTATGGGATTGTGCTGGATG-3'
5 -TCTGAGCGTATTTTGAGATTCCG-3'
5 -CGGGATGTACCCAGAGACAG-3'
5'-TCAAGCACCCTGGCTGT-3’
5'-AGATAGGGCCCCACTCAACT-3
5'-TCTCCCTCCGTATTCCTCCT-3
5'-GGTTCTGAAGGCAACGGC-3
5'-GGACCCATCCATGATGCT-3
5'-CCTGAAGAGCTGCCTGCA-3
5'-GACTGCAGCTAGGATGTC-3

5 -GGGTTGAAACCAAGCTIGTGC-3’
5-GAAATCCAGACAGCAGTTCCY
5-CGGGATGTACCCAGAGACAG-3'
5'-TCAAGCACCCTGGCTGT-3'
5'-GCAATTCCGTCCCATATG-3
5'-CAGCACTGACTGGTCCACT-3

5’ -GGGAAGAACCGGATGTAAG-3
5'-CCTAACGCCTTGAGCTTTTG-3'

5 -AGAGGCGTGGACGTCGTGG-3
5'-CCCAGCAGGCACCTCTTTGGA-3'
5'-TTICTTGTGCAGTGCCAGCC-3

5 -GTAACCAGGCGTCCGATACG-3

T(°C)

57

60

59

58

57

29

b1

58

59

62

Tamanho (Bp)

146

109

126

135

145

122

109

136

122

83

3.6 RT-PCR - Ensaios de Transcriptase Reversa e Reacdo em Cadeia da

Polimerase

Para a realizacédo da reacao de RT-PCR, preparou-se uma solugdo composta
por 1 uL de cDNA, 17 uL de agua MiliQ, 5 yL de Coral Loading Buffer 10 X, 1 uL de
oligonucleotideo senso (10 uM), 1 pyL de anti-senso (10 uM), 25 uL Top Taq Master

Mix Kit (Qiagen Quality, Alameda, CA- EUA). As reacOes foram realizadas em

termociclador (Mastercycler Gradient- Eppendorf), com um ciclo de 5 minutos a 94°C
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para desnaturacdo das duplas-fitas, por 40 ciclos de 1 minutos a 94°C para
desnaturacao das dupla-fitas, 30 segundos a 60°C para associacao dos primers, 15
segundos a 72°C para extenséo das fitas de DNA e um ciclo de extenséao final das
fitas de DNA por 5 min a 72°C. Os produtos amplificados (10 pL) foram analisados
em gel de agarose (2 %) contendo brometo de etidio (10 pg/pL). O padréo de peso
molecular de escala de 100 pares de base de DNA (Quick-Load® 100 bp DNA
Ladder - Uniscience, Sdo Paulo, Brasil) foi utilizado como referéncia. Apos a
eletroforese a 90 Volts por 25 a 30 minutos, os resultados foram visualizados em

transiluminador ultra-violeta (UV) e fotografados digitalmente.

3.7 RT-PCR em tempo real

A partir dos produtos obtidos na reacdo de RT-PCR realizamos uma
purificacdo com o kit AccuPrep® PCR Purification (Bioneer, Daejeon, Korea),
conforme instrucdes do fabricante. Estes fragmentos puros foram quantificados no
espectrofotometro ND-1000 (Nanodrop®). Com esta quantificacdo e conhecendo o
tamanho e peso molecular de cada fragmento amplificado foi possivel calcular o
namero de moléculas para todas as amostras usando a seguinte formula
(Dhanasekaran et al., 2010):

N° de moléculas / uL = 6,022 x 1023 (mol) x concentracao de DNA (g / yL)
N° de pares de base x 660 daltons

6,022 x 1023 (mol) = Numero do Avogrado

660 daltons (DA) = média do peso de um par de base

Realizou-se entdo uma curva de diluicGes em série de 10 vezes (10° a 10’
moléculas de fragmentos de DNA) para a quantificacdo absoluta de cada enzima.

As reacOes RT-PCR em tempo real foram realizadas com 1 ou 2 uL de cDNA,
adicionando 400 nM de cada par de oligonucleotideo e SYBR Green (Applied
Biosystems, Foster City, EUA) para volume final de 25 pL. Foram usados os
oligonucleotideos para identificar as enzimas NTPDase 1, NTPDase 3, NPP 1 e
ecto-5’ nucleotidase, apresentados na tabela 2. A reacéo foi realizada em 1 ciclo de
10 minutos a 94°C, 40 ciclos de 15 segundos a 94°C seguido de 1 minuto a 60°C.
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Realizamos a curva de Melting, curva da temperatura de desnaturacao do produto,
com 81 ciclos de 10 segundos, iniciando aos 55°C e aumentando 0,5°C a cada ciclo,
terminando aos 94°C, usando iQ iCycle BioRad.

A curva padrdo para a quantificacdo absoluta das ecto-nucleotidases
identificadas foi construida plotando-se em escala logaritmica o threshold cycle (Ct)
contra 0 numero de moléculas. A partir desta foi delineada uma reta que gerou uma
equacdo desta reta, com R? e slope, que possibilitou a identificacdo do nimero de
copias presentes em cada amostra analisada. A relacdo do Ct e numero de copias
de cada fragmento foi calculado utilizando o software (BioRad). O numero de copias
de cada enzima analisada foi normalizado pelo numero de copias do fragmento de
Gapdh.

3.8 Atividade enzimética

As glandulas foram homogeneizadas em Meédium | (pH 7,5) contendo
HEPES 5 mM, sacarose 320 mM e EDTA 10 mM. O conteudo de proteinas foi
ajustado para 0,7 mg/ml, pelo método de Coomassie Blue, de acordo com Bradford
(1976). A atividade da NTPDase foi determinada conforme o descrito por Schetinger
e colaboradores (2000), o qual apresenta o meio de incubacdo da enzima composto
por: 1,5 mM de CaClz, 0,1 mM de EDTA, 5 mM de KCI, 10 mM de glicose, 225 mM
de sacarose e 45 mM de tampéao Tris-HCI (pH 7,5), com um volume final de 200 pL.
A atividade da enzima 5’nucleotidase foi determinada de acordo com o método de
Heymann e colaboradores (1984), o qual apresenta o meio de incubacdo da enzima
composto por: 10 mM de MgSO:2 e 100 mM de Tris-HCI. Vinte microlitros do
homogeneizado da glandula foram adicionados ao meio de incubacdo descrito
anteriormente, sendo pré-incubados por 10 minutos seguido de incubacdo por 20
minutos a 37°C. A reacao foi iniciada com a adi¢do dos substratos ATP (1 mM), ADP
(1 mM) ou AMP (2 mM) e foi interrompida com &cido tricloroacético (TCA) 15%. Para
a inibicdo da NTPDase citosodlica foi utilizado azida de sodio (1 mM). A liberacao de
fosfato inorganico (Pi) foi determinado pelo método de Chan e colaboradores (1986),
usando Verde Malaquita como reagente colorimétrico e KH.PO,como padrdo. Todas
as amostras foram realizadas em triplicata e a atividade das enzimas foi expressa

em nmol de Pi liberado/min/mg de proteina.
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3.9 Imunohistoquimica — “Free Floating”

As pineais foram removidas e imediatamente fixadas em paraformaldeido 4 %
onde permaneceram por 3 dias com troca de solucdo a cada 24 horas. Para a
crioprotecao as pineais foram incubadas em solucdo de sacarose 30 % em PBS a
4°C por 18 horas e logo apds colocadas em meio de congelamento (Tissue freezing
médium, Triangle Biomédical xSciences, INC) e congeladas em freezer - 80°C. As
pineais foram cortadas em criostato (Leica) em cortes de 25 um de espessura e
coletadas diretamente em solucdo PBS em diferentes pocos de placa acrilica costar.
Em seguida, deu-se inicio ao processamento do material com técnica de imuno-
histoquimica em cortes free floating. Os cortes foram lavados com PBS, por 3 vezes
de 10 minutos, depois foram pré-incubados, submergidos em solucéo bloqueio 5%
de soro donkey (Jackson ImunnoResearch) e 0,3% de Triton X em PBS em
temperatura ambiente por uma hora. Apds esse tempo, 0s anticorpos primarios
foram acrescentados juntos aos cortes e solucdo de bloqueio. Os anticorpos
primarios foram incubados separadamente de acordo com interesse e, numa
segunda etapa combinados com o0s respectivos anticorpos secundarios

fluorescentes, como descrito na tabela 4.
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Tabela 4 - Anticorpos primarios e secundéarios e as respectivas diluicdes

utilizadas.
AC primario Diluicéo Soro  AC secundério Diluicéo
Alexa fluor 488 Donkey anti rabbit
anti-NTPDase 1 — rabbit* 1:1000 Donkey 1:200
(Jackson ImmunoResearch)
Alexa fluor 488 Donkey anti rabbit
anti-NTPDase 3 — rabbit* 1:500 Donkey 1:200
(Jackson ImmunoResearch)
anti-ecto-5’ nucleotidase Alexa fluor 488 Donkey anti rabbit
1:2000 Donkey 1:200
— rabbit* (Jackson ImmunoResearch)
anti-ED-1 — mouse CY3 Donkey anti mouse
1:100 Donkey 1:200
(Abcam, Cambridge -UK) (Jackson ImmunoResearch)
anti-GFAP
1:2000
(Sigma-AldricH) *Conjugado ao fluoréforo Cy3
DAPI (Ab cam) 1:1000

Legenda: Os anticorpos primarios das ectonucleotidases e 0s soros pré-imunes das

mesmas foram gentilmente cedidos pelo colaborador

Professor Jean Sévigny da

Universidade Laval de Quebec, Canada. Traducao: donkey = cabra; mouse = camundongo;
rabbit = coelho. * Para os controles negativos das ecto-nucleotidases foram utilizados: soro
pré-imune no lugar do anticorpo primario da enzimas, has mesmas concentragées.

Os cortes incubados com anticorpos primarios permaneceram por periodo de

24 horas sob agitacdo constante e temperatura de 4°C. Passado esse tempo, 0s

cortes foram lavados novamente com PBS por 3 vezes de 10 minutos, seguidos de

incubacdo em solucdo 5% de soro donkey, 0,3% de Triton X em PBS, e os



42

respectivos anticorpos secundéarios fluorescentes, durante 90 minutos em
temperatura ambiente. Passado esse tempo os cortes das pineais foram montados
em laminas gelatinizadas. ApGs a secagem, foram incubados por 5 minutos com a
deposicdo de DAPI (5 upM; California, Estados Unidos) sobre a lamina, em
temperatura ambiente, como o objetivo de realizar a marcacdo do nudcleo. Em
seguida as laminas foram cobertas por glicerol e laminulas, e protegidas da luz para
posterior analise.

A fluorescéncia foi observada através de microscopio para fluorescéncia
(Olympus BX50- DP73) e as imagens analisadas através do software Cell Sens
Standard.

3.10 Analise estatistica

Os resultados estédo apresentados como média + erro padrdo da média (epm)
de n amostras. Diferencas entre grupos foram analisadas pela andlise de variancia
ANOVA de 1 via, seguido de teste de Newman-Kells. Valores de p<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.



4 RESULTADOS
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4.1 Expressao génica das enzimas

4.1.1 RNA total

O RNA total isolado de glandulas pineais apresentou quantidades apreciaveis
em cada extracdo analisada (500-1500 ng/glandula). As amostras apresentaram
ainda alta qualidade, como pudemos verificar pelos valores da relacdo das

absorbancias A260/280 variando de 1,8 a 2,0 (dados nao mostrados).

4.1.2 Presenca de transcritos das ecto-nucleotidases

Os resultados obtidos com os ensaios de RT-PCR confirmaram a presenca dos
transcritos das ecto-nucleotidases testadas na pineal de ratos. A temperatura 6tima
para a associacao de cada par de oligonucleotideos foi estabelecida através de um
gradiente de temperatura realizado em termociclador a partir de 61 °C com uma
variacéo de 4°C (57,8°C, 59,1°C, 61,8°C e 64,2°C). Sob condi¢des de temperatura a
59,1°C e 61,8°C, observamos a presenca de banda Unica em gel de agarose 2% nas
reacdes que envolveram a analise dos produtos das enzimas NTPDase 1, NTPDase
2, NTPDase 3, NTPDase 5, NPP 1, NPP 3, NPP 4, ecto-5’nucleotidase e do gene
Gapdh, utilizado como controle interno (Figura 5).

Portanto, os produtos de DNA obtidos apresentaram-se sob a forma de banda
Gnica, com tamanho dos fragmentos correspondentes ao produto esperado
conforme o desenho dos oligonucleotideos. Nenhum fragmento foi detectado no
controle negativo (auséncia de cDNA) confirmando as boas condi¢cbes da reacéo de
PCR. Os controles negativos da transcricio reversa, reacao realizada sem a
transcriptase reversa, demonstraram a auséncia de contaminacdo por DNA

gendmico (dados ndo mostrados).
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Figura 5 - Expresséo génica das ecto-nucleotidases na glandula pineal de
ratos

NTPDase 1 NTPDase 2 NTPDase 3 NTPDase 5 NTPDase 8

Legenda: Eletroforese em gel de agarose representativa dos produtos de RT-PCR dos
transcritos de ecto-nucleotidases a partir de RNA total de um pool de glandulas pineais sob
diferentes temperaturas de associacdo dos oligonucleotideos iniciadores. Seta: banda de
pares de base (bp) correspondentes as enzimas NTPDase (1, 2, 3,5 e 8), NPP (1, 2, 3, e 4),
5’nucleotidase e Gapdh. Peso Molecular em escala de 100 bp. O controle negativo foi
realizado na auséncia de cDNA.
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4.1.3 Andlise temporal da expresséo das ecto-nucleotidases
4.1.3.1 RT-PCR

A segquir foi realizada a avaliacdo da expresséo génica das enzimas NTPDase
1, NTPDase 2, NTPDase 3, NPP 1, NPP 3 e 5'nucleotidase na glandula pineal de
animais sacrificados em diferentes horarios do ciclo claro-escuro ambiental (Figura
6). Os resultados obtidos neste ensaio sugerem uma variacdo temporal na
expressao dessas enzimas.

Figura 6 — Analise temporal da expressao génica de ecto-nucleotidases na
glandula pineal de ratos — RT-PCR
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Legenda: Eletroforese representativa dos produtos de RT-PCR dos transcritos de ecto-
nucleotidases obtidos a partir de RNA total de glandulas pineais de ratos sacrificados a
intervalos regulares de 4 horas (ZT 4, 8, 12, 16, 20 e 24). O controle negativo foi realizado
na auséncia de cDNA e o controle positivo realizado com DNA gendémico de rato. O
transcrito Gapdh foi utilizado como controle interno. Os tamanhos dos fragmentos em pares
de base (bp) encontram-se identificados na figura. ZT = Zeitgeber Time; ZT 0 = acender das
luzes.
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4.1.3.2 RT-PCR em tempo real

Para confirmar a existéncia de uma variacdo temporal na expressao génica de
ecto-nucleotidases na pineal, foi realizada uma andlise quantitativa da expressao
génica destas enzimas através do método de RT-PCR em tempo real.

A guantificacdo absoluta da expressdo génica foi realizada a partir de uma
curva padréo contendo quantidades conhecidas de fragmentos de DNA amplificado
de cada par de oligonucleotideo iniciador. As curvas foram feitas a partir de 8
diluicdes em série (10° a 107) mostrando-se linear em 7 dos 8 pontos (10 a 107
moléculas) (dados ndo mostrados).

Para a curva da temperatura de desnaturacdo do produto, curva de Melting,
foram realizados 81 ciclos de 10 segundos, iniciando aos 55°C e aumentando
0,5°C a cada ciclo terminando aos 94°C usando iQ iCycle BioRad. As curvas
apresentaram um Unico pico de amplificacdo, caracterizando uma amplificacdo
especifica dos oligonucleotideos de cada gene (dados ndo mostrados).

As amplificacdes obtidas foram validadas através da analise dos parametros
eficiéncia da amplificacdo, coeficiente de correlacédo (R?) e inclinacdo da reta (slope)
gue se mostram dentro de valores confiaveis.

A curva padrdo para a quantificacdo absoluta das ecto-nucleotidases
identifcadas foi construida plotando-se em escala logaritmica o threshold cycle (Ct)
contra o numero de moléculas. O valor de Ct foi definido como o ciclo no qual um
aumento estatisticamente significativo na magnitude do sinal gerado pela reacao de
PCR foi detectado. Este valor de Ct foi calculado sob o software (BioRad).

As enzimas NTPDase 1, NTPDase 3, NPP 1 e 5'nucleotidase mostraram um
aumento significativo de expresséo génica em pineais de animais sacrificados oito
horas ap6s o apagar das luzes (ZT 20) quando comparada a expressao génica em
pineais de animais sacrificados na fase de claro (Figura 7). Nenhuma amplificacao
foi detectada no controle negativo (auséncia de cDNA ou omisséao de transcriptase

reversa; dados ndo mostrados).
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Figura 7 — Andlise temporal da expressdo génica de ecto-nucleotidases na
glandula pineal de ratos — RT-PCR em tempo rea
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Legenda: Quantificacdo absoluta dos produtos dos transcritos de ecto-nucleotidases obtidos
a partir de RNA total de glandulas pineais de ratos sacrificados a intervalos regulares de 4
horas (ZT 4, 8, 12, 16, 20 e 24). Os dados estdo apresentados como média + epm do
numero de moléculas amplificadas normalizadas por Gapdh. n = 4 glandulas para cada ZT
identificado. * p<0,05 comparado a média do produto amplificado na fase de claro.
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4.2 Atividade enzimética de ecto-nucleotidases na glandula pineal de ratos

A atividade das NTPDases e da 5nucleotidase foi analisada através da
hidrélise dos substratos ATP (1 mM), ADP (1 mM) e AMP (2 mM) em glandulas
pineais de animais sacrificados em diferentes horarios do ciclo claro-escuro
ambiental. Este método permitiu a quantificacdo de fosfato inorgéanico liberado pela
reacao de hidrdlise desses nucleotideos. Uma primeira quantificacao foi realizada
sem as amostras contendo todo o sistema, o fosfato e o fator colorimétrico, sendo
utilizada como fator de correcdo em que foi normalizado o valor da atividade

enzimatica das amostras obtido posteriormente (Tabela 5).

Tabela 5 - Fator de correcdo do fosfato inorganico

concentragcao meédia Pi
10mM 0,148 0,155 0,165 0,156 64,10256
20mM 0,198 0,192 0,195 0,195 102,5641

Para a determinacdo de tempo de reagcdo das amostras com 0s nucleotideos
foi realizada uma padronizacéo testando-se os tempos de 20 e 60 min. Apés 60 min
de incubacdo houve uma queda na hidrdlise dos trés nucleotideos sugerindo uma
diminuicdo da atividade enzimatica na glandula (Tabela 6). O tempo de 20 min foi
entdo escolhido para a realizacdo dos proximos experimentos e a atividade

enzimatica expressa na unidade nmol Pi/ min/ mg de proteina.

Tabela 6 - Atividade enzimatica nos diferentes tempos de reacdo. Dados
mostrados em duplicata.

ATP ADP AMP

20 min 39,85 28,19 9,27
41,22 27,57 9,65

60 min 17,29 9,71 0,25
20,01 10,4 3,38

A hidrélise de ATP foi significativamente maior em glandulas pineais de animais

sacrificados 8 e 12 horas apds o0 apagar das luzes (ZT 20 e ZT 24, respectivamente)
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em relacdo a hidrélise detectada em glandulas pineais de animais sacrificados na
fase de claro. A hidrélise de AMP também foi significativamente aumentada em
pineais de animais sacrificados 12 horas ap0s o apagar das luzes (ZT 24) enquanto
a hidrélise de ADP manteve-se inalterada em pineais de animais sacrificados nas
diferentes fases do ciclo claro-escuro ambiental (Figura 8). Fica evidente, portanto, o
significativo aumento de atividade das NTPDases e da 5’nuclecotidase na glandula

pineal na fase de escuro.

Figura 8 — Atividade enzimética das ecto-nucleotidases na glandula pineal de
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Legenda: Hidrolise dos substratos ATP (1 mM), ADP (1 mM) e AMP (2 mM) em pineais de
animais sacrificados em diferentes horarios do ciclo claro-escuro ambiental. Os resultados
foram expressos como nmol/Pi/min/mg de proteina e estdo apresentados em % de variagédo
em relacdo a fase de claro. n = 3 glandulas para cada ponto. * p<0,05 comparado a média
da atividade enzimatica determinada na fase de claro. Média da fase do claro na atividade
ATPase 27,64 + 2,65; média da fase do claro na atividade ADPase 26,32 + 2,35; média da
fase do claro na atividade da 5’ nucleotidase 48,54 + 3,43.
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4.3 Localizagdo celular das ecto-nucleotidases por imunohistoquimica

Tendo em vista o aumento de atividade enzimatica observado no periodo de
escuro, glandulas pineais de animais sacrificados na fase de escuro foram
submetidas ao protocolo de imuno-histoquimica em seccbes free-floating.
Verificamos uma imunoreatividade positiva para as enzimas NTPDase 1 (Figura 9 e
10), NTPDase 3 (Figura 11 e 12) e ecto-5'nucleotidase em todo o parénquima da
glandula (Figuras 13 e 14).

As enzimas foram marcadas positivamente na cor verde com seus respectivos
anticorpos. Juntamente com estas foram utilizados os anticorpos ED-1 e GFAP para
marcacao dos tipos celulares microglia e astrdcito, respectivamente, marcados na
cor vermelha. Para marcacdo de nucleo foi utilizado marcacdo com DAPI na cor
azul.

A especificidade da imunomarcacdo dos anticorpos primarios as enzimas
NTPDase 1, NTPDase 3 e 5'nucleotidase na pineal de ratos foi confirmada pela
auséncia de marcacao na reacao realizada na presenca do soro pré-imune (Figura 9
E,10E,11E,12E, 13 Ee 14 E).

A dupla marcacdo mostrou a existéncia de uma intensa co-localizacdo de
NTPDase 1 com astrécitos (Figura 9 C e 9 D). A andlise da imagem em objetiva
maior (aumento 5 x) revela que grande parte das células do parénquima da pineal
tem imunorreatividade positiva para NTPDase 1 (Figuras 9 A e 9 A). Praticamente
todas as células imunorreativas a GFAP também marcam para NTPDase 1 (Figura 9
C), revelando a expressao constitutiva da enzima em astrgcitos. Em relacdo a co-
localizacdo com microglia, apenas parte das células marcadas com ED-1
apresentam imunorreatividade positiva para NTPDase 1 (Figura 10 D, indicado pela

seta), sugerindo que poucas células da microglia expressam NTPDase 1.
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Figura 9 — Distribuic&o celular de NTPDase 1 na glandula pineal de ratos —
estudo de co-localizagdo com astrécitos.

NTPDase 1 GFAP

Sobreposicao Detalhe ampliado

Soro pré-imune

F)

Legenda: Reacao imunohistoquimica em glandulas pineais obtidas de animais sacrificados
na fase de escuro. Marcacgéo verde para a enzima NTPDase 1 (A); marcacdo vermelha para
astrécitos imunorreativos a GFAP (B); sobreposicdo das imagens e aumento no detalhe
selecionado (C e D, respectivamente). As setas indicam o local da co-localizacdo. Controle
negativo realizado na presenca do soro pré-imune do anticorpo NTPDase 1 (E). Nucleos
celulares marcados em azul com o reagente DAPI (F). Escalas 100 um e 50 ym (D).
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Figura 10 — Distribuicdo celular de NTPDase 1 na glandula pineal de ratos —
estudo de co-localizagdo com microglia
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Legenda: Reacao imunohistoquimica em glandulas pineais obtidas de animais sacrificados
na fase de escuro. Marcacao verde para a enzima NTPDase 1 (A); marcagao vermelha para
microglia imunorreativos a ED-1 (B); sobreposicdo das imagens e aumento no detalhe
selecionado (C e D, respectivamente). As setas indicam o local da co-localizacdo. Controle
negativo realizado na presenca do soro pré-imune do anticorpo NTPDase 1 (E). Nucleos
celulares marcados em azul com o reagente DAPI (F). Escalas 100 ym e 50 ym (D).
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A andlise da sobreposicdo das imagens com dupla marcacdo para NTPDase 3
e astrocitos mostrou uma intensa co-localizacdo (Figura 11 C) o que nao foi
observada com a mesma intensidade com microglia (Figura 12 C). A analise da
imagem em objetiva maior (aumento 5 x) revela que grande parte das células do
parénquima da pineal também tem imunorreatividade positiva para NTPDase 3
(Figuras 11 A e 12 A). Praticamente todas as células que imunoreagem com GFAP
também marcam para NTPDase 3 (Figura 11 C e D), revelando também a
expressdo constitutiva da enzima em astrécitos. Em relagdo a co-localizagdo com
microglia (Figura 12, apenas parte das células marcadas com ED-1 apresentam
imunorreatividade positiva para NTPDase 3 (Figura 12 D, indicado pela seta),

sugerindo baixa expressédo de NTPDase 3 em microglia.
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Figura 11 — Distribuicdo celular de NTPDase 3 na glandula pineal de ratos —
estudo de co-localizagdo com astrécitos
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Legenda: Reacao imunohistoquimica em glandulas pineais obtidas de animais sacrificados
na fase de escuro. Marcacgéo verde para a enzima NTPDase 3 (A); marcacao vermelha para
astrécitos imunorreativos a GFAP (B); sobreposicao das imagens e aumento no detalhe
selecionado (C e D, respectivamente). As setas indicam a co-localizacdo. Controle negativo
realizado na presenca do soro pré-imune do anticorpo NTPDase 3 (E). Nucleos celulares

marcados em azul com o reagente DAPI (F). Escalas 100 ym e 50 um (D).
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Figura 12 — Distribuicdo celular de NTPDase 3 na glandula pineal de ratos —
estudo de co-localizagdo com microglia
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Legenda: Reagdo imunohistoquimica em glandulas pineais obtidas de animais sacrificados
na fase de escuro. Marcacao verde para a enzima NTPDase 3 (A); marcacao vermelha para
microglia imunorreativos a ED-1 (B); sobreposicdo das imagens e aumento no detalhe
selecionado (C e D, respectivamente). As setas indicam a co-localizacdo. Controle negativo
realizado na presenca do soro pré-imune do anticorpo NTPDase 3 (E). Nucleos celulares
marcados em azul com o reagente DAPI (F). Escalas 100 pm e 50 um (D).
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A enzima 5’nucleotidase mostrou na sobreposi¢cdo das imagens com dupla
marcacao intensa co-localizagcdo com astrocitos (Figura 13 C) e com microglia
(Figura 14 C). A analise da imagem em objetiva maior (aumento 5 x) revela que
grande parte das células do parénquima da pineal tem imunorreatividade positiva
para 5’nucleotidase (Figuras 13 A e 14 A). Praticamente todas as células que
imunoreagem com GFAP também marcam para 5’nucleotidase (Figura 13 D,
indcadas pela seta), revelando a expresséo constitutiva da enzima em astrocitos. A
co-localizacdo com microglia mostra que metade das células marcadas com ED-1
apresentam imunorreatividade positiva para 5’ nucleotidase (Figura 14 D, indicado

pela seta), indicando que a 5’nucleotidase esta expressa nos dois tipos celulares.
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Figura 13 — Distribuigao celular da 5’nucleotidase na glandula pineal de ratos —
estudo de co-localizagdo com astrécitos.
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Legenda: Reacao imunohistoquimica em glandulas pineais obtidas de animais sacrificados
na fase de escuro. Marcagao verde para a enzima 5’nucleotidase (A); marcacdo vermelha
para astrocitos imunorreativos a GFAP (B); sobreposicdo das imagens e aumento no
detalhe selecionado (C e D, respectivamente). As setas indicam o local da co-localizacéo.
Controle negativo realizado na presenca do soro pré-imune do anticorpo 5’nucleotidase (E).
Nucleos celulares marcados em azul com o reagente DAPI (F). Escalas 100 um e 50 ym

(D).



Figura 14 — Distribuic&o celular da 5’nucleotidase na glandula pineal de ratos —
estudo de co-localizagdo com microglia
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Legenda: Reagdo imunohistoquimica em glandulas pineais obtidas de animais sacrificados
na fase de escuro. Marcagao verde para a enzima e 5'nucleotidase (A); marcacao vermelha
para microglia imunorreativos a ED-1 (B); sobreposicdo das imagens (Merge) e aumento no
detalhe selecionado (C e D, respectivamente). As setas indicam o local da co-localizacéo.
Controle negativo realizado na presenca do soro pré-imune do anticorpo 5’nucleotidase (E).
Nucleos celulares marcados em azul com o reagente DAPI (F). Escalas 100 ym e 50 ym

(D).
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A disponibilidade de ATP, ADP e adenosina bem como a extencéo e duracao
de suas acdes nos receptores purinérgicos sao eventos regulados por uma cascata
enzimatica composta por diversas enzimas que diferem em suas propriedades
moleculares e funcionais — as ectonucleotidases (Zimmermann et al., 2012). Estas
incluem as enzimas NTPDase e NPP que hidrolizam ATP e ADP a AMP e a enzima
5’nucleotidase que catalisa a etapa final de desfosforilacdo do AMP a adenosina.

Na glandula pineal de ratos, o ATP é co-liberado com a noradrenalina por
exocitose vesicular do terminal nervoso simpatico no periodo de escuro (Mortani-
Barbosa et al., 2000). A relevancia funcional do sistema purinérgico na pineal requer
a caracterizagdo das ectonucleotidases nesta glandula visto que receptores
purinérgicos P2X7, P2Y1 e P1 (ativados por ATP, ADP e adenosina,
respectivamente) sdo co-expressos na membrana dos pinealdcitos e levam a uma
modulacédo diferencial da producdo hormonal da glandula — a sintese de melatonina
(Gharib et al., 1989; Petrilli, 2012; Souza-Teodoro, 2013).

5.1 Expresséo constitutiva dos transcritos de ecto-nucleotidases

A primeira andlise realizada neste trabalho teve como objetivo avaliar a
presenca de transcritos de ecto-nucleotidases na glandula pineal de ratos. A técnica
de RT-PCR foi realizada utilizando um pool de amostras de cDNA obtidas a partir de
RNA total de pineais de animais sacrificados em diferentes horérios do ciclo claro-
escuro a fim de minimizar qualquer influéncia ambiental na deteccéo de amplificacéo
dos transcritos.

A confiabilidade da amplificacdo foi validada através de uma busca pela
temperatura Otima a ser utilizada no ensaio RT-PCR em nossas condi¢des
experimentais. Altas temperaturas impedem suficiente hibridagdo da amostra de
cDNA com o oligonucleotideo iniciador e resulta em baixa quantidade do produto
alvo do RT-PCR, ao passo que baixas temperaturas podem levar & associagdo de
produtos ndo especificos causados por um alto numero de pareamentos
inespecificos das bases. Sob a temperatura média de 60°C, obtida através do
gradiente de temperaturas demonstramos, pela primeira vez, a transcrigcao
constitutiva dos genes das enzimas NTPDase 1, NTPDase 2, NTPDase 3, NTPDase
5, NPP1, NPP 3, NPP 4 e 5'nucleotidase na glandula pineal de ratos.



62

Com relacdo a expressdo, dados da literatura demonstram que,
funcionalmente, as enzimas NTPDases 1, 2 e 3 encontram-se expressas no tecido
cerebral de mamiferos mediando o término da sinalizacdo evocada por ATP na
fenda sinaptica (Zimmermann, 1999; Kukulski et al., 2005). No SNC a enzima
NTPDase 1 esta localizada na superficie de vasos da camada endotelial
apresentando também grande expressdo na microglia (Braun et al., 2000). A enzima
NTPDase 2 esta associada a células progenitoras no cérebro de roedores adultos,
sendo expressa em vasos, astrocitos, células de Schwann e outras células da glia
no SNC e periférico (Braun et al., 2003; Shukla et al., 2005; Robson et al., 2006;
Wink et al., 2006). A enzima NTPDase 3 encontra-se expressa em varias regioes
cerebrais e € a mais expressa das ecto-nucleotidases em tumores de células
cromafins (Vorhoff et al., 2005). Estudos imuno-histoquimicos revelam a associacao
desta enzima com estruturas neuronais semelhantes a axénios onde podem atuar
funcionalmente na pré-sinapse regulando o conteudo de ATP e coordenando, desta
forma, diversos sistemas homeostaticos, como comportamento alimentar e ciclo
sono-vigilia (Belcher et al., 2006). Corroborando nossos resultados, que sugerem a
auséncia de transcritos de NTPDase 8 na pineal, a enzima NTPDase 8 apresenta
baixa expressdo no cérebro de camundongos sendo mais expressa em tecidos
periféricos como figado, rim e intestino (Bigonnesse et al., 2004). A enzima NPP 1 é
expressa em capilares cerebrais (Harahap et al., 1988) e em células C6 de glioma
de rato (Grobben et al., 1999) existindo uma correlacdo positiva entre um aumento
de sua expressao e a malignidade de tumores em astrécitos (Aertis et al., 2011) mas
nao é detectada em neurdnios ou glia (Goding et al., 2003), assim como também
nao foi detectada em glandula pineal neste trabalho. Assim com a NPP1, a
transcricdo da enzima NPP2 ndo foi encontrada na glandula pineal. Essa enzima ,
chamada de autotaxina ndo tem atividade conhecida na hidrolise de nucleotideos
mas sabe-se que ela é capaz de atuar como como lisofosfolipase D que hidrolisa
lisofosfatidilcolina levando a producéo de &cido lisofosfatidico e colina (Gijsbers et
al., 2003). A enzima 5’nuclecotidase é abundantemente expressa no hipocampo,
cerebelo e medulla oblonga havendo evidéncias de que esta enzima esta
transientemente ativa na fenda sinaptica durante o desenvolvimento e regeneracao
(Langer et al., 2008; Schoen, Kreutzberg, 1997).



63

5.2 Variacdo temporal de transcritos de ecto-nucleotidases na glandula pineal de

ratos

Sabendo ser a pineal um Orgdo associado ao controle da expressao de
variacdes ritmicas, buscamos avaliar a existéncia de uma variagdo temporal na
expressao dos transcritos identificados. Através do ensaio convencional de RT-PCR,
as andlises de amostras de cDNA obtidas a partir de RNA total de pineais de
animais mantidos em ciclo de iluminac&o controlado 12:12 h sacrificados a intervalos
regulares de 4 h sugeriram a existéncia de uma variacdo temporal na expressao
dessas enzimas.

Contudo, este ensaio ndo é verdadeiramente quantitativo e podendo levar a
estimativas incorretas dos niveis totais de mensagens realmente presentes devido a
fatores como a deplecdo de reagentes durante a reacdo, entre outros.
Consequentemente, quando produtos de PCR sao visualizados no gel, a intensidade
das bandas ndo séo proporcionais a quantidade do alvo inicial tornando a analise da
imagem duvidosa (Santagati et al., 1997).

Portanto, para confirmar a existéncia de uma variacédo temporal na expressao
génica de ecto-nucleotidases na pineal, foi realizada uma analise quantitativa da
expressao génica destas enzimas através do método de RT-PCR em tempo real.
Este método, utilizado para simultaneamente amplificar, detectar e quantificar acidos
nucleicos, possibilitou uma quantificacdo absoluta da expressao génica a partir da
construcdo de uma curva padrdo com quantidades conhecidas de fragmentos de
DNA amplificados a partir de pares de oligonucleotideos iniciadores (Dhanasekaran
et al., 2010).

Os resultados evidenciaram uma variagdo temporal nos transcritos das
enzimas NTPDase 1, NTPdase 3, NPP 1 e 5nucleotidase, com um aumento do
RNAmM na fase de escuro (ZT 20).

VariacOes temporais na expressao de muitos genes tém sido observadas na
pineal (Bailey et al., 2009). Através de andlise microarray, a expressao ritmica de
600 genes foi detectada na glandula pineal de ratos com amplitude variando de 2 a
100 vezes na fase de escuro. A dinamica dessa expressao ritmica foi melhor

descrita através de ensaios de RT-PCR em tempo real em amostras coletadas a
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intervalos regulares, como realizado neste estudo, permitindo a demonstracao
precisa dos picos de expressao.

In vitro, 95% dos genes que exibem variacdes dia/noite sdo induzidos pelo
tratamento das culturas com noradrenalina, dibutirii AMPc ou forskolin. O mecanimo
pelo qual o AMPc controla a transcricdo génica pode envolver a fosforilagao do fator
de transcricio CREB dependente de PKA ou um mecanismo epigenético no qual
estados de acetilacdo e fosforlacdo de histonas estejam alterados. Estes eventos
podem alterar a organizacdo da cromatina levando a exposicdo de elementos
reguladores que favorecerdo o acesso e ligacdo de fatores de transcricdo e
promocao da transcrigdo (Kanyo et al., 2009).

Interessantemente, estudos indicam que o promotor do gene da enzima
5’nucleotidase contem elementos responsivos ao AMPc e a ligacdo ao fator de
transcricdo CREB é importante para a expresséo da enzima (Narravula et al., 2000).
O aumento de transcritos desta enzima observado na fase de escuro no presente
estudo poderia, portanto, ser explicado em decorréncia da inducdo exercida pela

noradrenalina liberada na pineal na fase de escuro.

5.3 Hidrdlise de nucleotideos na glandula pineal de ratos

Buscando avaliar a funcionalidade desse sistema, investigamos a atividade das
ecto-nucleotidases na glandula pineal de ratos. Correlacionando-se aos resultados
de expressao génica, um aumento na hidrélise de ATP e de AMP foi detectado em
glandulas pineais de animais sacrificados na fase de escuro.

Tendo em vista as caracteristicas bioquimicas do método de mensuracéo da
atividade enzimatica de ecto-nucleotidases utilizado neste estudo, o aumento
observado na hidrdlise de ATP aponta para a atividade de enzimas da familia
NTPDase e ndo da familia NPP, visto que a atividade catalitica da enzima NPP
ocorre preferencialmente em pH &cido (Bonan, 2012), diferentemente do pH 7,5
utilizado neste ensaio.

Uma variacdo no padrdo temporal de atividade enzimatica de NTPDase
também foi observado no soro de ratos com a demonstragdo de um aumento da
hidrolise de ATP e ADP na fase de escuro (Detanico et al., 2010). Neste estudo

recente, um papel modulatério para a noradrenalina circulante foi proposto com a
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demonstracdo de que o tratamento exdgeno com noradrenalina em concentracdes
fisiolégicas mimetizando uma ativacdo simpatica, estimulou a hidrélise de
nucleotideos no soro (Detanico et al., 2010).

As ecto-nucleotidases apresentam um padrdao diferencial de hidrolise
extracelular de nucleotideos na dependéncia do tipo celular em que se encontram
expressas. Em astrocitos, por exemplo, o padrdo extracelular de hidrélise de
nucleotideos € diferente do observado em células provenientes do hipocampo,
cortex ou cerebelo. A hidrélise de ATP/ADP em hipocampo e cortex € na ordem de
8:1 e em astrdcitos do cerebelo na ordem de 5:1. J& a hidrolise de AMP em
astrocitos do cerebelo é sete vezes maior comparada as células corticais ou
hipocampais (Wink et al., 2003).

5.4 Localizacao celular de ecto-nucleotidases na glandula pineal de ratos

Conhecendo, portanto, esta heterogeneidade funcional e a composic¢ao celular
da glandula pineal, buscamos também neste trabalho identificar em qual tipo celular
as ecto-nucleotidases estariam expressas. Devido ao fato da glandula pineal
apresentar diferentes tipos celulares em sua constituicdo como pinealdcitos (que
representam o maior componente celular do parénquima), astrécitos e microglias,
analisamos a expressao das enzimas ecto-nucleotidases na glandula pineal seguida
da caracterizacao celular através de dupla marcacéo imunofluorescente.

A andlise foi realizada através do método de imunohistoquimica utilizando
anticorpos especificos para as enzimas NTPDase 1, NTPDase 3 e 5'nucleotidase,
produzidos, testados e caracterizados pelo Prof. Dr. Jean Sévigny na Universidade
Laval de Quebec no Canada (Fausther et al., 2007; Fausther et al., 2012; Vekaria et
al., 2006) bem como marcadores especificos para astrécito e microglia. Detectamos
através de dupla marcagdo imunofluorescente a distribuicdo proteica destas ecto-
nucleotidases na glandula pineal tanto em pinealécitos quanto em células da glia.

Confirmando estudos imuno-histoquimicos ja realizados por nosso grupo, 0s
astrocitos estao restritos a regido proximal ou pedunculo por onde penetram artéria,
veia e fibras nervosas e a microglia difusa pelo parénquima (Carvalho-Souza et al.,
2011). A imunoreatividade positiva para as enzimas NTPDase 1, NTPDase 3 e

5’nucleotidase apresentou-se co-localizada com a imunoreatividade dos marcadores
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GFAP para astricitos e ED-1 para microglia ativada. Todas as células marcadas
com anticorpos contra GFAP apresentaram dupla marcacdo para as
ectonucleotidases sugerindo uma expressdo constitutiva destas enzimas nos
astrocitos. Por outro lado, apenas algumas das células imunorreativas para ED-1
apresentaram-se co-localizadas com NTPDase 1, NTPDase 3 e 5'nucleotidase. Esta
marcacgao parcial da microglia pode ser dependente da existéncia de diferentes tipos
de células, como sugerido em estudo com anticorpos mais seletivos OX-42 e OX-6
(Jiang-Shieh et al., 2003). Desta forma, podemos considerar que nem todas as
células que compde a microglia expressam ecto-nucleotidases. A imunoreatividade
para NTPDase 1 no parénquima da pineal foi observada tanto em células que
imunorreagiam ao ED-1 e ao GFAP, guanto as que ndo apresentavam dupla-
marcacao, sugerindo que os pinealdcitos também apresentavam imunorreatividade
para NTPDase 1, NTPDase 3 e 5’ nucleotidase.

A presenca constitutiva de NTPDase 1, NTPDase 3 e 5’nucleotidase nos
pinealdcitos indica que estas células apresentam atividade hidrolitica direta (podem
responder diretamente ao ATP). Isso sugere, que independente da ativacdo de
células gliais, as células produtoras de melatonina podem hidrolisar o ATP presente
no meio extracelular.

A presenca das enzimas NTPDase 1, NTPDase 3 e 5’nucleotidase em
pinealdcitos, astrocitos e microglia, sugere também o envolvimento da sinalizacéo
purinérgica na comunicacao celular existente na pineal entre os diferentes tipos
celulares como proposto para a sintese de indolaminas por esta glandula (da Silveira
Cruz-Machado et al., 2012).

Em resumo, o principal objetivo deste trabalho foi elucidar a presenca e o
padrao temporal e espacial (celular) de expressdo de ectonucleotiodases na
glandula pineal de ratos. Nossos resultados evidenciaram a presenca constitutiva
destas enzimas na glandula pineal de ratos demonstrando uma variacao temporal na
presenca de transcritos e na atividade de hidrélise de ATP e AMP, aumentada no
periodo de escuro. O estudo imuno-histoquimico na presenca de anticorpos
especificos sugere imunomarcagdo positiva em pinealécitos e comprova sua
presenca em astrocitos e micréglia.

Desta forma, este trabalho permitiu a observacéo de que o sistema de ecto-

nucleotidases esta presente na glandula pineal e sugere que a hidrolise de ATP seja
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um componente importante para a ativacdo de diferentes receptores purinérgicos

gue modulam a sintese de melatonina.

Este trabalho permitiu a observacdo de que o sistema de ecto-nucleotidases
esta presente na glandula pineal e sugere que a hidrélise de ATP seja um
componente importante para a ativacdo de diferentes receptores purinérgicos que
modulam a sintese de melatonina. A variacdo diurna na expressao e atividade de
ectonucleotidases na pineal aponta para o favorecimento da hidrélise de ATP e
formacgéo de adenosina no periodo de escuro, corroborando dados da literatura e de
Nnosso grupo sobre os efeitos modulatérios da ativacdo de receptores purinérgicos
P1 e P2 sobre a sintese de melatonina na glandula pineal.

Portanto, um complexo sistema purinérgico — enzimas, purinas e receptores —

participam nos mecanismos de regulacdo da fung¢do neuroenddécrina da pineal.
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A glandula pineal de ratos apresenta a expresséo constitutiva dos transcritos
das ecto-nucleotidases - NTDase (1, 2, 3, 5), NPP (1, 3, 4) e 5’ nucleotidase;
Estes transcritos apresentam uma variacéo ao longo das 24 horas com um pico
de expresséao na fase de escuro;

O aumento de transcricdo na fase de escuro pode ser correlacionada a
atividade enzimatica que também apresentou uma variagdo ao longo de 24 hs
com um aumento de atividade da hidrolise de ATP e AMP na fase de escuro;
Estudos de immunohistoquimica permitiram demonstrar que as enzimas
testadas NTPDasel, NTPDase3 e 5’nucleotidase encontram-se distribuidas por
todo o parénquima da pineal e co-localizadas com astrdcitos e microglia.

Estes resultados confirmam a presenca de ecto-nucleotidases na glandula
pineal de ratos e apontam para a participacdo do sistema purinérgico no
mecanismo modulatério da producdo de melatonina pela glandula, através do
aumento da hidrolise de ATP e AMP durante a fase de escuro com

consequente producao de adenosina.
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