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RESUMO

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

A glandula pineal € um 6rgédo 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 simpaticas provenientes do ganglio cervical superior que,
liberando noradrenalina, ativam receptores f1 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 producao 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.



1 INTRODUGAO



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



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



estimulacdo de adrenoceptores 1 (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 variagdes 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 -



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 hidrélise 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 regulacao
(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
investigagfes sobre os 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 porcdo 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 o 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

[ receptor P2 ] [ receptor P1 ]
C:l: P2X1.7 P2Y1.2.‘.6'1 1 — A1,A3§ A2A, A2B

\ A\ ANNAANAN ANANAANAN : NAN
vy VA'A'AAAA, VyVvvyvy vV
. Gyt jzo ‘Ls
\’
Fosfolipase C Adenilil ciclase
Trifosfato ci; inositol Ac(:mulote AMPc
Liberagdo de Ca®* no Proteina i:inase A

reticulo endoplasmatico

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 CONCLUSAO
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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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