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REsSumMO

Os macrofagos expressam o0 receptor P2X; e outros receptores para
nucleotideos (receptores P2), apresentando o fenbmeno de permeabilizacdo da
membrana plasmética dependente de P2X; ativado por ATP extracelular (ATPe), que
acontece por um mecanismo ainda pouco conhecido. Utilizamos a técnica de patch-
clamp, medicbes de Ca*" intracelular e ensaios de captacdo de corantes
fluorescentes para comparar o fenbmeno de transporte associado ao receptor P2X;
em macrofagos e em células HEK-293 transfectadas com o receptor P2X; (células
HEK-P2X7). Ambos os tipos celulares apresentaram correntes cationicas de entrada,
aumento da concentracdo de Ca®" intracelular livre e captacdo de corantes
cationicos apés o tratamento com ATPe, como ja descrito. Porém, contrario ao
observado em macrofagos, as células HEK-P2X; ndo apresentaram captacdo de
corantes fluorescentes anidnicos nem o canal de 440 pS (poros Z) nos registros
eletrofisioldgicos realizados na configuracéo cell-attached. Além disso, o0 mecanismo
de transporte de corantes anidnicos presente nos macrofagos apresentou efluxo do
corante e, uma vez ativado a 37 °C, permanenceu ativo a 4 °C, engquanto que a
entrada de corantes catibnicos mostrou-se dependente da temperatura e uni-
direcional. Nossos resultados indicam que o mecanismo de captacdo de corantes
induzido pelo ATPe, habitualmente chamado “fenbmeno de permeabilizacdo” e
identificado como um “poro de permeabilizacdo” pode estar relacionado ao menos
com dois mecanismos distintos em macrofagos: uma via difusional, possivelmente
associada com o poro Z de 440 pS e um mecanismo de captacdo de corantes
catidnicos que néo é difusional e acontece através de um mecanismo de transporte

ainda nao identificado.
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ABSTRACT

Macrophages express P2X; and other nucleotide (P2) receptors, and display
the phenomenon of extracellular ATP (ATPe) -induced P2X;-dependent membrane
permeabilization which occurs through a poorly understood mechanism. We used
patch-clamp recordings, intracellular Ca** measurements and fluorescent dye uptake
assays to compare P2X-associated transport phenomena of macrophages and HEK
293 cells transfected with P2X; receptors (HEK-X7 cells). Both cells presented inward
currents, increase of free intracellular Ca?* concentration and uptake of cationic dyes
upon exposure to ATPe, as previously described. However, contrary to
macrophages, HEK-X7 cells did not uptake anionic dyes and did not display the 440
pS channels (Z pores) under cell-attached patch-clamping configuration. In addition
the transport mechanism of anionic dyes displayed by macrophages can also support
dye efflux and, once activated at 37 °C, it remains active at 4 °C, while cationic dyes
follow a temperature-dependent unidirectional uptake pathway. Our results indicate
that the mechanism of ATPe-induced dye uptake, usually called “permeabilization
phenomenon” and identified with a “permeabilization pore” can be ascribed to at least
two distinct mechanisms in macrophages: a diffusional pathway, possibly associated
with the 440 pS Z pores, and a cation uptake mechanism that is not diffusional and

should be ascribed to a yet non-identified transport mechanism
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Células embrionarias de rim humano (do inglés human
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embrionary kidney)
HEK-P2X; Células HEK-293 transfectadas com o cDNA do receptor P2X7

HEK-P2X7- Ceélulas HEK-293 transfectadas com os cDNAs do receptor

P2X4 P2X; e do receptor P2X,

ICso Concentragédo do antagonista que produz o 50 % de inibicao
IL Interleucina

IP3 Inositol tri-fosfato

LDH Lactato deshidrogenase

LPS Lipopolissacarideo

MAPK Proteinas quinases ativadas por fatores mitogénicos (do inglés

Mitogen-Ativated Protein Kinase)

NAD Nicotinamida adenina dinucleotideo
NMDG N-metil-D-Glucamina

NO Oxido nitrico

PIP, Fosfatidil-inositol 4-5-bifosfato

PKA Proteina quinase A

PKC Proteina quinase C

PLC Fosfolipase C

PPADS Piridoxal-fosfato-6-azofenil-2’,4’-di-sulféxido

SR-B Sulfo-rodamina B

TCR Receptor da Célula T

TLR Receptor do tipo Toll (do inglés Toll-like receptor)

TNF Fator de Necrose Tumoral (do inglés Tumor Necrosis Factor)

TNP-ATP  2°,3’-0-(2,4,6-trinitrofenil)- ATP
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U. A. Unidades arbitrarias
UDP Uridina di-fosfato

UTP Uridina tri-fosfato



1 Introducao

Oh tell me Lord how could it be,
That though our cells make ATP,
It's not all used for energy,

But sometimes is secreted free.

It puzzles you, it puzzles me,
While Geoffrey Burnstock smiles with glee

At the many roles of ATP.

Samuel Silvertein, 1989
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1.1 OATP E OUTROS NUCLEOTIDEOS EXTRACELULARES

1.1.1 EFEITOS DOS NUCLEOTIDEOS E NUCLEOSIDEOS EXTRACELULARES

Desde 1929, os estudos sobre as propriedades farmacoldgicas e imunologicas
de nucleotideos e nucleosideos extracelulares tém atraido a atencdo de
pesquisadores pela capacidade dessas moléculas modularem diversos processos
em diferentes tipos celulares.

Inicialmente os efeitos do ATP extracelular (ATPe) foram descritos no sistema
cardiovascular (DRURY e SZENT-GYORGYI, 1929). Neste sistema hoje €
reconhecida a participacdo do ATPe e de outros nucleotideos e nucleosideos em
processos como vaso-dilatacdo, proliferacdo e migracdo das células musculares
lisas e liberacéo de 6xido nitrico (NO) pelas células endoteliais (BURNSTOCK, 1997,
DUBYAK e EL-MOATASSIM, 1993; RALEVIC e BURNSTOCK, 2003). O ATPe
também provoca a despolarizacdo da membrana dos cardiomiécitos e por isso esta
relacionado com a inducéo de vérias formas de arritmias (RALEVIC e BURNSTOCK,
2003). Devido aos efeitos dos nucleotideos sobre as células musculares lisas estas
substancias também mostraram-se envolvidas na hipertensdo e na hiperplasia
vascular relacionada com a aterosclerose (SEYE e col., 2007).

No sistema nervoso, o ATP ¢é estocado e liberado com outros
neurotransmissores e pode agir tanto como neurotransmissor quanto como co-
transmissor. Foi demonstrado que esta molécula regula varias funcdes neuronais,
como a secrecdo de outros neurotransmissores (DUBYAK e EL-MOATASSIM,
1993). Tem sido indicada também a participacdo do ATPe na doenca de Alzheimer e
na dor neuropatica (SPERLAGH e col.,, 2006; BURNSTOCK, 2007a). Dadas as
diversas func¢des dos nucleotideos no sistema nervoso periférico a sua participacao

estd sendo atualmente estudada em patologias tdo diferentes quanto doencas
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renais, desordens gastrointestinais e disfuncdo erétil peniana (BURNSTOCK,
2007a).

No sistema enddcrino, o ATPe estimula a liberacdo dos hormonios luteinizante
e de prolactina pela hipofise, e controla a liberacdo de tirotrofina pela tiredide.
Também funciona como secretagogo hormonal nas glandulas adrenais e no

pancreas (ABBRACCHIO e BURNSTOCK, 1998; BURNSTOCK, 2007a).

1.1.1.1 Efeitos dos Nucleotideos e Nucleosideos no Sistema Imune

Em particular, no sistema imune, ATP, ADP, UTP, UDP e adenosina podem ser
considerados um importante grupo de agentes imunomoduladores mediando efeitos
tdo diversos como secrecdo e maturacao de IL-1B, IL-6 e IL-18 (BULANOVA e col.,
2005; CARACCIO e col., 2005; MEHTA e col., 2001; SOLLE e col., 2001; WARNY e
col., 2001; WILKIN e col., 2002), secrecéo de leucotrienos (BALLERINI e col., 2005a;
BALLERINI e col., 2005b; FISHER e col., 2003), indugcdo de morte de parasitas
intracelulares em macréfagos (COUTINHO-SILVA e col., 2003; SIKORA e col., 1999;
STOBER e col., 2001), maturacdo de células dendriticas (LA SALA e col., 2002;
MARTEAU e col., 2004; SCHNURR e col., 2003), morte celular em macréfagos e
outras células (DI VIRGILIO, 2000; DUBYAK, 2000), hematopoiese (SAK e col.,
2003; AUGER e col., 2005), coagulacdo de plaguetas e modulacdo de células
endoteliais (INOUE, 2005; KUNAPULI e DANIEL, 1998), modulacdo da funcdo de
células NKT (ASWAD e DENNERT, 2006; KAWAMURA e col., 2006), modulacéo da
apoptose, quimiotaxia e liberacdo de granulos citotéxicos em neutrofilos (NAGAOKA
e col., 2006; MACKENZIE e col., 2005). O ATPe também modula a diferenciacéo e
migracao de células dendriticas, propiciando o direcionamento da resposta para Th2

ou Thl, segundo o contexto (LA SALA e col., 2001; SCHNURR e col., 2003; DI
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VIRGILIO, 2007b). Na Figura 1 apresenta-se um resumo dos principais efeitos do

ATPe e da adenosina induzidos pela entrada de patbnegos no sistema imune inato.
Recentemente foi observado um papel para o ATPe na asma. Foi mostrado

gque o ATPe acumula-se em pacientes com asma alérgico e que diminuicdo nas

guantidades desta substancia nos pulmdes evita as crises asmaticas (IDZKO e col.,

IL-1
IL-18
- TNF

Patégeno /
Fagdcito Fagécito Thi

M — ATP ATIVADb O

e -

Dendiritica Dendritica
ATIVADA

2007)

Adenosina

Adenosina

Th2

Figura 1 Nucleosideos e nucleotideos na ativacdo e desativacdo do sistema imune inato.

O patogeno induz liberagdo de ATP pelas células do hospedeiro. O ATP acumulado tem diversos
efeitos pro-inflamatérios como por exemplo a ativagdo das células fagociticas, estimulando a
liberacdo de citocinas como IL-1B3, IL-18 e TNF-a. Nas células dendriticas, altas doses de ATP leva a
uma resposta do tipo Thl, enquanto que a estimulagdo mantida com baixas doses de ATP leva a uma
resposta do tipo Th2.

O ATP extracelular liberado pode ser transformado em adenosina, que possui efeitos anti-
inflamatérios e diminuira a resposta inflamatéria. Adaptado de (DI VIRGILIO, 2007b).
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1.1.2 SECRECAO DE NUCLEOTIDEOS E NUCLEOSIDEOS

Desde 1950, quando Stoner relatarou que as concentracdes de ATP e outros
nucleotideos encontrava-se aumentada no sangue de feridos durante a Segunda
Guerra Mundial (STONER, 1950), ficou evidente que estas substancias estéo
presentes no meio extracelular, pelo menos em algumas condi¢fes fisioldgicas.
Desde entdo, foram caracterizadas diversas fontes de nucleotideos: células
epiteliais, neurdnios, células endoteliais, plaquetas, células musculares, macréfagos
e células T citotoxicas, entre outras, liberam ATP em resposta a diferentes estimulos
(Figura 2) (DI VIRGILIO e col., 2001).

Dada a multiplicidade de a¢bes do ATPe em células do sistema imune e sua
liberac@o em situagdes inflamatorias, o ATPe foi recentemente incluido no grupo de
mediadores denominados sinais de perigo dos quais, entre outros, ja fazem parte
proteinas de choque térmico, reativos intermediarios do oxigénio, produtos de
quebra da matriz extracelular e neuro-mediadores (GALLUCCI e MATZINGER,
2001) .

No interior da célula o ATP encontra-se em concentragdes superiores a 5 mM,
porém, ainda é objeto de controversa como esta molécula sai da célula e alcanca o

meio extracelular.
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Estimulo Resposta
Shear stress, Quimiotaxia
aumento de Eputeli
volume. Liberagao de

citocinas
ADP, trombina

Plaquetas Diferenciacdo

celular
Shear stress Endottlio

Fusao celular

® — ATP —

Morte celular

Unido ao TCR LinfbeitoT

Ativacao de fatores
°® de transcricao
LPS Macréfado Proliferacao

Producdo de NO

-3
LPS LN Morte de parasitas
Microalia intracelulares
) . M\
Despolarizagao . Ativacao de MAPK
Newwbnio

Figura 2 Diversas células do sistema linfo-hematopoiéitco que liberam ATP e algumas das
funcdes desta substancia.

Diferentes estimulos como estresse, ativacdo do TCR, presenca de LPS e despolarizagdo da
membrana provocam a liberacdo do ATP intracelular de diferentes tipos celulares, como plaquetas,
linfocitos, células endoteliais, macréfagos e células nervosas. Dependendo da concentragdo, do tipo
celular e dos outros estimulos que a célula recebe o ATPe pode ativar diferentes respostas, como
fusdo, proliferacdo e morte celular, producdo de NO e ativagcdo de cascatas intracelulares.
Abreviaturas: TCR: Receptor das células T, LPS: lipopolissacarideo. Adaptado a partir de DI
VIRGILIO e col., 2001.

Aparentemente, as formas nas quais o ATP é liberado ao meio extracelular
seriam varias, sendo algumas delas mais polémicas que outras. Uma via de
liberacdo do ATP citoplasmatico, atualmente aceita pela maioria dos pesquisadores
€ o0 rompimento da membrana plasmatica. Em condi¢gbes de lesdo celular o ATP,
junto com outras substancias intracelulares, € liberado. Mas esta forma “violenta”

nao seria a Unica. Tanto o shear stress como a hipoxia e o aumento do volume
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celular tém sido assinalados como estimulos que provocam a liberacdo do ATP e
UTP intracelular em células endoteliais, epiteliais, musculo liso, células da glia,
fibroblastos e hepatdcitos, por vias néo liticas (LAZAROWSKI e col.,, 2000).
Substancias que provocam variacdes nos niveis intracelulares de calcio, como a
trombina e a norepinefrina também liberariam ATP sem danos na integridade da
membrana em diversas células (FORRESTER, 1990; PEARSON e CARTER, 1990;
WESTFALL e col.,, 1990). Agora a pergunta é: por onde este nucleotideo estaria
saindo da célula nestes casos? A resposta ainda ndo esta clara.

Existem alguns candidatos a transportadores para o ATP (Figura 3). Uma das
moléculas propostas sdo conexinas, proteinas que formam unides célula-célula
conhecidas como gap-junctions e capazes também de formar hemi-canais na
membrana plasmatica. Esta hipotese surgiu pela observacdo de que células HelLa
transfectadas com a conexina 43 exibiam um aumento na secrecdo de ATP
(COTRINA e col., 1998). Posteriormente foi demostrado que o ATP e outros
nucleotideos podem atravessar os canais formados pelas conexinas (GOLDBERG e
col., 2002).

Os membros da familia das conexinas tém caracteristicas marcadamente
diferentes: a conduténcia unitaria dos canais comunicantes que formam varia de 10
até 300 pS, algumas delas séo ligeiramente seletivas para anions, como a conexina
32 (Cx32, o numero refere-se ao peso molecular da proteina), enquanto outras sédo
altamente seletivas para céations, como a Cx45, e a seletividade pode variar quando
a mesma conexina encontra-se formando uma unido entre células ou formando um
hemi-canal que comunica o citoplasma com o meio extracelular. Os hemi-canais
formados pelas conexinas permitem a saida de moléculas t&o diversas como ATP*,

glutamato, NAD™ (nicotinamida adenina dinucleotideo) e prostaglandina E, (EVANS
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e col., 2006; MESE e col, 2007). As conexinas apresentam um perfil de
permeabilidade e seletividade Unico, pois além da carga e o tamanho acredita-se
gue alguns determinantes na estrutura da molécula influenciam a passagem ou nao
de uma espécie através do poro formado pelas conexinas (MESE e col., 2007).

Alguns autores indicaram o regulador de condutancia transmembrana da
fibrose cistica (CFTR, do inglés, Cystic Fibrosis transmembrane conductance
regulator) como um possivel canal para ATP (CANTIELLO e col., 1998; REISIN e
col., 1994). O CFTR € um transportador que pertence a familia de transportadores-
ABC (do inglés ATP-binding cassette) e pela nova nomenclatura ele é nomeado
como ABC-C7. Em diversos tipos celulares varios autores observaram liberacdo de
ATP em auséncia desta proteina (GRYGORCZYK e HANRAHAN, 1997; WATT e
col., 1998), sugerindo que se este transportador € um caminho de saida para o ATP,
com certeza ndo € o unico.

Uma outra molécula proposta como transportador de ATP é a glicoproteina P
(ABC-B1). Abraham e colaboradores observaram aumento na liberacdo de ATP
superexpressando esta proteina em células CHO (ABRAHAM e col., 1993). Porém
estes dados ainda nao sao conclusivos.

Recentemente, Sabirov e colaboradores propuseram os canais chamados de
“maxi-anions” como possiveis canais de ATP. Estes canais estdo presentes na
maioria das células e apresentam uma condutancia entre 300 — 400 pS. A
farmacologia destes canais é similar a da liberacdo de ATP induzida por mudancas
no volume celular, indicando que pelo menos nesta situacido os canais “maxi-anions”
seriam uma via de saida para o ATP intracelular (SABIROV e OKADA, 2005).

Por outro lado, Pellegatti e colabroadores propuseram que o receptor P2X7 (ver

mais adiante) seria uma via de liberacéo de ATP. Este receptor é ativado pelo ATPe
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e a proposta dos autores é que sua ativacao levaria, entre outras coisas, a um
aumento na liberacdo do ATP intracelular. Assim, em determinadas circunstancias,
este sistema amplificaria o sinal inflamatoério dado pelo ATPe (PELLEGATTI e col.,
2005).

Recentemente as panexinas tém sido propostas como moléculas formadoras
de canais que mediariam a saida do ATP citoplasmatico. As panexinas sao uma
familia de proteinas caracterizadas em mamiferos a partir da homologia delas com
as inexinas de invertebrados, proteinas que formam as jun¢cdes comunicantes nestes
animais. Os canais formados pela panexina-1 séo seletivos para anions e
apresentam uma condutancia compativel com a passagem da molécula de ATP*
(BAO e col., 2004). As panexinas serdo abordadas com maiores detalhes na secao

1.3.5.2.

MW crxi

anions CFTR

—

« & «— AP

Conexing Glicoproteina

222

Diferentes Fstimulos

Figura 3 Esquema que resume 0s possiveis transportadores de ATP desde o interior da célula
até o meio extracelular.

O ATP intracelular poderia alcangcar o exterior da célula através de varios tipos de proteinas
formadoras de canais. Abreviatura: CFTR: regulador da conduténcia transmembrana da fibrose
cistica. Adaptado de SABIROV e OKADA, 2005
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Por ultimo, alguns tipos celulares contém granulos que armazenam ATP em
altas concentracfes (em alguns casos até 150 mM) junto com outras moléculas.
Este tipo de armazenagem de ATP ocorre em astrécitos, basofilos e mastécitos,
entre outros tipos celulares (OSIPCHUK e CAHALAN, 1992).

Em astrécitos o ATP é armazenado junto com o peptideo natriurético atrial
(ANP) ou glutamato. A exocitose destes granulos € dependente do aumento de
calcio citoplasmatico e da presenca de proteinas da familia SNARE (BANKSTON e
GUIDOTTI, 1996; PANGRSIC e col., 2007).

Em neurdnios, o ATP em altas concentracdes (100 mM) € armazenado em
vesiculas sinapticas adrenérgicas, colinérgicas ou NANC (ndo adrenérgicas nem
colinérgicas, pelas siglas em inglés de nonadrenergic, noncholinergic) e a liberacdo
do conteudo destas vesiculas pode ser provocada por diversos estimulos, como
transmissdo do impulso nervoso ou toque mecanico (BURNSTOCK, 2007a;

PANKRATOV e col., 2006).

1.1.3 ENzZIMAS QUE DEGRADAM NUCLEOTIDEOS E NUCLEOSIDEOS

Dado a multiplicidade de efeitos que o ATP e outros nucleotideos tem sobre os
diferentes tipos celulares, a vida média destas substancias no meio extracelular esta
fortemente regulada. Estes nucleotideos podem ser hidrolizados por uma grande
variedade de enzimas que se encontram na superficie celular, nas membranas das
organelas celulares e também solluveis no liquido intersticial. Estas enzimas foram

organizadas para facilitar a nomenclatura em quatro familias (ZIMMERMANN, 2001):
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- E-NTPDase (ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase): esta € a familia mais
estudada. Estas enzimas hidrolisam tanto purinas como pirimidinas di- e
trifosfato. Precisam de calcio e magnésio para funcionar.

- E-NPP (ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase): as enzimas desta
familia convertem, por exemplo, AMPc em AMP, ATP em AMP + PP; e ADP
em AMP + P;. Usam tanto purinas como pirimidinas como substratos. Seu
funcionamento também depende da presenca de cations divalentes.

- Fosfatase alcalina: Estas enzimas degradam nucleotideos 5 tri, di e
monofosfatos e também proteinas. Convertem, por exemplo, o ATP em
adenosina.

- Eco-5’-nucleotidase: As enzimas desta familia hidrolisam nucleotideos
monofosfatos. E de particular importancia na formacdo de adenosina (ADO) a
partir de AMP. Existem em uma forma associada a membrana plasmatica e
outra soluvel.

- NDPK (nucleosideo difosfokinase): esta enzima interconverte nucleotideos di
e trifosfato. E capaz de gerar, por exemplo, UTP a partir de UDP + ATP. Esta
enzima também precisa de cations divalentes e sua atividade € inibida por
EDTA.

Acredita-se que existe um balanco entre a liberacdo e a hidrélise de
nucleotideos, o que levaria a uma concentracdo estavel no estado de equilibrio
(LAZAROWSKI e col., 2000).

A maioria destas enzimas encontra-se amplamente distribuida nos tecidos,
tanto de mamiferos como de invertebrados e até de plantas e protozoarios. A

presenca de varias destas enzimas numa mesma ceélula regularia o funcionamento
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dos diversos receptores de nucleotideos extracelulares que se encontram na
membrana celular (Figura 4).

Muitas destas ecto-enzimas que degradam nucleotideos s&do expressas
também em células do sistema imune. De fato, algumas delas foram originalmente
descritas como marcadores de tipos celulares no sistema linfo-hematopoiético, como
sdo os casos de CD73 e CD39, utilizadas como marcadores de linfocitos B e
atualmente reconhecidas como uma ecto-5"-nucleotidase e uma E-NTPDase,
respectivamente. Estas ecto-enzimas foram recentemente caracterizadas também
em linfécitos T regulatorios, células dendriticas, monécitos e macréfagos (DWYER e
col.,, 2007; BERCHTOLD e col., 1999), mostrando a relevancia da regulacdo das

guantidades e tipos de nucleotideos no meio extracelular que rodeia estas células.

f‘ ADP UDP ADO (\

ATP UTP > Hidrélise

Ativacao de receptores
: poy ATP E-NPP

E-NTDPase
P1 UTP

P2

Figura 4 Jogo cruzado entre as enzimas que degredam nucleotideos extracelulares e os
diferentes receptores para esses nucleotideos (P2X, P2Y e P1).

O ATP liberado pela célula pode ativar os receptores para nucleotideos (receptores P2) e também ser
hidrolisado pelas ecto-enzimas e convertido em ADP ou ADO. ADO ativa os receptores P1. O UTP
intracelular quando liberado ao meio extracelular pode ser transformado em UDP. Adaptado de
LAZAROWSKI e col., 2003.
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A importancia dos nucleotideos extracelulares na imunorregulacéo evidencia-
se também nas estratégias evolutivamente desenvolvidas por parasitas
intracelulares. Muitos microrganismos como bactérias e protozoarios possuem ecto-
nucleotidases na membrana ou do tipo secretorio que regulam as quantidades de
ATPe. Recentemente foi observado que a inibicdo da ecto-ATPase presente na
superficie de Trypanosoma cruzi diminui tanto a adesdo como a invasdo deste
parasita aos macrofagos (BISAGGIO e col., 2003), assinalando a importancia dos
nucleotideos nos processos de infecgao.

Algumas bactérias, como Vibrio cholerae (PUNJ e col., 2000), Burkholderia
cepacia (MELNIKOV e col., 2000), Mycobacterium bovis BCG (ZABORINA e col.,
1999a) e Pseudomonas auruginosa (ZABORINA e col., 1999b) secretam enzimas
gue modificam as concentracBes extracelulares de ATP, afetando deste modo os
mecanismos efetores do macrofago.

A presenca de adenosina no meio extracelular também se encontra
estritamente regulada. Esta regulacdo é feita pela enzima adenosina deaminase
(ADA), que converte adenosina em inosina. O interesse nos efeitos da adenosina no
sistema imune aumentou principalmente com o descobrimento de que a doenca
conhecida como sindrome de imunodeficiéncia severo (SCID, pelas siglas em inglés
de Severe Combined Immunodeficiency) é provocada por deficiéncia hereditaria na
enzima ADA (GESSI e col., 2007).

A existéncia destas enzimas extracelulares sugere que os diferentes
nucleotideos e nucleosideos formam na realidade uma rede, funcionando de
maneira coordenada: podemos supor que as ac¢les inicias do ATP e do UTP,

seguem os efeitos do ADP e UDP, e posteriormente da adenosina. Todas estas
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moléculas agem através de receptores descritos a seguir. Até o0 momento nao

sabemos da existéncia de receptores para uridina.

1.2 RECEPTORES DE NUCLEOTIDEOS E NUCLEOSIDEOS

A maioria das acdes que 0s nucleotideos e nucleosideos extracelulares
exercem sobre as células é mediada por receptores presentes na membrana
plasmatica, chamados comumente de receptores purinérgicos, embora alguns deles
possam ligar-se também a pirimidinas. Estes receptores sdo divididos em duas
grandes familias: os receptores P1, 0os quais sdo ativados por adenosina, € 0S
receptores P2, os quais séo ativados por nucleotideos tri- e difosfato com eficiéncia
diversa (BURNSTOCK, 1978). Os receptores P2 sao divididos por sua vez em dois
grupos: P2X e P2Y. Os receptores P2Y estdo acoplados a proteina G e os P2X séo

canais iGnicos ativados por agonista.

1.2.1 Os RECEPTORES P1

Existem quatro tipos de receptores P1: Al, A2a, A2b e A3, com diferencas
estruturais e farmacoldgicas. Todos eles sdo receptores com sete dominios
transmembrana (Figura 5) associados a proteinas G (GPCR, do inglés G-protein
coulpled receptor), com o dominio amino-terminal extracelular e o carboxi-terminal
citosolico (FIELDS e BURNSTOCK, 2006).

O receptor Al traduz o sinal através da proteina G;, sua ativacao inibe a
adenilato ciclase e diminui os niveis de AMPc. O receptor A2a esta associado a

proteina G e a unido com o ligante estimula a adenilato ciclase, aumentando os
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niveis de AMPc. A ativacdo do receptor A2b, associado as proteinas Ge e Gg,
aumenta os niveis de AMPc e de IP3, através da ativacdo da fosfolipase C. Por
altimo, o receptor A3 esta associado as proteina G; e Gy e através delas a sua

ativacdo inibe a adenilato ciclase e ativa a fosfolipase C (KLOTZ, 2000).

Sitio de
reconhecimento

/do agonista

NHz.

Extracelular

Figura 5 Estrutura dos receptores P1.

Os receptores P1 sdo receptores associados a
proteina G com sete dominios transmembrana.
COOH Adaptado de STEINBERG e HIKEN, 2007.

1.2.1.1 Os Receptores P1 no Sistema Imune

Os receptores P1 encontram-se amplamente distribuidos, sendo ja
caracterizados em coracdo, pulmao, figado, testiculos, masculo, medula espinhal,
baco, intestino e cérebro (revisado por BURNSTOCK, 2007a). No sistema imune,
estes receptores estdo presentes na maioria das células e medeiam os efeitos
imunossupressores e anti-inflamatérios da adenosina (DI VIRGILIO, 2007b).

Nos linfocitos T, por exemplo, a adenosina antagonisa os efeitos da ativacéo do
TCR, inibindo a liberagéo de IL-2, a exocitose de granulos citotoxicos e 0 aumento
na expressao de FasL, através da ativacdo dos receptores A2a. Nas células B, a

ativacdo de NF-kB pelo estimulo do BCR, também é inibida pela adenosina
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(revisado por GESSI e col., 2007). Por ndo serem objeto de estudo desta tese de

doutorado, ndo nos deteremos na revisao dos receptores P1.

1.2.2 OS RECEPTORES P2Y

A familia dos receptores P2Y é formada por proteinas com sete dominios
transmembrana, pertencentes a grande familia dos GCPRs, com o dominio amino-
terminal extracelular e o carboxi-terminal citoplasmatico (Figura 6). Até o momento
foram descritos oito receptores P2Y diferentes (P2Y124611-14), cCONtendo entre 328 e

379 aminoéacidos.

Extracelular

L} Membrana
Plasmatica

Figura 6 Estrutura do receptor P2Y;.

Os receptors P2Y sd@o membros da
familia dos GPCRs e possuem sete
dominios transmembrana. Adaptado de
FIELDS e BURNSTOCK, 2006.

Intracelular

Os diversos tipos de receptores P2Y estdo a associados distintas proteinas G e
a maioria deles induz um aumento do calcio citoplasmatico pela liberacdo de
estoques intracelulares (RALEVIC e BURNSTOCK, 1998).

As vias de sinalizacdo e os agonistas variam entre os diferentes tipos dos

receptores P2Y e estdo resumidas na Tabela 1.
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Em geral, os receptores P2Y séo ativados preferencialmente por ADP, UTP e
UDP mas que por ATP. Entre os antagonistas mais utilizados encontram-se a
suramina, o RB2 (reagente azul 2, pelas siglas em inglés de reactive blue 2) e varios
compostos analogos a desoxiadenosina-di-fosfato, denominados MRS (Tabela 1)
(CAMAIONI e col., 1998; FIELDS e BURNSTOCK, 2006).

Os receptores P2Y regulam a atividade de canais idnicos: algumas classes de
canais de potassio e os canais de calcio dependentes de voltagem sdo abertos ou
fechados, segundo o tipo, em resposta a estimulacdo destes receptores

(BURNSTOCK, 2007b).

Receptor Agonistas Antagonistas Sinalizacéo
P2Y, ADP, 2MeS-ATP > ATP MRS2179, Gq/PLC/Ca2+ + PKC
MRS2500,
MRS2279
P2Y, ATP, UTP Suramina > RB2 Gq/PLC/Ca2+ + PKC
P2Y, UTP > ATP RB2 > suramina G,/PLC/Ca*" + PKC
P2Y, UDP > UTP >> ATP MRS2578 G,/PLC/Ca*" + PKC
P2Y1, BzATP > ATPyS > ATP Suramina > RB2  G,/PLC/Ca’* + PKC e GJ/AC/ AMPc]‘
P2Y 1> 2MeS-ADP > ADP >> ATP Suramina, RB2 G; /AC/AMPc {
P2Y 3 ADP, 2MeS-ADP >> ATP Suramina, RB2 > G; /AC/AMPc !
MRS2179
P2Y1, UDP-gliose, UDP-galactose ~ ---—-- G; IAC/AMPC ¥

Tabela 1 Receptores P2Y, seus principais agonistas e vias de sinalizacéo.

Abreviacdes: BZATP: 2°-3"-O-(4-benzoyl-benzoyl)-ATP, MRS2179: N-6-metil-2"-deoxiadenosina-3",5 -
bifosfato, MRS2279: 2-cloro-N- 6-metil-(N)-metanocarba-2"-deoxiadenosina-3",5 -bifosfato, RB2:
reactive blue 2. PLC: fosfolipase C, AC: adenilato ciclase, PKC: fosfoproteina quinase C. Adaptado de
SAK e WEBB, 2002;FIELDS e BURNSTOCK, 2006; VON K, I, 2005.
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1.2.2.1 Os Receptores P2Y no Sistema Imune

Os receptores P2Y foram encontrados em uma grande variedade de 6rgaos e
tecidos: epitélio das vias aéreas, diferentes regides do rim, no pancreas, glandula
adrenal, coracdo, endotélio vascular, pele, musculo e varios componentes do
sistema nervoso, como cortex, hipocampo e cerebelo (revisado por (BURNSTOCK,
2006).

No sistema imune, os receptores P2Y estdo presentes em varios tipos
celulares e medeiam numerosos processos. P2Y,, P2Y,, P2Ygs e P2Y;; estédo
presentes nos neutrofilos humanos e participam da migracéo destas células ao local
da inflamacdo em resposta ao ATPe liberado por plaquetas e outras células. Os
eosinofilos expressam a maioria dos P2Y e estes medeiam diferentes efeitos dos
nucleotideos extracelulares, como producéo de espécies reativas do oxigénio (ROS),
exocitose dos granulos, quimiotaxia e liberacdo de IL-8. Em mastdcitos, a ativacéo
do receptor P2Y, aumenta a liberagdo de histamina produzida pela unido dos
receptores para IgE (revisado por MYRTEK e IDZKO, 2007).

Em macrofagos e mondcitos detectou-se a presenca de P2Y,, P2Y,, P2Y, e
P2Ys (COUTINHO-SILVA e col., 2005). A ativacao destes receptores foi relacionada
com a liberacdo de IL-8 e a migracdo dos macrofagos. As células dendriticas
expressam todos os receptores P2Y, participando principalmente dos processos de
migracao (MYRTEK e IDZKO, 2007).

Os receptores P2Y; e P2Y3, sao fundamentais na agregacéo e ativacdo das
plaguetas, como demonstrado pela deficiéncia na formacdo do trombo plaquetéario

em pessoas com mutacdes nestes receptores (GACHET, 2006).
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1.2.3 OS RECEPTORES P2X

Os receptores P2X s&o canais idnicos que em resposta ao ATPe permitem a
entrada de Na" e Ca*" e a saida de K*. Os sete membros da familia P2X (P2X1.7)
apresentam uma homologia entre si de entre 30-50%, apresentando entre 384
(P2X,4) e 595 (P2X7) aminoacidos. A regido carboxi-terminal € a que apresenta maior
variabilidade entre os diferentes tipos de P2X. A estrutura predita para estes
receptores € de duas regides hidrofobicas que atravessariam a membrana (M1 e
M2) com dominios amino e carboxi-terminais intracelulares e uma grande alca
extracelular com uma regido altamente conservada de 10 cisteinas (Figura 7). Na
alca extracelular localizam-se se o sitio de unido ao ligando e uma regido hidrofébica
que seria importante na regulacdo destes receptores por magnésio, zinco e cobre

(BRAKE e col., 1994; NORTH, 2002; ERB e col., 2006).

Figura 7 Estrutura predita para o0s
receptores P2X.

Estd  constituida por dois  dominios

OC DOOOOO( )O transmembrana, uma alca extracelular e

dominios amino e carboxi terminais

intracelulares. Abreviaturas: S-S: pontes di-
sulfeto; M1 e M2: dominios transmembrana.
COOH Os triangulos indicam sitios de glicosilacéo.

NH, Adaptado de FIELDS e BURNSTOCK, 2006.
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O receptor P2X funcional esta formado por trés subunidades. Até pouco tempo
atrads tinham sido caracterizados funcionalmente seis homo-trimeros (P2X;, P2Xy,
P2X3, P2X4, P2Xs, P2X7) e seis hetero-trimeros (P2X1/P2X;, P2X1/P2X4, P2X2/P2Xe,
P2X2/P2X3, P2X4/P2Xs, P2X1/P2Xs). A Unica excecao na formacdo de heterébmeros
parecia ser o receptor P2X;. Recentemente, Gu e colaboradores publicaram dados
bioquimicos e eletrofisiologicos que indicam a formacdo de um complexo P2X7/P2X,

(DUBYAK, 2007; GUO e col., 2007)

1.2.3.1 Farmacologia e Cinética dos Receptores P2X

Uma grande dificuldade no estudo dos receptores P2 é a inespecificidade de
agonistas e antagonistas entre as diferentes classes destes receptores. Para tentar
resolver este inconveniente e fazer uma farmacologia mais precisa € necessario
observar os efeitos dos farmacos em sistemas heterélogos, pois a maioria das
células expressa mais de um tipo de receptor P2, complicando ainda mais a
caracterizagdo farmacolégica.

Todos os receptores P2X foram clonados, a partir de diferentes tecidos de rato,
humano e camundongo, e os dados da farmacologia na maioria dos casos provem
da expresséao destes receptores em células HEK-293 ou em odcitos de Xenopus, 0s
quais apresentam uma baixa ou nula expressdo de receptores P2. A Tabela 2
apresenta os principais agonistas e antagonistas dos receptores P2X.

A afinidade pelo ATPe varia entre os diferentes tipos de receptores P2X. P2X;
€ 0 mais sensivel, com um ECsy de 60 nM, seguido pelo P2X3 (ECso 340 nM), P2X,
(ECs0 500 nM) e P2Xs5 (ECso 1 uM). No outro extremo encontra-se P2X7, que precisa
altas concentracdes de ATPe para sua ativagcao, com um ECsy de 800 uM. Além do

ATPe, outros nucleotideos ativam estes receptores. O ADP é capaz de ativar os
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receptores P2X; (ECso 10 uM) e P2Xgs (ECso 11 uM), enquanto que o UTP é capaz
de ativar P2X3 (ECsp >100 uM) (JACOBSON e col., 2002).

Vale a pena destacar que estas concentracbes de ativacdo média dos
receptores P2X pelos agonistas foram obtidas a partir das medi¢cdes das correntes

de entrada registradas em células que expressam endogenamente 0sS respectivos

receptores.
Receptor Agonistas Antagonistas
P2X, ap-me-ATP, ATP, 2MeS-ATP TNP-ATP, NF023, NF449
suramina, isoPPADS, RB2, F770,
P2X, ATP> ATPYS > 2MeS-ATP >> a-meATP
NF279
TNP-ATP, PPADS, A317491,
P2X3 2-MeS-ATP >ATP > ap-meATP
NF110
P2X4 ATP >> ap-meATP TNP-ATP, BBG
P2Xs ATP> >> af-meATP > ATPyS suramin, PPADS, BBG
P2Xe N&o funciona como homotrimero
KN62, KN04, MRS2427, ATPoX,
P2X; BzATP > ATP > 2-MeS- ATP >> af3-meATP
BBG
P2X,/P2X5 ATP, aB-meATP
P2X1/P2Xs ADP > af3-meATP > ATP
P2X4/P2Xg ap-meATP > ATP

Tabela 2 Principais agonistas e antagonistas dos receptores P2X.
Abreviacdes: ATPox: ATP oxidado, BBG: Brillant Blue G, BzATP: 2°-3"-O-(4-benzoyl-benzoyl)-ATP,

PPADS: piridoxal-fosfato-6-azofenil-2’,4’-di-sulfoxido, TNP-ATP: 2’,3’-0-(2,4,6-trinitrofenil)- ATP.
Adaptado de NORTH e SURPRENANT, 2000; BURNSTOCK, 2007b; FIELDS e BURNSTOCK, 2006.



45

Introducao

Muitos analogos sintéticos mostraram ser poderosos agonistas e muitas vezes
sao utilizados para identificar o tipo de receptor P2X presente em determinado tipo
celular. Entre eles se destacam o,p-metil-ATP (ativa preferencialmente P2X; e
P2X3), ATPyS (ativa preferencialmente P2X; e P2Xs) e 2,3-(4-benzoil)-benzoil ATP
(BzATP), o mais “poderoso” de todos. O BzATP, inicialmente tido como especifico
para o receptor P2X; (e por alguns autores ainda hoje), ativa todos os tipos de
receptores P2X, com afinidades variaveis. A mais alta afinidade € para P2X; (ECso=
2 nM) e a menor é para P2X7 (EC5,=50 uM) (JACOBSON e col., 2002) (Tabela 2).

A cinética de ativacao e inativacdo dos diferentes receptores P2X € altamente
variavel (Figura 8). Os receptores P2X; e P2X3, como todos os receptores P2X, sédo
rapidamente ativados na presenca de ATPe mas estes dessensibilisam rapidamente
(alguns milisengundos apds a aplicacdo do agonista). Os receptores P2X, e P2X,
apresentam uma dessensibilizacdo lenta (demora segundos para se inativar na
presenca do agonista). Inicialmente o receptor P2Xs foi descrito em rato como
apresentando correntes muito pequenas. Porém, tempo depois se observou que em
outras espécies este receptor apresenta correntes maiores. O receptor P2Xg
aparentemente € um receptor “silencioso”, sem uma corrente associada a sua
ativacdo, o que torna especialmente dificil seu estudo. O receptor P2X7; é o Unico
receptor desta familia que ndo apresenta dessensibilizacdo (JACOBSON e col.,

2002; NORTH, 2002).
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P2X, P2X, P2X, P2X, P2Xs P2X;
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Figura 8 Cinética de ativagao e desativacao dos receptores P2X.

Dessensibilizacdo rapida (acima) e lenta (abaixo) dos repectores P2X homomeéricos de rato (cDNA de
cada receptor transfectado em células HEK293). Aplicacdes de 30uM de ATP exceto P2X;: 1 mM.
Dessensibilizacdo rapida: aplicacfes de 2s de duracgéo, lenta: aplicacdes de 60s de duracdo (NORTH,

2002).
1.2.3.2 Permeabilidade dos Receptores P2X

Todos os receptores P2X sdo permeaveis a sodio, potassio e calcio. Alguns
deles também deixam passar cloreto. Além disso, em determinadas condicdes,
alguns receptores P2X deixam passar cations e anions relativamente grandes,
abrindo o que tem sido chamado de poro inespecifico (EGAN e col., 2006). Como
esta tese de doutorado tentard aprofundar as questées sobre o poro associado ao
receptor P2X; e como a bibliografia apresenta-se confusa sobre este assunto,
compilarei aqui 0 que se sabe até hoje sobre a permeabilidade dos outros

receptores P2X para depois detalhar os dados existentes sobre o0 nosso receptor de

interesse.
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P2X,: Este receptor apresenta uma baixa permeabilidade a cations organicos,
como Tris* e NMDG". A condutancia da corrente unitaria é de aproximadamente 18

pS e € inibida pela acidificacdo do meio externo (NORTH, 2002).

P2X,: Estes canais sd0 permeaveis a varios cations: K" > Rb" > Cs* > Na* >
Li*, apresentam forte retificagdo inward e uma condutdncia unitaria de
aproximadamente 30 pS a -100 mV. Em células transfectadas com o receptor P2X,
(como células HEK-293 e odcitos de Xenopus) foi observado um aumento da
permeabilidade durante aplicac6es mantidas do agonista (ATP 30uM), permitindo a
passagem de cations organicos como NMDG®, Tris* e TEA*. Segundo os autores
gue descrevem este fendmeno, a permeabilidade aumenta com o tempo, ficando as
células inicialmente permeaveis a Tris* (4 s) e depois também a NMDG® (7 s)
(VIRGINIO e col., 1999b). E importante ressaltar que nesse trabalho os autores
relatam que a seletividade para cations ndo se modifica, permitindo o canal a
entrada de moléculas maiores mas ndo de moléculas carregadas negativamente.
Quando a concentracdo de ATP € aumentada para 100 puM e mantida por 40
segundos observa-se entrada do corante fluorescente YO-PRO-1 (NORTH, 2002).

Posteriormente, foi observado que o receptor P2X, de camundongo néo
apresenta 0 mesmo aumento na permeabilidade. Estes autores sugerem que as
diferencas na regido carboxi-terminal citoplasmatica do receptor poderiam ser a

causa das diferengas observadas na permeabilidade (EICKHORST e col., 2002).

P2X3: A forma homomeérica deste receptor € permeavel s6 a pequenos cations
inorganicos, mas quando ele encontra-se formando heteromeros com P2X, também

apresenta um aumento a permeabilidade e NMDG" (VIRGINIO e col., 1998).
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P2X,4: Este receptor € um canal seletivo para cations com uma condutancia
unitaria de aproximadamente 9 pS. O receptor P2X,; apresenta um fendmeno
parecido ao do receptor P2X,, sua permeabilidade a céations organicos grandes
aumenta com uma exposicao prolongada ao agonista, permitindo também a entrada
de YO-PRO. A diferenca parece ser que o0s canais de P2X, apresentam dois
componentes: um impermeavel a NMDG", que dessensibiliza e outro componente
tardio, permeavel a NMDG", que é inibido na presenca de célcio extracelular
(KHAKH e col.,, 1999; NORTH, 2002). Da mesma maneira que 0 aumento na
permeabilidade do receptor P2X,, este fenbmeno nao é registrado em todas as

células, indicando que depende em grande parte do sistema de expressao.

P2Xs: Este receptor apresenta correntes muito pequenas, exceto no caso da
galinha. Diferente dos outros receptores P2X, o receptor P2Xs de galinha expresso
em HEK-293 ou odcitos de Xenopus € permeavel a cloreto (NORTH, 2002; EGAN e
col., 2006).

E importante destacar também que os receptores P2X provocam a entrada de
calcio na célula através de dois mecanismos: por um lado, eles préprios séo
permeaveis a calcio, como ja mencionado, e por outro lado, a despolarizacdo da
membrana provocada pela entrada de cargas positivas abre canais de célcio

dependentes de voltagem (EGAN e col., 2006).

1.2.4 DIALOGO CRUZADO ENTRE OS RECEPTORES P2Y E 0S RECEPTORES P2X

E interessante destacar que, além de um mesmo agonista ativar varios tipos de

receptores P2 ao mesmo tempo, existem evidéncias de que a atividade dos
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receptores P2Y pode influenciar na atividade dos receptores P2X, e vice-versa. Foi
relatado, por exemplo, que a ativacdo de P2Y; ou P2Y, co-expressados em od4citos
de Xenopus junto com P2X; induz correntes neste ultimo receptor (VIAL e col.,
2004). Em retina de rato, tem sido observada prevencédo da morte celular induzida
pelo ATPe via receptor P2X; pela atividade do receptor P2Y, (SUGIYAMA e col.,
2005). Outro exemplo é a recente observacdo de que em astrécitos de rato a
estimulacdo do receptor P2X; aumenta a expressdo do receptor P2Y,,
aparentemente mediante uma via de sinalizacdo que envolve o influxo de calcio e a
cascata das MAPKs (proteinas quinases ativadas por fatores mitéticos, do inglés

Mitogen-Activated Protein Kinases) (D'ALIMONTE e col., 2007).

1.3 O RECEPTOR P2X5

Em 1979, Cockcroft e Gomperts relataram um fendmeno de permeabilizacéao
induzido por ATP em mastécitos de rato e chamaram o receptor responsavel por
este efeito receptor P2Z (COCKCROFT e GOMPERTS, 1979). Este receptor
posteriormente foi clonado e incluido na familia de receptores P2X, homeado como
receptor P2X7;. Como veremos ao longo desta tese de doutorado, nossa proposta é
gue os fendmenos inicialmente associados ao receptor P2Z sdo na verdade um
conjunto de fendbmenos distintos, e o receptor P2X; é responsavel por apenas alguns
deles. Tendo isto em mente, mais adiante retomaremos a nhomenclatura de “poros
Z’, nome que Coutinho-Silva e Persechini deram aos poros registrados na

membrana de macréfagos expostos ao ATPe.
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1.3.1 PARTICULARIDADES DO RECEPTOR P2X;

O receptor P2X7 tem merecido particular atencdo por apresentar caracteristicas
Unicas que o diferenciam dos outros receptores P2X:

|. sua ativacdo requer grandes concentracoes de ATPe. O ECsy varia com a
espécie e o tipo celular, mas em cada caso a quantidade de ATP necesséria
para ativar o receptor P2X; é maior que a requerida para ativar outros P2X no
mesmo tipo celular: para humano ECs, = 800 uM (JACOBSON e col., 2002),
para camundongo ECsp = 750 uM, para rato ECsp = 220 uM (CHESSELL e
col., 1998b),

Il. o agonista BZATP € entre 10 e 30 vezes mais potente na ativacéo do receptor
do que o ATPe,

lll. o efeito do ATPe (e do BzATP) é potenciado em concentracdes baixas tanto
de calcio como de magnésio extracelular,

IV. considera-se que a presenca prolongada do agonista (alguns minutos) leva a
formacdo de um poro na membrana da célula que permite a passagem de
moléculas de peso molecular de até 900 Da, podendo se tratar tanto de
cations como de anions.

Cabe ressaltar que, com relacéo aos itens Ill e 1V, as contribuicdes desta tese
de doutorado mostraram que a visdo presente na literatura é uma simplificacdo de
um conjunto de fendmenos mais complexo do que acredita-se.

Os valores de ECsp para a ativagédo do receptor P2X; pelo ATP indicados acima
foram obtidos em concentracdes dos ions extracelulares proximas as fisiologicas.
Como veremos mais adiante, as concentracdes destes ions, especialmente as de

Ca** e Mg®" modificam significativamente os ECsy para o ATP. Outro ponto que
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desenvolveremos mais a frente € o fato de que estas concentracdes sao obtidas
através de medicdes de diferentes fendmenos induzidos pelo receptor P2X; e a
maioria das vezes o0 ECs para a ativagdo das correntes catidnicas € muito diferente
daquele que corresponde a inducdo de entrada de corantes. Os valores citados
acima referem-se as correntes cationicas de entrada ativadas pelo receptor P2X5.

A permeabilizacdo da membrana plasmaética é reversivel se o ATPe é retirado
em tempos curtos (menos de 20 minutos) e torna-se irreversivel com exposicdes
mais prolongadas, podendo levar a morte da célula por necrose e apoptose
(BULANOVA e col., 2005; CHOW e col., 1997). Habitualmente esta permeabilizacédo
da membrana celular € medida pela entrada de corantes fluorescentes, como etideo,
YO-PRO-1, Lucifer Yellow, e etc.

O receptor P2X; esta presente em diversos tipos celulares. No sistema nervoso
este receptor ja foi localizado em microglia, neurbnios, células de Schawnn e
astrocitos (BRANDLE e col., 1998; COLOMAR e AMEDEE, 2001; DI VIRGILIO e
col., 1999). Também existem evidéncias da presenca do receptor P2X; nas células
dos dutos pancreaticos, nas glandulas salinares e no musculo liso gastrointestinal
(ALZOLA e col., 1998; LUO e col., 1999; UGUR e col., 1997; ZOU e col., 2001). No
sistema imune o estudo do receptor P2X; tem merecido particular interesse. Ele esta
presente nas células dendriticas, células de Langerhans, mastdcitos, linfécitos T e B,
células epiteliais timicas, timécitos, mondcitos e macréfagos (DI VIRGILIO, 1995),
células T regulatérias (TAYLOR e col., 2007), células NK (GU e col., 2000) e células

NKT (COUTINHO-SILVA e col., 1999; DENNERT e ASWAD, 2006).
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1.3.2 O PAPEL DO RECEPTOR P2X; NO SISTEMA IMUNE

Muitos dos efeitos associados a presenca do ATPe no sistema imune séo
mediados pelo receptor P2X;, estando a maioria deles associados ao
desenvolvimento do processo inflamatério. A estimulacao deste receptor ativa o fator
de transcricdo NF-kB e a liberacdo de mediadores inflamatorios tais como IL-1f,
oxido nitrico, IL-18, IL-6 e TNF-a. em mondcitos, macrofagos, células dendriticas e
microglia (DENLINGER e col.,, 1996; FERRARI e col.,, 1997a; FERRARI e col.,
1997b; PERREGAUX e col., 2000; SOLINI e col., 1999).

Vérios autores mostraram que o receptor P2X; é central na ativacdo do
complexo denominado “inflamosoma”, interagindo com receptores de padrdes
moleculares de patdgenos (PAMPs), como os receptores do tipo Toll (TLRs, pelas
siglas em inglés de Toll-like receptors) e do tipo NOD (NLRs, pelas siglas em inglés
de NOD-like receptors), na inducdo de resposta imune inata mediada por
macréfagos e células dendriticas (Figura 9) (KANNEGANTI e col.,, 2007;
MARIATHASAN e MONACK, 2007). Além disso, a expressdo deste receptor nas
células do sistema imune € aumentada por citocinas como IFN-y e TNF-o, assim
como pela presenca de LPS (Humphreys & Dubyak, 1996).

O receptor P2X; € o principal receptor responsavel pela morte celular induzida
pelo ATPe (YOON e col., 2007; TSUKIMOTO e col., 2006). No macréfago e outras
células do sistema imune a morte celular induzida pelo ATPe envolve necrose e
apoptose, com ativacdo das caspases 3, 8 e 9 (FERRARI e col., 1999; ADINOLFI e

col., 2005).
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Figura 9 A combinacdo de dois sinais extracelulares é necesséria para a ativacdo do
inflamosoma e consequiente processamento e liberacdo de IL-18 e IL-1.

Células do sistema imune inato, como macréfagos e dendriticas possuem TLRs que podem ser
ativados por diferentes agonistas, isto constitui o primeiro sinal. O segundo sinal é dado pela ativacéo
do receptor P2X; . Adaptado de MARIATHASAN e MONACK, 2007.

Recentemente, nosso grupo identificou uma nova cascata de sinalizagcao
envolvida na inducdo de apoptose por ATP em macréfagos. Ao longo da sua tese de
doutorado, Costa-Junior e colaboradores mostraram que uma fosfolipase A2
secretoria de linfocitos T citotoxicos induz apoptose em macréfagos (COSTA-
JUNIOR e col., 2006), sugerindo a possibilidade de que esta enzima esteja envolvida

no processo de morte celular e/ou de permeabilizagdo da membrana plasmatica.



54

Introducao

Vérios autores, inclusive membros de nosso laboratorio, mostraram que o0
ATPe, atuando via receptores P2, pode ter importantes efeitos na infeccéo celular
por diferentes parasitas intracelulares. O ATPe induz morte de macréfagos
infectados por Mycobacterium tuberculosis, aparentemente através da ativacao de
P2X7; e P2X,. O tratamento com ATP poderia causar a morte tanto do macréfago
quanto do parasita intracelular (LAMMAS e col., 1997; KUSNER e ADAMS, 2000),
mas a morte de M. tuberculosis poderia acontecer independentemente da apoptose
do macréfago (PLACIDO e col., 2007; SMITH e col., 2001).

Estudamos o efeito do ATPe na sobrevida de bactérias intracelulares que
invadem macréfagos. Nossos resultados mostraram que a infec¢do por Chlamydia
psitassi inibe a apoptose de macrofagos dependente do receptor purinérgico P2X5.
Além disso, observou-se que macrofagos tratados com ATP apresentaram reducéo
no seu grau de infec¢do por Chlamydia (COUTINHO-SILVA e col., 2003).

Dados preliminares de nosso laboratdrio também sugerem a participacdo dos
receptores P2X; na infeccdo por Leishmania. Estes resultados mostram que a
infeccdo por Leishmania donovani leva ao aumento da expressdo dos receptores
P2X7; em macréfagos tanto in vivo como in vitro (TORRES-SANTOS e col., 1999).
Efeito semelhante foi observado com Leishmania amazonensis (ndo publicado).
Estes resultados sugerem um envolvimento do receptor P2X; na resposta imune
contra 0 agente infeccioso da Leishmaniose.

A infeccdo de macréfagos por Trypanosoma cruzi tem sido bastante estudada.
A presenca do parasita intracelular inibe o fendbmeno de permeabilizagcdo da
membrana induzido por ATP e mediado pelo receptor P2X; (Mantuano et al., 2000).

E importante destacar que alguns dos efeitos do ATPe no sistema imune,

embora envolvam P2X7, também contam com a participacdo de outros receptores
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P2 (LA SALA e col.,, 2001). A forma em que os diferentes receptores P2 presentes
numa mesma célula participam de um fendmeno determinado ainda nao é clara.
Além disso, como ja foi mencionado, acredita-se que as enzimas que degradam
nucleotideos extracelulares teriam um papel importante na ativacéo diferenciada dos

diversos tipos de receptores P2.
1.3.3 ESTRUTURA DO RECEPTOR P2X;

Acredita-se que o receptor P2X7, na membrana plasmatica, interage com pelo
menos outras onze proteinas (Figura 10), tanto estruturais como de adesdo,

formando um grande complexo na superficie da célula (KIM e col., 2001a; KIM e col.,

2001b; NICKE e col., 1998).
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As particularidades funcionais do receptor P2X; parecem dever-se a uma

diferenca na estrutura deste receptor: o dominio intracelular carboxi-terminal do
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receptor P2X; é muito maior do que o resto dos receptores da familia P2X (240
aminoacidos enquanto a meédia dos outros P2X é de 100 aminoacidos para esta
regido) e contem dominios que tem sido associados a diversas funcées. Em 1996,
Surprenant e colaboradores mostraram que o dominio carboxi-terminal € necessario
para a permeabilizacdo mediada pelo receptor, ja que a eliminacdo desta parte da
proteina inibe a entrada do corante fluorescente YO-PRO-1 induzida por ATPe
(SURPRENANT e col., 1996).

Gu e colaboradores encontraram uma mutacdo da proteina P2X-, presente em
cerca de 20% da populacdo humana e que leva a perda de algumas das func¢des do
receptor, como a permeabilizacdo da membrana plasmatica e a entrada de Ca2+ em
resposta ao ATPe. Estes individuos apresentam uma mutacdo que leva a troca do
acido glutamico da posicédo 496 por uma alanina (polimorfismo 1513 A - C). Neste
caso, a proteina estaria presente na membrana plasmatica mas nao seria funcional
(GU e col., 2001). Posteriormente, 0 mesmo grupo de pesquisadores encontrou uma
segunda mutacao presente na populacdo, esta vez em menor proporcao (sé 4%),
que também levaria a uma proteina nao funcional. A troca da isoleucina da posicéo
568 por uma asparagina (polimorfismo 1729 T - A) provocaria a ndo expressao do
receptor na membrana. Experimentos de transfeccdo do cDNA mutado em células
HEK-293 mostraram que a proteina € sintetizada mas existe uma falha no seu
transporte até a membrana (WILEY e col., 2003). Esta mutacdo esta dentro de um
dominio que abarca os aminoécidos 551 a 581, identificado previamente como
necessario para o correto funcionamento do receptor. Este fato levou aos
pesquisadores a propor um modelo no qual existiria um dominio com duas regides:

uma delas participaria especificamente da formacdo do poro e a outra estaria
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envolvida no trafico do receptor a membrana plasmatica (Figura 11) (SMART e col.,

2003).

Figura 11 Modelo proposto para a

/‘ estrutura de P2X;.

Indicando os dois dominios: ‘R’ ou regides

—— de retencdo, que impediriam o trafico do
RIR receptor até a membrana e ‘IR’ ou regido de
ssi‘p_\\~$ inibicdo, que impediria a correta expressao
c’ﬂg"'@”"?"‘mnga.:.,,,am.h562 do receptor na superficie celular. Adaptado

de SMARTH e col., 2003.

Recentemente tém sido publicados dados que sugerem um processamento
intracelular do receptor P2X;. Feng e colaboradores mostraram que existem trés
formas do receptor P2X7: uma forma funcional de 85 kDa presente majoritariamente
na membrana celular e duas formas, uma de 65 kDa e outra de 18 kDa distribuidas
tanto na membrana como no citosol. A ativacdo do receptor por ATPe ou BzATP
leva a uma diminuicdo da forma de 85 kDa na membrana e a um aumento das
outras duas isoformas no citosol, sugerindo internalizacédo, degradacéo e reciclagem
(FENG e col., 2005). Outros grupos, utilizando marcacdes com anticorpos para a
porcao extracelular de P2X-, também tém observado o desaparecimento do receptor

da superficie celular apés a aplicacdo do ATPe (ADRIOUCH e col., 2005).
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1.3.4 FARMACOLOGIA DO RECEPTOR P2X;

Como ja mencionado, uma das grandes dificuldades para o estudo dos
receptores P2X € a auséncia de agonistas e antagonistas especificos para cada tipo
de receptor. Em geral, as drogas que ativam ou inibem o receptor P2X; tém um
efeito similar sobre os outros receptores. Outro aspecto importante € que algumas
drogas foram testadas na capacidade de induzir ou inibir permeabilizagcdo da
membrana e outras foram experimentadas como elicitadoras ou inibidoras das
correntes idnicas associadas ao receptor e/ou do sinal de célcio. Até o momento
faltam dados correlacionando os efeitos de cada agonista ou antagonista sobre a

corrente ibnica e sobre a captacdo dos diferentes tipos corantes fluorescentes.

1.3.4.1 Agonistas

O agonista mais potente é o BZATP (ECso= 50 uM), seguido pelo o,p-metilATP
(ECso= 100uM), e depois pelo ATP (ECso= 800 uM) (JACOBSON e col., 2002). ADP
e AMP sdo agonistas muito fracos para P2X;. Porém, foi proposto que logo apés
uma breve exposicdo ao ATP, a afinidade pelo ADP e o AMP aumenta levemente
(CHAKFE e col., 2002).

Em linfécitos T foi observado que o receptor P2X; pode ser ativado pela
presenca de NAD no meio extracelular. O NAD serviria como substrato para a ART2
(ADP-ribosil-transferase 2), que ativaria o receptor através de uma ADP-ribosilacao.
O ECsp para o NAD esta perto de 2 uM (KAWAMURA e col., 2005; SEMAN e col.,

2003).
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1.3.4.2 Antagonistas

Os antagonistas do receptor P2X; podem ser divididos em trés categorias
principais. A primeira classe é a dos ions inorganicos. Magnésio, calcio, zinco, cobre
e protons bloqueiam, em ordem de efetividade decrescente, as correntes do receptor
P2X7 (os ICsp respectivos sdo: 3 mM, 500 uM, 11 uM, 500 nM, 400 nM) (VIRGINIO
e col.,, 1997). Dentro desta classe foi incluido recentemente o decanavadato, um
6xido de vanadio (H.V100™5) que funciona como um antagonista competitivo do
receptor inibindo as correntes induzidas pelo ATPe quando utilizado em uma
concentracdo de 10 uM (MICHEL e col., 2006).

A segunda classe esta formada por inibidores genéricos de P2X. Entre eles,
suramina (ICso= 300 uM) e PPADS (ICso= 50 uM) sdo pouco efetivos. O antagonista
mais seletivo dentro desta categoria é o Brillant Blue G (ICsp= 10 nM para o P2X; de
rato e ICso= 200 nM para P2X; de humano) (JIANG e col., 2001; NORTH, 2002). O
ATP oxidado (ATPox) bloqueia irreversivelmente a corrente de P2X; e a
permeabilizacdo induzida pelo ATPe apdés 2 h de pré-incubacédo (ICsp 30 uM)
(MURGIA e col., 1993), mas seu modo de acéo é controverso.

O ATPox € o agonista mais comumente utilizado para reconhecer a presenca
do receptor P2X; e merece consideracbes maiores. Esta droga era habitualmente
utilizada para marcar os sitios de ligacdo a nucleotideos das enzimas. O mecanismo
pelo qual o ATPox bloqueia o efeito do ATPe nao € claro ainda. Aparentemente, por
tratar-se de um reagente formador de bases de Schiff, o ATPox forma ligacbes
covalentes entre as lisinas do sitio de ligagédo do ATPe no receptor (MURGIA e col.,
1993). Porém, em diferentes tipos celulares que ndo expressam o receptor P2X5 foi
observada uma inibicdo da secrecao de interleucinas apés incubacdo com ATPox, 0

gque sugere que existiriam outros alvos para esta droga além do P2X; (BEIGI e col.,
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2003). Estes novos alvos poderiam ser outros receptores P2 ou néo, ja que foi
proposto que o ATPox poderia atravessar a membrana plasmatica e interferir em
vias de sinalizacao intracelulares (DI VIRGILIO, 2003). Em nosso artigo publicado
recentemente, observamos que breves exposicdes ao ATPox poderiam estar
influenciando a atividade de outros receptores P2 ativados por ADP (P2Yi, P2Y1;
elou P2Y1,) (MONTEIRO-DA-CRUZ e col., 2006).

O terceiro grupo de bloqueadores esta formado pelos grandes cations
organicos. Dentro desta categoria encontram-se o calmidazolium e o KN-62, dois
inibidores da proteina quinase 1l dependente de calcio/calmodulina. O calmidazolium
(ICs0= 10 nM) bloqueia rapida e irreversivelmente a corrente associada a P2Xy
(VIRGINIO e col., 1997). KN-62 blogueia a corrente de P2X; de humano (ICso= 51
nM), mas é pouco efetivo para o receptor de rato (HUMPHREYS e col., 1998).
Recentemente foram desenvolvidos outros antagonistas derivados do KN-62. O mais
potente dentre eles € KN-63, com um ICs0=1,3 nM (BARALDI e col., 2003).

Devido a predominancia dos receptores P2X; em quase todas as células do
sistema imune, sua participacdo na inflamacdo e sua presenca em células do
sistema nervoso, varios autores tem relacionado este receptor com a dor
neuropatica (INOUE, 2007; HUGHES e col., 2007; MCGARAUGHTY e col., 2007).
Como consequéncia disto, recentemente tem aumentado o interesse na procura de
antagonistas especificos para este receptor. Esta constatacao levou recentemente
ao desenvolvimento de dois novos farmacos que inibem a liberacdo de IL-18 em
células em cultura (ICsp ~ 40 nM) e diminuem a dor em ratos: A-740003 e A438079

(HONORE e col., 2006; NELSON e col., 2006).
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1.3.5 PROPRIEDADES ELETROFIOSOLOGICAS

Estudos eletrofisiolégicos realizados por Coutinho-Silva e Persechini em
macréfagos intraperitoneais murinos revelaram a presenca de dois tipos de
correntes idnicas associadas ao receptor P2X; (Figura 12) (COUTINHO-SILVA e
col., 1996; COUTINHO-SILVA e PERSECHINI, 1997). Uma delas, em resposta a
concentracbes micromolares de ATP, € ativada milisegundos ap0s a presenca do
agonista perto da superficie celular, permite a entrada de pequenos cations e é
registrada na conformacdo whole-cell. O canal responsavel por esta corrente tem
uma condutancia unitdria de 5-8 pS que pode ser determinada utilizando a
conformacao out-side-out e sua ativacdo pode acontecer na faixa de temperaturas
que vai desde os 20 °C até os 37 °C (COUTINHO-SILVA e col., 1996). A segunda
corrente é ativada entre 30 — 60 segundos apds da presenca de quantidades
milimolares de ATP na superficie celular, € inespecifica, permitindo o fluxo tanto de
cations como de anions, apresenta uma condutancia unitéria de aproximadamente
409 pS e depende tanto da voltagem como da temperatura, sendo observada s6 a
temperaturas maiores a 32 °C. Sua presenca foi detectada apenas na configuragéo
cell-attached, ndo podendo ser registrada até agora nas configuracdes out-side-out
nem whole-cell (COUTINHO-SILVA e PERSECHINI, 1997).

Poderiam se tratar entdo de dois canais diferentes. Um canal pequeno para
cations que permite a entrada de Na' e Ca®" na célula e um segundo canal
inespecifico ou poro que permitiria a entrada de moléculas orgénicas de grande
peso molecular. Inicialmente a entrada cétions ocasiona uma rapida despolarizagédo

da membrana plasmatica. Imediatamente depois, a abertura dos canais de K*
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dependentes de Ca®" presentes no macréfago hiperpolarizariam a membrana,

devolvendo a célula a seu potencial de repouso (Figura 12).

A Registro na conformagao whole-cell: corrente bifasica

B Registro na conformacao cell-attached: poro Z
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Figura 12 Os dois tipos de correntes associadas ao receptor P2X; em macr6fagos murinos.

A: Corrente catibnica registrada em whole-cell a temperatura ambiente. B: Corrente inespecifica
registrada em cell-attached a 37 °C. Adaptado de PERSECHINI e col., 1998.

O canal inespecifico, chamado de poro Z, seria o responsavel pelo fenbmeno
de permeabilizacdo da membrana plasmatica induzido pelo ATP (COUTINHO-SILVA
e PERSECHINI, 1997). Se isto é verdade, o poro registrado na conformacao cell-
attached seria o poro através do qual corantes fluorescentes entram na célula. No
entanto, enquanto eletrofisiologicamente foi testada a passagem de grandes céations
organicos como Tris® ou NMDG®, moléculas de peso molecular tdo alto como
brometo de etideo ou Lucifer Yellow s6 foram testadas em ensaios de

permeabilizacdo. Resta saber se os dois fendbmenos observados (entrada de
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corantes fluorescentes e abertura do poro) sdo mediados pela mesma entidade

molecular.

1.3.5.1 Um Mesmo Canal com Dois Estados de Permeabilidade ou Dois
Canais?

A relacdo funcional entre as duas correntes permanece desconhecida. E
possivel que a despolarizacdo provocada pela corrente catibnica ative de algum
modo a corrente inespecifica, ja que esta s6 ocorre em condicfes de despolarizacéo
(ver modelo da Figura 13) (PERSECHINI e col., 1998). Estas hipéteses ndo foram

investigadas de forma conclusiva, como veremos mais adiante.
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Figura 13 Esquema que representa uma hipétese sobre a regulacdo da permeabilizacao
através do receptor P2X5.

A despolarizacdo causada pela abertura do canal catibnico de 8 pS provaria a abertura do canal
inespecifico ou poro de 400 pS. A hiperpolarizagdo fecharia este poro. Sugere-se também a
participacdo de um segundo mensageiro no fendmeno de abertura do poro. Adaptado de
PERSECHINI e col., 1998.



64

Introducao

A identidade molecular do canal responsavel pela formacdo do poro Z e a
entrada de corantes fluorescentes também ¢é, em boa parte, desconhecida.
Atualmente existem duas hipdteses ao respeito (Figura 14). A primeira hipGtese
supde que as duas condutancias observadas correspondem a uma unica proteina-
canal, que seria o proprio receptor P2X57, que inicialmente apresenta permeabilidade
s6 a cétions pequenos e logo, sob presenca continua do agonista, passa a permitir a
entrada de moléculas maiores (Figura 14 A). A segunda hipétese sugere que se trata
de duas proteinas diferentes, uma delas seria o receptor P2X; (responsavel pela
corrente catibnica) e existiria a participacdo de uma ou mais moléculas que
formariam um canal ou poro de grande condutancia, responsavel pela corrente
inespecifica (Figura 14 B) (COUTINHO-SILVA e PERSECHINI, 1997; NORTH, 2002;

PERSECHINI e col., 1998).

A Na*
NMDG™*
YO-PRO-12+

B Na*
K* NMDG*
P2X;, o Ca%* YO-PRO-12+ pore

Figura 14 Esquema que representa as duas hipdéteses sobre a identidade molecular
responsavel pelas correntes associadas ao receptor P2X5.

A: tratar-se-ia de um mesmo canal que aumenta sua permeabilidade. B: seriam dois canais
diferentes relacionados entre si. NORTH, 2002.
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Existem evidéncias a favor das duas hipoteses. Em favor da primeira:

I. a permeabilizacdo induzida por ATP foi observada em diferentes tipos
celulares transfectados com P2X;, como HEK293 (RASSENDREN e col., 1997),
células COS e ovocitos (CARIO-TOUMANIANTZ e col., 1998), o que supfe que se
existisse uma segunda molécula esta deveria ser ubigua a uma grande variedade de
tipos celulares (SURPRENANT e col., 1996);

[I. a maioria dos farmacos que bloqueiam a corrente catidnica bloqueia também
a entrada de corantes fluorescentes.

Por outro lado, existem evidéncias que apontam para segunda hipétese:

I. o calmidazolium é capaz de bloquear a corrente catibnica sem afetar a
permeabilizacdo a corantes como YO-PRO-1 (VIRGINIO e col., 1997);

II. a maitoxina € uma toxina que induz permeabilizacdo com algumas
caracteristicas similares a induzida por P2X;, mas este receptor ndo intervém no
processo (SCHILLING e col., 1999a; SCHILLING e col., 1999b);

[ll. em alguns sistemas de expressdo de P2X; em ovdcitos a ativacdo do
receptor resultou na abertura do canal catibnico, com auséncia da corrente
associada a permeabilizacdo (PETROU e col., 1997) e

IV. na conformacédo cell-attached a adicdo do agonista fora do selo da pipeta
provoca a abertura do poro de 400 pS dentro do selo, 0 que sugere a necessidade
de um segundo mensageiro (COUTINHO-SILVA e PERSECHINI, 1997).

Surprenant e colaboradores transfectaram células HEK-293 com uma proteina
P2X; mutante, sem os ultimos 418 aminoacidos. Nestas células o ATP elicitou a
corrente catidnica mas ndo a entrada de corantes fluorescentes (SURPRENANT e

col., 1996).
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Andlises cinéticas da corrente registrada em whole-cell mostram que existem
quatro sitios de ativacdo. Dois deles com alta sensibilidade ao ATP™ (o verdadeiro
ligante do receptor) e os outros dois com baixa sensibilidade ao ATP™. Somente os
sitios de baixa afinidade pelo ATP seriam regulados pelo extremo carboxi-terminal
da proteina (KLAPPERSTUCK e col., 2001). Poderia se especular que estes sitios
de baixa afinidade seriam os que provavelmente ativariam a abertura do poro
inespecifico na presenca de altas concentracoes de ATP, logo que existiria um
mecanismo diferente para a abertura do canal catibnico. Os experimentos com
mutacBes pontuais no dominio carboxi-terminal mostraram que existem receptores
mutantes capazes de manter o canal catibnico funcional sem que exista captacéo de
etideo (SMART e col., 2003).

A permeabilidade a grandes cations organicos observada em células
transfectadas com o cDNA o receptor P2X, e do receptor P2X, (VIRGINIO e col.,
1999b) mostra que o receptor P2X; ndo seria o Unico com a propriedade de
permeabilizar a membrana, podendo se tratar de receptores com a mesma
capacidade de aumentar sua condutancia ou de ativar uma molécula formadora de
um poro.

Como apresentado no esquema da Figura 13, desde 1998 a equipe de nosso
laboratério inclina-se pela segunda hip6tese, defendendo a idéia de que existem
duas moléculas diferentes envolvidas no fenbmeno da captacdo de corantes

associado ao receptor P2X5.
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1.3.5.2 Candidatos a Molécula Formadora do Poro: A Panexina € a Peca que

Faltava?

Nos ultimos dez anos tem se discutido a possibilidade que a entidade
molecular responsavel pelo poro Z seja uma conexina (Figura 15 A). Como ja
mencionado, as conexinas sdo uma familia de proteinas que compdem as juncdes
célula-célula conhecidas como gap-junctions. Estas jun¢des séo canais ibnicos que
comunicam uma célula com outra e permitem a passagem de moléculas de até 1
kDa. Seu funcionamento depende da voltagem, do calcio intracelular e do pH. Séo
reguladas por diversas moléculas como hormdnios, neurotransmissores e citocinas,
entre outros (CAMPOS-DE-CARVALHO, 1988; EVANS e MARTIN, 2002; SPRAY e
BURT, 1990). Em diferentes tipos celulares foi observada uma regulacdo cruzada
entre conexinas e os receptores P2 (HOMOLYA e col., 2000; LAGOSTENA e col.,
2001; SCEMES e col., 2000). Existia uma hipdétese que sugeria que o poro aberto
pela ativacdo de P2X; fosse a conexina 43, mas esta foi descartada ja que a
abertura das conexinas € inibida por octanol, o0 que ndo acontece com a
permeabilizacdo induzida pelo ATP (ALVES e col., 1996). Por outro lado, artigos
recentes mostram que existiria uma associacéao fisica entre o receptor e a conexina
43, jA que experimentos de microscopia confocal mostraram que estas duas
proteinas co-localizam tanto na membrana quanto em vesiculas citoplasmaticas
(FORTES e col., 2004). Isto traz de volta a discussao e a possibilidade de que os
fenbmenos de captacdo de corante pelos macrofagos podem ter a participacao de
alguma conexina.

Enquanto esta tese de doutorado estava sendo desenvolvida, uma nova
molécula apareceu no cenario do poro associado ao receptor P2X5, favorecendo a

hipotese de que este é formado por uma entidade molecular diferente. Em 2006,



68

Introducao

Pellegrini e colaboradores propuseram que uma proteina da familia das panexinas
(Figura 15 B), a panexina-1, é responsavel pela entrada de YO-PRO-1 na célula
apos estimulacédo do receptor P2X; (PELEGRIN e SURPRENANT, 2006b). O que
estes autores mostraram, usando farmacos inibidores e siRNA, € que a inibicdo da

panexina diminui a entrada de corante estimulada pelo ATP extracelular.

CONNEXIN J»
PANMNEXIN

Figura 15 Estrutura prevista para as conexinas e para as panexinas.

As conexinas sdo proteinas com quatro dominios transmembrana, com os dominios amino e carboxi
terminais citoplasmaticos (A). As panexinas apresentam uma estrutura similar (B); com uma grande
alga extracelular entre os dominios transmembrana 1 e 2. Adaptado de PANCHIN, 2005.

As panexinas formam uma familia protéica de trés membros, caracterizadas
em mamiferos a partir da sua homologia com as proteinas formadoras de gap-
junctions em invertebrados, as inexinas (PANCHIN, 2005; BARBE e col., 2006).

A funcdo das panexinas em mamiferos ainda é controversa, aparentemente
nao teriam a mesma funcédo que em invertebrados de comunicacédo entre ceélulas.
Alguns autores propuseram que 0s canais de panexina liberam ATP em resposta a
estimulos mecéanicos e a ativagdo de receptores P2, em particular P2Y; (LOCOVEI e

col., 2006).
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A expressdo de panexina-1 em od6citos mostrou que os canais formados por
esta molécula tem uma condutancia de aproximadamente 470 pS e que a saida de
ATP através dela é favorecida pela despolarizacdo da membrana (BAO e col., 2004).

Recentemente, Boassa e colaboradores mostraram que a panexina-1 forma
canais multiméricos na membrana plasmatica (BOASSA e col., 2007), sustentando a
hipétese que estas moléculas teriam como fungéo conectar o citoplasma com o meio
extracelular, e apoiando a candidatura da panexina como a estrutura responsavel

pela formacéo do poro associado ao receptor P2X5.

1.3.6 PROPRIEDADES DO PORO ASSOCIADO AO FENOMENO DE PERMEABILIZAGAO

DA MEMBRANA PLASMATICA

Existem na literatura dados confusos e até contraditorios sobre as propriedades
do poro associado ao receptor P2X;. Em primeiro lugar, cabe destacar que até o
momento s6 dois grupos de pesquisadores tem realizado registros de canal unitario
deste poro: nossa equipe e Faria e colaboradores (COUTINHO-SILVA e
PERSECHINI, 1997; FARIA e col., 2004). Estes registros foram feitos em células
gue expressam endogenamente o receptor P2X7: macrofagos de camundongo,
macrofagos da linhagem J774 e células epiteliais timicas 2BH4. Nestes
experimentos foi testada a passagem de cations organicos, como Tris* e NMDG", e
de anions organicos, como glutamato (COUTINHO-SILVA e PERSECHINI, 1997).
Os outros grupos de pesquisadores realizaram experimentos na conformacao whole-
cell e, como ja mencionado, relataram o aumento gradual da permeabilidade a
grandes cations na presenca continua do agonista, efeito denominado pelos autores

como “dilatagdo do poro” ou “alargamento” (VIRGINIO e col., 1999b). Muitos destes
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registros foram realizados em células HEK-293 ou em o0citos de Xenopus
transfectados com o receptor P2X5.

Como outro conjunto de dados temos 0s experimentos nos quais a captacao de
corantes fluorescentes € associada a abertura do poro associado ao receptor P2X5.
Observamos a utilizacdo de corantes catibnicos que se ligam ao DNA, como
brometo de etideo, YO-PRO e iodeto de propideo (STEINBERG e col., 1987
VIRGINIO e col., 1999a; KHAKH e LESTER, 1999) e corantes anidnicos de
localizacdo citoplasmatica, como carboxifluoresceina, FURA-2 e Lucifer Yellow
(STEINBERG e col., 1987; FERRARI e col., 2000; DUAN e col., 2003) em diferentes
tipos celulares (Figura 16 e Tabela 3).

Olhando com atencdo a tabela 3 percebemos que a entrada de corantes
aniénicos através do poro associado ao receptor P2X; s6 foi testado em células que
expressam endogenamente esta proteina. Em todos os sistemas de transfeccao
deste receptor foram testados somente corantes catidnicos que fluorescem quando

associados ao DNA.
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Figura 16 Estruturas dos diferentes cations organicos e de alguns corantes fluorescentes
utilizados para testar a abertura do poro associado ao receptor P2Xs.

O MQAE e a sulfo-rodamina B sédo corantes fluorescentes que utilizaremos ao longo desta tese de
doutorado, porém ndo se encontram entre 0s corantes rotineiramente utilizados para medir atividade
do receptor P2X5.
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Tipo celular

Corante

Citacéo

Odcitos de Xenopus expressando P2X7 humano

Astrécitos de rato

Odcitos de Xenopus expressando P2X7 de rato

Linfécitos B humanos

HEK (embrionarias de rim humano)

transfectadas com P2X7; humano

HEK transfectadas com P2X7; humano

HEK transfectadas com P2X7 de rato

HEK transfectadas com P2X; de rato

HEK transfectadas com P2X7; de camundongo

HEK transfectadas com P2X7; de camundongo

Linfécitos B humanos

Microglia de camundongo

Brometo de Etideo
Lucifer Yellow
Brometo de Etideo

Brometo de Etideo

YO-PRO

Brometo de Etideo

YO-PRO

Brometo de Etideo

YO-PRO-1

Brometo de Etideo

lodeto de propideo

Brometo de Etideo

(WORTHINGTON e col., 2002)
(DUAN e col., 2003)

(SMART e col., 2003)

(GARGETT e WILEY, 1997)
(FERNANDO e col., 1999) (GU e
col., 2000) (JURSIK e col., 2007)
(RASSENDREN e col., 1997)
(MICHEL e col., 2000) (HIBELL e
col., 2001) (JIANG e col., 2005)
(MICHEL e col., 1999)

(MICHEL e col., 2001) (HIBELL e
col., 2001) (WORTHINGTON e col.,
2002) (BARDEN e col., 2003)
(CABRINI e col., 2005)
(RASSENDREN e col., 1997)
(VIRGINIO e col., 1997) (VIRGINIO
e col., 1999a) (JIANG e col., 2001)
(HIBELL e col., 2001) (JIANG e col.,
2005) (PELEGRIN e
SURPRENANT, 2006b)

(MICHEL e col., 2001) (HIBELL e
col., 2001) (SMART e col., 2002)
(PELEGRIN e SURPRENANT,
2006b; SMART e col., 2003)
(PELEGRIN e SURPRENANT,
2006a)

(HIBELL e col., 2001) (MICHEL e
col., 1999)

(MICHEL e col., 2001) (HIBELL e
col., 2001)

(FERNANDO e col., 1999)

(TAKENOUCHI e col., 2005)
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Microglia de camundongo

Células CHO (ovario de hamster chinés)
Células CHO

Células do epitélio timico de rato
Células dendriticas de camundongo
Células dendriticas de camundongo

Linfécitos T humanos

Células NK humanas

Monécitos humanos

Mondcitos humanos

Células HL-60 (leucemia promielocitica humana)
Células HL-60 (leucemia promielocitica humana)

Células J774 (macréfagos de camundongo)

Células J774

Células de Swann de camundongo
Células de glandula submandibular de rato
Células da glandula parétida de rato
Células COS (de rim de macaco africano)
expressando P2X7 de rato

Células THP-1 (mondcitos humanos)

Células THP-1

Células da vasculatura da retina de rato

Células 2BH4 (epitelial timica de camundongo)
Células 2BH4

Macroéfagos intraperitoneais de camundongo

YO-PRO

YO-PRO-1

Brometo de Etideo

Brometo de Etideo

Lucifer Yellow

Brometo de Etideo

Brometo de Etideo

Brometo de Etideo

Brometo de Etideo

YO-PRO-1

Lucifer Yellow

YO-PRO-1

Lucifer Yellow

Carboxifluoresceina

Lucifer Yellow

Brometo de Etideo

YO-PRO-1

Brometo de Etideo

YO-PRO-1

Brometo de Etideo

YO-PRO-1

Brometo de Etideo

Lucifer Yellow

Brometo de Etideo

(TAKENOQUCHI e col., 2007a)
(TAKENOUCHI e col., 2007b)
(MICHEL e col., 1998)

(LUNDY e col., 2004)

(BISAGGIO e col., 2001)

(NIHEI e col., 2000)

(NIHEI e col., 2000)

(GU e col., 2000) (JURSIK e coal.,
2007)

(GU e col., 2000) (JURSIK e col.,
2007)

(GU e col., 2000) (SLUYTER e col.,
2004) (JURSIK e col., 2007)

(AGA e col., 2002) (DENLINGER e
col., 2005) (GUDIPATY e col., 2001)
(SUH e col., 2001)

(SUH e col., 2001)

(SANZ e col., 1998) (STEINBERG e
col., 1988)

(STEINBERG e col., 1988)
(COLOMAR e AMEDEE, 2001)
(ALZOLA e col., 2001)

(GIBBONS e col., 2001)

(SMART e col., 2002)

(DONNELLY-ROBERTS e col.,
2004)

(ALCARAZ e col., 2003)
(SUGIYAMA e col., 2004)
(ELSSNER e col., 2004)
(FARIA e col., 2004)

(FARIA e col., 2004)

(COUTINHO-SILVA e PERSECHINI,
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1997; FARIA e col., 2004;

MONTEIRO-DA-CRUZ e col., 2006)

Macréfagos intraperitoneais de camundongo Lucifer Yellow (ALVES e col., 1996) (FARIA e col.,
2004)

Células da retina de rato YO-PRO-1 (INNOCENTI e col., 2004)

Células DTH-40 (células T de frango) Brometo de Etideo (TSUKIMOTO e col., 2004)

transfectadas com P2X; de rato (HILLMAN e col., 2003)

Astrdcitos fetais humanos YO-PRO (NARCISSE e col., 2005)

Macrofagos intraperitoneais de rato Brometo de Etideo (CHEN e col., 2005)

Células 1321N1 (astrocitomas humanos) YO-PRO-1 (LOCOVEI e col., 2007)

transfectadas com P2X7 de humano

Tabela 3 Alguns dos tipos celulares e os corantes fluorescentes utilizados em cada caso para
testar abertura do poro associado ao receptor P2X5

Notar que nos sistemas de expresséo heterdloga do receptor P2X; sé foram utilizados corantes
fluorescentes catiénicos que se ligam ao DNA.

Resumindo entdo os dados que existem na literatura até o momento sobre o
poro inespecifico ativado pela presenca de ATP extracelular:

- registros em cell-attached mostram passagem de cations e anions
organicos, apresentando um potencial de reversao préximo de 0 mV, o que sugere
um poro inespecifico,

- em sistemas de expressdo endogena do receptor P2X; se observa entrada
de corantes fluorescentes de peso molecular de entre 300 e 800 Da tanto catiénicos
guanto anidnicos,

- em sistemas de expressao heteréloga do receptor P2X; tem sido observada
até momento sO entrada de corantes fluorescentes catibnicos e ndo existe ainda
registro do canal unitario associado ao poro inespecifico,

- em sistemas de expressao heteréloga so existem registros eletrofisioldgicos

da atividade do receptor P2X; na conformacao whole-cell.
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1.4 SINALIZACAO INTRACELULAR

Os mecanismos intracelulares pelos quais o receptor P2X; medeia 0s seus
diversos efeitos ainda permanecem desconhecidos. Varios autores mostraram que o
receptor ativa varias cascatas intracelulares que levam a liberacéo de interleucinas e
a morte celular provocadas pela presenca de ATP no meio extracelular (ERB e col.,

2006) (Figura 17).

P2X, receptor

Plasma
membrane

v

v

Membrane APOPOSIS cytokine and chemokine expression
blebbing (IL-1p, IL4, IL-, IL-13, TNF-o, MCP-1)

Figura 17 Vias de sinalizac&o associadas ao receptor P2X5.

Abreviaturas: ERK: quinases ativadas por sinais extracelulares; PLD: fosfolipase D; JNK: quinases
com amino-terminal c-Jun. JAK: quinase janus 2 (do inglés Janus Kinase 2); Src: familia das tirosinas
quinases proto-oncogénicas (Src vem de sarcoma); LPS: lipopolissacarideo. Adaptado de (ERB e
col., 2006).

Em particular, ao longo desta tese de doutorado nos interessamos pelos
mecanismos de sinalizacdo intracelular que levam a abertura do poro inespecifico

associado ao fendmeno de permeabilizacéo.
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Como j& discutimos, experimentos de patch-clamp na conformacgéo cell-
attached mostraram que o poro associado a permeabilizagcdo abria na por¢ao da
membrana isolada da solucdo extracelular contendo ATP. Isto sugere que este
canal ou poro estaria associado ao receptor P2X; através de algum tipo de cascata
intracelular (COUTINHO-SILVA e PERSECHINI, 1997). Simultaneamente, nos
altimos anos tem se acumulado evidéncias que relacionam o receptor P2X; a via de
sinalizacao nas quais participam proteinas quinases.

A familia das proteinas quinases inclui a proteina quinase C (PKC), a proteina
quinase A (PKA) e as proteinas quinases ativadas por fatores mitogénicos (MAPKS),
entre outras.

A ativacdo da PKC geralmente requer a liberacdo de calcio do reticulo
endoplasmatico. Resumidamente, apos a estimulacdo da célula por determinados
agentes o fosfatidil-inositol 4-5-bifosfato (PIP,) € clivado pela fosfolipase C (PLC),
produzindo-se inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 causa a liberacao
do Ca?** do reticulo, o que possibilitaria a aproximacdo da PKC ao DAG, com a
consequente ativacdo desta. Uma vez ativada a PKC fosforila varias proteinas, entre
elas fatores de transcricdo (ROBINSON-WHITE e STRATAKIS, 2002).

A PKA é ativada por receptores associados a proteina G. A ativacao destes
receptores estimula a adenilato ciclase, que produz AMPc. O AMPc se liga a PKA e
ativa-a. Uma vez ativa, a PKA fosforila também vérios fatores de transcricdo
(ROBINSON-WHITE e STRATAKIS, 2002).

A familia das MAPKSs esta organizada em quatro grupos principais: as quinases
ativadas por sinais extracelulares (ERK, do inglés extracellular signal-regulating

kinase), a quinase p38, as quinases com amino-terminal c-Jun (JNK) e as proteinas
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quinases ativadas por estresse (SAPK). Quando ativadas, todas estas proteinas

fosforilam diversos fatores de transcricdo (DONG e col., 2002) (Figura 18).

/\ |

MEK 1 MEK 2 MKK3 MKK6 MKK4 MKK7 MKK5 MAPK
| Vv
ERK1/ERK?2 p38 INK ERK5 MAPK
Fatores de
Elk-1 ATF2 ATF2 MEF-2C e~
Elk-1 Elk-1 franerrira

MEF-2c ~ ¢-Jun

Figura 18 Proteinas quinases ativadas por fatores mitogénicos (MAPKS).

O esquema sumariza as principais vias de sinalizacdo das MAPKs. As MAPK s&o ativadas por
quinases da familia das MAPKK (MAP quinases quinases). A ativacdo das MAPK leva a ativagao de
diferentes fatores de transcricdo, mediando diversos efeitos. Adaptado de Dong e col. 2002.

Kim e colaboradores mostraram que para a abertura do canal catidnico
dependente de ATP e associado ao receptor P2X; é necesséria a defosforilagdo da
Tirosina 343, indicando que provavelmente ha tirosina-quinases envolvidas na
formacdo do poro (KIM e col., 200la). Outros estudos também sugerem a
participacdo de tirosina quinases (BRONTE e col., 1996; HUNG e SUN, 2002) e
MAPKs na sinalizacdo da resposta associada ao receptor P2X; (BRADFORD e
SOLTOFF, 2002; HUMPHREYS e col., 2000; PANENKA e col., 2001; PFEIFFER e

col., 2004).
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Recentemente, dois grupos de pesquisadores transfectaram o receptor P2X5;
em células que ndo possuem receptores P2 e mostraram que este receptor € capaz
de ativar a via das ERK1/2 (AMSTRUP e NOVAK, 2003; GENDRON e col., 2003).
Porém, a participacdo das MAPKs no processo de permeabilizacdo ainda nao é
clara, ja que na literatura encontram-se dados aparentemente contraditorios. Por um
lado, em células THP-1 a inibicdo de p38 (mas ndo a das ERK1/2) bloqueia a
captacdo de corantes por estas células (DONNELLY-ROBERTS e col., 2004). Em
timocitos foi mostrado que as ERK1/2 ndo tém participacdo alguma na formacéo do
poro associado a P2X; (AUGER e col., 2005). Por outro lado, um artigo
recentemente publicado mostra que tanto inibidores de p38 como das ERK1/2
inibem a captacédo de corantes e a formacéo do poro em macréfagos intraperitoneais
de camundongo e em células de linhagem epiteliais timicas 2BH4 (FARIA e col.,
2004).

Dados do nosso laboratdrio produzidos ao longo desta tese de doutorado
indicam que, tanto em macréfagos intraperitoneais de camundongo como em células
J774, o estimulo do receptor P2X; ativa a via das ERK1/2, mas esta via ndo esta
envolvida no processo de captacdo de etidio induzido pelo ATP e BzATP (ver
‘Anexo” e (MONTEIRO-DA-CRUZ e col., 2006)).

A participacéo do célcio intracelular no processo de permeabilizacdo também é
bastante controversa. O calcio extracelular parece ser necessario para algumas das
funcdes mediadas pelo receptor, como por exemplo a regulagéo da liberacéo de IL-
1B (GUDIPATY e col.,, 2003). Mas tem sido relatado que a presenca de calcio
extracelular diminui a a captagdo de YO-PRO-1 induzida por ATP mediada por P2X7
(VIRGINIO e col.,, 1997). Por outro lado, no ano retrasado foi publicado que a

permeabilizacdo e a abertura do poro associado a P2X; macréfagos de camundongo
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nao acontece em auséncia de calcio extracelular (FARIA e col., 2004). Esta sera

uma das questdes abordadas ao longo desta tese de doutorado.

1.5 UMA QUESTAO AINDA SEM RESPOSTA

Nos ultimos anos o interesse sobre o receptor P2X; e sua participagdo no
sistema imune tem aumentado notavelmente. Os efeitos no contexto imunoldgico
mediados pelo receptor sé&o variados e muitos fendmenos celulares associados com
sua ativacdo ainda ndo tém uma explicacgao fisioldgica clara.

Por outro lado, como desenvolvido ao longo desta introducdo, ainda existem
grandes questdes em aberto no que diz respeito aos mecanismos que levam ao
ATPe induzir poros na membrana da célula e estimular a captacdo de corantes
fluorescentes, de maneira dependente da presenca do receptor P2X;. Este em

particular serd o assunto que abordara a presente tese de doutorado.
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2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desta tese de doutorado € aprofundar nossos conhecimentos
sobre o fenbmeno de captacdo de corantes induzido pela presenca do ATPe atravées
da ativacdo do receptor P2X; e sobre o papel que os poros Z desempenham nesses

fendbmeno.

2.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Estudar as caracteristicas eletrofisiologicas do poro inespecifico
induzido pelo ATPe na membrana plasmatica associado ao receptor
P2X5.

o Correlacionar os dados eletrofisiologicos com a captacdo de corantes
fluorescentes tradicionalmente utilizada como ferramenta para o estudo
do receptor P2X5.

o Estudar o papel do célcio intracelular na sinalizacdo do fenébmeno de
captacdo de corantes fluorescentes ativado pelo receptor P2X; na
presenca do ATP.

o Estabelecer um modelo heter6logo de expresséo do receptor P2X; que
permita comparar as caracteristicas de um sistema deste tipo com as
gue apresenta o receptor P2X; em macroéfagos.

o Novo objetivo surgido a partir do desenvolvimento da pesquisa:
investigar diferencas nos fendbmenos de captacdo de corantes
fluorescentes catidnicos e anidnicos, e sua correlacdo com os dados

eletrofisiologicos.
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3.1 MATERIAIS

3.1.1 REAGENTES E DROGAS UTILIZADAS

Utilizamos meio de cultura DMEM (pela sigla em inglés de Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium) soro fetal bovino, penicilina e estreptomicina da marca Gibco/BRL
(Séo Paulo, SP, Brasil). O tioglicolato foi da Difco (Detroit, MI, USA). NaCl, MgCl,,
KCI, CaCl,, metanol, Trizma-base, glicina e glicerol foram comprados na Reagen
(Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Adenosina-5-Trifosfato (ATP), EGTA, EDTA, 2-beta-
mercaptoetanol, Tween 20, sodium dodecil sulfato (SDS), N, N, N, N"-Tetrametil-
etilen-diamina (TEMED), ATP oxidado (oxATP), Brometo de etideo, sacarose, Poly-
L-Lisina, HEPES, dimetil sulféxido (DMSO) e Lucifer Yellow, providenciados por
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). BAPTA-AM, YO-PRO, Fura-2 e probenecida
foram comprados na Molecular Probes (Eugene, OR, USA). Lipofectamina 2000,
pcDNAG6/V5-His A e Blasticidina S HCI foram da Invitrogen (S&o Paulo, SP, Brasil). A
soro albumina bovina foi comprada na USB Corporation (Cleveland, Ohio, USA). A
carboxifluoresceina utilizada foi marca KODAK. As membranas de PVDF, os
anticorpos anti-lgG de camundongo conjugados com peroxidase, 0 reagente
Bradford e o kit quimioluminescente (ECL-Plus) foram adquiridos da Amersham
Pharmacia Biosciences (Sao Paulo, SP, Brasil). O anticorpo anti P2X7 foi comprado
na Alomone Labs (Jerusalém, Israel). Os inibidores de proteinases Fenil-metil-
sulfonil fluoride (PMSF), leupeptina e aprotinina foram obtidos com Biochemica
Boehringer Mannheim (Mannheim, Alemanha).

Ao longo de toda esta tese de doutorado investigaremos as caracteristicas da
captacdo de diferentes corantes fluorescentes induzida pelo ATPe. Acreditamos ser

atil para as futuras discussodes dos resultados esclarecer o peso molecular e a carga
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associada aos corantes fluorescentes utilizados. Na Tabela 4 indicam-se a carga, a

localizac&o intracelular e o peso molecular corresponde de cada corantes, com e

sem o contra-ion associado.

Corante Carga Localizacédo Peso Molecular Peso Molecular
Intracelular Total (Da) da Forma
lonizada (Da)
Brometo de Etideo Positiva  Ligacdo ao DNA 394 314
Lucifer Yellow Negativa Citoplasmética 457 443
Carboxifluoresceina Negativa Citoplasmética 376 375
MQAE Positiva  Citoplasmatica 326 246
Sulfo-rodamina B Positiva  Citoplasmética 580 559
YO-PRO-1 Positiva  Ligacdo ao DNA 629 375

Tabela 4 Corantes utilizados com a localizagéo intracelular e os pesos moleculares

3.1.2 ANIMAIS UTILIZADOS

Os camundongos utilizados foram de duas linhagens diferentes: Swiss-Webster

e C57/BIl6. Os ratos utilizados foram da linhagem Wistar.

A manipulagéo dos animais foi feita conforme as normais estabelecidas pelo

Comité de Etica do Instituto Carlos Chagas Filho.

3.1.3 CELULAS UTILIZADAS

Para a transfeccdo com o cDNA do receptor P2X7 utilizamos células HEK-293

(células humanas embrionarias de rim).
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3.2 METODOS

3.2.1 OBTENGAO MACROFAGOS DE INTRAPERITONEAIS MURINOS

Os camundongos ou os ratos foram elicitados com uma inje¢ao intraperitoneal
de 1 mL de tioglicolato (10 mL no caso do rato) com o propdésito de provocar uma
reacdo inflamatdria e assim recrutar macrofagos para esta regido. Apos 4 dias os
animais foram sacrificados por asfixia em camara de CO; e fixados em uma placa de
cortica, onde foi realizada a lavagem da cavidade peritoneal com 10 mL de meio
DMEM, massageando o peritdbnio para obter a maior quantidade de macréfagos
possiveis. Em seguida as ceélulas foram lavadas 2 vezes com meio sem soro
centrifugando 5 min a 1000 x g. O namero total de células obtidas foi contado com o
auxilio de uma camara de Neubauer. As células foram mantidas em gelo até o
momento de uso no caso dos experimentos de citometria de fluxo ou plagueadas

como descrito a seguir.

3.2.2 CULTURA DE MACROFAGOS

As células intraperitoneais obtidas como descrito acima foram plaqueadas com
meio DMEM em placas de 24 pocos ou de 35 mm, de acordo com o desempenho
experimental. Apds 40 min na estufa umedecida com atmosfera 5 % de CO,, as
placas foram lavadas com meio e as células ndo aderidas foram descartadas. Em
seguida foi adicionado meio DMEM suplementado com 10 % de soro fetal bovino, 2
g/L de bicarbonato de sédio, 0.3 mg/L de L- Glutamina, 100 U/L de penicilina e 100

pug/mL de estreptomicina e as células foram mantidas na esfuda por trés dias até o
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momento do experimento. Este processo constitui o método eficaz para obtencéo de
macrofagos, evitando contaminacdo com outras células presentes no periténio,
como por exemplo linfécitos.

Para ensaios de permeabilizacéo e eletrofisiologia utilizou-se uma densidade de
2 x10° células por poco, nos ensaios de Western blot a densidade foi de 1 x 10’

células por placa de 35 mm.
3.2.3 TRANSFECCAO ESTAVEL DE CELULAS HEK-293-P2X;

Utilizamos cDNA de P2X; de rato, cedido pelo Dr. David Julius da Universidade
de Califérnia, San Francisco, USA (SURPRENANT e col., 1996), subclonado no

plasmideo pcDNA6/V5-His A (Figura 19).

I V5 epitope
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pcDNAG/V5-His

Figura 19 Esquema que mostra a estrutura do pcDNAG6/V5-His A, utilizado na clonagem de
células HEK-293-P2X;.

Adaptado de www.invitrogem.com
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As células HEK-293 foram mantidas em DMEM suplementado e plaqueadas a
70-80 % de confluéncia para serem transfectadas. Foram utilizados
aproximadamente 30 pg de plasmideo linearizado junto com Lipofectamina 2000,
segundo instrucdes do fabricante. No dia seguinte o meio foi substituido por DMEM
suplementado contendo 5 ug/mL de Blasticidina S HCI, para selecionar as células
gue incorporaram o plasmideo. Duas semanas depois cada um dos clones crescidos
nessas condicbes foi plagueado separadamente e realizaram-se ensaios de
permeabilizacdo e medi¢cdes de calcio intracelular para testar a resposta do receptor
P2X7. Foram selecionados dois clones, dos quais um deles foi utilizado em todos os

experimentos desta tese de doutorado.

3.2.4 CULTURA DE CELULAS HEK-293

As células HEK-293 foram mantidas em meio de cultura DMEM suplementado
nas mesmas condicfes que descritas para os macrofagos. No caso das células
HEK-P2X; foi adicionado no meio o antibiético de selecdo Blasticidina-S HCI, 5
pg/mL.

Para ensaios de permeabilizacdo as placas de cultura foram pré-tratadas com

poly-I-lisina, para melhorar a adesao das células HEK-P2X5.

3.2.5 ENsAIOS DE CAPTACAO DE CORANTES FLUORESCENTES

Os ensaios de captacdo de corantes fluorescentes foram realizados
basicamente de duas maneiras: com células em suspensao utilizando um citbmetro
de fluxo, ou com células aderidas a placa de cultura utilizando um microscopio de

fluorescéncia .
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3.2.5.1 Citometria de Fluxo

Uma suspensédo de 10° células/mL de lavado peritoneal foi incubada em tubos
préprios para citometria de fluxo com PBS durante 5 minutos a 37 °C, com o objetivo
de que as células estejam homogeneamente a esta temperatura antes de comecar o
ensaio. A suspensdo celular foi incubada nos tempos indicados na secédo
“‘Resultados” com as diferentes drogas e posteriormente tratada com ATP 5 mM ou 3
mM segundo indicado em cada caso por 10 minutos, adicionando nos ultimos 5
minutos brometo de etideo 2 uM. A captacdo do corante foi medida utilizando um
citbmetro de fluxo (FACSCalibur, Becton, Dickinson and Co., Franklin Lakes, NJ,
USA). A intensidade da captacdo do corante em cada amostra foi determinada
usando um comprimento de onda de excitacdo de 488 nm e um comprimento de
onda de emissao de 590 — 670 nm. Ao menos 5000 pontos foram coletados em cada
amostra. Os resultados obtidos foram analisados utilizando o programa WinMDI 2.8
(Multiple Document Interface Flow Cytometry Application, The Scripps Research

Institute, La Jolla, CA, USA).

3.2.5.2 Microscopia de fluorescéncia

As células aderidas na placa de cultura foram incubadas por 5 minutos com a
solucédo e na temperatura indicada em cada caso e posteriormente tratadas ou nao
com a droga mencionada nos Resultados. A incubagdo com ATP nas diferentes
concentracbes foi de 10 minutos (exceto quando especificado o contrario). Os
corantes fluorescentes utilizados foram; YO-PRO 25 uM, brometo de etideo 10 uM,
carboxifluoresceina 5 mM, Lucifer Yellow 3 mM, MQAE 5 mM, sulfo-rodamina 3 mM.

No caso da utilizagdo de corantes citoplasmaticos, como Lucifer Yellow,

carboxifluoresceina, sulfo-rodamina e MQAE, apos transcorrido o tempo de
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tratamento com ATP as células foram lavadas pelo menos 5 vezes para eliminar o
excesso de corante. Desta maneira s6 permaneceu na placa o corante que entrou
nas ceélulas.

A entrada dos corantes fluorescentes Lucifer Yellow, etideo, YO-PRO-1,
Carboxifluoresceina e sulfo-rodamina B foi observada em um microscopio Axiovert
100 (Karl Zeiss, Oberkochen, Germany) utilizando uma lampada UV (HBO) com
filtros apropriados. As imagens foram capturadas com o programa Image-Pro Plus v
6.2, Media Cybernetics, Inc. (Bethesda, MD, USA).

A entrada do corante fluorescente MQAE foi observada em um microscoépio
Axiovert 200 (Karl Zeiss, Oberkochen, Germany) utilizando uma lampada UV (HBO)
com filtros apropriados. As imagens foram capturadas utilizando o programa

Axiovision v 4.1 (Karl Zeiss, Oberkochen, Germany).

3.2.6 MEDICAO DAS VARIACOES DO CALCIO CITOPLASMATICO

As células foram plaqueadas em laminulas de vidro de 1.5 cm x 1.5 cm e
mantidas na estufa durante pelo menos 2 dias antes de cada experimento. Estas
células foram pré-incubadas com 5 yM de FURA-2 AM e 2.5 mM de probenecida
diluidos no préprio meio de cultura, durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Quando indicado foi adicionado também o quelante de calcio BAPTA, 10ug/mL.
Apés esse tempo a células foram lavadas duas vezes com solugdo externa com
calcio (ver mais adiante) e colocadas em uma camara de perfusdo com trés
compartimentos, cuja base é a laminula de vidro na qual encontram-se aderidas as

células. A camara central que contem as células tem um volume de 200 uL e é
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perfundida numa velocidade de 1 mL/min, com a solucéo externa com calcio a uma
temperatura de 37 °C.

As variacBes no nivel de célcio citoplasmatico foram monitoradas com um
fluorimetro (Photon Technology). O FURA-2 foi excitado alternativamente a 340 e
380 nm e foi medida a emissdo a 510 nm. O indice entre estes dois comprimentos
de excitacdo é proporcional a concentracao citoplasmatica de célcio, e foi medido
cada 100 ms. O ATP foi perfundido nessa mesma solu¢cdo a 37 °C durante 10

minutos.

3.2.7 LISE CELULAR E EXTRACAO DE PROTEINAS

Células aderidas a placa de cultura foram transferidas ao gelo e, com auxilio de
um rodo de cultura, foram homogeneizadas em tampéao contendo: 20 mM de Tris-
HCI, pH 7.5; 2 mM EDTA; 10 mM EGTA; 0.25 M de sacarose; 25 mg/mL de
leupeptina; 25 mg/mL de aprotinina e PMSF (20 mg/mL). As células
homogeneizadas foram entdo submetidas a 30 passagens pela agulha de seringa de
insulina. Este procedimento cria as condi¢cdes de pressao necessarias para causar o
rompimento da membrana plasmatica. Uma vez lisadas as células foram
centrifugadas a 1000 x g durante 5 min para a sedimentacdo dos nucleos e o
sobrenadante foi ultracentrifugado a 100.000 x g por 40 minutos em ultracentrifuga
HITACHI. O novo sobrenadante foi coletado e armazenado e o precipitado re-
solubilizado no mesmo tampao descrito acima. As amostras contendo a fracdo de

membrana foram submetidas a dosagem protéica pelo método de Bradford.
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3.2.8 ELETROFORESE SDS-PAGE E WESTERN BLOTTING

As células foram submetidas aos procedimentos de lise e fracionamento celular
descritos acima. Entre 10-20 ug de proteina total das amostras foram submetidas a
separacao por eletroforese SDS-PAGE a 10 % de acrilamida em uma cuba BioRad.
As proteinas do gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose com o
auxilio de um aparato de transferéncia (BioRad). A membrana contendo as proteinas
foi tratada com uma solucéo de bloqueio (5 % de leite em p6 desnatado em solucdo
Tris-HCI 20 mM, Tween 20 0,05 %, pH 7.4 [TBS-T]) por 2 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente a membrana foi lavada duas vezes com TBS-T e incubada
durante toda a noite com o anticorpo anti-por¢ao intracelular de P2X5 (diluido 1:200)
a 4 °C. Ao término desta incubacdo a membrana foi lavada 3 vezes com TBS-T e
incubada 2 horas com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase diluido
1:2000. Finalmente a membrana foi lavada e revelada por quimiluminescéncia com o
kit ECL-Plus, de acordo com as instru¢cdes do fabricante. A aquisicdo da imagem
final de revelacdo foi feita pela utilizacdo do scanner para luminescéncia de géis

STORMBS8G60 e o software ImageQuant versdo 5.2 (Molecular Dynamics).

3.2.9 ELETROFISIOLOGIA

Os registros eletrofisiologicos das diferentes correntes foram obtidos nas
configuragdes cell-attached e whole-cell, no modo voltage-clamp, utilizando-se a
técnica de patch-clamp (HAMILL e col., 1981).

Os regqistros foram feitos utilizando um amplificador EPC-7 (List Electronic,

Darmstadt, Germany), conectado a uma bomba de injecdo pneumatica PPM-2
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(NeuroPhore BH-2system, List). Os dados foram coletados usando o programa
pClamp and Fetchex software, v6.0, e uma interface Digidata 1200 (Axon
Instruments, U.S.A.) e representado graficamente utilizando o programa Origin v4.0

(Microcal Inc., U.S.A)).

3.2.9.1 Cell-attached

Esta configuracdo utiliza-se para medir a corrente que atravessa um ou uns
poucos canais na membrana plasmatica. A pipeta de vidro, contendo solucdo
extracelular e com uma resisténcia de aproximadamente 12 MQ, forma um selo de
alta resisténcia com a membrana. Este selo € chamado de “gigaselo”, ja que neste
momento a resisténcia registrada na pipeta aumenta até pelo menos 1 GQ. As
correntes registradas serdo as que se produzam na por¢do da membrana que fica

dentro do selo (Figura 20).

voltagem

¥

Solucgéo externa

X

Canal

Figura 20 Esquemas da configuragao cell-attached.

A: esquema geral B: detalhe do selo.
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3.2.9.2 Whole-cell

Nesta configuracdo € possivel medir correntes macroscopicas que acontecem
através da membrana toda. Utilizam-se pipetas que contem solucao intracelular e
com uma resisténcia de aproximadamente 6 MQ. Apds o estabelecimento do selo de
alta resisténcia entre a pipeta e a membrana, aplica-se uma pressao subatmosférica
para romper o retalho de membrana que separa o interior da pipeta do interior da

célula, ganhando-se acesso ao meio intracelular (Figura 21).

Cell-attached Whole-cell

1
Presdo negativa %
—_—

Figura 21 Esquemas da configuracdo whole-cell.

A: esquema geral B: detalhe do selo

3.2.10 SOLUCOES UTILIZADAS

Solucéo Padréao Externa (mM): NaCl 145, KCI 5, MgCl, 1, HEPES 10, pH 7.4
Solucdo Externa com Calcio (mM): NaCl 145, KCI 5, MgCl, 1, CaCl, 1, HEPES 10,
pH 7.4

Solucdo Externa com Tris (solucdo com baixa concentracdo de sédio) (mM): Tris-Cl
150, KCI 5, MgCl, 1, HEPES 10, pH 7.4.

Solucéo Externa com EDTA (mM): NaCl 145, KCI 5, MgCl, 1, EDTA 10, HEPES 10,
pH 7.3 (Ca** livre menos de 1 nM e Mg** livre 550 nM)

Solucéo Padrao Interna (mM): KCI 135, NaCl 5, MgCl, 2, EGTA 0,1, HEPES 10, pH

7,4
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Solucdo com Glutamato (Solucdo com baixa concentracdo de cloreto) (mM): NaGlu
145, KCI 5, MgCl, 1, HEPES 10, pH 7.4
Solugdo com EGTA: NaCl 145, KCI 5, MgCl, 1, EGTA 1, HEPES 10, pH 7.4 (Ca2+
livie menos de 50 nM e Mg?®* livie 1mM)

Consideramos o Ca?* contaminante na Solugéo Padrdo 100 pM.

3.2.11 MEDIGAO DOS PARAMETROS DESCRITIVOS DO CANAL UNITARIO

Cada registro durou em média 7 minutos. Os registros onde ndo teve abertura
de canais o tempo foi de 30 minutos ou mais, 0 que indica que a abertura dos poros
influencia na estabilidade do selo. O numero de eventos quantificados em cada
registro foi em média de 21.

A medicéo dos parametros descritos foi realizada manualmente. Para calcular a
amplitude foi feita a média da medida de 5 amplitudes de cada canal.

A probabilidade de abertura (Popen) do canal unitario foi calculada como:

Popen:  Tempo total que o canal permanece aberto
Tempo total do registro

3.2.12 ANALISE DAS IMAGENS DE MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

Para quantificar a fluorescéncia das imagens de microscopia nos ensaios de
permeabilizacdo de células aderidas foi utilizado o programa Image J 1.38 )National

Institutes of Health, USA).
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3.2.13 ANALISE DAS CONCENTRACOES DE foNs LIVRES NAS SOLUGOES

UTILIZADAS

Para calcular os valores das concentracdes de Ca?*, Mg®* e ATP* livres nas
solucdes utilizadas usamos o programa Sliders v2.00 (Stanford University, Pacific

Grove, CA, ISA).

3.2.14 ANALISE ESTATISTICA

Para as analises estatisticas utilizamos o programa GraphPad Prism 4 Software,
Inc. (Sao Diego, CA, USA) e usamos um teste estatistico ndo-paramétrico para
amostras nao pareadas, o Teste t de Student (t-Test). Representacdo da

significancia: * p <0,05; * p < 0,01 e *** p <0,001.
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S6 com grande forca interior podera enfrentar seu destino
Provérbio chinés

(achado num biscoito da sorte no comeco desta tese de doutorado)
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Inicialmente caracterizamos os fenbmenos associados ao receptor P2X7, como
captacdo de corantes e correntes elétricas registradas tanto na conformacao whole-
cell como cell-attached. Posteriormente pesquisamos a correlagcéo existente entre 0os
dois tipos de abordagens aos efeitos do receptor P2X; sobre os macrofagos
intraperitoneais de camundongo.

Investigamos a participacdo do célcio como possivel sinal envolvido tanto no
fendbmeno de abertura de canais quanto na captacdo de corantes.

Tentando melhorar nosso sistema experimental, transfectamos células HEK-293

com o receptor P2X7 e procuramos reproduzir os dados obtidos em macroéfagos.

4.1 FENOMENOS TIPICAMENTE ASSOCIADOS AO RECEPTOR P2X; EM

RESPOSTA AO ATP:

Ao comecar esta tese de doutorado nos prepusemos reunir os dados
conhecidos sobre as propriedades eletrofisiolégicas do poro associado ao receptor
P2X7 e aqueles que caracterizavam o fenbmeno de permeabilizacdo da membrana
plasmatica desencadeado pela ativacdo do mesmo receptor. Nosso interesse era
investigar se estes dois processos sdo na realidade diferentes manifestacées de um
mesmo mecanismo ativado pela presenca de ATPe.

Inicialmente, realizamos ensaios utilizando o modelo experimental do

laboratoério: o macréfago intraperitoneal murino.
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4.1.1 REGISTRO DAS CORRENTES ELETRICAS CARACTERISTICAMENTE

ASSOCIADAS AO RECEPTOR P2X5

Inicialmente registramos as correntes elétricas tipicas associadas ao receptor
P2X7 ativadas pela presenca de ATPe.

Em macréfagos intraperitoneais de camundongo, utilizando a conformacéao
whole-cell, foi possivel registrar uma corrente catibnica de influxo associada ao
receptor P2X; em resposta a concentracbes micromolares de ATP (Figura 22 A).
Esta corrente de influxo, que se gera pela entrada de Ca* e Na* através da
membrana, pode ser registrada a temperatura ambiente, aparece milisegundos
depois da aplicacdo do agonista e ndo dessensibiliza apds sucessivas aplicacdes
(Figura 22 B).

Geralmente uma corrente de efluxo se observa imediatamente apds a corrente
de influxo (Figura 22 A). Esta corrente é uma corrente de K* que se gera pela
abertura dos canais de K* dependentes de Ca®" presentes no macréfago (HARA e
col., 1990). A entrada de Ca®" pelo canal formado pelo receptor P2X; e a liberacdo
de Ca®" a partir dos estoques intracelulares como resultado da estimulacdo dos
receptores P2Y pelo ATPe provocam o aumento de Ca®" citoplasmético necessario
para ativar os canais de K* dependentes de Ca?*. Esta resposta tipica ao ATPe é
chamada de “resposta bifasica”. No entanto, em algumas células em nossas
condicbes experimentais esta corrente de saida de K™ ndo é observada (Figura 22

B).
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Figura 22 Resposta eletrofisiolégica tipica de macréfagos intraperitoneais murinos ao ATP
extracelular na conformagéo whole-cell.

Macrofagos intraperitoneais de camundongo. A: resposta bifasica associada ao receptor P2X;. B:
resposta a repetidas aplicacdes de ATP. Solu¢do no banho: solugcédo externa padréo, solucdo intra-
pipeta: solugdo interna padréo. Registros realizados a temperatura ambiente. As setas indicam a
injecdo pneumatica de ATP (pulso de 1 s, 1 mM). V=-40 mV. n = 10 células.
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Para registrar o canal inespecifico ou poro Z, presumivelmente responsavel
pela entrada de corantes fluorescentes na célula, foi utilizada a conformacéo cell-
attached (Figura 23). Nesta conformacéo foi possivel registrar um poro cuja abertura
depende fortemente da voltagem aplicada dentro da pipeta, como descrito
previamente por Robson Coutinho-Silva (COUTINHO-SILVA e PERSECHINI, 1997).
Foram testadas as voltagens de pipeta -100 mV, -80 mV, -60 mV, -40 mV, -20 mV,
+20 mV, +40 mV e +60 mV, e as amplitudes das correntes obtidas foram medidas e
representadas graficamente em funcéo da voltagem correspondente (Figura 24 A).
Nesta figura pode se observar que a voltagens positivas dentro da pipeta, quando a
membrana da célula encontra-se hiperpolarizada, ndo foi possivel registrar o canal
inespecifico aberto (n= 10 células).

Os experimentos de canal unitario foram realizados usando um sistema de
aguecimento que mantém a placa de cultura a 37 °C durante o registro. O ATP foi
adicionado manualmente a solugéo extracelular até ficar numa concentracao final de
1 mM.

E importante destacar que Robson Coutinho-Silva mostrou que alguns minutos
apos a aplicacdo do ATP em concentragdes milimolares a voltagem da membrana
fica em zero, logo a voltagem aplicada dentro da pipeta corresponde a voltagem da
membrana com simbolo inverso (Vg = - Vi) (COUTINHO-SILVA e PERSECHINI,
1997).

Os dados apresentados na Figura 24 diferem, em parte, dos dados
previamente obtidos no laboratorio, ja que anteriormente foi possivel registrar alguns
canais abertos em condi¢cGes de hiperpolarizacdo (Robson Coutinho-Silva, Tese de

Doutorado e (COUTINHO-SILVA e PERSECHINI, 1997)).
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10pA |

5 seg

Figura 23 Registros do poro Z associado ao receptor P2X; em macréfagos murinos utilizando a
conformacao cell-attached.

Solug&o no banho = solucéo intra-pipeta: solugdo externa padréo, -40 mV, ATP 1 mM final no banho,
37 °C. n = 32 células.
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Figura 24 Dependéncia da voltagem apresentada pelo poro Z associado ao receptor P2Xs.
Registros cell-attached de macréfagos intraperitoneais murinos

A: Curva corrente vs voltagem, B: Exemplos dos registros de canal unitario obtidos em cada
voltagem. A voltagem indicada corresponde a voltagem dentro da pipeta. Solugao no banho = solugao
intra-pipeta: solu¢do externa padrdo. ATP 1 mM, 37 °C. Cada ponto da curva € uma media de pelos
menos trés amplitudes registradas na mesma voltagem. N = 14 células.
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Na maioria dos registros o canal mostrou duas amplitudes diferentes (Figuras
23 e 24). A analise destas duas amplitudes em funcdo da voltagem aplicada em
cada registro permitiu calcular duas condutancias: uma de 440 + 16 pS e outra de
220 £ 49 pS. Em alguns registros foi possivel observar mais de duas amplitudes
diferentes.

Se sao dois canais abrindo juntos em resposta ao ATPe ou um mesmo canal
com dois subestados de condutancia ainda néo esté claro. O fato de que o canal de
maior condutancia abra sempre quando o de menor condutancia encontra-se aberto
faz supor que se trata de um mesmo canal com dois subestados.

Dados anteriores de nosso laboratorio mostraram que este canal é inibido pela
presenca de ATP oxidado, conhecido inibidor do receptor P2X; (COUTINHO-SILVA

e PERSECHINI, 1997).

4.1.2 AUMENTO DE CALCIO CITOPLASMATICO EM RESPOSTA AO ATP

Outro efeito caracteristico do ATPe mediado pelo receptor P2X; é a
mobilizacdo do calcio citoplasmatico. Este fenbmeno tem sido amplamente descrito
na literatura, inclusive pelo nosso laboratoério (BISAGGIO e col., 2001).

Quando os macrdéfagos murinos sao perfundidos com uma solucao contendo
calcio e ATP 5 mM durante 10 minutos a 37 °C, observa-se inicialmente um aumento
rapido do calcio intracelular e logo um alto nivel de calcio citoplasmatico mantido
durante o tempo que dura a presenca do ATP (Figura 25 A).

Acredita-se que este aumento rapido registrado no inicio da perfusdo com ATP
€ devido em parte a entrada de calcio através do poro de 8 pS formado pelo receptor

P2X;, mas principalmente a ativacdo dos receptores P2Y, presentes na membrana
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do macréfago, também ativados por ATPe, que provocam a liberacdo do célcio do
reticulo endoplasmatico (DEL REY e col., 2006).

A participacdo dos receptores P2Y no aumento transitorio de calcio
citoplasmatico € confirmada pelos experimentos realizados em macréfagos
intraperitoneais de camundongos P2X;”". Os nossos resultados mostram que ainda
em células que ndo expressam o receptor P2X; observa-se um pico de calcio
quando perfundida com ATP 5 mM numa solu¢cdo com CaCl, 1 mM (Figura 25 B e

Q).
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Figura 25 Variacdes do calcio citoplasmético em macréfagos intraperitoneais de camundongo
em resposta ao ATPe.

Os experimentos foram realizados em solugdo com calcio, a 37 °C, em células previamente
carregadas com FURA-2 como descrito em materiais e métodos. A: macréfagos de camundongo
suico. n = 10 experimentos independentes. B: macréfagos de camundongo BI6 P2x". n =5
experimentos independentes. C: macréfagos de camundongo BI6 WT. n = 5. u.a.: Unidades
Arbitrarias de fluorescéncia.
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4.1.3 CAPTACAO DE CORANTES FLUORESCENTES ASSOCIADA AO RECEPTOR

P2X; EM RESPOSTA AO ATPE

A marca registrada do receptor P2X; é a capacidade de induzir o fenbmeno
gue se chamou “permeabilizacdo” da membrana plasmatica na presenca de ATPe.
Este fendbmeno historicamente tem sido medido como a entrada de corantes
fluorescentes na célula, que se acredita atravessam a membrana celular passando
pelo poro inespecifico apos a ativacao do receptor.

Como parte de nossa caracterizacdo inicial da resposta ao ATPe nos
macrofagos murinos, medimos a entrada de corantes mediada pelo receptor P2X5.

Vérios autores relatam dependéncia da temperatura na permeabilizacdo da
membrana plasmatica induzida pelo ATPe, registrando entrada de corantes s6 a
temperaturas proximas a 37 °C (NUTTLE e DUBYAK, 1994; GIBBONS e col., 2001,
SMART e col., 2002), enquanto outros indicam que o mesmo efeito observa-se a
temperatura ambiente (VIRGINIO e col., 1999a; HIBELL e col., 2001; TAKENOUCHI
e col., 2005).

Em nossas condicbes experimentais, observamos que a abertura do poro
eletrofisiologico depende fortemente da temperatura: nos experimentos em cell-
attached o poro Z foi registrado somente a 37 °C, ndo observamos abertura do canal
unitario a temperatura ambiente.

Para saber se existe uma correlacdo na dependéncia da temperatura nos
registros eletrofisiologicos e o fenbmeno de captacdo de corantes, realizamos
ensaios de permeabilizagdo com macréfagos de camundongo aderidos na presenca
de ATP e Lucifer Yellow (corante aniénico) ou brometo de etideo (corante catidénico)

a diferentes temperaturas.
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Como mostram as Figuras 26 e 27, a entrada de etideo ou de Lucifer Yellow
nao foi observada a 20 °C ou menos, em nossas condi¢cdes experimentais.

A captacdo de etideo em resposta ao ATPe foi significativamente maior (p <
0,05) a 37 °C que a 30 °C (Figura 26 A - F e Figrua 27 A), enguanto que nao
observamos diferencas significativas na entrada de Lucifer Yellow entre estas duas
temperaturas, observando uma captacdo maior deste ultimo corante a 30 °C (Figura
26 G - L e Figura 27 B).

Este primeiro resultado nos alerta sobre uma diferenca na dependéncia da
temperatura na captacdo de um corante catibnico (etideo) e outro anidénico (Lucifer
Yellow). Tendo isto em mente, nos seguintes experimentos investigamos outras
possiveis diferencas entre as duas classes de corantes.

A temperatura pode estar afetando tanto as vias de sinalizacdo intracelular do
receptor P2X; quanto as provaveis mudancas conformacionais na proteina canal

responsavel pela entrada de corantes.
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37°C 30°C 20°C

Figura 26 Dependéncia da temperatura na captacdo de corantes em macréfagos
intraperitoneais de camundongo em resposta ao ATPe.

Ensaios de captacdo de corantes em presenca de ATPe. A, B e C: macrdfagos incubados com ATP 5
mM e brometo de etideo. D, E e F: macrofagos incubados com brometo de etideo. G, H e I:
macrofagos incubados com ATP 5 mM e Lucifer Yellow. J, K e L: macréfagos incubados com Lucifer
Yellow. A, D, Ge J: 37°C. B, E,He K: 30°C. C, F, | e L: 20 °C. Todos os tratamentos foram feitos
por 10 minutos. As barras equivalem ambas a 100 um. n =3 experimentos independentes.
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Figura 27 Dependéncia da temperatura na captacdo de corantes em macréfagos
intraperitoneais de camundongo em resposta ao ATPe, quantificacdo da fluorescéncia.

A: quantificagdo da entrada de etideo. B: quantificacdo da entrada de Lucifer Yellow. Os
experimentos quantificados correspondem as fotos da figura 26. Cada barra do grafico foi calculada
como a média de 3 experimentos feitos em duplicata. ** p < 0,01, Teste t
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4.2 CORRELACOES E DIFERENCAS ENTRE AS DIFERENTES ABORDAGENS AO

FENOMENO ASSOCIADO AO RECEPTOR P2X; EM MACROFAGOS

Num segundo momento nos dedicamos a explorar as possiveis semelhancas e
diferencas que poderiam existir entre as diferentes maneiras de registrar os efeitos

do ATPe mediados pelo receptor P2X5.

4.2.1 EFEITO DOS [ONS EXTRACELULARES SOBRE AS CORRENTES ELETRICAS

ASSOCIADAS AO RECEPTOR P2X5

Foi descrito na literatura que a captacdo de corantes induzida pelo ATPe e
mediada pelo receptor P2X7 é facilitada pela auséncia de calcio e magnésio no meio
extracelular (VIRGINIO e col., 1997). Também existem evidéncias que 0 mesmo
acontece quando o sédio extracelular diminui (GUDIPATY e col., 2001; MICHEL e
col., 1999). Porém, como mencionado na introducéo, estes dados sdo polémicos ja
gue alguns autores observaram justamente o contrario: Faria e colaboradores
relataram que o calcio, tanto interno quanto externo, é necessario para a captacao
de etideo induzida pelo ATPe (FARIA e col., 2004).

Para testar se os efeitos do Ca®*, 0 Mg** e o Na* sobre a permeabilizacéo tém
correlagcdo com a cinética de abertura do poro Z foram feitos registros deste canal
com diferentes solugbes externas: utilizaram-se uma solugdo com EDTA para quelar
o Ca?* e Mg®" extracelulares e uma solucdo onde o Na* foi substituido pelo Tris*
(solucdo com EDTA e solugdo com glutamato, detalhadas na segado “Materiais e

Métodos”). Os resultados séo apresentados na Tabela 5 e nas Figuras 28 e 29.
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Figura 28 Efeito da auséncia de cétions divalentes no meio externo no registro do poro Z
associado ao receptor P2X; em macréfagos intraperitoneais murinos utilizando a conformacéao
cell-attached em solugdo externa com EDTA.

ATP 1 mM final no banho. Solug&o externa = solucao intrapipeta. Registros feitos a 37 °C, Vy=-40 mV.
n =5 células.
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Figura 29 Efeito da auséncia de sédio no registro do poro Z associado ao receptor P2X7 em
macréfagos intraperitoneais murinos utilizando a conformacdo cell-attached em solucgéo
externa com baixas concentragdes de sodio.

ATP 1 mM final no banho, Solucdo externa = solugéo intrapipeta, reistro feito a 37 °C, V=40 mV n =
5 células.
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Solucéo externa Probabilidade de abertura Tempo médio de abertura

Solucédo Padrao 0.11 £ 0,02 1,87 + 0,01 seg
Solucao Baixo Sadio 0.18 £ 0,04 1,9+0,9 seg
Solucdo com EDTA 0.07 £ 0,04 3,7+ 1seg

Tabela 5 Probabilidade de abertura e tempo médio de abertura do canal registrado na presenca
de ATP 1 mM em macroé6fagos intraperitoneais murinos.

Conformacéo cell-attached, solugdo do banho = solucdo intrapipeta, indicada na tabela. Todos os
registros foram realizados a 37 °C, V4= -40 mV. n =5 células.. Dados apresentados como a média +
desvio padréo.

A auséncia de Na’ parece aumentar a probabilidade de abertura do poro Z,
enquanto o tempo médio de abertura permanece praticamente igual. Ja a auséncia

de Ca*" e Mg®" no meio extracelular parece ter o efeito inverso: aumenta o tempo

médio de abertura mas reduz a probabilidade de encontrar o canal aberto.

4.2.2 EFEITO DOS IONS EXTRACELULARES NA CAPTACAO DE CORANTES

FLUORESCENTES INDUZIDA PELO ATP

Para pesquisar se efetivamente existe uma correlacdo entre a cinética do poro
Z registrado eletrofisiologicamente na presenca de ATPe e a captacdo de corantes
fluorescentes, realizamos ensaios de captacdo de corantes utilizando as mesmas
solugcdes. Analisamos a captura de corantes tanto catidnicos quanto aniénicos na
auséncia de Ca*" e Mg®* extracelulares e em condicbes de baixa concentracdo de
Na®.

Macrofagos intraperitoneais de camundongo foram incubados durante 10

minutos com brometo de etideo ou Lucifer Yellow na presenca ou ndo de ATP 5 mM,
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a 37 °C, em solucdo externa padrdo, solucdo sem Ca®* nem Mg** (com EDTA 10
mM) e solugdo com baixa concentracéo Na* (NaCl substituido por TrisClI).

Observado as fotos e a quantificacdo da fluorescéncia resultantes podemos
concluir qgue a entrada de etideo acontece sem diferencas significativas (p < 0,01,
Teste de t) nas trés solugdes extracelulares utilizadas (Figura 30 A - F e Figura 31
A). Porém, na entrada de Lucifer Yellow pode ser observada uma diminuicédo
significativa (p < 0,05) quando o tratamento com ATP é realizado na solu¢cdo com
EDTA, se comparado com o tratamento na solucdo padréo ou na solu¢cdo com baixo
sédio (Figura 30 G - L e Figura 31 B).

Tentando aprofundar as diferencas observadas nas diferentes solucdes
extracelulares, diminuimos a quantidade de ATP utilizado nos ensaios de captacao
de corantes para 3 mM. Nestas condicfes, ndo conseguimos registrar entrada de
Lucifer Yellow, mas sim de etideo.

Quando utilizamos a um estimulo com ATP 3 mM amplificamos os efeitos dos
ions extracelulares. O tratamento dos macréfagos com ATPe na solugdo com EDTA
10 mM, sem Ca** nem Mg?*, observamos um aumento significativo na captacéo de
etideo. A auséncia de Na* ndo provocou varia¢des significativas respeito ao mesmo

tratamento em solugéo padrao (Figura 32).
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Solucéao Padréo Solugcdo com EDTA Solugéao com Tris-Cl

Figura 30 Efeitos da composicdo idnica do meio externo na captacdo de corantes
fluorescentes induzida pelo ATPe.

Ensaios de captacdo de etideo e Lucifer Yellow em diferentes solu¢cdes externas. A, B e C:
macrofagos incubados com ATP 5 mM e brometo de etideo. D, E e F: macréfagos incubados com
brometo de etideo. G, H e |: macrofagos incubados com ATP 5 mM e Lucifer Yellow. J, K e L:
macrofagos incubados com Lucifer Yellow. A, D, G e J: Solugdo Padréo. B, E, H e K: Solugdo com
EDTA. C, F, | e L: Solucéo com Tris-Cl (baixa concentragcdo de sodio). Todos os tratamentos foram
feitos por 10 minutos a 37 °C. As barras equivalem ambas a 100um. n = 4 experimentos
independentes.
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Figura 31 Quantificacdo dos efeitos da composi¢cdo ibnica do meio externo na captacdo de
corantes fluorescentes induzida pelo ATPe.

Quantificacdo da captacéo de corantes em diferentes solucdes extracelulares. A: ensaio realizado na
presenca de brometo de etideo (Figura 30 A-F). B: ensaio realizado na presenca de Lucifer Yellow
(Figura 30 G-L). Cada barra do grafico foi calculada como a média de 4 experimentos feitos em
duplicata. ** p < 0,01 Teste t.
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Figura 32 Efeito dos ions extracelulares na captacdo de etideo induzida por ATP 3 mM em
macrofagos

Ensaios de captacédo de etideo em diferentes solugdes externas. A, B e C: macrofagos incubados
com ATP 3 mM e brometo de etideo. D, E e F: macréfagos incubados com brometo de etideo. Todos
os tratamentos foram realizados a 37° durante 10 minutos. A barra equivale a 100 pm. G:
Quantificacao da captacdo de etideo em diferentes solugdes extracelulares. Cada barra do grafico foi
calculada como a média de 3 experimentos feitos em duplicata. * p < 0,05, Teste t.
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Os dados mostram que a presenca de Ca®", Mg®* e Na* no meio extracelular
afeta de maneira diferente a entrada de corantes catibnicos e a de corantes
aniénicos. Este resultado modificou o curso dos proOximos experimentos, pois mesmo
existindo dados compativeis com 0s nossos (que serdo revistos com maior
profundidade na seg¢do “Discussao”) a literatura atribui a entrada de corantes
anibnicos e catidnicos a um mesmo mecanismo. A idéia de que existe um poro
inespecifico que permite a entrada tanto de cations quanto de &anions de peso
molecular de até 900 Da, repetida em todas as revisbes sobre o receptor P2X;
comeca a ficar suspeita frente a estes dados.

Por outro lado, se comparados os resultados da captacdo de corantes com 0s
dados eletrofisiologicos, a diminuicdo da entrada de Lucifer Yellow € coerente com a
cinética de abertura do canal observada nos experimentos eletrofisiolégicos: o poro
Z permanece aberto durante mais tempo mas ele abre muito pouco, se comparado

com o registrado na solugdo padrio e na solugdo com baixa concentracéo de Na”.

4.2.3 PARTICIPACAO DO CALCIO INTRACELULAR NO FENOMENO DE CAPTACAO DE

CORANTES FLUORESCENTES INDUZIDO POR ATP

Em vista aos resultados dos ensaios da captacdo de corantes em solucdo com
EDTA, decidimos aprofundar nossa pesquisa sobre o papel do Ca?* na sinalizacéo
intracelular que leva a captacéo de corantes fluorescentes induzida pelo ATPe.

Para tentar avaliar se o Ca*" intracelular tem ou ndo uma participacdo no
fenbmeno de captacdo de corantes decidimos eliminar tanto o calcio externo quanto
interno, pois nos ensaios utilizando a solu¢gdo com EDTA ainda tinhamos a presenca

do calcio intracelular liberado pela ativacdo dos receptores P2Y. Com este objetivo
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utilizamos o quelante de calcio intracelular BAPTA, solucfes extracelulares contendo
EGTA e medicdes em paralelo dos niveis de célcio intracelular e da captacédo de
brometo de etideo.

Nos experimentos iniciais foram testados a dose de BAPTA e o tempo de
incubacdo necessarios para anular o aumento de Ca®* citoplasmatico que acontece
na presenca do ATPe.

A perfusdo durante 10 minutos com ATP 5 mM a temperatura de 37 °C, na
solucdo extracelular com célcio provoca a entrada de Ca®* constante, pois acredita-
se que o poro ativado pelo receptor P2X7 encontra-se aberto e o cation pode entrar
por ele na célula ou pelo canal catidnico formado pelo proprio receptor P2X; (Figura
33 A).

A perfusdo de ATP 5 mM na solucdo com EGTA 1 mM evita a entrada
continuada de calcio, mostrando que esta corresponde efetivamente a entrada de
calcio extracelular. Nestas condi¢cdes observa-se um aumento transitério de célcio
citoplasmatico, principalmente devido a liberagdo do calcio do reticulo
endoplasmatico devido a ativacéo dos receptores P2Y (Figura 33 B).

Este aumento transitorio de calcio foi completamente abolido pré-incubando a
célula com 10ug/mL de BAPTA por 30 minutos e mantendo a célula em uma solucao

com EGTA 1 mM (Figura 33 C).
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Figura 33 Registros das variag@es do calcio intracelular dos macréfagos murinos em resposta
ao tratamento com ATP 5 mM em diferentes condicdes

A: Solugdo externa padrdo B: Solucdo externa com 1 mM EGTA. C: pré-incubac¢do 30 min com
BAPTA 10pg/mL, perfuséo do ATP na solugéo externa com 1 mM EGTA, e posteriormente tratamento
com saponina 1%. A perfusdo com ATP durou 10 min e o experimento foi feito a 37°C. Experimento
representativo de pelo menos 5 experimentos independentes.
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Uma vez encontradas as condi¢cdes nas quais a adicdo de ATPe nao induz
nenhuma alteracdo nos niveis de calcio intracelular, foi testada a capacidade de
captacao de corantes fluorescentes induzida por ATPe nestas mesmas condicdes.

Macrofagos intraperitoneais de camundongo foram pré-incubados com BAPTA
10pg/mL ou DMSO na mesma quantidade (no caso do controle negativo e positivo)
e posteriormente tratados ou ndo durante 10 minutos com ATP 5 mM na presenca
dos diferentes corantes fluorescentes. Passado esse tempo, as células foram
lavadas, fotografadas e as imagens analisadas para a quantificacdo da
fluorescéncia.

Os resultados apresentados na Figura 34 e na Figura 35 mostram que o
fenbmeno de captacdo de corantes fluorescentes catidnicos, neste caso etideo e
sulfo-rodamina B acontece ainda em auséncia de Ca?*, tanto extracelular como
intracelular. No entanto, a captacdo de corantes fluorescentes anibnicos, como

Lucifer Yellow, encontra-se visivelmente diminuida.
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Controle ATP 5mM ATP 5mM sem célcio

Figura 34 A auséncia de calcio intracelular inibe a entrada de Lucifer Yellow mas n&o a entrada
de etideo e de sulfo-rodamina B estimulada pelo ATPe em macr6fagos murinos

A, B e C: macrofagos incubados com brometo de etideo. D, E e F: macrofagos incubados com sulfo-
rodamina B. G, H e |: macr6fagos incubados com Lucifer Yellow. A, D e G: macréfagos pré-incubados
com DMSO durante 30 minutos. B, E, H: macréfagos pré-incubados com DMSO durante 30 minutos e
tratados com ATP 5 mM durante 10 minutos em solugdo externa padrdo. C, F, I: macrofagos pré-
incubados durante 30 minutos com BAPTA 10 pg/mL e tratados com ATP 5 mM durante 10 minutos
em solucdo externa com EGTA 5 mM. Todos os tratamentos foram feitos a 37 °C. As barras
equivalem ambas a 100 pum. Experimentos representativos de pelos menos 3 experimentos
independentes feitos em duplicata.
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Figura 35 Quantificacdo da fluorescéncia dos ensaios de captacdo de corantes induzida por
ATP em auséncia de célcio

Quantificacdo dos experimentos de captacdo de corantes fluorescentes induzidos por ATP na
presenca e auséncia de célcio A: ensaio realizado na presenca de brometo de etideo (Figura 33 A-C).
B: ensaio realizado na presenca de Lucifer Yellow (Figura 33 D-F). C: ensaio realizado na presenca
de sulfo-rodamina B (Figura 33 G-I). Cada barra do gréfico corresponde a média de 3 experimentos
independentes feitos em duplicata. Os dados sé@o apresentados como porcentagem de fluorescéncia,
tendo com 100% o valor de fluorescéncia médio dos macrofagos tratados com ATP 5 mM e
subtraindo em cada caso o valor de fluorescéncia do controle.
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Para uma abordagem mais quantitativa utilizou-se a técnica de citometria de
fluxo na medicdo da permeabilizacdo ao etideo em presenca ou ndo de calcio.
Células do lavado peritoneal de camundongos, submetidas ou ndo a uma pré-
incubacdo com BAPTA 10ug/mL, foram tratadas com diferentes concentracfes de
ATP. Estes experimentos mostraram que, mesmo observando-se uma diminuicdo na
entrada de etideo na concentracdo de ATPe 1 mM, o fenébmeno de permeabilizacdo
na presenca de ATP (3 mM e 5 mM) ndo é impedido pela auséncia de Ca®", tanto
intracelular como extracelular (Figura 36).

Estes dados mostram que o aumento de Ca®" citoplasmatico é necessario para
a entrada na célula de corantes anidnicos induzida pelo ATPe mas ndo para a

captacao de corantes cationicos.
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Figura 36 A entrada de etideo induzida pelo ATPe acontece ainda em auséncia de célcio
intracelular.

Células de lavado peritoneal de camundongo, pré-incubadas ou ndo com BAPTA e tratadas com
diferentes concentracdes de ATP. A pré-incubagéo das células com BAPTA realizou-se em meio de
cultura durante 30 min a 37 °C. O tratamento com ATP foi feito em solugdo externa padrdo com
EGTA durante 10 min a 37 °C. Cada barra é a média de 3 experimentos independentes feitos em
duplicata.
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4.3 TRANSFECCAO DE CELULAS HEK-293 comMm 0 RECEPTOR P2X5

Os macrofagos de camundongo expressam varios tipos de receptores P2. Foi
observada a expresséo de receptores P2Y;, P2Y,, P2Y,4, P2X;,, P2X4, P2Xs, P2Xs €
P2X7; (COUTINHO-SILVA e col., 2005; LUTTIKHUIZEN e col., 2004). Isto € um
obstaculo no estudo do receptor P2X7, pois todos os fendmenos observados podem
ter contribuicbes em diferentes graus dos outros P2, que estdo sendo ativados pelos
mesmos agonistas. Por outro lado, tendo em vista as diferencas observadas na
captacao de corantes fluorescentes catidnicos e aniénicos na presenca de ATP, nos
interessava ver qual é especificamente a participacdo do receptor P2X; neste
fenbmeno e quais efeitos podem dever-se a outros receptores ou a outras
moléculas.

Para solucionar este problema experimental e trabalhar com um sistema mais
‘limpo” para pesquisar as caracteristicas do fendmeno de permeabilizacdo da
membrana plasmatica dependente de ATP decidimos transfectar células HEK-293
com o cDNA do receptor P2X;. As células HEK-293 tem sido amplamente utilizadas
no estudo do receptor P2X; pois elas ndo possuem nenhum receptor P2X, so
expressam baixas quantidades do receptor P2Y; e P2Y, (Ql e col., 2000). Criamos
assim nossa prépria linhagem que estavelmente expressa o receptor P2X; na

membrana (Figura 37 A) e comegcamos a realizar os testes funcionais.

4.3.1 REGISTROS ELETROFISIOLOGICOS DAS CELULAS HEK-P2X-

Inicialmente fomos testar a resposta eletrofisiologica destas células na

conformacdo whole-cell. Da mesma forma que observado nos macrofagos de
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camundongo, em nossas condi¢cfes experimentais, a injecdo pneumatica de ATP na
proximidade das células transfectadas provocou uma corrente de entrada,
provavelmente devida a abertura do canal catibnico associado ao receptor P2X;
(Figura 37 C). As células HEK-293 nao transfectadas com o receptor ndo mostraram
nenhuma resposta ao tratamento com ATP nas mesmas condi¢des (Figura 37 B).

A diferenca na amplitude desta corrente quando comparada com a corrente
obtida em whole-cell nos macréfagos sob o mesmo tratamento pode dever-se a
sobre expressao do receptor P2X5.

Nas células HEK-293 transfectadas como cDNA do receptor P2X; (HEK-P2X5)
nao foi possivel registrar em nenhum caso a corrente de saida, presumivelmente

pela auséncia de canais de potassio dependentes de calcio nestas células.



128

Resultados

75 kD—P>

100 pS

10 s

Figura 37 Linhagem HEK-293 estavelmente transfectadas com o receptor P2X;, expressao do
receptor e resposta eletrofisiolégica em whole-cell.

A: Western Blot mostrando a expressdo do receptor P2X; na membrana de macréfagos de
camundongo (trilha 1), auséncia de expressdo em células HEK-293 (trilha 2) e expressdo em HEK-
293-P2X; (trilha 3). Experimento representativo de 3 experimentos independentes B e C: registros
whole-cell das células HEK-293 (B) e HEK-293-P2X; (C) em resposta a injecao pneumatica com ATP
1 mM (seta), temperatura ambiente, Vy-40 mV, em solucdo externa padrédo, n = 10 células.
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No entanto, quando tentamos registrar o canal inespecifico na conformacao
cell-attached grande foi nossa surpresa e decep¢ao ao nao conseguir registrar canal
nenhum em nenhuma das células HEK-P2X7 testadas (n = 23) (Figura 38).

Foram testadas as voltagens -100 mV, -80 mV, -60 mV, -40 mV, +40 mV, +60
mV, +80 mV e maiores concentracbes de ATP extracelular (até 100 mM).
Colocamos também ATP dentro da pipeta do selo, pois supusemos que talvez nas
células HEK estivesse ausente alguma molécula responsavel pela transducédo de
sinais que se encontra ho macrofago. Em nenhum caso conseguimos ver o poro Z,
mesmo em registros de uma hora de duracéo.

Este resultado impossibilitou as futuras caracterizacdes biofisicas planejadas
para 0 poro Z neste novo sistema. Passamos entdo aos ensaios de captacdo de

corantes fluorescentes induzidos por ATPe nas células HEK-P2X5.
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Figura 38 O poro Z né&o é registrado nas células HEK-P2X;. Auséncia de registros do canal na
conformacéo cell-attached na presenca de ATPe.

Em nenhuma das células testadas conseguimos registrar o poro Z. Neste registro: ATP 3 mM, 37 °C.
Solucao do banho = solucao intrapipeta, solugcao externa padrao. V- 40 mV. n = 23 células.
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4.3.2 AUMENTO DO CALCIO CITOPLASMATICO EM RESPOSTA AO ATP NAS
CELULAS HEK-P2X,

Realizamos ensaios de medi¢do do célcio citoplasmético em células HEK-293
transfectadas ou ndo com o cDNA do receptor P2X;, para comparar os resultados
obtidos com o que acontece nos macréfagos que expressam endogenamente este
receptor.

Para as medicOes de calcio intracelular e para os ensaios de captacdo de
corantes as células HEK foram plagueadas sobre poly-L-lisina, pois o ATP produz o
desprendimento das células da placa de cultura.

Nos experimentos da Figura 39 podemos observar como a perfusdo de uma
solucéo contendo céalcio 1 mM e ATP 3 mM a 37 °C provocou a entrada mantida de
calcio nas células HEK-P2X; (Figura 39 B) mas ndo nas células HEK-293 néo
transfectadas (Figura 39 A). Nestas ultimas o tratamento com ATP induziu um
aumento transitério de célcio citoplasmético, acreditamos devido a expressdo
enddgena de receptores P2Y nas células HEK-293.

O aumento citoplasmatico de calcio foi quantificado como a relagéo entre o pico
maximo obtido com uma solu¢do de saponina 1 % e o aumento de célcio obtido
ap6s 5 minutos da perfusdo com diferentes concentracdes de ATP (Figura 39 C). A
curva dose-resposta mostra que o ECsy das células HEK-P2X; para o ATP é 800
UM, mas se consideramos a presenca de Ca** no meio externo na concentracéo de
1 mM devemos calcular a concentracdo de ATP* livre disponivel para ligar-se ao
receptor P2X;. Fazendo isto, obtivemos que o ECso para 0 ATP* é 86 uM, similar ao
registrado por Surprenant e colaboradores com o cDNA do receptor P2X; de rato em

condicbes similares (SURPRENANT e col., 1996).
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Figura 39 Registros das variacdes do célcio intracelular em resposta a perfusdo com ATP em
células HEK-293 transfectadas ou ndo com o receptor P2X.

A e B: variagdo dos niveis citoplasméticos de céalcio da célula HEK-293 (A) e HEK-P2X; (B)
Experimentos representativos de pelo menos 10 experimentos. C: curva dose-resposta. Cada ponto
da curva é a média de pelo menos 3 experimentos independentes feitos em duplicata. Todos os
registros foram feitos a 37 °C e em solucéo externa padrdo com 1 mM de célcio.
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4.3.3 ENTRADA DE CORANTES FLUORESCENTES NAS CELULAS HEK-293

TRANSFECTADAS COM P2X;

A seguir testamos a captacao de etideo e de Lucifer Yellow nas células HEK-
P2X7 induzida pela presenca de ATPe. As células HEK transfectadas ou ndo com o
cDNA do receptor foram tratadas por 15 minutos com ATP 5 mM na presenca de
brometo de etideo ou Lucifer Yellow, a 37 °C. Experimentos idénticos foram
realizados com macréfagos em paralelo para confirmar o efeito das drogas (Figura
40).

Neste experimento comprovamos que as células HEK néo transfectadas nao
deixam entrar etideo em resposta ao ATPe mas sim aquelas que foram
transfectadas com o cDNA do receptor P2X; (Figura 40 C — E). Este fendmeno é
revertido pelo pré-tratamento com ATPox (Figura 40 F), o que sugere que a entrada
do etideo é devida ao estimulo do receptor P2X5.

Nos experimentos com Lucifer Yellow observamos que o tratamento com ATPe
nao induz entrada deste corante nas células HEK-P2X; (Figura 40 | e J).

Experimentamos aumentar o tempo de exposicdo ao ATP até 20 minutos, mas
obtivemos o mesmo resultado: Lucifer Yellow ndo entrou nas células HEK-P2X5.
Mais uma vez encontramos uma diferenca no fenbmeno de captacdo de corantes
anibénicos e catidnicos: o etideo, corantes catidnico, entrou na células HEK-P2X,

enguanto que Lucifer Yellow, corante aniénico, nao.
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Controle ATP 5 mM

Macrofago

HEK-P2X7

HEK sem transfeccao
e

HEK —-P2X7 com
ATPox

Macrofago

HEK-P2X;

Figura 40 As células HEK-P2X; permitem a entrada de etideo mas ndo de Lucifer Yellow em
resposta ao tratamento com ATP extracelular

A: macrofagos com brometo de etideo. B: macréfagos com brometo de etideo e ATP 5 mM. C: HEK-
P2X; com brometo de etideo. D: HEK-P2X; com brometo de etideo e ATP 5 mM, E: HEK com
brometo de etideo e ATP 5 mM. F: HEK-P2X; com brometo de etideo e ATP 5 mM, pré-incubados
com ATPox, 500 uM durante 2 horas. G: macréfagos com Lucifer Yellow H: macréfagos com ATP 5
mM e Lucifer Yellow |I: HEK-P2X; com Lucifer Yellow J: HEK-P2X; com ATP 5 mM Lucifer Yellow.
Todos os tratamentos foram feitos por 15 minutos, em solugdo externa padrdo a 37 °C. As barras
equivalem ambas a 100 um. n = 5 experimentos independentes.
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Como o cDNA utilizado para transfectar as células HEK-293 € de rato, e
Nossos experimentos estdo sendo sempre realizados em células de camundongo,
realizamos ensaios de permeabilizacdo com macréfagos de rato, nas mesmas
condicbes, para ver se esta diferenca na entrada de corantes anibnicos tratava-se
de uma variabilidade do receptor P2X; interespecifica. Como observa-se na Figura
41, os macrofagos de rato permitiram a entrada de etideo e de Lucifer Yellow em
resposta ao tratamento com ATP 5 mM.

Para confirmar que a diferenca observada na captacdo de etideo e de Lucifer
Yellow estava relacionada com a carga e ndo com o tipo de corante, testamos outros
corantes fluorescentes nos macrofagos e nas células HEK-P2X5.

Utilizamos YO-PRO-1, outro cation e carboxifluoresceina, outro anion. Nossos
resultados foram os mesmos que obtidos anteriormente: enquanto estes dois
corantes entram no macrofago apos tratamento deste com ATP 5 mM (Figura 42 A,

B, E e F), s6 o YO-PRO-1 entrou na célula HEK-P2X; (Figura 42 C, D, He ).
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Controle ATP 5 mM

Figura 41 Os macréfagos de rato deixam entrar tanto Lucifer Yellow quanto etideo em resposta
ao tratamento com ATP extracelular.

A: macrofagos com brometo de etideo. B: macréfagos com brometo de etideo e ATP 5 mM. C:
macrofagos com Lucifer Yellow D: macréfagos com ATP 5 mM e Lucifer Yellow. Todos os
tratamentos foram feitos por 15 minutos, em solugdo externa padrdo a 37 °C. As barras equivalem
ambas a 100 um. n = 2 experimentos independentes.
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Controle ATP 5 mM

oy

Macrofagos

HEK-P2X7

Macréfagos

HEK-P2X5

Figura 42 As células HEK-P2X; permitem a entrada de YO-PRO-1 mas né&o de
carboxifluoresceina em resposta ao ATP extracelular.

A: macréfagos com YO-PRO-1. B: macréfagos com YO-PRO-1 e ATP 5 mM. C: HEK-P2X; com YO-
PRO-1 D: HEK-P2X; com YO-PRO-1 e ATP 5 mM. F: macréfagos com carboxifluoresceina. G:
macrofagos com carboxifluoresceina e ATP 5 mM. H: HEK-P2X; com carboxifluoresceina. I: HEK-
P2X; com carboxifluoresceina e ATP 5 mM. Todos os tratamentos foram feitos por 15 minutos, em
solucdo externa padrdo a 37 °C. As barras equivalem ambas a 100 um. n = 4 experimentos
independentes.
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Para descartar a possibilidade de que as diferencas observadas estejam
relacionadas com a localizacdo intracelular do corante, testamos nas células HEK-
P2X7; um cation de localizacéo citoplasmatica e escolnemos com esta finalidade o
corante MQAE. O MQAE é um cortante catibnico utilizado para medir entrada de
cloreto nas células, ja que ele possui a propriedade de fluorescer em condi¢cdes de
baixas concentracdes de cloreto, a presenca de cloreto inibe sua fluorescéncia.

Tendo isto em mente utilizamos nos ensaios de permeabilizagcdo uma solucéo
na qual o cloreto foi substituido pelo glutamato (Solucdo com Glutamato).

Como mostra a Figura 43, o MQAE entrou tanto nos macroéfagos de
camundongo tratados durante 10 minutos com ATP 5 mM (Figrua 43 B), quanto nas
células HEK-P2X; Figura 43 E e F), mas ndo nas células HEK nao transfectadas
(Figura 43 D) nem nas células nao tratadas com ATP (Figura 43 A, C e E).

Estes dados confirmaram nossa idéia de que as células HEK-P2X7, por algum
motivo ainda desconhecido, permitem a entrada de cétions mas nao de anions apés

o tratamento com ATPe.
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Controle ATP 5 mM

Macrofagos

HEK-WT

HEK-P2X5

Figura 43 Os macro6fagos de camundongo e as células HEK-P2X; deixam entrar MQAE em
resposta ao tratamento com ATP extracelular.

A: macréfagos com MQAE. B: macrofagos com MQAE e ATP 5 mM. C: HEK-293 com MQAE D:
HEK-293 com MQAE e ATP 5 mM. E: HEK-P2X; com MQAE. F: HEK-P2X; com MQAE e ATP 5 mM.
G: estrutura do MQAE. Todos os tratamentos foram feitos por 15 minutos, em solu¢cdo com glutamato
a 37 °C. n = 3 experimentos independentes.
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Para confirmar que a solucdo com baixa concentracéo de cloreto, utilizada nos
ensaios de fluorescéncia com MQAE, nao interfere no fendbmeno de permeabilizacao
induzido por ATP realizamos ensaios controles em macréfagos de camundongo com
esta solucdo na presenca de Lucifer Yellow e brometo de etideo.

Os macréfagos de camundongo foram tratados ou ndo com ATP 5 mM durante
10 minutos a 37 °C em uma solucdo com baixa concentracdo de cloreto. Ao
observar os resultados tivemos outra surpresa: nestas condicbfes a captacdo de
etideo induzida pelo ATPe aumentou significativamente (p < 0,01) quando
comparado com a captacdo deste corante na solucdo padrdo (Figura 44 A - D e
Figura 45 A), enquanto que significativamente diminuiu (p < 0,001) a entrada de
Lucifer Yellow nas mesmas condi¢des (Figura 44 D - G Figura 45 B).

Ainda ndo esta claro por que motivo a auséncia de CI interfere na captacéo de
Lucifer Yellow, enquanto potencia a captacdo de etideo. Os dados na literatura
sobre a interferéncia deste anion nos processos mediados pelo receptor P2X; seréo
abordados na secgdo “Discussdo”. Porém, o que podemos concluir destes
experimentos € que a entrada de corantes anibnicos e a de corantes catibnicos
estimulada pelo ATPe acontecem no macrofago por vias separadas, e por algum
motivo, s6é uma destas vias esta presente nas células HEK-P2X5.

A auséncia da via de captacao de corantes fluorescentes anibnicos nas células
HEK-P2X; poderia dever-se a uma particularidade deste tipo celular ou ser uma
caracteristica comum aos sistemas de expressao heteréloga do receptor P2X7, pois,
como apresentado na introducéao, quando fomos olhar a literatura encontramos que
em nenhum caso de transfeccdo do receptor foi testada entrada de corantes

anidnicos.
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Controle ATP 5 mM

Solucéo Padréo

Solugédo com
Glutamato

Solucédo Padréo

Solucéo com
Glutamato

Figura 44 A entrada de Lucifer Yellow mas ndo a de etideo é diminuida nos ensaios de
captacdo de corantes em resposta ao tratamento com ATPe na solucdo com baixa
concentracao de cloreto.

Macroéfagos intraperitoneais de camundongo. A e C: com brometo de etideo. B e D: com brometo de
etideo e ATP 5 mM. E e G: com Lucifer Yellow. F e H: com Lucifer Yellow e ATP 5 mM. A - D: em
solucdo externa padréo E — H: em solu¢cdo com glutamato. Todos os tratamentos foram feitos por 10
minutos, a 37 °C. n = 3 experimentos independentes.
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Figura 45 Quantificacdo da captacédo de corantes fluorescentes em macréfagos em resposta ao
ATP extracelular em solucdo padrao e solucdo com baixa concentracao de cloreto.

A: gquantificacdo da entrada de brometo de etideo. B: quantificacdo da entrada de Lucifer Yellow. Os
experimentos quantificados correspondem as fotos da Figura 44. Cada barra do gréfico foi calculada
como a média de 3 experimentos independentes feitos em duplicata. ** p < 0,01, *** p < 0,001
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4.4 OUTRAS LINHAGENS CELULARES TRANSFECTADAS COM O RECEPTOR

P2X;

Com a intencéo de saber se a auséncia da captacdo de corantes aniénicos na
presenca de ATP que tinhamos encontrado nas células HEK-P2X7, acontecia em
outras linhagens celulares transfectadas com o receptor ou se se tratava de uma
particularidade das células HEK fomos a testar a entrada de etideo e de Lucifer
Yellow em astrocitomas 1321N1, também transfectados com o cDNA do receptor
P2X7 (astrocitomas 1321N1-P2X;). Estas células foram cedidas generosamente pela
Dra. Eliana Scemes (Albert Einstein College of Medicine, New York, USA).

Nos ensaios de captacdo de corantes fluorescentes realizados com o0s
astrocitomas 1321N1-P2X; comprovamos que o tratamento com ATP extracelular
durante 10 minutos a 37 °C induz entrada de etideo (Figura 46 A e B), mas nédo de
Lucifer Yellow (Figura 46 C e D).

Estes experimentos nos permitem concluir que a entrada de corantes
catidnicos e anidnicos ndo acontece pela mesma via, pelo menos ndo em todas as
células. A presenca do receptor P2X; parece ser suficiente para induzir captacéo de
corantes catibnicos em resposta ao tratamento com ATP, mas ndo para permitir a

entrada de corantes anionicos.
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Controle ATP 5 mM

Figura 46 O tratamento com ATPe nos astrocitomas 1321N1-P2X; provoca entrada de etideo
mas nado de Lucifer Yellow.

Astrocitomas 1321N1-P2X; tratados com A: brometo de etideo. B: brometo de etideo e ATP 5 mM. C:
Lucifer Yellow D: Lucifer Yellow e ATP 5 mM. Todos os tratamentos foram feitos em solugéo externa
padrdo, durante 10 minutos, a 37 °C. n = 3 experimentos independentes.
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4.5 BUSCANDO UMA EXPLICACAO PARA AS DIFERENCAS OBSERVADAS

ENTRE 0S MACROFAGOS E AS CELULAS HEK-P2X

Nossos resultados obtidos até este ponto nos indicavam que:

- a composicao ibnica do meio extracelular em que se realiza o ensaio de
captacdo de corantes influencia de maneira diferente a entrada de cétions e de
anions fluorescentes na presenca de ATPe

- 0 poro Z registrado eletrofisiologicamente no macréfago na presenca de ATPe
nao é registrado nas mesmas condi¢des nas células HEK-P2X7

- nas células transfectadas pelo receptor P2X; s6 encontra-se ativa a via de
captacao de corantes fluorescentes catiénicos

Em vista destes dados, desenvolvemos entdo uma hipétese que relacionasse
os dois fenbmenos que estdo ausentes nas células HEK-P2X7;: os corantes
anidnicos entrariam pelo poro Z registrado em cell-attached, enquanto que os
corantes catibnicos estariam entrando por algum outro mecanismo. Estes dois
processos seriam dependentes do estimulo do receptor, pois nenhum dos dois
acontece em camundongos que ndo expressam o receptor P2Xs.

Para testar nossa hipotese desenhamos uma série de experimentos. Em
primeiro lugar pensamos num experimento simples que nos permitisse comprovar a
hipétese de que os corantes anidnicos estdo entrando na célula por um mecanismo
difusional, compativel com a idéia de um poro abrindo na membrana plasmatica,
enguanto os corantes catidnicos nao.

Os macroéfagos de camundongo aderidos a placa de cultura foram tratados com
ATP 5 mM durante 10 minutos a 37 °C em auséncia de qualquer corante.

Posteriormente as células foram levadas a 4 °C, ainda na presen¢ca de ATP 5 mM e
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o corante fluorescente foi adicionado nestas condi¢cdes e mantido durante outros 10
minutos. O tratamento com ATP a 37 °C abriria um poro e este permaneceria aberto
ainda a 4 °C, se o corante estiver difundindo através dele deveriamos ver a célula
fluorescente apos este procedimento. Este experimento foi inspirado no trabalho de
Elliot e colaboradores, quem o utiliza para carregar a célula com trehalose numa
técnica de preservacao celular (ELLIOTT e col., 2005).

Na Figura 47 observamos que nem o etideo (Figura 47 A-C) nem o MQAE
(Figura 47 D e E) sdo capazes de entrar nos macrofagos tratados da maneira
descrita, enquanto que o Lucifer Yellow (Figura 47 F e G) difunde através do poro e
entra na célula.

Para confirmar este resultado realizamos o mesmo experimento utilizando
outro anion, carboxifluoresceina, e outro cation, sulfo-rodamina B, e tivemos
resultados similares. Enquanto que a carboxifluoresceina difunde até o citoplasma
da célula uma vez que o poro Z foi ativado com ATP a 37 °C (Figura 48 C e D), a
sulfo-rodamina-B ndo entra nas células nas mesmas condi¢des (Figura 48 A e B).

Estes experimentos nos permitem concluir que os corantes anidnicos estao
entrando na célula por um processo de difusdo, compativel com a idéia de que sao

este tipo de corantes fluorescentes que estdo passando através do poro Z.
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ATP e corante a 37 °C ATP a 37 °C, corante a 4 °C De volta a 37 °C

Figura 47 Ensaios de captacdo de corantes fluorescentes com tratamento com ATPea 37°C e
entrada de etideo, Lucifer Yellow e MQAE a 4 °C em macré6fagos de camundongo.

A: Tratamento com ATP 5 mM durante 10 minutos e brometo de etideo durante 15 minutos & 37 °C
(controle positivo). B: Tratamento com ATP 5 mM a 37 °C durante 10 minutos, e incubacdo com ATP
5 mM e brometo de etideo a 0 °C. C: Mesma placa que em B levada a 37 °C nas mesmas condi¢des.
D: Tratamento com ATP 5 mM durante 10 minutos e MQAE durante 15 minutos a 37 °C (controle
positivo). E: Tratamento com ATP 5 mM a 37 °C durante 10 minutos, e incubagcdo com ATP 5 mM e
MQAE a 4 °C. F: Tratamento com ATP 5 mM durante 10 minutos e Lucifer Yellow durante 15 minutos
a 37 °C (controle positivo). G: Tratamento com ATP 5 mM a 37 °C durante 10 minutos, e incubacéo
com ATP 5 mM e Lucifer Yellow a 4 °C. Todos os experimentos foram feitos em solugdo externa
padrdo exceto F e G que foram incubados na solucao de baixo cloreto. As barras equivalem ambas a
100 um. n = 4 experimentos independentes.
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ATP e corante a 37 °C ATP a 37 °C, corante a 4 °C

Figura 48 Ensaios de captacdo de corantes fluorescentes com tratamento com ATP a 37 °C e
entrada de sulfo-rodamina B e carboxifluoresceina a 4 °C em macro6fagos de camundongo.

A: Tratamento com ATP 5 mM durante 10 minutos e sulfo-rodamina B durante 10 minutos a 37 °C
(controle positivo). B: Tratamento com ATP 5 mM a 37 °C durante 10 minutos, e incubacdo com ATP
5 mM e sulfo-rodamina B a 4 °C durante 10 minutos. C: Tratamento com ATP 5 mM durante 10
minutos e carboxifluoresceina durante 10 minutos a 37 °C (controle positivo). E: Tratamento com ATP
5 mM a 37 °C durante 10 minutos, e incubagdo com ATP 5 mM e carboxifluoresceina a 4 °C durante
10 minutos. n = 2 experimentos independentes.



149

Resultados

Posteriormente, idealizamos outro experimento para demonstrar a passagem
do Lucifer Yellow através de um poro na membrana. Para este experimento nos
baseamos na seguinte idéia: se 0os corantes anidnicos estdo entrando por um canal,
provavelmente ele seja capaz de sair pelo mesmo caminho. Neste sentido,
decidimos fazer dois tratamentos com ATP, o primeiro para que o corante entre na
célula e o0 segundo para que este corante saia do citoplasma.

Um problema que tivemos que enfrentar durante estes ensaios foi o fato,
descrito por Lipman e col. em 1990, de que quando o corante anidnico entra no
citoplasma € bombeado por transportadores de anions até o interior de vesiculas
citoplasmaticas (LIPMAN e col., 1990). Por este motivo, 0 hosso experimento s6 deu
certo quando pré-incubamos os macréfagos com probenecida 5 mM, um inibidor
destes transportadores para anions, que garantiu que o corante fique no citoplasma
e possa sair da célula quando o canal € novamente aberto.

Como pode ser observado na Figura 49, macréfagos carregados com Lucifer
Yellow por um primeiro tratamento com ATP ficam vazios deste corante se sao
tratados novamente com a mesma concentracdo de ATP durante 0 mesmo periodo
de tempo, a 37 °C.

Nos detalhes da Figura 49 (Figura 49 E e F) pode ver-se a diferenca na
localizacdo citoplasmética do corante anibnico: enquanto nas células ndo tratadas
com probenecida observa-se o corante dentro das vesiculas, nas células tratadas
com o inibidor dos transportadores anibnicos o corante encontra-se livre no
citoplasma, disponivel para difundir através do poro que o ATP abrird novamente na

membrana plasmatica.
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Figura 49 Experimentos de entrada e saida de Lucifer Yellow através do poro aberto pelo ATP
associado ao receptor P2X; em macr6fagos de camundongo.

A: Macroéfagos tratados com Lucifer Yellow durante 20 minutos. B: Macréfagos tratados com ATP 5
mM na presenca de Lucifer Yellow durante 10 minutos. C: Macrofagos tratados com ATP 5 mM na
presenca de Lucifer Yellow durante 10 minutos, e mantidas mais 10 minutos até o momento de tirar a
foto. D: Macréfagos tratados com ATP 5 mM na presenca de Lucifer Yellow durante 10 minutos,
lavadas e tratadas novamente com ATP 5 mM durante 10 minutos mais. E: Detalhe das células
tratadas com ATP 5 mM e Lucifer Yellow sem probenecida (as setas indicam as vesiculas
citoplasmaticas contendo o corante). F: Detalhe das células tratadas com ATP 5 mM na presenca de
probenecida. Todos os experimentos foram feitos em solucdo externa padrao a 37 °C. As barras
equivalem ambas a 100 um. n = 3 experimentos independentes. Em todos o0s casos exceto E as
células forma pré-incubadas com probenecida 5 mM por 30 minutos e os tratamentos foram feitos
também na presenca desta droga na mesma concentragao.
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O mesmo experimento foi realizado com um corante citoplasmatico catiénico, a
sulfo-rodamina B. Os macrofagos de camundongo foram incubados ou ndo com ATP
5 mM durante 10 minutos na presenca da sulfo-rodamina B. As células foram
fotografadas para comprovar que no caso do tratamento com ATP o corante entrou e
na auséncia do ATP o corante ndo entrou (Figrua 50 A e B). Posteriormente as
células tratadas com ATP com o corante fluorescente no citoplasma foram
novamente incubadas ou ndo com ATP 5 mM por outros 10 minutos (Figura 50 C e
D). Em nenhum destes dois casos o0 corante saiu da célula.

No caso da sulfo-rodamina B este corante ndo difundiu do citoplasma da célula
mesmo apos 30 minutos de tratamento com ATP 5 mM. O tratamento com saponina
1 % permitiu a saida da sulfo-rodamina B da célula, mostrando que a permanéncia
dentro da célula no caso do tratamento com ATPe ndo se deve a ligacdo deste
corante com algum componente do citoplasma.

Estes experimentos nos indicam que enquanto 0s corantes anidnicos
fluorescentes entram e saem da célula através de um poro aberto na membrana da
célula pela presenca do ATPe (possivelmente o poro Z), os corantes catibnicos

utilizam outro mecanismo, até agora desconhecido.
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Figura 50 Ensaios de entrada e saida de sulfo-rodamina B através do poro aberto pelo ATP
associado ao receptor P2X; em macr6fagos de camundongo.

A: Macréfagos tratados com sulfo-rodamina B durante 20 minutos. B: Macréfagos tratados com ATP
5 mM na presenca de sulfo-rodamina B durante 10 minutos. C: Macréfagos tratados com ATP 5 mM
na presenca de sulfo-rodamina B durante 10 minutos, e mantidas mais 10 minutos até o momento de
tirar a foto. D: Macréfagos tratados com ATP 5 mM na presenca de sulfo-rodamina B durante 10
minutos, lavadas e tratadas novamente com ATP 5 mM durante 10 minutos mais. Todos o0s
experimentos foram feitos em solucdo externa padrdo a 37 °C. As barras equivalem ambas a 100um.
n = 2 experimentos independentes.



153

Resultados

Recentemente, dois grupos de pesquisadores relataram que o receptor P2X; &
capaz de formar heterodimeros com P2X,; na membrana da célula (GUO e col.,
2007) e que as correntes do receptor P2X; podem ser afetadas pela presenca deste
outro receptor (BRONE e col., 2007).

Pensando na possibilidade de que os processos de captacdo de corantes
fluorescentes induzidos por ATPe sejam influenciados pela presenca do receptor
P2X, realizamos uma co-transfeccao transitoria nas células HEK, expressando o
cDNA do receptor P2X, junto com o cDNA do receptor P2X; (HEK-P2X7-P2X,).
Talvez para o correto funcionamento do poro Z seja necessaria a expressao do
P2Xj.

As células HEK-P2X7-P2X, foram tratadas com ATPe 5 mM durante 10 e 20
minutos na presenca de corantes catidnicos (etideo) e aniénicos (Lucifer Yellow).
Porém, ndo obtivemos resultados diferentes do que os obtidos com as HEK-P2Xy:
nem as células HEK-P2X, nem as células HEK-P2X7-P2X, permitiram a entrada de

corantes anidnicos (dados ndo mostrados).

46 O PROBLEMA DA ENTRADA DOS CORANTES FLUORESCENTES

CATIONICOS

Ao longo desta tese de doutorado desenvolvemos a hip6tese de que os
corantes fluorescentes anidnicos estariam entrando na célula difundindo através de
um poro aberto na membrana pela acdo do ATPe. Mas, por onde entram na célula
0S corantes catidnicos, cuja captura também é estimulada pelo ATPe e depende do

receptor P2X;?
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Pensamos na possibilidade de que os corantes catibnicos estejam sendo
endocitados. De fato, quando as células sdo incubadas com altas concentracfes de
corante em auséncia de ATPe, observa-se formacdo de vesiculas fluorescentes
perto da membrana plasmatica. De alguma maneira o ATP poderia estar
estimulando a passagem do corante destas vesiculas até o citoplasma.

Desenhamos entdo um experimento que consistiu em incubar as células com
20 mM de sulfo-rodamina B durante 10 minutos. Depois de lavar o corante e
observar a formacéo de vesiculas citoplasmaticas, tratamos as células com ATP 5
mM durante 10 minutos. Nestas condi¢cdes ndo observamos passagem de corante

das vesiculas ao citoplasma (Figura 51).



155

Resultados

Controle ATP 5 mM

Figura 51 Efeito do ATPe nas vesiculas endociticas formadas pela incubacdo dos macréfagos
de camundongo com sulfo-rodamina B

A e C: macrofagos incubados durante 10 minutos na presenca de sulfo-rodamina B 20 mM. B e D:
tratamento dos macréfagos apresentando as vesiculas com sulfo-rodamina B no citoplasma com ATP
5 mM durante 10 minutos. Todos os tratamentos foram realizados a 37 °C. n = 1 experimento.
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Enquanto esta tese estava sendo desenvolvida, experimentos de transducao
intracelular de sinais nos levaram ao encontro de uma droga que provoca has
células captacao de etideo mas nao de Lucifer Yellow. Esta droga € um inibidor de
lipoxigenase chamado NDGA (do inglés Nordihydroguaiaretic acid), que também tem
sido descrito como um inibidor do transporte vesicular intracelular (ARTEAGA e col.,
2005). A incubacdo do NDGA na concentracdo de 50 pM induz a entrada de etideo
(Figura 52 A e B) e YO-PRO-1, mas nao de Lucifer Yellow (ndo mostrado).

Experimentos de medi¢cBes do calcio intracelular mostraram que a incubacao
dos macréfagos nas mesmas condicdes nas quais o NDGA induz entrada de etideo
esta droga ndo produz aumento nos niveis de Ca®" citoplasmatico (Figura 52 C).

O fato de que o NDGA estimule a entrada de corantes fluorescentes mas néo
de anions e de que o mesmo tratamento ndo deixe entrar Ca** no citoplasma,
mostra que € possivel que exista um mecanismo de entrada para os corantes
catibnicos distinto a passagem através de um poro. O processo de captacao de
corantes pelo tratamento dos macréfagos com NDGA ainda esta sendo estudado no
laboratério e pode tratar-se ou ndo de um mecanismo similar ao estimulado pelo
ATPe. Em camundongos P2X;" o tratamento com NDGA continua induzindo entrada
de etideo nas células (dados ndo mostrados), 0 que sugere que se a via de entrada
do etidio ativada por esta droga é a mesma que a estimulada pelo ATPe, o NDGA

aesta ativando em um nivel da cascata de sinalizacdo posterior a ativacdo do

receptor P2X5.
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Controle NDGA 50 uM

NDGA

5u.a.

100 s

Figura 52 O NDGA estimula entrada de etideo nos macréfagos sem provocar entrada do calcio
extracelular

Macrofagos intraperitoneais de camundongo. A e B: ensaios de captacdo de etideo realizados por
Hercules Antonio da Silva. A: células incubadas com brometo de etideo. B: células incubados com
brometo de etideo e NDGA 50 pM. C: medicdo dos niveis citoplasmaticos de calcio durante a
perfusdo das células com NDGA 50 uM. Todos os tratamentos foram feitos durante 10 minutos a 37
°C. Experimentos representativos de pelo menos 5 experimentos independentes.
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5.1 CONSIDERACOES GERAIS

A estimulacdo do receptor P2X; pelo ATPe provoca varios efeitos no sistema
imune, como a liberacédo de IL-1B e IL-18 em macrofagos e diferenciacdo e morte
em diversos tipos celulares. Entre os fenbmenos que a ativacdo deste receptor
desencadeia nas células encontra-se o que tem sido chamado de “permeabilizagao
da membrana plasmatica”, descrito na literatura como uma caracteristica particular
do receptor P2X; e que consiste na abertura de poros ou canais inespecificos na
membrana que deixam passar moléculas de até 900 Da. Ainda néo esta claro qual é
a funcionalidade deste fenbmeno na fisiologia da célula.

A “permeabilizacdo” da membrana celular induzida pelo ATPe via receptor
P2X;, medida como a entrada de corantes fluorescentes na célula, tem merecido
grande atencdo nos ultimos anos e varios grupos de pesquisa tentaram elucidar
suas caracteristicas biofisicas, farmacologicas e bioquimicas, bem como sua
identidade molecular. Utilizando corantes fluorescentes de diversas propriedades foi
sempre dado por entendido que todos eles entrariam por algum tipo de poro aberto
na membrana plasmatica pela acdo do ATPe e foi pesquisado seu funcionamento
em células nativas e em sistemas heterélogos, buscando uma relacdo entre a
entrada destes corantes e a liberacdo de interleucinas, diversas cascatas
intracelulares e a morte celular.

Ao longo desta tese de doutorado realizamos diferentes ensaios, abordando o
fenbmeno associado a ativacdo do receptor P2X; desde diferentes angulos
experimentais e comparando o0s resultados obtidos. Utilizamos registros
eletrofisiologicos, medi¢cdes dos niveis citoplasmaticos de calcio e captagdo de

diversos tipos de corantes, tanto em células que expressam endogenamente o
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receptor quanto em células transfectadas com seu cDNA. A principal contribuicdo
desta tese de doutorado acreditamos seja a descoberta de que nem todos os
corantes fluorescentes utilizados historicamente na pesquisa do receptor P2X;
entram na célula pelo mesmo mecanismo, e isto leva necessariamente a uma
reavaliacdo das conclusdes feitas a partir de todos os dados obtidos até o momento.

Propormos que o termo “permeabilizagcdo da membrana plasmatica” deve ser
abandonado, pois o fendmeno induzido pelo ATPe ndo se trata simplesmente da
formacdo de poros na membrana, sendo que, além desta, alguns tipos de corantes
podem estar entrando no citoplasma por outra via que ainda ndo esta totalmente
esclarecida. I1sso implica na necessidade de revisdo de muitos resultados até agora
publicados na literatura que avaliavam apenas um dos fendmenos associados ao
receptor P2X7, geralmente a captura de etideo ou Yo-Pro-1, supondo que com isso
se analizava o “poro de permeabilizagdo”. Com isso, novas perspectivas se abrem
na interpretacdo do papel desses receptores no sistema imune e na elaboragcao de

estratégias farmacolégicas para imunomodulacédo baseada em receptores P2.

52 OPoOrROZ

O canal inespecifico registrado em cell-attached na presenca de ATPe foi
chamado de poro Z e acreditou-se ser o canal pelo qual os corantes fluorescentes e
outras moléculas entram na célula apos ativacdo do receptor P2X;. Esta correlacéo
foi feita a partir do fato de que este canal € inespecifico, pois seu potencial de
reversao é muito préximo de zero, e de experimentos que mostram que através
deste canal é capaz de passar ions organicos relativamente grandes, como Tris,

NMDG" e Glutamato™ (COUTINHO-SILVA e PERSECHINI, 1997). Porém, o maior
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destes ions organicos, o NMDG", tem um peso molecular de 195 Da, muito inferior
aos 900 Da que a literatura menciona como peso molecular maximo capaz de
atravessar o poro da membrana aberto pelo ATPe, obtido a partir de ensaios de
captacdo de corante fluorescentes realizados pela equipe de Silverstein em 1987
(STEINBERG e col., 1987). No trabalho que deu origem a idéia de que o limite de
peso molecular capaz de atravessar o poro ativado pelo ATPe os autores avaliam a
entrada de diferentes corantes fluorescentes aniénicos em macrofagos J774. Eles
observam que a carboxifluoresceina (376 Da), o Lucifer Yellow (457 Da) e o FURA-2
(831 Da) séo capazes de difundir no interior da célula, enquanto Azul de Evans (961
Da) e Azul de Tripan (961 da) ndo (STEINBERG e col., 1987). Os pesos moleculares
entre parénteses sdo os informados pelos autores no artigo, mas referem-se aos
corantes fluorescentes mais o0s contra ions associados na forma salina. Se
considerarmos que estes corantes serdo dissolvidos em agua e que a espécie que
atravessa 0 poro, como 0s préprios pesquisadores descrevem, é sO o0 anion,
devemos analisar o peso molecular individual da forma anionica. Fazendo isto
teremos que a maior molécula testada capaz de difundir através do poro sera o
FURA-2 com 632 Da, enquanto que o Azul de Evans e o Azul de Tripan, nédo
conseguem entrar na célula com 869 Da cada um. Isto supde que devemos reavaliar
0 que todos os autores, incluindo nGés mesmos até hoje, consideravamos uma
verdade.

Continua sem ser resolvida a questdo que diz respeito a relagdo entre o que
passa pelo poro Z registrado eletrofisiologicamente e aos corantes fluorescentes que
entram na célula. Neste contexto, € de relevancia destacar as observacdes de Jiang
e colaboradores. Estes autores sugerem que poderia existir mais de uma via de

entrada para as moléculas organicas durante o tratamento com ATPe (JIANG e col.,
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2005). Em células HEK-293 transfectadas com P2X; estes autores observaram que
0 aumento da permeabilidade ao NMDG, induzido pelo ATPe é anulado em
presenca de concentragcdes normais de Na' extracelular, enquanto a captacdo de
YO-PRO-1 acontece normalmente nestas mesmas condigcdes. No mesmo sentido,
0S autores mostram que retirando a porcéo rica em cisteinas na regido extracelular
da proteina P2X; anula-se a permeabilidade ao NMDG sem afetar a entrada de YO-
PRO-1.

Devemos notar no entanto que a permeabilidade ao NMDG" foi medida por
esta equipe através de registros eletrofisiolégicos na conformacdo whole-cell,
enquanto que os poros Z foram originalmente obtidos em cell-attached e a captura
de YO-PRO foi realizada em células livres.

Até o momento o Unico experimento que correlaciona o registro de canal
unitario do poro Z com a entrada de corantes foi feito por Faria e colaboradores,
utilizando o corante fluorescente anidnico Lucifer Yellow (FARIA e col., 2004). Este
grupo de pesquisadores observa a passagem do corante desde a pipeta de registro
até célula através do patch de membrana no selo, enquanto registra a abertura de
um canal de 423 + 19 pS. Os mesmos autores utilizam entrada de etideo como
indicacdo de abertura do poro mas nao testam a entrada deste corante na mesma
condi¢do na qual é testada a entrada do corante aniénico: no trabalho a entrada de
etidio € observada colocando este corante no banho, ndo na pipeta do selo (FARIA
e col., 2004).

Por outro lado, cabe destacar que ndo encontramos na literatura nenhum
estudo relatando canais unitarios dos poros Z em células transfectadas com o cDNA
do receptor P2X;. Células HEK-293 e astrocitomas 1321N1 tém sido as células

utilizadas com maior frequiéncia e em todos 0s casos, quando se relata a presenca
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de correntes elétricas em resposta ao ATPe, fala-se de correntes registradas em
whole-cell, nunca em cell-attached.

Em 1996 Surprenant e colaboradores clonaram pela primeira vez o receptor
P2X7 a partir de células do sistema nervoso de rato e caracterizaram os fenémenos
relacionados com a expressao deste receptor em células HEK-293 (HUANG e col.,
1993). Eles descreveram a captura de YO-PRO-1 e correntes catidnicas de entrada
em whole-cell. Segundo estes pesquisadores a continua estimulacdo (alguns
segundos) das células HEK-P2X7 leva a um aumento na permeabilidade, pois as
correntes elétricas séo inicialmente devidas a entrada s6 de pequenos cations
inorganicos mas alguns segundos apos continua estimulagcdo com o agonista (10-20
s) pode ser evidenciada a passagem de NMDG" (VIRGINIO e col., 1999a). Porém,
um fato destacavel é que, mesmo nas condi¢cdes nas quais 0s autores observam
entrada de cations organicos grandes, a permeabilidade para cloreto continua sendo
baixa, o que levou estes pesquisadores a concluir que este efeito, chamado por eles
de “alargamento do poro” é um fendmeno seletivo para cations. Mesmo assim, e
sem relato algum sobre a captura ou ndo de corantes aniénicos, esse fendmeno foi
identificado como correspondendo a “permeabilizacdo induzida por ATPe”
previamente atribuida ao receptor P2Z, um receptor até entdo caracterizado apenas
funcional- e farmacologicamente, antes da era da clonagem dos receptores P2
(RASSENDREN e col., 1997; SURPRENANT e col., 1996).

Desde entdo, varios outros grupos de pesquisa tém utilizado sistemas de
expressao heterdloga para estudar os fenbmenos associados ao receptor P2X; mas
em todos 0s casos as correntes catibnicas em whole-cell e a entrada de corantes
catidnicos tem sido indicadas como evidéncias do correto funcionamento do sistema

de expresséao.
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A idéia do “alargamento do poro” ou “dilatagdo do poro” implica na nocéo de
que o préprio receptor P2X; € o responsavel pela formacdo do poro Z, idéia que
recentemente foi abandonada pelo mesmo grupo de pesquisadores que a lancou,
favorecendo agora a idéia de que o poro de permeabilizacdo seria composto de
moléculas distintas do proprio P2X; (PELEGRIN e SURPRENANT, 2006b).

Ja em 1998 nossa equipe tinha proposto que os poros Z correspondiam a uma
entidade molecular diferente do canal catidnico formado pelo receptor P2X;
(PERSECHINI e col., 1998). Mais de uma década depois varios grupos de pesquisa
aceitam a idéia de que a panexina-1 seria a molécula formadora de poros associada
ao receptor P2X; de alguma maneira ainda ndo esclarecida (PELEGRIN e
SURPRENANT, 2006a; DI VIRGILIO, 2007a; LOCOVEI e col., 2007). Refor¢ando
esta idéia, Riedel e colaboradores observaram recentemente, em experimentos
eletrofisioldgicos na conformacdo outside-out realizados em células transfectadas
com o receptor P2X7, que o canal de ~8 pS ndo aumenta a permeabilidade a cations
organicos, mesmo depois de mantida estimulacdo com ATPe. Os autores observam
que cations como Tris* e NMDG" sé&o capazes de atravessar o canal formado pelo
receptor P2X; e que a permeabilidade a estas moléculas permanece constante ap0s
mais de um minuto de estimulacdo com o agonista. Este fato leva aos pesquisadores
concluir que moléculas organicas grandes como o etideo ndo entram por este canal,
descartando a hipétese de dilatacdo do poro e sugerindo a existéncia de outra
molécula (RIEDEL e col., 2007).

Em nossas condicbes experimentais, na conformacédo cell-attached,
registramos um canal de 440 + 16 pS em macrofagos de camundongo estimulados
com ATP 1 mM. Este canal, que chamamos de poro Z, apresentou dependéncia de

voltagem, ja que so foi registrado em condi¢cdes de despolarizacdo da membrana, e
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de temperatura, jA que nao foi possivel registrar atividade do canal a menos de ~30
°C. A curva corrente vs voltagem mostrou que o potencial de reversao € perto de 0
mV, o0 que é compativel com a idéia de um canal inespecifico (Figura 23 e Figura
24). Estes dados estdo de acordo com o que nosso grupo (COUTINHO-SILVA e
PERSECHINI, 1997) e outros (FARIA e col., 2004) descreveram anteriormente.

Apesar da alta frequéncia de registros positivos para 0s poros Z em
macrofagos (32 em 40), em experimentos equivalentes em células HEK-P2X; ndo
conseguimos registrar atividade de nenhum canal em nenhuma das 23 células
estudadas (Figura 38). Como estas células apresentam receptores P2X7 funcionais,
concluimos que os poros Z nao estdo presentes neste tipo celular, que a presenca
do receptor P2X; ndo € suficiente para a formacdo dos poros Z e que a presenca
desses poros ndo € uma condicdo necessaria para o fenbmeno de captura de
corantes cationicos.

Experimentos de captacdo de corantes fluorescentes em células HEK-P2X7
mostraram que o estimulo destas células pelo ATPe induz somente entrada de
corantes catibnicos, em nossas condicdes experimentais nao registramos a entrada
de corantes anidnicos (Figura 40). Este fato junto com a auséncia de poros Z nestas

células sugere uma relacao entre o poro Z e 0s corantes aniénicos.

5.3 EFEITOS DOS IONS EXTRACELULARES NOS FENOMENOS ASSOCIADOS AO

RECEPTOR P2X-

A composicao do meio extracelular no qual acontece o estimulo com ATPe tem
merecido atencao particular no estudo do receptor P2X;. Diferentes ions tem sido

relatados como reguladores dos efeitos de ATPe sobre o receptor P2X5.
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Vérios autores postularam que os cations divalentes modificam a atividade do
receptor P2X; devido & capacidade de seqtiestrar ATP™, forma ligante do ATPe.

Virginio e colaboradores publicaram que os cations extracelulares Cu®*, zZn*",
Mg** e Ca®" inibem, em ordem decrescente, o efeito do ATPe e do BzATP sobre a
corrente registrada em whole-cell e a entrada de YO-PRO-1 em células HEK
transfectadas com o receptor P2X; de rato (VIRGINIO e col., 1997). Estes autores
observaram também que a presenca de 10 mM de Mg?* e/ou de Ca** na mesma
concentracdo no meio interno ndo teve nenhum efeito sobre as correntes registradas
em whole-cell (VIRGINIO e col., 1997). Porém, eles ndo utilizam uma condicao de
auséncia total de divalentes pois ndo adicionam quelantes como EDTA nem EGTA
no meio externo em nenhum experimento. Desta maneira, ndo € possivel distiguir se
o efeito destes cations se deve ao sequestro do ATPe adicionado, diminuindo assim
a quantidade de ATP* disponivel ou se estes ijons afetam de alguma maneira os
mecanimos ativados pelo receptor P2X5.

Outros autores mostraram que a diminuicdo das concentracdes extracelulares
de Ca** e Mg*", aumenta a captacdo de YO-PRO-1 (MICHEL e col., 1999), e as
correntes registradas em whole-cell em resposta ao ATP em células HEK-P2X7;
humano (CHESSELL e col.,, 1998a). Também neste caso 0s autores nao
experimentam a condigéo auséncia total de divalentes.

Em osteoclastos de rato que expressam endogenamente o receptor P2X;
também foi observado um aumento nas correntes catidnicas induzidas pelo ATPe
em auséncia de Ca?* e de Mg?*, utilizando uma solucdo com 0,5 mM de EGTA para

quelar estes cations (NAEMSCH e col., 2001).
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Por outro lado, o Ca*" externo parece ter o efeito contrario sobre a atividade do
receptor P2X; se olhamos os dados da literatura relacionados com outros efeitos
induzidos pelo ATPe via este receptor.

Courageot e colaboradores mostraram que, em timécitos de camundongo, a
apoptose mediada pelo receptor P2X; em resposta ao ATPe, depende da presenca
de Ca®" extracelular, mostrando que a apoptose é significativamente diminuida na
presenca de uma solucéo extracelular contendo 150 uM de EGTA (COURAGEOT e
col., 2004).

MacKenzie e colaboradores reportaram que a formacdo dos blebs de
membrana, observada tipicamente na presenca de ATPe, e a exposicao de fosfatidil
serina (PS), caracteristica da morte celular, dependem do Ca?" extracelular. Ambos
fendbmenos diminuem significativamente quando sdo induzidos pelo ATPe em uma
solucéo extracelular contendo EGTA 10 mM (MACKENZIE e col., 2001).

Juntando os dados da literatura apresentado aqui observamos que os cétions
divalentes no meio externo inibem ou diminuem a entrada de corantes cationicos e
as correntes catibnicas de entrada registradas em whole-cell enquanto que parecem
ser necessarios para a formacédo dos blebs de membrana e a apoptose ativados
pela presenca de ATPe via receptor P2X5,

Em nossas condigbes experimentais, observamos um aumento na entrada de
etideo estimulada por exposicdo ao ATP 3 mM na solucao externa com EDTA 10
mM quando comparado com o mesmo tratamento realizado nos macréfagos em
solucdo externa padréo (Figura 32). Estes dados coincidem com o relatado pela
maioria dos pesquisadores em relacdo a entrada de corantes catibnicos em

auséncia de cations divalentes no meio externo. Por outro lado, observamos uma

diminuicdo na probabilidade de abertura do poro Z registrado eletrofisiologicamente
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na solucdo externa com EDTA 10 mM (Figura 28), e uma diminuicdo também na
entrada de Lucifer Yellow induzida por o tratamento com ATP 5 mM na mesma
solucéo, quando comparado aos resultados obtidos na solucéo padrao (Figura 30 e
Figura 31).

Ja nossa equipe tinha observado uma diminuicdo na entrada do corante
aniénico Lucifer Yellow em macrofagos tratados com ATP 5 mM em uma solucéo
com EGTA 10 mM quando comparado com o mesmo tratamento feito em uma
solucdo com 1 mM de Ca®* (ALVES e col., 1996).

Estes resultados mostram que a entrada de corantes anibnicos e a abertura
dos poros Z registrados eletrofisiologicamente se comportam de maneira similar
frente as variacbes do Ca®" e oposta ao que acontece com a entrada de corantes
cationicos. Isto sugere que as vias pelas quais estes dois tipos de corantes estédo
entrando na célula em resposta ao ATPe sdo diferentes ou que se trata de um
mesmo mecanismo regulado diferencialmente pelo Ca®* e/ou o Mg?* para os dois
tipos de corantes.

E importante chamar a atencdo para o fato de que a entrada de corantes
aniénicos e o comportamento cinético dos poros Z em situacfes de baixa ou nula
concentracdo de Ca?* e Mg?* externo se correlacionam com as observacdes feitas
por diversos grupos de pesquisadores sobre os efeitos destes cations na morte
celular induzida pelo ATPe via P2X;. Futuramente, os efeitos de inibidores de morte
celular deverdo ser avaliados separadamente para verificar seus efeitos sobre a
captacdo de corantes catidnicos e anibnicos separadamente, como também sua
influéncia na cinética do poro Z. Aparece como uma hipétese provavel a idéia de que
0 poro Z e captacdo de corantes anidnicos, antes que a entrada de corantes

cationicos, estejam relacionados diretamente com a apoptose. Isto implicaria uma
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revisdo de grande parte da literatura, onde encontramos a utilizacdo do termo
“permeabilizagdo da membrana plasmatica” para referir-se a entrada de etideo ou
YO-PRO-1, e a entrada destes mesmos corantes como evidéncia de abertura do
poro Z. Assim, quando uma equipe de pesquisadores declara que a apoptose de um
determinado tipo celular estd ou ndo relacionada com a “permeabilizacdo da
membrana plasmatica” na verdade estdo falando do fenédmeno de captacdo de
corantes fluorescentes catibnicos, corantes que provavelmente ndo estejam
entrando na célula através de um poro, como discutiremos mais adiante.

Finalmente, vale a pena ressaltar a dificuldade encontrada em nossos
experimentos e nos de outros pesquisadores em separar os efeitos do Mg?*
extracelular com os do Ca®" extracelular. Mais experimentos dever&o ser feitos no
futuro manipulando as concentracfes destes cations junto com a presenca de EDTA
e EGTA em concentracfes varidveis para poder separar os efeitos particulares
destes dois ions extracelulares no funcionamento do receptor P2X5.

Os efeitos do Na* sobre a atividade do receptor P2X; também tém merecido
atencdo mas os resultados sdo menos controversos: a maioria dos pesquisadores
encontrou que a auséncia do Na® provoca um aumento nos efeitos do ATPe
mediados pelo receptor P2X5.

Riedel e colaboradores mostraram recentemente através de registros
eletrofisioldgicos do canal unitario de ~8 pS associado ao receptor P2X7; que quando
a estimulagdo com ATPe acontece em uma solugdo na qual o Na* é substituido por
cations organicos ou K*, aumenta a probabilidade de abertura e o tempo médio de
abertura deste canal, se comparado com o obtido em solugdo com concentracdes
fisiologicas de Na* (RIEDEL e col., 2007). Estes autores sugerem que os efeitos do

Na* sobre a atividade do receptor P2X; devem-se a uma interacéo alostérica entre
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este jon e uma regido de ligacdo ao Na' dependente da voltagem no receptor. A
despolarizacdo provocada pelo ATP através da ativacdo do receptor, diminuiria a
afinidade pelo Na* e permitiia um aumento na eficicia de ativacdo do ATP*
(RIEDEL e col., 2007).

Em células NG108-15 (hibrido de neutroblastoma de camundongo e glioma de
rato), Watano e colaboradores observaram que a substituicido de Na* por NMDG"
aumenta a resposta ao ATPe, medida através das variagcdes do Ca** citoplasmatico
(WATANO e col., 2002). A explicacao para este fendmeno sugerida pelos autores é
que o Na* se liga em algum sitio do receptor P2X; e modifica sua atividade. J4 em
1992 Wiley e colaboradores tinham mostrado um aumento na entrada de Ca®'
induzida pelo ATPe via receptor P2X; quando diminuida a concentracdo extracelular
de Na', utilizando como modelo linfocitos humanos (WILEY e col., 1992).

Li e colaboradores mostraram o efeito do Na* sobre as correntes registradas
em whole-cell em resposta ao ATPe. Estes autores observaram um aumento nas
correntes catidnicas de entrada em células da glandula parétida de camundongo,
quando a concentragéo extracelular de Na* é diminuida (LI e col., 2005).

Sobre os efeitos do Na® extracelular na captacdo de corantes, Gudipaty e
colaboradores, utilizando um modelo de macréfagos humanos, registram um
aumento na entrada de YO-PRO-1 induzida por ATPe quando substituem o NaCl
externo por KCI (GUDIPATY e col., 2001)

Em nossos experimentos eletrofisiologicos observamos um aumento na
probabilidade de abertura dos poros Z induzidos por ATPe na solucdo externa com
baixas concentracdes de Na+ quando comparado com a solucéo padrao (Tabela 5 e
Figura 29). Nos ensaios de captacdo de corantes n&do constatamos nenhuma

diferenca na entrada de Lucifer Yellow nem de etideo estimulada por ATPe na
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solucdo com baixas concentracoes de Na+ (Figura 30 a 32). O dado da
eletrofisiologia é coincidente com os dados encontrados na literatura. Tendo em vista
os resultados observados com a solucdo de EDTA, esperavamos observar uma
correlagdo maior entre a entrada de Lucifer Yellow e os registros eletrofisiolégicos. E
possivel que nossas condigcdes experimentais ndo tenham permitido observar
diferencas na entrada de corantes fluorescentes. No futuro, mais experimentos
precisam ser feitos para aprofundar esta questéao.

Poucas referéncias foram encontradas na literatura sobre o papel do CI
extracelular na regulacéo das funcdes do receptor P2X5.

Em 1999 Michel e colaboradores observaram que a substituicdo de CI
extracelular por glutamato produz um aumento nas correntes de entrada registradas
em whole-cell em células HEK-P2X; humano tratadas com ATPe. Neste trabalho, os
autores pesquisam o poder inibitorio sobre as correntes induzidas pelo ATPe e
estabelecem um ordem: brometo > iodeto > cloreto > glutamato > aspartato
(MICHEL e col., 1999). Posteriormente Li e colaboradores também relatam inibigcdo
das correntes catidnicas de entrada induzidas pelo ATPe na presenca de CI esta
vez em células HEK transfectadas com o receptor P2X; humano, de camundongo e
células da paroétida de rato (LI e col., 2005). Estes ultimos pesquisadores sugerem
que no receptor P2X; existiria também um sitio de unido ao CI, que regularia o
funcionamento do canal.

O mesmo efeito do CI" foi observado por Watano e colaboradores sobre o
aumento do Ca*" citoplasmatico estimulado pelo ATPe através do receptor P2X7. Em
experimentos com as células NG108-15 estes autores observam que a substituicdo
do CI" extracelular por acido aspartico ou acido metasulfénico provoca um aumento

maior nos niveis citoplasmaticos de Ca** em resposta ao ATPe quando comparado
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com uma solucdo com CI" em concentracdes fisioldgicas. Isto ndo acontece quando
o CI" é substituido por I ou Br’, confirmando os resultados de Michel e col. sobre o
poder inibitorio destes outros anions (WATANO e col., 2002).

Em macréfagos humanos a substituicdo de CI° por glutamato aumentou a
captacdo do corante fluorescente catibnico YO-PRO-1. Os autores do trabalho
sugerem que isto é devido a diminuicdo da afinidade de ATPe pelo receptor na
presenca destes ions (GUDIPATY e col., 2001). Estes pesquisadores, que tambéem
observaram aumento na entrada deste corante substituindo o Na* extracelular por
K*, chamam a atencéo para o fato de que a concentracdo iénica do meio que ativa o
receptor é parecida com a composicao intracelular: baixa concentracdo de Na®, alta
concentracdo de K e anions organicos substituindo o CI. Isso poderia estar
relacionado com uma condicdo momentanea na qual uma célula vizinha explode e
libera ndo somente o ATP intracelular como todo o conteudo citoplasmatico. Como
este microambiente seria gerado sé em situa¢Bes de inflamacdo ou dano tissular,
funcionaria como uma espécie de controle fisiolégico da ativacdo do receptor P2X5;
(GUDIPATY e col., 2001).

Quando olhamos outros efeitos do ATPe mediados pelo receptor P2X7 distintos
a captacdo de corantes fluorescentes e a ativacdo das correntes catidnicas de
entrada encontramos novamente dados contraditérios sobre o papel do CI
extracelular na regulacdo do receptor.

Coincidentemente com os dados eletrofisioldgicos das correntes catidnicas de
entrada, as variacdes citoplasméaticas de Ca?* e a captacdo de corantes
fluorescentes estimulados pelo ATPe, a liberacédo de IL-13 mediada pela ativagéo do
receptor P2X; também é aumentada quando o CI extracelular € substituido por

gluconato em macrofagos humanos e de camundongo (VERHOEF e col., 2005).
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Contrariamente, Tsulimoto e colaboradores, trabalhando com células DT40
(linfécitos B de frango) transfectados com o receptor P2X7; de humano observaram
que a substituicdo de CI" por gluconato bloqueia a apoptose e a liberacédo de LDH
induzida por ATPe (TSUKIMOTO e col., 2004). E interessante que neste mesmo
trabalho os autores mostram que a auséncia de CI" externo ndo bloqueia a entrada
de etideo nem a despolarizacdo de membrana plasmatica provocada pelo ATPe
(TSUKIMOTO e col., 2004).

Posteriormente a mesma equipe de pesquisadores confirma este resultado
mostrando que em células T do baco de rato a auséncia de CI” externo inibe a
apoptose mediada pelo receptor P2X; (TSUKIMOTO e col., 2006).

Resumindo os dados mencionados com relacdo ao ClI" vemos que a literatura
apresenta dois efeitos deste anion sobre os fendbmenos relacionados com a ativacao
do receptor P2X;: por um lado a presenca de ClI" no meio externo inibe as correntes
cationicas de entrada, a captacao de corantes fluorescentes catibnicos, 0 aumento
do Ca?" citoplasmatico e a liberacdo de IL-1pB, por outro lado o CI" é necessério para
a inducao de apoptose e a liberagéo de LDH.

Em relacéo aos efeitos do CI” externo, nossos dados de captacédo de corantes
fluorescentes novamente encaixam-se como a peca que faltava do quebra-cabeca.
Enquanto que a substituicio do CI° externo por glutamato aumentou
significativamente a entrada de etideo em resposta ao ATPe quando comparado
com a solucéo padréo, esta mesma situacao praticamente inibiu a entrada de Lucifer
Yellow (Figura 44). Estes dados voltam a alinhar a entrada de corantes aniénicos
com a apoptose mediada pelo receptor P2X; e confirmam o processo de entrada de
corantes catibnicos como um mecanismo diferente estimulado pelo ATPe. Falta

saber o0 que acontece no caso dos poros Z, pois durante esta tese de doutorado ndo
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foram realizados experimentos eletrofisiolégicos em condicbes de baixa

concentracdo extracelular de CI'.

54 A MOVIMENTACAO DE CALCIO INTRACELULAR E 0OS PROCESSOS

MEDIADOS PELO RECEPTOR P2X-

O Ca*' citoplasmatico é um sinal fundamental para numerosos processos
celulares, mas a sua participacdo no mecanismo de captacdo de corantes e de
regulacéo de outros efeitos do ATPe via receptor P2X; ndo esta bem esclarecida até
0 momento.

A ativacdo do receptor P2X; produz um aumento do Ca** citoplasmatico devido
a entrada deste ion pelo canal seletivo para cations associado a este receptor.

Sun e colaboradores relataram que o tratamento de astrécitos tipo-2 de rato
tratados com ATPe ou BzATP apresentavam um aumento dos niveis citoplasmaticos
de Ca®" e que isto levava a ativacdo de PLD, de maneira dependente do Ca**
externo e da presenca do receptor P2X; (SUN e col.,, 1999). Ja que os autores
indicam que este tipo celular ndo expressa nenhum receptor P2Y, o aumento
mantido do Ca** observado s6 pode vir do Ca®* que entra na célula através do canal
de 8 pS especifico para céations formado pelo préprio receptor P2X; (SUN e col.,
1999).

Sun e colaboradores também mostraram o aumento de Ca®" citoplasmatico
estimulado pelo tratamento com BzATP em osteoclastos de rato, indicando a
dependéncia da concentracdo extracelular de Ca** e caracterizando
farmacologicamente a participacdo do receptor P2X; neste fenébmeno (NAEMSCH e

col., 2001).
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Em células que possuem mais de um receptor P2, o aumento do Ca®'
citoplasmatico em resposta ao tratamento com ATPe pode ter contribuicbes dos
efeitos do agonista sobre diferentes classes de receptores. Tentando esclarecer o
gue acontece nestes casos Del Rey e colaboradores estudaram a contribuicdo dos
diferentes receptores P2 e das diferentes fontes de Ca®** no aumento citoplasmatico
de Ca?* induzido pelo ATPe em macréfagos de camundongo. Utilizando
camundongos P2Y,", P2Y," e P2Y./P2Y," os pesquisadores concluiram que P2Y,
€ 0 Unico receptor acoplado a proteina G capaz de mediar a ativacdo a PLC-B pelo
ATPe. A PLC-B catalisa a hidrdlise de PIP, em DAG e IP3 o qual provoca a
liberagcdo de Ca?* do reticulo endoplasmatico, produzindo a elevacdo transitoria
deste cation observada (DEL REY e col., 2006). A contribuicdo do Ca®" externo para
0 pico transitério deveria-se aos receptores P2X;, P2X; e P2X; e a abertura de
canais de Ca?* que abrem quando aumentam as concentracdes citoplasmaticas
deste mesmo cétion, presentes na membrana do macrofago (Figura 53) (DEL REY e
col., 2006).

Objeto de grande controversa é qual € a funcédo deste aumento citoplasméatico
de Ca*" nos efeitos mediados pelo receptor P2X5.

Poucos trabalhos pesquisam os efeitos do ATPe via receptor P2X- utilizando
quelantes intracelulares do Ca®* em conjuncdo com o controle das concentracées
extracelulares. Uma das dificuldades experimentais encontradas no estudo do papel
do Ca*' citoplasmatico de maneira independente da funcdo deste ion no meio
extracelular € que quando se utilizam quelantes extracelulares e o poro Z é ativado,
estas moléculas poderiam estar difundindo ao interior da célula. O mesmo acontece

no caso da utilizacdo de quelantes intracelulares.
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Figura 53 Contribuicdo dos receptores P2Y e P2X no aumento de célcio citoplasmatico
observado no macrofago em resposta ao ATPe.

O ATP e o UTP sao capazes de ativar o receptor P2Y, e 0 UDP ativa P2Yg, 0s quais através da
ativacdo da PLC e a geracao de IP; provocam a liberacdo de ca” do RE Por outro lado a ativacéo
do receptor P2Xl, P2X,; e P2X; pelo ATPe provocam a entrada do Cca®* externo através deles. O
aumento do Ca* C|toplasmat|co gerado estimula a salda de ca* do RE e ativa canals de ca*
dependentes de ca”* através dos quais entra mais ca” ao citoplasma. O ca® é bombeado
novamente para dentro do RE e para fora da célula por duas ATPases dependentes de ca* SERCA
e PMCA. Abrewaturas PLC: fosfollpase C; RE: retlculo endoplasmatico, CRAC: canais de Ca
ativados por ca* (do inglés Ca**-release-activated Ca’ "); SERCA: ATPase dependente de ca* do
reticulo sarcoplasmaético (do inglés sarco(endo)plasmic reticular Ca2+-ATPase); PMCA: ATPase
dependente de Ca** da membrana plasmatica (do inglés plasma membrane Ca2+-ATPase).
Adaptado de (DEL REY e col., 2006)

Em 2004 Faria e colaboradores relataram que a entrada de etideo e LY, bem
como a abertura dos poros Z em células 2BH4 induzida pelo tratamento com ATPe 1
mM era evitada pela pré-incubacdo destas células com o quelante de Ca®" BAPTA-
AM 20 uM (FARIA e col., 2004).

Posteriormente, Sugiyama e colaboradores, em experimentos com células da

microvasculatura de retina de rato, observaram que a entrada de YO-PRO-1
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induzida pelo tratamento com BzATP 100 uM ainda em células pré-incubadas com
BAPTA-AM (10 pM), sem a presenca de quelantes de Ca?* no meio externo
(SUGIYAMA e col., 2005).

Em relacdo a liberacdo de IL-1B mediada pela ativagdo do receptor P2Xs,
Brough e colaboradores observaram que o processamento e a liberacdo desta
interleucina depende de liberacdo de estoques intracelulares de calcio, ja que é
inibida pela presenca de BAPTA-AM (50 uM). Por outro lado, a remocédo de caélcio
externo aumenta a liberacédo de IL-1B produzida pelo ATP 1 mM (BROUGH e col.,
2003). Ja4 que os autores ndo utilizam quelantes extracelulares de Ca?*,
concentracfes micromolares devidas a presenca residual deste cation poderiam
explicar estas observacdes aparentemente contraditorias.

Em uma revisdo recente Qu e colaboradores recolhem as informacfes
publicadas em relacdo aos mecanismos de liberacdo de IL-1B sob ativacdo por
ATPe e concluem que existem pelo menos trés modelos propostos para este
processo. O primeiro modelo propde que a pro-IL1B seria transportada desde o
citoplasma para dentro de lisossomos secretdrios onde seria processada a IL-13. A
estimulacdo do receptor P2X; pelo agonista levaria a liberagcdo destes lisossomos
por uma via exocitica na qual a fusdo do lisossomo com a membrana plasmética
depende de Ca®**. O segundo modelo, baseado em observacdes realizadas em
mondcitos e células dendriticas humanas, propde que o estimulo do receptor P2X;
inicia uma acumulacdo de IL-18 em locais do citosol préximos a membrana
plasmatica, que sequencialmente se evagina formando blebs contendo IL-18 no
interior, de maneira dependente de Ca®". O terceiro modelo propde que a IL-1B8

passa diretamente do citosol ao exterior através de uma proteina ainda nao



178

Discussao

identificada, em um processo independente do aumento citoplasmatico de Ca®* (QU
e col., 2007).

Os macrofagos intraperitoneais de camundongo utilizados ao longo desta tese
de doutorado apresentam um aumento transitério de Ca®* citoplasmatico, que se
apresenta como um pico inicial nos experimentos realizados com FURA-2 e logo um
aumento mantido de Ca**, quando perfundidos com uma solucéo contendo CaCl, 1
mM de ATP 3 mM a 37 °C (Figura 33). Atribuimos o aumento inicial transitorio a
estimulacdo dos receptores P2Y e a consequente liberacdo dos estoques
intracelulares do Ca®*, e ao alto nivel constante observado posteriormente ao Ca?*
externo que entra através do receptor P2X5.

Em células HEK-P2X; observamos uma resposta similar (Figura 39). A
presenca dos receptores P2Y; e P2Y; nesta linhagem levam a aparicdo de um pico
transitério inicial e logo se observa uma entrada constante de Ca®" durante todo o
tempo que dura a perfusdo com ATPe. Este ultimo fenbmeno néo foi observado nas
células HEK-293 néo transfectadas.

Avaliando nossos dados e as observacfes de outros grupos de pequisadores
concluimos que o aumento do Ca®" citoplasmatico observado nos macréfagos
tratados com ATPe deve-se a entrada deste cation pelo canal catibnico formado pelo
receptor P2X; e a liberagédo do Ca?* no reticulo plasmatico estimulada pela ativacdo
dos receptores P2Y. Nos macréfagos ndo podemos descartar a entrada do Ca**
também pelo poro Z, desde que existem observacdes de que este poro deixa passar
cations inorganicos também, mas nas ceélulas HEK-P2X; esta contribuicdo estaria
ausente, ja que os poros Z nao foram registrados nestas células. A contribuicdo dos
estoques intracelulares aparece como um aumento transitorio enquanto que a

entrada pelo canal de 8 pS do receptor P2X; e pelo poro Z seria constante e duraria
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todo o tempo em que 0 ATPe encontra-se presente. Os estoques intracelulares séo
logo re-enchidos pela atuacdo dos CRACs.

Com a intencgéo de pesquisar o papel do Ca®* citoplasmatico nos processos de
captacdo de corantes fluorescentes nos macréfagos, estabelecemos inicialmente a
concentracdo de BAPTA-AM necessaria para evitar o aumento de Ca®". A pré-
incubacdo com 10 pg/mL de BAPTA-AM (13 pM) durante meia hora evitou
completamente o aumento de Ca?* citoplasmatico induzido pelo ATPe, desde que o
meio extracelular contivesse numa condicéo livre de Ca** pela adicdo de EGTA. Foi
nestas condi¢cdes que realizamos ensaios de captacdo de corantes fluorescentes
cationicos e anidnicos (Figura 33).

Nestas condicGes, observamos que a entrada de etideo (MONTEIRO-DA-
CRUZ e col., 2006) e de sulfo-rodamina B, mas nao de Lucifer Yellow (Figura 34 e
Figura 35) induzida por ATPe ndo se modificou se comparada com o mesmo
experimento realizado em solugcdo padrdo. Novamente a entrada de corantes
cationicos e a de corantes anibnicos parecem estar reguladas de forma
independente, j& que a entrada de corantes anidnicos foi significativamente
diminuida na auséncia de Ca®" intracelular.

Estes dados coincidem com nossas observacdes anteriores sobre a
dependéncia do Ca** no fenémeno de abertura do poro Z e de captacéo de corantes
fluorescentes anibnicos. O fato de termos observado entrada de etideo ainda em
condicdes de auséncia de Ca** intracelular vai & contramao do relatado por Farias e
colaboradores, ja que estes pesquisadores observam inibicdo da captacdo de etidio
em uma condicdo similar a nossa. Talvez a diferenca deva-se a concentracdo de
ATPe utilizada, pois em nossos experimentos com ceélulas aderidas utilizamos a

concentracdo de ATPe 5 mM e Farias e colaboradores relatam ter utilizado 1 mM.
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Em nossos experimentos de células em suspenséo realizados no citometro de fluxo
registramos uma diminuicdo da permeabilizacdo, porém néo significativa, da entrada
de etidio quando os macrofagos foram incubados com BAPTA-AM se comparados

com a solucédo padrdo s6 no estimulo com ATPe 1 mM.

5.5 DUAS VIAS DE ENTRADA PARA OS CORANTES FLUORESCENTES: UMA

PARA CATIONS E OUTRA PARA ANIONS

Em 1987 Steinberg e colaboradores mostraram que o tratamento de
macrofagos murinos com ATPe provoca entrada de Lucifer Yellow de maneira
compativel com uma passagem difusional através de um poro (STEINBERG e col.,
1987). Até o momento ndo temos conhecimento de outra demonstracdo semelhante
de entrada por difusdo para corantes fluorescentes cationicos. As diferentes equipes
de pesquisadores, incluindo a nossa, sempre interpretaram que os dois tipos de
corantes estavam entrando na célula pelo mesmo mecanismo. Reavaliando os
dados de Steinberg a luz de nossos novos resultados comecamos a pensar que
talvez os corantes anibnicos estivessem entrando na célula através de um poro
aberto pelo estimulo do ATPe (o poro Z) e os corantes catibnicos néo.

Os resultados obtidos dos experimentos desenhados para testar esta hipotese
sugerem que realmente os corantes aniénicos estdo difundindo para o interior da
célula através de um poro. Em primeiro lugar, observamos somente entrada de
anions quando as células pré-ativadas com ATPe a 37 °C foram mantidas a 4 °C na
presenca do corante fluorescente. Nesta condi¢cao, esperamos que 0 poro Z, aberto
durante o tratamento com ATPe, permaneca aberto a 4 °C e sé aquelas moléculas

capazes de difundir pelo poro entrem na célula. Tanto Lucifer Yellow como
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carboxifluoresceina entraram na célula nestas condicbes, mas nao etideo, sulfo-
rodamina B nem MQAE. O fato dos corantes fluorescentes anidnicos entrarem
nestas condi¢cdes, é consistente com a hipotese de transporte por difusédo atravées de
um poro e o fato dos corantes catidnicos ndo entrarem sugere que a via de entrada
destas moléculas pode incluir algum processo ativo de captura (Figura 47 e Figura
48).

Para reforcar essa conclusdo, pensamos que se o0 corante é capaz de entrar na
célula através do poro Z, ele provavelmente seja capaz de sair pela mesma via. Isto
foi o que observamos com a entrada e saida de corantes fluorescentes anidnicos e
novamente ndo com o0s corantes catibnicos. Uma vez induzida a entrada dos
corantes fluorescentes pelo tratamento com ATPe a 37 °C, experimentamos tratar
novamente as ceélulas com ATPe. Nestas condicbes observamos saida de Lucifer
Yellow (Figura 49), mas néo de etideo nem de sulfo-rodamina B (Figura 50).

Este conjunto de experimentos nos levou a concluir que os corantes anionicos
entram na célula pelo poro Z e os corantes catibnicos utilizam alguma outra via

também ativada por ATPe através do receptor P2X5.

5.5.1 ENTRADA DE ANIONS: A HIPOTESE DA PANEXINA

Para explicar a auséncia de captacéo de corantes anionicos induzida por ATPe
nas células HEK-P2X; pensamos na possibilidade de que outros P2X, presentes no
macrofago e ausentes na linhagem HEK estejam participando da formacao do poro
Z que, abrindo, permitiria a entrada deste tipo de corantes.

Dois trabalhos recentemente publicados mostraram que o receptor P2X; forma

heterodimeros funcionais com o receptor P2X, (GUO e col., 2007) e que a expressao
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do receptor P2X, modifica as correntes observadas em whole-cell associadas ao
receptor P2X;, amplificando-as (GUO e col., 2007; BRONE e col., 2007). Estes
dados induziram-nos a pensar que talvez a presenca do receptor P2X, nas células
HEK-P2X; era o que faltava para que estas células permitissem a entrada de
corantes aniénicos quando tratadas com ATPe.

Em funcéo disso realizamos uma co-transfeccdo nas células HEK-P2X; e o
cDNA do receptor P2X,. Porém, estas células HEK-P2X;-P2X,, embora também
apresentassem o fenbmeno de captura de etideo, ndo apresentaram entrada de
Lucifer Yellow apds tratamento com ATPe.

Em 2006, Pelegrin e colaboradores propuseram a panexina-1 como a molécula
formadora do poro que permitiria a entrada de corantes fluorescentes na célula apés
estimulo com ATPe (PELEGRIN e SURPRENANT, 2006b). Utlizando RT-PCR
guantitativa, os autores mostram a expressdo da panexina-1 em diferentes tipos
celulares: HEK-293, HelLa, 1321N1, J774 e THP-1 e macréfagos alveolares. Entre
todos eles, a expressao da panexina-1 é consideravelmente maior s6 em J774
(macréfagos murinos), THP-1 (linhagem monocitica humana) e macrofagos
alveolares de camundongo. Os autores desenvolveram um RNA de interferéncia e
um peptideo que se liga ao dominio extracelular da panexina-1 e o tratamento das
células HEK-P2X; e das células THP-1 com estas moléculas inibiu, parcialmente, a
entrada de etideo e de YO-PRO-1 induzida pelo ATPe, sem inibir as correntes
registradas em whole-cell nas mesmas condi¢cdes (PELEGRIN e SURPRENANT,
2006b).

Em um artigo posterior, Locovei e colaboradores repetem estes resultados
mostrando que o RNA de interferéncia da panexina-1 bloqueia parcialmente a

entrada de YO-PRO-1 (aproximadamente 40 % de inibicdo) em astrocitomas 1321-
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N1-P2X; (LOCOVEI e col., 2007). Estes autores observam que so co-expressando a
panexina-1 com o receptor P2X; em odcitos de Xenopus observam-se correntes
elétricas de entrada e captacéo de carboxifluoresceina (um anion!) (LOCOVEI e col.,
2007). Os autores ndo apresentam dados em o0citos com cations.

Por outro lado, existem varios registros de que a expressdo do RNA de P2X7
em odcitos de Xenopus é suficiente para permitir entrada de corantes catidnicos:
Nutle e colaboradores mostraram entrada de etideo utilizando RNA do receptor P2X5
de rato (NUTTLE e DUBYAK, 1994), Worthington e colaboradores observaram
também entrada de etideo utilizando RNA do receptor P2X; humano
(WORTHINGTON e col., 2002) e Marilia Guimaraes observou entrada de YO-PRO-1
utilizando RNA do receptor P2X; de rato e de humano (comunicacéo pessoal).

Em colaboracdo com a Professora Marilia Guimaraes realizamos ensaios de
captacdo de corantes em o0citos de Xenopus expressando o receptor P2X; de rato
e observamos que o tratamento com ATP 5 mM induz a entrada de etideo mas néo
de Lucifer Yellow. Este resultado, junto com as observacbes de Locovei e
colaboradores sugere que a expressao de panexina-1 talvez seja necesséria para a
entrada de corantes fluorescentes anidnicos mas néo a de corantes cationicos.

Em um artigo publicado em 2004, Bao e colaboradores realizam experimentos
de canal unitario na conformacao inside-out com membranas de odcitos de Xenopus
expressando panexina-1 de humano. O canal registrado possui uma condutancia de
475 pS em solugdo de KGlu 150 mM e vérios subestados, com marcada
dependéncia da voltagem e potencial de reversao préximo de 0 mV (BAO e col.,
2004). Neste trabalho os autores observam que o ATP* é capaz de atravessar o
poro formado pela panexina-1, demonstrando que o canal € permeavel para anions

(BAO e col., 2004).
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Recentemente, 0s mesmos autores que postularam a panexina-1 como
responsavel pela entrada de corantes fluorescentes catiénicos apés tratamento com
ATPe, publicaram um trabalho mostrando que a inibicdo da entrada de etideo em
células HEK-P2X; pelo RNA de interferéncia da panexina-1 sO acontece nos
primeiros 5 minutos de tratamento com ATP 3 mM. A diferenca entre as células
tratadas com inibidores da panexina-1 ou ndo na captacdo de etidio € quase nula
quando o fendmeno é observado apos 10 — 15 minutos de tratamento com ATPe
(PELEGRIN e SURPRENANT, 2006a). Os pesquisadores concluem que existem
dois mecanismos para a captacdo de etidio dependentes de ATP e do receptor
P2X7: um deles dependente de panexina-1 que aconteceria nos primeiros minutos
do tratamento com ATP e outro independente de panexina-l, que aconteceria
posteriormente (PELEGRIN e SURPRENANT, 2006a). Resta saber o que
aconteceria com 0s corantes aniénicos nestas duas situacdes, pois 0os autores do
trabalho ndo aprofundam nesta questao.

Em nossas condi¢cdes experimentais os corantes anidnicos Lucifer Yellow e
carboxifluoresceina entram na célula por um mecanismo difusional, compativel com
a idéia de um poro. Este mecanismo esta ausente nas células transfectadas com o
receptor P2X7;, da mesma forma que o poro Z registrado eletrofisiologicamente.
Dado que a panexina-1 é permedavel a anions e que os registros eletrofisioldégicos
realizados em odcitos apresentam grande semelhanca com 0s nossos registros de
canal unitario realizados em macréfagos na presenca de ATP, propomos que a
entidade molecular do poro Z é a panexina-1, e que € através deste poro que 0s
corantes anidnicos entram na célula.

A auséncia de entrada de corantes anionicos e de registros

eletroletrofisiologicos do poro Z nas células HEK-P2X; e nos astrocitomas 1321-N1-
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P2X7 poderia estar relacionada com a baixa expressao da panexina-1 nestes tipos
celulares. Também é possivel que em nossas condicBes experimentais ndo fomos
capazes de registrar o poro Z nas células HEK-P2X; mas ele encontra-se nesse tipo
celular, ainda que em baixas quantidades.

E plausivel que a panexina-1 também deixe entrar corantes catibnicos em
alguma medida, mas aparentemente esta ndo € a Unica via de entrada para este tipo
de corantes estimulada pelo ATPe via receptor P2X;, pois o0citos de Xenopus que
nao expressam panexina-1 permitiram a entrada de etideo e YO-PRO quando
injetados com RNA do receptor P2X; e tratados com ATPe. Nao esta descartada
também a idéia de que a panexina-1 ndo seja em si 0 canal de entrada de cations se
nado que esta proteina interaja de alguma maneira com outros mecanismos de
entrada de corantes cationicos.

Outro ponto ainda ndo esclarecido € a seletividade do canal formado pela
panexina-1. Nos experimentos realizados em nosso laboratdrio o poro Z mostrou-se
permedvel a cations organicos como Tris* e NMDG", com potencial de reversio
proximo de 0 mV. N&o esta claro como um canal suficientemente grande para deixar
passar Lucifer Yellow e carboxifluoresceina, se ndo é seletivo para anions, permita a
entrada de etideo, YO-PRO-1 ou outros corantes catiénicos.

Uma explicacdo que ainda deve ser testada experimentalmente é que o canal
formado pela panexina-1 tem um tamanho limite para cations (deixando passar s6
aqueles de tamanho similar ao Tris" ou NMDG" mas ndo etideo e YO-PRO-1) e
outro limite de tamanho para anions (permitindo a passagem de Lucifer Yellow e
carboxifluoresceina mas néo de outros anions maiores como Azul de Evans). Uma
outra hipotese € que a panexina-1, do mesmo jeito que algumas conexinas, tenha a

capacidade de discriminar espécies pela sua estrutura molecular além de tamanho e



186

Discussao

a carga (MESE e col., 2007). Em todos os casos mais experimentos deverdo ser

desenvolvidos para esclarecer estas incégnitas.

5.5.2 QUAL E O MECANISMO DE ENTRADA DOS CORANTES FLUORESCENTES

CATIONICOS?

Os nossos resultados indicam que os corantes fluorescentes catidnicos estéo
entrando na célula estimulada pelo ATP por algum processo nédo-difusional. Os
mecanismos provaveis incluem endocitose e transportadores.

Recentemente nosso laboratério demonstrou que o NDGA, um inibidor de 5-
lipoxigenase, produz entrada de etideo nos macrofagos de maneira dependente da
temperatura, quando incubado por 10 minutos na concentracdo 50 M.
Interessantemente, o mesmo tratamento ndo provocou entrada de corantes
anionicos nem de Ca*" extracelular (Figura 52), o que sugere que a captacdo de
etideo esta acontecendo por um processo nao-difusional e que poderia ser 0 mesmo
gue € ativado pelo tratamento com ATPe.

Na ultima década tem merecido grande interesse o estudo de moléculas nao
permedveis que atravessam a membrana plasmatica. Em particular, o transporte de
moléculas associadas a peptideos que penetram a membrana tem chamado a
atencdo pela possibilidade de utilizar esta via de entrada para introduzir drogas
grudadas a estes peptideos, que sdo chamados de peptideos de penetracéo celular
(CPP, do inglés cell-penetrating peptides). Foram descritos mais de 20 peptideos
diferentes capazes de atravessar a membrana, que variam entre 9 e 30 aminoacidos
e a maioria deles tém uma carga total positiva. Muitos destes peptideos catidnicos

atravessam a membrana, ap0s passar pelas vesiculas intracelulares sdo detectados
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no citoplasma. O estudo dos CPP tem especial interesse no contexto da imunologia,
onde processos como a apresentacdo cruzada de antigenos ainda ndo estdo
completamente esclarecidos. Na apresentacdo cruzada um antigeno fagocitado sai
da vesicula endocitica, cai no citoplasma e é apresentado na membrana pela
molécula do complexo maior de histocompatibilidade classe |I.

Neste contexto, alguns autores tem relatado que o NDGA induz o transporte
retrogrado das vesiculas com peptideos endocitados e que isto leva a liberacdo do
peptideo previamente capturado por pinocitose no citoplasma (FISCHER e col.,
2004; TAGAYA e col., 1996).

Mas.como acontece a entrada destes peptideos catibnicos nas células?
Inicialmente acreditava-se que os CCPs entravam passivamente, por um mecanismo
nao-endocitico, mas hoje parece claro que é um mecanismo ativo, endocitico. O
mecanismo exato pelo qual estes peptideos atravessam a membrana ndo é
conhecido. O passo inicial é a ligacdo do peptideo por afinidade fisica com a
membrana lipidica, mas especificamente com o0s proteoglicanos da matriz
extracelular, carregados negativamente. A afinidade diminui proporcionalmente com
o tamanho do peptideo e a entrada depende da concentracdo, da temperatura e €
inibida pela deplecdo de ATP intracelular (revisado por HERBIG e col.,, 2005).
Segundo a maioria dos autores a possibilidade da formacdo de um poro esta
excluida, mas nao todos os CPPs entram pelo mesmo mecanismo (HENRIQUES e
col., 2006). A localizacéo intracelular também é variada: alguns ficam em vesiculas
endociticas, outros ficam difusos no citoplasma e vao até o nudcleo. Utilizando
fracionamento celular foi observado que alguns peptideos translocam diretamente
ao citoplasma enquanto que outros chegam ao citoplasma depois de serem

endocitados e escaptar do endossomo. O tipo de endocitose varia de acordo com o
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peptideo: alguns utilizam macro-pinocitose e endocitose dependente de calveolina
ao mesmo tempo, e outros s6 uma destas formas. Alguns autores sugeriram que 0S
CPP entram no citoplasma pelo transporte retrogrado. O NDGA acelera este
transporte (revisado por PUJALS e col., 2006).

Ja que outros processos mediados pelo receptor P2X; envolvem a formacgéao de
vesiculas, como por exemplo a liberacdo de IL-1B, onde alguns autores propuseram
gue se formam microvesiculas exocitica que transportam a citocina para o exterior
(PIZZIRANI e col., 2006) pensamos que também na entrada de corantes
fluorescentes catibnicos poderia estar envolvida formacéo de vesiculas, mas neste
caso endociticas.

Em macrofagos de camundongo, observamos que quando o corante
fluorescente sulfo-rodamina B é adicionado em altas concentracbes no meio
extracelular (20 mM), na auséncia de ATPe, formam-se vesiculas fluorescentes no
citoplasma da célula. J& que ap6s 10 minutos de incubacdo com ATPe e o corante
normalmente observamos fluorescéncia no citoplasma da célula, pensamos que de
alguma maneira o ATPe provoca a passagem do corante desde o interior da
vesicula para o citosol. Para testar esta hipotese adicionamos ATPe 5 mM aos
macréfagos que apresentavam vesiculas de sulfo-rodamina B no citoplasma, mas
nao observamos passagem deste corante para o citoplasma (Figura 51).

E importante ressaltar que até recentemente apenas 0s corantes catidnicos
que ligam a acido nucléico haviam sido utilizados nos fenébmenos associados ao
receptor P2X7;. Ao demonstrarmos que outros corantes como MQAE e SR-B podem
também ser utilizados, abrimos novas possibilidades para o estudo do mecanismo
de captura, o que permitira também um maior aprofundamento dos fenémenos de

endocitose.
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Se a entrada de corantes fluorescentes catidbnicos acontece por um processo
endocitico que envolve a formacgdo inicial vesiculas e a posterior passagem do
corante ao citoplasma talvez este mecanismo precise da presenca de altas
concentracdes extracelulares do corante junto com a presenca do ATPe, e mais
experimentos deverao ser pensados para identificar este mecanismo.

Por outro lado, existe a possibilidade de que o etideo e outros corantes
fluorescentes catibnicos estejam entrando nas células através de um transportador.

A familia dos transportadores ABC sdo a maior classe de transportadores
encontrados em todos os tipos celulares estudados até hoje. Estes transportadores
translocam diferentes substratos, desde ions até peptideos e tem diferentes papéis
fisiol6gicos. A capacidade de expulsar moléculas citotoxicas € de grande interesse
meédico e econdmico, ja que confere as células resisténcia a herbicidas, antibioticos
e drogas quimioterapéuticas (LINTON, 2007).

Todos estes transportadores utilizam a energia da hidrolise do ATP. Todos
transportam moléculas desde o citoplasma da célula até o exterior ou até o interior
de organelas. Mas existe um transportador bacteriano que transporta moléculas para
dentro do citosol, com a ajuda de uma proteina chamada PBP (proteina de unido ao
periplasma, do inglés periplasmic bindig protein) (BALAKRISHNAN e col., 2004).

O transportador LmrA de Lactococcus lactis € homodlogo a glicoproteina P de
mamiferos (também conhecida como MDR1, por multidrugs resistence-associated
protein ou como ABC-B1, segundo a nova nomenclatura de transportadores ABC) e
Balakrischnan e colaboradores mostraram que € capaz de captar etideo do meio
extracelular quando a taxa ATPiI/ATPe diminui (BALAKRISHNAN e col., 2004).

Existem alguns trabalhos que relacionam aos transportadores ABC com um

fendbmeno induzido pelo receptor P2X7: a liberagéo de IL-13. Em 1997, Hamon e
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colaboradores relataram que o gliburide, um inibidor do transportadores ABC, inibe
também a secrecéo de IL-13 em macréfagos, sem interferir na secregao de IL-1q, IL-
6 nem TNF-a (HAMON e col., 1997). Estes dados foram confirmados posteriormente
por Zhou e colaboradores, que mostraram que o0 tratamento de macrofagos
humanos com oligonucleotideos anti-sense para o transportador ABC-ALl inibe a
liberacdo de IL-1B (mas ndo o processamento) induzida por LPS nestas células
(ZHOU e col., 2002).

Sera possivel a existéncia em mamiferos de um ABC-transportador inverso
igual ao encontrado em L. lactis? Para testar a hipdtese de que os transportadores
ABC estdo envolvidos no mecanismo de entrada de corantes fluorescentes
catibnicos serdo necessarios mais experimentos, como por exemplo um ensaio de
captacdo destes corantes na presenca de ATPe e inibidores dos transportadores

ABC.

5.6 MODELO PROPOSTO PARA A CAPTACAO DE CORANTES FLUORESCENTES

INDUZIDA PELO ATPE VIA RECEPTOR P2X-

Considerando os resultados obtidos ao longo destes quatro anos de pesquisa e
os dados disponiveis na literatura, sugerimos um novo modelo para a entrada de
corantes na célula induzida pelo ATPe através do estimulo do receptor P2X5.

A ativacdo do receptor P2X7 provocaria trés fenbmenos diferentes:

1- Entrada de cations pelo canal formado pelo préprio receptor P2X; Através
do canal de 8 pS entra Ca?*, que se registra como nivel elevado que permanece
constante durante todo o tempo que dura o tratamento com ATPe. Pelo mesmo

canal entra Na* e quando presente na solucdo extracelular também entra NMDG+.
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Estes fendbmenos podem ser registrados tanto em macréfagos quanto nas HEK-
P2X7.

2- Abertura dos poros Z, produzida por algum mecanismo de sinalizacao
intracelular ou biofisico ainda desconhecido, mas possivelmente envolvendo cations
divalentes (ou Ca®"). Através destes poros entram 0s corantes anidnicos como
Lucifer Yellow e carboxifluoresceina. Sugerimos que a entidade responsavel pelo
poro Z é a panexina-1. Este fenbmeno depende da temperatura e da voltagem. Em
nossa condicfes experimentais foi observado s6 em macroéfagos.

O Ca®" externo poderia também entrar pelo poro Z, contribuindo com o
aumento do Ca®" citoplasmatico observado.

3- Captacdo de corantes catibnicos por um mecanismo ndo difusional ainda
desconhecido mas dependente da temperatura. Este fenbmeno foi observado em
macrofagos e em células HEK-P2X5.

Este modelo apresenta-se esquematizado na Figura 54, onde também
ilustramos os resultados obtidos relacionados com os efeitos dos ions extracelulares

sobre cada um dos fen6menos associados ao receptor P2Xy.
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® Panexina-1 { ¢ No |
o ou Poro Z NMDG

Figura 54 Modelo proposto para explicar os efeitos do ATPe sobre o receptor P2X; em
macré6fagos de camundongo.

A ativacdo do receptor P2X; pela ligagdo ao ATPe estimula a entrada de cations inorganicos como
Ca” e Na' e organicos como NMDG". A entrada de Ca** e possivelmente algum mecanismo de
sinalizacéo intracelular ainda desconhecido (representado pela linha trazejada) ativam o poro Z /
Panexina-1. Através deste poro entram os corantes fluorescentes anidnicos Lucifer Yellow (LY) e
Carboxifluoresceina (CF). A ativacdo do poro Z requer a presenca de ca* tanto intracelular quanto
extracelular, de CI” extracelular e ¢ inibida pela presenca de Na* extracelular.

A ativagdo do receptor P2X; também estimula a entrada de corantes fluorescentes catidnicos como
MQAE, sulfo-rodamina B (SR-B), YO-PRO e etidio (BE). A relacdo entre a ativacdo do receptor P2X;
e 0 mecanismo de entrada destes corantes ainda ndo esta clara e esta representada também por
uma linha trazejada. O mecanismo de captacdo dos corantes catibnicos também permanece
desconhecido, por isso esta sinalizado com um signo de interro%ac;éo. A captacdo de corantes
fluorescentes catidnicos € inibida pela presenca de Na', ClI' e Ca“" no meio extracelular. O ca*
intracelular ndo participa nem na ativacdo nem na inibicdo deste mecanismo.
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Os resultados obtidos ao longo do desenvolvimento desta tese de doutorado

nos permitiram chegar as seguintes conclusoes:

e O poro Z registrado eletrofisiologicamente apresenta uma condutancia de
aproximadamente 440 pS, com varios subestados de condutancia, depende
da temperatura e da voltagem e sua probabilidade de abertura diminui em

auséncia de Ca** e Mg** no meio extracelular.

e O receptor P2X7, quando estimulado pelo ATPe, desencadeia a entrada de
corantes fluorescentes catidnicos e anionicos, mas estes dois tipos de

corantes nao entram na célula pelo mesmo mecanismo.

e Os corantes fluorescentes anidnicos atravessam a membrana plasmatica por
difusdo, processo compativel com a idéia de que estas moléculas estdo

entrando na célula através de um poro aberto pela presenca de ATPe.

e Os corantes fluorescentes catibnicos entram na célula por um mecanismo
nao-difusional ainda ndo esclarecido, que pode depender do metabolismo

pois ndo acontece a baixas temperaturas .

e A auséncia de registros eletrofisiolégicos do poro Z e da captacdo de corantes
fluorescentes anidnicos nas células HEK-P2X; e nos astrocitomas 1321N1-
P2X;, bem como o0s experimentos com animais P2X;”, sugerem que a

presenca do receptor P2X; é necessaria mas nao suficiente para provocar
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entrada destes corantes e também que a o poro Z poderia ser o responsavel

por este processo.

e O aumento constante do Ca?* citoplasmatico observado pela estimulacéo do
receptor P2X; pelo ATPe acontece nas células HEK-P2X; do mesmo jeito que
nos macréfagos, o que indica que o fendmeno deve-se a entrada de Ca**

externo que atravessa o canal formado pelo préprio receptor P2X5.

e A entrada de corantes anidnicos é inibida pela auséncia de Ca** elou Mg** e
CI' no meio extracelular, condicdes que aumentam a entrada de corantes

catiénicos.

e O Ca® intracelular participa de alguma maneira na sinalizacédo que leva a
abertura do poro Z e a captacdo de cortantes anibnicos, mas nao esta

envolvido na captacéo de corantes catibnicos.

Pelo exposto, o fendmeno conhecido como “permeabilizacdo da membrana
plasmatica” deve ser reavaliado a luz destes novos resultados e propormos seja
tratado como dois fendmenos independentes: entrada corantes anibnicos por um
lado e de corantes catibnicos por outro. As relacfes entre estes dois fenbmenos e 0s
outros efeitos descritos para o receptor P2X; no sistema imune devem ser também

revisadas.
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Os resultados obtidos ao longo desta tese de doutorado indicam que o estimulo
do receptor P2X7 pelo ATPe ativa pelo menos dois mecanismos de transporte
diferentes, um para corantes fluorescentes catidnicos e outro para corantes
anibnicos. Para determinar a natureza destes fendbmenos de transporte

transmembrana mais experimentos deverao ser feitos. Entre eles pretendemos:

e Realizar registros na conformacdo cell-attached em condi¢cdes nas quais
realizamos experimentos de captacdo de corantes fluorescentes mais ainda
nao temos o correlato da atividade do poro Z:

o auséncia de Ca?" interno, pré-incubando as células com BAPTA-AM.

o auséncia de CI externo.

o experimentar condicbes que permitam distinguir os efeitos do Mg?*
externo de aqueles do Ca?".

o colocar corantes fluorescentes catidnicos e anionicos dentro da pipeta

do selo e observar a passagem ou ndo através do poro Z.

e Pesquisar experimentalmente a possibilidade de que a panexina-1 seja
efetivamente o poro Z:
o realizar experimentos eletrofisiolégicos na conformagéo cell-attached
utilizando inibidores da panexina-1
o realizar experimentos de captacao de corantes fluorescentes anionicos
e cationicos utilizando inibidores da panexina-1
o realizar experimentos eletrofisiologicos em células transfectadas tanto

com o cDNA do receptor P2X7; quanto com o cDNA da panexina-1
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e Reavaliar os dados obtidos anteriormente na luz da descoberta dos dois
mecanismos independentes de captacdo de corantes fluorescentes
estimulados pelo receptor P2X5:

o realizar ensaios de morte celular e correlacionar a farmacologia deste
fendmeno com o observado para corantes catiénicos e aniénicos
o estudar a correlacdo entre a captacdo de corantes catibnicos e

anibnicos e a liberacéo de IL-13

e Pesquisar a possibilidade de que os transportadore ABC estejam envolvidos
no fendbmeno de captacédo de corantes fluorescentes catidnicos ativado pelor
receptor P2X5:

o testar o efeito dos inibidores dos diferentes membros da familia de
transportadore ABC na captacédo de corantes cationicos induzida pelo

ATPe

e Pesquisar o envolvimento de processos de endocitose na captacdo de
corantes fluorescentes catibnicos ativada pelo receptor P2X5:

o realizar experimentos de captagdo de corantes catidnicos na presenca

de drogas que interfiram com os processos de endocitose em varios

momentos desta via: inibindo o rearranjo do citoesqueleto, impedindo a

fusado de vesiculas citoplasmaticas, etc.
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SUMMARY

Macrophages express P2X; and other nucleotide (P2) receptors, and display the
phenomenon of extracellular ATP (ATP¢) -induced P2X;-dependent membrane
permeabilization which occurs through a poorly understood mechanism. We used patch-
clamp recordings, intracellular Ca®* measurements and fluorescent dye uptake assays to
compare P2Xz-associated transport phenomena of macrophages and HEK 293 cells
transfected with P2X; receptors (HEK-X; cells). Both cells presented inward currents,
increase of free intracellular Ca?* concentration and the uptake of cationic dyes upon exposure
to ATPe, as previously described. However, contrary to macrophages, HEK-X7 cells did not
uptake anionic dyes and did not display the 440 pS channels (Z pores) under cell-attached
patch-clamping configuration. In addition the transport mechanism of anionic dyes displayed
by macrophages can also support dye efflux and, once activated at 37°C, it remains active at
4°C, while cationic dyes follow a temperature-dependent unidirectional uptake pathway. Our
results indicate that the mechanism of ATPe-induced dye uptake, usually called
“permeabilization phenomenon” and identified with a “permeabilization pore” can be
ascribed to at least two distinct mechanisms in macrophages: a diffusional pathway, possibly
associated with the 440 pS Z pores, and a cation uptake mechanism that is not diffusional and

should be ascribed to a yet non-identified transport mechanism.
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INTRODUCTION

Extracellular nucleotides and adenosine have been included among the
immunomodulators during immune response/inflammation (Di Virgilio et al., 2001; Ferrari et
al., 2006; Kornbluth and Stone, 2006). They can be delivered to the extracellular medium by
several mechanisms such as regulated secretion, cell lyses, transmembrane channels and
transporters (Lazarowski et al., 2003). Their activities are mediated in great part by nucleotide
(P2) and adenosine (P1) receptors (North, 2002; Ralevic and Burnstock, 1998), and
modulated by ecto-nucleotidases such as CD39 and CD73, expressed in macrophages,
dendritic and endothelial cells, as well as by other cells that participate in the immune
response (Dwyer et al., 2007).

The P2X; receptor is an ATP-gated cation-selective channel permeable to Na*, K™ and
Ca®* that have also been associated with the opening of a non-selective pore that allows the
passage of large organic ions (Erb et al., 2006; North, 2002; Persechini et al., 1998; Steinberg
et al., 1987a). Its activation can induce cell death by apoptosis and necrosis, cytokine release,
killing of intracellular pathogens, and membrane blebbing (Coutinho-Silva et al., 2003; Di
Virgilio et al., 2001; Ferrari et al., 2006). In addition, P2X7 receptors are up regulated by IFN-
v plus LPS (Ferrari et al., 2006) and cooperate with toll-like receptors (TLRs) and NOD-like
receptors (NLRs) in the process of pathogen recognition, activation of inflammasome, and
maturation and secretion of IL-1 and IL-18 (Mariathasan and Monack, 2007).

Although different signaling pathways are known to be triggered by P2X; and other
P2 receptors in macrophages, the specific pathways that lead to each of the P2X,-dependent
responses are still poorly understood (Erb et al., 2006; Humphreys et al., 2000; Kim et al.,
2001; Mackenzie et al., 2005; Monteiro-da-Cruz et al., 2006; Monteiro-da-Cruz et al., 2007,
North, 2002; Persechini et al., 1998; Pfeiffer et al., 2007). In particular, the elucidation of the

pathway or pathways that link extracellular ATP (ATPe) and P2X; to membrane
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permeabilization still await further clarification (Garcia-Marcos et al., 2006), even
though(Adinolfi et al., 2005; North, 2002) the requirement for P2X; receptors is firmly
established by pharmacological tools and experiments with knock-out mice (Coutinho-Silva
et al., 2003). The permeabilization phenomenon is itself poorly characterized. It is generally
accepted that ATP, can induce the opening of permeabilization pores that allow the passage of
molecules of up to approximately 900 Da in macrophages and below 400 Da in lymphocytes
(Adinolfi et al., 2005; North, 2002). However, few molecules have been in fact studied. In
macrophages, the DNA-binding cationic dyes of different M; (herein we use values
corresponding to the ionized form in solution) such as ethidium (314 Da), propidium (414
Da), and YO-PRO-1 (375 Da) and the anionic dyes carboxyfluorescein (CF) (376 Da),
Lucifer Yellow (LY) (443 Da), and Fura-2 (637 Da) are taken up upon ATP or BzATP
stimulation (Steinberg et al., 1987a; Virginio et al., 1999). Anions of larger M, such as Evans
Blue (869 Da), and Trypan Blue (869 Da), are not taken up (Steinberg et al., 1987a). In
lymphocytes, ATP. induces the uptake of ethidium but not of propidium (Wiley et al., 1993).

LY and DNA-binding dyes have been widely used in macrophages, dendritic cells,
lymphocytes, astrocytes and cells transfected with P2X; to investigate the permeabilization
phenomenon. However, the uptake of anions have not been reported either in HEK 293 cells
or astrocytomas transfected with P2X; receptors of different sources, nor in lymphocytes
(Chessell et al., 1998; Duan et al., 2003; Ferrari et al., 2000; Paukert et al., 2002; Rassendren
et al., 1997; Steinberg et al., 1987a; Suadicani et al., 2006; Surprenant et al., 1996; Wiley et
al., 1993), suggesting that in these experimental situations, ATP. does might induce
membrane permeabilization to anions.

The mechanism underlining the dye uptake phenomena has been proposed to be by
free diffusion through a permeabilization pore opened in the plasma membrane based on the

evidences that LY concentration in the cytoplasm reaches a value close to the extracellular
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concentration of the dye (Steinberg et al., 1987a) and, although the intracellular concentration
and influx rate of most cationic dyes are more difficult to measure due to their nucleic acid-
binding properties, it has been assumed that cations and anions enter the cells through the
same pathway. However, different evidences indicate that the uptake of large cations and
anions could involve distinct mechanisms (Egan et al., 2006; North, 2002). Whole-cell patch
clamp recordings performed on cells transfected with P2X; receptors indicated a permeability
shift from low to high M, molecules in the first seconds after stimulated by ATP., while
keeping the selectivity for cations (Virginio et al., 1999). In addition, ATP, induces the uptake
of both cationic and anionic dyes in macrophages (Steinberg et al., 1987a), while only the
uptake of cationic dyes has been reported in HEK 293 and 1321N1 astrocytoma cells
transfected with P2X; (Suadicani et al., 2006; Surprenant et al., 1996).

Based on cell-attached patch-clamping experiments demonstrating the opening of
large cation- and anion- permeant channels (Z pores) induced by ATP. in macrophages, we
have hypothesized that the pore associated with the ATPc-induced permeabilization
phenomenon in macrophages could be ascribed to a molecular entity distinct from the
receptor itself, but coupled to P2X5 through an unidentified signaling mechanism (Coutinho-
Silva and Persechini, 1997; Persechini et al., 1998). This possibility has recently been
corroborated by data showing that pannexin-1, a protein that forms large non-selective
transmembrane channels (Barbe et al., 2006), is involved in the phenomenon of P2X5-
associated, ATPe-induced membrane permeabilization (Locovei et al., 2007; Pelegrin and
Surprenant, 2006). However, there have been no reports of any large and non selective unitary
channels similar to the Z pores in cells transfected with P2X; receptors under conditions of
ATPe-induced dye uptake. Moreover, pannexin-1 channels are expected to be permeable to
both cations and anions (Bao et al., 2004; Locovei et al., 2006; Locovei et al., 2007), while

there is no reports of either whole cell currents or dye uptake of anions in cells transfected
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with P2X; alone (Hibell et al., 2001; Rassendren et al., 1997; Virginio et al., 1997; Virginio et
al., 1999). The lack of data regarding the downstream events associated with P2X; receptors
prevent us from fully understand their role in macrophage physiology and in the immune
system.

To further dissect the events involved in ATPe-induced P2X7-associated phenomena in
macrophages we use a mixed approach by comparing macrophages and HEK 293 cells
transfected with P2X7 receptors (HEK-X5 cells) using three different techniques: fluorescent
dye uptake, intracellular Ca** measurement with Fura-2, and patch-clamp recordings. We
concluded that the P2Xs-triggered phenomena are more diverse than previously thought and
the so called “permeabilization phenomenon”, usually identified with a “permeabilization
pore” can be ascribed to at least two distinct mechanisms: one for cations and another for
anions. Our results imply that previous data obtained using only one approach to study P2X-
associated phenomena (e.g. whole cell current, LY uptake, YO-PRO-1 uptake, intracellular
Ca®* measurement) should be re-addressed and the uptake of anions and cations should be

treated separately.
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RESULTS

Functional expression of P2X5 receptors in HEK 293 cells. We stably transfected HEK

293 cells with P2X7; cDNA and performed whole-cell current recordings, measurement of free
intracellular Ca®* concentration, and dye uptake experiments in order to ascertain the
functionality of the transfected receptors. Macrophages were used as control wild type P2X5-
expressing cells. HEK-X7 cells express the P2X; receptor protein (Fig 1H) and display typical
ATPe-induced inward currents (Fig. 1C) similar to what was observed in macrophages (Fig.
1A), as previously described (Surprenant et al., 1996). In macrophages, besides the inward
current, ATP. also triggers an outward current (Fig 1A) previously shown to ascribed to a
Ca’*-dependent K* channel (Albuquerque et al., 1993) that is not present in HEK-X; cells
(Figs 1B-C). HEK-X; cells and macrophages, also display a sustained ATP¢-induced increase
in the free intracellular Ca** concentration not present in wild untransfected HEK 293 cells
(Figs. 1D-G). A small Ca* signal also observed in untransfected HEK 293 cells (Fig. 1E) is
possibly due to the presence of other P2 receptors in these cells. The ECsy obtained for the
Ca®* signal in HEK-X; cells was 0.8 mM ATP corresponding to 86 pM of ATP*, a value
consistent with previously published results for the ECs, of the inward current of the cloned
rat P2X7 receptor in the absence of divalent cations (Surprenant et al., 1996).

We next showed that that macrophages (Figs. 2 A-B) and HEK-X; cells (Figs. 2 E-F)),
but not untransfected HEK 293 cells (Figs. 2 C-D), presented the phenomenon of ATP.-
induced uptake of the cationic DNA-binding dyes ethidium (Fig. 2) and YO-PRO-1 (data not
shown), as previously described (Virginio et al., 1999). In addition, the uptake of ethidium by
HEK-X7 cells was blocked by oxATP (Fig. 2G) as in macrophages ((Murgia et al., 1993) and

data not shown), another raw mark of the P2X7-associated phenomena.
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Large ATP.-induced channels (Z pores) are observed in macrophages but not in HEK-X;

cells. The above results confirm data in the literature and ascertain that the P2X; receptors
expressed in transfected cells are functional, establishing the ground to further investigate
other P2X7-associated phenomena.

We have previously identified an ATPc-activated P2X-associated non-selective
channel activated in macrophages (Coutinho-Silva and Persechini, 1997). These channels
were called Z pores and could only be recorded under cell-attached patch-clamping
configuration. Because they carry currents of large cations (Tris, 121 Da and NMDG, 195 Da)
and anions (Glutamate, 146 Da) we have proposed that they could be pathway for dye uptake
(Coutinho-Silva and Persechini, 1997; Persechini et al., 1998). We have therefore investigated
whether HEK-X; cells also displayed a similar large conductance non selective channel under
cell-attached patch-clamping conditions. We observed that, while in macrophages Z pores
were readily detected in 35 out of 42 cells during the first 4 min after ATP, application (Fig.
3A recording a), no large conductance channels were observed under similar conditions
neither in HEK-X5 cells (n = 10) (Fig. 3B) during up to 30 min after ATP, application. In all
experiments, the holding potential was kept initially at -40 mV inside the pipette, but no
channels were observed by varying pipette potential from -80 to +40 mV, corresponding to a
patch transmembrane potentials ranging from -40 to +80 mV considering that the cellular
transmembrane potential should be 0 mV in the presence of ATP due to the opening of the
non-desensitizing P2X; cation currents.

In addition, in some experiments, we have also added 10 mM ATP to the pipette
solution but no pores were observed either (n=13). The Z pores of macrophages presented a
conductance state of 440 + 16 pS and a more rare state of 260 + 49 pS. They displayed a
strong rectification, being detected only at negative pipette potentials (Fig. 3C). The reversal

pipette potential was -2.7 mV, a value consistent with a reversal membrane potential of 0 mV
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since in the presence of ATP, the whole cell membrane is depolarized due to the opening of
P2X7 channels, as previously described (Coutinho-Silva and Persechini, 1997).

To further investigate the relationship between the Z pores and the phenomenon of dye
uptake by macrophages, we also performed cell-attached recordings and uptake assays using
both ethidium and LY in the absence of divalent cations, a condition known to interfere in the
activation of P2X; receptors and in the uptake of dies (Steinberg et al., 1987a) (Fig. 3A,
recording b and Table I). In the divalent-free solution, the unitary events were rarer leading to
a significantly decreased open probability (-36%), while the mean open time of each event
increased significantly (+98%). These data suggest that any Z pore-associated permeability
would decrease in the absence of divalent cations. In keeping with this possibility the uptake
of LY by macrophages also decreased significantly under the same experimental conditions
while the uptake ethidium did not (Fig. 3D). Similar results were obtained when macrophages
were pre-loaded with BAPTA-AM and kept in the same divalent-free solution (data not
shown), a condition that completely abrogates ATPe-induced Ca”* signaling in macrophages
(Monteiro-da-Cruz et al., 2006). These results indicate that the Z pores are associated with the
uptake of LY (an anion) but not ethidium (a cation). I accordance with this hypothesis, the
uptake of ethidium HEK-X; cells, a phenomenon that seem not to involve Z pores, was not
significantly changed in divalent-free solution regardless of pre-loading with BAPTA-AM
(data not shown). Therefore, the changes in LY uptake requires intracellular Ca?* signaling
and correlates well with the changes in the total open time of the Z pores while the uptake of

ethidium does not require either the presence of Z pores nor intracellular Ca** signaling.

ATP, induces the uptake of anionic dyes in macrophages but not in HEK-X5 cells. The

above results suggest that anions and cations are taken up by distinct pathways and prompted

us to further investigate possible differences between the ATP-induced dye uptake
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phenomena of these two cell types. We began by using different anionic and cationic dyes.
The anion LY (443 Da) is promptly taken up by macrophages (Figs. 4 A-B) but not by HEK-
X7 cells (Figs. 4 C-D). Similar results were obtained with CF, another anion, of a smaller M;
(376 Da) (data not shown). We next performed dye-uptake experiments with MQAE, a 246
Da cationic dye used as a CI" detector and that does not binds to DNA, being directly
visualized in the cytoplasmic compartment of the cells (Munkonge et al., 2004). MQAE can
be loaded into both macrophages (Figs. 4E-F) and HEK-X; cells (Figs. 4G-H) in a regular
ATPe-induced dye uptake assay. SR-B (558 Da), another cation that does not require
nucleotide binding to be observed, was also taken up by macrophages (see Fig. 6). These
results showed that the uptake of cations is not an exclusive property of DNA-binding dyes
and is present in both macrophages and HEK-X5 cells, while the uptake of anions is present

only in macrophages.

Uptake of dnions and not cations through a diffusional pathway.

The above described differences in electrophysiological and dye uptake properties of
ATPe-stimulated cells suggest that at least two distinct transport mechanisms are activated by
ATPe in P2X7-bearing cells. To further distinguish between these two pathways, we decided
to investigate the temperature dependence of the dye uptake phenomenon. First, as the effect
of ATP. has been reported to be temperature-dependent (Coutinho-Silva and Persechini,
1997; Gibbons et al., 2001; Nuttle and Dubyak, 1994; Persechini et al., 1998; Steinberg et al.,
1987a) we stimulated macrophages and HEK-X; cells with 5 mM ATP, 10 min in the
presence of either LY or BE, at 0, 10, 20, 25, 30, and 37°C. The results showed that both the
uptake of LY or ethidium by macrophages and the uptake of ethidium by HEK-X; cells,

decreases in the range 25-20°C and are not observed below 20°C (data not shown). Therefore
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both anion and cation uptake in both cell types are temperature-dependent, suggesting a
common regulatory mechanism for both pathways.

We next investigated the possibility that once opened at 37°C, either or both uptake
pathways could remain opened if the cells are cooled down in the presence of ATP.. This
feature was uncovered and shown in a recent report were J774 macrophages were loaded with
trehalose, a sugar used in dehydration protection of cells, under similar experimental
conditions (Elliott et al., 2006). We then stimulated macrophages with ATP, at 37°C for 10
min, cooled them down to 4°C on ice, and only then the dye was added into the culture plate.
Cells were then washed gently with cold medium containing ATP and moved to the stage of
the microscope. Under these conditions, any dye uptake that taking place at low temperature
would allow us to distinguish between active and passive transport. We observed that
ethidium (Fig. 5 A-B) and MQAE (Fig. 5 D-E) are not taken up by macrophages, while LY
(Figs. 5 F-G) and CF (not shown) are still taken up. The result obtained with MQAE indicates
that the blockade of ethidium uptake is not an exclusive characteristic of DNA-binding dyes
that could also be influenced by any putative cytoplasm-nucleus communication mechanisms.
In addition, we also showed that the blockade of cation uptake at low temperature was
reversible since the typical staining could be observed after heating up to 37°C again the cells
in the continuous presence of ATP, (Fig. 5C).

The persistence of CF and LY uptake at low temperature supports the idea that the
pathway used by anions to permeate macrophage membranes is by diffusion and is consistent
with the presence of a pore that, once activated at 37°C, opened at low temperature. The lack
of permeation of ethidium and MQAE at low temperature represent additional evidence
supporting the hypothesis idea that the uptake of cations follows a different pathway.

To further differentiate the mechanisms of transport of cations and anions we next

investigated the efflux of cytoplasmic dyes using LY as an anion (Fig. 6A-D) and SR-B as a
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cation (Figs. 6E-H). Cells were initially loaded by the addition of ATP, (Figs. 6B and F)
washed free of the dye and ATP and, after a 10 min resting period in the absence of any dyes
or agonist, re-exposed (Figs. 6 D and H) or not (Figs. 6 C and G) to ATP, for an additional
period of 10 min. We observed that while LY leaked out from the cells (Fig 6 D), SR-B
remained trapped in the cytoplasm (Fig. 6 H). No significant decrease in the fluorescence
emitted by SR-B was observed even after 30 min in the presence of ATP, (data not shown)
but it could be readily observed after the permeabilization plasma membranes with 0.01%
saponin (data not shown), indicating that it did not retained inside the cell due to unspecific
binding. Ethidium could not be used in these efflux experiments due to its DNA-binding
properties which makes its fluorescence to remain in the nuclei even after addition of saponin
(data not shown). Interestingly, the efflux of LY could only be observed in the presence of
probenecid, a blocker of anion transporters required to avoid the uptake of LY into
intracellular compartments, as previously described (Steinberg et al., 1987b) and confirmed

by us under our experimental conditions (data not shown).
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DISCUSSION

P2X7 receptors have been linked to several signaling pathways and cellular events and
its role in many cells, including those of the immune and nervous systems, has been raising
increasing interest. The original identification of this receptor (Surprenant et al., 1996)
originated from the search for a molecular identity for the then called P2Z receptor, originally
characterized in mastocytes and macrophages by its pharmacological characteristics and by
the raw mark phenomenon of uptake of cationic and anionic dyes of M, below 900 Da
(Cockcroft and Gomperts, 1980; Dubyak and El-Moatassim, 1993; Steinberg et al., 1987a).
The identification of P2Z-associated phenomena with the P2X; was confirmed established
after the establishment of P2X; knock-out mice lineages by the demonstration that
macrophages lacking the expression of these receptors did not displayed the phenomena of
ATPe-induced uptake o dies, cytokine secretion and apoptosis (Coutinho-Silva et al., 2003;
Labasi et al., 2002; Solle et al., 2001). However, although the original work by Silberstein’s
group have clearly demonstrated that anions as well as cations were taken up by macrophages
upon ATP, stimulation, most studies aimed to characterize the permeabilization phenomenon
associated with P2X; receptors focused on nucleotide-binding cationic dies such as ethidium
propidium and YO-PRO-1 (Adinolfi et al., 2005), overlooking the previous results with
anionic dies. In fact, we could not find any reports of uptake of anionic dyes by cells
transfected with P2X; receptor alone.

In this work, besides investigating the uptake of different cationic and anionic dies, we
have performed, whole-cell and cell attached patch-clamping, and intracellular Ca?*
measurements to comparatively investigate ATPe-induced P2X7-associated phenomena
displayed by murine macrophages and HEK-Xy cells. Both cells present ATP.-induced inward
currents and raise in free intracellular Ca** concentration consistent with previously reported

data for P2X;-associated phenomena (Persechini et al., 1998; Rassendren et al., 1997). In
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addition, HEK-X7 cells displays the phenomenon of ATPc-induced dye uptake when probed
with cationic dyes such as ethidium and YO-PRO-1 usually referred as membrane
permeabilization or pore formation (Rassendren et al., 1997; Virginio et al., 1997; Virginio et
al., 1999).

Besides these similarities, there are also important differences between macrophages
and HEK-X; cells. While the uptake of cationic dyes occurs in both cells, the uptake of
anionic dyes occurs only in macrophages. Moreover, in cell attached patch-clamp
experiments, only macrophages displayed an ATPe-induced 440 pS channel (Z pores)
previously shown to be associated with P2X; (Coutinho-Silva and Persechini, 1997; Faria et
al., 2004). The ability to uptake both cation and anions is not a solely property of murine
macrophages since rat peritoneal macrophages (data not shown), rat astrocytes (Duan et al.,
2003) and human macrophages (Suh et al., 2001) also present the same phenomenon.
Therefore the differences between native P2X; expressed in macrophages and in transfected
cells are more likely due to the lack of specific conditions such as signal transduction
machinery or a pore-forming molecule in the later.

Based on these observations we investigated the possibility that the pathway for
uptake of anionic dyes involve the opening of Z pores, while the uptake of cationic dyes does
not. In keeping with this possibility we showed that when dyes were added to ATP¢-activated
cells after cooling them down on ice, the uptake of cationic dyes are inhibited in both cells,
while anionic dyes still permeates through macrophage membranes. These results support the
view that the mechanisms of uptake &nionic dyes is present only in macrophages and follows
a diffusional pathway, while the uptake of cationic dyes requires a different mechanism. The
use of two different anions (CF and LY), four different cations (ethidium, YO-PRO-1, MQAE
AND SR-B), as well as efflux experiments make it difficult to ascribe these results to

different sensibility of the detection system for the fluorescence of anionic and cationic dies.
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The diffusional nature of the anion pathway was further confirmed by showing that anions but
not cations previously loaded into macrophages by ATP. can be released from the cells after
re-exposure to ATP.. These results confirm the original work from Silverstein’s group that
used anionic dyes to show that ATPe-induced dye uptake is due to a diffusional process
(Steinberg et al., 1987a). However, although this concept has been frequently generalized to
all dyes limited only to their M,, we could find no similar reports regarding cationic dyes. In
keeping with this possibility, we have also shown that both the uptake of anionic dyes and the
open probability of Z pores decreases in the absence of divalent cations. It should be
emphasized that even though divalent-free extracellular solutions increases the effect of
extracellular ATP, possibly by increasing the concentration of free ATP* ions (Steinberg et
al., 1987a), the inhibition observed by us requires the chelation of these divalent ion with 10
mM EDTA, a condition that reduces the concentration of free extracellular Mg?* in our
normal extracellular solution from 1 mM to 0.5 pM and the concentration of free Ca®* to 0.5
nM or even less (assuming a maximum of 100 puM residual concentration of this ion). In
accordance with this view, it has been shown that the flow of LY from the patch pipette into
the cell through the attached membrane patches is coincident with the opening of Z pores
(Faria et al., 2004). The blockade of the uptake o LY after chelating extracellular Ca** with
EGTA has also been previously reported (Alves et al., 1996), indicating that Ca®" rather than
Mg?* is the critical divalent cation. On the other hand, the uptake of ethidium was resistant to
the chelation of divalent cations, even in cells loaded with BAPTA-AM, a condition that
completely abrogates the intracellular Ca?* signaling (Monteiro-da-Cruz et al., 2006). Taken
together these results also imply that it is unlikely that Z pores are involved in the uptake of
large cationic dyes.

We therefore propose that, besides the small (8-9 pS) and non-selective cation

channels directly associated with the P2X; receptors (Persechini et al., 1998; Riedel et al.,
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2006), at least two additional transport mechanisms are activated by ATP, in macrophages in
normal extracellular solution: the anion uptake mechanism is associated with Z pores and
allows the free diffusional flow of anionic dies through the plasma membrane, while the
mechanism for the non diffusional uptake of cations remains to be elucidated.

The molecular nature of these two transport mechanism remains to be elucidated.
Recently, it has been proposed that pannexin 1 is required for cationic dye uptake in both
macrophages and P2X;-transfected cells (Locovei et al., 2007; Pelegrin and Surprenant,
2006). However, these studies make use of whole-cell patch-clamping currents but no unitary
channels have been reported. Pannexin 1 can form large non selective transmembrane
channels that have some biophysical properties that resembles the Z pores as a large unitary
conductance (475 pS), a reversal potential of 0 mV, multiple conductance states, and a
voltage-dependent gating that favors the opening at positive membrane potentials (Bao et al.,
2004; Shestopalov and Panchin, 2007). Moreover pannexin-1 channels expressed in oocytes
can also carry currents for a large anions such as ATP* (504 Da) in inside-out recordings
patches (Bao et al., 2004), a data consistent with the flux of LY (443 Da), but we found no
single channel studies for the permeability of pannexin-1 unitary channels for large cations.
On the other hand, we have previously shown that under cell attached conditions, the reversal
potential of the Z pores of macrophages did not change significantly in solutions were Tris
(121 Da) or NMDG (195 Da) were substituted for Na*, Glutamate (146 Da) was substituted
do CI" or mannitol was partially substituted for NaCl (Coutinho-Silva and Persechini, 1997).
These results are consistent of both cation and &nion permeability but more experiments are
needed to examine the selectivity for larger molecules, the opening probability and other
properties of these pores. The requirement for divalent cations also deserves further
investigation. Although pannexin pores opens in the presence of a range of Ca®*

concentrations in the extracellular medium (Bruzzone et al., 2005), a more stringent control of
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the low concentration range with the use of chelating agents such as EDTA or BAPTA-AM
has not been reported.

Taken together, our data are consistent with the possibility that the Z pores of
macrophages are involved in the uptake of anionic dyes but are difficult to conciliate with the
possibility that the same pores mediate the uptake of cationic dyes. Consistent with this view,
Xenopus oocytes transfected with P2X5 display the phenomenon of ATP-induced uptake of
cationic dye ((Nuttle and Dubyak, 1994; Worthington et al., 2002) and our unpublished
results), and became permeable to the anionic dye CF only after co-transfected with pannexin
1 (Locovei et al., 2007). Therefore, although we do not exclude the involvement of pannexin
1 in the uptake of cationic dyes coupled to P2X; activation, our data shows that this
phenomenon does not involve the formation of large no-selective channels, suggesting that
P2X; might also couple to another transport mechanism. Interestingly, it has been recently
shown cells with either pannexin-1 or pannexin-3 spontaneously take up SR-B without the
addition of exogenous ATP any reported changes in the whole-cell conductance (Penuela et
al., 2007), a data that is consistent with the possible association of pannexins with an pore-
independent mechanism of uptake of cationic dyes.

Therefore, the possible identification of pannexin-1 with the Z pores and the uptake of
cationic and anionic dyes induced by ATP. in macrophages deserve further experimental
analysis and the involvement of other candidate pore-forming proteins and transporters should
also be taken into account. In this regard, the possible involvement of connexins should be
readdressed due to their diversity, the possibility that they form hemi-channels (Saez et al.,
2005), and the recent description their physical (Fortes et al., 2004) and functional (lacobas et
al., 2007) association with P2 receptors.

Irrespective to the molecular identity of Z pores and the role they play in the

phenomena of ATPc-induced dye transport, its role in P2X7-associated phenomena and in
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macrophage physiology also deserves further investigation. Their large and non-selective
conductance together with their strong voltage dependence make them potential regulators of
membrane potential, osmotic balance and transport of small molecules.

Our results raise the need that in any studies aimed to elucidate P2X7-associated
phenomena and their roles in macrophage physiology, the transport of large cationic and
anionic molecules, as wells as Z pores and the small cation channels should be independently
analyzed. It should also be interesting to investigate to what extent these observations could
be applied to other P2X;-expressing cells such as lymphocytes, astrocytes, mastocytes and
dendritic cells.

These results open new possibilities in the planning of P2-based strategies to intervene
in the immune as each one of these phenomena could have different consequences in different
in situations such as differentiation, cell death, drug transport through cell membranes,

cytokine secretion and the activation of the inflammasome.
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MATERIALS AND METHODS

Materials: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), fetal bovine serum penicillin and
streptomycin were obtained from Gibco/BRL (Séo Paulo, SP, Brasil). Thioglycollate medium
was from Difco (Detroit, MI, USA). NaCl, MgCl,, CaCl,, KCI, methanol, Trizma-base,
glycine, and glycerol were from Reagen (Rio de Janeiro, RJ, Brazil). Adenosine-5-
Triphosphate (ATP), EGTA, EDTA, Tween 20, sodium dodecyl sulfate (SDS), periodate-
oxidized ATP (oxATP), ethidium bromide, sucrose, Poly-L-Lysine, HEPES, dimethyl
sulfoxide (DMSO), sulforhodamine B (SR-B), and Lucifer yellow lithium salt, were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). BAPTA-AM, YO-PRO-1, Fura-2-AM,
MQAE (N-(ethoxycarbonylmethyl)-6-methoxyquinolinium bromide) and probenecid were
from Molecular Probes (Eugene, OR, USA). Lipofectamine-2000, pcDNA6/V5-His A and
Blasticidina S HCI were from Invitrogen (Séo Paulo, SP, Brazil). Bovine serum albumin was
from USB Corporation (Cleveland, Ohio, USA), and 5(6)-Carboxyfluorescein from Eastman
Kodak (Rochester, NY, USA). Polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes, horseradish
peroxidase-conjugated anti-mouse-lgG antibody, Bradford reagent and Enhanced
Chemiluminescence (ECL-Plus) kit were from Amersham Pharmacia Biosciences (S&o Paulo,
SP, Brazil). Nonfat dry milk was obtained from Molico (Rio de Janeiro, RJ, Brazil). Anti
P2X7 antibody was purchased from Alomone Labs (Jerusalem, Israel). Phenylmethylsulfonyl
fluoride, leupeptin and aprotinin were from Biochemica Boehringer Mannheim (Mannheim,
Germany). Precision Plus Protein Standards, Kaleidoscope, was from Bio-Rad (S&o Paulo,

SP, Brazil).

Animals: Swiss-Webster mice were obtained from the animal facilities of the Instituto de

Microbiologia Paulo de Goes and from the Transgenic Animal Facility of the Instituto de
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Biofisica Carlos Chagas Filho of the Federal University of Rio de Janeiro. All animals were
eight to twelve week-old, weighed approximately 16-30 g and were handled according to the
guidelines for animal use in scientific experiments of the Instituto de Biofisica Carlos Chagas

Filho of the Federal University of Rio de Janeiro.

Macrophage isolation and culture: Thioglycollate-elicited macrophages were obtained from

the intra-peritoneal cavity of mice, collected 4 days after thioglycollate injection, as
previously described (Coutinho-Silva and Persechini, 1997). In brief, cells were washed in
DMEM and kept on ice at a concentration of 10° cells/mL. For permeabilization assays and
electrophysiological experiments, cells were plated on 35 mm culture dishes at a
concentration of 2x10° cells/dish in 2 mL DMEM medium supplemented with 10% fetal
bovine serum, 2 g/L sodium bicarbonate, 0.3 mg/L L-glutamine, 100 U/mL penicillin, and
100 pg/mL streptomycin (complete medium) at 37°C in a humidified atmosphere containing
5% CO,. Non adherent cells were then removed after 1 hr and the macrophages were kept for
4 days under the same culture conditions. For calcium measurements, cells were plated on

glass cover slips at a concentration of 5x10° cells/dish.

Stable expression of P2X; in HEK 293 cells: The rat P2X; cDNA (Surprenant et al.,

1996) (a generous gift from Dr. David Julius at the Departments of Anatomy and Cellular and
Molecular Pharmacology, University of California, San Francisco, CA, USA) was sub cloned
into pcDNAG6/V5-His A. For transfection, HEK 293 cells were maintained in DMEM
containing 10% fetal bovine serum and plated at 70-80% confluence. About 30 ug of
linearized plasmid was used to transfect cells with Lipofectamine 2000, following the
manufacturer’s instructions. Next day the medium was replaced and Spg/mL Blasticidin S

HCI was introduced to select for transfected cells. One week after transfection, with the
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medium being replenished every 2 days, a few clones were picked with a sterile tip and placed
individually in a well of a 12-well plate. After expansion of the clones they were assayed for

permeabilization with ATP and ethidium bromide and the best responses selected.

Culture of HEK 293 cells: Cells were plated in Poly-L-Lysine coated 35 mm culture dishes in
2 mL DMEM complete medium at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO,. The

HEK-X7 cell medium was supplemented with 5pug/mL Blasticidin S HCI.

Cellular extracts: Cells were lysed in homogenization buffer (20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 2 mM

EDTA, 10 mM EGTA, 250 mM sucrose, 17 pg/mL phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF),
25 pg/mL leupeptin and 25 pg/mL aprotinin) by 30 passages through a 28 gauge needle and

kept on ice for a few minutes until used as described bellow.

Anti-P2X; Western Blots: Cell extracts prepared as above, were mixed with a gel loading

solution boiled and 10 pg of total protein per lane were separated by electrophoresis on a
10% SDS-PAGE and transferred to PVDF membranes using standard protocols. The protein
concentration in the extracts was determined by the Bradford assay (Bradford, 1976) using
bovine serum albumin as standard. Membranes were then incubated with a blocking buffer
consisting of TTBS (50 mM Tris, 200 mM NaCl, 0.1% Tween 20, pH 7.6) containing 5%
nonfat dry milk for 2 h at room temperature and then incubated overnight with anti-P2X7 C-
terminal antibody (diluted 1:200) at 4°C. After three rinses in TTBS for 5 min each,
membranes were incubated for 1 h with horseradish peroxidase-conjugated goat-anti-1gG
(1:2000) diluted in blocking buffer. Membranes were then washed three times for 10 min in
TTBS, and bound antibodies were detected by ECL-plus reaction according to the

manufacturer’s instructions.
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Dye uptake and efflux assays: ATP-induced dye uptake was measured by detecting the

fluorescence of an intracellular dye in a Axiovert 100 microscope (Karl Zeiss, Oberkochen,
Germany) equipped with a HBO lamp and appropriate filters. Unless otherwise specified,
cells were kept at 37°C for 5 min, in a solution containing in mM: 145 NaCl, 5 KCI, 1 MgCl,,
and 10 Na-HEPES, pH 7.4 (normal extracellular solution). Ethidium bromide (10 uM final
concentration) or YO-PRO-1 (25 uM), carboxyfluorescein (5 mM), or LY (3 mM) and ATP
(5 mM) were then added and the cells were kept under the same conditions for an additional
period of 10 minutes. The dye uptake was then determined by fluorescence microscopy using
a Axiovert 100 microscope equipped with a digital camera. In assays requiring BAPTA-AM
loaded cells, macrophages were first prepared as described below for "Intracellular calcium
measurements”. In experiments using the CI" indicator MQAE, glutamate was substituted for
CI in the bathing solution and a microscope equiped with appropriated filters were used. In
all fluorescence observations, cells were also observed using a clear field illumination (not
shown in the figures) and at least 50 macrophages were present in each microscope field

studied.

Electrophysiology: Macrophages and HEK 293 cells were plated in 35 mm plastic culture

dishes for 3-5 days as described above. Before the experiment, the culture medium was
exchanged for one of the salt solutions described below: Unless otherwise specified,
experiments were performed in normal solution (composition defined above) at -40 mV
holding potential. In some experiments, NaCl was substituted for Tris-Cl (low Na" solution)
or 10 mM EDTA was added to the normal solution (divalent-free solution), as specified in the
text and legends. lonic currents were recorded in whole cell or cell-attached configurations,

using an EPC-7 amplifier (List Electronic, Darmstadt, Germany) according to standard patch-
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clamping techniques (Hamill et al., 1981). Giga-ohm seals were formed after offset potential
compensation, using heat-polished micropipettes of 5-10 MQ filled with an intrapipette
solution (in mM: 135 KCI, 5 NaCl, 2 MgCl,, 0.1 K-EGTA, and 10 K-HEPES, pH 7.4) in the
whole cell experiments and with the same extracellular solution in cell attached experiments.
ATP was applied onto the cell surface by pneumatic injection, using a second micropipette
filled with ATP, at the indicated concentration, dissolved in extracellular solution and
connected to a PPM-2 pneumatic pump (NeuroPhore BH-2 system, List). Data were collected
using pClamp and Fetchex software, version 6.0, and a Digidata 1200 interface (Axon

Instruments, USA) and plotted using Origin software (Microcal Inc, USA, version 4.0).

Intracellular calcium measurements: Macrophages were plated on glass cover slips for 3-5

days were loaded with 5 uM Fura-2 AM with our without 10 pg/mL BAPTA-AM for 30 min
at room temperature in HEPES-buffered culture medium containing 2.5 mM probenecid. The
cells were then washed twice and accommodated in a three-compartment superfusion
chamber whose base was formed by the cover slip containing the cells. The central chamber
containing the cells had a volume of 200 uL, and was perfused at a rate of 1 mL/min. The
perfusion solution contained, in mM: 135 NaCl, 5 KCI, 1 MgCl,, 10 Na-HEPES, pH 7.4; and
either 1 mM CaCl, or 1 mM EGTA. This solution was pre-heated to reach 37°C at the
perfusion chamber. Intracellular calcium concentrations of groups of 20-40 cells were
monitored continuously at 37°C with the use of a fluorescence photometer (Photon
Technology, Princeton, NJ). Fura-2 was excited alternately at 340 and 380 nm, and the
emission at 510 nm was measured. The ratio measurement, which is proportional to the
intracellular calcium concentration, was determined every 100 ms. ATP application was via
continuous perfusion of the same solution containing the indicated concentrations of the drug

(Bisaggio et al., 2001).
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Data analysis: Differences between experimental groups were evaluated by the two-tailed
unpaired Student's t test. Each experiment was performed at least thrice in duplicates. Data
were analyzed using GraphPad InsTat software (GraphPad Software Inc., version 4.0). Values
are presented as mean + s.d. The quantification of the fluorescence intensity was performed
using the program ImageJ 1.38X ( National Institute of Health, USA). The calculation of the
concentration of ATP* was performed using the program Sliders v2.00 (Chris Patton,
Stanford University, CA, USA).
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ABBREVIATIONS USED IN THIS PAPER

ATPe: Extracellular ATP

CF: Carboxyfluorescein

HEK-X cells: HEK 293 cells transfected with P2X5 receptors;
LY: Lucifer Yellow.

OXATP: Periodate-oxidized ATP

PVDF: polyvinylidene difluoride.

SDS: sodium dodecyl sulfate.

SR-B: sulforhodamine B
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Table |
Solution Open probability Open time ° (sec)
Normal 0.110 £ 0.02 1.87+0.01
0.070 £ 0.04 3.7%1

Divalent-free

Open probability and open time of Z pores. Cell-attached recordings of macrophages were
performed using the same solution in the pipette and in the extracellular medium at 37°C in
the presence of 1 mM ATP at a holding potential of -40 mV. Results are represented as mean
ts.d. (n=5)

(@) Time opened/ total time of recording.
(b) Mean time of a channel in the open state.
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Figure 2
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Figure 5
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: ATPeinduced inward currents and Ca®* signaling in HEK-X; cells and
macrophages.. (A-C) Whole cell voltage clamp recordings of macrophages (A), HEK 293
cells (B), and HEK-X7 cells (C). Cells were kept at room temperature and ATP (1 mM) was
applied pneumatically (arrows). (D-G) Changes in free intracellular Ca** concentration of
macrophages (D), HEK 293 cells (E), and HEK-X5 cells (F) loaded with Fura-2-AM. Cells
were kept at 37 °C and 5 mM ATP (final concentration) was applied as indicated by the
horizontal bars. Ca?* concentration was measured for 10-20 cells in the same microscope field
using arbitrary fluorescence ratio units (a.u.). (G) Dose-effect curve of ATP, in HEK-X; cells.
Cells were exposed to different ATP, concentrations in the same conditions as in (F) and the
fluorescence signal was normalized taking the maximum fluorescence obtained after the
addition of 0.1% saponin. (H) Anti P2X; Western blotting of macrophages (lane 1) HEK 293
cells (lane 2), and HEK-X7 cells (lane 3)Each result is a representative result of at least three
independent experiments. In (G), the bars represent the mean * s.d. of at least 3 measurements

per data point.

Figure 2: ATPc-induced ethidium uptake in HEK-X; cells and in macrophages.
Fluorescence images of cells incubated for 15 min at 37°C in the presence (B, D, F, G) or not
(A, C, E) of 5 mM ATP. Ethidium bromide (10 puM) was added in all preparations. (A-B)
Macrophages; (C-D) HEK 293 cells; (E-F) HEK-X; cells. (G) HEK-X7 cells pre-incubated
during 2 hrs with 300 uM oxATP before the addition of ATP. Each result is representative of

at least three independent experiments. Calibration bar shown in (A): 100 pm.
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Figure 3: Large non-selective channels observed in macrophages but not in HEK-X;
cells correlates with ATP¢-induced anion uptake. Cell-attached recordings (A-C) and dye
uptake assays (D) were performed in macrophages (A, C, and D) and in HEK-X5 cells (B).
For patch-clamping experiments, cells were kept at 37°C and cell-attached recordings were
performed with a holding potential of -40 mV in the pipette. ATP was applied manually with
a micropipette (1 mM final concentration) and all the recordings were performed between
within 1 min after ATP application. Each result is a representative recording of at least 10
independent experiments. (A): Cell attached recordings of macrophages. Upper trace: normal
extracellular solution. Lower trace: divalent-free extracellular solution.; (B): Cell attached
recording of a HEK-X7 cell. (C): I versus V curves of the macrophage channels obtained in
the same conditions as in the upper trace of (A). (D): ATPe-induced uptake of ethidium and
LY in macrophages using the same solutions as in (A). Data in (D) was obtained by analyzing
the fluorescence intensity of the cells as described in “Methods”. The values were normalized
for each dye by subtracting the non-specific fluorescence, obtained in normal solution in the
absence of ATP, from all values and taking the specific fluorescence, obtained in normal
solution in the presence of ATP, as 100%. Data points and bars represent the mean + s.d. of at

least four independent experiments.

Figure 4: ATP. induces the uptake of anionic dyes in macrophages but not in HEK-X7
cells. Fluorescence microscopy of cells incubated for 10 min at 37°C in the absence (A, C, E,
G) or in the presence (B, D, F, H) of 5 mM ATP. LY (3 mM) or MQAE (5 mM) were used as
fluorescent dyes. (A-B) Macrophages in the presence of LY; (C-D) HEK-X; cells in the

presence of LY; (E-F) Macrophages in the presence of MQAE. (G-H) HEK-X; cells in the
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presence of MQAE. Each result is representative of at least three independent experiments.

Calibration bar shown in (A): 100 pm..

Figure 5: Uptake of anions but not cations occurs through a diffusional process.
Fluorescence microscopy of cells incubated for 10 min at 37°C in the absence (A, D, F) or in
the presence (B, C, E, G) of 5 mM ATP and cooled down on ice in the absence of any dyes.
Ethidium bromide (A-B), MQAE (D-E), or LY (F-G) was then added for 15 min and the cells
were immediately transferred to the stage of the microscope. Temperature was kept all the
time below 4°C. In (C), cells treated as in (B) were heated up to 37°C and kept in the presence
of ATP, and ethidium for 10 min. Experiments using MQAE were performed in a low
chloride solution obtained by substituting CI" for glutamate in the normal extracellular
solution. Each picture is representative of at least three independent experiments performed in

duplicates. Calibration bar shown in (A): 100 pum..

Figure 6: ATP. induces the efflux of anions but not cations from macrophages.

Fluorescence microscopy of macrophages incubated for 10 min at 37°C in the absence (A and
E) or in the presence (B-D and F-H) of 5 mM ATP. LY (A-D) or SR-B mM (E-H) was added
at 37°C and cells were kept at this temperature until transferred to the stage of the microscope.
In (B) and (F), cells were loaded with the dye by incubation for 10 min in the presence of any
of the dye and ATP. In (C) and (G) cells were prepared as in (B) and (F) respectively, washed,
and kept in normal solution without the dye or ATP for an additional period of 10 min. In (D)
and (H) cells were prepared as in (B) and (F) respectively, washed, and kept in normal

solution in the presence of 5 mM ATP and without the dye for an additional period of 10 min.
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In the LY experiments (A-D), macrophages were pre-incubated for 30 min and kept in the
presence of probenecid (5 mM) during all incubations. Each result is representative of at least

three independent experiments. Calibration bar shown in (A): 100 pm.
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