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Reagentes utilizados:

Calbiochem-Novabiochem Corporation (USA e Canada)

Usb-Corporation (USA)

Triton X-100

Ortovanadato de sodio

G418

Coquetel de inibidores de protease
lonomicina

Pluronic F127

Gibco-Invitrogen Corporation (USA)

DMEM alta glicose
Penicilina/streptomicina (P/S)
Soro equino (S.E.)

Soro fetal bovino (SFB)

Fator de crescimento neuronal-7S (“neuronal growth factor”’-7S) (NGF)

Merck (Germany)

Na;HPO,4
NaH2PO4
MOPS
EGTA

EDTA
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MnCl,
NaCl
KCI
CaCl,
HEPES
Glicose
MgSO,
Atropina
Cloroférmio
Metanol
Etanol

Bicarbonato de sodio

Promega Corporation

Transfast reagent

Sigma (USA)
CCH

BAPTA-AM
U73122
Indol-AM
Nonidet P/40
B-NADP

L-glutamic
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Reagentes e Solugdes

Desidrogenase I-glutdmico
Acido I-glutamico

Resina Dowex-1(8X)
[*H]-myo-inositol

POPOP

PPO

Tween 20 (Sigma-Ultra)
Acido formico

Formato de amonio
Tetraborato de amonio

Formato de sodio

Analitica
Etanol
1,4-Dioxana
Tolueno

Naftaleno

Molecular Probes (USA).

Fluo4-AM

Amersham Biosciences (Germany):

Kit-ECL
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Anticorpos utilizados:

Anticorpo primario monoclonal (camundongo) anti-actina (Chemicon U.S.A e Canada)
Anticorpo primério policlonal (camundongo) anti-VGLUT2 (Chemicon U.S.A e Canada)
Anticorpo primario policlonal (cabra) anti-receptor muscarinico tipo 1 (RM1) (Santa Cruz
Biotechnology-USA)

Anticorpo primario policlonal (coelho) anti-fosfolipase C tipo § (PLC-p) (Santa Cruz
Biotechnology-USA)

Anticorpo primério (cabra) anti-VMAT1 (Alphadiagnostic international)

Anticorpo secundario (cabra) anti-coelho conjugado a “‘horseradish peroxidase-
linked’(HRP) (Molecular Probes)

Anticorpo secundario anti-cabra conjugado a HRP (Molecular Probes)

Anticorpo secundario (cabra) anti-camundongo conjugado a HRP (Molecular Probes)
Anticorpo secundério anti-camundongo ALEXA 568 nm

Anticorpo secundario (burro) anti-camundongo ALEXA 647 nm

Anticorpo secundario (burro) anti-cabra ALEXA 488 nm

Anticorpo secundério anti-coelho ALEXA 488nm
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Solucdes:

Meio de crescimento celular:

Meio DMEM alta glicose suplementado com 1% P/S, 5% de SFB e 5% SE (suplementado

com 400ug/mL G418 para células PC12-NCS-1).

Meio DMEM alta glicose:

Adicionar ao meio DMEM diluido em agua destilada/deionizada, 3,7g de bicarbonato de
sodio. pH ajustado para 7,2 com HCI 0,1M. Filtrar em membrana 0,22um em capela de

fluxo lamilar (esterelizada). Armazenar a 4°C em frascos estéreis.

DMEM alta glicose (composicao):

CaCl; 1,8mM, Fe(NOs)s-9H,O 0,000248mM, KCI 5,3mM, MgSOs 0,813mM, NaCl
110,34mM, NaH,PO4-H,O 0,906mM, NaHCO; 3,5mM, D-Glicose 30,0mM, Vermelho
fenol 0,0346mM, Piruvato de sédio 1,0mM, L-Arginina-HCI 0,398mM, L-Cisteina 2HCI
0,2mM, L-Glutamina 4,0mM, Glicina 0,399mM, L-Histidina HCI-H,O 0,2mM, L-
Isoleucina 0,802mM, L-Leucina 0,802mM, L-Lisina-HCI 0,798mM, L-Metionina
0,201mM, L-Fenilalanina 0,4mM, L-Serina 0,4mM, L-Treonina, 0,078mM, L-Triptofano,
0,078mM, L-Tirosina 2Na 2H,0, 0,398mM, L-Valina, 0,803mM, D-pantotenato de calcio,
0,0083mM, Cloreto de colina, 0,0285mM, Acido Félico, 0,00906mM, i-Inositol, 0,04mM,
niacinamida, 0,0328mM, piridoxina HCI, 0,0196mM, riboflavina 0,00106mM, tiamina HCI

0,0118mM).
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Meio de diferenciacdo celular:

DMEM alta glicose suplementado com 1% P/S, 2,5% de SFB, 2,5% SE e 100ng/mL

NGF-7S (suplementado com 400ug/mL G418 para células PC12-NCS-1).

Solucdo estogue de NGF-7S:

Diluido a uma concentragdo de 25ug/mL em meio DMEM alta glicose contendo 2,5%
SFB, 2,5% SE e 1% P/S. Aliquotado (30-60 uL) e mantido a -20°C. Recomenda-se néo

recongelar.

Solucéo Krebs-HEPES de incubacéo ou perfusdo:

124,0 mM NaCl, 4,0mM KCI, 1.2 mM MgSO,, 10,0 mM Glicose, 25,0 mM HEPES. O

pH foi ajustado para 7,4 com 5M NaOH

Solucdo de marcacdo Indol-AM:

10uM Indo1-AM diluido em meio Krebs-HEPES de incubagéo contendo 1mM Ca?* e
1% pluronic F127. Preparar a solucdo minutos antes da marcacdo celular. Manter a

temperatura ambiente fora do contato da luz.

Solucdo de marcacdo Fluo4-AM:

10uM Fluo4-AM diluido em meio Krebs-HEPES de incubagdo contendo 1mM Ca?*.
Preparar a solugcdo minutos antes da marcacdo celular. Manter & temperatura ambiente

fora do contato da luz.
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Solucdo de marcacdo FM4-64:

30uM FM4-64/ 37°C por 12 horas em meio de diferenciacéo.

Reagente de Bradford:

0,06% (p/v) de azul de Comassie G-250 e 3% (v/v) de &cido perclorico. O comassie G
foi diluido, primeiramente, no &cido perclérico e s6 depois de muita homogeneizagdo
completou-se com agua deionizada para o volume total. Foi estocado a 4°C em frasco

ambar e usado em até sete dias.

Solucdo de NaCl :

0,15 M NaCl. O NaCl foi diluido em &gua deionizada e estocado a 4°C.

Solucéo de lise 1:

20mM Tris pH 8,0, 137mM NaCl, 0,5mM ortovanadato de sddio, 2mM &cido ocadaico,
10% glicerol, 1% Nonidet P40, 2% de coquetel de inibidores de protease. Estocado a

4°C. Adicionar o coquetel posteriormente junto a amostra.

PBS:

58mM Na,HPO,, 17mM NaH,PO, e 68mM NaCl, pH 7,4

Tampao de corrida:

Tris-HCI 0,025M, pH8,3; glicina 0,192M e SDS 0,1% (p/v).
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Tampao de amostra (6X):

SDS 0,2% (p/v), glicerol 0,2% (v/v), 2-mercaptoetanol 0,32% (v/v), azul de bromofenol

0,0001% (p/v) e Tris-Hcl 12,5mM, pH6,8.

Solucdo de blogueio:

PBS 1X; Tween 20 0,5% (v/v); leite desnatado em pd (Molico®, Nestle) 5% (p/v).

Gel de separacao:

15% (v/v) de acrilamida/ bisacrilamida 29:1 (p/p); Tris-HCI 0,4M, pH 8,8; SDS 0,1%

(p/v); persulfato de aménio 50mM e TEMED 0,05% (v/v).

Gel de concentracao:

4% (v/v) de acrilamida/ bisacrilamida 29:1 (p/p); Tris-HCI 0,125M, pH 6,8; SDS 0,1%

(p/v); persulfato de aménio 4mM e TEMED 0, 025% (v/v).

Tampao de transferéncia:

Tris 48mM; glicina 39mM; metanol 20% (v/v); 0,013mM SDS.

Solucdo de Ponceau:

Ponceau S 1% (p/v); acido acético 10% (v/v) -

Solucdo PBS-Tween:

Diluir Tween 20 0,1% (v/v) em solucdo PBS 1X.

XY i/



Reagentes e Solucdes Melissa M. Guimaraes

Solucdo de formatacdo da resina de troca anidnica Dowex1(X8):

Diluir formato de aménio em agua a 0,1N. Manter a solugdo a temperatura ambiente.

Solucéo de lise 2:

Preparar solucdo de cloroférmio-metanol (1:2). Recomenda-se que os produtos sejam
dos fabricantes (Merck ou Sigma) e que essa solucdo seja preparada poucos minutos

antes de sua utilizacdo. N&o estocar.

Solucédo de eluicdo 1:

Diluir tetraborato de am6nio a 5mM e formato de so6dio 60mmols/L em &gua

destilada/deionizada. Manter a temperatura ambiente.

Solucéo de eluicdo 2:

Diluir formato de aménio a 0,2 M em solugdo preparadas de acido formico a 0,1 M.

Manter & temperatura ambiente.

Solucéo de eluicdo 3:

Diluir formato de aménio a 0,4 M em solugdo preparadas de acido formico a 0,1 M.

Manter & temperatura ambiente.

Solucéo de eluicdo 4:

Diluir formato de aménio a 1,0 M em solugdo preparadas de acido formico a 0,1 M.
Manter & temperatura ambiente.

Solucédo de eluicdo 5:
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Diluir formato de aménio a 2,0 M em solugdo preparadas de acido formico a 0,1 M.

Manter & temperatura ambiente.

Solucdo “Bray”:

0,3%v/v etanol; 0,3%v/v 1,4-dioxana, 0,3%v/v tolueno, 0,55M naftaleno, 0,55mM
POPOP, 0,02M PPO, 0,09%v/v triton X-100. Para diluicdo completa, a solucéo foi
deixada sob agitacdo durante horas em capela de fluxo laminar. A solucdo “Bray” foi

mantida a 4°C em frasco ambar.

YY\/i



Suporte Financeiro Melissa M. Guimardes
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Resumo Melissa M. Guimaraes

A proteina Neuronal Sensora de Célcio-1 (NCS-1) pertence a superfamilia de
proteinas apresentando dominios EF-hand com afinidade ao Ca?*. E expressa em
neurdnios e células neuroenddcrinas onde modula a transmissao sinaptica e plasticidade
celular. Trabalhos descritos mostraram aumento da expressdo da proteina NCS-1 no
cortex pre-frontal de pacientes esquizofrénicos a partir de analises pés-morte sugerindo
0 envolvimento de NCS-1 nos mecanismos moleculares de regulacdo da transmisséo
dopaminérgica associados aos transtornos mentais. Entretanto, pouco se sabe a respeito
da participacdo de NCS-1 na regulacdo da via de sinalizacdo muscarinica. Neste
trabalho foram verificados efeitos da superexpressdo da NCS-1 em células PC12 (PC12-
NCS-1) nos processos de liberacdo de glutamato, niveis de Ca’* e dinamica de
fosfoinositideos provocados pela ativacdo da via muscarinica. Foi observado que o
estimulo com carbacol (CCH) (300uM) induziu liberacdo de glutamato tanto nas células
PC12 selvagens (PC12-wt) quanto nas células PC12-NCS-1. Entretanto a liberacdo de
glutamato foi maior nas células PC12-NCS-1 em comparacdo as células PC12-wt
respectivamente (14.4 + 1.8 e 8.3 £ 0.9 nmol/mg de proteina). Niveis aumentados de
glutamato liberado pelas células PC12-NCS-1 estimuladas com CCH foram observados
tanto na presenca quanto na auséncia do influxo de Ca**. Além disso, niveis
aumentados de InsP; (663,0 £ 63,0 e 310.0 + 39.0 % de fluorescéncia em U.A. + EPM)
e na [Ca?']; (766.35 + 35.0 e 687.8 + 37.0 em nM + EPM) foram observados nas células
PC12-NCS-1 em comparacdo as células PC12-wt estimuladas com CCH (300uM)
respectivamente. Padrdes distintos na dindmica intracelular de Ca®* foram observados
apoOs o estimulo das células com CCH. Nas células PC12-NCS-1 foi observado um
aumento na [Ca?']i sequido de um decaimento rapido. Nas células PC12-wt foi
observado um decaimento lento na [Ca*]; caracteristico de um platd. Tanto o aumento
na formacéo de InsP; quanto na liberacdo de glutamato foram bloqueados pela atropina
(10uM) nas células PC12-NCS-1 estimuladas com CCH. Esses resultados indicam que
0 aumento da expressdo de NCS-1 nas células PC12 induz facilitacdo da dindmica de
formagéo de segundos mensageiros e da liberagcdo de glutamato dependente da ativagéo
muscarinica. Essas evidéncias sugerem que a proteina NCS-1 poderia estar envolvida na
amplificacdo de processos adaptativos da sinalizagdo muscarinica associados a

patofisiologia dos transtornos neurais.
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Abstract Melissa M. Guimaraes

Neuronal calcium sensor-1 (NCS-1) belongs to the superfamily of EF-hand
Ca”* binding protein. It is expressed in neurons and neuroendocrine cells where it
modulates synaptic transmission and plasticity. Finding of higher levels of NCS-1 in
analyses pre-frontal cortex of post-mortem schizophrenic patients has been suggesting
participation of NCS-1 in mechanisms of neuropsychiatric dysfunction (schizophrenia
transtorn) by regulating dopaminergic transmission. However fewer are known about
the involvement of NCS-1 in the muscarinic signaling. In this study it was verified the
effect of NCS-1 overexpression in the pattern of glutamate release, intracellular Ca?*
levels and phosphoinositide dynamics evoked by a cholinergic agonist. Carbachol
(CCH) (300uM) evoked glutamate release from pheochromocytoma wild type cells
(PC12-wt) and stable overexpressing NCS-1 (PC12-NCS-1). However it was more
efficient to evoke glutamate release from PC12-NCS-1 compared with PC12-wt
respectively (14.4 £ 1.8 and 8.3 £ 0.9 nmol/mg of protein). Increased glutamate release
induced by CCH from PC12-NCS-1 was independent on extracellular Ca®* influx.
Additionally, a larger increase of cytoplasmic levels of InsP; (663.0 = 63.0 and 310.0 £
39.0 % of fluorescence in A.U.) and [Ca*']; (766.35 + 35.0 and 687.8 + 37.0 in nmol/L)
was observed after CCH (300uM) stimulus of PC12-NCS-1 compared with PC12-wt
respectively. Clearly distinction between intracellular Ca** dynamics was observed in
PC12-NCS-1 and PC12-wt. A larger increase followed by fast decay of [Ca?']; was
observed in PC12-NCS-1. A plateau with a delayed decay of [Ca?*]; was characteristic
of PC12-wt [Ca®']; response. Both enhancement of InsPs production and glutamate
release observed in PC12-NCS-1 were blocked by atropine (10uM). However at PC12-
wt, glutamate release induced by CCH was not significantly blocked by atropine.
Together, our data shows that higher expression of NCS-1 at PC12 cells induces an
enhancement of second messenger dynamics and transmitter release dependent on
muscarinic activation. These evidences suggest to the possible tuning position of NCS-1
on up-regulation of muscarinic signaling and its point to an important question of
possible role of NCS-1 on adaptation of muscarinic pathway control associated with

neuronal dysfunction.
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Os ions célcio sdo considerados um dos mensageiros intracelulares mais
versateis e indispensaveis para o ajuste fino da atividade celular (Berridge e Bootman,
2000; Berridge, 2006). Tais ions poderiam receber o titulo de “maestro orquestrador” ja
que exercem papel de integracdo de diversas vias de sinalizacdo celular (ver ilustracdo
abaixo). Diferentes funcdes celulares que sdo finamente controladas pelo Ca?* incluem
processos como contragdo/relaxamento, excitabilidade, secrecdo-exocitose, regulacéo
da atividade protéica, expressdo génica, plasticidade, memodria e crescimento,
desenvolvimento e morte celular (Berridge e Bootman, 2000; Sabatine e cols., 2002,
Augustine e cols., 2003; Gomez e Zheng, 2006).

Diferentes funcgbes neuronais séo reguladas por alteracbes na concentragdo
intracelular de Ca?* ([Ca*'];)). A compreenséo das vias de sinalizacdo dependentes de
Ca®* em neurdnios ndo s6 aumenta o conhecimento de aspectos basicos da regulacéo
neuronal, mas também possibilita o esclarecimento das anormalidades da sinalizagdo
intracelular presentes em condigdes patoldgicas.

Para que cada uma de suas fungdes seja garantida de maneira especifica é
importante notar que os sinais e [Ca’*]; sdo rigorosamente compartimentalizados em
microdominios e obedecem uma grande variacdo temporal, indo de fracGes de
milisegundos a horas, dias e até mesmo semanas (Sabatini e Regehr, 1996). Canais de
Ca”* dependentes de voltagem e/ou ligantes, bombas Ca®*-ATPase, trocadores Na*/Ca?*
e reservatorios intracelulares (como os reticulos endoplasmatico e nucleoplasmatico, as
mitocondrias) compdem parte da maquinaria de controle da [Ca’*]i em condicdes
basais, que variam de 10-100 nM e que, em condi¢cdes de estimulo atingem niveis

superiores (Lohman e Wong, 2005).
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Figura 1: [Ca*]i e o ajuste fino da atividade celular.
Controle da [Ca®']; associado & diversidade de sinais
intracelulares. Baixos niveis intracelulares de Ca®* sdo
controlados por receptores ionotropicos, canais i0nicos
dependentes de voltagem, canais i0nicos presentes nas
membranas de  estoques intracelulares  (reticulos
endoplasmatico, nucleoplasmatico e mitocdndia), canais
idnicos regulados pelo estoque (SOC) e bombas Ca*-

ATPases presentes na membranas.
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Além dessa maquinaria de controle da dinamica intracelular das [Ca'];, existe
uma outra, capaz de detectar fina e precisamente, os diferentes niveis intracelulares de
Ca”* representada pelas proteinas ligantes de Ca?* (ver figura 1). Tais proteinas
apresentam estruturas com afinidades diferentes a este ion e por isso auxiliam na
compartimentalizagdo funcional do Ca?* livre, ja que interferem com sua concentrac&o
nos diferentes microdominios (Burgoyne e cols., 2004). Assim, 0 processo de tradugdo
espaco-temporal do sinal de Ca** em funcdes especificas se deve & interacdo molecular
desse fon com proteinas denominadas ligantes de Ca®* (Ca** binding proteins ou CBP)
e/ou sensoras de calcio (Ca?" sensor proteins).

As primeiras, conhecidas como ligantes ou quelantes do Ca** intracelular
compreendem proteinas como caldendrina (caldendrin), calbindin, parvalbumina e CBP

2, 3, 4 e 5, (Burgoyne e cols., 2004; Schawaller e cols., 2002; Mikhaylova, 2006). Ja as

proteinas sensoras de Ca’* sdo capazes de responder a sinais especificos de Ca",
traduzindo esta variedade de sinais em diferentes funcfes neuronais (O"Callaghan e
Burgoyne, 2003; Hilfiker, 2003; Burgoyne, 2007). Trés caracteristicas classicas definem
a propriedade peculiar destas proteinas em determinar a transducéo seletiva de sinais
intracelulares:

1- a afinidade a fons Ca®*;

2- a cinética;

3- a localizagéo nos diferentes compartimentos intracelulares.

A sinaptotagmina | é um exemplo de proteina sensora de Ca?*, que responde
rapidamente a altas concentracdes intracelulares de Ca?* interferindo com a liberago de
neurotransmissores (Koh e Bellen, 2003). A calmodulina é conhecida como arquétipo

mais estudado entre as proteinas sensoras de Ca’*, que ao ser ativada por esse fon
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controla uma série de funcgdes neuronais, como a de liberacdo de mediadores, processos
de potenciacdo de longa duragdo (LTP), memoria sindptica e comportamental (Chin e
Means, 2000; Lisman e cols., 2002).

Uma grande familia de proteinas sensoras de Ca”*, presente principalmente em
neurdnios, é denominada “proteinas neuronais sensoras de Ca®* ou proteinas NCS
(Neuronal Ca** Sensor) (ver tabela I adiante). Esta familia de proteinas é codificada por

14 genes no genoma humano (http://www.liv.ac.uk/physiology/ncs/index.html) e, em

alguns casos, a diversidade ainda é maior, pela existéncia de processamento alternativo
(splices variantes). Todos os grupos da familia NCS apresentam quatro dominios EF-
hand, um dos dominios mais descrito e que aparecem em, pelo menos, 83 tipos de
proteinas sensoras de Ca** codificadas pelo genoma humano (Venter e cols., 2001). O
dominio EF-hand consiste em uma estrutura hélice-alga-hélice (helix-loop-helix)
formada por 29 aminoacidos, no qual seis destes, presentes na alca, estdo envolvidos na
ligacdo de alta afinidade para o Ca?* (Burgoyne e Weiss, 2001). Além desta regido, a
maioria das proteinas NCS apresenta uma cauda miristoil formada por uma cadeia
apolar de 14 carbonos adicionados, de forma pds-traducional, na por¢do N-terminal e
que podem funcionar como verdadeiras ancoras de apoio as membranas (Zozulya e
Stryer, 1992).

A recoverina foi a primeira proteina NCS a ser caracterizada. Ela é expressa
especificamente em células fotossensiveis da retina e age especialmente impedindo a
inativacdo da rodopsina regulando a transdugdo do estimulo luminoso em sinal elétrico
(Palczewski e cols., 2000; Sallese e cols., 2000). Outros exemplos de proteinas NCS
estdo mostrados na tabela 1. Estas proteinas possuem afinidades em ordens
submicromolares / micromolar para ions calcio, e sofrem alteracBes conformacionais

capazes de determinar a interacéo e regulacdo de diversas proteinas, além de alteragdes
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na funcgdo fisioldgica (Burgoyne e cols., 2004). A proteina NCS-1, foco principal do

presente estudo, é uma integrante da familia das proteinas NCS e sera descrita estrutural

e funcionalmente a seguir.
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Tabela I: Proteinas pertencentes a familia NCS

Proteinas Expressdo no Presenca do
pertencentesa | cérebro ou retina grupo
familia NCS miristoil na
porgéo
N-terminal
NCS-1 cérebro/retina sim
Hipocalcina cérebro sim
Neurocalcina d | cérebro/retina sim
VILIP-1 cérebro/retina sim
VILIP-2 cérebro sim
VILIP-3 cérebro sim
Recoverina retina sim
GCAP1 retina sim
GCAP2 retina sim
GCAP3 retina sim
KChIP1 cérebro sim
KChIP2 cérebro nao
KChIP3 cérebro nao
KChIP4 cérebro nao

Abreviaturas: NCS-1 (neuronal Ca?" sensor-1) ou
proteina neuronal sensora de Ca®*, VILIP (visinin-like
protein) ou proteina que interage com canais de K*
dependentes de voltagem, GCAP (guanylyl-cyclase-
activating protein) ou proteina ativada por guanilato
ciclase (ilustracdo modificada da revisdo publicada por

Burgoyne e cols., 2004.
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A proteina NCS-1, originalmente denominada frequenina, foi caracterizada por
meio de estudos com mutantes de Drosophila sp que a superexpressavam (Pongs e
cols., 1993). Posteriomente, foi identificada também em Xenopus sp, Caenorhabditis
elegans e em mamiferos (rato, macaco Rhesus e humanos), sendo nestes Gltimos
encontrada, predominantemente, em tipos celulares neuronais e neuroenddcrinos
(Olafsson e cols., 1995; McFerran e cols., 1998; Koh e cols., 2003; Bai e cols., 2004;
Negyessy e Goldman-Rakic, 2005).

Manipulagdes genéticas da frequenina em leveduras mostraram que esta €
essencial a sobrevivéncia desses microorganismos (Hendricks e cols., 1999; Ames e
cols., 2000). Em outros organismos como a Dictyostelium discoideum, o nocaute da
NCS-1 provocou alteragdes na taxa de desenvolvimento desse animal; aboliu a
formagéo dos canais semicirculares do ouvido interno em zebrafish e em C. elegans
trouxe implica¢fes negativas nos comportamentos de aprendizado e meméria (Gomez e
cols., 2001; Coukell e cols., 2004; Blasiole e cols., 2005). Em mamiferos, embora o
desenvolvimento e caracterizagdo de camundongos nocaute para NCS-1 ainda esteja em
fase experimental, sabe-se que a auséncia de outras proteinas NCS, como hipocalcina,
recoverina e KChIP ndo foi letal & vida desses animais, mas interferiu com o
desenvolvimento, transmisséo de sinais e plasticidade neuronal dos mesmos (Howes e
cols., 2002; Pennesi e cols., 2003; Kobayashi e cols., 2005; Sampath e cols., 2005;
Burgoyne, 2007).

Estruturalmente, NCS-1 possui quatro motivos EF-hand (EF1-EF4), trés dos
quais (EF2-EF4) sdo capazes de interagir com Ca®*. O dominio EF1 n#o interage devido
a existéncia de uma substituicdo conservada no suposto sitio de ligagdo (ver ilustragdo
). A ligacdo do Ca®" aos seus respectivos sitios segue cinética do tipo cooperativa

permitindo a molécula responder conformacionalmente a concentracdes intracelulares

N1



Introdugéo Melissa M. Guimaraes

de Ca®* bastante pequenas da ordem de nM (Ames e cols., 1997; Hilfiker, 2003) (ver
figura 3). NCS-1 também possui em seu dominio N-terminal uma cauda hidrofébica
miristoil, cuja funcdo é permitir & molécula sua inser¢do nas membranas intracelulares e
plasmatica (ver figura 2). Vale ressaltar que a dindmica observada da cauda miristoil da
NCS-1 é diferente daquela de outras proteinas NCS (O"Callaghan e Burgoyne, 2003).
Nestas, a cauda é exposta somente apés interacdo com fons Ca**, o que n&o ocorre com
NCS-1, uma vez que sua cauda miristoil é exposta constitutivamente (ver figura 3). Tal
fato se deve a existéncia de residuos de aminoacidos na cadeia N-terminal que fixam,
estereoquimicamente, a cauda miristoil na posicdo exposta. De fato, a localizagéo
subcelular de NCS-1 é a rede de membranas trans-Golgi e a membrana plasmatica,
podendo ser encontrada também em vesiculas intracelulares (O"Callaghan e cols.,
2002). Isto permite que NCS-1 se ligue a membranas mesmo em auséncia do ion calcio
(Hilfiker, 2003). E, além disso, permite também que esta proteina responda rapidamente
a alteracBes na [Ca®']i préxima & membrana onde estd inserida (Burgoyne, 2004).
Quando NCS-1 se liga a fons Ca** é capaz de ativar outras proteinas, realizando, desta

maneira, diversas fungdes que serdo descritas com maiores detalhes a seguir.
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Figura 2: Estrutura simplificada da proteina NCS-1

A construgdo mostra os quatro dominios EF-hand (EF1-EF4). Trés dos
quais (EF2-EF4) sdo capazes de interagir com Ca**. O dominio EF1 ndo
se liga a0 Ca®*. Na porcdo N-terminal da proteina fica posicionada a
cauda hidrofobica miristoil (ilustracdo modificada da revisdo publicada

por Burgoyne e cols., 2004).
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Figura 3: Exposi¢cdo da cauda miristoil presente nas proteinas neuronais sensoras
de Ca?* ap6s sua ligacdo a dois fons calcio

Na auséncia de Ca*" a cauda miristoil se encontra préxima ao dominio EF1 (estrutura
superior). Apos ligacdo a, pelo menos, dois fons Ca** a molécula sofre uma alteracio
conformacional expondo sua cauda hidrofébica (estrutura inferior). Esse processo (Ca**
myristoyl switch) € caracteristico da maioria das proteinas NCS. No caso da proteina
NCS-1, independente da ligacdo ao Ca®*, apresenta seu grupamento miristoil exposto.

(Hustrag&o modificada foi obtida em Ames e cols., 2002).
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O entendimento do papel multifuncional da proteina NCS-1 teve inicio através
dos estudos de frequenina em D. melanogaster, cuja superexpressdo resultou em
aumento da facilitacdo da neurotransmisséo e por esse efeito foi sugerido por Zucker em
2003, como proteina capaz de despertar sinapses latentes. Em outros modelos, incluindo
celulas cromafins da adrenal e PC12, foi demonstrada a participacdo de NCS-1 no
aumento da liberacdo de mediadores quimicos e neurotransmissores (Pongs e cols.,
1993; McFerran e cols., 1998; Burgoyne e Weiss, 2001; Hilfiker, 2003; Kapp-Barnea e
cols., 2003).

Outras funcdes desempenhadas por NCS-1 incluem a regulagdo da atividade de
canais de Ca?* e K* dependentes de voltagem, ativacdo da calmodulina, calcineurina,
Oxido nitrico (NO) sintase e inibicdo da guanilato ciclase (GC) em experimentos
realizados in vitro, dessensibilizagcdo dos receptores de dopamina do tipo 2 (D2R),
ativacdo in vitro e in vivo da fosfatidilinositol 4-cinase-f do tipo I11 (P14Kp), trafego de
membranas e canais de K* dependentes de voltagem (Nef e cols., 1995; Schaad e cols.,
1996; Weiss e cols., 2000; Zhao e cols., 2001; Nakamura e cols., 2001; Guo e cols.,
2002; Kabbani e cols., 2002; Tsujimoto e cols., 2002; Haynes e cols., 2005).

Um dos aspectos de grande relevancia do estudo funcional de NCS-1 € sua
capacidade de interagir estruturalmente com uma série de proteinas (ver tabela 2). Tais
interacGes da proteina NCS-1 com diferentes alvos podem envolver regides distintas de
NCS-1 e algumas dessas interacOes estruturais podem ocorrer de maneira independente
de sua ligacdo ao Ca?* (Kabbani e cols., 2002; Bahi e cols., 2003; Haynes e cols., 2006).
Algumas dessas interacdes incluem as proteinas PI4Kf, cinase de receptores acoplados
a proteina G tipo 2 (GRK2), D2R e canais i6nicos conhecidos como transient receptor
potential channel type 5 (TRPC5) dentre outras (ver tabela 2) ( Zhao e cols., 2001;

Kabbani e cols., 2002; Haynes e cols.,, 2005; Hui e cols., 2006). Experimentos
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realizados em leveduras e em células de mamiferos mostraram que a interacdo fisica
direta entre NCS-1 e a enzima PI4Kp foi capaz de aumentar a atividade desta Gltima
levando ao aumento da formacdo de fosfoinositdis de membrana os quais estariam
implicados com o trafego de membranas e exocitose de vesiculas sinapticas (Hendricks
e cols., 1999; Zhao e cols., 2001; Koizumi e cols., 2002; Hilfiker, 2003; Haynes e cols.,

2005).
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Tabela I1: Interagdes proteina-proteina descritas para NCS-1

Proteinas que interagem estruturalmente com NCS-1 Dependéncia de fons Ca”*
AP1 Sim
ARF1 Sim
PI14K§p tipo 111 Sim
CAPS Sim
D2R Sim
GRK2 Né&o
ILIRAPL Nao
Kv4.2 N&o
Calcineurina Sim
PDE Sim
InsP3R N&o
TPRC5 Sim
TGFBR1 Sim
AP2 Sim

A tabela resume as interagdes proteina-proteina ja descritas para NCS-1 e indica se
essas interacdes ocorrem de forma Ca?* dependente ou Ca?* independente. Abreviaturas:
AP1, proteina adaptadora-1 de clatrina; AP2, proteina adaptadora-2 de clatrina; ARF1;
ADP, fator de ribosilacdo-1; CAPS, proteina ativadora de secrecdo dependente de Ca®*;
D2R, receptor de dopamina do tipo 2; GRK2, cinase-2 de receptor acoplado a proteina
G; IL1IRAPL, proteina semelhante a proteina associada ao receptor de interleucina-1;
InsP3R, receptor de inositol trifosfato; Kv4.2, canal de potassio dependente de
voltagem-subunidade 4.2; PDE, fosfodiesterase de nucleotidio ciclico; PI4K§,
fosfatidilinositol 4-cinase-f3; TGFBR1, type | receptor do tipo 1 de transformacdo do
fator-p de crescimento; TRPC5, receptor de potencial transitorio canénico do tipo 5
(Nakamura, 2001; Zhao e cols., 2001; Guo, 2002; Kabbani e cols., 2002; Haynes e
cols., 2005; Haynes e cols., 2006, Hui e cols., 2006; Schlecker e cols., 2006) (tabela

modificada do artigo de revisdo Burgoyne, 2007).
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Diante de inimeras fungdes reguladas por NCS-1 j& descritas anteriormente,
ainda ndo foi estabelecido um modelo capaz de definir o papel central de NCS-1 nas
diferentes vias de sinalizacdos e nos processos de facilitacdo da liberacdo de mediadores
acoplados a estas. Uma relevante via de sinalizagdo que sofre interferéncia direta de
NCS-1 € a via dopaminérgica. Nesta, NCS-1 é sugerida como um componente critico de
amplificacdo do sinal dopaminérgico (Kabbani e cols., 2002). Experimentos de co-
imunopreciptacdo em neurdnios estriatais revelaram que NCS-1 foi capaz de impedir a
dessensibilizacdo de D2R deixando-0s mais expostos na membrana plasmatica por meio
da inibicdo de GRK2 (Kabbani e cols., 2002). Em 2005, Negyessy e Goldman-Rakic,
utilizando técnicas de imunohistoquimica com microscopia eletrénica, identificaram a
coexisténcia de NCS-1 e receptores DR2 em estruturas pré e pés-sinapticas presentes no
cortex pré-frontal de macacos rhesus adultos (Macaca mulatta). Curiosamente,
experimentos realizados a partir de amostras de cortex pré-frontal dorsolateral de
pacientes, post-mortem, com esquizofrenia e transtorno bipolar identificaram niveis
estatisticamente elevados de NCS-1 em comparagdo aos individuos controle (Koh e
cols., 2003; Bai cols., 2004). NCS-1 ndo sO estd envolvida na regulacdo da via
dopaminérgica; mas, através desta, poderia estar implicada nos mecanismos
fisiopatoldgicos de condi¢Bes neuropsiquiatricas como na esquizofrenia e transtorno
bipolar (revisado por Bai e cols., 2004; Braunewell, 2005; Souza e cols., 2006, Stone e
cols., 2007).

Além da participacdo da proteina NCS-1 na sinalizagdo dopaminérgica, outros
estudos mostraram 0 seu envolvimento em mecanismos intracelulares associados a
ativacio de receptores tirosina-cinase e acoplados a proteina G. E o caso da sinalizagdo
mediada por GDNF e as vias purinérgica e bradicinérgica, respectivamente (Wang e

cols., 2001; Koizume e cols., 2002; Kabbani e cols.,, 2002). No exemplo da via
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purinérgica, NCS-1 parece potencializar a liberacdo de mediadores quimicos induzida
por ATP ou UTP através de uma maquinaria associada ao aumento do metabolismo de
fosfoinositois disparado pela ativagdo da enzima P14K, uma vez que o uso de éxido de
fenilarsino, inibidor desta enzima, levou ao bloqueio da exocitose mediada por
ATP/UTP (Koizume e cols., 2002; Rajebhosale e cols., 2003). No entanto, ainda ndo se
conhecem 0s mecanismos que governam os distintos papéis funcionais de NCS-1 dentro
de cada modelo celular e na transmissdo de sinais. Faltam estudos que identifiquem e
correlacionem cada uma das fungdes exercidas por NCS-1 associadas as diferentes vias
de sinalizagdo intracelulares.

Neste trabalho, foi investigado, em modelo celular de superexpressdo da NCS-1,
como esta proteina estaria envolvida em aspectos da via sinalizatéria dependente da
atividade colinérgica. Ainda ndo foram descritos trabalhos mostrando o envolvimento
direto de NCS-1, particularmente, na via de sinalizagdo colinérgica. No entanto, essa
hipbtese, tem fundamento em algumas evidéncias descritas a seguir, que apontam a
NCS-1 como possivel participante da regulacdo da via colinérgica.

Uma das regibes cerebrais onde a transmissdo colinérgica estd presente,
correlacionando-se a aspectos cognitivos, aprendizado e memoria é o hipocampo
(House e cols., 1999; Levey e cols., 2001; Porter e cols., 2002; Power e cols., 2003;
Willets e cols., 2004; Hasselmo e cols., 2006). Sabe-se que NCS-1 foi descrita em
neurdnios hipocampais de rato e sugerida como proteina modulatéria da plasticidade
sinaptica de curta duracdo (conhecida pelo termo short-term plasticity) (Sippy e cols.,
2003). Nesse modelo a superexpressdo de NCS-1 mudou a eficiéncia sinaptica
associada ao disparo de pulso elétrico pareado (paired-pulse) de um perfil depressor

para facilitador (Sippy e cols., 2003).
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Experimentos comportamentais realizados em C. elegans mostraram que
diferencas na expressdo de NCS-1 foram capazes de interferir com fungdes mais
complexas como aprendizado e memdria (Gomez e cols., 2001, Dahl e cols., 2005).
Além disso, os estudos de fatores epigenéticos e variagdes genotipicas (SNPs) de NCS-
1 em humanos tém sugerido o envolvimento desta proteina na fisiopatologia da
esquizofrenia, retardo mental, transtorno bipolar e comportamento de vicio (addition) e
abstinéncia (Bahi e cols., 2003; Koh e cols., 2003; Bai e cols., 2004). Embora o0s
mecanismos que expliquem a participacdo de NCS-1 em cada um desses processos
ainda ndo estejam elucidados é possivel relaciona-los a alteracdes na via de sinalizagdo
colinérgica.

Sabe-se que o0s mecanismos fisiopatologicos das doencas de Alzheimer,
esquizofrenia, transtorno bipolar e outras deméncias tém sido associados as alteragdes
de algumas vias de sinalizacdo, em especial a transmissdo colinérgica (Bartus e cols.,
1982; Martin e Bruno, 1998; Bartus e cols., 1999; Shiozaki e cols., 2001; Isacson e
cols., 2002; Elizabeth e cols., 2007). Ao mesmo tempo, uma série de proteinas NCS tem
sido propostas como elementos chave capazes de desempenhar papéis importantes para
a compreensdo dos mecanismos de transtornos neuropsiquiatricos (revisado por Bai e
cols., 2004; Braunewell, 2005; Souza e cols., 2006, Blazejczyk e cols., 2006). Dai a
importancia do entendimento e caracterizagdo das vias sinalizatorias susceptiveis a
alteracOes funcionais e adaptativas associadas a ativacdo e/ou superexpressdo de NCS-1,
uma vez que esta vem sendo descrita como possivel participante dos mecanismos
fisiopatoldgicas de doengas neuropsiquitricas.

Neste trabalho foram analisados diferentes parametros que podem estar
intrinsicamente correlacionados e integrados a regulacdo por NCS-1. Diante das

evidéncias encontradas na literatura confirmando a interacdo e ativacdo de PI14Kf{ por

INp



Introdugéo Melissa M. Guimaraes

NCS-1 e o aumento de niveis de fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2), neste estudo,
buscou-se aliar o processo de quebra/producéo de PIP; e inositol 1,4,5 trifosfato (InsPs)
respectivamente, & dinamica intracelular de Ca®* e liberacdo de mediadores quimicos
(nesse caso, o glutamato) utilizando como modelo células PC12 selvagens (PC12-wt) e
células PC12 superexpressando estavelmente a proteina NCS-1 (células PC12-NCS-1).

Diversos estudos a respeito de sinalizacdo celular mediada por receptores
acoplados a proteina G (GPCR), assim como o0s mecanismos de liberacdo de
neurotransmissores, tém sido realizados em uma linhagem clonal originada do tumor de
células cromafins da adrenal (ou feocromocitoma) de ratos, conhecidas como células
PC12 (Greene e Tischler, 1976 e 1982; Klenchin e cols., 1998). Estas, quando
diferenciadas com fator de crescimento neuronal (NGF), desenvolvem neuritos e
varicosidades além da maquinaria molecular necessaria aos mecanismos de transmisséo
de sinais e liberacdo de mediadores quimicos. Nestas condi¢cdes podem ser denominadas
de células PC12 com fendtipo conhecido como neuron like (Greene e Tischler, 1976;
Dichter e cols., 1977; Tischler e Greene, 1980; Jumblatt e Tischler, 1982, Martin e
Grishanin, 2003; Monterrat e cols., 2007). Expressam proteinas préprias de um
neurdnio classico como complexo SNARE (sintaxinal, SNAP-25), sinaptotagmina,
canais de Ca?*, Na* e K* dependentes de voltagem, receptores ionotrépicos como os
nicotinicos, e GPCR como o0s receptores muscarinicos (Patrick e Stallcup, 1977;
Jumblatt e Tischler, 1982; Vicentini LM e cols., 1986; Furukawa e cols., 1991, 1993 e
1994; Catterall 1999; Atlas, 2001; Jahn e cols., 2003; Taverna e cols., 2007).

Neste trabalho, para a analise dos processos de sinalizacdo celular ativados pela
via muscarinica foi realizada analise comparativa entre as células PC12-wt, expressando
niveis endogenos da proteina NCS-1, e células PC12-NCS-1, modificadas

geneticamente para expressar estavelmente niveis aumentados de NCS-1. A imagem de
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transmissdo obtida por meio de microscopia confocal mostra a morfologia das células
diferenciadas PC12-wt e PC12-NCS-1 (figura 4). Como indicado pelas setas, é possivel
observar nos dois tipos celulares, o desenvolvimento de neuritos e varicosidades
caracteristico do fendtipo “neuron like” de células PC12 submetidas & diferenciacdo
com NGF-7S (ver figura 4).

A ativacdo da via muscarinica, neste modelo, foi obtida através a utilizacdo do
carbacol (CCH), agonista colinérgico eficaz para ativacdo de receptores muscarinicos
acoplados a dindmica de fosfoinositideos (Vicentini LM e cols., 1986; Messing e cols.,
1989. Como mostra na figura 5, o CCH ¢é capaz de induzir hidrélise/formagédo de
PIP2/InsP3 através da ativacdo em seqliéncia de receptores muscarinicos, proteina G e
enzima fosfolipase C (PLC). O InsP3 formado € capaz de agir nos receptores de InsP3
(InsP3R), mobilizar o Ca** do reticulo endoplasmatico; interferindo, dessa maneira com
os niveis intracelulares de Ca?*. Além de receptores InsP3R capazes de interferir com os
niveis intracelulares de Ca®**, as células PC12 também expressam canais de Ca’’
dependentes de voltagem (CCDV) e receptores de potencial transitério (TRP), que
consistem basicamente em canais catidnicos ndo seletivos capazes de provocar o influxo
de Ca®*. Variagdes dos niveis de Ca** neste modelo é capaz de controlar a liberacdo de
mediadores quimicos. Dessa forma, os processos celulares regulados pela atividade
muscarinicas escolhidos para analise comparativa entre as células PC12-wt e PC12-
NCS-1 foram: i) hidrolise de PIP2 e formacdo de InsP3, ii) dindmica e niveis

intracelulares de Ca?*, iii) liberaco de mediadores quimicos.
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PC12-wt PC12-NCS-1

Figura 4: Morfologia de células PC12-wt e PC12-NCS-1 diferenciadas com NGF

Antes da realizacdo dos experimentos, as células PC12-wt e PC12-NCS-1 eram cultivadas durante
sete dias na presenca de NGF (100ng/mL) a fim de se diferenciarem e adquirirem fendtipo do tipo
“neuron-like”. As setas pretas indicam a formacgdo de neuritos e varicosidades nos dois tipos

celulares apds diferenciacéo.
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@g@

Receptor

@ Muscarinico

Figura 5: Via de sinalizacdo muscarinica acoplada & dindmica de
hidrolise/formacao de PIP2/InsP3:

Neste trabalho a via muscarinica foi ativada através do estimulo das células com CCH.
Este € capaz de ativar receptores muscarinicos induzindo, conseqiientemente, a hidrélise
de PIP2 e formacdo de InsP3 através da ativagdo da enzima PLC. Os estoques sensiveis
a InsP3 sdo ativados e 0 Ca?* presente nos mesmos é mobilizado para o citoplasma.
VariacBes nos niveis intracelulares de Ca** pode interferir, entre diversas funcdes
neuronais, na regulacéo da liberacdo de mediadores quimicos.

Abreviaturas: o, p, y, subunidades da proteina G; P1(4,5)P2, fosfatidilinositol bi-4,5-
fosfato; InsP3, inositol (1,4,5) trifosfato; PLC, fosfolipase C; InsP3R, receptor de InsP3;

Ca?*, fons calcio.
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2.1 OBJETIVO GERAL
Caracterizar o papel da superexpressdo de NCS-1 na transmisséo de sinais em

células PC12 submetidas a estimulo muscarinico.

2.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Identificar diferengas no processo espacgo-temporal de hidrélise/formagéo de
PIP2 e InsP3 respectivamente, entre as células PC12-wt e células PC12-NCS-1

estimuladas com carbacol (CCH).

-Verificar se o0s mecanismos de degradacdo/formagdo de PIP2 e InsPs
respectivamente, induzido por CCH nos dois tipos celulares sdo dependentes da
da via de ativagdo muscarinica, PLC-f e ou PI4K; entrada do Ca”" extracelular

e/ou mobilizacdo de Ca?* de estoques intracelulares.

-Verificar alteracdes na dindmica e nos niveis intracelulares de Ca®* em células

PC12-wt e PC12-NCS-1 submetidas ao estimulo com CCH.

- Comparar o padrdo de liberacdo de glutamato entre as células PC12-wt e
PC12-NCS-1 estimuladas com CCH e verificar a dependéncia da via de ativagéo
muscarinica, entrada do Ca®* extracelular e/ou mobilizagdo do Ca** intracelular.

Caracterizar origem da liberagdo de glutamato em células PC12.
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-Verificar as possiveis diferencas no padrdo de distribuicdo vesicular entre as
celulas PC12-wt e PC12-NCS-1 e compara-las aos perfis de liberagdo de

glutamato nos dois tipos celulares.
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A metodologia apresentada neste trabalho encontra-se sintetizada no
organograma 1. Para a realizacdo de todos os experimentos foram necessérias
manutencdo continua da cultura, plagueamento e diferenciacdo das células PC12-wt e
PC12-NCS-1. Basicamente, as técnicas utilizadas consistiram em experimentos de
deteccgdo e analises fluorimétricas (ver organograma 1).

Para visualizagdo da dindmica de hidrdlise/formagdo de PIP2/InsP3 em células
isoladas foi utilizado marcador fluorescente apresentando alta afinidade por PIP2 e vinte
vezes mais afinidade por InsP3. Esse biosensor consiste na construgdo plasmidial
contendo regido codificadora do dominio homdlogo a plecstrina (“pleckstrin homology”
ou PH) da proteina PLCO em fusdo com a seqiiéncia codificadora da protéina
fluorescente verde (GFP), também conhecido como dominio PHp_c,EGFP (Stauffer e
cols., 1998; Varnai e Balla, 1998; Hirose e cols., 1999; Nash e cols., 2001; Nahorski e
cols., 2003; Bartlett e cols., 2005). Dessa maneira foi possivel visualizar, em tempo real
e em células individualizadas expressando o dominio PHp c,EGFP, a dindmica de
hidrélise/formacdo de PIP2/InsP3 apds o estimulo das células com CCH. As células
diferenciadas foram transfectadas transitoriamente com o dominio PHp c;EGFP,
acopladas a uma camara de perfusdo e submetidas a microscopia confocal.

Para quantificacdo dos [*H]-inositéis, as células foram incubadas com myo-[*H]-
inositol e o extrato celular contendo todas as fracdes de [*H]-inosit6is foi submetido a
cromatografia em coluna de troca anionica (Dowex1-X8). Os [*H]-inosit6is isolados
foram quantificados por meio de espectrofluorimetro de cintilacdo liquida.

Os padrdes e os niveis intracelulares de Ca”*, provocados pela ativacdo das

celulas PC12-wt e PC12-NCS-1 com CCH, foram acompanhados através da marcagao
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celular com fluoréforos especificos para Ca®* (Fluo4 ou Indol) e o registro dos sinais
foram obtidos por meio de microscopia confocal.

Para os experimentos de liberacdo de glutamato foi realizada reacdo enzimaética
deste com 0 NADP™ e glutamato desidrogenase. A fluorescéncia do NADPH, indicativo
da presenca de glutamato no sobrenadante celular, foi detectada por meio de
fluorimetro.

Por fim, os experimentos de imunofluorescéncia e de marcacdo vesicular das
celulas PC12 com FM4-64 foram analisados a partir da coleta de imagens por
microscopia confocal. A seguir pode-se acompanhar a descri¢do detalhada de cada um

dos procedimentos experimentais citados acima.
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Cultivo, plagueamento e diferenciacdo das células PC12-wt e PC12-NCS-1

\

\

\

\

Transfeccéao
do dominio
PHp csEGFP

v

Marcacao
celular
com
Fluo4 ou Indol

v

Células submetidas a
diferentes condicdes de estimulo

v

Marcacao
celular
com anticorpos
ou FM4-64

Estimulo
celular
e coleta do
sobrenadante

\

Incubacéo celular
com
[*H] myo-inositol

Microscopia confocal

v

Registro em
tempo real da resposta de
células vivas e individuais

v

Coleta de
imagens

Organograma 1: Resumo esquematico dos procedimentos experimentais realizados neste trabalho.
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3.1 Cultura celular

Células PC12-wt e PC12-NCS-1 foram gentilmente cedidas pelo Dr. Andreas
Jeromin (Center for Learning and Memory, Univ. Texas, USA). Ambas células PC12-wt e
PC12-NCS-1 foram mantidas em meio de crescimento celular. A cada dois dias 0 meio era
trocado e toda semana as células eram removidas para um novo frasco de cultivo estéril-
75cm? (Sarsted-USA). A fim de garantir a expressdo estavel da proteina NCS-1 as células
PC12-NCS-1 foram mantidas em meio de crescimento suplementado com 400ug/mL G418
(como descrito em Koizumi et al., 2002).
3.2 Plaqueamento Celular

Antes dos experimentos, as células foram soltas da placa com PBS/EDTA (5mL por
frasco de 75cm?), centrifugadas & temperatura ambiente, durante 5min a 3000 rpm e
ressuspendidas em meio de diferenciacdo sem NGF-7S. Posteriormente, foram contadas
utilizando uma camera de Neubauer (Boeco/Germany) e plaqueadas, para 0s experimentos
de microscopia confocal, 10° células em laminulas de vidro-22mm (Corning/México)
inseridas em placas de 35mm (Sarsted). Para os experimentos de myo-[>H]inositol
radioativo e liberacdo de glutamato foram plaqueadas 2,5 x 10° células por placa de 60mm.
Apos plaqueamento, as células eram cultivadas durante sete dias antes da realizacdo dos
experimentos na presenca de meio de diferenciacdo celular contendo 100ng/mL de NGF-7S
(ver solucdes).
3.3 Transfec¢do transitoria mediada por lipossoma

As células diferenciadas foram submetidas a transfecdo transitéria com 1lug de
PHpics,-EGFP plasmidial. A transfeccdo foi mediada por lipossoma usando o reagente

Transfast® (Promega) na proporcdo de 1ug/3ul (plasmidio/Transfast®) em meio DMEM
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alta glicose sem reagentes adicionais. Apos 48h de transfeccdo, tempo necessério para
expressdo maxima do dominio PHp c;,-EGFP, 0s experimentos foram realizados.

A transfeccdo das células PC12-wt e PC12-NCS-1 com plasmideos contendo a
sequéncia codificadora da sinaptobrevina (VAMP) em fusdo a GFP (VAMP-GFP) seguiu 0
mesmo protocolo descrito anteriormente.

A co-transfecgdo transitdria das células com os plasmideos de expressdo do dominio
PHpLc,-EGFP da proteina fosfatidilinositol 4-cinase do tipo § (PI4Kp) foi realizada, na
razdo de 0,5ug/1,5ug de DNA plasmidial respectivamente e 6uL de reagente Transfast® por
placa. A quantidade trés vezes maior do vetor da PI4Kp em comparagdo ao vetor do
dominio PHpcs,-EGFP foi escolhida a fim de garantir que toda célula transfectada com

dominio PHp|c,,-EGFP estivesse também transfectada com a P14Kp.

3.4 Plasmideos

Os vetores contendo a sequéncia do dominio PHp, c,,-EGFP, da enzima P14Kp e da proteina
VAMP em fusdo & GFP (VAMP-GFP) foram fornecidos, gentilmente, pelo Dr. A. Jeromin.
A construcdo da sequéncia codificadora referente ao dominio PHpic;,- foi subclonado no
vetor Alpha’-EGFP, descrito previamente segundo Crameri e colaboradores (1996) e
Stauffer e colaboradores (1998). A construcdo do vetor pcDNA3 contendo a sequéncia

codificadora da PI4Kf humana (pcDNA3-PI14Kp) foi gerada segundo protocolo descrito

por Meyers e Cantley (1997) e Godi e colaboradores (1999).
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3.5 Estimulo das células PC12-NCS-1 e PC12-wt expressando o0 dominio PHp csEGFP

As laminulas, contendo as células previamente transfectadas, foram fixadas a uma
camara de perfusdo (com capacidade para 400ul) e acopladas ao microscépio confocal
juntamente a um sistema de fluxo laminar (@ 3mL/min) controlado por vélvulas e
mangueiras associadas a um reservatdrio contendo as solugdes experimentais.

Apbs o fluxo continuo da solucéo de perfusdo (com/sem Ca®") durante 2-3 minutos,
as células eram submetidas a diferentes estimulos com as seguintes drogas teste diluidas no
meio de perfusdo (CCH, EGTA, CCH + EGTA, CCH + atropina, U73122, CCH + U73122,
CCH + 2APB ou CCH + wortmanina como indicado nos resultados e gréaficos especificos).

Todos os experimentos de perfusdo foram realizados a temperatura ambiente (20-25°C).

3.6 Coleta das imagens das células expressando o dominio PHp _c;EGFP

A camara foi montada em um microscépio invertido (Zeiss Axiovert 100) com uma
objetiva de imersdo em agua (40x, 1.2 NA), acoplada a um sistema de microscopia
confocal a laser, Bio-Rad MRC 1024, através do “software timecourse” 1.0. Confocal.

As imagens das células expressando transitoriamente o dominio PHp cs-EGFP
foram obtidas pela excitacdo das mesmas a 488nm (a partir de um laser de argbnio) e 0s
sinais de emisséo foram detectados com filtro de selecdo de banda na faixa de 522/35nm.
As imagens foram registradas a uma taxa de 1 Hz. Parametros referentes & coleta de
imagens e dos registros de “time-course” como a poténcia do laser (10%), iris (3), ganho

(1300) e contraste (-7) permaneceram constantes nos experimentos de time-course.
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3.7 Célculo da fluorescéncia citoplasmética do dominio PHp _c5,-EGFP

Os registros de time-course de uma célula individual foram obtidos através da
selecdo de uma regido de interesse (RI) no citoplasma da célula. Esta foi selecionada em
areas distantes do nucleo e da membrana celular a fim de se evitar erros em decorréncia de
movimentos do campo de registro durante o procedimento experimental. Os niveis
qualitativos do dominio “PHp.c,,” foram calculados, para cada célula, pela razdo da
intensidade de fluorescéncia referente a EGFP (F) sobre a fluorescéncia basal (Fo) expressa
em porcentagem. Cada registro de F foi equivalente a média da intensidade de
fluorescéncia dos pixels contidos na Rl e F, foi obtido pela média da selecdo de dez
registros F antes do estimulo da célula. O método (F/F,) foi usado para corrigir os fatores
tais como concentra¢do do marcador, intensidade da excitacdo e eficiéncia de detecgédo do
registro (Koizumi et al., 1999; Bootman and Lipp, 1999). As curvas médias representativas,
apresentadas na maioria dos graficos, foram obtidas pelo célculo da média da intensidade
de fluorescéncia do dominio PHp ¢, .EGFP (F/F, em % + EPM) de todas as celulas
analisadas em, pelo menos, trés experimentos independentes. Cada experimento foi

realizado em duplicata ou triplicata.

3.8 Célculo da fluorescéncia méxima citoplasmatica do dominio PHp_c;-EGFP
Do registro normalizado de “time-course” (F/F, em %) mostrado na secdo anterior, foi
coletada a fluorescéncia citoplasmatica maxima equivalente a translocacdo méxima do

dominio PHp c,-EGFP para o citoplasma ap6s o estimulo com CCH (300uM). Assim, foi
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calculada a média da fluorescéncia maxima (x EPM) de todas as células analizadas em,

pelo menos, trés experimentos independentes realizados em duplicatas ou triplicatas.

3.9 Célculo da razdo fluorescéncia da membrana/fluorescéncia citoplasmatica do
dominio PHp_cs-EGFP

O célculo foi realizado com imagens das células, coletadas no tempo de
fluorescéncia citoplasmatica méxima do dominio PHp_c,-EGFP na presenca de CCH. Estas
imagens foram analisadas através da utilizacdo do programa “Metamorph Image Analysis
Program” (Universal Imaging - West Chester, PA, USA). Foram selecionadas regifes na
periferia da célula (que incluem a membrana plasmatica) e regiGes no interior da célula
(que incluem o citoplasma) para quantificagdo da intensidade média de fluorescéncia de
cada uma dessas areas. A razdo foi calculada a partir da divisdo entre média da intensidade
de fluorescéncia do dominio PHp c;EGFP presente na membrana plasmatica (em unidades
arbitrarias, U.A.) e a média da intensidade de fluorescéncia do dominio PHp c,EGFP
presente no citoplasma (em U.A.) + EPM. Diferencas foram consideradas estatisticas
quando p < 0,05 utilizando o teste “t student” ndo pareado. Foram analizadas imagens

distribuidas em, pelo menos, quatro experimentos independentes realizados em triplicatas.
3.10 Deteccdo dos niveis intracelulares de Ca®* em células marcadas com Indol
Células PC12-wt e PC12-NCS-1 plagueadas na laminula e diferenciadas foram

incubadas, a temperatura ambiente, por 45min com solu¢do de marcacdo Indol-AM (ver
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solucBes). Para desesterificacdo, as células foram, em seguida, incubadas por mais 15min
adicionais em meio HBSS contendo 1mM Ca?".

Para obtencdo das imagens de fluorescéncia, as células marcadas, acopladas ao
sistema de perfuséo e microscopia confocal, foram excitadas a 351nm (laser de argonio). A
emissdo resultante foi coletada a 405 e 460 nm através de filtros separados por dois
fotomultiplicadores.

As razbes das fluorescéncias (R=F405/F460) dentro da RI selecionada no
citoplasma celular foram usadas para calcular as [Ca?*]i de acordo com a equacio descrita

por Grynkiewicz e colaboradores (1985) e Bers e colaboradores (1995):

[Cali=Kq * ﬁ[(R'Rmin)/ (Rmax —R)],
onde
Kq in vitro do Indo = 250nM

Valor de {3 (razdo da fluorescéncia de Indo-1 (livre/ligado) registrada a 485nm = 3.0

Cada experimento foi realizado em triplicata e repetidos, pelo menos, em cinco dias
diferentes. Apenas as células responsivas foram submetidas a analise. O tratamento
estatistico foi realizado utilizando o teste ““t-student” ndo pareado. Os valores foram

considerados estatisticamentes significativos quando p < 0,05.
3.11 Deteccdo qualitativa dos niveis intracelulares de Ca** com o marcador Fluo4

A marcacdo das células PC12-wt e PC12-NCS-1 com Fluo4 seguiu a mesma metodologia

utilizada para Indo1-AM. Exceto que ndo foi necessaria a adicdo de Pluronic ao meio de
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incubacdo (ver solugdes), ja que as células PC12 incorporam o Fluo4-AM com muita
facilidade. O comprimento de excitagdo utilizado foi de 488nm e a emissé@o do sinal foi
detectado por um filtro de selecdo de banda de 522/35nm. Foi calculada a média dos
registros de ““time-course” das células responsivas ao CCH. As curvas médias
representativas foram obtidas pelo célculo da média da intensidade de fluorescéncia do
Fluo4 (F/F, em % + EPM) de todas as células analisadas. As analise foram representativas

de, pelo menos, cinco experimentos independentes.

3.12 Preparo de extrato protéico

Células PC12-wt e PC12-NCS-1 foram lavadas em PBS e, posteriormente,
incubadas em tampé&o de lise 1 (ver solugdes) durante 30 minutos no gelo, com intervalos
para agitacdo de 10 minutos. O extrato foi centriugado & 12000 g a 4°C por 20 minutos.

Apos a centrifugacdo o sobrenadante foi coletado para dosagem de proteina.

3.13 Dosagem de proteina

Para a quantificacdo protéica foi utilizado o meétodo descrito por Bradford
(Bradford, 1976). Entre 0,2 e 1,0uL de extrato protéico foram adicionados a 1,0mL de
solucdo de NaCl e 1,0mL de reagente de Bradford (ver solugdes). Apds a homogenizacao,
incubou-se a mistura por 2 minutos a temperatura ambiente. Entdo, foram feitas as leituras
das absorbéncias no espectrofotometro (Kinetics/ Endpoint System Analyser - Hitachi) no
comprimento de onda de 595nm. Em cada dosagem, uma curva de calibragdo com

albumina bovina (1 a 10ug ) foi utilizada.
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3.14 Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS

Realizou-se eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante de acordo com
Laemmli colaboradores (1970). Resumidamente, o gel foi preparado a partir das solugdes
do gel de separacédo e do gel de concentracdo (ver solugdes). As amostras foram diluidas
em tamp&o da amostra, aquecidas durante 5 min/100°C e 50ug homogenato protéico foram
fracionados no gel presente em uma cuba contendo tampéo de corrida. As condigdes de
corrida utilizadas foram 100 volts, 4°C, durante 2-4 horas /aproximadamente em fonte

Amershan/Bioscience EPS 3501-XO0.

3.15 Immunoblots

O western blot foi realizado como descrito por Towbin e colaboradores (1979). Ao
término da eletroforese, o gel foi lavado com tampdo de transferéncia e montado no aparato
adequado com papéis de filtro e uma membrana de nitrocelulose (Hybond, Amersham
Biosciences). A transferéncia foi realizada a 24V, 80mA por 8-12 horas. Ao fim da
transferéncia, a membrana foi corada com solugdo de Ponceau (ver solug¢ées) por 3 minutos
em agitacdo constante e descorada com &gua deionizada.

A membrana foi incubada por uma hora com solugdo de bloqueio. Em seguida,
incubou-se as membranas por 2 horas com anticorpos primarios. As membranas foram
lavadas 3 vezes por 7 minutos em solugdo PBS-Tween (ver solucdes) e incubadas por 1h, a

temperatura ambiente, com os anticorpos secundarios diluidos em PBS-Tween. A detec¢do
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foi realizada pelo processo de quimioluminescéncia, utilizando o kit ECL™ (Amersham
Biosciences/Germany). Apds a sensibilizacdo do filme de raio X (Kodak), este foi revelado

com solucéo reveladora e fixadora (GBX, Kodak).

3.16 Imunofluorescéncia

As células PC12-NCS-1 e PC12-wt diferenciadas foram lavadas duas vezes com PBS a
temperatura ambiente e fixadas durante 5 min com metanol (1mL por placa) a 4°C. Apds a
fixacdo, foram cuidadosamente lavadas duas vezes por 10 min com PBS a 4°C. As células
foram, entdo, incubadas durante 20 min a temperatura ambiente em uma solucdo de
blogueio e permeabilizagdo (300uL para cada laminula) (ver solucBes). Posteriormente
foram lavadas duas vezes com PBS e incubadas a 4°C overnight (aproximadamente 12hs)
com anticorpo primério diluido em solugdo PBS contendo 1% (p/v) BSA. Ap6s marcagao
com o anticorpo priméario foram lavadas quatro vezes por 5 min com solucdo PBS e
incubadas em ambiente escuro com anticorpo secundario durante 1 hora a temperatura
ambiente. Por fim, foram lavadas quatro vezes por 5 min com solugdo PBS e submetidas a

microscopia confocal para aquisi¢do das imagens.

3.17 Quantificacdo da liberacdo de glutamato em células PC12-wt e PC12-NCS-1

As células PC12-NCS-1 e PC12-wt plaqueadas (2,5 x 10° células por placa de
cultura de 60mm) e diferenciadas com NGF-7S foram incubadas por 15min a 37°C/5% CO,
com as drogas teste (CCH, EGTA, CCH + EGTA, CCH + atropina conforme indicado nos
resultados) em meio Krebs de incubagéo contendo 2mM CacCls,.

A liberagdo de glutamato foi detectada pela medida do aumento da fluorescéncia

resultante da producdo de NADPH em presenca do NADP™ e da glutamato desidrogenase,
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através de ensaio fluorimétrico descrito por Nicholls e colaboradores (1987) e modificado
por Romano-Silva e colaboradores (1993). Resumidamente, a 2,0 mL de sobrenadante
contendo o glutamato liberado pelas células PC12 foi adicionado em uma cubeta e
incubado com B-NADP (1mM) e 50 unidades de glutamato desidrogenase (EC1.4.1.3.).

A fluorescéncia a 360/450nm (excitacdo/emissdo) foi quantificada através de um
espectrofluorimetro “Photon Technology International, Canada”. Depois da estabilizagdo
do sinal de fluorescéncia, 5 nmol de glutamato foi adicionado como padrdo interno. Os
dados foram expressos em nmol de glutamato por miligrama de proteina (Sigma-Stat,
Jandel Corporation). Diferencas foram consideradas significativas para valores de p < 0,05

usando o teste “t-student™ ndo pareado.

3.18 Detecc¢do e quantificacdo das vesiculas endocitéticas em células PC12-wt e PC12-
NCS-1

As células PC12-wt e PC12-NCS-1, diferenciadas por 7 dias com NGF, foram
marcadas em meio diferenciagdo contendo FM4-64 por 12h e posteriormente lavadas em
meio de perfusdo a fim de retirar o marcador presente na membrana plasmatica (ver
solugdes). A marcacdo com FM4-64 foi detectada atraveés de microscopia confocal. O
campo celular foi excitado com laser de argénio a 568nm e a fluorescéncia emitida foi
coletada através do filtro HQ598nm. As imagens armazenadas foram analisadas através da
utilizacdo do programa “Metamorph Image Analysis Program” (Universal Imaging - West
Chester, PA, USA) para quantificacdo da fluorescéncia emitida nos neuritos e
varicosidades. Foram selecionadas RIs de tamanho constante (300 “pixels”) nos neuritos e
varicosidade das celulas PC12-wt e PC12-NCS-1. Foi feita meédia dos niveis de

fluorescéncia em todas as RIs selecionadas nos neuritos e varicosidade de células PC12-
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NCS-1 (n: 131) e PC12-wt (n: 111). Os experimentos foram realizados em triplicatas em 2

dias diferentes.

3.19 Quantificacdo do inositol radioativo ([*H]-InsPs) em células PC12-wt e PC12-
NCS-1 estimuladas com 300uM CCH

As células PC12-NCS-1 e PC12-wt foram plaqueadas e diferenciadas (ver cultivo
celular). Um dia antes do experimento as células PC12-wt e PC12-NCS-1 foram incubadas
overnight com [*H]-myo-inositol (0,5uCi/placa) diluido em meio de crescimento.

Posteriormente, as células foram estimuladas com CCH (300uM) durante 5 minutos.

3.19.1 Extracao dos inositois totais

Foram adicionados 2,7mL da solucdo de lise 2 (ver solucGes) por cada placa
(60mm) de cultura, transferéncia para tubos de hemdlise e homogeneizacdo dos mesmos
por inversdo (20 vezes). Posteriormente, adicionou-se 600uL de dgua destilada-deionizada,
600uL cloroférmio e centrifugacdo dos tubos por 5min a 3000 rpm. A fase aquosa
(superior) contendo os inositois foi separada da fase lipidica e diluida com agua destilada-

deionizada (8 vezes).

3.19.2 Formatagéo das resinas de troca anionica e montagem das colunas
Foi adicionada resina Dowex-1(X8) (100g) em um béquer de 500mL. Adicionou-se

solucdo de formatacdo (20mL). Agitou-se durante 2h a temperatura ambiente. Apos
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decantacdo da resina, retirou-se a solugdo de formatagéo e adicionou-se uma nova solugéo
(20mL). Esse processo foi repetido duas vezes, deixando por fim, em agitacdo na solugéo
de formatacdo durante 15h. A resina formatada foi entdo armazenada a 4°C em 20mL de
solugédo de formatacdo. Minutos antes da montagem das colunas, a resina formatada foi
lavada 3 vezes em solucdo formato de aménio e agua destilada/deionizada de forma
intercalada. As colunas foram montadas em pipetas de vidro (do tipo Pasteur) contendo
uma pequena esfera de vidro para impedir a perda da resina. As colunas foram empacotadas
com 1mL de resina formatada sob agitacdo constante em &gua destilada/deionizada, sempre

com o cuidado de nunca deixar a resina entrar em contato com o ar.

3.19.3 Eluicdo das amostras

A fase aquosa obtida do processo de extracdo contento os inositdis totais foi
submetida a coluna de troca anibnica e eluida, primeiramente, com 25mL de &gua
destilada/deionizada para retirada dos inositdis livres, com 21mL de solucgdo de eluicéo 1
(ver solucBes) para retirada dos *H-gliceroinositéis e, posteriormente, com 1lmL das
solugdes de eluicdo 2-5 (ver solucbes) a fim de isolar as seguintes fracGes na ordem
indicada: [°H]-InsP1, [*H]-InsP2, [*H]-InsPs e [*H]-InsP,. As fracdes referentes ao [*H]-
InsP3 (aliquotas de 100ul) foram adicionadas a solugdo “Bray” modificada (Henriques e
Gomez, 1975) e quantificadas por meio de espectrofluorimetro de cintilacdo liquida. Esse
experimento foi realizado em, pelo menos, trés dias diferentes. A analise estatistica foi

realizada utilizando o teste “t” de student.
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Inimeros trabalhos utilizaram as células PC12 como modelo de estudo funcional
da proteina NCS-1 (Kabanni e cols., 2002; Koizume ¢ cols., 2002, Taverna ¢ cols., 2002;
Barry e cols., 2006). As células PC12 sdo originadas do tumor da glandula adrenal
(feocromocitoma). Tais células apresentam uma maquinaria de exocitose regulada por
Ca”", expressio endégena de proteinas do complexo SNARE, canais i6nicos regulados
por voltagem ou ligantes ¢ GPCR tornando-as assim um bom modelo para estudos de
sinalizacdo e liberacdo de mediadores quimicos (Lang e cols., 2001; Aoyagi e cols.,
2005).

Neste trabalho, o estudo de sinalizacdo celular regulada por niveis elevados de
NCS-1 foi realizado utilizando-se células PC12 expressando estavelmente niveis
aumentados de NCS-1 (PC12-NCS-1) e células PC12 selvagens (PC12-wt). Inicialmente,
foram utilizadas técnicas da imunofluorescéncia e immunoblot a fim de caracterizar os
niveis de expressao de NCS-1 presentes nos dois tipos celulares. A distribuigdo espacial
de NCS-1 pode ser observada através da técnica de imunofluorescéncia na figura 6. A
proteina encontra-se distribuida no citoplasma, membrana plasmatica e, em maiores
proporg¢des nas regides perinucleares. Nas células PC12-wt a marcagao perinuclear ¢ mais
fraca indicando niveis menores de expressao da proteina NCS-1 nessas células (figura 6).
Através da técnica de western blot do extrato total das células PC12-wt e PC12-NCS-1,
fica evidente a diferenca nos niveis de NCS-1 entre os dois tipos celulares (figura 7). As
células PC12-NCS-1 apresentam niveis de expressdo maiores da proteina NCS-1 em
comparacao as células PC12-wt (figura 7). As culturas celulares (PC12-NCS-1 e PC12-

wt) utilizadas nos experimentos posteriores foram caracterizadas regularmente quanto aos
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niveis de expressdo da NCS-1 através da técnica de immunoblot a fim de garantir a

proposta experimental estudada.
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PC12-wt PC12-NCS-1

Figura 6: Distribuicdo espacial da proteina NCS-1 nas células PC12-wt e PC12-NCS-1
obtidas a partir da técnica de imunofluorescéncia.

As células plaqueadas e diferenciadas foram marcadas com anticorpo primario anti-NCS-1
(coelho) (1:700) e com anticorpo secundario anti-coelho-Alexa 488nm (1:500). As laminulas
contendo as células marcadas foram acopladas a um sistema de microscopia confocal e excitadas
com um laser de argénio a 488nm. Imagens foram obtidas através da coleta da luz emitida por um
filtro de selecdo a 514/35nm (imagens dos painéis superiores) e através da luz de transmissao
(imagens dos painéis inferiores). As imagens das células PC12-wt (2 esquerda) e PC12-NCS-1

(direita) s@o representativas de, pelo menos, trés experimentos independentes.
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PC12-wt PC12-NCS1

S | 22 kDa

Figura 7: Expressao da proteina NCS-1 em células PC12-wt e PC12-NCS-1.

O extrato total das células PC12-wt e PC12-NCS-1 foi submetido as técnicas de eletroforese em
gel de poliacrilamida-SDS e western blot (ver métodos). Resumidamente, as membranas
foram incubadas com anticorpo primario policlonais anti-frequenina (coelho) (1:5000) e,
posteriormente, com anticorpo secundario anti-coelho conjugado 3 HRP (1:20000). A detecgdo

das bandas foi obtida pelo processo de quimioluminescéncia, utilizando o “kit” ECL™.
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Com a finalidade de investigar se as células PC12-wt ¢ PC12-NCS-1 expressavam,
endogenamente, elementos participantes da via de sinalizagdo muscarinica, foi analisada a
presenca de proteinas como receptores muscarinicos e fosfolipase C (PLC). Os primeiros sdo
proteinas essenciais uma vez que desencadeiam a ativagdo inicial da via muscarinica. Ja a PLC ¢é
uma enzima que, apoOs a ativacdo dos receptores muscarinicos, determina a hidrélise de PIP2 e

formagdo de segundos mensageiros como diacilglicerol (DAG) e InsP3 (ver figura 5). A
expressao endogena de receptores muscarinicos que poderiam estar associados a via de
hidrolise/formacdo de PIP2/InsP3 nas células PC12-wt e PC12-NCS-1 foi analisada
através das técnicas de western blot e imunofluorescéncia. A figura 8 evidencia, através
da técnica de imunofluorescéncia e obtencdo das imagens por microscopia confocal, a
presenca dos receptores muscarinicos do tipo I (M1R) nas células PC12-wt e PC12-NCS-
1. Uma vez que o anticorpo (anti-M1R) utilizado era especifico para sitios internos no
receptor, a técnica da imunofluorescéncia foi realizada em condi¢des permeabilizantes
(ver métodos). Nestas condicdes, os anticorpos anti-M1R foram capazes de atingir o meio
intracelular definindo um padrao de distribui¢do espacial predominantemente vesiculado.
Assim, diferentes niveis de reciclagem dos receptores muscarinicos nos dois tipos
celulares analisados foram observados (figura 8).

O extrato protéico total das células diferenciadas foi separado em gel de
poliacrilamida em condigdes desnaturantes e, através da técnica de western blot (ver
métodos), foi identificada uma banda de aproximadamente 80 kDa referente a expressao
dos receptores muscarinicos M1R tanto nas células PC12-wt e PC12-NCS-1 (figura 9).

Sabendo que a via classica de hidrolise/formagdo de PIP2/InsP3 via receptores
muscarinicos (M1R e M3R) estd acoplada, principalmente a ativacdo da PLC-3 (revisado

por Weernink e cols., 2006), verificou-se a expressao e distribuigdo espacial dessa
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enzima nos dois tipos celulares. As figuras 10 e 11 evidenciam, tanto nas c¢lulas PC12-
wt quanto nas células PC12-NCS-1, respectivamente, a expressdo enddogena da PLC-B
pela técnica de imunofluorescéncia e de western blot. A distribuicdo espacial da PLC-B3
nas células PC12-wt e PC12-NCS-1 se restringe, preferencialmente, aos neuritos (figura
10).

Avaliou-se possiveis diferengas no padrao de distribuicdo de PLC-3 nos neuritos
dos dois tipos celulares. A quantificagdo da intensidade de fluorescéncia foi feita a partir
da selecdo de uma R.I. nos neuritos das células PC12-wt ¢ PC12-NCS-1. Nao foram
observadas diferencas significativas na quantificacio da PLC-f3 presentes nos neuridos

das células PC12-wt e PC12-NCS-1 (figura 12).
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Figura 8: Expressiao endégena do receptor muscarinico (M1R) nas células PC12-wt e PC12-
NCS-1.

As células PC12-wt e PC12- NCS-1, submetidas a técnica de imunofluorescéncia em condigoes
permeabilizantes (ver métodos), foram incubadas com anticorpo primario anti- MIR (cabra)
(1:100) e com anticorpo secundario Alexa 488nm anti-cabra (1:200). As imagens foram obtidas
através da microscopia confocal pela excitagdo das células a 488nm e coleta do sinal
emitido por um filtro a 522/35. As imagens s3o representativas de, pelo menos, trés

experimentos independentes.
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Figura 9: Expressio endogena do receptor muscarinico (M1R) e actina presente no
extrato total das células PC12-wt e PC12-NCS-1 nio diferenciadas.

O extrato total das células PCI12-wt e PC12-NCS-1 foi submetido as técnicas de
eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS e western blot (ver métodos). Resumidamente,
as membranas foram reveladas com os anticorpos primarios anti- M1R (cabra) (1:100) e
anti-actina (camundongo) (1:1000) e com os anticorpos secundarios anti-cabra conjugado
a peroxidase (1:2000) e anti-camundongo conjugado a HRP (1:15000). A detec¢do das
bandas foi obtida pelo processo de quimioluminescéncia, utilizando o “kit” ECL™. O
mesmo experimento foi repetido utilizando o extrato total de trés diferentes lotes das

células PC12-wt e PC12-NCS-1.
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Figura 10: Distribuicio espacial da proteina PLC-B1 nas células PC12-wt e PC12-
NCS-1.

As células foram incubadas com anticorpo primario anti- PLC-B1 (coelho) (1:200) e com
anticorpo secunddrio anti-coelho-Alexa 488nm (1:500). Imagens obtidas através da
microscopia confocal a partir da excitagdo, a 488nm, do campo celular. A luz emitida foi
coletada por um filtro a 522/35nm. Painéis inferiores mostram as imagens de luz

transmitida.
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Figura 11: Expressao endogena da proteina PLC-f nas células PC12-wt e PC12-
NCS-1.

O extrato total das células PC12-wt e PC12-NCS-1 nao diferenciadas e diferenciadas (dif.) foi
submetido as técnicas de eletroforese em gel desnaturante e western blot (ver métodos).
Resumidamente, as membranas foram reveladas com os anticorpos primarios policlonais
(coelho) anti-PLCB (1:500) e anticorpos secundarios anti-coelho conjugado a HRP
(1:20000). A deteccao das bandas foi obtida pelo processo de quimioluminescéncia,
utilizando o “ki” ECL™. O resultado apresentado acima ¢ representativo de, pelo menos,

trés experimentos independentes.
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Figura 12: Quantificacio da média da intensidade de fluorescéncia referente a presenca da
PLC-f1 nos neuritos das células PC12-wt e PC12-NCS-1.

As imagens obtidas através da microscopia confocal foram analisadas através do programa
“Metamorph Image Analysis Program” (Universal Imaging - West Chester, PA, USA). A analise
das imagens foi realizada a partir da selecdo de regides de interesse de tamanho constante
(300 pixels) nos neuritos das células PC12-wt e PC12-NCS-1. As barras indicam a
mediana referente a fluorescéncia (em U.A.) da R.I. selecionada no neurito das células
analisadas. A mediana ¢ representativa das células analisadas em experimentos realizados

em, pelo menos, trés dias independentes. Nao foi encontrada diferenca significativa.
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Trabalhos anteriores demostraram a participacdo de NCS-1 em diferentes vias
sinalizatorias, como por exemplo, nas vias dopaminérgica e purinérgica. Estes trabalhos
mostraram que NCS-1 foi capaz de induzir aumento da liberagdo de mediadores quimicos
como dopamina e hormonio de crescimento, alterar o estado de fosforilagdo dos
receptores dopaminérgicos e interferir com indices de formagdo de [H]-PIP2, [*H]-
PI(4)P (Koizume e cols., 2002; Kabbani e cols., 2002; Gromada e cols., 2005).

Neste trabalho, a investigacdo funcional de NCS-1 em células PC12, foi
caracterizada, basicamente, pela exploracdo de alteragdes na sinalizagdo celular
dependentes do estimulo da via colinérgica. Os parametros da sinalizagdo avaliados
foram i) dinimica de hidrélise/formacio de PIP2/InsP3; ii) perfis intracelulares de Ca®";
iii) niveis de liberacdo de mediadores quimicos.

A interferéncia dos altos niveis de expressio de NCS-1 na dindmica de
hidrolise/formagao de PIP2/InsP3 induzidos pelo estimulo colinérgico foi avaliada
utilizando método que permite a observagdo da dindmica intracelular desses
fosfoinositois em células vivas e em tempo real. Para isso, células PC12-wt e PC12-NCS-
1 foram transfectadas com plasmidio contendo inserto codificador do dominio
PHp csEGFP (ver métodos) e submetidas a estimulo com CCH (300uM). Foram
observadas diferencas na intensidade de fluorescéncia e no perfil de deslocamento do
dominio PHpLcsEGFP entre as células PC12-wt e PC12-NCS-1 (figuras 13 e 14). Na
figura 13, ¢ possivel observar a distribuicdo antes e depois do estimulo com CCH
(300uM) nos dois tipos celulares. Antes do estimulo, o dominio PHp csEGFP se

encontra, predominantemente, distribuido na membrana plasmatica (figura 13). Sabendo
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que as células sofreram diferenciagdo com NGF (100pg/mL) durante 7 dias, nota-se que
a distribuigdo, apesar de ser restrita @ membrana plasmatica, tende a se acumular mais nos
neuritos (figura 13). Depois do estimulo com CCH (300uM), uma maior propor¢ao do
dominio PHp.csEGFP das células PC12-NCS-1 encontra-se no citoplasma (figura 13-
painel direito-abaixo). Nas células PC12-wt sob as mesmas condigdes de estimulo, o
dominio PHp; csEGFP encontra-se parte no citoplasma e parte na membrana plasmatica
(figura 13-painel esquerdo-abaixo).

A dinamica de resposta do dominio PHp; csEGFP ao estimulo com CCH (300uM)
ao longo do tempo experimental foi registrada através da marcacdo de uma regido de
interesse (R.I.) no citoplasma das células PC12-wt ¢ PC12-NCS-1. Dentro da R.I., as
variagdes de fluorescéncia ao longo do tempo (time course) foram analisadas para
construc¢do da curva temporal de resposta do dominio PHpLcsEGFP ao CCH (figura 14)
(ver métodos). As células PC12-NCS-1, apos o estimulo com CCH (300uM),
apresentaram deslocamento do dominio PHp csEGFP para o citoplasma, mais rapido e
maior, em comparacao ao deslocamento observado nas células PC12-wt (figura 14).

Para a quantificacdo desses valores e avaliagdo da reprodutibilidade da resposta
do dominio PHp  csEGFP ao CCH nos dois tipos celulares, pelo menos 10 experimentos
independentes, foram analisados (ver métodos). Apos o estimulo com CCH (300uM), a
média da intensidade de fluorescéncia referente a translocacdo méaxima do dominio
PHpLcsEGFP para o citoplasma nas células PC12-NCS-1 foi significativamente maior

(663,0 £ 63,0) (n:14) que a média da intensidade de fluorescéncia observada nas células

PC12-wt (310,0 = 39,0) (n: 21) com P < 0,0001 (inset figura 14).
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Uma vez que as células provenientes de experimentos independentes
apresentavam variagdes nos niveis de expressao do dominio PHp; csEGFP, foi realizada
analise da razdo da intensidade de fluorescéncia do dominio PHp; csEGFP nas fracdes da
membrana plasmatica, dividida pela intensidade no citoplasma presente nos dois tipos
celulares (ver métodos). Foi verificada menor razdo nas células PC12-NCS-1(0,83 +
0,07) (n:20) quando comparada as células PC12-wt (1,60 + 0,10) (n:22) com P < 0,01
(figura 15). A razao menor, observada nas células PC12-NCS-1, indica niveis reduzidos
do dominio PHp; csEGFP na membrana e maiores indices no citoplasma. Além disso, os
valores das razdes encontrados para cada tipo celular confirmam a relagao proporcional
de como variaram as intensidades da fluorescéncia do dominio PHpicsEGFP na
membrana plasmatica X citoplasma.

Durante a realizagdo dos experimentos, a andlise individualizada das células
indicou que havia diferentes padrdes de resposta do dominio PHp; csEGFP ao estimulo
com CCH (300uM), resumidos em trés perfis basicos de resposta (figura 16). O primeiro
perfil, caracterizado como deslocamento maximo observado, apresentou gradiente de
fluorescéncia entre a membrana e o citoplasma iguais. Nesse perfil, o dominio
PHpLcsEGFP, apds o estimulo com CCH, encontra-se homogeneamente distribuido entre
os compartimentos de membrana plasmatica e citoplasma. No segundo, caracterizado por
um gradiente parcial, o dominio PHp csEGFP pode ser observado parcialmente na
membrana plasmatica e no citoplasma. No terceiro perfil, o dominio PHp csEGFP foi
observado apenas na membrana plasmatica. Nesse caso, a célula analisada nao foi
responsiva, uma vez que ndo se observou deslocamento para o citoplasma apds o

estimulo com CCH (300uM). Houve maior numero de células PC12-NCS-1 (67 %)
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apresentando o primeiro perfil em comparagdo as células PC12-wt (17%) (figura 16,
barra “PHpLcsEGFP no citoplasma”). Um numero maior de células PC12-wt (71%)
em comparagao as células PC12-NCS-1 (20%) responderam ao CCH predominantemente
com o segundo perfil (figura 16, barra “PHpLcsEGFP no citoplasma e na
membrana”). Além disso, houve reduzido nimero de células PC12-wt (12%) e PC12-
NCS-1 (13%) nao responsivas ao CCH e, por isso, foram enquadradas no terceiro perfil
(figura 16, barra “PHpLcsEGFP na membrana”). O conjunto dos resultados
experimentais ¢ de suas analises reunidas na figuras 13, 14, 15 e 16 sugerem fortemente
facilitacdo na dinamica hidrolise/formagdo de PIP2/InsP; nas células PC12-NCS-1

submetidas ao estimulo com CCH (300uM).
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Figura 13: Dinamica espacial do dominio PHp csEGFP em células PC12-wt e PC12-
NCS-1 estimuladas com CCH.

As células PC12-wt e PC12-NCS-1 diferenciadas e expressando, transitoriamente, o
dominio PHpr csEGFP, foram acopladas ao sistema de perfusdao e estimuladas com CCH
(300uM). As imagens foram obtidas por microscopia confocal pela excitacdo das células
transfectadas a 488nm e o sinal emitido foi detectado por um filtro a 522/35 nm. Os
painéis superiores e os inferiores mostram, respectivamente, o perfil espacial do dominio
PHpLcsEGFP antes do estimulo com CCH e 60seg. ap6s o estimulo com CCH. As

imagens sdo representativas de, pelo menos, dez experimentos independentes.
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Figura 14: Dinamica temporal do dominio PHp,csEGFP das células PC12-wt PC12-

NCS-1 estimuladas com CCH.

Os registros, expressos em % da fluorescéncia basal, mostram o curso temporal (time-

course) de resposta do dominio PHpLcsEGFP em presenca do CCH (300uM) nas células

PC12-wt e PC12-NCS-1. Uma regido de interesse (R.1.) foi selecionada no citoplasma de

cada célula a fim de obter os registros da intensidade de fluorescéncia do dominio

PHpr csEGFP durante todo o periodo experimental. As curvas acima representadas foram
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obtidas pela razdo da intensidade de fluorescéncia do dominio PHpycs1-EGFP (F) de cada
tempo de coleta pela fluorescéncia basal (F,) expressa em % (ver métodos).

Inset: Calculo da média da intensidade maxima de fluorescéncia no citoplasma das
células PC12-wt (n:21) e das células PC12-NCS-1 (n:14) apds estimulo com CCH
(300uM). Foi encontrada diferenga significativa utilizando-se ¢ student (ndo pareado) para P <

0,0001.* comparacao entre células PC12-NCS-1 em relagéo as células PC12-wt.
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Figura 15: Razio do dominio PHppcsEGFP presente na membrana plasmatica/
citoplasma das células PC12-wt e PC12-NCS-1 apos estimulo com CCH.

As imagens obtidas por microscopia confocal foram analisadas através do programa
Metamorph Image Analysis Program (Universal Imaging - West Chester, PA, USA). A
analise foi realizada dividindo a média da intensidade de fluorescéncia do dominio
PHpLcsEGFP presente na membrana plasmatica pela intensidade presente no citoplasma
das células PC12-wt (n: 22) e PC12-NCS-1 (n:20). Foi encontrada diferenca significativa
utilizando-se ¢ student (ndo pareado) para P < 0,05. * para diferenga estatistica das células

PC12-NCS-1 em relagdo as células PC12-wt.
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Figura 16: Porcentagem das células PC12-wt e PC12-NCS-1 apresentando
diferentes perfis de distribuicio do dominio PHpcsEGFP apés estimulo com CCH.

A contagem das células de acordo com as trés classificagdes de resposta se refere a
imagem no tempo de resposta maxima ao estimulo com CCH (300uM). A classificacdo
foi feita de acordo com o gradiente de distribuicao espacial do dominio PHp; csEGFP para
a imagem referente a resposta maxima ao CCH. O primeiro perfil (PHpLcsEGFP no
citoplasma) indica gradiente de distribui¢do homogéneo do dominio PHp csEGFP entre a
membrana plasmatica e o citoplasma. O segundo perfil (PHpLcsEGFP no citoplasma e na
membrana) indica distribui¢do do dominio PHp; csEGFP no citoplasma e na membrana
plasmatica. O terceiro perfil (PHp.csEGFP na membrana) indica o nao deslocamento do

dominio PHp csEGFP para o citoplasma durante o estimulo.
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Houve a tentativa de quantificar os niveis intracelulares de InsP; ap6s o estimulo
das células com CCH (300uM) através de outro procedimento experimental. Foram
quantificados os niveis de [’H]-InsP; gerados nas células PC12-wt e PC12-NCS-1 apos
estimulo com CCH (300uM). Apés o estimulo com CCH (300uM), [*H]-inositois totais
foram extraidos e submetidos a uma coluna de troca anionica para fracionamento do
[*H]-InsP; (ver métodos). Observou-se variagio muito grande na quantificagdo de [*H]-
InsP; nas células PC12-wt e PC12-NCS-1 estimuladas com diferentes concentragdes de
CCH (50, 100 e 300uM) (figura 17). Embora as respostas induzidas por S0uM e 300uM
de CCH apresentarem tendéncia & produzirem maior quantidade de [’H]-InsP; em relagdo
as células nao estimuladas com CCH, ndo foram detectadas diferengas significativas tanto
entre a producdo basal e induzida de [3H]—InsP3, quanto a producdo de [3H]—InsP3

induzida por CCH entre as células PC12-wt e as células PC12-NCS-1 (figura 17).
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Figura 17: Formacao de inositol radioativo ([3H]-InsP3) em células PC12-wt e PC12-
NCS-1 estimuladas com CCH.

Células PC12-wt ¢ PCI2-NCS-1 foram incubadas overnight com [*H]-myo-inositol
(0,5uCi para 2,5 x 10° células/placa 60mm). Posteriormente as células foram estimuladas
com CCH (300uM) e os inositois totais foram extraidos e submetidos a coluna de troca
aniénica. As fracdes referentes ao [‘H]-InsP; foram eluidas e quantificadas em
espectrofluorimetro de cintilagdo liquida. Cada barra representa a porcentagem média de
[3H]—InsP3 em relacdo a quantificagdo basal de [3H]—InsP3 das células ndo estimuladas
com CCH (£ EPM). Os resultados sao representativos de, pelo menos, trés experimentos

independentes. Nao foi encontrada diferenga significativa.
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A fim de confirmar se o deslocamento do dominio PHp csEGFP era dependente
da via regulada por proteinas G e nao através de despolarizagao celular, as células PC12-
wt ¢ PC12-NCS-1 transfectadas transitoriamente com o dominio PHp;csEGFP foram
estimuladas com KCl (60mM) e, posteriormente, estimuladas com CCH (300uM). Na
figura 18, observa-se a distribuicdo espacial do dominio PHp csEGFP nas células PC12-
wt e PC12-NCS-1 depois do estimulo com KCI (60mM) (painéis superiores) e depois do
estimulo com CCH (300uM) (painéis inferiores). Tanto nas células PC12-wt quanto nas
células PCI2-NCS-1, o dominio PHprcsEGFP nao foi responsivo ao estimulo
despolarizante com KCI (figura 18, painéis superiores) confirmando a hipodtese que,
neste modelo, estimulos despolarizantes sdo incapazes de provocar a producao de InsPs
assim como o deslocamento do dominio PHpcsEGFP. Logo apos o estimulo com CCH,
as células PC12-wt e PC12-NCS-1 foram responsivas (figura 18, painéis inferiores)
sugerindo que se tratavam de células viaveis experimentalmente por apresentarem uma
maquinaria molecular de hidrolise/formagdo de PIP,/InsP; respectivamente. O perfil de
resposta do dominio PHp; csEGFP a partir da analise do curso temporal demonstrou,
durante o estimulo despolarizante com KCl (60mM), que ndo houve resposta do dominio
PHpLcsEGFP em nenhuma das células (figura 19). Durante a lavagem das células ndo
houve alteragdo nos niveis citoplasmaticos do dominio PHp csEGFP e, apos o estimulo
com CCH (300uM), o dominio PHpLcsEGFP foi responsivo tanto nas células PC12-wt

quanto nas c¢lulas PC12-NCS-1 (figura 19).
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Figura 18: Dinamica espacial do dominio PHp csEGFP nas células PC12-wt e PC12-
NCS-1 apés estimulo despolarizante com KCI.

PC12-wt e PCI2-NCS-1 diferenciadas e expressando, transitoriamente, o dominio
PHprcsEGFP, foram estimuladas com KCl (60mM), lavadas com meio de incubagdo
contendo Ca’" (2mM) e, posteriormente, estimuladas com CCH (300uM). As imagens
foram obtidas por microscopia confocal pela excitagdo das células a 488nm e o sinal
emitido foi detectado por um filtro a 522/35nm. Os painéis superiores € os inferiores
mostram, respectivamente, o perfil espacial do dominio PHp csEGFP 60 seg. depois do
estimulo com KCl e 60 seg. ap6s o estimulo com CCH. As imagens sdo representativas

de, pelo menos, trés experimentos independentes.
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Figura 19: Dinamica temporal do dominio PHp, csEGFP das células PC12-wt PC12-
NCS-1 em presenca de estimulo despolarizante com KCI.

As curvas acima indicam a respostas ao estimulo com KCI (60mM) e CCH (300uM) das
células indicadas na figura anterior. Uma R.I. foi selecionada no citoplasma de cada
célula a fim de obter os registros da intensidade de fluorescéncia do dominio
PHpr csEGFP durante todo o periodo experimental. As curvas foram obtidas pela razdo da
intensidade de fluorescéncia do dominio PHpy cs5;.EGFP (F) de cada tempo de coleta pela
fluorescéncia basal (F),) expressa em % (ver métodos). As andlises sdo representativas de,

pelo menos, trés experimentos independentes.
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Jumblatt e Tixchler (1982) mostraram que CCH foi capaz de ativar tanto
receptores muscarinicos quanto receptores nicotinicos células em células PC12. Além
disso, foi demonstrado que ativacdo de receptores nicotinicos em células cromafins é
capaz de estimular a hidrolise de fosfoinositideos (Terbush e Holz, 1986; Eberhard e
Holz, 1987; Furukawa e cols., 1994; Ebihara e cols., 2006). Apesar de ter sido mostrado
que a resposta de deslocamento do dominio PHp; csEGFP foi especifica ao estimulo com
CCH e nao a estimulos despolarizantes (através do KCI) (figuras 18 e 19) avaliou-se a
seletividade da via de ativagdo muscarinica através da andlise da resposta do dominio
PHpLcsEGFP ao estimulo com CCH (300uM) na presenga de atropina (10uM), um
antagonista muscarinico (figura 20). Apds o estimulo isolado com CCH (300uM) foi
observado um maior deslocamento do dominio PHp csEGFP para o citoplasma nas
células PC12-NCS-1 comparativamente as células PC12-wt (figura 20). Ja na presenca
da atropina (10uM) observou-se a redugdo imediata nos niveis citoplasmaticos do
dominio PHprcsEGFP nos dois tipos celulares (figura 20), indicando que o deslocamento
do dominio PHppcsEGFP, induzido pelo CCH, nas células PC12-wt e PC12-NCS-1

mobiliza a via muscarinica.
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Figura 20: Inibicio pela atropina do deslocamento citoplasmatico do dominio
PHpLcsEGFP induzido por CCH.

PC12-wt e PCI2-NCS-1 diferenciadas e expressando, transitoriamente, o dominio
PHprcsEGFP, foram acopladas ao sistema de perfusdo, estimuladas com CCH (300uM),
e posteriormente, perfundidas com atropina (10uM) na presenca continua de CCH
(300uM). Uma R.I. foi selecionada no citoplasma das células a fim de se obter os
registros da intensidade de fluorescéncia do dominio PHp ¢sEGFP durante todo o periodo
experimental. Os registros coletados foram analisados a partir da razdo da intensidade de
fluorescéncia do dominio PHprcs51-EGFP (F) em cada tempo de coleta pela fluorescéncia
basal (F,) expressa em % (ver métodos). As curvas sdo representativas de, pelo menos,

trés experimentos independentes.
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Uma vez que o aumento do deslocamento do dominio PHp csEGFP nas células
PC12-NCS-1 respondeu de forma dependente da ativagdo de receptores muscarinicos, foi
verificado se o deslocamento correspondente a produgdo de InsP3 seria originado a partir
da ativacao da fosfolipase C. Desse modo, células PC12-NCS-1 e PC12-wt foram pré-
incubadas com U73122 (10uM), inibidor ndo seletivo da PLC e, posteriormente,
estimuladas com CCH (300uM) em presenca concomitante de U73122 (10uM) (figura
21). Observou-se, tanto nas células PC12-wt quanto nas células PC12-NCS-1, uma
reducdo significativa dos niveis citoplasmaticos do dominio PHprcsEGFP comparado a
resposta do dominio PHp csEGFP induzida pelo CCH isoladamente (figura 21). A
analise entre o maximo de fluorescéncia do dominio PHpLcsEGFP citoplasmatico
encontrado nas células PC12-wt (221,0 + 16,4 em % da fluorescéncia basal) (n: 21) e
PC12-NCS-1 (314,6 + 34,8 em % da fluorescéncia basal) (n: 11) demonstrou uma maior
eficacia no bloqueio da resposta induzido por U73122 nas células PC12-NCS-1 (inset
figura 21). Esse resultado indicou uma maior participacdo da PLC na resposta do

dominio PHp; csEGFP nas células PC12-NCS-1.
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Figura 21: Curso temporal do deslocamento do dominio PHpcsEGFP pelo U73122,
um inibidor nao seletivo da PLC nas células PC12-wt e PC12-NCS-1 estimuladas
com CCH.

As células PC12 transfectadas transitoriamente com o dominio PHp c5-EGFP foram pré-
incubadas durante 30 min/37°C com U73122 (10uM) em solugdo HBSS contendo Ca**

(2mM). As células foram entdo estimuladas com CCH (300uM) na presenga continua de
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U73122. Uma R.1I. foi selecionada no citoplasma das células a fim de se obter os registros
da intensidade de fluorescéncia do dominio PHp;csEGFP durante todo o periodo
experimental. As curvas representam o calculo da média da R.1. (F/F, em % + EPM) das
células analisadas em pelo menos, trés experimentos independentes.

Inset: As barras representam os valores do méximo da intensidade de fluorescéncia
citoplasmatica (F/F, em % = EPM) apds o estimulo das células PC12-wt e PC12-NCS-1
com CCH (300uM) isoladamente, ou com CCH (300uM) na presenca de U73122
(10uM). Pelo menos, trés experimentos independentes realizados em duplicatas.
Significancia estatistica foi considerada para P < 0,01 onde * comparagdo com o estimulo

isolado de CCH; ** comparagao com as células PC12-wt.
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A partir dos resultados obtidos com o perfil de hidrdlise/formagao de PIP2/InsP; e
o conseqiiente envolvimento dos altos niveis de expressdo de NCS-1 na regulagdo da
sinalizacdo muscarinica, avaliou-se a dinimica e os niveis intracelulares de Ca®" nas
células PC12-wt e PC12-NCS-1 submetidas ao estimulo com CCH (300uM).

Os experimentos, incialmente, foram realizados utilizando o Fluo4-AM (figura
22), fluordforo especifico para o Ca®’ e, posteriormente, utilizou-se INDO1-AM a fim de
fazer a andlise quantitativa das [Caz+]i das células submetidas ao estimulo com CCH
(300uM) (figura 23, 24 e 25) (ver métodos).

A figura 22 mostra que tanto as células PC12-wt quanto as células PC12-NCS-1
estimuladas com CCH (300uM) apresentaram aumento dos niveis intracelulares de Ca*".
Nas células PC12-NCS-1 houve aumento dos niveis intracelulares de Ca®" seguido de
decaimento rapido dos mesmos (figura 22, painel a direita). Ja o padrdo identificado nas
células PC12-wt apresentou aumento dos niveis intracelulares de Ca®" atingindo um pico
menor quando comparado aquele observado nas células PC12-NCS-1. Houve decaimento
lento dos niveis de Ca®" observado, na curva das células PC12-wt, caracterizado por um
perfil de decaimento em forma de plato (figura 22, painel a esquerda).

Para quantificagdo da [Ca2+]i, as células PCI12-NCS-1 e¢ PCI12-wt foram
previamente incubadas com Indol-AM e submetidas ao estimulo com CCH (300uM)
(ver métodos). Na figura 23 fica evidente o padrao de resposta encontrado nos dois tipos
celulares. Foi observada grande semelhanga entre os sinais intracelulares de Ca®'
observados a partir da marcacao das células com o Fluo4-AM e com o Indo-AM (figura
22 e 23). A quantificagio dos picos méaximos da [Ca>']; em resposta a CCH (300puM)

mostrou aumento significativo nas células PC12-NCS-1 (766,35 + 35,0 nM) (n: 142) em
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comparagao as c¢lulas PC12-wt (687,8 £ 37,0 nM) (n: 115) (figura 24) onde P < 0,05. J&
os experimentos realizados em células marcadas com Indol e submetidas ao estimulo
com CCH (300uM), desta vez, na presenca concomitante de EGTA (2mM), identificaram

dindmicas idénticas e niveis semelhantes de Ca*" para as células wt e PCI12-NCS-1

(figura 25).
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Figura 22: Alteracdes na dinamica do Ca’ intracelular observadas nas células
PC12-wt e PC12-NCS-1 marcadas com Fluo4 e estimuladas com CCH.

As células foram incubadas com Fluo4-AM em solugdo de marcagdo por 45 min a 37°C.
Apds marcagdo, as laminulas foram acopladas ao sistema de perfusdo e microscopia
confocal e submetidas ao estimulo com CCH (300uM) (ver métodos). As células foram
excitadas a 488nm e a fluorescéncia emitida foi detectada por um filtro a 522/35nm. Uma
R.I. foi selecionada no citoplasma das células a fim de se obter a intensidade de
fluorescéncia referente as alteragdes do Ca’’ intracelular durante todo o periodo
experimental. As curvas médias foram obtidas pelo calculo da média dos registros das
células PC12-wt e PCI2-NCS-1 ao longo do tempo experimental. As curvas sdo

representativas de, pelo menos, cinco experimentos independentes.
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Figura 23: Alteracdes na diniAmica temporal do Ca’" intracelular observadas nas
células PC12-wt e PC12-NCS-1 marcadas com Indol e estimuladas com CCH.

As células PC12-wt e PC12-NCS-1 foram incubadas com Indo1-AM em solucao de
marcagio por 45 min a 37°C. As células marcadas foram acopladas a cimara de perfusio
juntamente ao sistema de microscopia confocal e submetidas ao estimulo de CCH
(300uM). As células foram excitadas a 351nm + 363nm e as fluorescéncias de emissao
foram coletadas pelos filtros 460LP e 405/35. Uma R.I. foi selecionada no citoplasma das
células a fim de se obter os registros da intensidade de fluorescéncia referente as
alteragdes do Ca’" intracelular durante todo o periodo experimental. As razdes das
fluorescéncias (R=F405/F485) dentro da RI selecionada no citoplasma celular foram
usadas para calcular as [Ca*']; de acordo com a equagdo de Grynkiewicz (ver métodos).
As curvas médias foram calculadas a partir da média dos valores de [Ca2+]i das células
PC12-wt (n:115) e PC12-NCS-1 (n:142) ao longo do tempo experimental. Os dados

apresentados sdo representativos de, pelo menos, cinco experimentos independentes.
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Figura 24: Pico maximo da [Ca’']; verificado nas células PC12-wt e PC12-NCS-1

estimuladas com CCH.

As barras acima representam o pico maximo de Ca®" obtido a partir da [Ca*']; maxima (+
EPM) das células PC12-wt (687,8 £ 37,0 nM) (n: 115) e PC12-NCS-1 (766,35 + 35,0

nM) (n: 142) analisadas. Considera-se diferenga significativa (*) entre os valores para ¢-student

(ndo pareado) apresentando P < 0,05.
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Figura 25: Dindmica temporal das [Ca™]; das células PC12-wt e PC12-NCS-1
marcadas com Indol e estimuladas com CCH na auséncia de Ca’" extracelular.

As células PC12-wt e PC12-NCS-1 foram incubadas por 45min/37°C com Indo1-AM em
solucdo de marcacdo (ver métodos). As laminulas foram acopladas a camara de perfusao
juntamente ao sistema de microscopia confocal e submetidas ao estimulo de CCH
(300uM) em meio de perfusao contendo EGTA (2mM). As células foram excitadas a
351nm + 363nm e os registros referente a fluorescéncia do Indo foram coletados pelos
filtros 460 LP e 405/35. Uma R.I. foi selecionada no citoplasma das células a fim de se
obter os registros da intensidade de fluorescéncia referente as alteragdes do Ca’
intracelular durante todo o periodo experimental. As razdes das fluorescéncias
(R=F405/F485) dentro da RI selecionada no citoplasma celular foram usadas para
calcular as [Ca®']; de acordo com a equagio de Grynkiewicz (ver métodos). As curvas
médias foram calculadas a partir da média dos valores de [Ca*']; das células PC12-wt
(n:115) e PC12-NCS-1 (n:142) ao longo do tempo experimental. Os dados apresentados

sdo representativos de, pelo menos, cinco experimentos independentes.
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Com a finalidade de se investigar a relagcdo entre as alteracdes nas [Ca2+]i ea
dinamica de deslocamento do dominio PHp csEGFP induzida por CCH, as células PC12-
wt e PC12-NCS-1 transfectadas transitoriamente com o dominio PHp;csEGFP foram
submetidas ao estimulo com CCH (300uM), na presenca de agentes capazes de interferir
com os niveis intracelulares de Ca*" como, por exemplo, EGTA (2mM), Bapta-AM
(10uM) ou 2APB (100uM). A figura 26 mostra a dindmica temporal de deslocamento do
dominio PHpcsEGFP induzida por CCH (300uM) na presenca de EGTA (2mM). O
dominio PHp; csEGFP manteve o deslocamento para o citoplasma apods o estimulo com
CCH (300uM) na auséncia do Ca*" extracelular, embora tenham sido observados perfis
distintos de deslocamento do dominio PHp; csEGFP em comparagdo ao estimulo isolado
com CCH (300uM) (figura 26 e figura 7). Na presenga concomitante de EGTA (2mM) e
CCH (300uM), houve rapido decaimento dos niveis citoplasmaticos de fluorescéncia nos
dois tipos celulares, indicando aceleracdo do retorno do dominio para a membrana
plasmatica nessas condigdes experimentais (figura 26). A andlise do pico de
fluorescéncia maxima citoplasmatica do dominio PHp csEGFP nas células PC12-NCS-1
e PC12-wt respectivamente (599,51 + 20,45 e 467,08 = 87,00 % da fluorescéncia basal)
(figura 27) em resposta ao estimulo com CCH (300uM) na auséncia de Ca>" extracelular
mostra uma reducdo da facilitagdo observada nas células PC12-NCS-1 estimuladas
isoladamente com CCH (300uM) (ver pico maximo na figura 8).

Na auséncia de Ca®" intracelular, pela pré-incubagio das células PC12-wt e PC12-
NCS-1 com BAPTA-AM (10uM) (um quelante intracelular de Ca*") e estimulo posterior

com CCH (300uM) na presenga de EGTA (2mM) foi possivel identificar bloqueio da
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translocagdo do dominio PHp csEGFP para o citoplasma nos dois tipos celulares (figura
28). Esse resultado indica que auséncia total do Ca", extracelular e intracelular, impede a
facilitagdo da hidrolise/formag¢dao de PIP2/InsP3 observado nas células PC12-NCS-1
(figura 7).

Diante do resultado prévio, mostrando que a translocagio do dominio
PHp csEGFP depende do aumento do Ca*’ intracelular, investigou-se a participacao dos
estoques intracelulares de Ca*" dependentes de InsP; neste processo. Para isso, células
PC12-wt e PC12-NCS-1 transitoriamente transfectadas com o dominio PHppcsEGFP,
foram pré-incubadas com 2APB (100uM), bloqueador ndo seletivo dos estoques
intracelulares de Ca”" sensiveis a InsPs (Maruyama et al., 1997; Missiaen et al., 2001) e
depois estimuladas com CCH (300uM) em presenca de EGTA (2mM). A figura 29
mostra que houve bloqueio do deslocamento do dominio PHpcsEGFP nas células PC12-
wt e PCI2-NCS-1. Este resultado fica evidente através da analise do pico de
fluorescéncia maxima citoplasmatica dos dois tipos celulares submetidos ao estimulo
com CCH (300uM) na presenca do 2-APB (100uM) (figura 30). Tanto nas células
PC12-wt quanto nas células PC12-NCS-1 submetidas ao estimulo com CCH (300uM), na
presenca do bloqueador 2-APB (100uM), o pico maximo de fluorescéncia citoplasmatica
do dominio PHp csEGFP foi menor (respectivamente, 252,0 + 43,0 % da fluorescéncia
basal, n:11; 212,0 + 24,0 % da fluorescéncia basal, n:13) em comparagdo aos valores
alcancados com o estimulo isolado com CCH (respectivamente, 310,0 = 39,0 % da

fluorescéncia basal, n:21; 663,0 + 63,0 % da fluorescéncia basal, n:14).
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Figura 26: Dinimica temporal de resposta do dominio PHpy c5;1-EGFP das células

PC12-wt e PC12-NCS-1 submetidas ao estimulo com CCH na auséncia do Ca*

extracelular.

As células PC12 transfectadas transitoriamente com o dominio PHpcs-EGFP foram

perfundidas com EGTA (2mM) e posteriormente estimuladas com CCH (300uM) na

presenca concomitante de EGTA. Uma R.I. foi selecionada no citoplasma das células a

fim de se obter os registros da intensidade de fluorescéncia do dominio PHp csEGFP

durante todo o periodo experimental. As curvas representam o célculo da média da R.I.

(F/F, em % £+ EPM) das células analisadas. Pelo menos trés experimentos independentes

foram realizados.

114



Resultados Melissa M. Guimarades

800 4

600 - L

400 -

200 4

do dominio PHp csEGFP
(% da fluorescéncia basa)

Fluorescéncia maxima citoplasmatica

PC12-wt PC12-NCS-1
Figura 27: Pico maximo de fluorescéncia do dominio PHp; cs-EGFP apés estimulo
das células PC12-wt e PC12-NCS-1 com CCH na auséncia do Ca*" extracelular.
As barras representam a média da intensidade maxima de fluorescéncia citoplasmatica
alcancada pelo dominio PHpy cs-EGFP ap6s estimulo das células com CCH (300uM). Foi
calculada a média da R.I (a partir de F/F, em % * EPM) no tempo da resposta maxima
do dominio PHpLcs-EGFP das células representativas de, pelo menos, trés experimentos

independentes. Nao foi encontrada diferenga significativa utilizando-se ¢ student (ndo pareado)
para as células PC12-wt e PC12-NCS-1 (respectivamente 467,08 + 87,00; 599,51 + 20,45

em % da fluorescéncia basal = EPM).
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Figura 28: Inibicdo da dinAmica do dominio PHp; cs5;-EGFP observado nas células
PC12-wt e PC12-NCS-1 pela auséncia de Ca*".

As células PC12 transfectadas transitoriamente com o dominio PHp c51-EGFP foram pré-
incubadas durante 20min/37°C com BAPTA-AM (10uM) e apds serem acopladas a
camera de perfusdo e ao sistema de microscopia confocal foram estimuladas com CCH
(300uM) na presenca continua de EGTA (2mM). Os registros da fluorescéncia do
dominio PHpy c51-EGFP foram obtidos pela excitagdo das células transfectadas a 488nm e
o sinal emitido foi detectado por um filtro a 522/35.As curvas indicam os valores médios
da intensidade de fluorescéncia do dominio PHpcs5;-EGFP de uma R.I. citoplasmatica
(calculada a partir de F/F, em % = EPM) ao longo do periodo experimental. Pelo menos,

trés experimentos independentes foram realizados.
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Figura 29: Inibicdo da dinimica do dominio PHppc5;-EGFP observada nas células
PC12-wt e PC12-NCS-1 estimuladas com CCH na presenca de antagonista dos
estoques intracelulares de Ca’" sensiveis a InsP3.

As células PC12 transfectadas transitoriamente com o dominio PHp c5-EGFP foram pré-
incubadas durante 20min/37°C com 2APB (100uM). Apds serem transferidas para a
camera de perfusdo, as células foram estimuladas com CCH (300uM) em presenca de
EGTA (2mM) e 2APB (100uM). Os registros da fluorescéncia do dominio PHpycsi-
EGFP foram obtidos pela excitacdo das células a 488nm e o sinal emitido foi detectado
por um filtro a 522/35nm. As curvas indicam os valores médios da intensidade de
fluorescéncia do dominio PHpy c51-EGFP de uma R.I. citoplasmatica (calculada a partir de
F/F, em % + EPM) registrada ao longo do periodo experimental. Pelo menos, trés

experimentos independentes foram realizados.
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Figura 30: Analise da fluorescéncia maxima do dominio PHppcs-EGFP induzido
pelo CCH isoladamente apos o bloqueio dos estoques intracelulares de Ca*
sensiveis a InsP3.

As barras mostram a média da fluorescéncia méxima citoplasmatica referente a
translocacdo do dominio PHprcs-EGFP apds o estimulo das células com CCH em
presenca ou nao de 2APB (100uM). Os valores foram obtidos de cada uma das curvas de
time-course representativas de pelo menos, trés experimentos independentes. Foi
considerada diferenca estatistica valores encontrados no test ¢-student (ndo pareado) com
P < 0,05.* considera diferenca estatistica entre PC12-NCS-1 carbacol ¢ PC12-wt
carbacol, ** considera diferenga estatistica entre PC12-NCS-1 carbacol 2APB e PC12-

NCS-1 carbacol.
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Sabe-se que em varios modelos celulares, a superexpressio de NCS-1 esta
associada ao aumento da liberagdio de mediadores quimicos hormonais e
neurotransmissores (Scalettar e cols., 2002; Kapp-Barnea e cols., 2003; Hilfiker, 2003;
Gromada e cols., 2005; Zheng e cols., 2005; Taverna e cols., 2007). Em células PC12 a
ativacdo da via purinérgica provocou potenciacao da liberacdo de dopamina e hormonio
de crescimento associado a superexpressao de NCS-1 (McFerran e cols., 1998; Koizume
e cols., 2002; Taverna e cols., 2002; De Barry e cols., 2006). No presente trabalho, foi
avaliado o envolvimento da superexpressdo de NCS-1 na liberagdo de glutamato induzida
pela ativacao da via colinérgica. Células PC12-NCS-1 e PC12-wt foram estimuladas com
CCH (300uM) em presenga ou nao de EGTA, BAPTA e/ou atropina. O sobrenadante foi
recolhido e o glutamato liberado foi quantificado em fluorimetro a partir da reacao
luminescente de transformacdo do glutamato em a-cetoglutarato ¢ NADPH pela
glutamato desidrogenase em presenca de NADP'™ (ver métodos). Na auséncia do
estimulo, houve liberacdo basal de glutamato nas células PC12-wt e PC12-NCS-1,
respectivamente (1,39 + 0,30; 2,22 + 0,41 nmol/mg de proteina com P= 0,49) (figura 31,
1 par de barras). Foi observado aumento na liberagdo de glutamato nas células PC12-
NCS-1 em comparagdo as células PC12-wt tanto para o estimulo isolado das células com
CCH (300uM) (respectivamente, 14,4 £ 1,8 nmol/mg de proteina; 8,3 + 0,9 nmol/mg de
proteina), quanto para o estimulo de CCH na presenga de EGTA (2mM)
(respectivamente, 10,1 + 0,5 nmol/mg de proteina; 5,7 + 0,4 nmol/mg de proteina)
(figura 31, 22 e 3° pares de barras). No entanto, na auséncia completa do Ca’"

extracelular e intracelular, ocorre bloqueio da liberagdo de glutamato nos dois tipos
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celulares (figura 31, 4° par de barras), alcangando os niveis basais de liberagdo. Com a
finalidade de verificar se o aumento da liberacdo de glutamato observado nas células
PC12-NCS-1 era dependente da via muscarinica, o estimulo dos dois tipos célulares foi
realizado na presenca de atropina (10uM) e o glutamato liberado foi quantificado. Foi
observado bloqueio pela atropina da liberacao de glutamato nas células PC12-NCS-1 em
comparacao ao estimulo isolado com CCH (respectivamente, 4,2 + 0,3 nmol/mg de
proteina; 14,4 + 1,8 nmol/mg de proteina). No entanto, nas células PC12-wt o bloqueio
da liberagdao de glutamato pela atropina em comparacdo ao estimulo isolado com CCH
ndo apresentou diferenca estatistica (respectivamente, 6,2 + 0,1 nmol/mg de proteina; 8,3
+ 0,9 nmol/mg de proteina) (figura 31, 2° e 5° pares de barras).

Sabendo que a célula PC12 ¢ um modelo celular classico de liberacao de
dopamina (Lang e cols., 2001) e que pouco se conhece a respeito da liberagdo de
glutamato nessas células, foi realizado um experimento controle em células, previamente
permeabilizadas com digitonina (10uM) durante 6 min, com a finalidade de eliminar o
glutamato citoplasmatico e assim testar se a liberacdo de glutamato observada seria de
origem vesicular (Romero e cols., 2003), uma vez que foi mostrado nesse trabalho a
dependéncia do Ca®" intracelular na liberagio induzida pelo CCH (figura 31, 32 e 4° par
de barras). Na auséncia do estimulo, a liberacdo basal de glutamato das células PC12-wt
e PC12-NCS-1 permeabilizadas (respectivamente 2,08 + 0,25; 2,19 + 0,20 nmol/mg de
proteina, P = 0, 813) (figura 32, 1° par de barras) foi semelhante a liberagio basal das
células ndo permeabilizadas (respectivamente 1,39 + 0,30; 2,22 + 0,41 nmol/mg de
proteina). Houve aumento significativo dos niveis de liberagdo de glutamato nas células

PC12-wt e PC12-NCS-1 permeabilizadas (respectivamente 5,84 + 0,40; 6,76 + 0,41)
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(figura 32, 2° par de barras) em comparagdo a liberagdo basal (figura 32, 1° par de
barras), embora esse aumento tenha sido estatisticamente menor que aquele induzido
pelo CCH nas células ndo permeabilizadas (figura 32, 4° par de barras). Na auséncia do
Ca®" extracelular, a liberagdo de glutamato foi significativamente reduzida nas células
PC12-wt e PC12-NCS-1 (respectivamente 3,14 + 0,45; 3,41 = 0,31) (figura 32, 3° par de
barras), mas ainda se manteve maior que a liberagdo basal (figura 32, 1° par de
barras).

Na tentativa de caracterizar a origem da liberacdo de glutamato nas células PC12-
wt e PC12-NCS-1, verificou-se a expressao e distribui¢do do transportador vesicular de
glutamato do tipo II (VGLUT2) por meio de experimentos de western blot e
imunofluorescéncia. Houve expressdao de VGLUT2 tanto nas células PC12-wt, quanto
nas células PC12-NCS-1 (figuras 33, 34, 35 e 36). Nas figuras 33, 35 e 36 foi observada
distribuicao espacial do VGLUT2 nos dois tipos celulares. A distribuicdo de VGLUT2
nas células PC12-NCS-1 foi preferencialmente vesicular. Por outro lado, nas células
PC12-wt a distribuigdo se apresentou difusa (figura 33). O VGLUT2 também foi
identificado no extrato total dessas células utilizando a técnica de western blot (figura
34). Houve a tentativa de identificar em que tipo de vesicula intracelular estaria
localizado o VGLUT2 e quais seriam as diferengas na distribui¢do de VGLUT2 que
poderiam corroborar com o padrdo de liberagcdo de glutamato observado entre as células
PC12-wt e PC12-NCS-1 (figuras 35 e 36). Para esta analise foram escolhidos dois tipos
de vesiculas encontradas nas células PC12 como possiveis localiza¢cdes de VGLUT2. As
figuras 35 e 36 mostram, respectivamente, a distribuicdo espacial de VGLUT2

juntamente com a expressdo transitoria do vetor codificador da proteina vesicular
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sinaptobrevina (VAMP) em fusdo com a protéina GFP (VAMP-GFP) encontrada em
vesiculas pequenas (small vesicles) e com o transportador vesicular de monoaminas
(VMAT-1) presente, classicamente, em vesiculas de nucleo denso (dense core). Nao foi
observada co-localizagdo entre o VGLUT2 e a proteina VAMP-GFP superexpressa
transitoriamente, (figura 35). Em relagdo a proteina VMAT-1 ndo foi encontrada co-
localizagdo entre as duas proteinas nos neuritos e varicosidades, apesar de ter sido
observada co-localizacdo entre VMAT-1 e VGLUT2 no corpo das células PC12-NCS-1
(figura 36). A analise qualitativa das imagens (ver imagens representativas, figuras 35 e
36) indica que o VGLUT2, em células PC12-wt ¢ PC12-NCS-1 esta localizado em
vesiculas diferentes daquelas de nucleo denso e das vesiculas pequenas.

Foi realizado experimento controle com a finalidade de mostrar que a liberacao de
glutamato nas células PC12 pode ser controlada por estimulo despolarizante de maneira
dependente de Ca*" (figura 37). As células PC12-wt ¢ PC12-NCS-1 foram estimuladas
durante 15min/37°C com KCI (60mM) na presenga ou ndo de outros agentes como
EGTA (2mM) e BAPTA (20uM). Na auséncia do estimulo com KCl (60mM), foi
observada libera¢do basal de glutamato (figura 37, 12 par de barras). Em contrapartida,
na presen¢a do estimulo despolarizante, houve aumento significativo da liberacdo de
glutamato em ambas as células (figura 37, 2° par de barras). Foi observada facilitagdo
na libera¢do de glutamato nas células PC12-NCS-1 em comparagdo as células PC12-wt
(respectivamente, 19,7 = 1,0 nmol/mg de proteina; 15,3 = 1,0 nmol/mg de proteina)
(figura 37, 2° par de barras). Na auséncia de Ca®" extracelular houve redugio
significativa na liberagdo de glutamato nas células PC12-NCS-1 e PCl2-wt

(respectivamente, 8,6 + 1,1 nmol/mg de proteina; 8,9 + 0,5 nmol/mg de proteina) em
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comparagdo ao estimulo isolado com KCI (respectivamente, 19,7 + 1,0 nmol/mg de
proteina; 15,3 + 1,0 nmol/mg de proteina) (figura 37, 2° e 3° pares de barras).
Entretanto, a comparacdo da liberacdo de glutamato induzida pelo KCl (60mM) na
auséncia de Ca®" extracelular entre as células PC12-NCS-1 e PC12-wt mostrou indices
estatisticamente semelhantes (respectivamente, 8,6 = 1,1 nmol/mg de proteina; 8,9 + 0,5
nmol/mg de proteina) (figura 37, 3° par de barras). Na auséncia de Ca*” houve reducio
ainda maior na liberagdo de glutamato em comparacdo ao estimulo isolado com KCI

(60mM) (figura 37, 4° par de barras).
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Figura 31: Liberacao de glutamato por células PC12-wt e PC12-NCS-1 estimuladas
com CCH.

As células ndo estimuladas foram utilizadas para quantificagdo da liberagdo basal de
glutamato (controle). Células PC12 diferenciadas foram estimuladas durante 15 min a
37°C com CCH (300uM), CCH em presenga de EGTA (2mM), CCH e EGTA nas células
previamente incubadas com BAPTA-AM (10uM) por 20min, CCH em presenca de
atropina (10uM). A liberagdo de glutamato foi expressa pela média dos valores
registrados em nmol/mg de proteina. Pelo menos trés experimentos independentes foram
realizados em duplicatas. Diferenca estatistica para test ¢-student (ndo pareado) com P <
0,05. * comparagdo com as condi¢des basais; ** comparagdo da liberagao de glutamato

entre as células PC12-wt e PC12-NCS-1, *** comparagao com estimulo isolado de CCH.
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Figura 32: Liberacdo de glutamato em células PC12-wt e PC12-NCS-1
permeabilizadas com digitonina.

Células PC12 diferenciadas foram permeabilizadas durante 6min com digitonina (6uM)
e, posteriormente, estimuladas por 15 min a 37°C com CCH (300uM) (2° par de barras),
CCH em presenga de EGTA (2mM). Células permeabilizadas e ndo estimuladas foram
utilizadas para quantificacdo da liberagdo basal de glutamato (1° par de barras). Células
ndo permeabilizadas foram estimuladas por 15 min a 37°C com CCH (300uM) (4° par de
barras). A liberacdo de glutamato foi expressa como média dos valores em nmol/mg de
proteina. Pelo menos, trés experimentos independentes foram realizados em duplicatas.
Diferenga estatistica para test z-student (nao pareado) com P < 0,001. * comparagdo com
as condigdes basais; ** comparagdo com o estimulo de CCH em condigdes
permeabilizantes. *** P < (0,0001 comparacdo com o estimulo de CCH em condigdes

permeabilizantes
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Figura 33: Identificacdo da expressdo enddégena e distribuicio espacial da proteina
VGLUT?2 nas células PC12-wt e PC12-NCS-1.

As imagens mostram a expressdao endogena do VGLUT2 em células PC12-wt e PC12-
NCS-1 através da técnica de imunofluorescéncia. As células foram incubadas com
anticorpo primario anti-VGLUT2 (camundongo) (1:300) e com anticorpo secundario
Alexa 488nm conjugado com anti-camundongo (1:300) (painéis superiores). No controle
negativo (painéis inferiores), as células foram reveladas apenas com o anticorpo
secundario Alexa 488nm conjugado anti-camundongo (1:300). Imagens sao
representativas de, pelo menos, trés experimentos independentes e foram obtidas através
da microscopia confocal a partir da excitacdo a 488nm e coleta da fluorescéncia de

emissao por um filtro a 522/35nm.
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Figura 34: Identificacio da proteina VGLUT2 presente no extrato total das células
PC12-wt e PC12-NCS-1 através da técnica de western blot.

O extrato total das células PC12-wt e PC12-NCS-1 foi submetido as técnicas de
eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS e western blot (ver métodos). Resumidamente,
as membrana foram reveladas com anticorpos primarios monoclonais anti-v-GLUT?2
(camundongo) (1:1000) e anti-actina (camundongo) (1:1000) e revelada com anticorpo
sencundario anti-camundongo conjugado a HRP (1:5000) e (1:15000) respectivamente. A
deteccao das bandas foi obtida pelo processo de quimioluminescéncia, utilizando o “kit”
ECL™. O mesmo experimento foi repetido utilizando o extrato total de trés diferentes

lotes das células PC12-wt e PC12-NCS-1.
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Figura 35: Identificacio da proteina VGLUT2 em células PC12-wt e PC12-NCS-1

superexpressando a proteina VAMP-GFP.
Células experessando transitoriamente VAMP-GFP (representada em verde) foram
marcadas com anticorpos primarios monoclonais anti-VGLUT2 (camundongo) (1:300)

(representado em azul ou vermelho) e, posteriormente, reveladas com anticorpo
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sencundario anti-camundongo ALEXA 568 (1:200). As imagens foram obtidas por
microscopia confocal pela excitagdo das células a 488 nm e 568 nm e a emissdao dos

sinais foram coletados por filtros de 522/35 nm e HQ 598/40 nm respectivamente.
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Figura 36: Identificacio da expressio e distribuicio endégena das proteinas
VGLUT?2 e VMAT em células PC12-wt e PC12-NCS-1.

As células foram marcadas com anticorpos primarios monoclonais anti-VGLUT2
(camundongo) (1:300) (representado em azul ou vermelho) e anti-VMAT tipo 1 (cabra)
(1:200) (representado em verde). Posteriormente, foram reveladas com anticorpo

sencundario anti-camundongo ALEXA 647 (1:200) e anti-cabra ALEXA 488 (1:200),
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respectivamente. As imagens foram obtidas por microscopia confocal pela excitagdo das

células a 488 nm e a emissao dos sinais foram coletados por filtros de 522/35 nm.

131



Resultados Melissa M. Guimarades

25
*
o —~ 20 [ células PC12-wt
® B células PC12-NCS-1
€ o *
(T = _T_
52 15
E.’ (o
(%]

% v dkk
° m *kk .
w £ 10 - *
o=
© o
B E *kk *k%k
2 c -
O 5 -

NS ﬂ I

Controle KClI

EGTA
BAPTA

Figura 37: Liberaciao de glutamato por células PC12-wt e PC12-NCS-1 estimuladas
com KClL.

Células PC12 diferenciadas foram estimuladas durante 15 min a 37°C com KCI (60mM)
(2° par de barras), KCl em presenga de EGTA (2mM) (3° par de barras), KCl ¢ EGTA
nas células previamente incubadas com BAPTA-AM (10uM) por 20min (4° par de
barras). As células nao estimuladas foram utilizadas para quantificagdo da liberacao basal
de glutamato (1° par de barras). A liberagdo de glutamato foi expressa pela média dos
valores registrados em nmol/mg de proteina em, pelo menos, trés experimentos
independentes realizados em duplicatas.* comparagdo com as condi¢des basais; **
comparacdo da liberagdo de glutamato entre as células PC12-wt e PC12-NCS-1, ***

comparagdo com estimulo isolado de KCI. Foi encontrado valor de P < 0,05.

132



Resultados Melissa M. Guimarades

Trabalhos sugerem relevancia funcional de NCS-1 no controle do trafego de
membranas (Weisz e cols., 2000; Mora e cols., 2002). Embora o nivel de NCS-1 em
membranas de vesiculas sinapticas seja baixo, alguns autores sugerem que esta proteina
seja capaz de recrutar um niumero grande das mesmas, facilitando, conseqlientemente, o
processo de exocitose (Zucker, 2003; Taverna et al., 2007). No modelo celular utilizado
nesse trabalho, foi verificada diferenca significativa na intensidade de fluorescéncia entre
as células PC12-NCS-1 e PC12-wt marcadas com indicador vesicular conhecido como
FM4-64 (figura 39). Este biossensor, quando interage com estruturas lipidicas presentes
na membrana, altera suas propriedades colorimétricas emitindo fluorescéncia que pode
ser detectada por microscopia confocal. Assim, a incubacdo das células PC12 com FM4-
64 permitiu a obsevagcdo de marcagdo pontuada no citoplasma, principalmente nos
neuritos, varicosidades e regides perinucleares o que caracteriza alta atividade
constitutiva de exo/endocitose presente nas células neuroenddcrinas (figuras 38 e 39). Na
distribuicdo espacial observada na figura 38, nota-se que as células PC12-NCS-1
apresentam forte intensidade de fluorescéncia referente a marcacao com FM4-64 (30uM),
preferencialmente, em varicosidades e/ou neuritos. Nas células PC12-wt estas regides se
encontram menos marcadas pelo FM4-64 (figura 38). Tais resultados indicam maior
acumulo de vesiculas endociticas nos neuritos e varicosidades nas células PC12-NCS-1
em comparacdo as células PC12-wt. A andlise quantitativa da intensidade média de
fluorescéncia referente ao FM4-64 presente nos neuritos e varicosidades das células
PC12-wt (n: 111 células e 1419 marcagdes) e PC12-NCS-1 (n: 131 células e 1460

marcagdes) em dois experimentos independentes (ver métodos), confirmaram a presenca
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preferencial de vesiculas endociticas marcadas com FM4-64 nas células PC12-NCS-1

(respectivamente 35,26 + 0,81 u.a.; 45,21 + 1,08 u.a.) (figura 39).
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Células PC12-wt Células PC12-NCS-1

Figura 38: Distribuicio das vesiculas originadas da endocitose constitutiva nas
células PC12-wt e PC12-NCS-1.

As células, diferenciadas durante 7 dias com NGF, foram marcadas com FM4-64 (30uM)
37°C por 12 horas em meio de incubagdo contendo Ca®>" (2mM). Posteriormente, foram
analisadas através da microscopia confocal excitando o campo celular a 568 nm. A
fluorescéncia emitida pelo FM4-64 foi coletada através do filtro HQ 598 nm. A imagem
representada foi obtida por sobreposi¢do de 5 fatias oticas (z step: 0,54um, iris de 2,5)
por meio de uma série Z. As setas indicam a distribuicdo de vesiculas endociticas

presentes nos neuritos das células PCI12-wt e PC12-NCS-1.
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Figura 39: Analise quantitativa da fluorescéncia presente nos neuritos e
varicosidades das células PC12-wt e PC12-NCS-1.
A andlise das imagens foi realizada a partir da selecao de regides de interesse de tamanho
constante (300 pixels) nos neuritos e varicosidades das células PCI12-wt (1419
marcagdes) e PC12-NCS-1(1460 marcagdes). Foi utilizado o “software” ‘“Metamorph
Image Analysis Program” (Universal Imaging - West Chester, PA, USA) para realizagao
das analises. As barras indicam a fluorescéncia média das regides de interesse
selecionadas em 111 células PC12-wt e 131 células PC12-NCS-1 distribuidas em

experimentos realizados em dois dias independentes. Foi encontrado valor de P < 0,001.
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Outros trabalhos demonstraram o envolvimento entre NCS-1 e a proteina
fosfatidilinositol 4-cinase do tipo B (PI4K-B) (Hendricks e cols., 1999; Weisz e cols.,
2000; Zhao e cols., 2001). Em células PC12, NCS-1 interage estruturalmente com PI4K-
B, ativando-a. Isto porque quelantes de Ca®" ou construgdes mutantes de NCS-1
impediram a ativacao dos processos dependentes de PI4K (Taverna e cols., 2002; Zheng
e cols., 2004; De Barry e cols., 2006). A¢des conhecidas desta proteina mostram sua
participagdo na formacdo de PIP2 de membrana, exocitose e trafego intracelular
(Huijbregts e cols., 2000; Cremona e De Camilli, 2001). Também ja foi demonstrado,
através de experimentos utilizando [*H]inositol, que células B-pancreaticas apresentavam
maiores indices de produgdo de PIP2 quando superexpressavam NCS-1 e PI4K-f3
(Gromada e cols., 2005). Assim, neste trabalho, avaliou-se o envolvimento de PI4K no
processo de facilitagdo do deslocamento do dominio PHp;csEGFP para o citoplasma
observado nas células PC12-NCS-1. Para isso, as células PC12-wt e PC12-NCS-1,
transfectadas transitoriamente com o dominio PHp csEGFP, foram pré-incubadas durante
15 min com wortmanina (5uM), inibidor de PI4K. Posteriormente, as células foram
estimuladas com CCH (300uM) em presenca da wortmanina (figura 40). Houve redugao
do deslocamento citosolico do dominio PHp csEGFP tanto nas células PC12-wt quanto
nas células PC12-NCS-1 estimuladas com CCH em presenga da wortmanina (figura 40).

Ao se utilizar outra ferramenta experimental para verificar a participacdo da
PI4K[ na facilitagdo do deslocamento do dominio PHprcsEGFP observado nas células
PC12-NCS-1, nao foram confirmados os resultados anteriores obtidos com a inibi¢do da

PI4K pela wortmanina (figura 40). Neste experimento, as células PC12-wt e PC12-NCS-
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1 foram co-transfectadas com vetores contendo a sequéncia de PI4K e do dominio
PHpLcsEGFP. Em etapa posterior, as células foram submetidas ao estimulo com CCH
(300uM). A andlise identificou, nestas condigdes experimentais, que a superexpressao da

PI4K impediu o aumento dos niveis citoplasmaticos de PHpLcsEGFP responsivos nas

células PC12-NCS-1 (figura 41).
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Figura 40: Diniamica do dominio PHp csEGFP em células PC12-wt e PC12-NCS-1
estimuladas com CCH na presenca de um agente inibidor da enzima PI4Kp.

Células PC12-wt e PC12-NCS-1 transfectadas com o dominio PHpyc5-EGFP foram pré-
incubadas com wortmanina (5uM) durante 15 minutos e estimuladas com CCH (300uM)
na presenca continua de wortmanina. Uma R.I. foi selecionada no citoplasma das células
a fim de se obter os registros da intensidade de fluorescéncia do dominio PHp csEGFP
durante todo o periodo experimental. As curvas representam o calculo da média da R.I.
(F/F, em % = EPM) das células analisadas em pelo menos, trés experimentos

independentes.
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Figura 41: Efeito da superexpressio da PI4K[@ no deslocamento do dominio
PHprLcs EGFP em células PC12-NCS-1 e PC12-wt.

Células foram co-transfectadas com PI4K[3 + PHpr csEGFP (na razdo de 4ug do vetor
contendo PI4K para 1ug de vetor contendo a sequéncia do dominio PHp csEGFP) e, dois
dias apds a transfeccdo foram estimuladas com CCH (300uM). O gréafico de barras
representa a média da fluorescéncia maxima no citoplasma apos o estimulo com CCH
(300uM). A andlise estatistica foi realizada através do teste ¢ student nao pareado. Foram

encontrados diferenga significativa para *P < 0,001 e **P < 0,0001 em comparacdo as

células PC12-wt.
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5 DISCUSSAO
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5.1 Modelo de células PC12 expressando altos niveis de NCS-1

A superexpressdo de NCS-1 em células PC12 foi capaz de provocar a
potenciacdo da liberagdo de horménio de crescimento, de dopamina e de outras aminas
(McFerran e cols., 1998; Koizume e cols., 2002; Taverna e cols., 2002; Rajebhosale e
cols., 2003; Gromada e cols., 2005). Por isso, os mecanismos pelos quais a proteina
NCS-1 controla a liberagdo de neurotransmissores tem sido estudado a partir do modelo
de células PC12 ou cromafins. No presente trabalho, controles experimentais foram
realizados atraves de técnicas de imunofluorescéncia e western blot uma vez que foi
necessario acompanhar os niveis de expressdo de NCS-1 nas células PC12-wt e PC12-
NCS-1 & medida que novos lotes celulares eram descongelados para realizacdo dos
experimentos (ver figuras 6 e 7). Verificou-se que as aliquotas de células
descongeladas mantinham niveis aumentados de NCS-1 nas células PC12-NCS-1 até
décima quinta passagem, condicdo esta em que uma nova aliquota deveria ser
descongelada para realizacdo dos experimentos necessarios. Outras proteinas como o
préprio receptor muscarinico do tipo 1 e PLCP também foram identificadas nas células
PC12-wt e PC12-NCS-1 através das técnicas de imunofluorescéncia e western blot (ver
figuras 8, 9, 10 e 11) j& que era importante confirmar se 0 modelo utilizado apresentava
proteinas participantes da ativacdo da via de sinalizacdo muscarinica. Dessa forma, a
triagem continua da expressdo de proteinas como NCS-1, receptores muscarinicos e
PLC-f permitiu a utilizagdo das células PC12-wt e PC12-NCS-1 como modelo para
estudo comparativo do envolvimento de NCS-1 nos diferentes processos celulares
(nesse caso, hidrolise/formacdo PIP2/InsP3 respectivamente, dindmica do Ca®*

intracelular e liberagdo de mediadores quimicos) ativados pela via muscarinica.
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5.2 Alterac@es na dindmica de hidrolise/formacdo de PIP2/InsP; em células PC12-

wt e PC12-NCS-1 estimuladas com CCH

Este estudo iniciou-se com o objetivo de compreender melhor a dindmica de
hidrolise/formacdo de PIP2/InsP3;, induzida pelo CCH, em células expressando
estavelmente altos niveis de NCS-1. Os resultados obtidos por Koizume e colaboradores
(2002) ja& haviam demonstrado que células PC12 superexpressando NCS-1 e
estimuladas com agonistas purinérgicos apresentaram aumento de [*H]-PIP2 e [*H]-
InsP3. A técnica utilizada na obtencdo desses resultados consistiu na incubacdo das
células com myo-[*H]inositol seguido de estimulo com agonista purinérgico, separacéo
por cromatografia e quantificacdo dos niveis de [*H]-PIP2, [*H]-InsP; radiativo.

Diversos grupos de pesquisa utilizam o dominio PHp c,EGFP como biossensor
capaz de detectar, indiretamente, hidrolise e formagao PIP2/InsP3, respectivamente, em
resposta a ativacdo de receptores acoplados a proteina G (Stauffer e cols., 1998; Varnai
e Balla, 1998; Hirose e cols., 1999; Nash e cols., 2001; Nahorski e cols., 2003; Bartlett e
cols., 2005). Este dominio apresenta vinte vezes mais afinidade por InsP; em
comparacdo a PIP2, tornando-o uma ferramenta confidvel de estudo para determinacéao
da formagdo de InsP; em tempo real e células individualizadas (Hirose e cols., 1999).
Em condigBes basais, o dominio PHp c,EGFP se encontra predominantemente na
membrana plasmatica. A medida que InsP3 vai sendo formado é possivel acompanhar a
redistribuicdo do dominio para o citoplasma e, em algumas situagdes, para o nucleo. A
observagdo desse biossensor através de um sistema de microscopia confocal e coleta de
imagens permitiu-nos tanto a visualizagdo espacial de distribuicdo de PIP2 em células
individualizadas, quanto o acompanhamento do curso temporal, em uma regido de

interesse selecionada no citoplasma. Dessa forma, variacdes de fluorescéncia do
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dominio PHp_c;EGFP registradas indicaram, indiretamente, flutuacdes citoplasmaticas
de InsP3 ao longo do experimento (ver figuras 6 e 7).

A principio, foram testadas diferentes concentracdes de CCH em células nédo
diferenciadas. Ndo foi observado deslocamento do dominio PHp_c,EGFP com as
seguintes doses de CCH (10, 50, 100 e 300 uM) (dados ndo mostrados). No entanto,
apos a diferenciacdo com NGF (ver métodos) o estimulo com 300uM foi capaz de
induzir resposta em 70-80% das células PC12-wt e PC12-NCS-1. Dessa maneira, 0
tratamento das células com NGF induziu diferenciagdo celular com alteracfes de
expressao e distribuicdo de proteina, tornando-as responsivas ao estimulo com CCH.
No entanto, andlise do extrato protéico das células PC12-wt e PC12-NCS-1 pela técnica
do western blot mostrou que mesmo aquelas ndo diferenciadas também expressavam
receptores muscarinicos (figura 9). De modo que nédo é pela auséncia dos mesmos que
as células ndo diferenciadas foram incapazes de responder ao estimulo com CCH, mas
provavelmente porque estes ndo se encontravam na superficie celular.

Sabe-se que fatores de crescimento como o NGF, recrutam cinases de
fosfoinositideos (PIK) para regides celulares especificas, normalmente estruturas
membranosas. Como as PIK se tratam de enzimas responsaveis pelo metabolismo de
fosfoinositideos, elas contribuem para o aumento da formacdo de PIP2 em sitios
localizados da membrana plasmatica (Doughman e cols., 2003; Oude Weernink e cols.,
2004; Santarius e cols., 2006). Os fosfoinositideos, como PIP2, sdo importantes pecas
reguladoras da localizacdo e funcdo protéica, uma vez que apresentam dominios de
ligacdo a proteinas adaptadoras. Estas formam, junto com fosfolipides, microdominios
especializados na regulacdo da atividade enzimética, da afinidade e estados
conformacionais de diferentes proteinas integrais (revisado por Di Paolo e De Camilli,

2006; Polo e Di Fiore, 2006; Varnai e cols., 2006; Krauss e Haucke, 2007).
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A distribuicéo intracelular do dominio PHp c,EGF nas células PC12-wt e PC12-
NCS-1 diferenciadas com NGF apresentou-se alterada em comparacdo as células nao
diferenciadas. Nestas, a distribuicdo do dominio PHp c,EGF foi homogénea ao longo da
membrana plasmatica (dados ndo mostrados). Ja nas primeiras, apesar de 0 dominio se
distribuir ao longo de toda membrana plasmatica, houve acumulo preferencial em
regides correspondentes a juncgdes entre 0s neuritos e varicosidades (figura 13). Nas
celulas tratadas com NGF, tais diferencas na distribuicdo do dominio PHp c,EGFP
poderiam sugerir a formacdo de regibes com acumulo de PIP2 contendo receptores
muscarinicos e PLCp, justificando uma melhor eficiéncia na resposta do dominio
PHpLc,EGFP ao estimulo com CCH (300uM); principalmente nas células PC12-NCS-1.
Foi realizada também andlise comparativa da distribuicdo e expressdo de PLC-f nas
celulas PC12-wt e PC12-NCS-1 diferenciadas com NGF (ver métodos e figuras 10 e
12). PLC-p em celulas diferenciadas apresentou distribuicdo ndo homogénea com
acumulo, principalmente, em regides correspondentes aos cones de crescimento e
formacdo de neuritos. Analise quantitativa (figura 12) mostrou expressao similar de
PLC-f nos neuritos tanto das células PC12-wt quanto das células PC12-NCS-1. Embora
a facilitacdo da dindmica de hidrélise/formacdo de PIP2/InsP; seja dependente da
atividade da PLC (ver figura 21), os resultados de imunofluorescéncia e western blot
indicam que o aumento da expressdo da NCS-1 ndo foi capaz de interferir no perfil de
expressao e distribuicdo dessa proteina.

Na tentativa de quantificagdo dos niveis de PIP2 e InP; induzidas pelo CCH
através da técnica de marcacdo das células PC12-wt e PC12-NCS-1 com o myo-
[*H]inositol radioativo e quantificacdo dos niveis de [*H]-InPs, os resultados obtidos
apresentaram grande variacdo entre os experimentos independentes. Os resultados

foram expressos em porcentagem de [*H]-InsPs por uma quantidade fixa de células (2,5
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x 10° células) (ver figura 17). Provavelmente, a quantificacdo de [*H]-1nsPs, em % por
mg de proteina, resultaria em um erro menor. Novos experimentos quantitativos serdo
necessarios para a determinar com maior precisdo as diferencas nos niveis intracelulares
de InsP3; formados nas células PC12-wt e PC12-NCS-1 estimuladas com CCH por meio
da técnica utilizando myo-[*H]inositol.

Estudos funcionais a respeito de NCS-1 tém demonstrado que a facilitacdo da
exocitose desencadeada por esta proteina, em muitos modelos celulares, depende de
vias associadas a ativacdo da PI4Kp. Esta enzima é umas das responsaveis pela
formagdo de PIP2 de membrana. Embora Sippy e colaboradores (2003) tenham
mostrado que NCS-1 é capaz de facilitar a exocitose em neur6nios hipocampais de ratos
através de uma via independente de PI4K, sabe-se que em células neuroenddcrinas e
pancredticas, a facilitacdo da liberacdo de neuromoduladores ou hormdénios é
dependente da PI4Kp (Hendricks e cols., 1999; Taverna e cols., 2002; Rajebhosale e
cols., 2003; Gromada e cols.,, 2005; de-Barry e cols.,, 2006). Em células
neuroenddcrinas, inibidores da PI4K impediram a facilitacdo da exocitose induzida pela
superexpressdo de NCS-1 (Taverna e cols., 2002; Rajebhosale e cols., 2003).

Um dos nossos interesses foi investigar se a ativagdo muscarinica das células
PC12-NCS-1 estaria associada a ativagdo de PI4Kp. Os resultados obtidos por meio da
utilizacdo da wortmanina indicaram que PI4Kp parece contribuir para a facilitacdo da
dindmica de fosfoinositois observada nas células PC12-NCS-1 (figura 40). A
superexpressdo de PI4Kp (atraves da transfeccdo transitoria das células com vetor
plasmidial apresentando o sequéncia codificadora da P14Kf) foi incapaz de aumentar o
deslocamento do dominio PHp c;EGFP tanto nas células PC12-wt quanto nas células
PC12-NCS-1 (ver figura 41). Contrariando resultados de anélise do deslocamento do

dominio PHp_c;EGFP em presenca da wortmanina (ver figura 40), a superexpressdo
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transitoria de PI4Kp parece ter contribuido para o bloqueio da facilitacdo do
deslocamento do dominio PHp_c,EGFP, caracteristico das células PC12-NCS-1 (figura
41). Em células PC12-wt, a expressao transitoria de PI4Kp ndo alterou o deslocamento
citoplasmatico do dominio PHp c;EGFP apds o estimulo com CCH (figura 41).
Resultados publicados Zhao e colaboradores (2001), utilizando ATP marcado com y-
[*2P]-ATP, mostraram que a superexpressao transitoria de PI4Kp em células COS-7 foi
capaz de aumentar a incorporacdo de [*2P]-fosfato em PI(4)P, mas ndo em PIP2. Desse
modo, € também possivel que a superexpressdo da PI4Kf ndo tenha sido capaz de ativar
a producdo adicional de PIP2, além da quantidade induzida pela PI14Kp enddgena, no

modelo das células PC12.
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5.3 Diferencas na dinamica e [Ca®*]; nas células PC12-NCS-1 e PC12-

wt estimuladas com CCH

O estudo dos perfis de controle da [Ca?*]; ndo somente tem contribuido para o
entendimento dos aspectos basicos sobre a regulacdo das funcgdes celulares e neuronais,
mas também podera esclarecer alguns dos mecanismos de sinalizacdo celular em
condicOes patologicas como nos processos de isquemia, hiperexcitabilidade neuronal,
morte celular etc (LaFerla, 2002; Lidow, 2003; Mattson e Chan, 2003). Além de um
grande ndimero de trabalhos mostrando alteragdes dos niveis de Ca®* livre no
citoplasma, a compreensdo sobre a transdugdo de sinais relacionados & [Ca*']; em
respostas celulares especificas se torna mais clara e detalhada pelo entendimento das
interacbes de tais fons com proteinas sensoras de Ca®* (Burgoyne e cols., 2004;
Burgoyne, 2007).

Em nosso trabalho, as variacdes intracelulares de Ca** nas células PC12-NCS-1
e PC12-wt estimuladas com CCH mostraram padrdes distintos entre os dois grupos.
Ficou evidente, que a ativagdo colinérgica induziu perfis de resposta distintos entre as
células PC12-NCS-1 e PC12-wt em comparacdo aos experimentos realizados por
Koizume e cols., 2002 (comparar figuras 22, 23 e 24 e Koizume e cols., 2002).
Nestes, a entrada de Ca®* induzida por UTP apresentou perfil idéntico de aumento e
decaimento na [Ca?*]; tanto nas células PC12 selvagens quanto nas células PC12-NCS-
1. Somente o pico da [Ca’]i nas células superexpressando NCS-1 foi maior em
comparacdo as celulas selvagens. A grande diferenca encontrada no presente trabalho,
comparada aos resultados de Koizume e colaboradores (2002), pode ser notada ao
analisar o perfil de resposta das células PC12-wt submetidas ao estimulo colinérgico
(figuras 22 e 23), uma vez que essas apresentaram uma fase lenta de decaimento da

[Ca®"); caracteristica de um platd de Ca?* intracelular.
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Provavelmente os mecanismos que explicam distintos perfis na [Ca®'];
encontrados nos dois tipos celulares podem ser analisados através de alguns resultados
ja descritos na literatura e que mostraram, em diversos modelos, que NCS-1 é capaz de
alterar a atividade de diferentes subtipos de canais de Ca** (Weiss e cols., 2000; Weiss e
Burgoyne, 2001; Tsujimoto e cols., 2002; Hui e cols., 2006). Embora a infusdo direta de
NCS-1 nas teminac@es pré-sinapticas do Calyx of Held (Tsujimoto e cols., 2002) esteja
relacionada ao aumento das correntes de Ca®* pelos canais de Ca** dependentes de
voltagem do tipo P e Q, Weiss e colaboradores (2000) demonstraram, em células
cromafins, que a superexpressio de NCS-1 reduziu a atividade de canais de Ca**
ativados de forma independente de voltagem (denomidados “non-L type Ca**
channels”). Em 2001, Weiss e Burgoyne mostraram em células cromafins que NCS-1
foi capaz de inibir correntes de Ca®* do tipo P e Q através de mecanismos indepedentes
de voltagem. Neste trabalho, tanto o estimulo com ATP como com agonistas opioides
induziram inibicdo desses canais. Comparando tais resultados ja descritos com 0s
resultados encontrados pelo nosso grupo, sabe-se que a etapa caracterizada pelo
decaimento rapido na [Ca’']; observado nas células PC12-NCS-1 estimuladas com
CCH (figuras 22 e 23), poderia ser explicada pela capacidade de NCS-1 em impedir a
atividade de canais de Ca®* presentes nas células PC12. Do mesmo modo, a dindmica
encontrada nas células PC12-wt caracterizada pelo perfil de platé corrobora tal hipotese
ja que, neste caso, o aumento da [Ca®"]; parece ter origem predominante do meio
externo. Interessantemente, os experimentos realizados na auséncia de Ca®" extracelular
e intracelular, utilizando EGTA e BAPTA, respectivamente, mostraram a abolicdo do
platd observado nas células PC12-wt estimuladas com CCH. A diferenca marcante
entre os dois tipos celulares é que a [Ca*']; da fase platd nas células PC12-wt tem

origem no meio extracelular, ja o decaimento rapido na [Ca’*]; observado nas células
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PC12-NCS-1 provavelmente seja resultado da inibicdo da atividade dos canais de Ca?*
presentes na membrana plasmatica.

Outra via de entrada de Ca** nas células PC12 se deve & ativacdo de receptores
TRP (transient receptor potential). Em 2004, Ohta e colaboradores demonstraram a
expressdo endogena desses receptores em celulas PC12. Estes apresentam estrutura de
canais permeéveis a cations (Ca>*, Na*) e que podem ser ativados pela via dependente
do acoplamento GPCR-Gq-PLC, por mensageiros lipidicos como PIP2 e receptores de
InsP; (Kiselyov e cols., 1998; Hardie, 2007; Nilius e cols., 2007). Tais receptores foram
originalmente descobertos em Drosophila e compreendem uma diversidade de
subfamilias, dentre elas sete sdo mais estudadas: TRPC (Canonical), TRPV (Vanilloid),
TRPM (Melastatin), TRPML (mucolipin), TRPP (Polycystin-2, PKD2), TRPA
(ANKTM), TRPN (NompC) (Hardie, 2007). A subfamilia TRPC é expressa no sistema
nervoso central e esta envolvida com o desenvolvimento do cone de crescimento neural.
O subtipo TRPC5 € capaz de regular a extensdo de neuritos hipocampais, além de
interferirem no mecanismo do trafego rapido de vesiculas (Strubing e cols., 2001; Greka
e cols., 2003; Bezzerides e cols., 2004). Trabalho publicado por Zhu e colaboradores em
2005 demonstrou que a atividade muscarinica esta associada a rapida dessensibilizagdo
dos receptores TRPC5. Inicialmente, estes foram ativados através da estimulacdo dos
receptores muscarinicos induzida por CCH. Posteriormente as correntes de Ca®*
mediadas pelos TRPC5 decairam rapidamente mesmo na presenga de CCH. Sabe-se que
em células PC12, a superexpressdo dos subtipos TRPC5 esta relacionada ao aumento e
decaimento rapidos da [Ca*']; ap6s o estimulo de receptores GPCR como 0s receptores
de bradicinina e purinérgicos (Ohta e cols., 2004). Interessante observar que
experimentos de duplo hibrido e imunoprecipitagdo realizados por Hui e colaboradores

(2006) mostraram que NCS-1 é capaz de se associar fisicamente ao receptor TRPCS5;
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induzindo, através dessa interacdo, aumento na [Ca?*]; Observando os resultados do
presente trabalho, é também possivel supor que NCS-1 nas células PC12-NCS-1 esteja
interferindo na dindmica e na [Ca*']; através de uma via ndo somente dependente de
canais de Ca?* regulados por voltagem, como foi explicado anteriormente, mas também
através de uma via dependente da ativacdo de TRP. Neste caso, o trabalho de Ohta e
colaboradores (2004) mostrou que a presenca endogena de RNAm dos receptores
TRPC1 e TRPC3, subtipos estruturalmente homdlogos a TRPC5, poderiam estar
associados ao decaimento rapido da [Ca®']; observado nas células PC12-NCS-1, assim
como foi observado por Hui e colaboradores (2006) em relacéo ao subtipo TRPC5 (ver
figura 42).

O aumento dos niveis de hidrdlise/formacdo de PIP,/InsP; observado pelo
aumento na translocagdo do dominio PHp c,EGFP em células PC12-NCS-1 se
correlaciona ao aumento da [Ca®*]; observado nessas células. No entanto, na auséncia de
Ca’* de origem extracelular a translocacdo maxima dominio PHp.c,EGFP nas células
PC12-NCS-1 se aproxima dos niveis observados nas células PC12-wt, indicando que 0s
niveis de produco de InsP3 nas células PC12-NCS-1 esta reduzido na auséncia do Ca**
de origem extracelular (comparar figuras 14-inset e 27). Nos experimentos de analise
da dindmica e [Ca’'];, sob a ativacdo muscarinica, na auséncia do Ca** de origem
extracelular, demonstrou-se perfis e picos similares de Ca®* nas células PC12-wt e
PC12-NCS-1 (328,34 + 21,4; 361,58 + 38,31 nM de Ca**, respectivamente) (ver figura
25), indicando uma predominancia da interferéncia de NCS-1 sobre a producdo de
InsP3 através de mecanismos associados & facilitacdo da entrada de Ca** através dos
canais presentes na membrana plasmatica.

Diferente do que foi mostrado por Schlecker e colaboradores (2006) e de acordo

com os resultados descritos anteriormente (ver figura 25), o pico maximo na [Ca®'];
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alcangado nas células PC12-NCS-1 ndo parece ter origem na acdo direta de NCS-1
sobre os receptores de InsPs;. De acordo com o trabalho do Schlecker e colaboradores
(2006), NCS-1 é capaz de interagir diretamente com receptores de InsP3; induzindo
aumento das correntes de Ca®* originadas dos mesmos. No entanto, como 0s picos
méximos da [Ca’"]; nas células PC12-wt e PC12-NCS-1 estimuladas com CCH na
auséncia do Ca’" extracelular foram similares (ver figura 25), ndo é provavel, no
modelo de células PC12-NCS-1, que o estimulo da via muscarinica induza a associagéo
entre NCS-1 e os receptores InsP;, como mostrado no trabalho de Schlecker e
colaboradores (2006). Caso o seja, é possivel que a entrada de Ca** a partir do meio
extracelular seja necessaria para ativagdo de NCS-1 e sua consequente interacdo
funcional com os receptores de InsP3.

Outra evidéncia que apoia fortemente a interferéncia de NCS-1 na atividade dos
receptores TRP, foi demonstrada por meio de experimentos realizados em células
PC12-NCS-1 e PCl12-wt expressando transitoriamente dominio PHp c;EGFP e
submetidas ao estimulo com CCH na presenca de 2APB (ver figuras 29 e 30). Sabe-se
que essa substancia é um blogueador inespecifico tanto dos estoques intracelulares
sensiveis a InsP3 quanto dos receptores TRP (Maruyama e cols., 1997; Missiaen e cols.,
2001; Lievremont e cols., 2005). Lievremont e colaboradores (2005) sugerem que em
células ndo permeabilizadas o blogueador 2APB é incapaz de inibir os receptores de
InsP3, sendo assim mais efetivo no bloqueio de receptores TRPC, especialmente
TRPC3. Provavelmente o bloqueio significativo da facilitagdo da translocagdo do
dominio PHp c;EGFP nas células PC12-NCS-1 submetidas ao estimulo com CCH na
presenca de 2APB esteja associado a inibicio da entrada de Ca’* através dos canais TRP
e nao necessariamente aos receptores de InsP; (figuras 29 e 30). Além disso, foi

demonstrado que receptores TRPC3 expressos estavelmente em células HEK293,
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apresentam interacdo funcional com os receptores InsP3 apos estimulo das células com
CCH (Kiselyov e cols., 1998). Considerando estas evidéncias, uma vez expressos
endogenamente em células PC12, os receptores TRPC3 parecem realmente contribuir
com os mecanismos de facilitacdo da producdo de InsP3 e entrada de Ca** nas células

PC12-NCS-1.
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Figura 42: Hipotese Ca®* X NCS-1

Hipdtese sugerida da interagdo funcional e estrutural de
NCS-1 com a maquinaria de regulagdo dos niveis
intracelulares de Ca** em células PC12. Niveis aumentados
de NCS-1 parecem estar associados a facilitacdo da via
sinalizatéria muscarinica capaz de gerar potenciacdo de
hidrdlise/formacdo de PIP2/InsP;. NCS-1, capaz de
interagir estruturalmente com os receptores TRP, poderia
facilitar correntes de Ca®* provindas desses canais. Além
disso, o aumento dos niveis de InsP3 contribui para um
feedback positivo da [Ca?']; através de sua interagdo com 0s
receptores de InsP3. Por outro lado, em células PC12, NCS-
1 é capaz de reduzir correntes de Ca’* originadas dos
CCDV e ainda poderia reduzir os niveis de Ca** livre pela
sua propria estrutura apresentando afinidade ao Ca*".
Abreviaturas: TRP, receptores de potencial transitorio,
CCDV, canais de Ca®* dependentes de voltagem; RInsPs,

receptor sensivel a InsPs.
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5.4 Alteragbes na liberacdo de glutamato nas células PC12-NCS-1 e
PC12-wt estimuladas com CCH

Neste trabalho foi demonstrado, pela primeira vez, que células PC12 expressando
altos niveis de NCS-1 apresentam facilitagdo da liberacdo de glutamato sob estimulo
com CCH. O papel de NCS-1 na liberagéo de neurotransmissores e outros mediadores
quimicos ja havia sido demonstrado em outros modelos (McFerran e cols., 1998;
Koizume e cols., 2002; Taverna e cols., 2002; Rajebhosale e cols., 2003; Gromada e
cols., 2005). Um dos primeiros trabalhos sobre as fungdes exercidas pela frequenina,
proteina ortéloga & NCS-1 em Drosophila melanogaster, demonstrou sua participagdo
na modulacdo sinaptica em juncGes neuromusculares (Pongs e cols., 1993). Outro
trabalho demonstrou que a superexpressdo de NCS-1 em junc¢des neuromusculares de
Xenopus laevis induziu aumento da eficacia da neurotransmissdo por meio da
quantificacdo dos potenciais sinépticos pds-excitatdrios utilizando experimentos de
eletrofisiologia (Olafsson e cols., 1995). J& em cultura primaria de neur6nios
hipocampais de ratos, experimentos de voltage-clamp utilizando pulso-pareado
demonstraram que a superexpressdo de NCS-1 induziu & facilitagdo da plasticidade de
curta duragdo (“short-term plasticity”) das correntes pos-sinapticas excitatorias,
sugerindo que NCS-1 tenha recrutado vesiculas sinapticas latentes (Sippy e cols., 2003).
Em células PC12 e cromafins, a superexpressdo de NCS-1 associou-se ao aumento da
liberacdo de dopamina e horménio de crescimento. Sendo que este aumento foi
dependente de fatores como: ativacdo de GPCR, aumento do influxo de Ca®* para o
citoplasma e fusdo de vesiculas de nucleo denso (dense core) (McFerran e cols., 1998;
Koizume e cols., 2002; Taverna e cols., 2002; Rajebhosale e cols., 2003).

Quando se compara a liberacdo de glutamato nas células PC12-NCS-1, induzida por

KCI ou CCH, a facilitacdo correlacionou-se tanto a despolarizacdo das células, quanto
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ao estimulo da via dependente de GPCR (comparar figuras 31 e 37). Comparando-se 0
A referente ao aumento da liberacdo de glutamato observado nas células PC12-NCS-1
em relacdo aos dois estimulos foi verificado que houve aumento de 84,2 + 25,6 % (n: 7)
na liberacdo de glutamato induzido por CCH nas células PC12-NCS-1 em comparagao
as células PC12-wt. Ja para o estimulo com KCI, o aumento da liberagdo nas células
PC12-NCS-1 foi apenas 35,9 + 10,3% (n: 14) maior em comparacdo as células PC12-
wt. Embora a potenciagdo da liberacdo de glutamato pareca estar associada
principalmente & ativacdo da via dependente de GPCR, ela também estd associada a
ativacdo com KCI. E provavel que em células PC12-NCS-1 esteja ocorrendo facilitagio
do acesso entre esse processo de liberacdo de mediadores quimicos e a sinalizacdo
muscarinica sob a dinamica dos niveis formados de InsP; e Ca®* ap6s estimulo das
células com CCH, como foi mostrado nas se¢Bes anteriores.

Em terminais nervosos sabe-se que a liberacdo de glutamato induzida por agentes
despolarizantes é produzida por dois mecanismos complementares: um exocitético,
dependente de Ca’*, e uma via independente de Ca**, mediada pela reversdo do
transportador de glutamato (S&nchez-Prieto e cols., 1987). No caso das células PC12 e
cromafins, a liberacdo de vesiculas de nucleo denso (dense core) foi dependente da
entrada de Ca?* do meio extracelular para o meio intracelular, uma vez que, na presenca
de EGTA ndo foi observada a facilitacdo associada aos altos niveis de NCS-1 (ver
McFerran e cols., 1998; Koizume e cols., 2002; Rajebhosale e cols., 2002). No entanto,
a facilitacdo da liberacdo de glutamato observada nas células PC12 ndo apresentou o
mesmo padrdo em comparacdo a liberacdo de monoaminas e neuropeptideos induzida
por outras vias de sinalizacdo, como a purinérgica e bradicinérgica neste mesmo
modelo. Neste caso, a facilitacdo observada nas células PC12-NCS-1 em resposta ao

estimulo muscarinico ocorreu tanto na presenca quanto auséncia de Ca’* extracelular
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(figura 31). Esses dados sugerem que embora a facilitacdo da hidrélise/formacdo de
PIP2/InsP; e do aumento na [Ca’']i observado nas células PC12-NCS-1 sejam
dependentes da entrada de Ca?* do meio extra para o meio intracelular, ndo se pode
afirmar o mesmo para o processo de facilitagdo da liberacdo de glutamato (comparar
figuras 31, 14-inset e 24). Neste caso 0s mecanismos moleculares de facilitacdo da
liberagdo de glutamato em células PC12-NCS-1 submetidas ao estimulo muscarinico
parecem ser independentes dos efeitos de NCS-1 sobre a atividade dos canais i6nicos
de Ca®" presentes na membrana plasmatica.

Para o estimulo com KClI, o efeito facilitador da liberacdo de glutamato desaparece
na auséncia de Ca** extracelular indicando que NCS-1 pode participar de mecanismos
distintos de acordo com a via estimulada. Neste caso, NCS-1 embora néo interfira com
a producdo de InsP; mediada pelo estimulo com KCI (ver figuras 18 e 19) parece
regular a liberacéo de glutamato via abertura dos canais de Ca®* presentes na membrana
plasmética, corroborando a hipétese de liberagdo mediada por interferéncia direta nos
canais ionicos.

Em células PC12-wt a via que provavelmente estd relacionada a liberacdo de
glutamato induzida por CCH é a via dependente de receptores nicotinicos (ver figura
31). Esta hipotese se baseia na analise da liberacdo de glutamato na presenca de
atropina, antagonista muscarinico (ver figura 31). Na presenca de atropina o bloqueio
da liberacdo de glutamato induzido pelo CCH nas células PC12-wt foi pequeno e
significativamente similar a liberagdo de glutamato na presenca do estimulo com CCH
isoladamente.

Trabalhos tém demonstrado que a liberagdo de glutamato ndo se restringe somente
as células nervosas, mas também ocorreu em células neuroenddcrinas e ndo neuronais

(Skerry e Genever, 2001; Romero e cols., 2003). Em um desses trabalhos, que apodia a
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hipotese de liberacdo de glutamato pelas células PC12-wt e PC12-NCS-1 foram
analisados mecanismos distintos de liberacdo de glutamato em cultura priméria de
células cromafins (Romero e cols., 2003). A metodologia utilizada foi a mesma dos
experimentos realizados neste trabalho em células PC12-wt e PC12-NCS-1. A
caracterizagdo da liberagcdo de glutamato nas células cromafins partiu de resultados
mostrando que este transmissor provocava 0 aumento da secre¢cdo de catecolaminas
através de interagBes especificas com receptores. Quatro subtipos de receptores de
glutamato foram identificados na medula da adrenal: N-metil-D-aspartato (NMDA),
acido propibnico a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazola (AMPA) e receptores cainato o
que indica um papel fisiol6gico desempenhado pelo glutamato nessas células (Gonzalez
e cols., 1998). Como ja demonstrado em células nervosas, foram encontrados dois
mecanismos de liberacdo de glutamato nas células cromafins: um dependente de Ca** e
outro mecanismo independente da entrada de Ca** do meio extracelular, corroborando
com os dados encontrados aqui, neste trabalho, a partir do modelo de células PC12
submetidas tanto ao estimulo despolarizante quanto dependente da ativagdo de GPCR
(ver figuras 31 e 37).

As alteracBes, observadas em células PC12-NCS-1, da hidrolise/formacédo de
PIP,/InsP;, [Ca’'];, liberacdo de glutamato e distribuicido de vesiculas endociticas,
indicam que NCS-1 pode ser entendida como pivé modulador de multiplas funcbes
celulares. Ela parece interagir de forma diferente em cada um desses sistemas
dependendo de como as vias de sinalizagdo funcionam em cada tipo de modelo
estudado. Como os resultados apresentados neste trabalho parecem ocorrer de forma
coordenada é possivel que haja um acoplamento direto entre a sinalizagdo muscarinica e
a liberacdo de glutamato. Tal acoplamento parece ser facilitado pelo aumento dos niveis

de expressdo de NCS-1. As células PC12-NCS-1 apresentam maquinaria de sinaliza¢do
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onde NCS-1 desempenha um papel de pivo controlador de um complexo sistema que
envolve diversas vias de sinalizacdo. N&o somente observamos alteragfes da via de
sinalizacdo dependente da atividade muscarinica, como também, observamos através
dos estudos do padréo de distribuicdo de proteinas vesiculares (VAMP-GFP, VGLUT?2
e VMATL), que células PC12-NCS-1 também apresentam sistema vesicular distinto das

células PC12-wt (ver figuras 33, 34, 35 e 36).
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5.4.1 Origem do glutamato liberado por células PC12

Neste trabalho caracterizamos a liberacdo de glutamato no modelo de células
neuroenddcrinas a fim de verificar possiveis papéis desempenhados por NCS-1 neste
processo. Apesar das células PC12-NCS-1 e PC12-wt apresentarem aumento da
liberacdo de glutamato em resposta ao estimulo com CCH e esta liberagdo ter sido
facilitada nas células PC12-NCS-1, ndo era claro se esta liberacio era regulada por Ca**
e/ou dependente de fusdo vesicular. Um grande nimero de exemplos na literatura tem
demonstrado que neurdnios podem liberar mais de um neurotransmissor e sob diferentes
condi¢bes de estimulo como por exemplo, fatores neurotroficos, apresentam seu
fendtipo de liberacdo alterado (Reis e cols., 2000; Manns e cols., 2001, Yang e cols.,
2002). Nas ultimas décadas, alguns estudos foram direcionados para a investigacdo da
co-liberacdo de glutamato, 5-hidroxitriptamina (5-HT) e dopamina in vivo e in vitro
(Ottersen e Storm-Mathisen, 1984; Nicholas e cols., 1992; Johnson, 1994; Fung e cols.,
1994; Sulzer e cols., 1998).

Sugere-se que a expressao do transportador vesicular de glutamato seja uma das
principais variaveis para determinacéo da liberacdo de glutamato de um tipo celular. Os
subtipos de transportadores vesiculares de glutamato ja caracterizados na literatura,
VGLUT1, VGLUT2 e VGLUTS3, variam de acordo com o tipo do neurdnio e suas
condigOes de desenvolvimento (Boulland e cols., 2004; Fremeau e cols., 2004, Trudeau,
2004, Wojcik, Rhee e cols., 2004; Takamori, 2006). Algumas evidéncias mostraram
diferengas na expressdo desses subtipos. Em cultura priméria de neurbnios
mesencefalicos  neonatos, experimentos de imunocitoquimica  mostraram
aproximadamente 80% de neurdnios imunopositivos para a tirosina hidroxilase e
VGLUT2, mas nenhuma marcacdo para os subtipos VGLUT1 e VGLUT3 (Dal e col.,

2004). Do mesmo modo as células PC12-wt e PC12-NCS-1 analisadas no presente
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trabalho, através da técnica de western blot e imunofluorescéncia, mostraram a
expressdo de VGLUT2 e sua distribuicdo pontuada no corpo, neuritos e varicosidades
(ver figuras 33, 34, 35 e 36) mas ndo de VGLUT1 (dados ndo mostrados). Embora os
resultados aqui apresentados ndo tenham mostrado co-localizagdo de VGLUT2 e
VMAT (figura 36) nas células PC12-wt e PC12-NCS-1, é interessante ressaltar que a
co-expressdo desses transportadores pelo modelo de células neuroenddcrinas €
compativel com os resultados de Dal e colaboradores (2004). Além deles, outros autores
também sugerem que neurdnios dopaminérgicos poderiam desenvolver distintos
subtipos de terminais nervosos, onde uma propor¢do dos mesmos teria a habilidade de
co-liberar glutamato (Hayashi e cols., 2001; Gras e cols., 2002; Schafer e cols., 2002).
Sugerimos, também, que a co-liberacdo de glutamato e monoaminas pela células PC12-
wt e PC12-NCS-1 possa ser originada de compartimentos vesiculares distintos, uma vez
que ndo houve co-localizagédo entre VMAT e VGLUT-2 na maioria das imagens obtidas
nos experimentos de imunofluorescéncia dos dois tipos celulares (figura 36). Uma
provavel explicacdo poderia ser sugerida pela presenca de VGLUT2, ndo em vesiculas
de nucleo denso como se imaginava, mas em vesiculas pequenas presentes em células
PC12 e que expressam constitutivamente a VAMP. No entanto, nesse caso também, ndo
foi observada co-localizagéo entre VGLUT2 e VAMP, sugerindo que o VGLUT?2 esteja
expresso também em microvesiculas. Vale ressaltar que esses experimentos foram
realizados em condicGes em que a proteina VAMP foi identificada a partir da expressdo
transitoria da sequéncia codificadora para VAMP-GFP. Por isso todas as imagens
analisadas apresentaram forte distribuicdo perinuclear de VAMP, sendo esta uma
variavel a ser considerada ja que as vesiculas contendo VAMP, expressa

endogenamente, ndo foram identificadas a partir da utilizagdo de anticorpos especificos.
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Embora neste trabalno ndo tenham sido realizados experimentos de co-
localizacdo entre VGLUT2 e sinaptotagmina, é importante ressaltar que esta Ultima,
dependendo do seu subtipo expresso em células PC12, se encontra ndo somente em
vesiculas de ndcleo denso ou vesiculas pequenas, mas também em vesiculas endociticas
e lisossomos (Saegusa e cols., 2002; Monterrat e cols., 2007, Tsuboi e Fukuda, 2007).
Sabe-se que sinaptotagminas sdo proteinas sensoras de Ca?* classicamente relacionadas
ao controle da exocitose, do trafego e reciclagem vesicular (Geppert e cols., 1994;
Chapman, 2002; Llinas e cols., 2004; Fukuda, 2006). Uma vez que células PC12
apresentam diferentes subtipos de sinaptotagminas, principalmente I, VII e IX, (Sugita e
cols., 2001; Fukuda e cols., 2002 e 2004; Wang e cols., 2005) com sua distribuicdo em
diferentes compartimentos, seria Gtil para identificacdo de vesiculas glutamatérgicas em
células PC12-wt e PC12-NCS-1. Estudos posteriores fazem-se necessarios a fim de
caracterizar o tipo vesicular onde o VGLUT2 se encontra predominantemente expresso
nas células PC12-wt e PC12-NCS-1.

Em relacdo a liberacdo de glutamato observada em células PC12, seria possivel
que o perfil de distribuicdo vesicular, além do aumento da hidrolise/formacéao
PIP2/InsP3 e [Ca?*];, também contribuisse para a facilitacdo da liberagdo de glutamato
em células PC12-NCS-1? Esse questionamento partiu dos resultados mostrando que
mesmo na auséncia de Ca®* houve um aumento da liberagdo de glutamato pelas células
PC12-NCS-1. Uma das evidéncias que poderia esclarecer um pouco mais a respeito da
facilitacdo da liberacdo de glutamato observada nas células PC12-NCS-1 foi
demonstrada por estudos realizados por Bourque e Trudeau em 2000. Nestes, cultura de
neurdnios dopaminérgicos submetidos ao estimulo da via dependente de GDNF (fator
neurotrofico derivado de células gliais) desenvolviam terminais glutamatérgicos

funcionais. Sabe-se também que a frequenina, proteina homoéloga a NCS-1, esta
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envolvida na facilitagdo da via de sinalizagdo promovida pelo GDNF em juncOes
neuromusculares (Wang e cols., 2001). Dessa forma, seria possivel que a facilitacdo da
via de sinalizagdo mediada pelo GDNF fosse responsdvel pela promogdo ou
desenvolvimento de um ndmero aumentado de sinapses glutamatérgicas em células
PC12 superexpressando NCS-1? Curiosamente, a anélise quantitativa da fluorescéncia
presente nas terminacdes de células PC12 marcadas com FM4-64 (ver figura 39)
mostrou aumento estatistico na intensidade de fluorescéncia referente & marcacéo de
vesiculas endociticas presentes nos terminais das células PC12-NCS-1. Outra evidéncia
que sugere alteracdo no perfil vesicular de liberacdo de glutamato nas células PC12-
NCS-1 decorreu das anélises de distribuicdo de VGLUT2 nas mesmas. Em células
PC12-NCS-1 foi possivel observar que a distribui¢do das vesiculas contendo VGLUT2
apresentou-se acumulada em algumas células e restrita a regiGes perinucleares, diferente
da distribuicdo mais difusa caracteristica das células PC12-wt (ver figuras 33 e 36).
Esses dados indicam, possivelmente, o envolvimento de NCS-1 na redistribuicdo de
VGLUT2, e/ou vesicular, corroborando com dados da literatura que sugerem a
participacdo de NCS-1 no aumento do trafego de vesiculas originadas da rede trans-

golgi (Zhao e cols., 2001; Hilfiker, 2003; Kapp-Barnea e cols., 2006).
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5.5 Participagdo da NCS-1 na via colinérgica

Vaérios autores vém mostrando o envolvimento da proteina NCS-1 em algumas
vias de sinalizacdo como, por exemplo, as vias dopaminérgicas, purinérgicas,
mediadas por GDNF e bradicinina (McFerran e cols., 1998; Wang e cols., 2001,
Kabbani e cols., 2002, Koizume e cols., 2002; Nakamura e cols., 2006; Taverna e
cols., 2007). No entanto, o estudo funcional sobre sua participacdo na via
colinérgica partiu de dados da literatura sugerindo a complexidade do envolvimento
de NCS-1 em diferentes redes de transmissdo de sinais. Algumas evidéncias ja
descritas podem ser citadas como a distribuicdo de NCS-1 em areas como o
hipocampo, estriado e cortex pré-frontal de ratos, em macacos e humanos (Kabbani
e cols., 2002; Sippy e cols, 2003; Negyessy e Goldman-Rakic, 2005). Assim
também sua participacdo em processos de aprendizado, memoria, sindrome de
abstinéncia e disturbios psiquiatricos deram apoio tedrico para realizacdo do
presente estudo (Koh e cols, 2003; Bai e cols., 2004; Dahl e cols., 2005). Alguns
resultados apresentados pelo nosso grupo corroboram a hip6tese do envolvimento
de NCS-1 como proteina reguladora na via muscarinica. Estas evidéncias incluem: i)
facilitacdo da hidrolise/formacdo de PIP2/InsP; dependente da via de ativacdo
muscarinica nas células PC12-NCS-1 submetidas ao estimulo com CCH (ver
figuras 8 e 14); ii) diferencas nas dinamicas de controle dos niveis citoplasmaticos
de Ca?* (ver figuras 22 e 23) e no pico maximo [Ca?*]; atingido nas células (figura
24); iii) aumento da liberagdo de glutamato induzido pelo CCH nas células PC12-
NCS-1 (figura 31). A utilizagdo de atropina no primeiro e ultimo exemplos (ver
figuras 14 e 31) foi capaz de impedir a resposta induzida pelo CCH. Juntas, tais

evidéncias indicam que os niveis aumentados de NCS-1 nas células PC12-NCS-1
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facilitem o acoplamento entre a sinalizacdo celular dependente da transmissao
muscarinica e a liberacdo de glutamato.

A sinalizagdo muscarinica é distribuida em regides como neoestriado
(neoestriatum), cortex cerebral e hipocampo (Van der Zee e Luiten, 1993; Alcantara
e cols., 2001; van Koppen e Kaiser, 2003; Hasselmo, 2006). Funcionalmente, tem
sido sugerida a participagdo dos receptores M1 no hipocampo em processos de
memoria, plasticidade neural e potenciacdo de longa duracdo (Mrzljak e cols., 1993;
Marino e cols., 1998). Um modelo proposto por nosso grupo de pesquisa (ver
figura 43) e que sera descrito com mais detalhes a seguir, tenta fazer um paralelo
entre os dados encontrados sobre facilitagdo da transmissdo muscarinica nas células
PC12-NCS-1 com algumas evidéncias da literatura, mostrando o envolvimento de
NCS-1 em outras vias de sinalizagdo (McFerran e cols., 1998; Wang e cols., 2001;
Kabbani e cols., 2002; Koizume e cols., 2002; Nakamura e cols., 2006; Taverna e
cols., 2007).

Alguns membros da familia das proteinas sensoras de Ca** tém sido descritos
como proteinas capazes de interagir estruturalmente e funcionalmente com proteinas
cinases de receptores acoplados a proteina G (GRK), que por sua vez regulam o
funcionamento dos receptores GPCR e, consequentemente, a sinalizacdo
desencadeada pelos mesmos receptores (Pronin e cols., 1997; Sallese e cols., 2000;
Burgoyne e cols., 2001). A recoverina € um exemplo de proteina da familia NCS
que, quando ativada, é capaz de inibir especificamente a rodopsina cinase, um
subtipo de GRK presente em fotorreceptores (Chen e cols., 1995). Outro exemplo €
a calmodulina que interfere com a regulagdo de GPCR, uma vez que € um potente
inibidor da GRK5 (Pronin e cols., 1997). Em relacdo a NCS-1, uma situagao

semelhante acontece uma vez que esta é capaz de inibir GRK2 e interferir com a
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atividade dos receptores D2 (Kabbani e cols., 2002). Experimentos de co-
imunoprecipitacdo em células HEK 293 e neurdnios do estriado identificaram
associacdo estrutural dependente de Ca’* e AMPc entre NCS-1 e GRK2. Esta
interacéo foi capaz de inibir a atividade de GRK2 e assim impedir a internalizacao
de receptores D2 (Kabbani e cols., 2002). Sabe-se que GRK2 ndo s6 é capaz de
dessensibilizar receptores dopaminérgicos como também receptores muscarinicos
M1 em neurdnios do hipocampo (Schlador e Nathanson, 1997; Hamilton e cols.,
1998; Kabbani e cols., 2002; Willets e cols., 2005). Desse modo, sugere-se que
NCS-1 poderia inibir a dessensibilizacdo de receptores muscarinicos, o que levaria a
maior exposicdo dos mesmos na membrana plasmatica contribuindo para a
facilitagdo da formacdo de InsP; observada nas células PC12-NCS-1 estimuladas
com CCH (ver figura 43).

Um outro fator que poderia contribuir para a exposicdo e a manutencdo da
atividade dos receptores muscarinicos na membrana plasmatica € o nivel intracelular
de PIP2. A presenca deste fosfolipideo atua cooperativamente interferindo na
internalizacdo dos receptores muscarinicos. Altas concentracBes destes
fosfoinositideos aumentam o nimero de grupamentos com polaridade negativa nas
microrregides proximas a estes receptores, favorecendo a curvatura da membrana,
formacdo das vesiculas endociticas (vesicle budding) e do sitio de acdo da dinamina
(Sorensen e cols., 1997; Sorensen e cols., 1999a-b; Kobrinsky e cols., 2000,
Werbonat e cols., 2000). E o caso dos experimentos realizados em células SH-SY5Y
de neuroblastoma em que o estimulo de receptores muscarinicos M3 aumentou a
internalizacdo destes e da P14K por meio de uma via dependente da sintese de PIP2
(Sorensen e cols., 1997; Sorensen e cols., 1999a-b). Além disso, a perda de PIP2 nos

microdominios de membrana dificulta a estimulacdo das subunidades Py da proteina



Discussao Melissa M. Guimaraes

G. Mecanismo este necessario ao processo de manutencdo da atividade dos canais
de K" retificadores de entrada controlados por proteina G (G protein-gated inwardly
rectifying K*, GIRK) em células cardiacas (Kobrinsky e cols., 2000). No caso das
celulas PC12-NCS-1 € provavel que a internalizacdo de receptores muscarinicos
esteja realmente alterada uma vez que os resultados mostraram facilitagdo da
dindmica do dominio PHp c,EGFP, indicando maiores indices de degradacdo de
PIP2. Sugerimos uma hipétese correspondente entre a interferéncia de NCS-1 na via
muscarinica e os resultados ja descritos para sua interferéncia na via dopaminérgica
(Kabbani e cols., 2002). Seria possivel a formagdo de um complexo estrutural e/ou
funcional entre NCS-1, GRK2 e receptores muscarinicos? Um dos interesses do
nosso grupo é analisar o perfil de exposicdo dos receptores muscarinicos na
membrana plasmética de células PC12-NCS-1 e PC12-wt através de experimentos
de biotinilacdo e co-localizagdo in vitro e in vivo de NCS-1 com receptores
muscarinicos. Experimentos de co-imunoprecipitacdo dos receptores muscarinicos
(neste caso, M1 e M4) e NCS-1 juntamente as beads de agarose associadas a
anticorpos anti-NCS-1 ndo mostraram a formac&o do complexo nas células PC12-wt
e PC12-NCS-1 (dados ndo mostrados). No entanto, resultados de co-
imunoprecipitacdo verificados por Kabbani e colaboradores (2002) sugerem a
necessidade do estimulo dos receptores dopaminérgicos para a observacdo da
formacdo do complexo entre os receptores dopaminérgicos D2, NCS-1 e GRK2. De
tal forma que novos experimentos de imunoprecipitacdo entre receptores
muscarinicos e NCS-1 ap6s o estimulo das células com CCH serdo necessarios a fim
de testar a hipOtese de formacdo do complexo desencadeado por estimulo

colinérgico.
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Receptor
musearinico__|
o exposto e

Proposta de interagdo entre NCS-1 e o receptor muscarinico

Figura 43: Modelo proposto da interacédo
funcional entre a proteina NCS-1 e os receptores
muscarinicos.

NCS-1 interage molecularmente com a proteina
GRK2, inibindo-a. Desta forma, impede a
dessensibilizagdo dos receptores D2 além de interagir
com 0s mesmos (Kabbani e cols., 2002). A hipdtese
desse trabalho sugere que NCS-1 poderia afetaria a
dindmica da sinalizagdo muscarinica através de uma
maior exposicdo dos recepores muscarinicos, assim
como ja foi demonstrado para os receptores D2, uma
vez que GRK2 também é capaz de dessensibilizar
aqueles. De tal forma que os receptores muscarinicos,
assim como os receptores D2 poderiam estar mais
expostos ha membrana plasmatica podendo assim

facilitar sua via de sinalizacéo intracelular.
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5.6 Sinalizacdo de Ca?*, proteinas sensoras de calcio e sua participacdo nos

transtornos neuropsiquiatricos

O conhecimento de doencgas neuropsiquiatricas vem sendo construido através de
associacles que tentam correlacionar os aspectos clinicos aos aspectos bioldgicos
subjacentes. Um delicado balango entre crescimento e eliminagdo das conexdes
sinapticas parece ocorrer em resposta as experiéncias de vida e ao aprendizado a fim de
refinar a performance cerebral. No entanto, uma combinacdo de fatores ambientais,
genéticos e alteragcdes moleculares desequilibram o funcionamento neuronal e danifica a
comunicagéo entre os circuitos neurais (Waddington, 1993 a e b; Selemon e Rajkowska,
1995; Buxhoeveden e cols., 2000; Thompson e cols., 2001; Selemon, 2004). A
combinagdo dessas mudancas estruturais e moleculares, embora ndo seja totalmente
esclarecida, pode ser responsavel pelo aparecimento de sintomas psiquicos
determinados clinicamente, incluindo déficits emocional, sensorial, cognitivo,
comportamental, do aprendizado e memodria.

Uma série de alteragBes estruturais parece estar diretamente associada aos
diferentes tipos de transtornos neuropsiquiatricos. Na esquizofrenia, por exemplo, tem
sido observada perda de neurbnios das regides limbicas e corticais do prosencéfalo,
neurodegeneracdo sinaptica e dendritica, diminuicio do ndmero de neurdnios
mielinizados, aumento no volume ventricular e redugcdo do volume cortical e
hipocampal (Van Horn e McManus, 1992; Nelson e cols., 1998; Woods e cols., 2005).
No entanto, o entendimento dessas alteragdes ndo pode ser considerado de forma
isolada. Evidéncias experimentais vém correlacionando uma série de alteracfes
biomoleculares e adaptativas que acompanham a evolucdo fenotipica dos distarbios

mentais. Dentre elas, podem ser citadas alteracfes na dindmica espago-temporal de
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segundos mensageiros e liberacdo de neurotransmissores; alteracbes do estado
ativado/inativado de receptores, canais i0nicos e enzimas intracelulares, alteragcdes no
metabolismo de fosfolipideos estruturais e do trafego de membranas, modulacdo da
expressédo génica (revisado por Lidow, 2003; Mattson e Chan, 2003; Ogden e cols.,
2004; Halstead e cols., 2005; Di Paolo e De Camilli, 2006; Krauss e Haucke, 2007;
Stone e cols., 2007). De forma que a complexidade dos aspectos que envolvem a
etiologia e o desenvolvimento de plasticidade implicados no desequilibrio dos circuitos
neurais deve ser compreendida por meio de um conhecimento integrado.

Atualmente o estudo de mecanismos fisiopatolégicos dos transtornos
neuropsiquiatricos tem dado relevancia aos desequilibrios nos niveis intracelulares de
Ca®*, uma vez que este participa dos processos de multiplicacdo, morte, diferenciacéo
celular além do seu grande envolvimento nos processos de plasticidade neural
(Jimerson, e cols., 1979; Mattson e cols., 2000, Lautermilch e Spitzer, 2000; LaFerla
2002, Gomez e Zheng, 2006). Dessa forma, tanto os desequilibrios nos niveis
intracelulares de Ca** poderiam afetar a atividade de proteinas sensoras de Ca** assim
como a dinamica intracelular de Ca®* poderia sofrer interferéncias por meio de
alteracbes funcionais dessas proteinas (Lidow, 2003; Burgoyne 2007). Qualquer
alteracdo na sua expressdo intracelular ou na sua capacidade de interagdo com outros
alvos moleculares seria suficiente para interferir na transdugdo dos sinais de Ca®* em
resposta celulares especificas.

Baseado nesta premissa, atualmente uma série de proteinas ligantes e sensoras
de Ca?* tém sido descritas como participantes da fisiopatologia das doencas
neuropsiquiatricas, como na esquizofrenia, transtorno bipolar, doenca de Alzheimer e
outras deméncias (Novak e cols., 2000; Reynolds e cols., 2001; Bernstein e cols 2002;

Koh e cols 2003 a-b; Braunewell, 2005, Blazejczyk e cols., 2006; Souza e cols., 2006).
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Dentro do contexto do envolvimento de proteinas sensoras de Ca’>* nos distdrbios
neuropsiquiatricos, trabalhos publicados por grupos de pesquisa independentes
mostraram aumento significativo dos niveis de NCS-1 no cortex pré-frontal de pacientes
post mortem que apresentaram esquizofrenia e transtorno bipolar (Koh e cols., 2003;
Bai e cols., 2004). A partir desses trabalhos alguns grupos de pesquisa, incluindo a
nossa equipe, vém identificando fatores que dao apoio a hipotese da participacdo de
NCS-1 na fisiopatologia dos distarbios neuropsiquiatricos (Kabbabi e cols., 2002, Koh e
cols., 2003, Bai e cols., 2004; Negyessy e Goldman-Rakic, 2005; Braunewell 2005;
Souza e cols., 2006). Como foi descrito o aumento dos niveis de NCS-1 no cortex pré-
frontal de pacientes post-mortem esquizofrénicos e com distarbios bipolar, tais
evidéncias sugerem que NCS-1 possa facilitar a via dopaminérgica nessa regidao, uma
vez que foi capaz de facilitar a exposicdo dos receptores D2 e aumentar a liberagdo de
dopamina e outras aminas em células PC12 e outros modelos in vitro (ver se¢des
anteriores) (McFerran e cols., 1998; Kabbani e cols., 2002). No entanto, alguns autores
associam 0s sintomas negativos caracteristicos da esquizofrenia a hipofuncdo da
neurotransmissao dopaminérgica no cértex pré-frontal (Andreasen, 1999; bi-Dargham e
Moore, 2003). Dessa forma, o aumento dos niveis de NCS-1 encontrado nessa regido
parece estar relacionado a modulacdo do sistema no sentido de equilibrar o déficit
dopaminérgico caracteristico.

Juntamente a tais hipOteses, estd crescendo o numero de evidéncias
experimentais mostrando forte correlagdo entre esquizofrenia e déficit na via de
sinalizacdo muscarinica. Neste caso, ndo so foi encontrada hipofun¢do muscarinica no
cortex pré-frontal como também no hipocampo e nucleos da base (caudado e putdmem)
(Dean e cols., 1996; Crook e cols., 1999; Crook e cols., 2001; Dean e cols., 2002;

Mancama e cols., 2003). Esses achados ndo foram identificados em estudos post-
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mortem de pacientes que apresentavam transtorno bipolar ou depresséo maior,
mostrando se tratar de alteracdes especificas da esquizofrenia. Relacdo semelhante a que
foi sugerida para o funcionamento de NCS-1 versus via dopaminérgica na fisiopatologia
da esquizofrenia poderia ser correspondente para a sinalizacdo muscarinica. O aumento
dos niveis de NCS-1 expressos no cortex pré-frontal de pacientes esquizofrénicos, em
estudos post-mortem, poderia estar associado a um feedback de compensacdo a
hipofuncdo muscarinica caracteristico do quadro patolégico. Como demonstrado nos
resultados deste trabalho, NCS-1 também parece ser um amplificador dos sinais
intracelulares associados & ativacdo da transmissdo muscarinica, considerando, nesse
caso, 0s seguintes perfis analisados: metabolismo de fosfoinositideos e dindmica e
niveis intracelulares de Ca?*. A partir dos resultados do nosso grupo, a facilitacdo da
liberagio de glutamato dependente da ativacdo muscarinica em células
superexpressando NCS-1 poderia ser correlacionada a algumas evidéncias recentemente
descritas na literatura que tém proposto a participacdo de anormalidades da transmissao
glutamatérgica na fisiopatologia da esquizofrenia (Stone e cols., 2007). Evidéncias tém
mostrado hipofuncdo dos receptores glutamatérgicos (NMDA) e elevagéo da liberacao
de glutamato no cortex frontal e hipocampo de pacientes esquizofrénicos em estudos
post-mortem (Olney e Farber, 1995; Olney e Farber, 1999; Theberge e cols., 2002;
Theberge e cols., 2003; Gallinat e cols., 2004; Schubert e cols., 2004; Krystal e cols.,
2005). Em concordancia a tais evidéncias a superexpressdao de NCS-1 identificada no
cortex pré-frontal dos pacientes esquizofrénicos poderia afetar os niveis de glutamato
liberado nessa regido, levando em consideracdo os resultados identificados por nossa
equipe (ver figura 31). Além disso, os resultados mostrados por Sippy e colaboradores
(2003), em cultura priméria de células hipocampais, sugerem que a superexpressao de

NCS-1 também esta associada ao aumento da transmissdo glutamatérgica nesse modelo
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uma vez que provocou facilitacdo das correntes pos-sinapticas excitatorias. Todas as
evidéncias descritas acima indicam que altos niveis de NCS-1 no cortex pré-frontal de
pacientes esquizofrénicos contribuem para adaptacdo e plasticidade entre vias
dopaminérgica, muscarinica e/ou glutamatérgica através de mecanismos associados a
amplificagdo da sinalizacdo celular. Além disso, dados demonstrados na literatura
sugerem que apoptose ndo parece estar super ativada na fase crbnica esquizofrenia
(Jarskog e cols., 2005; Glantz e cols., 2006), corroborando com recente trabalho de
Nakamura e colaboradores (2006) mostrando o papel anti-apopt6tico da superexpressao
de NCS-1 em cultura primaria de neurdnios corticais. De modo que a hipdtese do nosso
grupo de pesquisa sugere que o aumento da expressdo de NCS-1, associados aos
transtornos psiquiatricos como na esquizofrenia, poderia ser compreendido ndo como
elemento causador do desequilibrio patofisiolégico, mas como uma via celular
alternativa para controle da hipofuncdo das vias de sinalizacdo e injaria celular
correlacionadas as disfungdes neuro-patoldgicas. Muito ainda deve ser realizado em
prol de uma integracdo do conhecimento entre as alteraces no cértex pré-frontal de

pacientes esquizofrénicos e as evidéncias alcangadas nos modelos in vitro.
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5.7 Consideragdes finais e perpectivas

O presente trabalho pode esclarecer a relagcéo entre 0 aumento da expressao de
NCS-1 e a dindmica de fosfoinositideos, Ca’** e liberacdo de glutamato no modelo de
celulas neuroendocrinas. Foi mostrado, por meio da utilizagdo do dominio PHp c,EGFP
como marcador de fosfoinositideos e da visualizagdo em tempo real de células
individualizas, que o aumento da expressdo de NCS-1 se correlacionou ao aumento da
dindmica de degradacédo de PIP2 e formacdo de InsPs; induzidos pela atividade
muscarinica. Houve também diferencas significativas na dindmica e pico maximo da
[Ca®*]i nas células estimuladas com CCH. Além disso, niveis aumentados de NCS-1 se
correlacionaram ao aumento da liberagdo de glutamato dependente de Ca”* e através de
mecanismos dependentes ativacdo muscarinica. Neste mesmo modelo, as diferengas no
padrdo vesicular entre os dois grupos celulares sugerem fortemente que NCS-1 esta
associada ao controle e/ou formag&o de vesiculas endociticas e que parte da liberacéo de
glutamato observada nesse modelo possa ter origem vesicular uma vez que a
permeabilizacdo das células com digitonina foi incapaz de impedir a liberagdo induzida
pela ativacdo muscarinica. A expressdo aumentada de NCS-1 em ceélulas PC12 pode
fazer parte da adaptacdo da sinalizagdo muscarinica no sentido de facilitar os processos
de ativagdo associados a ela. Indicando assim, uma possivel associacdo entre as
alteracBes observadas na dinamica de fosfoinositideos, Ca”* e liberacéo de glutamato. A
confirmacdo dessa integracdo entre NCS-1 e a via muscarinica assim como dos
mecanismos especificos associados a ela podera contribuir para compreensdo do
envolvimento de NCS-1 nos processos de plasticidade associados ao desequilibrio
funcional das vias de sinaliza¢do correlacionados a patofisiologia dos disturbios neurais.

Apesar das céelulas PC12 serem modelo de cultura isolada, elas sdo consideradas

ferramentas Uteis para o aprofundamento de perguntas especificas, uma vez que
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restringe o nimero de varidveis experimentais. O ideal é que a hipdtese de regulagéo da
via muscarinica pela NCS-1, realizada em células PC12, seja testada em um modelo
animal a fim de correlacionar os resultados obtidos in vitro e confirmar a hip6tese em
um modelo mais complexo. A obtengdo de células PC12 contendo niveis reduzidos de
NCS-1 a partir de experimentos realizados com ferramentas genéticas utilizando RNA
de interferéncia (SiRNA) para diferentes sitios da NCS-1, assim como experimentos
utilizanto camundongos nocautes, ambos fornecidos gentilmente pelo Dr. Andreas
Jeromin (Center for Learning and Memory, Univ. Texas, USA) a nosso grupo de
pesquisa, abrem novas perspectivas a fim de avaliar o envolvimento de NCS-1 na via de

sinalizacdo muscarinica a partir desses novos modelos.
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ABSTRACT

Neuronal calcium sensor-1 (NCS-1) belongs to the superfamily of EF-hand Ca®*
binding protein. Overexpression of NCS-1 was implicated on potentiation of synaptic
transmission and plasticity in many experimental models. In this study we investigated
the possible involvement of NCS-1 in the facilitation of glutamate release evoked by two
distinct stimuli in the neuronal-like pheochromocytoma (PC12) cell: membrane
depolarization induced by 60mM KCI and GPCR activation induced by 300uM carbachol
(CCH). Both KCI depolarization and G-protein coupled receptor activation by CCH
evoked glutamate release from PC12 wild type cells (PC12-wt) and PC12 cells stable
overexpressing NCS-1 (PC12-NCS-1) compared with control conditions. Both KCI
depolarization and CCH stimulation were more efficient to evoke glutamate release from
PC12-NCS-1 cells when compared with release evoked from PC12-wt cells. The
increased glutamate release induced by CCH from PC12-NCS-1 cells was independent of
extracellular calcium entry, however this effect was dependent on extracellular calcium
influx when depolarized with KCI. At permeabilizing conditions both PC12-NCS-1 and
PC12-wt stimulated with CCH were able to increase glutamate release compared with
non-stimulated cells indicating that part of glutamate release could be originated from
vesicles source. Thus, our results suggest together that the NCS-1 facilitation of
glutamate release could respond to different stimuli and is related to the increase in
intracellular calcium originated from the extracellular compartment when associated to

depolarization stimuli and from intracellular stores when associated to GPCR activation.



INTRODUCTION

The neuronal Ca?* sensor-1 (NCS-1) is a member of an important family of
proteins able to detect and transduce Ca®* signals in several functions such as regulation
of ion channels and G-protein coupled receptors (GPCR) (Nef et al., 1995; McFerran et
al., 1998; Weiss and Burgoyne, 2001; Guo et al.,, 2002; Kabbani et al., 2002),
phospholipid metabolism, (Hendricks et al., 1999; Zhao et al., 2001; Rajebhosale et al.,
2003; Haynes et al., 2005) and learning (Gomez et al., 2001). NCS-1 has four EF-hand
motifs, three of which act as intracellular Ca** sensors capable of differentiating between
spatially and temporally distinct Ca®* signals in the submicromolar range (Hilfiker, 2003;
Burgoyne, 2007). At its N-terminus, NCS-1 has a myristoyl tail, which can be anchored
in membranes as diverse as tubular like structures, plasma membrane, and synaptic-like
microvesicles (SLMVs) (Scalettar et al., 2002; Taverna et al., 2002; O"Callaghan e
Burgoyne, 2003; Jeromin et al., 2004). This capacity might be important to allow NCS-1
rapid response to localized Ca?* signals.

In  cromaffins and pheochromocytoma (PC12) neuroendocrine cells,
overexpression of NCS-1 was found to potentiate Ca**-dependent exocytosis of dense-
core granules (Pongs e cols., 1993; McFerran e cols., 1998; Burgoyne e Weiss, 2001;
Koizumi et al., 2002; Scarlettar et al., 2002; Kapp-Barnea e cols., 2003,). Although there
is a wide range of NCS-1 intracellular effects reported in distinct models, the precise
mechanisms of NCS-1 action on the potentiation of neurotransmission remains unknown.
Accumulating evidence suggests that NCS-1 can facilitate functional synaptic contacts by

recruiting quiescent vesicles, changing the lipid/protein composition of membranes



and/or affecting the efficiency with which a vesicle fuses upon Ca?* influx. In addition,
NCS-1 could enhance the amount and/or activity of presynaptic channels like voltage
gated Ca** and K* channels and/or postsynaptic receptors (Weiss et al., 2001; Guo et al.,
2002; Tsujimoto et al., 2002).

While independent published data indicated that NCS-1 has a pivot role in
regulating functions like voltage gated channels, GPCR and phosphoinositide
metabolism, there is the possibility that NCS-1 potentiates neurotransmission by
integrating different pathways.

In this study we characterized the release of endogenous glutamate from PC12
cells stimulated with KCI or carbachol (CCH), and tested the effect of overexpression of
NCS-1. Our results showed that NCS-1 was involved on the facilitation of glutamate
release induced by both depolarization and GPCR activation in PC12 cells. This
facilitation by NCS-1 occurred in the presence or absence of extracellular Ca*,
depending on the agent used, respectively, GPCR-linked CCH activation or membrane

depolarization with KCI.

MATERIAL AND METHODS

Cell culture:

We used PC12 cells stably overexpressing NCS-1 at levels 3-fold above
constitutive levels in PC12-wt, as previously described (Koizumi et al, 2002). PC12-wt
and PC12-NCS-1 cells were kindly provided by Dr. A. Jeromin (Baylor College of
Medicine-Houston Texas, USA). Cells were maintained in high glucose DMEM

supplemented with 1% penicillin /streptomycin (P/S), 5% fetal bovine serum (FBS) and



5% horse serum (HS). Every two days the medium was changed and every week cells
were moved to a new flask. In order to assure NCS-1 stable overexpression, PC12-NCS-1
cells were maintained in high glucose DMEM supplemented with 1% penicillin
[streptomycin  (P/S), 5% fetal bovine serum (FBS) and 5% horse serum (HS)
supplemented with 100ug/mL G418 (as described by Koizumi et al., 2002).

For glutamate release experiments, PC12-wt and PC12-NCS-1 cells were plated
(2 x 10° cells) onto 60mm plates and differentiated during four days with 100ng/mL of
NGF-7S in high glucose DMEM supplemented with 2.5% FBS, 2.5% HS and 1% P/S.
For PC12-NCS-1 cells, the differentiation medium was supplemented with G418
(100ug/mL).

All cell culture reagents were purchased from Invitrogen Corporation (NY-USA)
except for G418 that was purchased from Calbiochem (USA). All other analytical grade

chemicals were obtained from reliable commercial sources.

Glutamate release

Differentiated PC12-NCS-1 and PC12-wt cells platted in 60mm culture dishes
were incubated with agonists and drugs during 15 minutes at 37°C in atmosphere
containing 5% CO,. CCH (300uM) and CCH plus atropine (10uM) were prepared in
Krebs-Ringer-HEPES (KRH) solution (MgSO,; 1.2mM, NaCl 124mM, KCI 4mM,
HEPES 25mM, glucose 10mM, pH 7.4) containing 2mM CaCl,. To test the effect of
extracellular Ca** on glutamate release CCH (300puM) was prepared in Krebs-Ringer

containing 2mM EGTA.



KCI (60mM) was prepared in modified KRH solution consisting of (MgSQO,
1.2mM, NaCl 68mM, KCI 60mM, HEPES 25mM, glucose 10mM, pH adjusted to 7.4)
plus 2mM CaCl,. To test the effect of extracellular Ca** on glutamate release evoked by
KCI (60mM) we used the modified KRH with 2mM EGTA.

To test the glutamate release dependence on intracellular Ca?* PC12-wt and
PC12-NCS-1 cells were 20min pre-incubated with BAPTA-AM (20uM) in KRH
containing 2mM CaCl. Then, both PC12 cells were stimulated with CCH (300uM) or
KCI (60mM) in KRH containing 2mM EGTA.

The glutamate release originated from vesicle compartments were obtained by
previous permeabilization of PC12-wt and PC12-NCS-1 with digitonin during 6min/

37°C and then, stimulation of both cells with CCH (300uM).

Glutamate release measuments:

Glutamate release was detected by measuring the increase in fluorescence
resultant from the production of NADPH in the presence of NADP and glutamate
dehydrogenase by using a fluorimetric assay method described by Nicholls et al. (1987)
and modified by Romano-Silva et al.(1993). In brief, 2.0 ml of supernatant containing
glutamate released from PC12 cells was added to a cuvet and incubated with NADP (1
mM) and 50 units of glutamate dehydrogenase (EC1.4.1.3.). Fluorescence at 360 nm/450
nm (excitation/emission) was measured (Spectrophotofluorimeter Photon Technology
International, Canada). After stabilization of the fluorescence signal at a plateau level, 5

nmol of glutamate was added as internal standard. Data were expressed as nmol of



glutamate per milligram of protein. (Sigma-Stat, Jandel Corporation). Differences were

considered significant at p<0.05 using non-paired Student’s t-test.

Western blot analysis

Total cellular protein were extracted by incubating PC12-wt and PC12-NCS-1
cells during 1h/ 4°C in lysis buffer (MOPS pH:7,0, 2mM EGTA, 5mM EDTA, 30mM
sodium fluoride, 40mM p-glycerophosphate, 20mM pyrophosphate, 1mM sodium
orthovanadate, 1mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 3mM benzamidine, 10uM leupeptin,
0,5% Nonidet P-40) following by 20min/4°C centrifugation at 14000 rpm. Total cellular
proteins present at supernatants of PC12-wt and PC12-NCS-1 cells were quantified by
bradford staining methods. 50ug of protein homogenates of PC12-wt and PC12-NCS-1
were fractionated to 10% SDS-PAGE and transferred to the nitrocellulose membrane
(Hybond-ECL, Amersham Biosciences, Germany). The membrane were incubated 2hs at
room temperature in phosphate-buffered saline (PBS) with 5% non-fat milk containing
mouse monoclonal antibody against vesicular glutamate transporter type 2 (v-GLUT2)
(Chemicon USA) and mouse monoclonal antibody against actin (Chemicon USA) at
concentrations of 1:1000 and 1:3000 respectively. The binding of the primary antibodies
were detected by incubating membranes blot for 1h at room temperature with 1:7000
HRP-coupled goat anti-mouse secondary antibody (Molecular Probes, USA) diluted at
PBS and performing detection with chemiluminescence ECL-kit system (Amersham

Biosciences, Germany).

Immunohistochemistry



Differentiated PC12-wt and PC12-NCS-1 cells were washed one time with
PBS/4°C and fixed with 100% methanol/4°C for 5 min, washed three times with 2mL of
ice-cold PBS, and blocked using PBS containing 1,0% bovine serum albumine, 1,5%
normal goat serum and 0,5% Nonidet P-40 during 20 min at room temperature. Cells
were then incubated overnight/4°C with mouse monoclonal antibody against v-GLUT2
(1:500) diluted at PBS blocking solution. Cells were washed three times for 15 min in
PBS and incubated for 1h at room temperature with fluorophore-conjugated Alexa fluor-
568 goat anti-mouse secondary antibody (1:300) diluted in blocking solution. The cells
were washed three times for 15 min in PBS and then used for immunofluorescence

microscopy.

Immunofluorescent microscopy

Fluorescence microscopy was accomplished mounting the coverslip in the
chamber onto the stage of a inverted microscope (Zeiss Axiovert 100) with a oil
immersion objective (100x, 1.3 Plan-NEOFLUAR), coupled to a Bio-Rad MRC 1024
laser scanning confocal system using at confocal argon-kripton laser. Both PC12-wt and
PC12-NCS-1 cells were scanned at ~ 0,2 um steps in the z axis using excitation laser at
560nm and filter emission of HQ-598/40nm, iris: 3 and gain: 1200. The resulting optical
z-sections collected were joined in one image and pseudocolored using Adobe Photoshop

software.



RESULTS

High KCI and CCH are able to trigger neurotransmitter release via distinct
mechanisms. It is well known that high KCI concentration induces membrane
depolarization and influx of extracellular Ca** through voltage-dependent Ca** channels
present at plasma membrane. On the other hand, CCH stimulates muscarinic receptors,
inducing production of second messengers via PIP, cleavage generating InsP; and thus
Ca’* mobilization from intracellular stores. In this work we identified differences on
glutamate release, between PC12-wt cells and PC12-NCS-1, evoked by depolarization
with KCI or by stimulation with CCH. Although KCI stimulation was more efficient than
CCH to induce glutamate release in both cell types (figure 1 and 2; table 1 and 2), KCI
60mM or CCH 300uM, respectively, evoked larger amounts of glutamate release from
PC12-NCS-1 cells (19.7+1.0 or 14.4+1.8 nmol/mg of protein) than from PC12-wt cells
(15.3£1.0 or 8.3£0.9 nmol/mg of protein). These data suggested a facilitated response in
Pc12-NCS-1 cells compared with PC12-wt cells, which was independent of stimulating
agent.

In order to investigate if the evoked glutamate release observed in PC12 cells was
of vesicular origin, the cytosolic glutamate was depleted by permeabilizing PC12-wt and
PC12-NCS-1 cells with 10uM digitonin. Both digitonin-treated and non-treated PC12-wt
and PC12-NCS-1 cells were incubated with 300uM CCH. In this case, stimulus with
60mM KCI was not tested because it is not possible to depolarize permeabilized cells.
We observed reduced levels of glutamate release in permeabilized and not stimulated
PC12-wt and PC12-NCS-1 cells (figure 3A). However, a significant increase in evoked

glutamate release was observed when compared with basal conditions in PC12-wt and
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PC12-NCS-1 cells treated with digitonin. These findings suggest that part of the
glutamate release was resultant from vesicular fusion to plasma membrane in both PC12-
wt and PC12-NCS-1 cells. Glutamate release observed in permeabilized cells was also
significantly dependent on extracellular Ca®* (figure 3A). The effect of NCS-1
overexpression was abolished since it was observed similar levels of glutamate release in
both cells, suggesting that the downstream pathways involved in NCS-1-dependent
facilitation of glutamate release were disrupted by permeabilization (figure 3A). The idea
that glutamate release observed in PC12 cells had a vesicular origin were supported by
the detection of vesicular glutamate transporter type 2 (v-GLUT2) expression in PC12-wt
and PC12-NCS-1 cells, both by confocal immunofluorescence images (figure 3B, left
panel) and western blott analysis (figure 3B, right panel).

In PC12 cells overexpressing NCS-1 increased levels of dopamine and growth
hormone release related to stimulation of particular intracellular pathways were shown
(Burgoyne et al, 2001; Koizumi et al., 2002). In order to verify the specific involvement
of the muscarinic signaling on glutamate release, PC12-wt and PC12-NCS-1 cells were
perfused with CCH (300uM) in the presence of 10uM atropine, an unspecific antagonist
of muscarinic receptor activation. Glutamate release after CCH stimulation in the
presence of atropine in PC12-wt cells was not significantly inhibited compared to
glutamate release induced by CCH alone (respectively, 6.2+0.1 and 8.2+0.9 nmol/mg of
protein) (figure 2 and table 2). However, in PC12-NCS-1 cells atropine inhibited CCH-
evoked glutamate release (4.2+0.3 nmol/mg of protein) compared with CCH alone
(14.4+1.8nmol/mg of protein) (figure 2 and table 2). In addition, it was observed a further

inhibition of the atropine-sensitive glutamate release in PC12-NCS-1 cells (4.2+0.3



11

nmol/mg of protein) compared with PC12-wt cells (6.2£0.1 nmol/mg of protein)
indicating a major muscarinic component responsible for glutamate facilitation in PC12-
NCS-1 cells

In order to assess the influence of extracellular Ca** on glutamate release induced
by KCI or CCH, PC12-wt and PC12-NCS-1 cells were stimulated in the presence of
EGTA 2mM. In that condition, KCI effect was not different in both PC12-wt and PC12-
NCS-1 cells (8.9+0.5 and 8.6£1.1 nmol/mg of protein, respectively) (figure 1 and table
1).. However, glutamate release induced by CCH (300uM) remained significantly higher
in PC12-NCS-1 cells when compared with PC12-wt cells (10.1+0.5 and 5.7 £0.4nmol/mg
of protein, respectively) (figure 2 and table 2).

To test the participation of intracellular Ca?* on evoked glutamate release, PC12-
wt and PC12-NCS-1 cells were previously loaded with a fast Ca®* chelator (BAPTA),
followed by stimulation with KCI (60mM) or CCH (300uM) in the presence of EGTA
2mM. It was observed a further, but not complete, inhibition of KCl-evoked glutamate
release in PC12-wt and PC12-NCS-1 cells (figure 1 and table 1) when compared with
stimulation in presence of EGTA 2mM alone. In contrast, the CCH effect on glutamate
release was inhibited to basal levels in PC12-wt and PC12-NCS-1 cells (figure 2 and

table 2).
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DISCUSSION

Frequenin, the Drosophila homologue of NCS-1, acts as a modulator of synaptic
efficacy (Pongs et al, 1993; Rivosecchi et al. 1994; Olafsson et al., 1995). NCS-1 was
found to be involved on activity-dependent synaptic facilitation in the calyx of Held
(Tsujimoto, 2003) and on increased long-term potentiation in mouse hippocampal
glutamatergic synapses (Sippy et al., 2003). NCS-1 was also implicated in the facilitation
of neurotransmitter and hormone release from large dense core granules, as observed for
growth hormone (GH) release in response to ATP in PC12 cells overexpressing NCS-1
(McFerran BW et al., 1998). In addition, NCS-1 was also able to enhance secretion from
small synaptic vesicles (Mc Ferran et al., 1998; Koizumi et al., 2002; Scalettar et al.,
2002; Rajebhosale et al., 2003). To the best of our knowledge, this is the first report
showing the effects of higher levels of NCS-1 expression on glutamate release by PC12
model upon depolarization or GPCR signaling stimulation. We have demonstrated that
PC12 cells were able to release glutamate when stimulated with KCI (60mM) or CCH
(300uM) via Ca?* dependent and independent manners and that these effects were
facilitated by overexpression of NCS-1 (Figures 1 and 2).

Glutamate release induced by KCI was 35.9 +10.3% s.e.m. (n=14) higher in
PC12-NCS-1 cells than in PC12-wt cells. However, glutamate release induced by CCH in
PC12-NCS-1 cells was 84.2 +25.6% s.e.m. (n=7) higher than in PC12-wt cells,
supporting the hypothesis that the NCS-1 effect is also involved with modulation of
metabotropic pathways. Remarkably, atropine exhibited a greater inhibitory effect on
CCH-evoked glutamate release in PC12-NCS-1 cells than on release from PC12-wt cells

(Figure 2), which was greater than that in presence of EGTA, indicating that the
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potentiation effect of NCS-1 on glutamate release at PC12-NCS-1 was mainly resulted
from metabotropic (muscarinic) origin. These data also suggest that glutamate release
induced by CCH at PC12-wt cells seems to be more related to the activity of nicotinic
receptor rather to muscarinic receptor activation.

Reported immunofluorescence experiments revealed a substantial co-localization
of NCS-1 with the SLMV marker synaptophysin (Mc Ferran et al., 1998). In PC12 cells
overexpressing NCS-1, this protein was found not to be associated with membranes of
secretory granules but rather with synaptic microvesicle membranes (Koizumi et al.,
2002). It was also shown the association of NCS-1 to detergent-resistant membranes
isolated from synaptic vesicles of PC12 cells. These data demonstrated the formation of a
exocytic machinery microregions containing beyond NCS-1, SNARE complex proteins,
voltage dependent Ca”** channel (Ca,2.1), a subunit of G protein (Ga) and PIP2,
corroborating to the idea of NCS-1 participation on vesicular exocytosis plasticity
(Taverna et al., 2007). Glutamate is a major neurotransmitter that is released from
SLMVs containing vesicular glutamate transporters in their membrane. It was previously
shown that PC12 cells transfected with Vglutl are able to uptake glutamate into SLMVs
(Salazar et al., 2005) and we have shown that PC12 cells (wt and NCS-1) express Vglut2
(Figure 3B). By this way it could be possible that a percentage of facilitated glutamate
release associated to higher levels of NCS-1 expression in PC12-NCS-1 could be induced
throughout vesicular exocytosis. Not only the identification of Vglut2 in the vesicular
compartiments corroborates to the vesicular hypothesis of glutamate release at PC12 cells
but also further evidence showing glutamate release dependent on Ca** induced by CCH

in conditions of permeabilized cells with digitonin, prior to the stimulation (Figure 3).
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Our data showed a different relationship with extracellular and intracellular
sources of Ca®* depending on the stimulus (KCI or CCH). In the absence of extracellular
Ca®*, glutamate release from PC12 cells was reduced when compared with glutamate
release evoked by KCI or CCH in control conditions (Figures 1 and 2). However, in
PC12-NCS-1 cells, CCH-evoked glutamate release was predominantly independent of
extracellular Ca?* influx (Figure 2). This effect is probably dependent on mobilization of
Ca”* from intracellular stores, as suggested by the strong inhibition of glutamate release
from PC12-NCS-1 cells loaded with BAPTA followed by stimulation with CCH in the
presence of EGTA (2mM) (Figure 2). Our data support the hypothesis that NCS-1 has an
action on neurotransmission that is independent of voltage dependent Ca®* channels
(Zheng et al., 2005). Therefore it was described recently, structural and functional
association of NCS-1 with InsP3 receptor (InsP3R). The activation of this complex was
able to increase Ca®* currents through InsP3R (Schlecker et al., 2006; Boehmerle et al.,
2007). Based on these data, it could be suggested that the improvement of glutamate
release that occur independently on extracellular Ca®* influx results from facilitation of
Ca’* currents through InsP3 receptors.

Interestingly, KCI (60mM) depolarization was not able to induce PHp ¢, EGFP
translocation, an indicator of InsP3 production, either in PC12-wt or PC12-NCS-1 cells,
while CCH facilitated cytosolic PHp ¢, EGFP translocation in PC12-NCS-1 cells (data
not shown), supporting the hypothesis that NCS-1, following GPCR activation, could
modulate neurotransmitter release by a mechanism involving the phosphoinositide cycle
and InsP3 receptors activation (Zhao et al., 2001; Rajebhosale et al., 2003 and Zheng et

al., 2005; Schlecker et al., 2006; Boehmerle et al., 2007). Voltage clamp experiments
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demonstrated strong and consistent paired-pulse facilitation in NCS-1 transfected
hippocampal synapses (Sippy et al., 2003). Our data showed that NCS-1 overexpression
in PC12 cells could contribute not only to the enhancement of glutamate release coupled
to second messenger cascades, but also to the facilitation of depolarization-evoked
glutamate release, in a manner independent of PIP, breakdown. Our results are in
agreement with consistent reports that support the idea that part of the effect of NCS-1, as
a neurotransmission potentiator, is directly related to its interaction with PI4Kp, by
forming a complex that Zheng et al. (2005) named neuropotentiator (NP). This complex
would act via regulation of membrane channels and/or vesicle cycles.

Beyond the exocytose of glutamate at fast neuronal synapses it also important to
consider the release of this transmitter by other cells, like bone cells, megakaryocytes,
primary cultured astrocytes, chromaffin and B-islet pancreatic cells (reviewed Skerry and
Genever, 2001; Bezzi et al., 2004; Jourdain et al., 2007). With regard to glutamate
function at chromaffin cell, it had been suggested a paracrine role of glutamate in the
regulation of catecholamine secretion by this cells, once it was identified N-methyl-D-
aspartate, NMDA,; a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionic acod, AMPA and
kainic acid receptos at these cells (Gonzélez et al., 1998; Romero et al., 2003). Thus if
PC12 cells are originated from tumor of chromaffin cells; it is remarkable important to
consider the possibility that facilitation of glutamate release observed at PC12-NCS-1,
independent on vesicular or non-vesicular source, could also contribute to the modulatory
effect of NCS-1 on cathecholamine release. In fact, some reported data gives support to
this hypothesis. It was already shown that NCS-1 overexpression is involved in the

facilitation of norepinephrine and dopamine release in PC12 cells by mechanisms
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dependent on Ca?* influx (McFerran et al. 1998, 1999; Weisz et al. 2000; Weiss and
Burgoyne 2001; Koizumi et al., 2002).

In conclusion, we have shown, for the first time, that endogenous glutamate can
be released via a regulated (possibly vesicular) mechanism from PC12 cells and that this
release can be potentiated by NCS-1 via pathways dependent on ion channels and via its
involvement with phosphatidylinositol. Great importance of NCS-1 function at
neurotransmitter cellular signaling came from post-mortem studies that found in the
prefrontal cortex of schizophrenic patients increased levels of NCS-1 (Koh e cols., 2003;
Bai e cols., 2004). Evidences of schizophrenia physiopalogy mechanisms has been
showing that not only dopaminergic hypothesis is sufficient to describe and explain this
transtorn. Because of treatment-resistent negative symptoms recent explanatory models
extend other signaling transmission including the dysfunction of glutamatergic system
(Stone et al., 2007). It was suggested a correlation between schizophrenia acute
conditions to hypofunction of glutamatergic receptor (NMDA) following by
neurodegeneration resulting from elevated glutamate release at frontal cortex and
hippocampus (Olney and Farber, 1995; Harrison, 1999; Harrison et al., 2005; Jarskog et
al., 2005; Glantz et al., 2006). Since more experiments will be necessary to elucidate the
vesicular or non-vesicular origin of glutamate release at our model, it was clearly evident
the facilitation and dependence at PC12-NCS-1 depolarized with KCI (60mM) or
stimulated with GPCR agonist. If in the prefrontal cortex of schizophrenic post-mortem
patient was found higher levels of NCS-1, so the improvement of glutamate release
observed at PC12-NCS-1 model seems to corroborate to the mechanism of glutamatergic

hypothesis dysfunction associated with schizophrenia transtorn. Considering this
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emerging role of glutamate in several mental disorders exposed above, and the
bidirectional tunning function of NCS-1 overexpression on glutamate release, facilitating
even by mechanisms dependent on depolarization or GPCR stimuli, the elucidation of the
mechanisms involved on the regulation of glutamate release by NCS-1 hold clear

pathophysiological and therapeutic interests.
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LEGENDS

Fig. 1 : Alterations at glutamate release in WT and NCS-1 PC12 cells provoked by
KCI depolarization. Differentiated PC12 cells platted on 60mm plates were submitted to
5 min/ 37°C glutamate release assay induced by 60mM KCI depolarization or 60mM KCI
in the presence of Ca?* buffers. Dark and light bars are referent to NCS-1 and WT cells
responses respectively. Grouped light and dark par of bars are correspondent
respectively, to basal conditions of glutamate release, 60mM KCI isolated stimulus,
60mM KClI in the presence of 2mM EGTA and 20min 10uM BAPTA-AM pre treatment
followed by 60mM KCI in the presence of 2mM EGTA. Glutamate release was expressed
in nmol/mg of protein as average of at least three independent experiments. Statistical
significance was considered as p < 0,05. * basal conditions compared with stimulus; **
WT response compared with NCS-1 cells response, *** KCI stimulation compared with

experimental conditions (KCI plus EGTA or KCI plus BAPTA/EGTA).

Fig. 2 : Alterations at glutamate release in WT and NCS-1 PC12 cells provoked by
CCH stimulation. Differentiated PC12 cells were submitted to 5 min/ 37°C glutamate
release assay induced by 300uM CCH or 300uM CCH in the presence of Ca?* buffers or
muscarinic antagonist. Dark and light bars were referent to NCS-1 and WT cells
respectively. Grouped light and dark par of bars are correspondent respectively to basal
conditions of glutamate release, 300uM CCH isolated stimulus, 300uM CCH in the
presence of 2mM EGTA, 20min 10uM BAPTA-AM pre treatment followed by 300uM

CCH stimulation in the presence of 2mM EGTA and, finally, 300uM CCH in
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concomitant presence of 10uM atropine was represented at the last group of bars.
Glutamate release was expressed in nmol/mg of protein as average of at least three
independent experiments. Statistical significance was considered as p < 0,05. * basal
conditions compared with stimulus; ** WT response compared with NCS-1 cells
response, *** CCH stimulation compared with experimental conditions (CCH plus

EGTA, BAPTA plus CCH /EGTA or CCH plus atropine).

Table 1: Glutamate release induced by KCI at different experimental conditions.

Mean values of glutamate release (in nmol/mg of protein) from WT and NCS-1 PC12
cells stimulated during five minutes with 60mM KCI, 60mM KCI plus 2mM EGTA and
60mM KCI plus 2mM EGTA after 10uM BAPTA preincubation. Each treatment
corresponds, at least, to three separated experiments performed at different days.
Statistical significance was considered as p < 0,05. * basal conditions compared with
stimulus; ** WT response compared with NCS-1 cells response, *** KCI stimulation

compared with experimental conditions (KCI plus EGTA or KCI plus BAPTA/EGTA).

Table 2: Glutamate release induced by CCH at different experimental conditions.

Mean values of glutamate release (in nmol/mg of protein) from WT and NCS-1 PC12
cells stimulated during five minutes with 300uM CCH, 300uM CCH plus 2mM EGTA,
300uM CCH plus 2mM EGTA after 10uM BAPTA preincubation and 300uM CCH plus
10uM atropine. Each treatment corresponds, at least, to three separated experiments
performed at different days. Statistical significance was considered as p < 0,05. * basal

conditions compared with stimulus; ** WT response compared with NCS-1 cells
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response, *** CCH stimulation compared with experimental conditions (CCH plus

EGTA, BAPTA plus CCH /EGTA or CCH plus atropine).

Figure 3:

A: Glutamate release induced by CCH in PC12 cells permeabilized with digitonin.
Differentiated PC12 cells were incubated with 6uM digitonin during 6 min at room
temperature and submitted to 15 min/ 37°C glutamate release assay at conditions without
CCH (first par of bars), induced by 300uM CCH (second par of bars) and 300uM CCH
in the presence of 2mM EGTA (third par of bars). The last par of bars corresponds to
glutamate release induced by 300uM CCH at conditions without digitonin. Dark and
light bars were referent to NCS-1 and WT cells respectively. Glutamate release was
expressed in nmol/mg of protein as average of at least three independent experiments.
Statistical significance was considered as p < 0,0001. * basal response after digitonin
incubation compared with CCH stimulus after digitonin; ** CCH stimulation compared
with EGTA-CCH both after digitonin conditions, *** CCH after digitonin incubation
compared with isolated CCH stimulation. B: Expression of v-GLUT type 2 at WT and
NCS-1 PC12 cells. Confocal images (upper panel) showing immunofluorescence
expression of v-GLUT type 2 at WT and NCS-1 PC12 cells. The WT and NCS-1 cells
were revealed with monoclonal antibodies mouse anti-vGLUT type 2 (1:500) and
secondary antibody ALEXA 568nm conjugated with anti-mouse (1:300) (upper cells) and
negative control revealed just with secondary antibody ALEXA 568nm conjugated with
anti-mouse (1:300) (bottom cells). Western blott image (bottom panel) showing the

expression of v-glut type 2 at WT and NCS-1 PC12 cell. The cells were labeled with
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monoclonal antibodies mouse anti-vGLUT type 2 (1:1000) and revealed with secondary

antibody anti-mouse conjugated with peroxidase (1:5000).
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Table 1:
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Basal

nmol/mg of protein

KCI

nmol/mg of protein

KCI/EGTA

nmol/mg of protein

KCI/BAPTA/EGTA

nmol/mg of protein

meansz(sem) means=(sem) means=(sem) meansz(sem)
Nciﬁél 22(04) 197 (L.0)* 86 (L)% 5.1 (0.4)%x
(:Ne|-|rs 1.4 (0.3) 15.3 (1.0)*** 8.9 (0.5)**** 4.2 (0.6)* ¥+
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Table 2:
Basal CCH CCH/EGTA CCH/BAPTA/EGTA CCH/Atropine
nmol/mg of protein nmol/mg of protein nmol/mg of protein nmol/mg of protein nmol/mg of protein
meansz(sem) meansz(sem) meansz(sem) meansz(sem) meansz(sem)
NCS_]‘ * k% * k% *kk * k% kkk
colls 2.2 (0.4) 14.4 (1.8)*, 10.1 (0.4)*, 1.4 (0.3) 4.2 (0.3)***,
wrT 1.4 (0.3) 8.3 (0.9)* 5.6 (0.4)* 1.7 (0.2 6.2 (0.1)*

cells
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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