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RESUMO

O Sistema Nervoso Central imaturo ¢ um sistema muito suscetivel as intervengoes
externas e alteracdes internas. O correto desenvolvimento deste 6rgdo requer uma correta
interagdo entre diversos fatores. A cafeina ¢ uma xantina muito consumida, devido ao fato de
estar presente em diversas fontes alimentares, tais como café, chad-mate, bebidas de cola e
chimarrdo. Esta molécula apresenta varios efeitos fisioldgicos, como o aumento da vigilia e a
agitacdo. As bases bioquimicas para estes efeitos estdo relacionadas com o bloqueio dos
receptores de adenosina, uma molécula neuromoduladora presente no meio intra e
extracelular. O ATP ¢ um nucleotideo envolvido em diversos processos energéticos e de
sinalizagdo e tem seus niveis extracelulares controlados por enzimas da familia das
ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolases (E-NTPDase), ectonucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterases (E-NPP), pela fosfatase alcalina e pela 5'-Nucleotidase, que
realizam a sua degradagdo até¢ adenosina. A avalia¢do dos efeitos da cafeina sobre a hidrolise
de nucleotideos de adenina contribui a aquisicdo de um maior conhecimento sobre os efeitos
das xantinas sobre o sistema nervoso central, visto que o consumo destas moléculas ¢ muito
elevado. Além disto, a cafeina consegue atravessar todas as barreiras bioldgicas, como a
hematoencefélica e a placentaria, devido a sua hidrofobicidade. Desta forma, o objetivo deste
trabalho ¢ avaliar os efeitos da exposigdo in vitro a cafeina sobre a atividade de hidrolise de
nucleotideos da adenina e a expressao das enzimas relacionadas a estas atividades enzimaticas
em culturas primarias de astrocitos de ratos. Para a execucgdo deste projeto serdao realizadas
culturas primarias de astrécitos de ratos que serdo tratadas com cafeina nas concentragdes de
0,2, 10, e 25uM. Apds serdo realizados ensaios enzimaticos para avaliar a atividade e
expressao génica das enzimas E-NTPDase 1, 2 e 3, 5'-Nucleotidase, e NPP 1, 2 e 3. Ao
analisar os efeitos da cafeina sobre a hidrolise de nucleotideos e expressao de
ectonucleotidases em astrocitos pretende-se auxiliar no entendimento dos mecanismos que
envolvem a interagdo neurdnio-glia sob condi¢des de intervengdes no sistema purinérgico.
Este trabalho proporcionard, além da producdo de conhecimento, a publicacdo de artigos

cientificos e participagdes em congressos € eventos nacionais € internacionais.

Palavras-chave: Cafeina. Adenosina. Ectonucleotidases. Astrocitos. Cultura de células.

Ratos.



ABSTRACT

The immature Central Nervous System is a system very susceptible to external
interventions and alterations. The correct development of this system requires a correct
interaction between many variables. Caffeine is a xantine highly consumed because it is
present in diverse dietary sources like coffee, tea, cola drinks and mate. Caffeine has a variety
of physiological effects, like increased wakefulness and hyperlocomotion. The biochemical
mechanisms of these effects are related with the adenosine receptors blockade, a
neuromodulatory molecule that occurs in the intra and extracellular environment. ATP is a
nucleotide involved in several energetic and signalling processes. Extracellular levels of ATP
are highly controlled by enzymes of the ecto-nucleoside 5’-triphosphate diphosphohydrolases
(E-NTPDase) family, ecto-phosphodiesterase/pyrophosphatase (E-NPP) family, alkaline
phosphatases and ecto-5"-Nucleotidases, that hydrolyses ATP to adenosine. The evaluation of
the effects of caffeine on the adenine nucleotides hydrolysis is very important because it
contributes to an acquisition of knowledge about the effects of the xantines on the central
nervous system, since xantines are highly consumed throughout the world. Moreover, caffeine
can pass through all biological membranes, like the blood brain barrier and the placental
barrier. Considering these characteristics of caffeine, the objective of this work is to evaluate
the effects of the in vitro caffeine exposure on the enzymatic activity and genetic expression
of enzymes that are related with the adenine nucleotide hydrolysis in rat primary astrocites
cultures. To the execution of this work, rat primary astrocytes cultures will be treated with
caffeine in concentrations of 0.2, 10, and 25uM. After, enzymatic assays will be developed to
evaluate the enzymatic activity and genetic expression of E-NTPDase 1, 2 and 3, 5'-
Nucleotidase and NPP 1, 2 and 3. With the analysis of the effects of caffeine on the hydrolysis
of nucleotides and the genetic expression of ectonucleotidases in rat astrocytes, I intend to
help the understanding of the mechanisms thar involves the neuron-glia interactions that
occurs with interventions in the purinergic system. This work will provide, besides the
increase of knowledge, the publication of scientific papers and participation in national and

international congress and meetings.

Keywords: Caffeine. Adenosine. Ectonucleotidases. Astrocytes. Cell culture. Rats.
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1 INTRODUCAO

1.1 ATP E NEUROTRANSMISSAO

As propriedades de sinalizacdo do ATP foram descritas a partir de estudos de Geoffrey
Burnstock, em 1972. Esta molécula é reconhecida como um neurotransmissor, pois ¢
sintetizada e armazenada em terminais sindpticos e liberada apds estimulo destes terminais
(Revisado em Burnstock, 1999). A transmissao de sinal via ATP desempenha papéis
complexos, tais como a excitagdo ou a inibi¢ao da neurotransmissdo. O ATP pode ser liberado
nos terminais pré- e pos-sinapticos. Esta liberacdo pode ocorrer ndo somente em resposta a
um estimulo elétrico, mas também como resposta a um estimulo fisioldgico, como hipdxia
(Burnstock, 2008). O ATP age através de receptores purinérgicos especificos do tipo P2,
divididos em dois grupos: O primeiro grupo ¢ constituido pelos receptores P2X, ionotrdpicos
e o segundo grupo ¢ constituido pelos receptores P2Y, metabotrdpicos acoplados a uma
proteina G. Os receptores P2X proporcionam rapida permeabilidade a cations (Na', K¥, Ca®"),
levando a um aumento na concentragio intracelular de Ca®* e despolarizacdao. Sao
amplamente distribuidos em células excitaveis, principalmente no musculo liso e nervos, mas
também em outros tecidos e apresentam o papel de mediadores de uma rapida
neurotransmissdo excitatoria tanto no sistema nervoso central quando no periférico. Até o
momento sete receptores pertencentes ao grupo dos receptores P2X foram descritos. Os
receptores pertencentes ao segundo grupo, os receptores P2Y, possuem como principal
mecanismo de transmissao de sinal a ativagao da fosfolipase C (PLC) (Ralevic e Burnstock,
1998). Além da sua atividade como um rapido mensageiro na sinalizacdo entre neurdnios e
glia, o ATP também pode agir como um fator trofico e de crescimento, alterando o
desenvolvimento destas células regulando o calcio citoplasmatico e o AMPc (Fields e

Burnstock, 2006).



12

1.2 ADENOSINA E NEUROMODULACAO

A adenosina ¢ um metabdlito constituinte de todas as células (Cunha, 2001) que
desenvolve diversos papéis chave no organismo. Esta molécula estd envolvida na sintese de
acidos nucléicos purinérgicos, metabolismo de aminoacidos e modulagdo do estado
metabolico da célula. A adenosina ndo é considerada um neurotransmissor classico, como o
ATP, pelo fato de ndo ser armazenada em vesiculas, ndo ser liberada por exocitose e nao atuar
predominantemente em sinapses (Fredholm, 2003). Na verdade, ela desempenha dois papéis,
atuando como uma molécula que mantém a homeostase do meio intracelular e como um
neuromodulador do sistema nervoso. No sistema nervoso central (SNC), age modulando a
liberagdo de neurotransmissores, as respostas pos-sinapticas e a agdo de outros sistemas (Fig.
1) (Cunha, 2001), além de proteger o organismo em caso de isquemia e injurias (Fredholm,

2003).

AMP adenosine

Figura 1 — Diagrama esquematico das vias de sinalizagdo purinérgica, degradagdo extracelular de
nucleotideos e recaptagdo de adenosina. NT: Neurotransmissores; AK: Adenosina quinase; NTPDase:
Nucleotideo trifosfato difosfohidrolase; 5’N: 5’-nucleotidase; T: transportadores bidirecionais de
nucleosideos. [Cunha, R. A. (2005). Neuroprotection by adenosine in the brain: From A; receptor
activation to Ay, receptor blockade. Purinergic Signalling 1: 111-134.].

No meio intracelular, a adenosina apresenta uma concentragdo de 10 a 50 nM e no
meio extracelular uma concentragdo de 1 a 17 nM (revisado em Latini e Pedata, 2001). Os
niveis desta molécula aumentam quando h4 um desbalanco entre os niveis de energia em uso
e disponiveis e também quando ha dano celular, hipoxia e isquemia (revisado em Fredholm,

2003). A adenosina pode ser sintetizada intracelularmente pela clivagem da S-adenosil-
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homocisteina pela enzima S-adenosil-homocisteina hidrolase (EC. 3.3.1.1) ou pela
degradagdo do nucleosideo monofosfatado AMP pela enzima 5'nucleotidase e
extracelularmente por uma cascata enzimatica de degradacdo de nucleotideos, realizada pelas
ectonucleotidases, a qual inclui uma ecto-5’-nucleotidase.

A acdo da adenosina se da através da ativacdo de receptores purinérgicos, do tipo P1
acoplados a proteinas G. Estes receptores sdo divididos em 4 subtipos de acordo com suas
caracteristicas, como estrutura molecular, distribuicao tecidual e afinidade pelo seu ligante.
Todos os receptores de adenosina apresentam sete dominios transmembrana formados por
aminodcidos hidrofobicos que presumivelmente se organizam formando sete alfa hélices. A
por¢cdo N-terminal do receptor estd voltada para o meio extracelular e a por¢do C-terminal
esta voltada para o lado citos6lico da membrana plasmatica (Ralevic e Burnstock, 1998).
Estes receptores estao acoplados a proteinas G e estdo relacionados com varios mecanismos
de transmissao de sinal. O receptor do tipo A; é o que apresenta maior abundancia no cérebro
e esta envolvido em uma grande amplitude de respostas, que podem ser causadas pelo seu
acoplamento a diferentes proteinas G. A mais conhecida via de sinalizagdo desencadeada pela
ativacdo dos receptores A; ¢ a inibicdo da atividade da adenilato ciclase, causando uma
reducdo nos niveis do segundo mensageiro AMPc. Esta reducado, por sua vez altera a atividade
da proteina Quinase dependente de AMPc, que fosforila diversas proteinas (revisado em
Ralevic e Burnstock, 1998). O receptor A; também est4 relacionado com a ativag@o de canais
de potéassio e a inativagdo de canais de célcio, levando a inibi¢ao da atividade neuronal.
(Dunwiddie e Masino, 2001, Fredholm, 1995). Este receptor ¢ amplamente distribuido no
cérebro, principalmente no hipocampo, cerebelo e cortex cerebral e estd presente tanto em
neurdnios, astrocitos, microglia e oligodendrécitos (revisado em Fredholm, 2003). O receptor
do tipo A;a € encontrado em altas concentragdes em poucas regides do cérebro,
principalmente no estriado, mas também em outras areas, como cerebelo, cortex e hipocampo,
presente em neurdnios, astrocitos e microglia. Este receptor também ocorre em outros
sistemas do organismo, como sistema imune, plaquetas, endotélio e musculatura vascular. O
mais conhecido mecanismo de transmissao de sinal desencadeado pela ativagdo deste receptor
¢ a ativagdo da adenilato ciclase e o aumento dos niveis de AMPc. Também ¢ sugerida uma
resposta independente de AMPc em neurdnios estriatais gabaérgicos e colinérgicos. A este
receptor esta acoplada uma proteina G estimulatoria (Gg), porém acredita-se que outras
proteinas G também estejam envolvidas na transmissao de sinal via A, (Ralevic e Burnstock,

1998). A facilitagao da transmissao sindptica e liberacao de neurotransmissores via Ay parece
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ocorrer via canais de Ca™ e provavelmente também envolve a adenilato ciclase e a ativagdo
de uma proteina quinase dependente de AMPc (Correia de Sa e Ribeiro, 1994).

Outros receptores de adenosina, pouco estudados até o dado momento, sdo os
receptores Asp € Asz. O receptor Ayp estd localizado praticamente em todos os tipos de células,
porém em concentragdes muito baixas e uma grande concentragdo de adenosina ¢ necessaria
que ocorra a sua ativagdo. Estd presente em células da glia e neurdnios, e sua a¢do envolve
também ativagdo da adenilato ciclase, aumento do influxo de calcio e acoplamento a PLC
mediado pelas proteinas Gq e Gj;. O receptor Az foi pouco estudado até o momento, porém
acredita-se que ele desacople receptores A; e glutamatérgicos, via proteina quinase C
(Dunwiddie e Masino, 2001). Atribui-se a ele a estimulacdo da PLC, a elevagdo intracelular
de célcio e a inibicdo da atividade da adenilato ciclase (revisado em Ralevic e Burnstock,

1998)

1.3 ECTONUCLEOTIDASES

Os nucleotideos extracelulares podem atuar como moléculas sinalizadoras que
precisam ter o seu sinal inativado ap6s a sua ag¢do. A inativacdo deste sinal e a manutengao
das concentragdes dos nucleotideos pode se dar pela recaptura destas moléculas ou pela
hidrdlise extracelular dos mesmos. Os nucleotideos sdo hidrolizados por uma cascata que
resulta na formacao do respectivo nucleosideo e fosfato livre. As enzimas que catalisam esta
reacdo sdo as ectonucleotidases, atualmente divididas em quatro familias: As E-NTPDases
(ecto-nucleosideos trifosfo difosfohidrolase), E-NPP (ecto-nucleotideo

pirofosfatase/fosfodiesterase), fosfatases alcalinas e ecto-5'nucleotidase (Zimermann, 2000)

(Fig. 2).
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E-NTPDases E-NPPs Fosfatases Ecto-5'-
alcalinas Hucleotid ase

NTPDase 1 NTPDas NPP1 Kidney/ bone/lver

5
NTPDase 2 NTPDase g NPP2 {=tissue non
NTFPDase 3 NPP3 5 pecific)
NTPDase 4 Placental
NTPDase 7 Intestinal
NTPDase 8 Germ-cell
Figura 2 - Topografia de membrana das ectonucleotidases [Zimmermann, H. (2001).

Ectonucleotidases: Some Recent Developments and a Note on Nomenclature. Drug Developmet
Research 52: 44-56 (modificado)].

1.3.1 Ecto-NTPDases

Membros desta familia podem hidrolisar nucleosideos-5 trifosfatados e nucleosideos-
5’difosfatados e s3o chamadas de ecto-nucleosideos 5'-trifosfo difosfohidrolases (E-
NTPDases). Estas enzimas apresentam membros em vertebrados, invertebrados, plantas,
leveduras e protozoarios (revisado em Zimmermann, 2001). Os membros desta familia
diferem em relagdo a preferéncia pelo substrato, neste caso nucleotideos 5'-tri e nucleotideos
5’-difosfatados que vao ser hidrolisados. Os membros da familia das NTPDases sao
codificados por oito genes diferentes, chamados de genes ENTPD. Dos oito membros
descritos até o momento, quatro estdo localizados na membrana celular com o sitio ativo
voltado para o meio extracelular (NTPDases 1,2,3 e 8). As NTPDases 5 e 6 se localizam
intracelularmente porém sdo secretadas apds expressdo heterdloga. As NTPDases 4 e 7
apresentam localizag¢do intracelular com o sitio ativo voltado para o limen de organelas
citoplasmaticas (Zimmermann, 2000).

As NTPDases podem ser separadas em dois grupos distintos de acordo com a sua
estrutura: os membros do primeiro grupo incluem as E-NTPDases 1 a 4, 7 e 8 e apresentam
dominios transmembrana N- e C- terminais. O segundo grupo inclui as enzimas NTPDase 5 e
6 que ndo apresentam o dominio transmembrana C-terminal € o dominio N-terminal pode ser

clivado e formar uma forma solivel da enzima.
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A partir de andlises realizadas utilizando placenta humana, aorta bovina e pancreas de
porco foi constatado que a NTPDase 1 (também conhecida como CD39, ecto-apirase, ecto-
ATP difosfoidrolase) hidrolisa ATP ¢ ADP em uma razao molecular de aproximadamente
1:0.9. Em contraste, a NTPDase 2 (CD39 L1, Ecto-ATPase) tem uma grande preferéncia pela
hidrolise de ATP, com uma razio molecular de ATP:ADP de aproximadamente 1:0.03
(revisado em Zimmermann, 2000). A NTPDase 3 (HB6) corresponde a um intermediario
entre as duas enzimas, apresentando uma razao de hidrolise ATP:ADP de aproximadamente
1:0.3. A atividade de todos estes trés tipos de ecto-nucleotidases depende de concentracdes
millimolares de cations divalentes como Ca “* ou Mg "% Nem todos os membros das E-
NTPDases estdao localizados na superficie celular. A NTPDase 4 apresenta duas isoformas se
localizam no Complexo de Golgi, em lisossomos ¢ em vesiculas fagocitarias. As enzimas que
estdo presentes no Golgi apresentam uma maior atividade com UDP como substrato. Ela
hidrolisa também outros nucleosideos-5"-di e trifosfatados, mas ndo ATP ou ADP ¢ acredita-
se que a sua principal fungdo seja importar agucares para as cisternas do complexo de Golgi
(Zimermann, 2000). A NTPDase 8 apresenta uma preferéncia pela hidrélise de nucleosideos
tri fosfatados, com uma razao de hidrélise de ATP/ADP igual a 0.94 e UTP/UDP igual a 0.98
(Fausther et al., 2006).

Os valores de Km das enzimas purificadas para a hidrdlise de ATP e ADP estdo em
uma faixa de concentragdo micromolar. As massas moleculares destas enzimas, obtidas a
partir da sua estrutura primaria e formas nao glicosiladas estdo entre 55-60 kDa. As massas
moleculares obtidas a partir da formas glicosiladas correspondem a 70-80 kDa. Estas enzimas
encontram-se na forma de homooligomeros (dimeros, trimeros e até tetrameros) e os
diferentes estados de oligomerizagdo afetam a atividade catalitica (revisado em Zimmermann,
2000).

Em relagdo ao segundo grupo, a E-NTPDase 5 apresenta uma grande preferéncia para
a hidrolise de nucleosideos 5’difosfatados, principalmente UDP. A E-NTPDase 6 apresenta
uma grande preferéncia pela hidrolise de GDP e IDP.

Os membros desta familia sdo expressos em uma ampla variedade de tecidos, e em
varios destes sdo co-expressos com outras enzimas, tais como os integrantes da familia das E-
NPPs. Esta co-expressdo ocorre no cérebro, coracdo, rins, pulmdes, ovarios, pancreas,
placenta, prostata, musculo esquelético, intestino delgado, baco, testiculo e timo.
(Zimmermann, 2001). As enzimas desta familia s3o expressas também nos sistemas vascular,

imune, digestorio, renal e nervoso central e periférico (Zimmermann, 2006).
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Todos os membros da familia compartilham cinco dominios com seqiiéncias altamente
conservadas, chamados de “regido conservada da apirase” (Handa e Guidotti, 1996). A
importancia destas regides foi evidenciada em experimentos com mutagénese sitio-
direcionada, onde uma alteragdo nas regides conservadas da apirase I e IV afetaram a

atividade catalitica destas enzimas.

1.3.2 Ecto-5"-Nucleotidase

A ecto-5"-nucleotidase (E.C. 3.1.3.5, Ecto-5-NT) desfosforila nucleosideos
monofosfatados nao ciclicos (Zimermann, 2000, Bianchi e Spychala, 2003), através da
hidrolise da ligagdo fosfodiester de 5’-ribonucleotideos, levando a formacdao do
correspondente ribonucleosideo e fosfato. A principal fungdo em animais ¢ a hidrdlise de
AMP até adenosina (Zimmermann, 2000). A ecto-5 -nucleotidase ¢ parte da cascata para
finalizar a acdo de nucleotideos como ATP e moléculas sinalizadoras que agem em receptores
P2X e P2Y, sendo a principal enzima responsavel pela formagdo extracelular de adenosina.
Funciona como um importante controle da concentragdo e acdo de nucleotideos e
nucleosideos. E importante também na reciclagem de nucleotideos extracelulares que sdo
convertidos a nucleosideos pela Ecto-5'NT e sdo levados ao meio intracelular por
transportadores especificos. Os valores de Km para 5'-AMP como substrato estdo em uma
faixa de concentragdo micromolar. ADP e ATP sdo inibidores competitivos da ecto-5'-
nucleotidase, ou seja, se ligam ao sitio ativo, porém ndo sdo hidrolisados, e apresentam
valores de Km semelhantes ao AMP (Stréter, 2005).

Sao encontradas em bactérias, animais e vegetais, apresentando grande diferenca nos
substratos utilizados. Em relacdo a distribuicdo tecidual, esta enzima estd presente em todos
os tecidos, porém geralmente ela ¢ restrita a alguns compartimentos celulares, como
terminacdes nervosas (Zimmermann, 1993, Zimmermann, 2000)

A estrutura primaria da ecto-5"-Nucleotidase foi determinada a partir de estudos que
revelaram que a enzima madura ¢ constituida por 548 aminoacidos e apresenta uma massa
molecular de 61 kDa. Uma seqiiéncia de aproximadamente 25 residuos hidrofobicos na
por¢ao C-terminal ¢ substituida por uma ancora constituida de Glicosil Fosfatidilinositol

(GPI) pela qual a enzima se liga a membrana via um residuo C-terminal a um complexo
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oligoglicano e um grupo esfingolipidioinositol. Nenhum segmento da proteina se localiza na
porcao intermembrana. H4 formas soliveis, que sdo derivadas da forma ligada a membrana
que teve a ancora de GPI clivada por uma Fosfatidilinositol Fosfolipase especifica (revisado
em Striter, 2005 e Colgan et al., 2006) ou por uma clivagem proteolitica. Além disto,
considerada uma metaloenzima que se liga a um atomo de zinco (Zimmermann, 2000).

As seqiiéncias destas enzimas nos mamiferos apresentam uma identidade de mais de
20% com as enzimas de bactérias, indicando um ancestral e estruturas comuns. Em relagao
aos motivos presentes na seqiiéncia, a Ecto-5'-NT pertence a uma grande superfamilia de

metalofosfoesterases, que atuam em diversos substratos (Strater, 2006).

1.3.3 E-NPPs

Também conhecidas como ecto-fosfodiesterase/pirofosfatases, as NPPs sdo enzimas
que hidrolisam liga¢des fosfodiester entre nucleotideos e entre outros substratos. A familia
das NPPs ¢ formada por sete membros, dos quais apenas as NPPs 1 a 3 realizam a hidrolise de
nucleotideos e serdo abordados nesta. Os componentes desta familia apresentam uma ampla
gama de substratos, sendo capazes de hidrolisar 3',5-AMPc, ATP, ADP, o NAD ¢ NMN
entre outros. Podem hidrolisar tanto nucleotideos puricos quanto pirimidicos. Os membros das
NPPs de mamiferos apresentam um peso molecular de aproximadamente 110-125 kDa. A
atividade catalitica destas enzimas ¢ dependente de cations divalentes. O pH 6timo para o
funcionamento da enzima ¢ alcalino e os valores de Km para ATP entre 20uM e 50uM
(revisado em Zimmermann, 2000).

As NPPs sdo co-expressas em uma grande variedade de tecidos juntamente com as E-
NTPDases. Além desta co-expressdo, estas enzimas sdo encontradas principalmente no
sistema nervoso, linfocitos, células tumorais, e nos epitélios do sistema respiratorio, figado e
intestino.

As NPPs sdao enzimas que se localizam na membrana celular com um dominio
transmembrana, exceto pela NPP2. Esta ¢ uma enzima que existe apenas na forma de enzima
secretada. As NPPs 1 e 3 apresentam uma orientacgao tipo II, com a por¢do N-terminal voltada
para o citosol, enquanto as NPPs 4 a 7 apresentam uma orientagdo tipo I, com a por¢ao N-

terminal voltada para o meio extracelular (Stefan, Jansen e Mathieu, 2006). Os membros
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desta familia de enzimas apresentam um dominio catalitico de 400 residuos e uma regido

putativa calcio-ligante que € essencial para a atividade enzimatica (Zimmermann, 2000)

1.3.4 Fosfatases Alcalinas

As fosfatases alcalinas representam uma familia de ecto-fosfomonoesterases, Elas
atuam hidrolisando muitos compostos organicos, como nucleosideos 5'-tri, -di e -
monofosfatados. Elas também hidrolisam pirofosfato inorganico (PPi). Estas enzimas sdo
capazes de realizar toda a cascata de hidrolise de nucleotideos 5’-trifosfatados até o respectivo
nucleosideo. Os valores de Km estdo na concentracdo milimolar, em contraste as outras
enzimas que apresentam um Km pelo substrato em concentragdes micromolares. Estas
enzimas ndo serdo avaliadas neste trabalho, pois at¢ o momento a relagdo destas com a
sinalizagdo purinérgica e o metabolismo de nucleotideos extracelulares ndo ¢ muito conhecida

(revisado em Zimmermann, 2000).

1.4 CAFEINA

A cafeina ¢ a substancia psicoativa mais consumida no mundo. As principais fontes de
cafeina sdo provenientes da dieta, principalmente do café¢ e chid. O consumo de cafeina faz
parte do cotidiano de paises no mundo todo. A concentragdo de cafeina presente em algumas
fontes alimentares varia de 40 a 180 mg/150 mL de caf¢, 24 a 50 mg/150 mL de cha e 15 a 29
mg/180mL de refrigerantes de cola. O consumo de cafeina médio mundial corresponde a
aproximadamente 70 a 76 mg/dia/pessoa, mas esta média apresenta grandes variagdes. No
Brasil, a média de consumo equivale a 40 mg/dia/pessoa, porém no Rio Grande do Sul este
valor possivelmente ¢ maior devido ao alto consumo de erva mate. As propriedades
hidrofébicas da cafeina permitem que ela passe através de todas as barreiras biologicas, tanto
a hemato-enceféalica quanto a placentaria. A cafeina apresenta varios mecanismos bioquimicos
pelos quais ela exerce seus efeitos, porém a principal agdo ¢ o bloqueio inespecifico dos

receptores de adenosina, agindo como um antagonista (revisado em Fredholm et al., 1999). O
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consumo de cafeina apresenta diversos efeitos, visto a sua agdo sobre os receptores
adenosinérgicos. Os efeitos em relagdo a memoria e aprendizado sdo controversos até o dado
momento. Estudos demonstram que a cafeina ¢ uma substancia que pode reduzir a
neurogénese hipocampal de ratos apds 4 semanas de consumo em até 34,4% e a sobrevivéncia
dos neurodnios recém divididos em 23,8%, levando a um déficit na memoria e aprendizado de
ratos adultos (Han et al., 2007). Entretanto, estudos recentes mostram que a cafeina
administrada em ratos adultos até a sua velhice reduziu o déficit cognitivo e a perda da
memoria que ocorre naturalmente com a idade, aproximando os ratos velhos que receberam
cafeina dos ratos adultos que ndo receberam cafeina (Costa et al., 2008). Estudos prévios
mostram que a cafeina ¢ capaz de aumentar a hidrélise de nucleotideos em sinaptossomas
hipocampais e estriatais apos tratamento agudo, porém nao houve alteracdo na hidrolise de
nucleotideos apds tratamento cronico (Da Silva et al., 2003). A avaliagdo dos efeitos da
cafeina sobre varios sistemas em humanos ¢ escassa, pois pode haver a interferéncia de
consumo prévio de cafeina, além da dificuldade de manter o controle dos niveis de consumo

(Han et al., 2007).

1.5 JUSTIFICATIVA

A avaliagdo dos efeitos da cafeina sobre a hidrolise de nucleotideos de adenina
permite a aquisi¢do de um maior conhecimento sobre os efeitos das xantinas sobre o sistema
nervoso central, visto que o consumo destas moléculas ¢ muito elevado no pais, pois esta
presente em fontes como café, cha-mate e chimarrdo. O padrio de expressio de
ectonucleotidases em neuronios e astrocitos apresentam-se diferenciados e com padrao
transitorio ao longo do desenvolvimento. Considerando que os astrocitos sdo células que
participam com 30% do volume do cortex cerebral e que estas células, diferentemente dos
neurdnios, continuam a se dividir no momento do nascimento (Hertz, 1998), torna-se
necessario a observagao destas células para o entendimento do funcionamento do cérebro
imaturo e dos efeitos de intervengdes sobre este sistema. Neste trabalho pretende-se avaliar
pela primeira vez os efeitos da exposicao astrocitaria a cafeina com a finalidade de auxiliar na

compreensdo do metabolismo glial de purinas. Além disto, pretende-se ampliar este estudo
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avaliando este mesmo modelo em de culturas de astrocitos de animais que receberam cafeina
durante a fase gestacional.

Este trabalho serda executado durante o curso de mestrado, a ser desenvolvido no
Programa de Pos-graduacdo em Biologia Celular e Molecular, na Pontificia Universidade

Catolica do Rio Grande do Sul.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos do tratamento in vitro com cafeina sobre a hidrdlise de
Nucleotideos de Adenina em cultura primdaria de astrocitos hipocampais, corticais e

cerebelares de ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ (Quantificar a atividade enzimatica de hidrolise de nucleotideos de cultura de
astrocitos hipocampais, corticais e cerebelares.

¢ Quantificar a expressdo génica das enzimas E-NTPDase 1, 2 e 3 de cultura de
astrocitos hipocampais, corticais e cerebelares.

e Quantificar a expressdo génica da enzima E-5'Nucleotidase de cultura de
astrocitos hipocampais, corticais e cerebelares.

¢ (Quantificar a expressao génica das enzimas E-NPP 1, 2 e 3 de cultura de astrocitos

hipocampais, corticais e cerebelares.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAL DE EXECUCAO

Esta investigagdo serd executada no Laboratério de Neuroquimica e psicofarmacologia
e no Centro de Biologia Gendmica e Molecular, ambos nesta universidade e terd duragdo de
dois anos. O projeto serd submetido a andlise pelo Comité de Etica para o Uso de Animais na

PUCRS (CEUA/PUCRYS) e sera executado mediante a sua aprovagao.

3.2 CULTURA DE ASTROCITOS

As culturas primarias de astrécitos serdo preparadas como descrito em Pinto et al.
(2001). O Hipocampo, cortex e cerebelo de ratos Wistar recém nascidos (1-3 dias pos-natal)
serdo removidos, colocados em um meio salino livre de Ca' e Mg+2. (CMF-BSS; pH 7,4,
contendo 137 mM NaCl; 5,36 mM KCI; 0,27 mM Na,HPO, ; 1,1 mM KH,PO4 ¢ 6,1 mM
glicose). Os 6rgaos terdo as veias € as meninges retiradas e serdo dissociados mecanicamente
por uma seqiiéncia de passagens através de uma pipeta Pasteur. A suspensdo sera centrifugada
a uma velocidade de 1000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante sera descartado e o pellet sera
suspenso em meio de cultura (pH 7,6) contendo 1% DMEM; 8,39 mM HEPES; 23,8 mM
NaHCOs; 0,1% fungizona; 0,032% garamicina e 10% soro fetal bovino. As células serdo
plaqueadas numa densidade de 1,5x10° células/ cm?® em placas pré-tratadas com poli-L-lisina.

As culturas serdo mantidas a 37°C (5%CQ,), o meio sera trocado a cada 5 dias.

3.3 TRATAMENTO COM CAFEINA

Apo6s o estabelecimento da cultura de células (aproximadamente 15 dias) as culturas

receberdo cafeina diluida no meio de cultura nas concentragdes de 0,2 , 10 e 25 uM e apds 24,
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48 e 72h do tratamento serdo analisadas as atividades enzimaticas de hidrolise de nucleotideos

e a expressao génica das enzimas relacionadas com a hidrdlise de nucleotideos.

3.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade enzimatica serd analisada de duas maneiras: A primeira, para verificar a
hidrélise de ATP, ADP e AMP e a segunda, para verificar a atividade das E-NPPs.

A primeira maneira sera realizada de acordo com Wink et al. (2003) utilizando um
meio de reagdao para ATP e ADP contendo 5 mM KCIl, 120 mM NaCl, 2 mM CaCl,, 10 mM
glicose 20mM Hepes, pH 7,4, em um volume final de 0,2 mL. O meio de reagdo para a
hidrolise de AMP ¢ semelhante ao meio anterior, porém serdo utilizados 2 mM MgCl, ao
invés de CaCl, de acordo com a preferéncia da enzima relacionada com a hidrélise deste
nucleotideo.

A concentragdo final dos nucleotideos sera de 1 mM. Apos incubagdo de 10 minutos a
reacdo ¢ terminada pela com a transferéncia de uma aliquota do meio de incubagdo para um
tubo resfriado contendo TCA (5%). A determinacdo do fosfato inorganico liberado ¢ feita
pelo método de Chan et al. (1986), ¢ a atividade enzimatica é expressa em nmol Pi.min™.mg’
de proteina. A quantidade de proteina sera avaliada de acordo com o método de Bradford
(1976) utilizando albumina sérica bovina como padrao.

A segunda maneira sera realizada utilizando um substrato artificial, o p-nitrofenil-5’-
timidina monofosfato (p-Nph-5’-TMP) segundo Furstenau et al. (2006) e serad utilizado um
meio de reagdo contendo 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 60 mM glicose ¢ 50 mM de tampao
Tris—HCI, pH 8.9. Ap6s incubagdo de 80 minutos a reacdo ¢ terminada com a adi¢do de
hidroxido de sdédio (NaOH) 0,2 N. A atividade e hidrolise das NPPs sera analisada de acordo
com a quantidade de p-nitrofenol liberado que serd determinada em leitura espectométrica, a

400 nm.
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3.5 EXPRESSAO GENICA

A expressdo génica serd analisada a partir da extracdo do RNA total de culturas de
astrocitos hipocampais, cerebelares e corticais tratados previamente com 0,2, 10 e 25 uM de
cafeina por 24 ou 48 ou 72h (Wink et al., 2003) , utilizando Trizol (Invitrogen) .O cDNA sera
sintetizado utilizando o kit superscript First-Strand (Invitrogen) a partir de 3 pg de RNA total
em um volume de 25 pL, utilizando oligonucleotideos [oligo(dt)], ambos de acordo com o
protocolo estabelecido pelo fabricante. Para a reagcdo de PCR, sera utilizado um microlitro de
cDNA e primers especificos para as enzimas estudadas: NTPDase 1, 2, 3, 5 e 6, ecto - 5'-
nucleotidase ¢ NPP 1,2 e 3. O controle da expressao génica serd realizado a partir de um gene
que codifica uma proteina constitutiva (B-actina). Todas as reagdes do PCR serdo realizadas
em 35 ciclos e incluirdo uma desnaturagao inicial de 2 minutos a 94°C e uma extensao final
de 10 minutos a 72°C e temperaturas de anelamento que variam entre as enzimas (e-NTPDase
1, 3, 5, 6 e e-5'-Nucleotidase = 65°C, e-NTPDase 2 = 66°C e B-actina = 58.5°C). Apos, o
produto do PCR serad submetido a uma eletroforese em gel de agarose 1% e serd analisado

utilizando o software Kodak 1D v.3.5.4.

3.6 ANALISE DOS DADOS

A andlise da atividade enzimatica sera verificada através da quantidade de fosfato
inorganico liberado por mg de proteina. A expressdo génica serd realizada a partir da
densidade optica relativa observada no gel de eletroforese que sera analisado de maneira
semi-quantitativa utilizando o software da Kodak. Os resultados obtidos em ambos os testes
serdo submetidos a um teste estatistico (ANOVA) para verificar a significancia dos resultados

obtidos.
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4 RESULTADOS ESPERADOS E PERSPECTIVAS

A partir da realizagdo deste trabalho espera-se contribuir para o conhecimento dos
efeitos da cafeina sobre o sistema nervoso central. A andlise dos efeitos da cafeina em
astrocitos pode contribuir para clarear os mecanismos que envolvem a interagao neurdnio-
glia.

Este trabalho proporcionard, além da producdo de conhecimento, a publicagdo de
artigos cientificos e participagdes em congressos € eventos nacionais € internacionais, além do

treinamento de alunos de iniciagao cientifica.
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APENDICE A - Or¢amento do Projeto

1 - Orgamento Bens de Consumo

Especificacao Quantidade Valor (RS)

Acido tricloroacético 50g 102,00

Adenosina difosfato (ADP) 5¢g 247,00
Adenosina monofosfato (AMP) g 198,00
Adenosina trifosfato (ATP) g 762,00
Albumina 10g 155,00

Alcool polivinilico 50g 35,00

Cloreto de calcio 100g 50,00

Cloreto de magnésio 50g 72,00

Cloreto de potéssio 100g 58,00

Cloreto de sodio 500g 140,00

Glicose 50g 64,00

Hepes 50g 156,00

Hidroxido de sédio 250g 118,00

Molibdato de aménio 50g 250,00

Primers 5’-nucleotidase 25nM 150,00

Primers NPP 1 25nM 150,00

Primers NPP 2 25nM 150,00

Primers NPP 3 25nM 150,00

Primers NTPDase 1 25nM 150,00

Primers NTPDase 2 25nM 150,00

Primers NTPDase 3 25nM 150,00

Primers b-actina 25nM 150,00

Verde malaquita 100g 169,00
p-nitrofenil-5’-timidina monofosfato 250mg 2592,00
Vidraria, luvas, material de limpeza, de informatica e de escritorio Variavel 1000,00
Reagente Trizol 2000 mL 1200,00

Recipien:[es plasticos e Vi(ira'ria: Pl'aca e frasco para cultura de Variavel 2500,00

células, tubo criogénico, microtubos, ponteiras.
Participacdo em 2 congressos f:ientiﬁc?s ne_lcion:aif, incluindo Varidvel 2000,00
transporte, estadia, alimentagdo e inscrigéo.

Preco total dos materiais 13068,00
Imprevistos (20%) 2613,60
Subtotal 15681,60
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Especificaciao Quantidade Valor (RS)
Conjunto de Micropipetas 1 3000
Preco total dos materiais 3000
Imprevistos (20%) 600,00
Subtotal 3600,00
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2011

Maio

Junho

Julho

Janeiro

Abril

Maio

Junho

Julho

Janeiro

Fevereiro

Marco

Revisdo Bibliografica

=

>~
>~

X | > | Marco
X || Abril

Seminarios de discussdo
do grupo de pesquisa

o

x|
>

> || Agosto
> || Setembro
> | > | Outubro
> | > |Novembro
> | > | Dezembro

>

> | < | Fevereiro
> || Margo

>
>

>
>

> [><| Agosto
> | > | Setembro
> || Outubro
> | > |Novembro
> | > | Dezembro

>

Participacdo em evento
cientifico

Submissao ao Comité de
. X
Etica

Padronizacdo das culturas
de células

Tratamento com cafeina

Analise das atividades
enzimaticas

Analise Estatistica dos
dados obtidos das
atividades enzimaticas

Elaboracio ¢ Submissao
de Artigo Cientifico
relacionado com a
atividade enzimatica.

Analise da Expressao
Génica

Analise Estatistica dos
dados obtidos das
expressdes génicas

Elaboracio ¢ Submissao
de Artigo Cientifico
relacionado com as
expressoes génicas

Elaboragdo da Dissertago




