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INTRODUCAO

MATERIAIS E METODOS

#A NTPDase 2 é
ectonucleotidase
transmembrana com seu sitio
catalitico voltado para o meio
extracelular e tem a funcao de
hidrolisar nucleotideos tri em
di-fosfatados, e, em menor
proporcao (30:1), di em mono-
fosfatados.

#E expressa em grandes
quantidades em astrocitos,
porém praticamente nao é
expressa em gliomas.

# Supoe-se que além da funcao
de hidrolise também esteja
envolvida em outras funcoes
celulares.
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# Adesao célula-célula: as células transduzidas com NTPDase2-EGFP foram
fotografadas utilizando microscépio confocal e a quantidade de
fluorescéncia entre as células e nas areas de membrana livre foram
mensuradas utilizando o software Image)

# Adesao célula-matriz: a placa contendo astréocitos e polilisina foi
preparada no dia anterior ao ensaio. As células (1 x 10%) foram plaqueadas
sobre plastico, polilisina e matriz secretada por astrdcitos. Foram
utilizados astrdcitos de 3 regides distintas do cérebro: cértex (Cx),
cerebelo (Ce) e hipocampo (Hi). A adesao foi mensurada pelo método do
Cristal de Violeta.

# Ensaio de migracao celular (Scratch-wound assay): um risco sob a
camada de células Hek293 transduzida com NTPDase2-EGFP ou apenas
com o vetor EGFP foi realizado com o auxilio de uma ponteira de 200ul.
Depois as células foram lavadas para a remocao de debris e colocadas
novamente na incubadora. Em tempos pré-determinados as areas riscadas
foram analisadas e fotografadas.

|  CONCLUSOES

RESULTADOS

# A NTPDase2 concentra-se

Embora as células Hek293
transduzidas com NTPDase?2

principalmente nos pontos
de adesao célula-célula
(Fig.1).

# A enzima
adesao das células em
todos os substratos,
incluindo aqueles onde ha
elevada expressao da
NTPDase2 (monocamada de
astrocitos) (Fig.2)

# Nao é possivel mensurar 0

diminui a

apresentem uma adesao
diminuida aos substratos e
matrizes testadas e também
as células de astracitos, cuja
expressdo de NTPDase2 é
elevada, a microscopia
confocal revela uma possivel
interacao entre as moléculas
de NTPDase2, sugerindo seu
papel como uma molécula de

adesao do tipo homofilica

se essa enzima é capaz de
alterar a capacidade de
migracao através do

Scratch Wound Assay na

Figura 1: A - grafico mostrando a esquerda a concentragao
de EGFP no centro/2 e a direita a correlacdo da mesma
célula na area de membrana livre. B e C - representacdo
das fotomicrografias com escala de intensidade.

PERSPECTIVAS

# Realizar imunohistoquimica

linhagem Hek293 (Fig.3).

ou imunofluorescéncia com

Adesdo das Heks transduzidas com NTPDase2
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Figura 2: Adesdo de Hek293 e Hek
transduzida com NTPDase2 sobre plastico,
matriz de polilisina, monocamada de

astrocitos em cultura ou matriz secretada
por astrécitos de Hipocampo (Hip), Cortex
(Cx) e Cerebelo (Cer). Apos os tempos de 15
minutos sobre astrocitos e 30 minutos para
os demais, as células ndo aderidas foram
removidas e as aderidas foram fixadas,
coradas e a absorbancia lida em 570 nm.

anticorpos de adesdo para ver

EGFP NTPDase2-EGFP co-localizacao com a

oh NTPDase2.
# Realizar adesao em outros

3h substratos.

# Tentar outras metodologias
para migracao.
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Figura 3: Ensaio de migracdo celular do tipo
Scratch  Wound Assay em  Hek293
transduzida com EGFP fusionada ou ndo a
NTPDase2. As fotomicrografias mostram

que no decorrer do tempo ndo houve
migracdo em direcdo ao centro de cada |

SUPORTE FINANCEIRO

imagem. Houve proliferacdo acentuada em
ambas linhagens.




