Helio Miranda Costa Junior

Prof. Pedro Muanis Persechini

Lab. Imunobiofisica

Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho
Universidade Federal do Rio de Janeiro




Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



AP



Lazarowski et al, Mol Pharmacol 2003




Expressao de Receptores P2

Sistema Endocrino

Pele — |

Sistema Circulatorio
Coracao
Musculo liso
Endotélio
Células do sangue

/

Sistema Urinario

Sistema digestorio

SN

Periférico

SNC:
Neuronios

& | _—— Astrécitos

Microglia

Pulmoes
&
Vias Aéreas

— Sistema Imune

| __—Gonadas

Musculatura

Bisaggio, 2001



P2Y receptor P2X receptor
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Inoue et al, Pharmacol Ther 2005
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Formacio de Blebs via ROCK-1/Rho (Morelli, A. et al Mol Biol Cell 2003,
Pfeiffer,Z.A et al J. Leuko Biol 2004, Mackenzie, A.B. et al JBC 2005)

Ativacao de caspases 3, 8 e 9 (Steinberg, T.H. et al JBC 1987,
Greenberg, S. et al JBC 1988, Chiozzi, P. et al JCB 1997, Bissagio, R. 2001)

Aumento dos niveis de ceramida (Lepine, S. et al BBA 2005)

Externalizacdo de PS (Elliot, J.I. et al Nat Cell Biol 2005, Mackenzie,
A.B. et al JBC 2005)

Ativacao de JNK (Humphreys,B.D et al JBC 2000)

Clivagem de Lamina (Ferrari,D. et al FEBS Lett 1999)

Frag. DNA (Schulze-Lohoff, E. et al Am J Physiol 1998)
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@ Obijetivo

Estudar a sinalizagao intracelular mediada por ATPe via P2X, na morte celular de

macrofagos intraperitoneais murinos.



Objetivos Especificos:

1 — Estudar a dependéncia do receptor P2X, na morte por ATPe;

2 — Avaliar a dependéncia de Ca2+ nas diferentes etapas de nosso protocolo indutor
de morte celuar;

3 - Estudar o envolvimento das PLA2 na sinalizagao de morte celular induzida por
ATPe/P2X;

4 — Estudar a participacao das vias metabdlicas abaixo das PLA2 na morte celular
por ATPe/P2X;

5 — Estudar a participacao de cinases nos processos de morte por ATPe/P2X,
principlamente as PKC;

6 — Estabelecer a possivel relacdo entre as PLA2 e as PKC na sinalizacao induzida
por ATP;

7/ — Avaliar o envolvimento dos receptores nucleares PPAR no morte promovida por
ATPe/P2X,.



S Material & Método

Cultura de Macré6fagos Estimulados com Tioglicolato ou células frescas
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FARMACO % DE INIBICAO DA PROTEINA ALVO
APOPTOSE PROVOCADA
POR ATPe/P2X,

AAS S.E. COX-1
NS-398 S.E. COX-2
NDGA 80% macrofagos em suspensao LOX em geral

50% macrofago aderido
Zileuton 45% macrofago aderido 5-LOX
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CP S.E. Receptor de cis-LT

Mendes, 2006
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Imunoprecipitacao
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PPARa PPARy PPARS
Acido palmitico Acido linoléico Acidos graxos em geral
Acido estedrico Acido araquidénico
Acido oléico 15d-PGJ2
Acido linoléico 9-HODE
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Eicosapentanoicos 15-HETE
(a) Dimerizagéo

Fator de transcrigao

AF-1 Liga¢éo a co-fatores
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Dimerizagao

Ligagao ao DNA

(b)
PPARa | A/B | C | D | E
S6 s1+2 S21 ™ $179 S230
| ERK1, ERK2, p38 kinase, JNK |
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Gelman et al; Curr. Opin. Cell Biol 2005
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PPAR Alfa PPAR Gama

ATP 5mM  controle ATP 5mM controle
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O

Genesteina, Tirfostina e PD98059 nao inibiram a morte causada por ATP 5mM

Dissertacao de Mestrado, Cruz, C.M. 2002
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Conclusoes

. A morte induzida por ATPe é dependente do P2X, e, em uma fase inicial &
independente de Ca2+.

. Uma iPLAZ2 € a responsavel pela morte evocada por ATPe/P2X,, ativando a PKCo
e em paralelo ativando as vias de LOX e de sintese de EET por CYP450.

. Macréfagos intraperitoneais murinos ativados por tioglicolato e mantidos em cultura
por 96 horas possuem como formas majoritarias de PKC as PKCR2 e PKCJ.

. A PKC5d é ativada por ATPe, translocando para fracbes de membrana. A rotlerina,
seu inibidor seletivo, € capaz de inibir sua atividade, vista pela inibicao da apoptose
por ATP/P2X,, mas nao é capaz de inibir sua translocagao.

. Ainibicdo da cinase p38 por SB203580 é capaz de inibir a lise celular provocada
por ATPe/P2X,.

. A apoptose provocada por ATP/P2X. é revertida pela inibicao farmacologica de
PPARa e PPARYy, sendo apenas o PPARa é ativado por ATPe.
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“Sinalizacao intracelular ativada por ATP
via receptores P2X,; na apoptose de
macrofagos intraperitoniais €
dependente de fosfolipase A2 e proteina

cinase C”
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Sinalizagao intracelular ativada por ATP/P2X7 na apoptose de
macrofagos intraperitoniais é dependente de fosfolipase A2 e
proteina cinase C
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Olhos Inocentes: A Evolucdo da Visdao

“No inicio, existiam criaturas unicelulares que podiam flutuar de um
lado para o outro e farejar algumas mudangas quimicas em seu mundo de
"caldo primitivo". "Isto é tudo que existe para ser aprendido”, elas disseram, e
continuaram suas existéncias limitadas, absorvendo e dividindo, absorvendo
e dividindo, e criando muitas outras iguais a si mesmas.

Mas uma minoria radical de alguma forma sabia que havia muito mais
la fora do que proteinas e cadeias de aminoacido. Elas podiam sentir isso em
seus cilios, flagelos e nucléolos. Elas ndo tinham como provar, mas sabiam
que havia mais a ser conhecido La Fora. Embora a maior parte da
comunidade biologica rejeitasse essa tese radical e taxassem seus
defensores de loucos, uns poucos quiseram levantar o véu e conhecer o
restante de seu universo.

Entdo eles colocaram sua vida potencialmente eterna em risco e, com
medo e agua quente, organizaram-se em monstros multicelulares. Naquele
momento transcendente eles ABRIRAM SEU PRIMEIRO OLHQ! Nao um olho
verdadeiro, claro, mas uma colegdo de nervos 6ticos ativos.

Boa jogada! Agora elas podiam SENTIR suas conexbes com o caldo
primitivo que as envolvia e sabiam um pouco mais sobre o que havia La Fora.
Isto concedeu-lhe uma vantagem extraordinaria sobre os desprovidos de
sentidos, os quais tornaram-se seu alimento. Impulsionados por esse novo
fluxo de informagées, a nagdo nematoide inventou o sexo. Outra boa jogada,
porque assim, além de se multiplicarem como doidos, naquele momento
magico de unido enlouquecida, também entravam em contato com um
sentimento silencioso nas profundezas de seus nervos.

Ainda havia mais a ser aprendido! E enquanto o restante dos vermes
escarnecia deles e chamavam-nos de loucos, 0s pioneiros concentravam
seus nervos na dire¢do do estimulo fraco, impossivelmente fraco que dirigia-
se a eles todos. Num momento transcendente, eles ABRIRAM SEU
SEGUNDO OLHO!

Luz! Som! Filmes coloridos! Mais uma boa jogada! O universo

continuou a se descortinar para eles, numa cornucdpia sensual de



informagé&o sobre O Que Esta La Fora e sua conexdo com essa coisa. E eles
mergulharam nesse universo de possibilidades - comendo, reproduzindo,
assistindo 500 canais de tevé a cabo. Um frenesi de diversdo sensual mais
tarde, o caldo organico agora estava cheio desses Filhos do Agrupamento
Organizado de Nervos.

Embora algo nas profundezas de suas glandulas lhes dissesse que
ainda havia mais a ser conhecido, a maioria deles cometeu o erro de seus
ancestrais unicelulares. Eles escarneceram da noc¢do de que ainda havia
mais a ser descoberto e muitas formas de descobrir e chamaram esses
dissidentes de loucos. Muito bem, mas uns pioneiros concentraram a sua
atencdo no som parado e doce que se encontrava do outro lado da
consciéncia sensorial, misturado em alguma parte dentro dos recessos do
seu sistema glandular e, num momento transcendente, ABRIRAM SEU
TERCEIRO OLHO!

Mais uma boa jogada! Eles receberam mensagens e informagbes
sensoriais desconhecidas pelo povédo ou pelos analistas de mercado, e tdo
dificil de serem explicadas as pessoas comuns, quanto ensinar trigonometria
a uma minhoca. Eles deram outro salto quantico em seu conhecimento sobre
O Que Esta La Fora e sua conexao inefavel com essa coisa. Mas o resto das
pessoas comuns e dos analistas de sistemas chamaram-nos de loucos. Bem,
vinte e trés zilhbes de bactérias disseram a mesma coisa ha um milhdo de
anos. E Adivinha o que elas so hoje? Bactérias!

Portanto, eu lhe digo: seja louco! Seja voluntariamente insano diante
do resto do mundo. Vista a sua loucura individual com orgulho! Derrube a
tirania dos mecanismos de abastecimento neurologico e liberte os sentidos!”

Livro do Cla Malkavian

Editora Devir, pagina 16

1996
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