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RESUMO

Estudos sugerem que alteracBes nos niveis endoégenos de adenosina atuariam como
um fator gastroprotetor durante a injuria tecidual, pois a adenosina inibe a secrecéo de
acido gastrico por diferentes mecanismos. A adenosina € um ribonucleosideo que atua
em receptores acoplados a proteina G e que séo classificados em subtipos Al, A2, A2g
e A3. As células tipo-enterocromafins (ECL) desempenham um papel importante no
controle da secrecdo gastrica através da secrecao de histamina, mas ndo ha relatos se
a adenosina poderia atuar diretamente sobre as ECLs modificando a secre¢do de acido
cloridrico. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a expressao de receptores de
adenosina e verificar se agonistas e antagonistas destes receptores modificam a
secrecdo de histamina basal ou estimulada por gastrina in vitro. ECL foram obtidas de
estbmagos de ratos apds digestdo com pronase, enriguecimento por elutriacdo e
purificacdo com gradiente de concentracdo de Nycodenz®. A identificacdo das células
ECL foi realizada por imunocitoquimica, utilizando o anticorpo anti-histamina. A
expressdo dos receptores de adenosina foi verificada através de reacdo de PCR em
tempo real. Na avaliacdo funcional dos receptores de adenosina, células ECL foram
cultivadas em placas de 96 pocos previamente preparadas com Matrigel® e
estimuladas com 2-cloroadenosina (1 e 3 uM), NECA (10 e 100 nM) e IB-MECA (100 e
1000 nM), agonistas de adenosina (Al, A2 e A3) respectivamente. As placas foram
centrifugadas e a secrecdo de histamina foi mensurada utilizando Kit comercial de
ELISA. Os resultados de PCR em tempo real comprovam a presenca da expressao de
RNAmM para diversos receptores de adenosina. A secrecdo de histamina basal e
estimulada foi inibida em ECL com agonista A1 nas concentracdes de 1 e 3 uM e com
agonista A3 nas concentra¢gdes de 100 e 1000 nM na presenca de gastrina. A reversao
da inibicdo da secrecao de histamina foi observada quando utilizamos o antagonista do
receptor (Al), DPCPX (1 uM). Deste modo, concluimos que células ECL expressam
receptores de adenosina e que a ativacdo do receptor Al inibe a secrecao de
histamina, atuando como um agente inibidor da producéo de &cido géstrico e, portanto,
contribuindo para a gastroprotecdo em situacdes de injuria tecidual.

Palavras-chave: Células tipo-enterocromafins, receptores adenosinérgicos, histamina,
acido gastrico.
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ABSTRACT

Studies suggest that endogenous adenosine acts as a gastroprotective factor during
tissue injury through gastric acid inhibition. Adenosine is a ribonucleoside and it acts in
G-protein receptors subtypes Al, A2, A2g and A3. Enterochromaffin like cells (ECLS)
has an important role in gastric acid control through histamine release, but there is no
report about an adenosine action directly in these cells, modifying gastric acid. Thus, the
aim of this study was to evaluate gene expression for adenosine receptors and the
ability of adenosine receptor agonists and antagonist to modify the histamine release by
ECL cells in vitro. ECL were obtained from rat stomachs after pronase digestion,
elutriation enrichment and Nycodenz® gradient purification. Cells were characterized by
immunohistochemistry as anti-histamine positive cells. Adenosine receptor gene
expression was verified by quantitative RTQ-PCR. To evaluate adenosine receptor
function, ECL cells were maintained in 96 well plats previously coated with Matrigel®
and stimulated with 2-chloroadenosine (1 and 3 uM), NECA (10 and 100 nM) and IB-
MECA (100 and 1000 nM), adenosine agonists for Al, A2 and A3, respectively.
Histamine release was measured using ELISA kit. PCR results showed the mRNA
presence for all adenosine receptors. Basal and gastrin-stimulated histamine release
were inhibited after A1 agonist at 1 and 3 pM. A3 agonist was able to inhibit at 100 and
1000 nM, the gastrin-induced histamine release by ECL cells. The inhibition of histamine
release was reversed when DPCPX (1 uM), a selective Al antagonist, was employed.
Thus, we concluded that Al receptor activation in ECL cells inhibited histamine release
and could acts as a gastroprotective factor during tissue injury.

Key-words: ECL cells, adenosinergic receptors, histamine, gastric acid.
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1. INTRODUCAO

1.1. Secrecao e inflamacgéo gastrica

Uma das principais fun¢des do estdmago é produzir &cido cloridrico, o qual
participa nos processos de digestdo de proteinas, absorcdo de ferro, além de atuar
como mecanismo de defesa destruindo microrganismos (Hakanson et al.,, 1979;
Martinsen et al., 2005). A mucosa estomacal possui dois tipos importantes de glandulas
tubulares: oxinticas (secretam &cido cloridrico, pepsinogénio, fator intrinseco e muco) e
pilléricas (secretam principalmente muco e também gastrina). As células parietais,
localizadas profundamente nas glandulas oxinticas no corpo do estdbmago, sdo as
Unicas células que secretam acido cloridrico (Johnson, 2001).

Entretanto, 0 mesmo &cido que é importante na digestao proteica pode também
ser o causador de lesdes na mucosa gastrica, quando ocorre um desequilibrio nos
fatores de protecdo, como a producdo de muco (Abdel-Salam et al., 2001). Assim, o
bloqueio da producéo de acido gastrico muitas vezes € uma abordagem terapéutica de
grande importancia (Jain et al., 2007).

O controle da producdo do &cido gastrico é feito através de mecanismos
neurais, endécrinos e paracrinos. Até o presente, seis populacdes celulares (Figura 1)
com funcdes enddcrinas estao descritas e presentes no estdbmago constituindo cerca de
1-2% do total de células gastricas sendo estas as células G, células D, células tipo-A,
células enterocromafins (EC), células D1/P e células tipo-enterocromafins (ECL) (Cui e
Waldum, 2007).

Figura 1. llustracdo esquematica das diferentes populacdes celulares presentes no

estdmago humano.



A gastrina é um horménio peptidico secretado pelas células G localizadas nas
glandulas piléricas no estbmago, a acetilcolina (Ach) liberada de neurénios colinérgicos
e a histamina liberada das células ECL atuam como o0s principais estimulos para a
producdo de acido cloridrico (HCI) pela célula parietal, como mostra a Figura 2
(Andersson et al., 1999; Bitziou e Patel, 2012). As células parietais sdo encontradas em
glandulas gastricas amplamente distribuidas no estbmago, constituindo cerca de 80%
do estbmago, cada glandula apresenta aproximadamente 70-90 células parietais, desta
forma, dependendo do estimulo, estas células conseguem produzir rapidamente
grandes quantidades de acido cloridrico (Johnson, 2001; Duman et al., 2002). Na
membrana das células parietais gastricas, existe uma bomba de prétons (H*/K*ATPase)
que é responsavel pela secrecéo de ions hidrogénio (H") para formacéo do acido (HCI)
no lumen do estbmago (Fujii et al., 2011). Vérios relatos de literatura descrevem que o
blogueio da via final comum, ou seja, da bomba de prétons € o mais eficiente no

controle da secrec¢éo do acido cloridrico.

H+r+ Cl ——| HCI

N. Col.

ACh

.
-------
------------
--------------------------

Gastrina = Ty ' i )
........... Hlstamlna

Figura 2. Diagrama esquematico mostrando a agédo dos principais estimulos sobre a

célula parietal gastrica (P) secretora de acido cloridrico.



Uma resposta de defesa a lesd@o ou injaria tecidual € a inflamacgéo gastrica, que
quando ocorre de maneira incontrolada o resultado € o dano tecidual excessivo,
resultando em um processo inflamatério crénico. Além do acido cloridrico que pode ser
o causador de lesdes na mucosa gastrica (Abdel-Salam et al., 2001), existem outros
fatores que também podem contribuir para a génese das Ulceras pépticas, como a
infeccdo da mucosa gastrica pelo Helicobacter pylori, 0 uso de anti-inflamatérios néo-
esteroidais (AINEs), o desequilibrio na protecdo da mucosa (muco e bicarbonato) e
inibicdo de sintese local de prostaglandinas E; e I, e 6xido nitrico (Sachs et al., 1995;
Smolka e Backert, 2012).

A H. pylori é uma bactéria gram-negativa, espiralada, microaerofilica, que
coloniza a mucosa gastrica, causa gastrite crénica, Ulceras gastricas, displasia e
eventualmente adenocarcinoma gastrico (Vitoriano et al., 2011; Smolka e Backert,
2012). A bactéria adere firmemente a superficie das células gastricas epiteliais sem
invadi-las (El-Shoura, 1995). A resposta inflamatdria do hospedeiro contribui
diretamente na patogénese da doenca (Dixon, 1995). No estdbmago a resposta
inflamatoria que se estabelece ao H. pylori afeta véarias linhagens celulares gastricas
importantes para a homeostase &cida, incluindo células D, produtoras de somatostatina,
células G e células parietais. A inflamacao gastrica leva ao quadro conhecido como
gastrite, a qual, por sua vez, pode levar a uma reducéo nos niveis de somatostatina. A
somatostatina inibe a producéo de gastrina, o que, em um caso de inflamacéo gastrica,
onde a producdo de somatostatina esta reduzida, pode levar a um quadro de
hipergastrinemia. Além disso, a producéo de gastrina pode ser aumentada por um efeito
estimulante direto das citocinas pro-inflamatérias que tiveram sua expressao induzida
pela colonizacdo por H. pylori (Levi et al., 1989; Moss et al., 1992; Beales e Calam,
1998; Blaser, 2004; Smolka e Backert, 2012).



O efeito do nivel de gastrina na homeostase acida depende principalmente da
distribuicdo topografica de H. pylori e da inflamacgéo resultante desta distribuicdo. Em
uma gastrite predominantemente antral, as células ECL e as células parietais ndo sao
afetadas pela inflamacdo e consequentemente, o alto nivel de gastrina produzido
levaria tanto a um aumento da secrecdo acida, quanto a um aumento na massa de
células parietais. O aumento da carga acida no duodeno pode induzir uma metaplasia
gastrica nesse local. H. pylori ndo coloniza o duodeno normal, mas coloniza as células
metaplasicas gastricas que estdo surgindo no duodeno devido a um aumento da
exposicdo ao acido. Essa colonizacao, por sua vez, pode provocar uma inflamacéo que
se correlaciona com ulceras duodenais (EI-Omar et al., 1995; Gillen et al., 1998; Khulusi
et al., 1996; Olbe, 1996; Hamlet e Ohkura et al., 2003).

Esse quadro de gastrite predominantemente antral e hipercloridria € muito
comum na infancia, e € visto muitas vezes como benéfico, pois aumenta a barreira
protetora acida contra outros patégenos, como 0s que causam diarréia (Rothenbacher
et al, 2000). Esse processo pode ser muito conveniente em paises em
desenvolvimento, onde as condicdes sanitarias sao geralmente precarias, e

consequentemente a taxa de diarréia é alta (Rothenbacher et al., 2000).

Quando a inflamacédo envolve também o corpo do estdmago, como em uma
pangastrite, ocorre uma inibicdo na secre¢do de acido devido tanto a supressao na
producdo de histamina, como pelo dano causado nas proprias ceélulas parietais. A
inflamagéo persistente afeta o ciclo celular das células gastricas epiteliais, causando
uma atrofia desse tecido, além de provocar uma perda progressiva das glandulas

gastricas. (Beales e Calam, 1992; Peek et al., 2000; Koike et al., 2001).



1.2. Células tipo-enterocromafins

Atualmente postula-se que as células tipo-enterocromafins (enterochromaffin-like
cells — ECL), inicialmente descritas por Hakanson e colaboradores em 1971, sejam as
células endocrinas dominantes na mucosa oxintica com funcdo de sintetizar e
armazenar histamina e cromogranina A (Cui e Waldum, 2007; Zhao e Chen, 2012). A
producdo de histamina, pelas células ECL, fica sob controle da gastrina, horménio que
estimula a secrecdo de acido cloridrico no estdmago. O eixo de ativacdo gastrina-ECL
tem grande importancia fisiologica e fisiopatoldgica, visto que a gastrina, além de
estimular a sintese e liberacdo de histamina e, portanto aumentar a sinalizacdo para a
producdo de acido gastrico pela célula parietal, também possui efeito tréficos sobre a
mucosa oxintica (Andersson et al., 1999; Zhao e Chen, 2012).

A gastrina é secretada por células G antrais e age sobre as células ECL via
receptor Cckb / Cck,, enquanto a somatostatina outro horménio produzido por células D
€ um modulador das células G (Prinz et al., 1993; Sandor et al., 1994). Outros agonistas
também podem estimular a secrecdo de histamina em ECL, como por exemplo,
acetilcolina, peptideo intestinal vasoativo (VIP) e adrenalina ou noradrenalina (Prinz et
al., 1993; Lindstrom et al., 1997; Lindstrém e Hakanson, 2001).

A histamina é um mediador quimico — amina (CsHgN3) envolvida em varios
processos fisioldgicos, como a regulacédo da secrecado de acido gastrico e modulacao de
reacoes inflamatérias (Kahlson e Rosengren 1968; Soll e Walsh 1979; Schwartz et al.,
1980). A enzima histidina descarboxilase (HDC) € responsavel pela sintese de
histamina nas células ECL (Dimaline e Sandvik, 1991; Prinz et al., 1994). No citoplasma
das células ECL, a histamina fica armazenada em granulos vesiculares e sua liberacao
é dependente de calcio intracelular (Ca?*) via proteina quinase C e AMP ciclico
(Nissinen e Panula 1993). A entrada de histamina nos granulos é realizada por uma
ATPase do tipo V, responsavel por gerar um gradiente eletroquimico que facilita a
entrada deste mediador, quando a ECL é estimulada a histamina é secretada por meio
da exocitose, na qual, os granulos se fundem com a membrana plasmética da célula,
como mostra a Figura 3 (Schwartz et al., 1980; Prinz et al., 1994; Duan Chen et al.,
2006).



Adicionalmente, estudos com agonistas de receptores histaminérgicos em
estbmago mostram que a ativacdo destes resulta em efeitos de proliferagdo celular no
epitélio gastrico (Grandi et al., 2006). Em ensaios com fundo gastrico isolado de rato, a
histamina liberada também atua diretamente em receptores (Hsz) presentes em
terminagBes neuronais no estbmago, alterando a producédo de acido cloridrico (Adami et
al.,, 2004). Assim, acredita-se que seja importante avancar na compreensao dos
mecanismos fisiologicos ou patolégicos que podem modificar o eixo de ativacao

gastrina-ECL.

Histamina

Figura 3. llustracdo esquematica da sintese, armazenamento e liberacdo de histamina
em célula ECL.



1.3. Receptores de adenosina e secrecao gastrica

A adenosina é um nucleosideo, formada pela unido de uma base pdurica
(adenina) e uma pentose (D-ribose), esta desempenha um papel fundamental no
metabolismo energético da célula (Smith, 1991; Mieke et al., 2008). De modo geral, a
adenosina atua como um mensageiro intercelular e sua sintese ocorre durante a
desfosforilacdo do trifosfato de adenosina, ATP (— ADP — AMP — adenosina) tanto no
meio intracelular quanto no meio extracelular através da acdo de uma familia de
enzimas conhecidas como 5'-nucleotidases que séo expressas em diferentes tecidos de
mamiferos (Figura 4), podendo ser encontradas na superficie da membrana e no citosol
da célula (Zimmermann,1992; Mieke et al., 2008).

A adenosina modula varias funcdes fisiolégicas atuando em receptores
adenosinérgicos. Estes receptores acoplados a proteina G sdo classificados em
subtipos Al, A2, A2s e A3 baseados em suas propriedades farmacoloégicas e
propriedades estruturais (Fredholm et al., 2001; Rudich et al., 2012). Estudos clinicos
tém sugerido que alteracdes nos niveis endégenos de adenosina podem influenciar a
formacdo de Ulceras, pois acredita-se que a adenosina iniba a secrecdo de &cido
gastrico, e desta forma atua como um agente gastroprotetor (Namiot et al., 1991). No
entanto, dados recentes mostram que o0 uso de um agonista seletivo para A2, embora
apresentasse efeito gastroprotetor, 0 mesmo ndo esta relacionado a inibicdo da
secrecdo de acido gastrico (Odashima et al., 2006). Em estudos com animais tem sido
observado um efeito inibitorio sobre a secrecdo de acido gastrico, o que parece estar
relacionado a acdo da adenosina em diferentes locais nas diferentes espécies
estudadas. Em cobaias e cées, a agéo parece estar relacionada a um efeito inibitério da
adenosina nas células parietais (Heldsinger et al., 1986; Gerber et al., 1988). Em ratos,
a adenosina parece exercer seu efeito inibitorio por modificar a secrec¢do de substancias

gue controlam este processo, como a gastrina e a somatostatina (Yip e Kwok, 2004).



Novamente, ndo h& relatos se as células ECL expressam receptores para
adenosina e se estas podem também ser moduladas por esta substancia.
Adicionalmente, a adenosina parece estar envolvida no mecanismo de citoprotecao

adaptativa gastrica desencadeado por condi¢cdes isquémicas (Brzozowski et al., 2003).

Os mecanismos de sinalizacdo traduzidos pela ativacdo dos receptores de
adenosina parecem envolver a ativacdo de p38 MAP quinase, um membro das
quinases ativadas por mitdgeno além das vias classicas que levam a geracdo de AMP
ciclico e ativagdo da PLC (Cobb, 2002; Schulte e Fredholm, 2003).

Adenina <

D -ribose
)
e
NUCLEOSIDEO

Figura 4. Diagrama esquematico mostrando a sintese de adenosina através da

desfosforilacdo do ATP.



2. OBJETIVOS

- Avaliar a expresséao de receptores adenosinérgicos em células ECL.

- Verificar se agonistas de receptores adenosinérgicos modificam a secrecdo de

histamina basal ou estimulada por gastrina in vitro.

- Avaliar se agonistas de receptores adenosinérgicos modificam a secrecdo de acido

gastrico in vivo.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados aproximadamente 40 ratos machos Sprague-Dawley, livres de
patégenos especificos, pesando entre 220-320g adquiridos do Centro Multiinstitucional
de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas, SP (UNICAMP). Os animais
foram acondicionados em gaiolas plasticas coletivas, em numero de 3 a 5 animais por
unidade e mantidos no Biotério da Universidade S&o Francisco (USF), com ciclos
artificiais de 12 horas claro e escuro. Os animais se serviram ad libitum de agua e
racdo. Todos os experimentos foram realizados em conformidade com os principios
definidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), e este estudo
recebeu aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade S&o
Francisco, Margo, 2008 (Anexo).

3.2. Obtencéo das células tipo-enterocromafim gastricas

Os animais foram anestesiados com 100 mg/mL™” de Ketamina/ 2% de xilazina
(1:1 v/v) antes dos experimentos. Apds anestesia os ratos foram sacrificados por meio
de deslocamento cervical. Os estbmagos foram entdo removidos e mantidos em
solucéo salina (NacCl, 0,9%). Na sequencia foram lavados novamente em solucao salina
e a juncao gastroesofagica (esdfago e corpo — regido glandular) de cada estdmago foi
unida por meio de sutura — utilizando agulha sem ponta (Inox, 3mm @ e fio de algodao
comum), e esta foi empurrada até a juncédo gastroduodenal (duodeno e corpo — regiao
glandular) com auxilio da agulha e cuidadosamente o estdmago foi invertido, como
mostra a Figura 5 (Margaret et al., 1983; Lindstrom et al., 2001; Stefani et al., 2012).
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A regido gastroduodenal foi suturada, o esfincter pilérico removido e o corpo do
estbmago foi parcialmente descartado. A cada experimento foram utilizados cinco
estbmagos, num total de oito experimentos aproximadamente.

Os estbmagos invertidos foram digeridos com solucdo de Pronase (Roche,
Mannheim, Germany)., em meio A (0.9 mg/mL), em banho-maria a 37°C com agitacéo
constante e borbulhamento de carbogénio. Inicialmente, os estdbmagos foram mantidos
por 30 minutos em 100 mL de meio A contendo: 0,5 mmol/L de NaH,PO,4, 1,0 mmol/L
de Na,HPO,4, 70 mmol/L de NaCl, 5 mmol/L de KCI, 11 mmol/L de glucose, 2 mmol/L de
EDTA, 50 mmol/L de HEPES [pH 7.2], 20 mmol/L de NaHCO3 e 2% de BSA. O meio foi
removido e os estbmagos foram mantidos por 10 minutos em 100 mL de meio B
contendo: 0,5 mmol/L de NaH,PO4, 1,0 mmol/L de Na;HPO4, 70 mmol/L de NaCl, 5
mmol/L de KCI, 11 mmol/L de glucose, 1,0 mmol/L de CaCl,, 1,5 mmol/L de MgCl,, 50
mmol/L de HEPES [pH 7.2], 20 mmol/L de NaHCO3; e 2% de BSA.

Eséfago

Juncao
Gastroduodenal

Regiado cardica
Duodeno

Esfincter pilérico |~ e IEMEnE
Gastroesofagica

Regiao glandular (corpo)

Figura 5. Diagrama esqueméatico mostrando a técnica de estdmago invertido para

obtencéo de células gastricas.

11



Dando sequéncia ao experimento, o0 meio B foi removido e o meio A foi
adicionado, mantido por 15 minutos. O meio A foi removido e o meio B foi adicionado,
mantido por 5 minutos. O meio B foi removido e 0 meio A foi adicionado, mantido por 30
minutos. O meio A foi removido e o meio B foi adicionado, mantido por 15 minutos e
coletado (F6). O meio A foi adicionado, mantido por 10 minutos, e finalmente, o meio B
foi adicionado, mantido por 15 minutos e coletado (F8), como mostra a figura 6.

Sol.A
30min 37°C/CO,

Estomagos »
. %
i Células ! -
igéstricasi
s

Sol. B =
Lamip 97 ©/E0 2 iy [10min 37°C/CO ]
2
Sol.A
10min 37°C/CO, Sol.A
— 15min 37°C/CO,
{ Células | «
- H
;gastrlcas i
. Sol. B
Sol. B 5min 37°C/CO,
15min 37°C/CO, | Sol.A
30min 37°C/CO,

Figura 6. Diagrama esquematico mostrando a técnica de isolamento de células
gastricas utilizando solucdo de Pronase, em banho-maria a 37°C com agitacéo

constante e borbulhamento de carbogénio.
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As fracbes F6 e F8 foram filtradas em malha de nylon de 80 uM. As fracdes
foram centrifugadas (1000 rpm, 4° C) e unidas e as células ressupensas em meio C
contendo: 1,4 mol/L de NaCl, 102 mmol/L de MgSQO4, 100 mmol/L de CaCl,, 15 mmol/L
de HEPES, 11 mmol/L de glicose, 3% de BSA e 0,5 mmol/L de DTT [pH 7.4]. O nimero
de células foi contado em camara de Neubauer e a viabilidade celular observada
utilizando Azul de Tripano (Sigma-Aldrich).

O enriguecimento da suspenséo celular foi realizado utilizando-se a técnica de
elutriacdo utilizando-se centrifuga (Beckman Instruments, Palo Alto, CA, USA) e rotor
(JE-6B / JA-30.50) para elutriacdo, como mostra a Figura 7 (Dorin, M., Beckman
Instruments, 1994). Inicialmente, utilizando a camara Padrdo, injetou-se 5 mL de
suspenséo celular contendo 15 x 10° células/mL com a centrifugacéo a 2000 rpm e
coletaram-se diferentes fracées sendo FO em fluxo de 10 mL/min, F1 em fluxo de 15
mL/min, F2 em fluxo de 20 mL/min e F3 em fluxo de 60 mL/min, sendo que cada fracéo
continha 100 mL do elutriado. As fracbes F2 coletadas foram submetidas a
centrifugacgdo, o pellet resuspenso em Meio C. As fragdes F2 foram unidas para novo
procedimento de elutriacdo utilizando Camara de Sanderson. Neste caso, 5 mL de

mab ””' ¥ )

suspensao celular contendo 2 x10° células/mL foi injetada.

2000 rpm & *15 x 108 celiml

Forga centrifuga ¥ "2 x10° cel/ml Contra fluxo

*F2 e *SF2 - fluxo de 20 mi/min

Figura 7. Diagrama esquematico mostrando a técnica de elutriacdo utilizando-se com

rotor JE/6B e camaras Standard e Sanderson.
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A nova sequéncia de fluxo e as amostras coletadas foram: SFO em 10 mL/min,
SF1 em 15 mL/min, SF2 em 20 mL/min e finalmente, SF3 em 60 mL/min. A fracdo SF2
foi centrifugada, o pellet resuspenso em Meio C para contagem de células. A
suspensao celular SF2 foi utilizada na etapa de purificacdo final utilizando gradiente de
concentracédo de Nycodenz (NycoPrep — Universal; Axis-Shield, NORWAY).

A solucédo estoque de Nycodenz (60%) foi diluida em meio C contendo 10 mg de
BSA e 1,2 mM de MgCl, para uma solucéo final de 15% (1.086 g/mL) e 10,8% (1.056
g/mL). O gradiente foi centrifugado a 1000 rpm, a 4°C, por 11 minutos com aceleracdes
crescentes (1 min. a 500 rpm; seguido de 2 min. a 800 rpm, na sequencia 5 min. a 1000
rpm, depois 1 min. a 800 rpm, 1 min. a 600 rpm e finalizando com 1 min. a 500 rpm),
como mostra a Figura 8. Apds a centrifugacdo foram coletados 3 mL da parte superior
do gradiente. A amostra foi lavada com meio C e ressuspensa para a contagem do
namero de células e verificacdo da viabilidade celular utilizando Azul de Tripano
(Sigma-Aldrich).

1 min

ECL (SF2
(SF2) |

ECL
Nycodenz
10,8% |
Nycodenz Nycodenz
15%

Figura 8. Diagrama esquemético mostrando a técnica de purificacdo com gradiente de

concentracdo de Nycodenz®.
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3.3. Imunocitoquimica

A identificacdo das células ECL foi realizada por imunocitoquimica, como mostra
a Figura 9 (Simerly et al., 2003). Para a realizacdo da analise foi adicionado 100 uL de
suspensdo celular em laminas de microscopia previamente silanizadas com
organosilano (3-aminopropiltrietoxi-silano; Sigma Chemical Co®, St. Louis, MO, USA).
As laminas foram secas em temperatura ambiente. A atividade de peroxidase enddégena
foi bloqueada pela incubacéo das laminas com peroxido de hidrogénio (H,O, -10%) por
20 minutos, seguido de bloqueio com solucédo de leite desnatado a 3% em solucdo
basal, durante 30 minutos. As laminas foram lavadas 3 vezes com PBS. Acrescentou-se
60 pL do anticorpo primario (1:1500 — Anti-Histamine — rabbit; Euro-diagnostica; Cat.no.
B 80-1) e incubou-se por 30 min. a 37°C em camara umida. As laminas foram lavadas
com PBS/0,1% de Tween. Acrescentou-se 60 pL do anticorpo secundario biotinilado
(1:2000 — anti-rabbit; Santa Cruz) e incubou-se por 30 min. a 37°C em camara umida
(cuba de vidro, contendo gase umedecida com &agua destilada). As laminas foram
novamente lavadas 3 vezes em PBS. A imunocitoquimica foi finalizada utilizando os
reagentes do Kit Santa Cruz. As laminas foram coradas com Hematoxilina de Harris
por 30 segundos, depois foram desidratadas e montadas com laminulas para analise

em microscopio 6tico com camera de Video Digital (Nikon DS-Fil 5.0mega pixels).

F2/SF2 Células

N

Contagem - Lamlnas
silanizadas

|
N Antlcorpo secundario

Anticorpo primario
anti-histamina

Figura 9. Diagrama esquematico mostrando a etapa de imunocitoquimica, utilizando o

anticorpo anti-histamina.
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3.4. Extracdo de RNA, sintese de cDNA e PCR em tempo real

As células tipo-enterocromafins géastricas foram armazenadas em RNAlater
(QIAGEN, Valencia, CA, USA) a -80°C até o momento da extragcdo do RNA. Esta foi
feita usando-se o RNeasy® tissue kit (QIAGEN) seguindo o protocolo do fabricante.
Apés a extracdo, ~100 pg de RNA foram usados para a sintese do cDNA usando o High
Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

A andlise de expressdo dos genes que codificam receptores de adenosina, A,
Az, Azg € Az e do gene constitutivo B-actina foi feita por meio da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real. Os primers utilizados neste estudo foram desenhados
com o auxilio do site https://orf.invitrogen.com/lux/ e estdo mostrados na Tabela 1. As
amostras foram cicladas no equipamento 7300 Real-Time PCR System e analisadas
com o auxilio do RQ Study Software (Applied Biosystems). Os experimentos foram
feitos em triplicata, e as amostras foram normalizadas usando-se o controle constitutivo
B-actina. A expressdo relativa foi calculada de acordo com a férmula 2RE)2RNEN
(Buckhaults et al., 2001).

A reacdo da PCR em tempo real foi feita usando o Platinum® gPCR Supermix
UDG (InvitrogenTM Life Technologies, Alameda, CA, EUA) seguindo as especificacdes
do fabricante. Em resumo, para um volume final de 50 pyL foram adicionados 25 uL do
Platinum® SuperMix, 10 nM de cada primer (Tabela 1) e 100 ng do cDNA. Para
amplificagéo foi usado o ciclo descrito a seguir: 2 min a 50°C de pré-tratamento de UDG
(Uracil-DNA Glicosilase) e desnaturacdo de 2 min a 95°C, seguido de 45 ciclos de
desnaturacao a 95°C por 15 s, anelamento a 59°C por 15 s, e uma extensao a 72°C por
30 s, seguida de uma analise de curva de melting (40 ciclos com um decréscimo de 1°C
a cada 15 s iniciando-se em 95°C). Através desta analise foi possivel averiguar a
especificidade da reacdo de amplificacdo, uma vez que o fluor6foro usado emite luz

sempre que um dimero de DNA é formado.
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Tabela 1. Primers usados na reacao de PCR em tempo real.

Gene Primer Sequéncia (5’— 3’)
Sense GCTACAGCTTCACCACCACA
B-actin
Antisense TCTCCAGGGAGGAAGAGGAT
Sense AGAAGTCACCTCCCCCAGAT
Histidina Descarboxilase
Antisense TCAGCTTTTTGAAGCCACCT
Sense ACAAACCTGGTCCGTGCTAC
Cckbr
Antisense TAGGTAGAGTTCGCGGGAGA
Sense GGATCGATACCTCCGAGTCA
Receptor Al
Antisense CAAGGGAGAGAATCCAGCAG
Sense CAGATCCCCTGGAGAAGTCA
Receptor A2a
Antisense CAGCCCTTTCCTCACAAGAG
Sense CCTTTGGCATTGGACTGACT
Receptor A2g
Antisense CAGGGCAGCAGCTCTTATTC
Sense TCTGTGCTGTAGTGGGCAAC
Receptor A3
Antisense CAACAGCAATGTCAGCCAGT
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3.5. Cultura primaria de células tipo-enterocromafins gastricas

As células foram cultivadas em placas de 96 pocos previamente preparadas com
Matrigel® (1:10) por 48 h (Figura 10). O meio de cultura utilizado consistia de DMEM-
Ham’s F12 (1:1) suplementado com 2% de soro fetal bovino, 2 mM de glutamina, 100
IU/mL de penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina, 250 ng/mL de anfotericina B, 10
mg/mL de insulina, 5,5 mg/mL de transferrina, 5 ng/mL de &cido selenico, 0,5 mg/mL de
soro albumina bovina, 15 mM HEPES, 10 mM fosfato de 5-pyridoxal e 100 pM gastrin-
17. Duas horas antes da realizacdo dos experimentos, o0 meio de cultura foi substituido

por meio fresco sem suplementos.

ECL 30min.
2,5 x 10° celiml Agonistas / Antagonistas

-

-

Placa de 96 pocos 2h antes

Lavagem placas 3x.
(meio s/ suplemento)

-

% BD W

Placas tratadas (Matrigel/1:10) ’ Incubagao (estufa 37°C/5%CO,)
24h antes Meio suplementado (48hs)

Figura 10. Diagrama esquematico mostrando a etapa de cultura primaria, utilizando
Matrigel® (1:10) e DMEM-Ham’s F12.
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3.6. Ensaios de secrecdo de histamina

Apés 48 h de cultura, as células foram estimuladas com gastrina na
concentracdo final de 10 nM na presenca ou auséncia dos agonistas e antagonistas
adenosinérgicos: 2-cloroadenosina (seletivo Al), NECA (A2), CGS21680 (A2,) e IB-
MECA (A3) por 30 min (estufa a 37°C / 5% CO,). O sobrenadante da placa de ELISA foi
coletado e estocado para posterior analise de histamina. A histamina liberada foi
mensurada utilizando Kit comercial de Imunoensaio (SPIbio - Bertin Phama, Cayman
Chemicals). Em outro experimento, as células foram pré-tratadas com o antagonista
DPCPX (8-Cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine, Sigma-Aldrich) na concentragédo de 1 um
por 10 min. antes de receberem o agonista 2-cloroadenosina nas concentracdes de 1 e

3 pum.

3.7. Avaliacdo da secrec¢do de acido gastrico in vivo: Ligadura de piloro.

A avaliacao da acdo dos agonistas adenosinérgicos sobre a producdo de acido
gastrico foi feita em animais com ligadura de piloro. Os animais foram colocados em
jejum nas 24 horas que antecederam a realizacdo da cirurgia. Ap6s inducdo de
anestesia com uma mistura de quetamina e xilasina 1:1 (v/ip) 0,1 mL/kg de peso
corporal, os animais tiveram o abdémen aberto e o piloro ligado conforme descrito por
MAROSTICA e colaboradores em 2007.

Decorrido 1 hora da cirurgia e passado o periodo de sedacdo cada animal
recebeu através de sonda orogastrica, utilizando canula de gavage, um volume de 1 mL
dos agonistas adenosinérgicos 2-cloroadenosina, Neca e IB-Meca nas concentracdes
de 30 pg/kg, 30 pug/kg e 10 pg/kg, respectivamente. Os controles receberam 1 mL de
agua e DMSO (veiculo utilizado para diluicdo das drogas/agonistas) pela mesma via.
Os animais foram sacrificados 4 h apés o procedimento e o conteudo gastrico foi
coletado para determinacdo da acidez. A quantidade de &cido gastrico foi determinada

por titulacdo com 0,01 M de NaOH (hidréxido de sédio) em pHmetro até pH 7,0.
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3.8. Ensaio de MTT

A toxicidade celular foi avaliada usando o teste de reducdo do sal tetrazdlio
(MTT; 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Sigma-Aldrich). As
células foram cultivadas como descrito e, ap0s a retirada do sobrenadante, foi
adicionado MTT (5 mg/mL em PBS). As células foram incubadas durante 3 h, a 37°C e
5% de CO,, apos este tempo foram adicionados a cada poco, 100 uL de SDS - dodecil
sulfato de sodio a 10% em HCI (0,01 M). As amostras foram entdo incubadas durante
18h a 37°C e 5% de CO, a absorbancia foi medida a 540 nm utilizando leitor de

microplacas (Multiscan MS; Labsystems, Joensuu, Finlandia).

3.9. Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média, acompanhado do respectivo erro
padrdo da média (EPM) de n experimentos. Diferencas estatisticamente significantes
foram determinadas utilizando-se analise de variancia (ANOVA), teste t de Student néo-
pareado ou teste de Dunnett para comparacdes mdltiplas. Valores de p<0,05 foram

considerados significantes.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Rendimento e pureza da suspenséo celular obtida

O rendimento final de células apds o gradiente de concentragéo foi de 3,83 + 1,7
10° células (n=5). A viabilidade final da suspens&o celular gastrica foi superior a 90% e
a analise por imunocitoquimica utilizando o anticorpo anti-histamina, indicou que 90,0 +

2,52 % das células presentes eram ECL.

Nossos resultados estdo de acordo com relatos de literatura que apontam para a
obtencéo de suspensao celular final contendo 90-95% de células ECL (Kidd et al., 1997;
Lindstrom et al., 2001).

A reacado de imunocitoquimica, utilizando o anticorpo anti-histamina, foi realizada
como forma de monitorar o processo de obtencdo de uma suspensao enriquecida de
células ECL (Figura 10). A biossintese de histamina nas células ECL é realizada pela
acao da enzima histidina descarboxilase (HDC). Ensaios in vivo e in vitro mostram um
aumento da transcricdo do gene da HDC quando as células ECL sao estimuladas por
gastrina (Dimaline e Sandvik, 1991; Prinz et al., 1994).
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Figura 11. Imunocitoquimica de células ECL da fragcdo SF2 (cor marrom) utilizando o

anticorpo anti-histamina (400x.).
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4.2. Andlise da expresséo dos genes por PCR em tempo real

Inicialmente analisamos a expressdo do gene para enzima histidina
descarboxilase (HDC) e para o receptor de gastrina/colecistocinina B (Cckbr) que
sabemos serem genes expressos nas células ECL (Lambrecht et al., 2007). Esta
analise confirmou a presenca de ECLs purificadas, pois foi superior a expressao destes

mesmos genes ha suspensao celular bruta (Figura 12).

A expressédo dos genes de receptores de adenosina foi determinada tanto nas
ECLs como na suspensdo celular bruta. Nota-se que a expressdo do gene para o
receptor Al foi maior nas ECLs do que na suspensao celular bruta (Figura 13). Nao ha
relatos na literatura descrevendo a expressao ou funcdo dos receptores de adenosina
em ECLs, mas sabe-se que a expressao do receptor Al € baixa em analises feitas com

estdbmago total (Dixon et al., 1996).

Os receptores Al e A2, S80 expressos na mucosa antral e corporal gastrica, e no
plexo entérico, na qual, células G e D expressam receptor Al e as células D expressam
o receptor A2 (Yip et al., 2004). Receptores de adenosina também sdo expressos em
células parietais caninas e acredita-se que estes estejam envolvidos com a inibicdo da

secrecédo do acido gastrico (Gerber et al., 1988).
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Figura 12. Expressao génica em células nao purificadas (apos dispersdo enzimatica)
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de estdbmagos de ratos. O nivel de expressdo de cada gene normalizado pelo nivel de

expresséo do gene B-Actina. Cada barra representa o desvio padréo de 2 experimentos

realizados.
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Figura 13. Expressédo génica em células ECL purificadas de estdmagos de ratos. O
nivel de expresséo de cada gene foi corrigido pelo nivel de expressao do gene B-actina.
Cada barra representa a média de 4 experimentos realizados, acompanhado do seu

respectivo erro padrdo da média.
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4.3. Efeito dos agonistas adenosinérgicos na secrecao de histamina em células ECL

A funcionalidade dos receptores de adenosina foi avaliada através de ensaios

com agonistas e antagonistas em células mantidas em cultura primaria.

Os agonistas de receptores de adenosina foram capazes de modificar a
secrecdo de histamina em células ECL. O agonista seletivo do receptor (Al), 2-
cloroadenosina, inibiu a secrecdo de histamina basal e estimulada por gastrina na
concentragéo de 3 pM (Figura 14). Observamos a reversao da inibicdo da secrecgdo de
histamina quando utilizamos o antagonista do receptor (A1), DPCPX na concentracao
de 1 uM (Figura 15).

Ao avaliarmos o agonista do receptor (A2), NECA, ndo observamos efeito sobre
a secrecdo de histamina basal ou estimulada pela gastrina (Figura 16). Quando
utilizamos IB-MECA, agonista de receptor (A3), a liberacdo de histamina induzida por

gastrina foi reduzida quando comparado com o controle sem agonista (Figura 17).

Os receptores de adenosina parecem mediar efeitos protetores na mucosa
gastrica, inibindo a secrecdo de &cido gastrico e modificando a liberacao de peptideos
regulatorios (Yip et al., 2004). A compreensao da funcionalidade destes receptores em
ECL e a utilizacdo de agonistas ou antagonistas como ferramentas farmacol6gicas pode
contribuir para o desenvolvimento de novas drogas com base na modulacdo destes

receptores e contribuir no avango do entendimento da fisiopatologia géastrica.
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Figura 14. Secrecao de histamina basal e ap6s estimulo com gastrina em células ECL na presenca
de agonista de receptor de adenosina, Al (2-cloroadenosina, 1 e 3 uM). Cada barra representa a
média de 4 experimentos realizados, acompanhado do seu respectivo erro padrdao da média.
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Figura 15. Secrecdo de histamina basal e apds estimulo com gastrina em células ECL na
presenca de antagonista (DPCPX, 1 puM) de receptor de adenosina, Al (2-cloroadenosina, 3

uM). Cada barra representa a média de 4 experimentos realizados, acompanhado do seu
respectivo erro padrdo da média.
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Figura 16. Secrecdo de histamina basal e apds estimulo com gastrina em células ECL na
presenca de agonista de receptor de adenosina, A2 (NECA, 10 e 100 nM). Cada barra
representa a média de 4 experimentos realizados, acompanhado do seu respectivo erro padrao
da média. * p<0,05 quando comparado com a secrecédo basal de histamina.
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Figura 17. Secre¢cdo de histamina basal e ap6s estimulo com gastrina em células ECL na
presenca de agonista de receptor de adenosina, A3 (IB-MECA, 100 e 1000 nM). Cada barra
representa a média de 4 experimentos realizados, acompanhado do seu respectivo erro padrao
da média. * p<0,05 quando comparado com a secrecdo basal de histamina e # p<0,05 quando

comparado com o controle na presenca do agonista.
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4.4. Efeito dos agonistas adenosinérgicos sobre a viabilidade celular utilizando ensaio
de MTT.

As doses dos agonistas adenosinérgicos que resultaram em inibicdo da
secrecdo de histamina em células ECL em cultura primaria foram avaliadas quanto a
um possivel efeito citotdxico utilizando o Ensaio de MTT. Verificou-se que as doses
empregadas nao apresentam efeito citotoxico sobre as células, excluindo a
possibilidade de que o efeito inibitério observado seja decorrente de acdes toxicas
(Tabela 2).

Tabela 2. Efeito dos agonistas adenosinérgicos sobre a viabilidade celular utilizando

ensaio de MTT.

Reducao de MTT

Tratamento (OD /2,5 x 10°cel/mL)
Veiculo 0,597+0,098
IB-MECA (100 nM) 0,608+0,101
IB-MECA (1000 nM) 0,572+0,197
2-CLOROADENOSINA (1 pM) 0,575+0,175
2-CLOROADENOSINA (3 puM) 0,530+0,144
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4.5. Efeito dos agonistas adenosinérgicos na secrecdo de acido gastrico in vivo.

In vivo a inibicdo da secrecdo de acido gastrico em animais com ligadura de
piloro foi observada utilizando o agonista seletivo Al, 2-cloroadenosina quando
comparado com o grupo controle, que recebeu somente agua e DMSO (Figura 18).
Outro estudo (Westerberg e Geiger, 1989) utilizando agonistas (analogos) de adenosina
em modelo de ligadura de piloro em ratos, observou-se a mesma inibicdo da secrecéo

de &cido cloridrico utilizando o agonista 2-cloroadenosina.
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Figura 18. Avaliacdo da secrecdo acida em animais dos grupos controle, 2-
cloroadenosina (30 pg/kg), Neca (30 pg/kg) e 1B-Meca (10 pg/kg). Dados expressos
como média acompanhada de erro padrao da média (EPM) de n=3 e * p<0,05.
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5. CONCLUSOES

Células ECL isoladas da mucosa gastrica de ratos expressam RNAmM para

receptores de adenosina, sendo alta a expresséo do receptor Al.

Funcionalmente, a ativacéo de receptores Al resulta em inibicdo da secrecao de
histamina basal ou estimulada pela gastrina em células ECL, sendo o antagonista

seletivo de receptor de adenosina Al capaz de reverter tais efeitos.

O agonista de receptor A1 também foi capaz de inibir a secrecdo de acido
gastrico in vivo, sugerindo que receptores de adenosina possam mediar efeitos
protetores na mucosa gastrica, constituindo potenciais alvos terapéuticos para a

inibicdo da secrecdo de acido géstrico.
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