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RESUMO

O IGF-I é um fator de crescimento que esta envolvido com o
processo de sobrevida, de proliferacdo e de diferenciacéo celular. A proposta
do nosso trabalho foi estudar, in vitro, o papel do IGF-I na proliferacdo de
células da retina de ratos neonatos. Nossos resultados demonstram que o
tratamento com IGF-I aumenta a proliferacdo em aproximadamente 50%
sendo esse efeito tempo e dose dependentes. A melhor resposta obtida foi
com a concentracao de 10ng/mL por um periodo de 24 e 48 horas. Apos 72
horas de tratamento o efeito do IGF-I ja ndo era mais evidenciado. As vias
da PI3K, fosfolipase C, PKC 6, MAPK, JNK e Src estdo envolvidas no efeito
do IGF-l. A acado do IGF-I depende da ativacdo da metaloproteinase 9, da
ativacdo dos receptores de EGF, da secrecéo vesicular de polipeptideos e
da internalizagcdo de receptores. Em conjunto, nossos resultados nos
permitem concluir que o efeito proliferativo do IGF-I sobre células da retina
depende da ativacdo dos receptores de EGF e envolve inimeras vias de
sinalizacdo intracelular. A transitoriedade do efeito do IGF-I sobre a
proliferacdo celular sugere que este fator possa controlar o processo de

proliferagéo e até mesmo induzir a diferenciagédo de células da retina.
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ABSTRACT

IGF-I is a growth factor playing a role in cell survival, cell
proliferation and cell differentiation. The purpose of this work was to study,
in vitro, the effect of IGF-I on retinal cell proliferation. Our results show that
treatment with IGF-I induces a 50% increase in cellular proliferation. This
effect was dose and time dependent. The greater response was obtained
with 10ng/mL IGF-I after 24-48h in culture. However after 72h, cultures
treated with IGF-1 did not exhibit an increase in cell proliferation. The effect
of IGF-I involves the stimulation of several intracellular pathways including
activation of PI-3 kinase, phospholipase C, PKC 6, MAPK, JNK and Src.
Our results suggest that following IGF-I treatment the metalloproteinase 9
and EGF receptors are stimulated. When we either blocked the vesicular
release of polypeptides or the internalization of membrane receptors the
effect of IGF-I was inhibited. Taken together our results show that the
proliferative effect of IGF-1 depends on the activation of EGF receptors and
on the activation of distinct intracellular pathways. Since the IGF-| effect
was observed only during the first 48h in culture we may suggest a
regulatory role of this trophic factor in the control of cellular proliferation of

retinal cells.
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1- INTRODUGAO

O desenvolvimento do sistema nervoso € promovido e regulado por
diferentes moléculas e macromoléculas que, através de mecanismos de
sinalizagdo quimica tanto humorais como celulares, regulam os distintos
eventos deste processo. O conhecimento das vias de sinalizagdo permite
uma maior compreensao dos mecanismos bioquimicos envolvidos e
certamente contribuira para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas,
capazes de corrigir desvios no processo de sinalizacdo presentes em
diversos quadros patoldgicos. Desta forma, os estudos acerca das vias de
sinalizacdo utilizadas tanto por neurotransmissores como por citocinas

passou a ter uma importancia crucial.

A sinalizagdo quimica modula direta ou indiretamente a expressao
génica, sendo a primeira etapa deste fendmeno o acoplamento de
moléculas sinalizadoras com seus receptores especificos (Rose-John and
Heinrich, 1994; Heaney and Golde, 1993 para revisdo). Assim sendo, 0
microambiente celular desempenha um papel determinante durante todo o
desenvolvimento. Diferentes ou semelhantes moléculas agindo em
diferentes receptores modulam de forma positiva ou negativa processos
que compdem o complexo desenrolar do desenvolvimento. Didaticamente,
podemos ordenar este processo em diferentes etapas tais como: geracao

de células progenitoras, proliferacdo, migracéo, diferenciacdo, selecdo de



determinadas populacbes através do mecanismo de apoptose,
estabelecimento de interagdes definitivas e manutengao destas interacdes
durante toda a vida adulta (Ip and Yancopoulos, 1994; Rose-John and

Heinrich, 1994; Korshing, 1993).

1.1 - Retina

O tecido retiniano tem sido, ao longo de muitos anos, um importante
objeto de estudo de muitos pesquisadores. Este tecido sensorial é de vital
importancia pois possibilita a transducado do sinal luminoso em atividade
elétrica, que apds uma série de etapas de processamento da informacéo,
em diferentes regides do sistema nervoso central, nos confere o sentido
amplo da visdo. Desta maneira, o entendimento dos mecanismos que
medeiam o processo de desenvolvimento deste tecido nos permite
conhecer com mais propriedade este processo e nos da possibilidade de
propor estratégias terapéuticas, que nos ajudem a interferir em patologias

que acometem a retina.

A retina caracteriza-se por ser um tecido muito bem organizado que
tem sua origem no ectoderma neural embrionario, 0 mesmo que origina o
sistema nervoso central (Dowling, 1991). Esse tecido tem uma localizacéo
privilegiada o que permite sua facil obtencédo ja que é relativamente facil

separa-la do tecido conjuntivo adjacente e nao existem contactos, dentro



do globo ocular, com outras populagdes neuronais e gliais. Esse tecido
também apresenta uma outra caracteristica muito importante que é a
presenca de cinco grandes populacées de células nervosas e uma
populacdo predominante de células gliais constituida pelas células de
Muller. Além disso, como muitos grupos fazem uso deste modelo, existe
uma grande quantidade de informacbes sobre este tecido o que permite
comparar e correlacionar os resultados experimentais novos com os dados
presentes na literatura (Adler, 1993; Cepko, 1993; Dowling, 1991 para

revisao).

A semelhanca do que ocorre em outras regides do sistema nervoso
central, as células que constituem o tecido retiniano diferenciado (figura 1)
estao organizadas em camadas como descrevemos a seguir:

- camada nuclear externa (CNE) —nesta camada estéo

presentes os corpos celulares dos fotorreceptores que se
dividem em dois subtipos: os cones e 0s bastonetes .

- camada plexiforme externa (CPE) — é formada pelos
prolongamentos das células bipolares, horizontais e dos
fotoreceptores que fazem contatos sinapticos entre si.

- camada nuclear interna (CNI) — é constituida por células
bipolares, horizontais, amacrinas e as ganglionares

deslocadas. Células de Muller apresentam seus corpos



celulares nesta regido e seus processos perpassam as
demais camadas da retina.

- camada plexiforme interna (CPl) - nesta camada os
prolongamentos de células bipolares, amacrinas e
ganglionares fazem contatos sinapticos.

- camada de células ganglionares — nela estdo localizadas
as células amacrinas deslocadas e as células ganglionares

(Dowling, 1991 para revisao).

ANEEEL @y  CNE

CaYe iy~ CPE

CNI

CPI

CCG

Figura 1: Esquema simplificado da retina de vertebrados. Representacao dos diferentes
tipos celulares, bem como as camadas celulares e sinapticas da retina neural (CNE,
camada nuclear externa; CPE, camada plexiforme externa; CNI,camada nuclear interna;
CPI, camada plexiforme interna; CCG, camada de células ganglionares. Esquema
gentilmente cedido por Gustavo de Rezende Corréa e Carla Valéria Vieira Guilarducci-
Ferraz.



Estudos sobre a neurogénese em retinas de ratos demonstraram
que as primeiras células a serem geradas sdo as ganglionares. Elas se
diferenciam entre o dia embrionario E14 e E20 (Reese and Colello, 1992).
As células amacrinas surgem entre o dia E14 e E22 (Reese and Colello,
1992), ja as células horizontais entre E16 a E20 e os cones entre E14 e 0
dia pds-natal 0 (P0) (Cepko,1993). As células bipolares, os bastonetes e as
células de Mdller tém sua geracado compreendida entre E20 e P13 (Cepko,

1993).

A medida que o conhecimento acerca das interacdes entre as
células neuronais e gliais foi avancando, tornou-se claro que estas duas
populacdes apresentam vias de sinalizacao cooperativas o que possibilita a
manutencdo da homeostasia do sistema. No caso especifico do tecido
retiniano, a literatura demonstra claramente que as células de Miiller
expressam receptores para neurotransmissores e fatores troficos,
produzem diferentes citocinas e desempenham um papel importante na

sobrevida e na diferenciacao neuronal (lkeda and Puro, 1995).

1.2- Proliferacao Celular

Desde ha muito tempo que o processo de divisdo celular tem

despertado a curiosidade de varios pesquisadores. E intrigante constatar a

capacidade das células de se perpetuarem de forma tdo bem orquestrada.



Ao longo de anos, varios pesquisadores se dedicaram a decifrar os
mecanismos envolvidos na progressdo e no controle do ciclo celular.
Atualmente, apesar de nao se saber descrever com precisao todos 0s
eventos, ja se sabe bastante sobre este processo e a compreensao dos
mecanismos que regulam positiva e negativamente este fendmeno vém

sendo desvendados (Alberts et al., 2002).

Em 1951, Howard e Pele descreveram pela primeira vez o ciclo
celular e o dividiram didaticamente em duas fases distintas
respectivamente denominadas de mitose e de intérfase. Com o passar dos
anos cada uma das fases foi melhor caracterizada e os diferentes
mecanismos envolvidos foram paulatinamente desvendados (Golias et al.,

2004 para revisao).

Resumidamente podemos caracterizar a mitose como uma fase
distributiva e a intérfase como uma fase preparatéria. Durante a intérfase
ocorre a sintese do DNA e este periodo recebe a denominacéo de fase S.
Aos dois intervalos de tempo entre a fase de mitose e a fase S atribuiram-
se os nomes de fase G1 e G2 respectivamente. A fase S pode ser
estudada através da incorporacdo de timidina tritiada tanto em ensaios
bioquimicos como em ensaios autoradiograficos e também pode ser
observada, no tecido ou em cultura, através da técnica de BrdU que

permite quantificar o niumero de células em proliferagdo (Rehen, 2001;



Golias et al., 2004 para revisdo). Na figura 2 estéo ilustradas as diferentes

fases do ciclo celular.

Figura 2: Estagio do ciclo celular. Fase M (mitose); fase S (sintese de DNA); G1: o
primeiro intervalo apés a mitose e antes da proxima fase S; G2: o segundo intervalo,
ocorre apés a sintese de DNA e antes da préxima mitose (Esquema retirado do capitulo

escrito por Rehen, 2001).

Para que as células possam ser geradas de forma correta é
imperativo que o ciclo celular transcorra de forma harmoniosa. Cada uma
das etapas necessita ser controlada para que temporalmente tudo ocorra
de forma precisa. Para tal, as células produzem proteinas que regulam,

estimulam e inibem o ciclo celular. Dentre essas proteinas podemos



destacar as ciclinas, as cinases dependentes de ciclina (Cdks), os
inibidores de cinases dependentes de ciclinas (CKI) e produto dos genes
supressores de tumor,0o p53 e a pRB (Golias et al., 2004). Sinais
provenientes do meio extracelular podem e regulam a expressdo destas
proteinas fazendo com que as células entrem ou saiam do ciclo mitético
(Golias et al., 2004 ). A fase mitética do ciclo celular inclui dois estagios: um
de divisdo celular denominado de mitose e um de divisdo citoplasmatica
gue é a citocinese. A ordem desses eventos é muito importante pois néo
seria possivel ocorrer a citocinese antes da segregacao dos cromossomos
durante a mitose. Um mecanismo responsavel para que essa ordem seja
mantida é o controle do ciclo celular através da inativacdo de algumas
proteinas requeridas para mitose (Alberts et al.,, 2002 para revisdo). Os
mecanismos que regulam o ciclo celular podem ser divididos em:
extracelulares, do qual fazem parte os fatores de crescimento e o0s
intracelulares, do qual fazem parte os produtos dos oncogenes e dos anti-

oncogenes (Golias et al., 2004).

No final da década de 80 foram encontradas proteinas cinases
dependentes de ciclina (Cdk do inglés cyclin dependent kinase). A
promoc¢ao da mitose depende portanto de um complexo protéico formado
por uma ciclina e por uma proteina cinase dependente de ciclina. O
complexo ciclina — Cdk é ativado por uma alteracdo no seu padrdo de

fosforilacdo (Alberts et al., 2002; Golias et al., 2004 ).



Em 1980, Hunt e seus colaboradores observaram que havia uma
grande variagdo na sintese protéica durante o ciclo celular. A cinética desta
variacao era bastante interessante pois, enquanto a maioria das proteinas
se acumulava ao longo do ciclo celular, havia uma categoria que
apresentava um padréo ciclico o que os levou a chama-las de ciclinas As
ciclinas se acumulam na intérfase, tém seu pico na mitose (transicao entre
a metafase e a anafase) e logo a seguir sdo degradadas. Essas proteinas
apresentam uma regido conservada, a “Box” ciclina e apresentam peso

molecular na faixa de 56kDa (Golias et al., 2004).

A ciclina A é capaz de ativar duas diferentes Cdks e tem efeito na
fase S e na mitose. Na fase S a fosforilacdo de componentes da
maquinaria de replicagdo do DNA, tal como o CDC6 pelo complexo ciclina
A-Cdk desempenha um importante papel para o inicio da replicacdo do
DNA. A ciclina A1 é expressa na meiose e na embriogénese precoce € a
ciclina A2 é encontrada em células somaticas proliferantes. Na mitose a
ciclina A também é capaz de regular a estabilidade da ciclina B (Golias et

al., 2004; Giacinti and Giordano, 2006).

Acredita-se que a ciclina B2 desempenhe um papel na
remodelagem do Golgi durante a mitose enquanto a ciclina B1 controla
outras fungdes desse tipo de ciclina. As ciclinas do tipo D tém meia vida

curta e a sua sintese e ligacdo com Cdk4 ou Cdké em G1 é dependente da



sinalizagdo mitogénica. Os niveis de ciclina E encontram-se elevados na
progressao das fases G1/S. Até o momento aproximadamente 16 ciclinas
foram descobertas restando identificar as suas funcées e o modelo de

ligacao (Golias et al. 2004, Giacinti and Giordano 2006).

Além do desenvolvimento normal do ciclo celular existem
mecanismos denominados de pontos de checagem que verificam pontos
estratégicos onde possam ocorrer falhas. Esses pontos possibilitam a
identificacdo da falha e a sua correcédo, impedindo que ela se perpetue.
Caso algum erro seja detectado, a passagem para a fase seguinte é
atrasada, possibilitando assim o reparo do erro e evitando um dano maior
caso O problema prosseguisse. Trés pontos de checagem sé&o
fundamentais. Um ponto de checagem é o G2, que verifica se o DNA foi
replicado de maneira correta e se 0 ambiente é favoravel permitindo que a
célula entre na fase M. O complexo que atua nesse ponto é ciclina
B1/Cdk1. Um outro ponto € o de metafase onde se verifica a ligacdo dos
cromossomos ao fuso mitético, e o ultimo ponto é o de G1 que certifica se
o ambiente esta favoravel para a célula entrar na fase S. A saida de G1 é
controlada pelo complexo ciclina D/Cdk4/6 enquanto a transicao G1/S e a
progressao através da fase S é controlada pelo complexo ciclinas A e E e
Cdk2 (Alberts et al., 2002; Sanchez and Dynlach, 2005). Na tabela abaixo
podemos observar claramente a importédncia e fungdo dos complexos

ciclina/CDK.
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CDK Ciclina Fase do ciclo celular Espécie Substrato
CDC28 | CLN1/CLN2 G1/S S. cerevices Siclp
CDC28 | CLB5/CLB6 Fase S S. cerevices Cdc6 e Swibsp
CDC28 | CLB1/CLB2 M S. cerevices Pds1

Si1, RNA Polll,Emil

CDK1 B1/B2 G2/M Vertebrados

Condensina TFIIIB
CDK2 A2 SeFase M Vertebrados CDC55
PRC1, NPAT,
CDK2 E1/E2 Fase S Vertebrados
CP110, RB

CDK4 D1/D2/D3 Transicdo G1/S Vertebrados RB, UBF

CDKe6 D1/D2/D3 Transicdo G1/S Vertebrados RB, UBF

Tabela 1: Correlagao entre ciclinas, Cdks, fases do ciclo celular, espécies estudadas e

substratos (Sanchez and Dynlacht, 2005).

A fase G1 desempenha um importante papel no direcionamento que

a célula vai tomar. Ou ela da sequéncia ao processo e evolui no ciclo ou ela

para e entra em um estado quiescente. Este estado é denominado de GO.

Entretanto, também pode haver parada do ciclo celular nas fases S, G2 ou

M. Esse conjunto de mecanismos leva ao controle da progressao do ciclo

celular.

11

A proteina p53 desempenha um papel chave neste controle




s

regulando dois pontos de checagem, G1/S e G2/M (Golias et al., 2004). E
interessante observar que pelo menos 50% dos tumores humanos
apresentam algum tipo de mutacédo para o gene que codifica esta proteina,
0 que esta diretamente relacionado a mitose descontrolada que as células
tumorais apresentam. A p53 € capaz de ativar a transcricdo de varios
genes capazes de controlar o ciclo celular, entre eles WAF1/CIP1/p21 que
codifica a atividade Cdk regulatéria (Rehen, 2001; Golias et al., 2004).
Estudos recentes mostraram que esse efeito antiproliferativo da p53 é
mediado pela estimulacao de uma proteina de 21kDa, a p21cip/waf1, uma
CKI que inibe a atividade de Cdks como a D/Cdk4 ou 6 assim como

E/Cdk2,e conseqtientemente a divisao celular (Golias et al., 2004).

Apo6s um dano citotéxico ocorre a parada do ciclo celular em G1,
efeito este mediado pela p53. Esse mecanismo é importante para que
possa haver o reparo do DNA antes que ocorra a divisdo. Se a extensdo do
dano ao DNA for grande, ocorrera a inducdo do processo de apoptose
(Golias et al., 2004). Ocorrendo um dano no DNA, duas proteinas sao
ativadas, a ASPP1 e 2 que interagem com o dominio de ligacao ao DNA da
p53 aumentando assim a atividade supressora de tumor desta proteina

(Aylon and Oren, 2007).

A familia da Brn3 também é capaz de modular os efeitos da p53.

Normalmente a Brn3a diminui a ativacdo de genes pré- apoptdticos como o
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Bax. Entretanto, quando ela interage com a p53 ocorre uma diminui¢cao da

atividade da Brn3 (Aylon and Oren, 2007).

Em 1971 Knudson descreveu a existéncia de uma nova proteina
reguladora do ciclo celular, a proteina Rb, denominada de “guardia do ciclo
celular’. Esta denominacdo deveu-se ao fato de que, na sua auséncia,
pode ocorrer o desenvolvimento de varios tipos de tumores tais como
retinoblastoma (por isso ela é chamada de Rb), osteosarcoma, cancer de
pulmao e de bexiga. A proteina Rb € uma fosfoproteina nuclear de 110kDa
e ja foi descrita a existéncia de uma familia de rb composta por 3
membros, rb/p105,p107 e rb2/p130 (Golias et al., 2004; Giacinti and

Giordano, 2006).

A proteina Rb é capaz de inibir o fator de transcricdo E2F e desta
maneira regular a transicdo da fase G1 para a S. Quando a Rb se encontra
hipofosforilada ela inibe a transcricdo do E2F. Porém, se ela for
hiperfosforilada esta inibicdo desaparece e o fator E2F é transcrito e pode
entdo induzir a passagem da fase G1 para a fase S (Golias et al., 2004;

Giacinti and Giordano, 2006).

A inibicdo do ciclo celular pode ser mediada por sinais

extracelulares. Muitas vezes este processo se da pela inativacdo das Cdks

e consequente ativacdo das proteinas Rb. Duas familias de proteinas
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capazes de inibir a atividade das Cdks ja estdo bem caracterizadas. Séo
elas a familia KIP (cinase inibidora de proteina-CDKs) e a familia INK4

(cinase inibidora de Cdk 4 e 6) (Rehen, 2001 para revisao).

As proteinas da familia NF kappa B também séo capazes de regular
o ciclo celular através do sistema Cdk/CKI. Entre os membros dessa familia
podemos destacar Rel A (p650, NF Kappa B, (p50, p105), NF Kappa B
(p52, p100) , c-Rel e Rel-B. Essas proteinas estao presentes no complexo
citoplasmatico juntamente com proteinas inibitérias da familia lkappa B.
Quando elas sao ativadas, ocorre o processo de translocagdo para o

nucleo levando a transcricao de genes especificos (Gollias et al., 2004).

1.3-IGF

Fatores de crescimento s&o polipeptideos que tém por funcéo
regular a proliferacéo, a diferenciagcdo e a sobrevida celular. Esses fatores
interagem com seus receptores de membrana e estimulam uma cascata de
sinalizacdo mediada por inumeras proteinas intracelulares. Eles séao
capazes de mediar respostas citoplasmaticas, bem como regular tanto a
transcricdo génica como os fatores promotores do ciclo celular. Dentre os
varios fatores de crescimento podemos destacar: o fator de crescimento

epidermal (EGF), o fator de crescimento de fibroblasto (FGF), o fator de
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crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento

semelhante a insulina (IGF) (Chesik, 2004).

A descoberta do IGF, a semelhanca do que aconteceu com a de
outros fatores, deveu-se principalmente ao olhar atento de pesquisadores e
a uma certa dose de sorte. Em 1957, Salmon e Daughaday descobriram no
soro um fator que era tanto capaz de mediar o efeito do hormdnio
somatotrofico no processo de sulfatacdo da cartilagem como no processo
de crescimento longitudinal do osso (citado em: Kermer et al., 2000; Russo
et al., 2005). Por este motivo e mantendo a tradicao de dar o nome
relacionando-se a fungdo observada, ele foi chamado de fator de
sulfatacdo. Quando os pesquisadores foram analisar o local de sintese
deste fator eles observaram que as células responsaveis por tal processo
seriam os hepatdcitos. Avancando no conhecimento dos mecanismos
envolvidos no estimulo necessario para a producao deste fator, descobriu-
se que o hormdnio somatotréfico (GH) desempenhava um importante papel

(Russo et al., 2005).

Algum tempo depois, Dulak e Termin, investigando os fatores de
crescimento presentes no soro, identificaram um que apresentava atividade
estimulatéria multipla. Inicialmente pensou-se na insulina, pois ela esta
presente no soro e poderia estar mediando estes efeitos. Entretanto,

quando foi feito o tratamento com anticorpos anti-insulina o efeito nao foi
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abolido, indicando tratar-se de outra molécula. Este fator recebeu o nome
de fator cuja atividade néo era inibida pelos anticorpos anti-insulina (NSILA
| e Il). Os NSILA foram renomeados e chamados de somatomedinas.
Posteriormente, demonstrou-se a semelhanca estrutural entre a cadeia B
desse fator e a da insulina e entdo passou a receber a denominacao de
fator de crescimento semelhante a insulina | e Il (IGF-I e IGF-1l) (Russo et

al., 2005).

As sequéncias completas de aminoacidos do IGF-1 e do IGF-II
foram identificadas em 1978. O IGF-I apresenta uma cadeia polipeptidica
composta por 70 residuos de aminoacidos com peso molecular de 7,5 KDa.
(figura 3) A estrutura do IGF-Il se assemelha a do IGF-I em 45

aminoacidos dos 73 presentes (Rinderknecht and Humbel, 1978).

Em 1990, Sara e colaboradores identificaram uma variacado do IGF-|
especifica do cérebro chamada de forma truncada. Nela sao perdidos os 3
primeiros aminoacidos. Uma caracteristica desta molécula & ser mais
potente do que o IGF-I em varios modelos de cultura de células (Russo et

al., 2005).
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Figura 3 : Estrutura tridimensional da molécula de IGF-I. As regides de alfa hélice estao
representadas nas cores amarelo-vermelho e as regides em azul correspondem as
regibes beta pregueadas. Figura retirada do “site” www.biochem.szoteu.u-

szeged.hu/astrojan/pro2t.htm

Para que possamos compreender os mecanismos de sinalizagao
estimulados pelo IGF, devemos levar em consideracdo um conjunto de
moléculas que participam desse processo. Desta maneira precisamos levar
em consideracao os dois fatores (IGF-I e Il), seis proteinas as quais o IGF
se liga e que portanto desempenham papel regulatério (IGFBPs) e dois
tipos de receptores (Chesik, 2004). Na figura 4 podemos ver a
representacdo esquematica destas diferentes macromoléculas e as

respostas celulares induzidas pela ativacao dos receptores.
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Figura 4: O sistema do IGF com suas proteinas de ligacao. BP: Proteinas as quais o IGF
se liga e eventos modulados por este fator tréfico. Chesik, 2004;

dissertations.ub.rug.nl/faculties/medicine.

O RNAm para o IGF-I, o IGF-Il e para as IGFBPs 2, 4 e 5 séo
expressos em regides especificas do Sistema Nervoso Central. No
cerebelo, no bulbo olfatério, no talamo, no hipocampo e na retina 0 RNAm
para o IGF-Il é detectado no inicio do desenvolvimento e o RNAm para
IGF-I, aparece em periodos mais tardios. Em embrides de pinto, uma fraca
distribuicdo do RNAm para IGF-| foi observada entre os dias embrionario
E6- E9. Ja o RNAm para IGF-I também foi detectado em ratos no primeiro

dia de nascimento nas células de Purkinje e em outros elementos celulares
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no cortex cerebral. Analisando as células que expressam essas diferentes

proteinas, podemos observar que o IGF-I estd associado a elementos

neuronais, o IGF-Il a elementos nao neuronais e os IGFBPs a elementos

mesenquimais, neuronais e a células gliais (De Pablo e De La Rosa, 1995).

Em 1996 foi publicado um estudo, realizado em ratos Sprague-

Dawley entre 12 e 14, semanas analisando a localizacdo do RNAm para o

IGF-1, para o receptor de IGF tipo | e para proteinas de ligacdo ao IGF em

retinas de ratos (Burren et al.,, 1996). O quadro abaixo resume o0s

resultados obtidos pelos pesquisadores.

RETINA

IGFI

IGFIR

IGFBP1

IGFBP2

IGFBP3

IGFB4

IGFBP5

IGFBP6

Nucleo de
células
ganglionares

++

Camada
nuclear
interna

++

++

Camada
nuclear
externa

Membrana
limitante
externa

Epitélio
pigmentar
retiniano

Células
Endoteliais

Tabela 2: Localizacdo do RNAm para membros da familia de IGF na retina (Burren et al.,

1996).
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1.4 - Receptor do IGF

Para desempenhar a sua fungédo, o IGF-lI e Il necessitam de
receptores especificos que se dividem em dois tipos, o | e o Il. A expressao
do gene para o receptor do tipo | € detectada em varios tecidos. Este gen é
expresso de forma constitutiva na maioria das células mas também pode
ser regulado tanto in vivo quanto in vitro por fatores de transcricdo tais

como sp1 e p53 (Russo et al., 2005).

O receptor do tipo | apresenta uma grande homologia com o
receptor de insulina, sendo o Unico da familia de IGF do tipo catalitico.
Tanto o receptor do tipo | quanto o de insulina sdo compostos por duas
cadeias a extracelulares com dominios ricos em cisteina, regido onde
ocorrem as ligagdes especificas. Apresentam também duas cadeias f
citoplasmaticas com residuos com atividade tirosina cinase (Chesick,
2007). Por sua vez o receptor do tipo Il para IGF é muito semelhante ao
receptor de manose 6 fosfato independente de cation (Jones and
Clemmons, 1995 ; Russo et al., 2005). Ele é composto por uma cadeia
polipeptidica com um pequeno dominio citoplasmatico sem atividade
tirosina cinase. Esses receptores desempenham importantes funcbées como
o trafego de enzimas lisossomais, endocitose e degradacgao lisossomal de
ligantes extracelulares, regulacdo dos efeitos apoptdticos/ mitogénicos e

possivel transducgdo de sinalizacao intracelular (Russo et al., 2005).
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A maioria dos efeitos dos IGF-I e Il se da através da ativacado do
receptor do tipo |. Este receptor catalitico é uma glicoproteina de
membrana. Ap6s ocorrer a ligacdo do IGF ocorre a ativacao de tirosinas
cinases, na porgao intracelular do receptor. A partir deste momento varias
cascatas de sinalizacdo sdo ativadas tais como: as IRS1-IRSA4 que
culminam na ativagcdo da via da PI-3 e das MAP cinases (Russo et al.,

2005).

O receptor do tipo | apresenta uma grande homologia com o
receptor de insulina. Obberghen e colaboradores comparam as poucas
diferencas existentes entre os dois tipos de receptores como podemos ver
na figura 5. Apds a interacdo com seus ligantes especificos, os sitios de
tirosina que se transfosforilam sdo encontrados em posicdes homologas.
Neste aspecto sdo encontradas diferencas entre os dois receptores. Nos
receptores de insulina os 3 residuos de tirosina estdo nas posi¢des Y1146;
Y1150 e Y1151. J& nos receptores tipo | as tirosinas sdo Y1131; Y1135 e
Y1136. Uma outra tirosina, a Y960 no receptor de insulina e a Y950 no
receptor de IGF-lI localizam-se na regido justa-membranar. Uma vez
fosforilada essa tirosina compde uma regido de reconhecimento para varios

substratos desses receptores (Obberghen et al., 2001).
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O terminal carboxila do receptor de insulina contém dois sitios de
autofosforilacdo, Y1322 e Y1316 enquanto o receptor de IGF-I apresenta
apenas o Y1316. A funcéo especifica para essa tirosina no terminal carboxi
ndao é clara mas parece estar envolvida com a geracdo de algumas
diferencas na sinalizacdo mediada pela insulina ou pelo IGF-1 (Obberghen

et al., 2001).

Y1131;Y1135; Y1136

(residuos tirosina do receptor de IGF)

Figura 5: Representacdo esquematica do receptor de insulina. Sao feitas comparacoes
entre os residuos de tirosina fosforilados no receptor de insulina e no receptor IGF-I

(Obberghen et al., 2001).
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Em 1985, Gammetolft e colegas identificaram no SNC de mamiferos,
os receptores de insulina, de IGF-I e de IGF-II. Estes autores propuseram
um mecanismo de acgao para insulina no qual ela seria capaz de induzir o
crescimento celular e o metabolismo ligando-se ao seu préprio receptor. Ja
o IGF-Il desempenharia as fungdes de crescimento celular, metabolismo e
neurotransmissao ligando-se aos receptores de IGF do tipo | e do tipo Il. O
IGF-1l € o unico capaz de se ligar aos receptores do tipo Il. Logo a
presenca do IGFIl juntamente com os dois tipos de receptores para IGF
mostram fortes evidéncias do papel fisiolégico do IGFIl na regulagdo da
funcdo cerebral e possivel envolvimento com o crescimento celular

(Gammeltof et al., 1985).

Os receptores de IGF e insulina sdo mais abundantes, de quatro a
dez vezes, no cérebro de fetos de ratos do que nos animais adultos. Isso
sugere a importancia destes fatores para o desenvolvimento do SNC. A
expressao deles é alta em regides que apresentam os corpos celulares das
células nervosas e baixa nas regides da substancia branca (de Pablo and

de la Rosa, 1995).

Estudos realizados em retina de pinto, nos dias embrionarios 6 e 12,
mostraram que nessa fase ela apresenta uma afinidade diferenciada para
insulina e o IGF-I. Este fato esta relacionado a presenca de um receptor

hibrido desses dois fatores, sendo que durante o processo de diferenciacao
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a proporcao desses receptores diminui (de Lacoba et al., 1999). Observou-
se também que o IGF-I e a insulina apresentam uma maior capacidade de
ligacdo ao receptor durante o estagio proliferativo, quando comparado com
o periodo de diferenciagdo. Quando foi analisada a capacidade de
autofosforilacdo do receptor foi evidenciado que ela € maior em E12 do que

em E6 (de Lacoba et al., 1999).

1.5 - Proteinas de Ligacao ao IGF (IGFBPs)

Os IGFs estdao presentes tanto na circulacdo como no espaco
extracelular. Nestas regides igualmente sdo encontradas proteinas as quais
o IGF é capaz de se ligar com alta afinidade e que sdo denominadas de

IGFBPs (Jones and Clemmons, 1995).

As IGFBPs sado proteinas compostas por dois dominios altamente
conservados, o C e o N e por um dominio variavel central, o L. O dominio N
€ composto por 12 cisteinas e contém o principal sitio de ligacdo para o
IGF, o dominio C apresenta 6 cisteinas e o0 dominio L contém sitios para a
regulacao poés-translacional como a glicosilacao, fosforilacdo e protedlise

(Duan and Xu, 2005).
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Figura 6: Estrutura das IGFBPs, destacando-se os trés dominios N, L e C (Bach et al.,

2005).

As IGFBPs sdao macromoléculas secretadas que apresentam uma
homologia sequencial de 80%, sendo que a seletividade de ligagdo com o

IGFI ou IGFII varia de uma proteina para outra (Rajaram et al., 1997).

Desde 1980, suspeitava-se que existissem essas proteinas e em
1990 todas as seis IGFBPs ja haviam sido isoladas. A primeira delas a ser
identificada foi a IGFBP-1, isolada do fluido amniético. Seu peso molecular
€ de 30KDa apresentando uma afinidade 7 vezes maior pelo IGF do que as
demais. A IGFBP-2 foi extraida de uma linhagem de células do figado de
ratos. Trata-se de uma proteina ndo glicosilada pesando entre 31-36 kDa

gue € encontrada em quantidades significativas tanto no soro quanto no
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fluido cerebroespinal. A IGFBP-3 foi purificada do sangue humano e seu
peso molecular varia entre 38-46 kDa, dependendo do numero de sitios
glicosilados. Na circulacdo essa proteina encontra-se associada a uma
molécula de IGF e a uma outra proteina acida de 80 kDa bastante labil
(ALS). Desta maneira é formado um complexo de 150-200 kDa. Na
circulacdo, 75-80% das moléculas de IGFs encontram-se ligadas a esse
complexo. A IGFBP-4 é uma proteina ndo glicosilada de 25-36 kDa tendo
sido purificada do meio condicionado de células TE-89 (osteosarcoma
humano) e do soro de ratos adultos. A IGFBP-5 foi extraida primeiramente
do soro de ratos adultos, do exirato de osso humano e do meio
condicionado de uma linhagem de células de osteosarcoma humano U-
20S. Seu peso varia entre 23 e 29 kDa. A IGFBP-6 foi obtida a partir do
fluido cérebro-espinhal humano e de culturas de células de fibroblasto
humano transformados e apresenta 34kDa de peso molecular (Rajaram et

al.,1997 para revisao).

As IGFBPs desempenham um importante papel em modular as
acbes do IGF. No soro, os niveis dessas proteinas representam um
importante papel em regular as fungdées endocrinas dos IGFs. As fungdes
propostas para essa regulacdo sao as seguintes: 1) Inibicao da atividade
semelhante a insulina; 2) Aumento da meia vida plasmatica dos IGFs e 3)
Regulacdo da taxa de transporte do IGF do compartimento vascular para

aumentar assim o efeito tréfico deste fator (Rajaram et al., 1997).
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Como citado anteriormente os IGFBPs sdo capazes de inibir ou
potenciar a acao do IGF e esses efeitos estdo exemplificados na tabela

abaixo: (Rajaram et al., 1997; Jones and Clemmons, 1995).

IGFBPs | Afinidade | Modulacao da Localizacao
com o IGF acao do IGF pericelular
IGFBP-1 =1l Inibicdo e/ou Superficie celular
potenciacao (a5B1 integrina)
IGFBP-2 > | Inibigdo indeterminada
IGFBP-3 | =l Inibicdo e/ou Superficie celular

potenciagao

IGFBP-4 | =1l Inibicao

IGFBP-5 > 1 Potenciacao Matriz extracelular e
superficie celular

IGFBP-6 > 1 Inibicao

Tabela 3: Descri¢ao das IGFBPs, seus efeitos e suas localizagbes celulares (Rajaram et

al., 2007).

O efeito inibitério das IGFBPs também foi demonstrado em duas
circunstancias especificas. A primeira foi a inibicido da estimulacdo da
sintese de DNA pelo IGF quando ele se liga as IGFBPs 1,2,3 e 4 (Jones
and Clemmons, 1995). A segunda circunstancia seria o0 controle da

glicemia pois uma vez ligado as IGFBPs, o IGF nao teria acéo
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hipoglicemiante (citado em Jones and Clemmons, 1995). Quando
fibroblastos humanos sé@o co-incubados com IGF e IGFBP-3 tém-se um
efeito inibitério do crescimento que é produzido pela incubacdo com IGF

(revisado em Rajaram et al., 1997).

Fatores determinantes para essa diferenca na ativacao e inibicao do
IGF pelas IGFBPs sado: a fosforilagdo da IGFBP, a protedlise da IGFBP
além da interacdo das IGFBPs com a superficie celular e com a matriz
extracelular (Rajaram et al.,, 1997; Jones and Clemmons, 1995). Um
mecanismo proposto para a potenciacdo da acdo do IGF pelas IGFBPs
seria a associacao delas com proteinas presentes na superficie celular ou
na matriz extracelular resultando na diminui¢do da afinidade da IGFBP pelo
IGF. Isto acarretaria uma maior disponibilidade desse fator de crescimento
para se ligar ao seu receptor especifico, estimulando respostas metabdlicas
e mitogénicas (Jones and Clemmons, 1995). A IGFBP-1 na sua forma néo
fosforilada € capaz de potenciar o efeito do IGF na sintese de DNA das

células do musculo liso de porcos (revisado em Rajaram et al., 1997).

Moriarty e colaboradores, em 1994 demonstraram pela primeira vez
que as células retinianas in vitro secretam IGFBPs de maneira tempo
dependente (Moriaty et al., 1994). Nas células de Muller de porcos foi
caracterizado o papel das IGFBPs no efeito do IGF. As IGFBPs 4 e 5

reduziram a resposta do IGF-1, enquanto a IGFBP3 inibiu por completo sua
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acdo. As IGFBPs 5 e 6 ndo apresentaram efeito significativo (King and
Guidry, 2004). Entretanto, na presenca do IGF-Il a resposta dessas
proteinas foi bem diferente. A IGFBP1 teve um efeito bem menor do que o
demonstrado na presencga da IGFl, ja as IGFBPs 5 e 6 demonstraram uma
inibigdo pronunciada. Por sua vez a IGFBP3 também foi o mais potente
inibidor para o IGFIl, mostrando assim a importancia da interacado do IGF

com as proteinas de ligacao (King and Guidry, 2004).

Os niveis de IGFBPs sao regulados durante varias condicoes
fisioldgicas e patolégicas. Estudos recentes demonstraram que as IGFBPs
sao reguladas durante exercicios, cirurgia, gravidez e envelhecimento e
gque os horménios sdo capazes de modular os niveis de uma ou mais
IGFBPs tanto no soro como nos fluidos biolégicos. Entre as condicdes
patolégicas que envolvem a regulacdo de algumas IGFBPs podemos
destacar as seguintes: diabetes, tumores, deficiéncia de receptores GH,
acromegalia, osteoporose, faléncia renal entre outras (Rajaram et al.,
1997). Na tabela abaixo podemos observar a distribuicao das principais

IGFBPs nos fluidos biologicos (Rajaram et al., 1997).
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Fluido Principal(is) IGFBPs
Soro IGBPB-3
Fluido Aminidtico IGBPB-1
Fluido Folicular IGBPB-3
CSF |GBPB-2, IGBPB-6

Tabela 4: Distribuicao da IGFBPs (Rajaram et al.,1997)

Alguns estudos sugerem que as IGFBPs sdo capazes de mediar
efeitos nas células através de um mecanismo independente do IGF. A
IGFBP-1 estimula a migragdo de células do musculo liso assim como a
IGFBP-3 inibe a proliferacdo de células do cancer de prostata de forma

independente do IGF (revisado em Rajaram et al., 1997)

Dados da literatura demonstram a existéncia das proteases capazes
de clivar as IGFBP. Essas proteases estdo presentes nos fluidos biol6gicos
assim como em uma variedade de tipos celulares. Algumas dessas
proteases sdo especificas para as IGFBPs enquanto outras ndo o sao.
Células de o0sso mantidas em cultura sdo capazes de produzir
metaloproteases e plasmina que degradam varias IGFBPs assim como
outras proteinas. Ja as células désseas humanas assim como o0s
fibrobalstos em cultura produzem proteases que sao seletivas para a

IGFBP-5 (Rajaram et al., 1997).
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Algumas caracteristicas genéticas e estruturais dessas proteinas

estdo exemplificadas no quadro abaixo: (Jones and Clemmons, 1995)

Caracterisicas |IGFBP-1|IGFBP-2|IGFBP-3 | IGFPB-4 | IGFBP-5| IGFBP-6
genéticas e
estruturais
Fosforilagdo + - + - + I
Protedlise + + + + I
Glicosilacao - - N N O O
Ligacao a | | + + + I
heparina
Preferéncia = IGF-II = = IGF-II IGF-II
IGF-1/IGF-II

I- dado inconclusivo; N,glicosilacdo ligada a N; O,glicosilacao ligada O

Tabela 5: Caracteristicas genéticas e estruturais das IGFBPs (Jones and Clemmons,

1995).

O papel dessas proteases no controle da funcdo das IGFBPs
depende de uma série de fatores, entre eles, se essa protease esta
presente de forma abundante ou ndo, a poténcia com que essa protease é
capaz de clivar a IGFBP, a presenga ou auséncia de outros substratos
potenciais e a presenca ou auséncia de ativadores ou inibidores de

proteases (Mohan and Baylink, 2002).

A caracterizacéo preliminar das proteases para IGFBPs 2, 3,4 e 5

revelou que elas sdo serina proteases e que dependem de célcio. E

interessante ressaltar que os fragmentos proteoliticos das IGFBPs 3 e 5
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apresentam uma significativa afinidade pelo IGFI e I, j& os fragmentos das
IGFBPs 2 e 4 tém uma drastica reducdo na sua afinidade por esses fatores
de crescimento (citado em Jones and Clemmons, 1995). Outro fato curioso
€ que essas proteinas sdo encontradas em diferentes contextos. Por
exemplo, a IGFBP-5 nao sofre a agdo de proteases quando ligada a matriz
extracelular. A IGFBP-3 quando adicionada a culturas de carcinoma de
torax Hs578T nao sofre protedlise quando liga-se ao IGF (Maile and Holly,

1999).

Assim como as IGFBPs, as proteases também sofrem variagdo de
acordo com as condicoes fisiologicas. Uma das primeiras proteases
identificadas foi a da IGFBP-3 associada a gravidez, ativada no segundo
trimestre de gestacdo em humanos. Essa fragmentacdo da IGFBP-3 é
importante durante a gravidez para aumentar os niveis de IGF circulante
uma vez que esses fragmentos apresentam uma afinidade muito menor por
esse fator de crescimento. Pacientes com diabetes, varios tipos de cancer
e com condicbes de resisténcia ao GH também apresentam a protease da
IGFBP-3 ativada. Essa protease também esta presente nos fluidos sinovial

e intersticial (Rajaram et al., 1997; Maile and Holly, 1999).

A IGFBP-3 em cultura de células é capaz de reduzir o crescimento

estimulado pelo IGF. Quando o antigeno especifico prostatico (PSA) é

adicionado as células epiteliais prostaticas, o efeito estimulatério do IGF é
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restaurado, mostrando assim a funcionalidade do PSA em alterar a
viabilidade do IGF. A protedlise da IGFBP-3 pelo PSA previne os efeitos
apoptotico e de inibicdo do crescimento independentes do IGF (Maile and

Holly, 1999).

A protease para IGFBP-4 estd presente também no fluido sinovial,
no fluido folicular ovariano, no liquido seminal e no fluido amnidtico. No
ovario encontra-se a protease para a IGFBP-2,e no plasma seminal e fluido
amnidtico encontra-se na sua forma ativa a protease para a IGFBP-5. Mais
recentemente foi encontrada a protease para a IGFBP-1 no fluido amnidtico

(Maile and Holly, 1999).

1.6 - Sinalizacao Quimica

Existem duas vias principais envolvidas na sinalizagdo atraves dos
receptores de Insulina e IGF como descrito na figura 7. A ativacdo do
receptor leva a sua autofosforilacdo com subseqiente fosforilacdo do
substrato IRS e/ou Shc. Através de uma proteina adaptadora, Grb2 ocorre
o recrutamento da SOS formando um complexo IRS-1-Grb2-SOS que ativa
a Ras. A partir desse momento ocorre a estimulacdo da Raf que resulta na
fosforilagdo e ativagdo das ERKs (Bateman and Neill, 2006; Jones and

Clemmons, 1995).
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Ambos os receptores estdo envolvidos também na ativacdo da via
da PI3K, que pode ser estimulada pela IRS-1 fosforilada. Esta via, em
muitos casos, estad relacionada ao crescimento celular. Um outro evento
observado com a autofosforilacdo do receptor de IGF do tipo 1 é a
associacao direta com a subunidade p85 da PI3K (Jones and Clemmons,

1995).

Estudos realizados em células hematopoiéticas de murinos D32
mostram que a retirada da IL-3 leva essas células rapidamente a apoptose.
Entretanto, caso as células sejam tratadas com IGF-I a apoptose é inibida
através da fosforilacdo induzida, via PI3 cinase, da proteina proapoptética

Bad (Kurmasheva and Houghton, 2006).

Experimentos realizados em camundongos knockout sugerem que a
IRS-1 seja importante para a protecdo conferida pelo IGF-I da apoptose
(Kurmasheva and Houghton, 2006). As proteinas IRS desempenham um
papel importante nos efeitos anti-apoptéticos do IGF-I. A super expressao
da IRS-1 em células tumorais de figado leva a ativagao das vias da PI3K e
da ERK1/2 o que confere uma grande resisténcia a morte induzida pelo

IGF-1 (Kurmasheva and Houghton, 2006).
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Um resultado interessante demonstra que quando células NIH 3T3
sao tratadas com IGF-l ou insulina ocorre um aumento na expressao de
seus respectivos receptores € um concomitante aumento na fosforilacéo
da IRS-1 (Giorgetti et al., 1992). Nessas mesmas células, mutag¢des no sitio
de ligacdo de ATP do receptor de IGF-1 previne a autofosforilacdo dos
receptores, o aumento na incorporacdo de timidina, a ativacdo da PI3
cinase, a incorporagdao de 2 deoxiglicose e a expressdao da ornitina

descarboxilase. Por sua vez, a mutagcdo nos trés principais sitios de
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autofosforilacdo do receptor bloqueia toda a cascata de sinalizacédo

induzida pelo IGF-1 (Jones and Clemmons, 1995).

Em 2000 foi demonstrado um importante efeito do IGF-1 no resgate
de células ganglionares da retina submetidas a axotomia. Os autores
demonstraram que o processo de axotomia induz ativacao da caspase 3 e
que a injecao de IGF-1 no vitreo inibe esta ativacdo sendo este efeito

mediado pela Pl 3 cinase (Kermer et al., 2000).

Dalle e colaboradores em 2000 mostraram que o tratamento com
IGF-1 é capaz de estimular a sintese de DNA sendo este mecanismo
mediado por proteina G. Eles mostraram que o receptor de IGF-I se
associa com Gai liberando assim a subunidade GBy, sendo que esse
acoplamento do receptor de IGF coma proteina G € essencial para a
sinalizagdo mitogénica desse fator. Estes autores igualmente
demonstraram que os receptores de insulina e de IGF apresentam
diferencas no acoplamento a proteina G. Essas diferencas poderiam
explicar parcialmente as diferencas potencias entre esses dois receptores
com relacdo a sinalizacdo mitogénica versus a resposta metabdlica (Dalle

et al., 2000).

Recentemente foi demonstrado, em cultura primaria de neurénios

de camundongo, que o aumento intracelular de calcio induzido pela
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ativacdo da via glutamatérgica € inibido tanto pelo tratamento com IGF-I
como pelo tratamento com BDNF. Ao analisar as vias de sinalizag&o
envolvidas neste efeito, os autores constataram que a exposicao aguda ao
BDNF é capaz de ativar a via da MAPK/ERK. Esse efeito é aumentado de
forma significativa quando os neurénios séo pré- tratados com IGF-I sendo
qgue o tratamento apenas com o IGF-I ndo é capaz de ativar a via da ERK.
Esses resultados demonstram que o IGF-I leva a uma potencializacdo da
resposta ao BDNF. Neste mesmo trabalho os autores demonstraram que o
tratamento com IGF-l induz um aumento na expressao de receptores TrkB
nas primeiras 24h de tratamento, o que justificaria os resultados

observados (McCusker et al., 2006).
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2. OBJETIVO

Ao longo dos ultimos anos, nosso laboratério vem estudando os
mecanismos envolvidos no controle da proliferacdo das células da retina de
ratos mantidas em cultura. Resultados prévios mostram que tanto o
tratamento com FGFb (Guilarducci-Ferraz et al., no prelo) como o
tratamento com o EGF (Miranda et al., dados nado publicados) induz um
aumento expressivo na proliferagdo de células retinianas. Como o IGF-| é
um potente fator mitogénico e esta presente no tecido retiniano, decidimos
analisar o efeito do IGF-I na proliferacdo de células da retina mantidas em
cultura, bem como estudar as vias de sinalizagao envolvidas no processo.
A partir da caracterizacdo do papel dos diferentes fatores tréficos na
proliferacdo das células da retina poderemos compreender melhor a

circuitaria que leva a formacao desse tecido nervoso.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Materiais

O IGF-I foi comprado da PeproTech (Rocky Hill, USA). O meio 199 e o
soro fetal bovino foram adquiridos da Gibco (Gaithersburg, USA). Genisteina,
AG1478, I-OMEAG 538, poli-L-ornitina, rotllerina, L-glutamina, penicilina e sulfato
de estreptomicina foram obtidos da Sigma (St. Louis, USA). Tripsina foi adquirida
da Worthington Co. (Freehold, USA). K-252a, brefeldina A, 2-(4-morpholynil)-8-
phenyl-4H-1-benzopiran-4 one (Ly 294002), PD-98059, o cloreto de queleritina,
PP1 e o U73122 foram obtidos da Biomol, (Plymouth Meeting, USA). O
SB202190, MMP9 e o inibidor da JNK foi comprado da Calbiochem Corp. (San
Diego, CA). As placas de cultura de células (35mm) foram compradas da TPP
(Switzerland). A [H®] timidina foi adquirida da Amersham (Piscataway, USA). A
cadaverina foi gentilmente cedida pela professora Ana Lucia Marques Ventura,

UFF.

3.2 - Tratamento das placas de Petri com poli-L-ornitina

Placas de Petri utilizadas em nossas culturas foram previamente
tratadas com uma solugdao de poli-L-ornitina (PM 30000-70000 KDa,
Sigma, USA) preparada em tampao borato (pH 8,0) e esterilizada por
filtracdo em membrana de nitrocelulose Millipore (poros de 0,22 um). O

tempo de polimerizacdo com a poli-L-ornitina (50 pug.ml™) foi de no minimo
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4 e no maximo de 12 horas, a temperatura ambiente. Apos este periodo a
poli-L-ornitina era retirada, desprezada e as placas lavadas, uma vez, com
meio de cultura completo. Imediatamente ap6s a lavagem, as células eram

plaqueadas.

3.3 - Cultura de células da retina de ratos

Utilizamos células da retina de ratos pigmentados da linhagem
Lister Hooded. Nos diferentes experimentos foram utilizados animais nas
primeiras 24 ou 48 horas de vida (PO - P1, respectivamente). Todos os
nossos procedimentos experimentais foram feitos segundo as normas

estabelecidas pela Sociedade de Neurociéncias (EUA).

As culturas foram feitas seguindo-se o0 seguinte protocolo
experimental:

- 0s animais foram sacrificados por decaptacdo e tiveram suas
cabecas limpas com solucdo de alcool etilico 70 % para diminuir a
contaminagao existente;

- incisGes bilaterais de aproximadamente 1,0 cm foram feitas nas
regides orbiculares, de onde se retirava o globo ocular, com o auxilio de

uma pinga curva de dissec¢ao;
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- em uma solugdo salina sem calcio e sem magnésio (CMF,
composta por: NaCl - 131,0 mM; KCI - 4,09 mM; Na,HPO, - 0,92 mM;
KH,PO, - 0,45 mM; NaHCO; - 9,4 mM; Glicose - 12,2 mM) foram incubados
todos os globos oculares, até o0 momento de disseccéo das retinas;

- as retinas foram dissecadas em CMF e, livres do epitélio
pigmentado, transferidas para um tubo de ensaio que continha 1mL de
CMF;

- 0 processo de dissociacdo das células foi feita inicialmente com
tripsina  (Worthington, USA) na concentracdo de 0,1 % por
aproximadamente 20 min, a 37°C. Ap6s o periodo de tratamento
enzimatico, adicionou-se meio de cultura completo (199 Gibco, acrescido
de 5 % de soro fetal bovino , glutamina 2,0 mM e antibiético: estreptomicina
100,0 pug.mL" + penicilina 100 U.mL™, Sigma) para que o processo de
tripsinizacao pudesse ser interrompido;

- em seguida, lavou-se a preparacao duas vezes com meio de
cultura completo;

- para finalizar o processo as células foram incubadas em 2,0mL de
meio completo e através de uma pipeta Pasteur de ponta afilada foi feita
uma dissociacao mecénica das células;

- ap6s contagem, em um hemocitbmetro, o numero de células
contidas na suspensao foi estimado. Em seguida, procedia-se a diluicdo

desejada;
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- a densidade de plagueamento utilizada nos diferentes
experimentos foi de 1,25 x 10° células por cm?;

-0 plaqueamento das células foi feito em um volume de 1,0 mL. O
volume final de 2,0 mL foi obtido pela adicdo de meio de cultura controle ou
experimental, conforme o caso. As culturas foram mantidas a 37°C em
atmosfera de 5 % de CO, e 95 % de ar, por periodos de tempo que

variavam conforme o experimento.

3.4 - Ensaio para incorporacao de [*H]-timidina

A incorporacao de timidina tritiada ao DNA nas culturas controle e
tratadas foi determinada utilizando-se o seguinte protocolo:

- lavagem rapida das culturas com 2,0 mL de meio de cultura sem
soro, por duas vezes, a temperatura de 37°C;

- incubagao das culturas com 1,0 mL de meio de cultura acrescido
de 0,5uCi.mL" de timidina trittada ([metil->H]-thymidine, Amersham
Lifescience, USA) por 60 min, a 37°C em atmosfera umidificada contendo
95% ar/5% CO,;

- lavagem rdpida das culturas com 2,0 mL de meio de cultura sem
soro, por quatro vezes, a temperatura de 37°C, para a retirada da
radioatividade nao incorporada;

- retirada do meio de cultura e incubacdo das culturas com

200uL/placa de NaOH 0.4N, por 15 min;
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- transferéncia do conteudo das placas, junto com 3 mL de H,O
MiliQ, para tubos de vidro, acondicionados sobre gelo;

- adicdo de 300uL de TCA 100% por amostra e incubacao por 30
min;

- filtracdo de cada amostra radioativa, através de filtros de fibra de
vidro, sob pressao negativa gerada por uma bomba de sucgao, para a
retirada da radioatividade nao incorporada ao DNA. Cada tubo de vidro
contendo as amostras foi lavado com 2mL de TCA 5% por trés vezes;

- secagem dos filtros, a temperatura ambiente, por 30 min e
transferéncia dos mesmos para frascos de cintilacdo com solugdo de
tolueno acrescida de 2,5-diphenil-oxazol 0,4% (Sigma);

- contagem da radioatividade das amostras em cintilador de fase

liquida.

3.5 - Fotomicrografias

As culturas de células da retina foram fixadas em aldeidos por 30
minutos, a seguir lavadas por 3 vezes em tampao fosfato O,2M e mantidas
na geladeira até o momento de serem fotografadas. As microfotografias
foram feitas em microscépio invertido Nikon, no contraste de fase, com o

auxilio de uma camera fotografica Nikon, em um aumento de 100 vezes.
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3.6- Analise Estatistica dos Resultados

Os resultados obtidos foram expressos na forma de histogramas.
Cada experimento foi repetido no minimo 3 vezes e em cada um deles os
pontos eram feitos no minimo em triplicata. Em todos os graficos esta
representada a média e o erro padrdo da média. As andlises estatisticas
foram feitas através da andlise de variancia (ANOVA) seguida de um pés
teste de comparacao entre as diferentes condicdes experimentais versus

controle (Newman-Keuls).
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4- Resultados:

A fim de investigarmos os efeitos do IGF-I na proliferacao de células
da retina de ratos neonatos, inicialmente tratamos as culturas com
diferentes concentracdes de IGF-l e ap6s 48 horas, analisamos o perfil de
incorporagao de timidina tritiada nas culturas experimentais comparando
com o valor obtido nas culturas controle. Nossa escolha pelo periodo de
48h deveu-se ao fato de que os demais trabalhos sobre proliferacao celular
desenvolvidos em nosso laboratério usavam este periodo de tempo como
parametro. A figura 8 demonstra o resultado obtido quando as células
foram tratadas com as concentracdes de 0,1ng/mL; 1,0 ng/mL; 10,0 ng/mL
e 100 ng/mL de IGF-I. Ao analisarmos os resultados podemos observar
que, em todas as concentragcOes utilizadas, houve uma aumento na
proliferacdo. Quando culturas foram tratadas com 0,1ng/mL de IGF-I o
aumento obtido foi de 23%. A concentracdo de 1,0 ng/mL induziu um
aumento de 32% e as concentragbes de 10 e 100 ng/mL induziram
aumento de 56 e 60% respectivamente. Analisando o grafico podemos
observar que com 10ng/mL ja obtinhamos um efeito maximo e por este
motivo decidimos utilizar esta concentracdo em todos os futuros
experimentos. Este nosso primeiro conjunto de resultados nos mostrou que
o tratamento com IGF-I era capaz de aumentar a proliferagdo das células
da retina, sendo o efeito maximo de aproximadamente 50% em relacéo ao

controle.
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Figura 8 - Efeito dose-dependente do IGF-I sobre a proliferacdo de células da retina.
Células foram mantidas em cultura por 48 horas. O valor da radioatividade (cpm/placa)
da cultura controle foi considerado 100%. Os valores foram expressos em média * erro

padréo de pelo menos trés experimentos independentes (n = 7-16) (* p< 0,001).

Quando analisavamos o padrdo morfolégico das culturas controle e
0 comparavamos com o das culturas tratadas com 10ng/mL de IGF-I ndo
observamos alteracbes expressivas (Figura 9A e 9B respectivamente). Nas
culturas tratadas era possivel observar em algumas regides um relativo
espraiamento dos grumos (Figura 9B seta), mas este nao era em absoluto

uma padrao caracteristico.
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Figura 9 — Fotomicrografia de cultura de células de retina de ratos neonatos na

auséncia (A) e presenca de IGF-I (B) por um periodo de 48 horas.
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Dando continuidade aos nossos estudos, fizemos uma analise
do efeito proliferativo de diferentes concentragbes de IGF-I em
culturas mantidas por 24 horas in vitro. Nessa série de
experimentos utilizamos as concentracées de 0,1; 1,0 e 10ng/mL.
Analisando os resultados apresentados na figura 10 A podemos
concluir que nas primeiras 24 horas apenas a concentragao de
10ng/mL é capaz de induzir aumento na incorporagao de timidina. A
taxa de aumento na incorporacédo foi de 50%, igual aquela obtida
apos 48h. Comparando os resultados obtidos nas figuras 8 e 10,
podemos observar que a medida que o tempo em cultura vai
passando as concentragdes de 0,1 e 1,0 ng/mL de IGF-1 comecam
a induzir um efeito proliferante, sugerindo um efeito cumulativo.
Entretanto, ja em 24 horas o tratamento com 10ng/mL induz seu

efeito maximo de aproximadamente 50%.

Como nos foi possivel caracterizar o efeito do IGF-1 em 24
horas analisamos se este fator era capaz de aumentar a
proliferacao celular com tratamentos por 4 e 12 horas. Na figura 10B
podemos observar que em 12 horas ja é possivel caracterizar um

aumento de aproximadamente 40% na proliferacao celular.
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Figura 10 A e B - Efeito dose-dependente do IGF-I sobre a proliferacao de células
da retina. Células foram mantidas em cultura por 24 horas (A) e em tempos inferiores, 4 e
12 horas (B). O valor da radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi considerado
100%. Os valores foram expressos em média + erro padrdo de pelo menos trés

experimentos independentes (n = 10-12) (* p< 0,001).
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Figura 11 — Fotomicrografia de cultura de células de retina de ratos neonatos na

auséncia (A) e presenca de IGF-I (B) por um periodo de 24 horas.
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As fotomicrografias da figura 11 ilustram o padrdo das culturas em
24 horas na auséncia (11A) ou na presenca de IGF-I 10ng/mL (11B).
Novamente podemos ressaltar a auséncia de alteracdes morfoldgicas
significativas apesar de termos obtido um aumento de 50% na taxa de

incorporacgao de timidna tritiada.

Apé6s estes primeiros resultados nos perguntamos como seria a
evolucdo do efeito do IGF-1 ao longo de tempos maiores em cultura. Na
figura 12 apresentamos os resultados obtidos ap6s 72 horas de tratamento
com IGF-1 em diferentes concentracbes. Os resultados nos mostraram que
em 72 horas nao havia mais o efeito do IGF-I sobre a proliferacdo das
células da retina. Este resultado nos fez supor que o IGF-I estivesse
estimulando a proliferacdo de uma populacdo de células de forma tempo -

dependente.
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Figura 12 - Efeito dose-dependente do IGF-I sobre a proliferacdo de células da
retina. Células foram mantidas em cultura por 72 horas. O valor da radioatividade
(cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100. Os valores foram expressos em

média * erro padrao de pelo menos trés experimentos independentes (n =9 placas) (* p<

0,001).

Aumentando ainda mais o tempo de tratamento com IGF-I|
observamos que em 96, 144 e 360h em cultura ndo era evidenciado

nenhuma alteracdo no padrao de proliferagdo celular em culturas tratadas

com IGF-| (Figura 13).
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Figura 13 - Efeito dose-dependente do IGF-I sobre a proliferacdo de células da retina.
Células foram mantidas em cultura por 96, 144, 360 horas. O valor da radioatividade
(cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100%. Os valores foram expressos em
média * erro padrao de pelo menos trés experimentos independentes (n = 10 placas) (*

p< 0,001).

Na figura 14 podemos observar fotomicrografias de culturas mantidas
por 144h na auséncia (figura 14A) ou na presenca de 10ng/mL de IGF-I (14
B). Nas culturas controle podemos observar o espraiamento de células
glias e uma reducéo drastica do numero de neurdnios. O tratamento com
IGF-I parece induzir um pequeno aumento no numero de células com

aspecto neuronal (14 B).
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Figura 14 — Fotografia de cultura de células de retina de ratos neonatos na
auséncia (A) e presenga de IGF-I (B) por um periodo de 144 horas. As setas brancas

indicam as células gliais
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A fim de que pudéssemos estudar as vias bioquimicas mediadoras
do efeito proliferativo do IGF-I, decidimos estabelecer como parametros o
tempo de incubacao de 24 horas e a concentragdo de 10ng/mL. Dados da
literatura mostraram que, em varios sistemas, o aumento da proliferacao
induzido pelo IGF depende da ativagdo da enzima PI3 cinase. Por este
motivo iniciamos nossos estudos analisando o papel desta via. Na figura 15
podemos observar que o tratamento com um inibidor seletivo da PI3 cinase
(LY 294002), na concentracdo de 25 yM, aboliu por completo o efeito do
IGF-1. Este resultado mostra que também no nosso sistema a via da PI3

cinase esta envolvida no efeito do IGF-I.
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Figura 15 - Efeito do IGF-1 10 ng/ml na proliferacdo das células da retina é
bloqueado pelo Ly294002 25 uM . Os valores foram expressos em percentagem do
controle. O valor da radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100%.
Os valores foram expressos em média * erro padréo de pelo menos trés experimentos

independentes (n = 6-8) (* p< 0,001).
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Uma outra importante via de sinalizacdo do receptor de IGF é a da
proteina cinase C (PKC). Assim sendo, tratamos as culturas com IGF-I na
presenca de um inibidor das diferentes isoformas de PKC, o cloreto de
queleritrina na concentracao de 1,25uM. Na figura 16 podemos observar
gue o tratamento com cloreto de queleritrina aboliu por completo o efeito do

IGF-I indicando a importancia da PKC na via de sinalizagao.
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Figura 16 - Efeito do IGF-I 10 ng/mL na proliferagdo das células da retina é bloqueado
pelo cloreto de queleritrina 1,25 yM . Os valores foram expressos em percentagem do
controle. O valor da radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100%.
Os valores foram expressos em média * erro padréo de pelo menos trés experimentos

independentes (n = 6-8) (* p< 0,001).
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Com o objetivo de caracterizarmos qual a isoforma de PKC que
estaria envolvida no efeito do IGF-I comecamos nossos estudos utilizando
a rotlerina que é um inibidor seletivo da isoforma delta (independente de
calcio). Na figura 17 estao ilustrados os resultados desta experiéncia que
mostram uma inibigdo do efeito do IGF-I pelo tratamento concomitante com

rotllerina na concentragao de 2uM.
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Figura 17 - Efeito do IGF-I 10 ng/mL na proliferacdo das células da retina € bloqueado
pela rotllerina 2,0 yM . Os valores foram expressos em percentagem do controle. O valor
da radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100%. Os valores foram
expressos em média * erro padrao de pelo menos trés experimentos independentes (n

=8-10) (* p< 0,001).

Como observamos ser o efeito do IGF-1 dependente da ativacao da

PKC, decidimos analisar o envolvimento das diferentes MAP cinases neste
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fenbmeno. Comegcamos nossos estudos avaliando a participacdo da MAP
cinase através da inibicdo da MEK. Para tal utilizamos o PD 98059 que é
um inibidor desta enzima. Ao analisarmos os resultados apresentados na
figura 18A podemos observar que a presenca de PD na concentragdo de
25uM inibiu parcialmente o efeito do IGF-I. Por este motivo fizemos novas
experiéncias utilizando a concentragédo de 37,5uM do PD. Os resultados
obtidos mostram que o efeito do IGF-I foi totalmente bloqueado nesta nova
situacao experimental (figura 18B). Esse conjunto de resultados mostram o
envolvimento da MAP cinase no aumento da proliferacao celular induzida

pelo IGF-I.
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Figura 18 A e B: Efeito do IGF-I 10 ng/mL na proliferagdo das células da retina é
bloqueado parcialmente pelo PD98059 25 uM e totalmente pelo PD98059 37,5uM . Os
valores foram expressos em percentagem do controle. O valor da radioatividade
(cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100%. Os valores foram expressos em
média + erro padrdo de pelo menos trés experimentos independentes (n = 6-8) (* p<

0,001).
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Continuando nossos estudos sobre o envolvimento das MAP
cinases, analisamos a participacao da p38. Para tal utilizamos o SB 202190
na concentracdo 20uM. Os resultados obtidos indicam que o bloqueio da
p38 nao interferiu no efeito do IGF-I (figura 19). E interessante observar
que apenas o bloqueio da p38 foi capaz de aumentar a proliferacdo das

células da retina.
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Figura 19 - Efeito do IGF-1 10 ng/mL sobre a proliferacdo das células da retina nao é
inibido pelo SB202190 20uM. Os valores foram expressos em percentagem do controle.
O valor da radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100%. Os
valores foram expressos em média + erro padrdo de pelo menos trés experimentos

independentes (n = 8-10) (* p< 0,001).
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Continuando a nossa investigacdao analisamos a participacdo da via
da JNK (outra MAP cinase) no efeito do IGF-I. Na figura 20 estéo
representados os resultados obtidos que claramente indicam a participagao

da JNK no efeito do IGF-I visto que o tratamento com o inibidor da JNK, na

concentragao de 0,5uM, bloqueou parcialmente o efeito do IGF-I.
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Figura 20 - Efeito do IGF-1 10 ng/ml na proliferacao das células da retina é bloqueado
pelo inibidor da JNK 0,5 uM . Os valores foram expressos em percentagem do controle.
O valor da radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100%. Os
valores foram expressos em média = erro padrdao de pelo menos trés experimentos

independentes (n = 6-8) (* p< 0,001).
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Com a finalidade de continuarmos analisando as vias bioquimicas
envolvidas, resolvemos investigar se a atividade tirosina cinase seria
importante para o efeito do IGF-I. Inicialmente utilizamos a genisteina na
concentragdo de 15 pM. Como podemos observar no grafico abaixo,
guando a genisteina é adicionada nas culturas na presenca do IGF, ela ndo
€ capaz de reverter o efeito observado (figura 21). Esse resultado nos
surpreendeu pois o receptor de IGF-I é do tipo tirosina cinase e portanto
deveria ter seu processo de transducao de sinal bloqueado pela genisteina.
Entretanto, a genisteina ndo é um bloqueador seletivo dos receptores de

IGF o que poderia parcialmente explicar os nossos resultados.
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Figura 21 - Efeito do IGF-I 10 ng/mL sobre a proliferacdo das células da retina nao é
inibido pela genisteina 15uM. Os valores foram expressos em percentagem do controle.
O valor da radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100%. Os
valores foram expressos em média = erro padrao de pelo menos trés experimentos

independentes (n = 6-7) (* p< 0,001).
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Decidimos entdo, avaliar a participacdo de tirosinas cinases
citoplasméaticas no efeito do IGF-I. Nossos estudos tiveram inicio com a
analise da familia das proteinas Src. Utilizamos o PP1 na concentracao de
1,0 uM. Esta droga apresenta uma grande seletividade pela familia de
proteinas Src. Ao analisarmos os resultados experimentais obtidos com
esta droga observamos que houve um bloqueio significativo do efeito do

|IGF-I quando o PP1 foi adicionado as culturas (figura 22).
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Figura 22 - Efeito do IGF-I 10 ng/mL na proliferacdo das células da retina é bloqueado
pelo PP1 1,0 uM . Os valores foram expressos em percentagem do controle. O valor da
radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100%. Os valores foram
expressos em média + erro padrao de pelo menos trés experimentos independentes (n =

6-8) (* p< 0,001).
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Uma outra via de sinalizacdo que decidimos estudar foi a da
secrecdo vesicular de polipeptideos. Muitos fatores de crescimento tém
seus efeitos mediados seja pela secrecdo de outros fatores, seja pela
insercao de receptores na membrana ou por ambos os efeitos. Para testar
esta possibilidade utilizamos a brefeldina A que inibe a via de secrecéo
vesicular. Na figura 23A podemos observar que quando as culturas foram
tratadas com 3ng/mL de brefeldina ndo houve o bloqueio do efeito do IGF-I.
Entretanto quando utilizamos a concentragcdo de 30ng/mL o efeito foi
totalmente abolido (figura 23B). Estes resultados sugerem um papel

importante da via de secrecao vesicular de polipeptideos no efeito do IGF-I.
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Figura 23 A e B - Efeito do IGF-1 10 ng/mL sobre a proliferacdo das células da retina nao
€ inibido pela brefeldina A 3ng/mL mas ¢é inibido pela Brefeldina A na concentragdo de
30ng/mL. Os valores foram expressos em percentagem do controle. O valor da
radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100%. Os valores foram
expressos em meédia * erro padrao de pelo menos trés experimentos independentes (n

=6-10) (* p< 0,001).
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Resolvemos investigar se a internalizacdo do receptor de IGF
poderia de alguma forma interferiria no efeito proliferativo observado pelo
IGF-I. A cadaverina, um inibidor da internalizacdo de receptor, na
concentragao de 0,75nM, foi capaz de inibir o efeito por nés observado
como demonstra a figura 24. Sendo que em concentracées mais elevadas

como em 3nM e 6nm um efeito toxico foi observado.
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Figura 24 - Efeito do IGF-1 10 ng/mL sobre a proliferacao das células da retina € inibido
pela cadaverina 0,75nM sendo que nas concentracdes de 3nM e 6nM observamos uma
toxicidade. Os valores foram expressos em percentagem do controle. O valor da
radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100%. Os valores foram
expressos em meédia * erro padrao de pelo menos trés experimentos independentes (n

=6-13) (* p< 0,001).
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Dados da literatura demonstram que € possivel ocorrer
transativacao dos receptores de EGF quando do tratamento com IGF-I (Zou
et al., 2006). A fim de que pudéssemos avaliar se em nossas culturas o
efeito do IGF-I também dependia da ativacdo dos receptores do EGF
utiizamos um bloqueador seletivo destes receptores, o AG1478 na
concentragao de 2,5uM. Na figura 25 observamos que quando as culturas
foram tratadas com IGF-I, na presenca do inibidor dos receptores de EGF,
o efeito na proliferagdo celular foi totalmente abolido. Este resultado indica
que, também em nossa preparagao o IGF tenha seu efeito mediado pelos

receptores de EGF.
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Figura 25 - Efeito do IGF-1 10 ng/mL sobre a proliferacao das células da retina € inibido
pelo AG1478 2,5uM. Os valores foram expressos em percentagem do controle. O valor
da radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100%. Os valores foram
expressos em média + erro padrao de pelo menos trés experimentos independentes (n =

6-9) (* p< 0,001).
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Visto termos encontrado a participacao dos receptores de EGF, nos
perguntamos se as metaloproteinases estariam envolvidas neste
fenbmeno. Estas proteinas poderiam clivar o EGF ligado a matriz
extracelular permitindo a ligacdo do fator tréfico ao seu receptor. Fizemos
entdo um estudo acerca do papel da metaloproteinase 9 no efeito
proliferativo induzido pelo IGF-l. Na figura 26 observamos que o inibidor

desta enzima foi capaz de abolir o efeito do IGF-I.
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Figura 26 - Efeito do IGF-1 10 ng/mL sobre a proliferacdo das células da retina é
bloqueado pelo inibidor da metaloproteinase 9 20uM. Os valores foram expressos em
percentagem do controle. O valor da radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi
considerado 100%. Os valores foram expressos em média + erro padrao de pelo menos

trés experimentos independentes (n =6-7) (* p< 0,001).
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Nossa préxima etapa foi analisar o papel da fosfolipase C no efeito
mediado pelo IGF-1 em nossas culturas. Para tal utilizamos o U73122 4uM
e como podemos observar analisando os resultados apresentados na figura

27 ele foi capaz de inibir o efeito proliferativo induzido pelo IGF-I.
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Figura 27 - Efeito do IGF-1 10 ng/mL sobre a proliferacdo das células da retina é inibido
pelo U73122 4uM. Os valores foram expressos em percentagem do controle. O valor da
radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100%. Os valores foram
expressos em média + erro padrao de pelo menos trés experimentos independentes (n =

6-10) (* p< 0,001).

Nosso préximo passo foi utilizar um inibidor do receptor de IGF-I, o
IOME AG538 na concentracdo de 20uM e verificar a provavel inibicdo do

efeito do IGF-l. Na figura 28 podemos observar que o bloqueio dos
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receptores de IGF-1 além de n&o inibir o efeito do IGF-I, ainda induz um
aumento de aproximadamente 100% na proliferacao celular. Esse resultado
nos surpreendeu e inicialmente repetimos varias vezes a experiéncia a fim
de que pudéssemos nos certificar do efeito. A partir do momento em que
nos certificamos do resultado buscamos uma possivel explicacdo para o
fendbmeno. Inicialmente pensamos que o tratamento com IGF-lI pudesse
induzir a internalizacdo de receptores para fatores de crescimento e o
bloqueio deste efeito poderia levar a ativacdo desses receptores
aumentando assim a proliferacdo celular. Resultados do nosso laboratério
mostram que a ativacdo dos receptores de EGF leva a um aumento de
100% na proliferacdo das células da retina. Assim sendo, fizemos
experiéncias utilizando o inibidor do receptor de EGF na presenca do
inibidor do receptor de IGF. Na figura 29 podemos observar que o inibidor
do receptor de EGF nao reverteu o aumento na proliferacdo celular

induzido pelo tratamento com o inibidor do receptor de IGF.
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Figura 28 - Efeito do IGF-I 10 ng/mL sobre a proliferacdo das células da retina é
potenciado pela tirfostina IOME AG 538 20uM. Os valores foram expressos em
percentagem do controle. O valor da radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi
considerado 100%. Os valores foram expressos em média + erro padrao de pelo menos

trés experimentos independentes (n =8-23 ) (* p< 0,001).
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Figura 29 - Efeito dos inibidores dos receptores de IGF e EGF sobre a proliferacéo das
células da retina é potenciado pelo IOME AG538 20u e pelo AG1478 2,5uM. Os valores
foram expressos em percentagem do controle. O valor da radioatividade (cpm/placa) da
cultura controle foi considerado 100%. Os valores foram expressos em média * erro

padrdo de pelo menos trés experimentos independentes (n = 9-23) (* p< 0,001).

Trabalhos da literatura demonstram que o tratamento com IGF-I
induz um aumento no numero de receptores TrkB na membrana. Dados
prévios do nosso laboratério e que estdo demonstrados na figura 30,
mostram que o tratamento com o inibidor dos receptores Trk (K252a), na
concentracao de 25nM e 50nM, induz um aumento na proliferacao das
células retinianas de aproximadamente 100%. Ja o tratamento com BDNF
nas concentragbes de 25 e 50ng/mL induz uma diminuicdo de

aproximadamente 50% na proliferagdo das células retinianas (figura 31).
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Figura 30 - Efeito do K252a 25 e 50 nM sobre a proliferagéo das células da retina. Ocorre
um aumento da proliferagdo celular. Os valores foram expressos em percentagem do
controle. O valor da radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100%.
Os valores foram expressos em média + erro padrdao de pelo menos trés experimentos

independentes (n =7-10) (* p< 0,001).
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Figura 31 - Efeito do BDNF 25 e 50 ng/mL sobre a proliferacdo das células da retina.
Ocorre uma diminuicdo da proliferacdo celular. Os valores foram expressos em
percentagem do controle. O valor da radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi
considerado 100%. Os valores foram expressos em média + erro padrao de pelo menos

trés experimentos independentes (n = 7-10) (* p< 0,001).

Da andlise desse conjunto de resultados (inibidor do receptor de IGF-
|, K-252a e BDNF) podemos sugerir que se o IGF-1 esta regulando a
expressao e ou insergado dos receptores Trk na membrana e até mesmo a
sintese e liberagdo de neurotrofinas como o BDNF, o bloqueio deste sinal
poderia induzir um aumento na proliferacdo mediado pela acao de outros

fatores de crescimento presentes em nossas culturas.
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5- Discussao

O IGF-I é um fator de crescimento descrito na literatura como tendo
um importante papel na diferenciacdo, na proliferacdo e na sobrevida
celular. Os resultados por n6s obtidos nesse trabalho demonstram que o
tratamento de células da retina com IGF-I, por 24-48 horas, induz um
aumento de aproximadamente 50% na proliferacdo celular. Este efeito se
da de forma dose-dependente, sendo que a concentracdo de 10ng/mL ja
induz a maior resposta. Observamos também que o efeito do IGF-1 é

tempo-dependente e a partir de 72h ndo mais observamos seu efeito.

Quando comparamos nossos resultados com aqueles presentes na
literatura, observamos que eles estdo de acordo com o0 que vém sendo
descrito para muitas populagdes celulares. As semelhancas ndo sé dizem
respeito a taxa de aumento na proliferacdo como também a cinética das
respostas. Em células da préstata do tipo DU 145 (Zhou et al., 2006) e em
células musculares da aorta de ratos (Meng et al., 2007), o tratamento com
IGF-1 (50ng/mL), por 24h, foi capaz de aumentar a proliferacdo em
aproximadamente 40%. Nas células HIRcB e em adipocitos 3T3L1, o
tratamento com IGF-l, por 12h, induziu um aumento de 30-40% na
proliferacao celular (Dalle et al., 2001). Como em nossa preparacao o efeito

do IGF-I esta em torno de 50%, podemos sugerir que a magnitude deste
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efeito esteja relacionado a semelhanca das respostas induzidas por este

fator tréfico em diferentes populagdes.

Em 1988, foi demonstrado que o tratamento com insulina de
células do ganglio cervical superior de ratos induzia um aumento na
proliferacdo. De forma semelhante o tratamento com IGF-I, na
concentragdao de 10ng/mL, também foi capaz de aumentar a proliferacdo
dessas células em torno de 5 vezes quando comparado com o controle.
Neste mesmo trabalho os autores igualmente observaram que o IGF-Il na
concentragdo de 100ng/mL estimula a proliferacdo em torno de 53%
(DiCicco-Bloom and Black, 1988). Esses resultados podem ser explicados
pelo fato destas moléculas interagirem com os receptores do tipo 1 e desta
forma estimularem com diferentes afinidades, as respostas observadas. Em
nosso trabalho nos ativemos ao estudo do papel do IGF-1 na proliferacao
das células da retina. Futuramente procuraremos identificar se este efeito

também pode ser observado tanto com insulina como com IGF-II.

A primeira vista pode parecer contraditério o fato do IGF-I induzir
um aumento tdo grande na proliferacdo das células do ganglio cervical
(500%) e em nossa preparagcao induzir um aumento de apenas 50%.
Entretanto, como os autores trabalharam com células embrionarias e as
condigdes experimentais n&o sdo idénticas as nossas, estas diferengas séo

perfeitamente esperadas. Diferencas nas taxas de aumento na proliferacao
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induzidas pelo IGF-I também foram observadas por Cui e Almazan (2007),
analisando o efeito do |IGF-l na proliferagdo de precursores
oligodendrécitos. Nessa populacédo, o aumento da proliferacdo também foi
dose-dependente. Com 10ng/mL de IGF-I, o aumento foi de 1,7 vezes
chegando ao seu valor maximo (2,4 vezes) com 50ng/mL de IGF-1 (Cui and

Almazan, 2007).

Em retinas de embrido de galinha (E7-E9), o IGF-I também tem um
efeito na proliferacédo celular. Apés tratamento por 48h, foi observado que a
concentracao de 40ng/mL induzia aumento de 20% e a concentracao de
100ng/mL induzia aumento de 45%. Os autores observaram que o
tratamento com IGF-Il também aumentava a proliferacdo porém havia
necessidade de se utilizar uma concentragao bem mais alta (200ng/mL).
Esse fato ocorre provavelmente porque tanto o IGF-I quanto o IGF-Il se
ligam ao receptor do tipo 1, sendo que o IGF-Il apresenta menor afinidade
(Calvaruso et al.,, 1995). Um outro grupo demonstrou que o efeito
proliferativo do IGF-lI em retinas de embrides de galinha (E5-E9) depende
do substrato no qual as células foram plagqueadas pois na presenca de
laminina havia um aumento de 13 vezes, enquanto que na presenca de
fibronectina ndo era observado nenhum aumento no padréao de proliferacéo
(Frade et al.,1996). Esses resultados reforcam a idéia que dependendo das
condigbes experimentais o tratamento com IGF-l pode induzir efeitos até

mesmo discrepantes.
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Um trabalho realizado em retinas de humanos também mostra o
papel do IGF na proliferacdo de células de Muller (populacdo glial mais
numerosa na retina). O tratamento com IGF-1 na concentragdo de 50ng/mL
€ capaz de induzir aumento de 30% na proliferacdo apds 48 horas de

tratamento (lkeda et al., 1995).

Ao compararmos 0s nossos resultados com os dados encontrados
na literatura, podemos observar que o IGF-1 tem um papel mitogénico para
as células retinianas mas este efeito ocorre durante uma janela temporal
relativamente pequena, visto que apbés 72 horas, ndo mais pudemos
observar o aumento na proliferacdo quando comparado ao controle. O
aumento na taxa de proliferacdo por nés encontrado esta de acordo com
aqueles encontrados em muitos sistemas, nos permitindo dizer que a
maior parte dos trabalhos mostra um aumento na proliferacdo da ordem de
40-50%. Trabalhos futuros serdo necessarios para que posSsamos
caracterizar se sdo células gliais ou células neuronais, ou mesmo ambas

que estao proliferando apés tratamento com IGF-I.

Estudos realizados com ratos Sprague-Dawley nas idades P10,
P22, P35, P60, P90 e P180 mostraram a expressao de fatores tréficos em
ratos normais e em ratos que sofreram lesdo em um dos olhos (Cao et al.,
2001). Comparando os niveis de IGF-l, FGFa e FGFb, podemos verificar

gque as cinéticas individuais apresentam-se de maneira distinta. A
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expressdao do RNAm para o FGFb e para o seu receptor vai aumentando
nas diferentes idades nos animais controle. Os animais lesados
apresentam niveis de expressdo maiores do que o controle em todas as
idades mas a partir de P90 o aumento observado é maior. O FGFa teve um
comportamento um pouco diferente uma vez que ndo houve alteracdo nos
niveis de RNAmM com a lesédo (Cao et al., 2001). Ja a expressao do RNAm
para IGF-I diminui com o tempo. Em P10 ele declina para 55% e em P35
para 50%, chegando a 46% em P60 permanecendo assim até P180. Em
animais cujas retinas foram lesadas nao houve alteracao desta cinética. A
expressdao do receptor nao apresentou alteragdo nenhuma tanto em

resposta a injaria quanto em resposta a idade (Cao et al., 2001).

Nesses mesmos ratos foi analisado os niveis de IGF-I, VEGF (fator
de crescimento endotelial vascular) e GH (hormdnio do crescimento) no
soro, no homogenado retiniano € no humor vitreo. Os autores observaram
que o IGF-l aumentava no soro do rato alcancando niveis elevados em P14
e P21 comparado com P0. Nessas mesmas idades, ocorria um declinio dos
niveis de IGF-1 no humor vitreo. O nivel de VEGF é 10 vezes maior
também no vitreo quando comparado com o soro ja o de GH é 10 vezes
menor no vitreo do que no soro. Baseados nestes resultados os autores
propuseram que o VEGF e o IGF-I possam participar do desenvolvimento
retiniano sendo o vitreo um reservatorio para estes fatores que por difusao

atingiriam a retina (Modanlou et al., 2006).
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A distribuicado do IGF-I e de suas proteinas de ligagdo também foi
estudada em olhos de ratos normais e diabéticos. Em ratos normais, o
RNAm para IGFBP1 foi detectado na retina, na cérnea e na iris. Ja o
RNAm para as IGFBP 5 e 6 foram detectadas na retina, na iris e na cérnea
e 0s RNAms para IGFBPs 2, 3 e 4 ndo foram encontrados nos olhos de
ratos. O RNAm para o IGF-1 e seu receptor do tipo 1 foi detectado na
retina. Em ratos com diabetes houve um aumento do RNAm para IGFBP 5
e uma reducdo para IGFBP 6, sendo que outros componentes do sistema

de IGF nao sofreram alteracdes detectaveis (Bergman et al., 2005).

Estudos realizados em olhos de bovinos analisaram a producao de
IGF-I e de IGFBPs in vitro (72h) em quatro tipos celulares: células
endoteliais microvasculares, pericitos, células do epitélio pigmentar e
fibroblastos (Moriarty et al., 1994). Em todas estas células foi encontrado
um aumento temporal dos niveis de IGF-I mas de forma diferente. As
células endoteliais e os fibroblastos tiveram um aumento nos niveis de IGF-
| até 48 horas permanecendo constante até as 72 horas, ja os pericitos e as
células do epitélio pigmentar apresentaram producédo continua de IGF-I
sendo que o0s pericitos mostraram um maior aumento no periodo entre 48-
72horas. Com relacao a expressao das IGFBPs, cada tipo celular mostrou
um perfil de expressao distinto (Morriarty et al.,1994). Essa diferenca de

expressdao com relacdo ao tipo celular pode nos ajudar a entender esse
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efeito transiente do IGF-I na retina dependendo do tipo celular envolvido.
No futuro pretendemos analisar as células que estao respondendo ao IGF-I
para melhor compreender o conjunto de acdes deste fator sobre a

populacéo de células da retina.

Apesar de termos observado um aumento na proliferacédo celular da
ordem de 50% ap6s o tratamento com o IGF-I, a analise das culturas a
microscopia Optica de contraste de fase ndo evidenciou alteragdes
marcantes no padrdao morfolégico das culturas tratadas quando
comparadas com as controle. Em algumas situagdes experimentais, as
culturas tratadas apresentavam regiées com um maior espraiamento dos
grumos. Entretanto, este ndo era um padréo absoluto. Como o efeito do
IGF-1 ocorria apenas nas primeiras 48h de cultura é possivel que o IGF-I
esteja regulando a proliferacdo e na sequéncia esteja induzindo a

diferenciacéo de células da retina.

Depois de caracterizado o efeito do IGF-I nas nossas culturas,
resolvemos verificar as vias bioquimicas que mediavam essa resposta.
Uma via bem descrita na literatura € a via da PISK/AKT, que participa da
cascata de transducédo de sinais de varios receptores do tipo tirosina cinase
incluindo receptores de insulina e de IGF (Giorgetti et al., 1993). Em tecidos
periféricos, a ativacao tanto dos receptores de insulina como os de IGF-I

dispara a via da PI3K que leva a ativacdo da proteina cinase B/Akt. A
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ativacdo dessa cinase medeia a translocacao dos transportadores de
glicose para a membrana possibilitando a entrada de glicose na célula

(Bondy and Cheng., 2004).

Um outro alvo para a sinalizagdo da insulina/IGF via Akt € a
glicogénio sintase cinase 3B (GSK3pB). O IGF-I é capaz de inibir a GSK3
aumentando assim a sintese protéica e de glicogénio em neurbnio que
expressam IGF-1. A inibicdo da GSK3B medeia o efeito neuroprotetor do
IGF-1 uma vez que ela tem efeitos pré-apoptéticos nos neurdnios (Bondy

and Cheng, 2004).

Em fibroblastos de murinos, tanto a insulina quanto o IGF-lI séo
capazes de aumentar a atividade da PI3K sendo que esse aumento
depende da fosforilacdo da IRS1, um substrato do receptor de insulina.
(Giorgetti et al.,1993). Em retinas de ratos Wistar Albino nas idades P1 e
P2, o IGF-I age como um fator tréfico para as células amacrinas regulando
sua sobrevida e diferenciacdo sendo que a via da PI3K esta envolvida
nessa regulagao (Politi et al., 2001). Como nosso modelo experimental é a
retina de ratos neonatos, possivelmente o tratamento com IGF-| esteja
aumentando a sobrevida e a proliferacdo das células amacrinas presentes

em nossas culturas.
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Em ratos Sprague-Dawley, o aumento observado na proliferacéo
dos oligodendrécitos cerebrais induzido pelo IGF-I € dependente da
ativagdo da PI3K (Cui and Almazan, 2007). Nossos resultados estao de
acordo com todos estes previamente citados visto que a inibicdo da PI3K

abole por completo o efeito do IGF-I.

O tratamento de células NIH-3T3 com PDGF 9 (fator de crescimento
derivado de plaquetas) leva a direta associacdo da PKC-{ com a proteina
GTP-Ras que serve para recrutar a PKC-{ a membrana plasmatica. Dois
produtos da fosforilacdo da PI3K, fosfatidilinositol -3,4-P. e fosfatidil inositol-
3,4,5-P3 sdo capazes de ativar a PKC ¢ mostrando que ela vem apdés a via
da PI3K (Liu et al.,1998). Células HL-60 quando na presenca de 10ng/mL
de IGF-l exibem um aumento na proliferagéo de 2,5 vezes (Lui et al., 1997).
Esse fator € capaz de promover a diferenciacdo dessas células em
macréfagos induzida pela vitamina Ds. Durante essa diferenciacao o IGF-1 é

capaz de ativar tanto a PI3K quanto a PKCC (Liu et al., 1998).

Os midcitos ventriculares também sao células que quando tratadas
com IGF-I fazem com que a PKCa seja translocada, sendo essa requerida
para regular a via da Raf-Ras-Erk (Pecherskaya and Solem, 2000). Em
células cancerigenas também foi mostrada a importancia da PKC. O IGF-I
€ capaz de induzir a expressao da Cox-2 em células cancerigenas de

ovario humano. Esse aumento é mediado por 3 cascatas de sinalizacao
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paralelas; a PI3K, MAPK, e a PKC (Cao et al.,, 2007) . Também foi
mostrado que a PKC também esta envolvida na proliferagéo induzida pela
insulina. Tanto o IGF-I quanto a insulina sdo capazes de aumentar a
proliferacdo de queratindcitos s6 que por mecanismos diferentes. A insulina
induz a translocacdo da PKC® do citosol para a membrana enquanto o
IGF-1 reduz os niveis de PKC® na membrana e aumenta os niveis na
porcdo citosolica, sendo que essa translocacdo independe da PI3K.
Podemos ver que o IGF-I e a insulina podem causar o mesmo efeito nas

células mas através de vias diferentes (Shen et al., 2001).

Um outro sistema no qual o IGF-I tem sua atividade relacionada
com a PKC é em células da musculatura lisa vascular de porcine. Esse
fator € capaz de regular quatro isoformas de PKC das sete encontradas
nesse modelo experimental. A atividade da PKC é requerida para o IGF-I
induzir a migracdo, sintese de DNA e expressdo génica nessas ceélulas.
Esse efeito nesse caso também é independente da PI3SK ou € uma via que

vem abaixo da PKB/Akt (Yano et al., 1999).

Nossos resultados demonstram que o efeito do IGF-I foi bloqueado
tanto pelo tratamento com o cloreto de queleritrina (inibidor seletivo das
PKCs) como pela rottlerina (inibidor seletivo da PKC delta). Comparando
estes resultados com os acima citados podemos constatar que também no

nosso sistema a via da PKC desempenha um importante papel na
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sinalizagdo induzida pelo IGF-I. Pelos nossos resultados, a isoforma de
PKC que estd envolvida neste efeito € a PKC delta. Entretanto, néo
podemos descartar a participacdo de outras isoformas de PKC no nosso

efeito.

Uma outra via envolvida na proliferacao celular e bastante citada na
literatura é a via da MAPK. No nosso trabalho, o bloqueio da via da MAPK
inibiu o efeito do IGF-1 na proliferacdo das células da retina. Na literatura
encontramos varios trabalhos que demonstram a participacdo da via da
MAPK no efeito do IGF. Em células SH-SY5Y o IGF-I aumenta o
crescimento de neuritos de forma tempo e dose-dependente sendo que é
necessaria a fosforilagdo da ERK para que este fendbmeno ocorra (Kim et
al.,1997). Em adipécitos 3T3L1 o efeito do IGF-I no crescimento de neuritos

também depende da fosforilacdo dessa via (Dalle et al., 2001).

A via da MEK também esta envolvida na inducdo da proliferacao
pelo IGF-I em progenitores de oligodendrocitos. Nesse sistema foi visto que
a fosforilacdo da ERK1/2 induzida pelo IGF-I é transiente. Em 5 minutos
ocorre um pico de ativacdo e ap6és 1h os niveis j4 retornam ao controle.
Quando os autores utilizaram um bloqueador desta via o efeito proliferativo
do IGF-I foi totalmente abolido, estabelecendo uma correlacdo entre a

ativacao desta enzima e a proliferacdo celular (Cui and Almazan, 2007).
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Outra via importante que esta envolvida no efeito do IGF-I € a via da
JNK. O IGF-I é capaz de proteger linfécitos T e células Jurkat da morte
induzida pelo Faz. Este efeito protetor se da através da ativacao das vias
da PI3 cinase e da JNK (Walsh et al., 2002). Em nossa preparacéao a via da
JNK também estd envolvida no efeito do IGF-I. Estudos futuros seréo
realizados no intuito de compreender de que maneira as vias da MAPK e
da JNK sdo ativadas pelo IGF-I em células da retina. Nao podemos
descartar um possivel efeito tréfico em nossa preparacao pois ainda néo

avaliamos a sobrevida neuronal ap6s o tratamento com IGF-I.

Em camundongos C57BL/6J, o IGF-1 e o PACAP (polipeptideo ativador
da adenilil ciclase pituitaria) aumentam a fosforilacdo de diferentes proteinas em
neurdnios. O IGF-1 nesse sistema é capaz de transativar o receptor de PACAP
do tipo 1 associado com o receptor de IGF do tipo 1, sendo esse efeito mediado
por cinases da familia da Src (Delcourt et al., 2007). Em pré-adipécitos do tipo
3T3-L1, o IGF-I também € capaz de aumentar a proliferacdo dessas células
sendo esse efeito mediado por cinases da familia Src (Boney et al., 2001).
Em progenitores de oligodendrécitos, o IGF-l igualmente aumenta a
proliferacdo de forma dependente da Src (Cui and Almazan, 2007). Nossos
dados também mostram a participacao das proteinas Src no efeito induzido
pelo IGF-I. Entretanto ainda ndo nos é possivel estabelecer em que ponto

da via de sinalizacao esta proteina se torna ativa.

86



Em linhagens de células CHO foi mostrada a internalizagdo do
receptor de IGF do tipo 1 sendo que esse processo depende da Shc/MAP.
Ja a via da IRS-1 é ativada tanto pelos receptores presentes na superficie
celular quanto pelos receptores endossomais (Chow et al., 1998).
Experimentos realizados com linhagem de células gliais mostraram que a
interacdo de ligantes com o seu receptor € capaz de levar a internalizacao
do receptor de IGF do tipo 1 o qual medeia a fosforilagdo da Akt e que a
reciclagem do receptor é sustentada pela fosforilacdo da Akt em
progenitores gliais (Romanelli et al., 2007). Em nossa preparacédo o
bloqueio da interiorizagdo dos receptores de IGF pelo uso cadaverina inibiu
o efeito do IGF-I. Este dado sugere que a via dependa da interiorizagao dos

receptores para que possa ser plenamente ativada.

O processo de transativacao do receptor de EGF pelo IGF-1 também
envolve a MEK. Em células de cancer de préstata DU145 o efeito do IGF-I
depende da transativagao do receptor de EGF e da ativacao da via da ERK
(Zhou et al., 2006). A transativacdo observada nas células vasculares da
musculatura lisa induzida pelo IGF-I também necessita da participagdo da
via da MEK (Meng et al., 2007). Quando analisamos o papel dos receptores
de EGF no efeito do IGF-I em nossas culturas, observamos que de fato

estes receptores participam da cascata de sinalizacao.
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Um outro dado por nos observado foi a participacdo da
metaloproteinase 9 no efeito do IGF-l. O IGF-1 é capaz de ativar
metaloproteinases que promovem a quebra do EGF presente na matriz
extracelular associado a heparina (Molina-Munoz et al., 2006). As
metaloproteinases também exercem um importante papel na migracao das
células MCF-7. Esse fenbmeno € induzido pelo IGF-I e é mediado pela
atividade da metaloproteinase 9 na superficie celular e pela integrina o,fs (
Mira et al., 1998). Como em nossa preparacédo o efeito do IGF-1 depende
tanto da ativacdo dos receptores de EGF como da atividade da
metaloproteinase 9, € possivel que a ativacao dos receptores de IGF leve a
ativacdo de metaloproteinases que promoveriam a liberacao do EGF ligado

a matriz com consequente ativagao dos receptores EGF.

Ao tratarmos as culturas com um inibidor dos receptores de IGF
obtivemos um resultado que em muito nos surpreendeu. O bloqueio destes
receptores induziu um grande aumento na proliferagdo das células da
retina comparado com as culturas controle. Além disso, foi incapaz de inibir
o efeito do IGF-I. A partir deste resultado nos perguntamos se o tratamento
com IGF-I estaria modulando negativamente a resposta das células da
retina a outros fatores tréficos presentes no meio. Nesta linha de raciocinio,

o bloqueio desta via poderia potencializar o efeito proliferante.
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Em nosso laboratério também analisamos os efeitos do EGF sobre
a proliferagdo das células da retina. Dados ainda nao publicados mostram
que este fator trofico induz um aumento de 100% na proliferagcdo das
células da retina. Baseados nesses resultados decidimos verificar se o
efeito do inibidor do receptor de IGF era mediado pela ativacdo dos
receptores de EGF. Entretanto, o tratamento concomitante com o inibidor
do receptor de IGF e do receptor de EGF nao foi capaz de inibir o efeito do

inibidor do receptor de IGF.

Dados da literatura mostram que o tratamento com IGF-I é capaz de
regular a expressao de receptores TrkB em células nervosas (Mc Cusker et
al., 2006). Anteriormente haviamos observado que o tratamento das células
da retina com um inibidor seletivo dos receptores Trk induz um aumento de
100% na proliferagdo celular. Neste mesmo trabalho também
demonstramos que o tratamento das culturas com BDNF induz uma
diminuicdo de 50% na proliferacdo das células retinianas (Santos et al.,
2003). Analisando este conjunto de resultados podemos aventar a hipotese
do IGF-1 induzir um efeito transiente na proliferacao através da ativagao dos
receptores de EGF, mas ao mesmo tempo induzir um aumento na insercao
de receptores Trk na membrana, o que controlaria a resposta proliferativa
induzindo uma diferenciacdo. Como o efeito do IGF-I também foi inibido
pelo tratamento com a brefeldina A, que blogueia tanto a secrecao

vesicular de polipeptideos como a insercao de receptores na membrana,
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nossa hipotese parece ser plausivel. Entretanto, precisaremos analisar se o
tratamento com IGF-I aumenta a expressdo de receptores Trk em células
da retina mantidas em cultura; bem como se o IGF-I é capaz de aumentar a
sintese e ou liberagdo de neurotrofinas. Também nao podemos descartar a
possibilidade do tratamento com IGF-1 regular a resposta aos fatores

tréficos indutores de proliferagdo como o EGF ou o FGF2 dentre outros.

Todo o nosso trabalho foi realizado com células da retina de
animais neonatos. Neste estdgio do desenvolvimento as células
ganglionares, amacrinas e cones ja sairam do periodo proliferativo. Por
outro lado, precursores de células bipolares, bastonetes e células de Muller
continuam proliferando (Cepko et al., 1996). Como o tratamento com IGF-|
induz um aumento na proliferacdo celular, ndo podemos descartar sua
acao sobre estas trés populagdes, bem como ndo podemos excluir um
efeito sobre células pluripotentes presentes na retina. Pretendemos, num
breve futuro, caracterizar qual a populacdo ou populacbées que sao

responsivas ao tratamento com IGF-1 em nossa preparagéo.
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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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