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RESUMO

Glutamato € o neurotransmissor excitatério mais abundante no sistema
nervoso central (SNC). Suas acbes sdo mediadas pela ativacao de receptores
metabotropicos e ionotrépricos (iGluRs). Os iGluRs sao amplamente
expressos no SNC, inclusive na retina dos vertebrados. Recentemente, a
ativagdo dos iGluRs vem sendo relacionada a ativagcdo da via das ERKs e do
fator de transcricdo CREB. Na retina de embridao de galinha, a ativacao dos
iGIuRs do tipo NMDA aumenta a producao de 6xido nitrico (NO), uma molécula
neuroativa muitas vezes envolvida nas ac¢des do glutamato. Neste trabalho
estudamos os efeitos do glutamato e do NO na ativagdo da ERK e da CREB
em culturas de retina de embrido de galinha, ou em retinas intactas durante o
desenvolvimento embrionario. Ambos glutamato ou o doador de NO SNAP
aumentaram o nivel de fosforilagdo da ERK2 e da CREB nas culturas. Tanto a
ativagdo da ERK2 quanto da CREB envolviam a atividade da PKG e da Src
cinase. A fosforilacdo de CREB foi dependente da ativacdo de ERK, e os
efeitos do glutamato foram totalmente dependentes de NO e
predominantemente dependentes da ativacdo dos iGluRs do tipo
AMPA/Kainato. Entretanto, a ativacdo da CREB por glutamato ou NO envolveu
também o bloqueio de outras cinases como a PKA, PIBK e CAMK. A
imunocitoquimica para fosfo-CREB em culturas estimuladas com glutamato
mostrou-se restrita ao ndcleo das células gliais. Na retina intacta de 8 dias de
desenvolvimento (E8), SNAP induziu a fosforilagdo da CREB e da ERK2 pela
via do GMPc mas a fosforilacdo da CREB néo foi dependente da ativacao da
ERK. Glutamato estimulou o aumento da fosforilagdo da CREB de maneira
dependente da dose. Foi verificado que a partir de E14 a fosforilacdo da CREB
mostrava-se maior que em retinas mais jovens, e nesta idade a fosforilacao da
CREB e da ERK pbéde ser inibida por drogas antagonistas dos receptores
NMDA ou TrK. Os resultados revelam uma complexa rede de interacdes entre
os receptores de glutamato, sistema de producéo de NO, diferentes cinases e

sistemas de comunicagao neurénio-glia.
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ABSTRACT

Glutamate is the major excitatory neurotransmitter in the central nervous
system. Its actions are mediated by metabotropic or ionotropic receptors
(iGluRs). iGluRs are largely expressed in the nervous system, and are present
in the vertebrate retina. Recently, the activation of iGluRs has been associated
to the activation of ERK pathway and CREB phosphorylation. In the chick
embryo retina, the activation of NMDA receptors increases nitric oxide (NO)
production, a neuroactive molecule often involved in glutamate actions. In the
present work we have studied the effects of glutamate and NO on ERK and
CREB phosphorylation in cultures of chick embryo retinal cells, or in the intact
retina during development. Glutamate or the NO donor SNAP increased the
phosphorylation levels of ERK2 and CREB in the cultures. Both the activation of
ERK2 or CREB were dependent on PKG and Src kinase. CREB
phosphorylation was dependent on ERK activation, and the glutamate effects
were predominantly dependent on the activation of AMPA/Kainate iGluRs and
NO production.. However, CREB activation was also dependent of different
kinases such as PKA, PISK and CAMK. We also showed that glutamate-
induced CREB phosphorylation was restricted to the nuclei of glial cells in the
cultures. In the 8-day-old (E8) chick embryo intact retina, NO induced the
phosphorylation of ERK and CREB through the cGMP pathway but the
phosphorylation of CREB was not dependent on ERK activation. Glutamate
increased CREB phosphorylation in a dose-dependent manner. It was also
observed that CREB phosphorylation was higher at E14 than in earlier retinas,
and at this age CREB and ERK phosphorylation could be inhibited by NMDA or
TrK receptor antagonists. The results reveal a complex chain of interactions
involving glutamate receptors, NO production system, different kinases and

neuronal-glial communication system.
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1- INTRODUGAO
1.1- Retina
1.1.1 Estrutura morfofuncional

A retina é um tecido sensorial que converte o estimulo luminoso em sinal
elétrico permitindo que essa forma de energia seja interpretada pelo sistema
nervoso resultando na percepcao visual. Antes de alcancar as estruturas
encefalicas superiores, o sinal elétrico é processado na retina por uma rede de
conexdes laterais ora inibitérias ora excitatérias formadas pelos
prolongamentos de interneurénios, fornecendo ao sistema nervoso central um
sinal refinado que discrimina contrastes e profundidade, além das cores
(Wéssle, 2004).

A retina esta localizada ao fundo do globo sendo limitada anteriormente
pelo humor vitreo, e posteriormente pelo epitélio pigmentado. As células deste
epitélio simples estdo em contato intimo com o segmento externo dos
fotorreceptores, participando da reciclagem de suas membranas (Young e Bok,
1969) e da troca de metabdlitos com a retina como um todo (Kubrusly et al.,
2003).

Existem cerca de seis tipos neuronais na retina (Livesey and Cepko,
2001), que se encontram dispostos em camadas, ora compostas de corpos
celulares ora de seus respectivos processos, compondo um arranjo histolégico
bem semelhante ao de outras estruturas do sistema nervoso central. A figura 1
auxiliard a compreensao deste arranjo, cuja descricdo vem a seguir. Os
fotorreceptores, cones ou bastonetes, sdo células alongadas que possuem
fotopigmentos compostos de uma opsina (proteina transmembrana acoplada a

proteina G) acoplada a uma molécula croméfora que absorve a luz. Cones



medeiam a visao fotopica, que permite discriminacdo de cores através de um
sistema de comparacdo de sinais obtidos em até trés tipos de cones
determinados pelo espectro de luz absorvido pelo fotopigmento que possuem
(vermelho, verde ou azul). Os bastonetes possuem um fotopigmento muito
sensivel capaz de captar um unico féton, porém nao discriminam cores, sendo
responsaveis pela visdo escotépica. O segmento externo dos fotorreceptores
possui discos membranosos repletos de fotopigmentos. E a porcdo dessas
células especializada em captar a luz e que forma a camada fotorreceptora da
retina. O segmento interno e o corpo celular dessas células formam a camada
nuclear externa.

Na camada plexiforme externa o terminal axonal dos fotorreceptores faz
sinapses com a arborizacdo dendritica de células bipolares e horizontais.
Essas dUltimas, juntamente com as células amacrinas, formam a camada
nuclear interna. Em seguida, na camada plexiforme interna encontram-se os
terminais axonais das células bipolares, e os dendritos de células amacrinas e
ganglionares. Células ganglionares e algumas células amacrinas deslocadas
formam a camada de células ganglionares cujos axénios formam a camada de
fibras dpticas, que se dirigem a saida da retina (na regido denominada ponto
cego). Essas fibras entdo unidas formam o nervo éptico, e se projetam ipso ou
contra-lateralmente em estruturas encefélicas iniciando as vias ascendentes do
processamento visual.

O tipo de célula glial predominante na retina sdo as células de Mdller
(Chang-Ling, 1994). Essas células dispdem-se radialmente atravessando todas
as camadas da retina formando suas membranas limitantes, interna e externa,

com seus pés terminais. O corpo celular da glia de Miller localiza-se no terco



médio da camada nuclear interna, seu citoplasma se ramifica e estende em
processos que envolvem os contatos sinapticos da retina (Newman e
Reichenbach, 1996). As interacées neurogliais sao fundamentais para a
fisiologia e homeostase do tecido retiniano, visto que a glia de Miller modula a
atividade neuronal da retina (Neuman e Zahs, 1998), participa do “clearance”
singptico através da captacdo de neurotransmissores (Matsui et al., 1999;
Derouiche e Rauen, 1995), e do influxo de K" mantendo o equilibrio
eletroquimico (Nilius e Reichenbach, 1988). Mais recentemente foi
demonstrado experimentalmente que as células de Muller se comportam como
fibras Opticas conduzindo a luz ao longo da retina até os fotorreceptores
(Franze et al., 2007), otimizando o processo de formacao da imagem visual na
retina.

As alteracdes no potencial de membrana provocadas pela luz em um
fotorreceptor ocorrem por causa de oscilagdes na concentragédo citoplasmatica
de GMPc. Esse segundo mensageiro controla a abertura de canais de Na*
mantendo um potencial de membrana mais positivo no escuro em decorréncia
de um influxo continuo deste ion. A luz absorvida pelo croméforo 11-cis retinal
muda sua estrutura para retinal trans-total, causando mudanca conformacional
na opsina a qual estava ligado, levando a ativacdo de uma proteina G
citoplasmatica. Uma vez ativada, a subunidade alfa desta proteina G ativa uma
fosfodiesterase especifica para o GMPc. Desta forma a luz induz uma
hiperpolarizacdo dos fotorreceptores, que neste estado, liberam menos
glutamato (Wassle, 2004).

As células bipolares transmitem sinais dos fotorreceptores as células

ganglionares, formando a via vertical de transmissdo da retina, cujo principal



neurotransmissor empregado é o glutamato. O sinal originado nos
fotorreceptores pode ser modulado por sinapses elétricas entre si, e também
pela resposta das células horizontais. As células amacrinas por sua vez
também influenciam os sinais transmitidos das células bipolares para as células
ganglionares através de suas sinapses. Desta forma as células horizontais e
amacrinas através de suas conexbes formam a via lateral

de processamento da imagem na retina (Kolb, 2003).

Epitélio Pigmentar

Segmento Externo
dos Fotorreceptores

Camada
Nuclear Externa

Camada
PSS e Plexiforme Externa
” *lula
Horizont ; Célula
de Miiller Camada
Nuclear Interna
P & T < Camada
4 | Plexiforme Interna
g Wy Célula
el ¢ 'ae 5
B Newrdnio Glutamatéirgi o anglionar Camada de
B Neurénio Gabaérgico Células Ganglionares

PR Fotosreceptor
HC Célula Horizontal
BC Célula Bipolar
AC Célula Amacrina
GC Célula Ganglionar

Camada de Fibras Nervosas

Figura 1: Esquema do arranjo histologico da retina. Mostrando a
disposicao das células em camadas definidas compostas de corpos
celulares ou seus prolongamentos. A via de transmisséo vertical esta
destacada em vermelho mostrando as células que liberam glutamato.
A via paralela de processamento esta representada em azul pelos
neurdnios gabaérgios da retina. (Modificado de Yang, 2004).




1.1.2 A retina em desenvolvimento

Assim como as demais estruturas do sistema nervoso central, a retina é
derivada de uma porcdo do ectoderma que forma o tubo neural. A regido
posterior do tubo neural se segmenta sob o comando de um repertorio de
genes morfégenos originando as estruturas precursoras do encéfalo (revisado
por Mey e Thanos, 2000). O prosencéfalo entdo se evagina bilateralmente
formando as vesiculas Opticas. A vesicula Optica primaria se invagina
formando a vesicula éptica secundaria, precursora do proprio globo ocular, que
consiste em uma estrutura com duas camadas celulares. A camada mais
externa formara o epitélio pigmentado, e a camada mais interna dispbe-se em
epitélio pseudo-estratificado, formado por células-tronco capazes de dar origem
a qualquer dos tipos neuronais ou a glia de Miller na retina madura (revisado
por Adler, 2000).

Os processos de divisao celular, migracao e diferenciacdo se fazem
necessarios a arquitetura e fisiologia da retina madura. A proliferagdo e a
diferenciacdo ocorrem de maneira sobreposta, pois cada tipo celular “nasce”
em periodos diferentes. O nascimento de uma determinada célula corresponde
ao momento em que esta passa por sua ultima divisdo celular. Se a esta etapa
a célula em questéo ja encontra-se destinada a um determinado fenétipo € algo
discutivel. Porém é consenso, alcancado através de estudos realizados em
diversas espécies, que as primeiras células a sairem do ciclo celular na retina
sdo as células ganglionares, seguidas pelos demais neurbnios (Prada et al.,
1991, para revisdo) (figura 2). A saida do ciclo celular na retina de galinha
comega com o nascimento das primeiras células ganglionares, que ocorre

entre 0 2° e 0 3?2 dia embrionario (E-2/3) (Fujita e Horii, 1963; kahn, 1974; Prada



et al., 1991), com um gradiente centrifugo, do centro para a periferia, e também
da superficie ventricular a vitrea. Desta forma, aos oito dias embrionarios,
guando a maioria das células ja é pds-mitotica, a proliferacdo € quase restrita
ao bordo ciliar da retina, também conhecido como ora serrata, iniciando-se um
periodo de franca diferenciacao celular.

A producdo de fatores soluveis por células maduras, bem como as
interacdes de superficie, regulam a proliferagcdo dos progenitores retinianos. A
exemplo, foi demonstrado que progenitores da retina de roedores em cocultura
com células de Miiller ou neurdnios pds-mitéticos deixam de proliferar via TGFf3
(Close et al., 2005). As proteinas transmembrana delta e notch que funcionam
como receptor e ligante parecem induzir a proliferacdo e inibir a entrada de
precursores em um programa de diferenciacdo neuronal (Ahmad et al., 1997).
Como em demais regides do sistema nervoso, o papel do calcio na regulagéao
da proliferacao € relevante na retina de galinha (Sugioka e Yamashita, 2003).
As oscilagdes de Ca™ provocadas por ativagdo de receptores muscarinicos e
purinérgicos sdo capazes de modular o tempo da metafase nas células da zona
ventricular na retina embriondria de galinha em E6 (Pearson et al.,, 2002).
Oxido nitrico é capaz de modular negativamente a proliferacdo celular na retina
E8, bem como em células gliais cultivadas juntamente com neurdnios da retina
de galinha (Magalhées et al., 2006).

Dada essa interposicao entre a proliferacao e diferenciacéo na retina, é
plausivel que muitos dos sinais envolvidos na regulacdo da proliferagao
também sejam implicados na diferenciacdo celular, além dos fatores
intrinsecos dos progenitores. A migragdo celular também é um fenémeno

onipresente durante o desenvolvimento da retina e que se estende apds a



proliferacdo, visto sua organizacdo em superficie ventricular e vitrea que
segrega desde E2 progenitores multipotentes e células pds-mitéticas (Kahn,
1973, Fujita e Horii, 1963). Esse fendmeno é bastante evidente na laminacao
da retina, além da expanséo dos neuritos, necesséria a sinaptogénese. Que se
inicia precocemente (a partir de E9), e é governada por neurotransmissores ja
produzidos no tecido retiniano (Wong e Wong, 2001). O glutamato é uma
dessas moléculas, que ativa vias intracelulares remodelando rapidamente os
neuritos (Wong et al., 2000). As moléculas de adesao presentes na matriz
extracelular ou superficie celular, como o receptor fosfo-tirosina fosfatase mu
(PTPu), consistem em verdadeiras pistas para a migracao, verdadeiramente
esculpindo a retina. Essa molécula de adesao € expressa desde E3, e a
perturbacdo de sua fungdo por diversos modos € capaz de prejudicar a
histogénese da retina (Ensslen et al., 2003).

Em uma visdo geral, a proliferacao, diferenciacdo e migracao celular
ocorrem na retina quase simultaneamente e de forma orquestrada resultando
em um tecido com camadas fisicamente definidas. Enfim, um “genuino centro

neural”, como diria Ramon y Cajal (Yang, 2004).

1.1.3 A retina como modelo de estudo

A retina de galinha vem sendo amplamente usada por pesquisadores
para o estudo de diversos aspectos neuroquimicos e do desenvolvimento do
sistema nervoso central (Magalhaes et al., 2006; Ferreira e Paes-de-Carvalho,
2001; de Mello, 1978). Compartilhando sua origem embrionaria com o cérebro,
a retina apresenta um arranjo histolégico caracteristico e bem conhecido de

camadas alternadas de corpos celulares e prolongamentos, com relativamente



poucos tipos celulares. Além disso, as células da retina podem expressar

fendtipos de quase todos os neurotransmissores.

fotorreceptores
hoe
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Figura 2: Desenvolvimento. O nascimento das células na retina
de galinha comega em EZ, com as primeiras células ganglionares
deixando o ciclo celular. O periodo de sinaptogénese aparece em
destaque. Adaptacdo da figura % de Prada et al, 1991,

A obtencdo de tecido retiniano é possivel durante quase todos os
estagios embrionarios (Coulombre,1955), possibilitando o estudo de diversos
aspectos do desenvolvimento do tecido nervoso. A retina € um 6rgao de facil
disseccdo com pouca probabilidade de contaminagdo por outros tecidos
neuronais ou nao neuronais, € este processo ndo provoca danos celulares
significativos por hipdxia, pois a retina de pinto tem uma grande capacidade de
metabolismo glicolitico (revisto por Lolley,1969).

As células da retina de galinha podem ser mantidas por varios dias em
cultura desde estagios precoces do desenvolvimento embrionario. Podem ser
produzidas diversas formas de culturas, como por exemplo mistas de neurdnios

e células gliais (de Mello, 1978), culturas purificadas de células gliais



(Cossenza and Paes-de-Carvalho, 2000), ou purificadas de neurdnios e
fotorreceptores, em que as células crescem aderidas as placas ou substrato de
alta adesividade como poli-L-ornitina (Adler et al., 1984). E possivel também
cultivar as células da retina de forma que seu arranjo histolégico seja
preservado, utilizando-se pequenos pedacos de tecido que sado os explantes
(Zhang et al.,2003; Yamagata and Sanes, 1995). A cultura em agregados é
uma outra estratégia para reproduzir uma estrutura laminada, semelhante a do
tecido original, em que as células sdo cultivadas em recipientes apropriados
(erlemeyer) em constante rotagédo (Layer and Willbold, 1993).

Outra grande vantagem do modelo é a possibilidade de se controlar a
composicdo do meio. Nos experimentos com culturas é possivel ainda
selecionar células, viabilizando o estudo de fendmenos que n&o seriam
possiveis de acessar in vivo. A retina em cultura resgata algumas
caracteristicas do tecido in vivo, como o desenvolvimento de sistemas de
neurotransmissores (de Mello et al., 1982), interacdes neuro-gliais (Cossenza e
Paes-de-Carvalho, 2000) e formacado de sinapses (Puro et al., 1977),

permitindo-nos a caracterizacao farmacolégica destes fenébmenos.

1.2 CREB

A regulacdo da transcricao génica € essencial para 0s seres vivos, pois
através deste processo uma determinada célula é capaz de expressar o
repertério de proteinas adequado a cada momento. A natureza langa méao
desta estratégia ha milhées de anos, fazendo com que o0s seres vivos,
compostos basicamente pelas mesmas classes de moléculas organicas (ex.:

fosfolipidios, proteinas e &cidos nucléicos), sejam tdo diversos. E também



desta forma é possivel compreender a diversidade de células em um mesmo
organismo multicelular, pois estas ttm o0 mesmo genoma, porém o expressam
de forma diferente (Alberts et al., 2002).

Os fatores de transcricdo sdo as proteinas reguladoras do DNA que
funcionam como interruptores, ativando ou reprimindo a transcricido de
determinados genes. Algumas delas agem como dimeros, reconhecendo
sequéncias do DNA sem que a dupla fita precise se abrir e entdo recrutam
outras proteinas importantes para a transcricdo. O mecanismo de ligagdo ao
DNA e a forma como se dimerizam tem correlacdo com a estrutura molecular
destas proteinas, e através destas caracteristicas os fatores de transcricdo sao
agrupados em familias cujos membros podem ainda se enquadrar em
subfamilias (Alberts et al., 2002).

A superfamilia de fatores de transcricao do tipo bZIP, também chamados
de ziper de leucina, formam um “motivo” com esse nome quando se dimerizam.
Esse motivo consiste de duas alfa-hélices justapostas que se ligam através das
cadeias laterais de aminoacidos hidrofébicos, como em um ziper, e essa regiao
da proteina é rica em leucina . Adjacente a esse dominio de dimerizacédo, em
direcdo a porgado carboxiterminal da proteina, encontra-se um dominio de
carater basico rico em Lisina e arginina onde as alfa-hélices se separam, que
consiste no dominio de ligacdo ao DNA (Shaywitz e Greeberg, 1999).

Um dos fatores de transcricdo do tipo bZIP mais conhecidos é CREB,
que juntamente com CREM e ATF-1, forma a familia de fatores de transcricao
denominada CREB. Estes fatores de transcricdo (CREB, ATF1 e CREM) sao
produtos de genes diferentes, cujos splicings rendem isoformas capazes de

influenciar positiva ou negativamente a transcricdo de novos genes. A despeito
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disso, esses fatores de transcricdo conservam consideravel homologia em seus

dominios criticos (figura 3).

Creb ")) vy mm— (77, |7, - T OL
(. 3 R T A e T (VIR [

Q1 a KID Q2/CAD bZIP
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ICER

ATF-1

Figura 3: Os membros da familia CREB. A) dominios funcionais dos
membros da familia de CREB e seus splicings. CREB e ATF1 sao
amplamente expressos no sistema nervoso, e seus splincings rendem
membros da familia de CREB que regulam positivamente a transcrigdo.
O gene CREM apresenta um padrao de expressao mais restrito a outros
tecidos, e dois de seus splicings perdem o dominio KID, regulando
negativamente a transcrigdo génica (Lonze e Ginty, 2002). NO detalhe a
interagcéao do dominio bZIP com o} DNA
(www.dosenation.com/listing.php?smlid=1940).

Os membros da familia de CREB se dimerizam através do dominio bZIP
que coopera com a regidao c-terminal para que se liguem a seqglUéncias
consenso no DNA denominadas CRE (elemento de resposta ao AMPc), uma
sequéncia palindrdmica compreendendo as bases nitrogenadas TGACGTCA,
presente na regido promotora dos genes regulados por CREB (revisado por
Lonze e Ginty, 2002). Essa sequéncia foi inicialmente encontrada no gene da
somatostatina, o qual foi induzido por forskolina em células PC12 (Montminy et

al., 1986). Posteriomente, foi isolado um peptidio ligante de CRE com, cerca
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de 43 KD que fora fosforilado in vitro quando incubado com a subunidade
catalitica ativada da PKA: descobria-se CREB, a proteina ligante ao elemento
de resposta ao AMPc¢ (Montminy e Bilezikjian, 1987).

Os dominios ricos em glutamina Q1 e Q2/CAD (dominio
constitutivamente ativo) contribuem para a ativacdo ou para o recrutamento de
proteinas da maquinaria de transcricao (revisado por Shaywitz e Greenberg,
1999), e flanqueiam o dominio KID (dominio induzivel por cinases). Neste
ultimo reside o residuo 133 de serina, um alvo para a fosforilagdo por varias
cinases, critico para a ativacdo de CREB mediada por estimulos extracelulares.
Quando a serina 133 é fosforilada, CREB recruta CBP/P300. Ambos sao
coativadores da transcricdo, pois recrutam e estabilizam outros componentes
da maquinaria transcricional, além de possuirem atividade histona-
acetiltransferase intrinseca (revisado por Mayr e Montminy, 2001; Shaywitz e
Greenberg,1999).

CREB vem sendo intensamente estudado no sistema nervoso pelo fato
de ser ativado pela atividade sinaptica das células nervosas de diferentes areas
do cérebro. E desta forma, os genes transcritos como resultado da ativacao de
CREB, ja foram relacionados a uma infinidade de condi¢des patolégicas ou

processos fisiologicos e benéficos ao sistema nervoso (Carlezon et al., 2005).

1.2.1 CREB integra sinais de diversas vias de sinalizacao:

O residuo de serina 133 da CREB é um ponto de convergéncia de
diversas cascatas de sinalizacdo iniciadas por neurotransmissores,
neurotrofinas e hormdnios, se comportando como um efetor comum para estes.

A velocidade, intensidade e duracdo desses estimulos sdo pontos chave na
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elucidacdo de como cada um deles provoca respostas celulares variadas

através da ativacdo de CREB.

1.2.1.1 A via do AMPc

A proteina cinase dependente de AMPc (PKA) foi a primeira cinase
descrita na fosforilacdo de CREB. Ela é ativada mediante o aumento
intracelular de AMPc que se liga a subunidade regulatéria da PKA, liberando
sua subunidade catalitica que através do mecanismo de fosforilagdo modula
uma infinidade de processos celulares. Muitos ligantes tém a capacidade de
ativar as isoformas de adenil ciclase através da proteina Gs, dentre eles estao,
dopamina e adenosina. Todavia existem adenil ciclases ativadas por célcio
(Wang et al., 2003), e assim, receptores acoplados a outras vias de transducao
também poderiam ativar a PKA (Impey et al., 1994).

O dominio bZIP de CREB também possui atividade regulatéria através
da interacdo com proteinas como a TORC (transdutor dos coativadores
reguladores da atividade de CREB). O TORC liga-se a regido bZIP por forcas
ibnicas e favorece a atividade de CREB, independente da fosforilacdo da serina
133. A ligacdo do TORC é prevenida por sua fosforilagdo pelas SIKs. A PKA
fosforila a SIK que é exportada para o citoplasma (revisado por Takemori et al.,
2007). A calcineurina defosforila o TORC, cooperando com a sua ligacao a
CREB (Kingsbury et al., 2007). Porém, & valido lembrar que a calcineurina
ativada pela entrada de Ca*™" via receptores NMDA extrasinapticos provoca
defosforilacdo de CREB, sendo implicada na morte celular por excitotoxicidade

(Lee et al., 2005).
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1.2.1.2 O papel do Ca*™*

O papel do calcio na modulacao de CREB é muito complexo, pois esse
segundo mensageiro é capaz de atuar sob varios paradigmas, como ja
comentado brevemente. As alteragdes do potencial de membrana no sistema
nervoso quase sempre envolvem o influxo de Ca** seja através de receptores
ionotrépicos ou via canais de calcio dependentes de voltagem.
Neurotransmissores que se ligam a receptores metabotrdpicos participam da
mobilizacdo de estoques internos de calcio. Classicamente o célcio liga-se a
calmodulina e modula a atividade de diversas proteinas, como 0os membros da
familia das CAMKSs, proteinas serina/treonina cinase dependentes de célcio e
calmodulina. A CAMK Il e a CAMK |V fosforilam CREB diretamente, porém a
segunda é encontrada no nucleo (Nakamura et al., 1995), e ganha cada vez
mais importancia neste cendrio. Além da serina 133, as serinas 142 e 143 de
CREB constituem pontos de regulacdo pelas CAMKSs, pois, dentre outros
achados, Kornhauser et al. (2002) reportaram que a fosforilacdo destes trés
residuos de serina ao mesmo tempo impedia a ligacdo de CREB ao CBP sem
prejuizo da transcricdo. O CBP, por sua vez quando fosforilado pelas CAMKII
ou IV otimizou o processo de transcricdo dos genes regulados por CREB
(Revisado por Deisseroth e Tsien, 2002).

Em adicdo as CAMKs, o Ca** advindo de eventos sinapticos pode ativar
a cascata da ERK provocando ativacdo de CREB (Hardingham et al., 2001).
Em neurbnios hipocampais a fosforilacdo de CREB induzida por receptores
AMPA permeaveis a Ca™ foi abolida pela inibicdo da via das ERK, cuja
ativacao foi dependente de PI3K (Perkinton et al., 1999). A fosforilacao da

serina 133 de CREB foi estimulada imediatamente pela CAMKIV em culturas

14



de neurdnios do hipocampo, porém a via da ERK simultaneamente ativada

promoveu a sustentacado deste evento (Wu et al., 2001), mostrando que um

unico estimulo pode disparar cascatas distintas que culminam em um mesmo

efetor, porém com cinéticas diferentes.

fosforilacdo e ativacdo de CREB,

comentadas.

A figura 4 resume as vias de

inclusive algumas que ainda seréo

A )

cAMP ATP

Figura 4: Regulagio da
atividade de CREB. a)Vias de
transducdo que modulam CREB
através da fosforilacdo da serina
133. B)Modulacao da
transcricdo génica via dominio
bZIP de CREB. Gravuras
extraidas de: A:
www.med.osaka-u.ac.jp/pub/mr-
mbio/kennkyu.html
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1.2.1.3 Envolvimento de outras cinases

Os fatores troficos atuam sobre receptores do tipo tirosina cinase, que
classicamente ativam a cascata Ras/Raf/MEK/ERK. A fosforilagdo de CREB
dependente desta cascata pode ser efetuada por duas familias de cinases, as
P90RSK ou as MSK.(revisado por Lonze e Ginty, 2002). Além da via Ras/ERK,
neurotrofinas sdo capazes de disparar paralelamente mais de uma cascata de
sinalizacdo que resulte na ativacdo de CREB (Finkbeiner, 2000). Em
neurdnios estriatais em cultura, a PKC estimulou CREB de forma dependente
da ERK (Mao et al., 2007). Foi proposto também, que a PKC, assim como a
PIBK, poderiam ativar a ERK diretamente (Grammer e Blenis, 1997).
Recentemente foi mostrado que a ativacdo das vias da PI3K e da ERK por
BDNF poderia regular a migracdo de neuroblastos da zona subventricular por
um mecanismo dependente da ativacdo de CREB (Chiaramello et al., 2007).
Os produtos da PI3K ativam a AKT, que € uma enzima serina/treonina cinase
com multiplos alvos celulares inclusive a CREB (Kato et al., 2007). Estudos
realizados com linhagens celulares transfectadas contribuiram para a
compreensao dos mecanismos de fosforilacdo de CREB por diversas cinases.
A PKD é ativada pela via da PKC e pode fosforilar diretamente a serina 133 de
CREB, além de outros sitios observados em experimentos realizados com
proteinas purificadas (Johannesen et al.,, 2007). A serina/treonina cinase
GSK3B, que fosforila apenas substratos previamente fosforilados, assim o faz
com CREB em seu residuo serina 129, ap6s a fosforilagdo da serina 133
cooperando em sua ativacdo (Fiol et al., 1994). Porém foi mostrado
posteriormente que a GSK3p inibe a interacdo de CREB com o DNA (Grimes e

Jope, 2001), corroborando o papel neuroprotetor da via PISBK/AKT (Papadia et
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al., 2005), que conhecidamente ativa CREB é responsavel também pela

inibicado da GSK3p (Cross et al., 1995).

1.3 ERK

As ERKs sédo enzimas serina treonina cinases pertencentes a superfamilia
das MAPK (proteinas cinase ativadas por mitdégenos), que foram inicialmente
descritas no controle da reproducéo de leveduras (Herskowitz, 1995). A via de
transducdo das MAPKs ¢é bastante conservada entre os membros desta
superfamilia, que também compreende p38 e JNK (c-jun N-terminal cinase).
Essa via € composta de trés cinases: uma MAP cinase cinase cinase
(MAPKKK), que fosforila e ativa uma MAP cinase cinase (MAPKK) que por sua
vez ativa uma MAP cinase (MAPK). No caso das ERKs, inicialmente uma
proteina Ras é ativada por receptores Trk, a Ras ativa a Raf (MAPKKK), que

ativa a MEK (MAPKK), e esta ativa a ERK (MAPK) (Sweatt, 2004).

As ERKs 1 e 2 também sao conhecidas como p44 e p42. Como
previamente comentado, as ERKs podem ser ativadas por outras vias além da
classica, como Ca'™, a via da PKC, PI3K, e AKT, ainda que providas pelos
receptores Trk. Foi mostrado que a ativacdo de ERK pelo FGF2 em
fotorreceptores da retina de ratos depende de MEK. Porém, nos demais
neurénios e glia de Muller a ativacdo de ERK ocorre por uma via resistente a
inibicdo da MEK (Kinkl et al., 2001). Em culturas de fibroblastos o peroxinitrito
um metabdlito de NO, promoveu ativacdo da ERK, novamente sem a
participacdo de MEK, por um mecanismo envolvendo a PKC (Bapat et al.,
2001). Uma vez ativadas as ERKs fosforilam diretamente seus substratos

como canais ibnicos, transportadores, fatores de transcricdo como c-fos, e
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outras cinases como a RSK e a MSK. A RSK (cinase ribossomal S6 de 90 kDa)
€ uma cinase citoplasmatica ativada pela ERK, enquanto a MSK (proteina
cinase ativada por mitdbgenos e stress) pode ser ativada também pela p38
(revisado em Frédin e Gammeltoft, 1999). Essas duas cinases foram capazes
de fosforilar CREB, porém a RSK demonstrou maior afinidade que a MSK pelo

sitio de fosforilacdo (Deak et al., 1998).

1.4 Oxido Nitrico (NO)

Ha cerca de 20 anos o 6xido nitrico (NO) foi identificado como uma
molécula enddgena, quando dois grupos de pesquisa independentes revelaram
a identidade quimica do fator de relaxamento liberado pelo endotélio (EDRF)
(Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987), um mensageiro quimico liberado por
células endoteliais em resposta a acetilcolina (Furchgott e Zawadzki, 1980). No
entanto, as propriedades vasodilatadoras de compostos nitrogenados ja eram
exploradas de forma terapéutica, reconhecendo-se que estes geravam NO e
mimetizavam as ac¢des do EDRF (Ignarro et al., 1981). A atuagdo do NO como
mensageiro por células do sistema nervoso foi logo observada através do
estimulo a formacgéao de NO por glutamato em culturas de células granulares de
cerebelo via receptores NMDA (Garthwaite et al., 1988). A formacgéo
endogena de NO foi também descrita em células imunes (Stuehr et al., 1989).
Esses achados pioneiros impulsionaram uma ampla gama de pesquisas com o
intuito de esclarecer possiveis papéis bioldégicos do NO em diversos tipos

celulares, os mecanismos de sinalizacao e a forma como era produzido.

1.4.1 As Oxido Nitrico Sintases (NOS)
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As Oxido nitrico sintases (NOS) constituem um grupo de isoenzimas
responsaveis pela sintese do NO. Essas enzimas receberam nomes diferentes
de acordo com suas -caracteristicas bioquimicas e locais onde foram
inicialmente encontradas. S&o conhecidas até esse momento trés isoformas de
NOS que apresentam uma relativa homologia, embora também possuam
algumas peculiaridades e sejam produtos de genes distintos. A nNOS
(neuronal), ou NOS |, foi a primeira a ser clonada em cerebelo de ratos; em
seguida a NOS Il foi obtida de macréfagos, também chamada de INOS
(induzivel) por ser regulada ao nivel de transcricdo génica; a eNOS (endotelial)
ou NOS Il foi encontrada nas células endoteliais (revisto por Yun et al., 1996).
Entretanto, a localizacdo ectopica das NOS tem sido pesquisada. Por
exemplo, a NOS Il pode ser induzida em células gliais durante injuria do
sistema nervoso central por trauma ou infecgdo (Hori et al.,1999; Nakahara et
al., 2002), ou expressa em neuroblastos da retina e cortex de ratos durante o
desenvolvimento (Arnhold et al., 2002). A isoforma endotelial foi detectada no

hipocampo (Kimura et al., 1999; Dinerman et al., 1994).

O aumento citoplasmatico da concentracdo de Ca'™ ativa as NOS
endotelial e neuronal, através dde um mecanismo envolvendo a ativacao da
calmodulina e sua subsequente ligacdo a NOS (Bredt e Snyder, 1990). Porém,
a isoforma induzivel de NOS é caracterizada como independentes de calcio,
pois apresenta afinidade tdo alta a calmodulina que, mesmo em condigdes de
baixo Ca™, continua fortemente ligada. O sitio ao qual se liga calmodulina
conecta os dominios oxidase e redutase da NOS, respectivamente localizados

nas por¢des amino e carboxi-terminal do polipeptidio (Lee e Stull, 1998).
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A porcao aminoterminal das NOS contém dominios importantes para a
localizagdo subcelular. A nNOS, por exemplo, apresenta uma sequiéncia de
aminoacidos denominada dominio PDZ que consiste em um sitio de adaptagao
de proteinas como a PSD95 (proteina de densidade pés-singptica 95),
relacionada a receptores NMDA (Christopherson et al.,, 1999). O dominio
oxigenase, também localizado na por¢cao aminoterminal, abriga o sitio catalitico
da enzima, além daquele para a ligacao do cofator tetrahidrobiopterina (BH4).
Na regidao carboxi-terminal estd o dominio redutase, o qual compartilha cerca
de 60% de homologia com a enzima hepatica citocromo P450 redutase (Bredt
et al.,, 1991). Desta forma, o dominio redutase das NOS apresenta sitios de
ligacdo para FMN (flavina mononucleotideo), FAD (flavina adenina
dinucleotideo) e NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo) A ligacao de
calmodulina permite a ligacdo dos cofatores no dominio oxidase e a
dimerizacao da enzima (figura 5). Em seguida ocorre o fluxo de elétrons, do
NADPH ao Heme, gerando a conversdo de L-arginina em L-citrulina e NO

(Craig et al., 2002; revisto por Yun et al., 2006).

FIGURA 5: As NOS funcionam
como dimeros. No dominio
redutase das NOS a ligagédo dos
cofatores NADPH, FAD e FMN
promove um fluxo de elétrons
necessario a conversao de
arginina em citrulina e NO. O sitio
de ligacdo para calmodulina
(CaM) conecta o dominio
redutase ao dominio oxigenase
das NOS, onde localiza-se seu
sitio catalitico. Gravura retirada da
pagina eletronica:
www.tagen.tohoku.ac.jp/labo/shim
izu/res-e.html .
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1.4.2 Caracteristicas fisicoquimicas e mecanismo de acao

O NO é uma molécula sinalizadora que ndo se enquadra nos parametros
empregados para classificar os mensageiros convencionais. Ao contrario
destes, NO nao pode ser armazenado e nem degradado por enzimas, sendo
sua liberacdo subordinada a sintese pelas NOS. Isto ocorre por causa das
propriedades fisico-quimicas do NO, que se apresenta como gas na atmosfera,
mas no ambiente celular se comporta como uma molécula hidrofébica
altamente reativa com as moléculas ali presentes. O NO propriamente dito,
NO:, possui um elétron livre (ndo pareado), logo suas interacdes com
moléculas afins tem por finalidade o paramento deste elétron. Além de NO-,
podem ocorrer 0 anion nitréxido (NO") e o cation nitrosénio (NO*), que também
possuem propriedades sinalizadoras (revisado por Pagliaro, 2003). Ao ser
formado, NO é rapidamente oxidado, reduzido ou complexado com outras
moléculas. Entretanto, tais reagdes sao extremamente dependentes da
composicao quimica do meio.

NO reage com Fe?* encontrado no grupamento heme presente na
estrutura de diversas proteinas e também utilizado como cofator de enzimas,
ligando-se reversivelmente. Assim, NO é capaz de inibir a prépria NOS
(Assreuy et al., 1993) agindo como um regulador de sua sintese, ou ativar a
guanil ciclase soluvel (GCs), também denominada receptor de NO (Bellamy e
Garthwaite, 2002; Bellamy et al., 2000). A elevacao dos niveis de GMPc foi o
primeiro mecanismo de ag¢ado descrito para o NO. Este segundo mensageiro
modula diretamente a atividade de certos canais ibnicos controlados por
nucleotideos (Savchenko et al., 1997), e também ativa uma proteina cinase

dependente de GMPc (PKG). Diversos canais idnicos possuem sitios
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consenso para a fosforilacdo por PKG (revisado por Ahern et al., 2002), que é
uma serina/treonina cinase envolvida em cascatas de multiplas fosforilagdes.

As respostas celulares a geracédo de NO envolvem também mecanismos
independentes de GMPc como a nitrosilacdo e a nitragdo. A nitrosilacéo,
também conhecida como nitrosacdo, consiste em uma reacdo de NO,
geralmente em sua forma NO*, com radicais sulfidrila presentes em residuos
de cisteina formando um nitrosotiol. A nitrosilacdo provoca modificacées pos-
traducionais comparaveis a fosforilagdo nas proteinas, pois através dela pode
ocorrer ativagdo ou inativacdo das mesmas. Através da s-nitrosilacdo NO é
capaz de modificar a atividade do receptor NMDA (Choi et al., 2000), do fator
de transcricao NFKB (Marshall et al., 2004) e do receptor rianodinico (Xu et al.,
1998), dentre muitos outros alvos. Esse mecanismo ndo ocorre ao acaso, pois
existem seqléncias consenso para s-nitrosilagdo, compostas de aminoacidos
basicos e &cidos flanqueando um residuo de cisteina, que deve ter seu
grupamento —SH livre para reagir com NO (Hess et al., 2001). O grupamento
nitroso, adquirido por uma molécula apds a nitrosilacdo, pode ser transferido
para tiois em outra molécula através de transnitrosilacao (Gaston et al., 2003).
A transnitrosilacdo é de grande importancia bioldgica, pois pequenos nitrositiois
como a nitrosoglutationa podem consistir em uma reserva de NO/nitrosotiois da
qual as células langam mao quando convém (Rauhala et al., 2005).

Sob baixas concentracbes de arginina, as NOS podem
concomitantemente produzir O%, anion superéxido. A reacdo de NO com O*
gera peroxinitrito (ONOQO), um radical livre altamente deletério as estruturas
celulares e também um potencial precursor do radical OH(hidroxila). O ONOO

€ produzido sob condicées de “stress” oxidativo, em geral durante respostas
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inflamatérias ou excitotoxicidade. = Todavia, o potencial sinalizador do
peroxinitrito vem sendo explorado rendendo a observacdo de que essa
molécula pode interagir com residuos de tirosina em proteinas, formando
3’nitrotirosina, em uma reacdao denominada nitracdo. O aumento da
fosforilacdo de p38 MAPK (“mitogen activated protein kinase”) e ativacdo da
caspase 3 em células de neuroblastoma foram eventos dose-dependentes
obtidos com a incubagédo das mesmas com peroxinitrito (Oh-hashi et al., 1999).
Peroxinitrito promove a nitracdo de residuos de tirosina em proteinas que, em
casos especificos, parece competir com a fosforilagdo do mesmo residuo.
Porém, essa acdo pode aumentar os niveis gerais de fosforilacdo na célula,
sendo um exemplo a inibicdo de fosfatases de tirosina por nitragéo (revisado
por Monteiro, 2002). A nitracdo, que também é uma reacao covalente, é

revertida por denitrases (Kamisaki et al., 1998).

Mais recentemente foi descrito na literatura um modo de sinalizacdo que
concilia a ativacdo da GCs com os as espécies reativas de nitrogénio advindas
da formacao de NO, pois estes podem reagir com GMPc produzindo o 8-nitro-
GMPc. Esta molécula tem um potencial papel biolégico, pois apesar de muito a
se esclarecer sobre 0 8-NO2-GMPc, sabe-se que ele promove a guanilagdo ao
reagir com tidis liberando nitrito (NO2) (Feelisch, 2007). A figura 6 sumariza os

mecanismos de acao do NO.

1.4.4 NO e CREB
A despolarizagdo € um evento que pode levar a ativacdo da NOS
através da entrada de calcio nas células. NO gerado a partir deste fendmeno é

capaz de modular a transcricdo de genes comandados por CREB através de
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seus mecanismos de acao como a s-nitrosilagdo, ou 0 aumento dos niveis de
GMPc (Riccio et al., 2006; Peunova e Enikolopov, 1993). O GMPc ativa a PKG
que foi demonstrada ativar a transcricdo da Bcl2, uma proteina antiapoptotica,
via CREB em neurénios do cerebelo (Ciani et al., 2002). NO foi capaz de
regular a transcricdo de c-fos no ndcleo tracto solitario, que regula a pressao
arterial a nivel nervoso, pela via GMPc/PKG/CREB (Chan et al., 2004). Esta
mesma via mediou o papel neuroprotetor do NO em uma linhagem imortalizada
de progenitores neuronais e gliais de retina (Nagai-Kusuhara et al., 2006). O
NO contribui para a ligagdo de CREB ao DNA em neurénios corticais tratados
com BDNF, pois nitrosila histona-acetilases provocando sua inibicdo e

liberacdo do CRE (Riccio et al., 2006).

1.5 Glutamato

Glutamato é o neurotransmissor excitatério mais abundante pelo sistema
nervoso central (SNC). A transmissao glutamatérgica € realizada pela ligacao
do glutamato a receptores metabotropicos (mGluRs) e ionotropicos (iGluRs)
presentes na membrana plasmatica de neurdnios. O glutamato altera a
permeabilidade dessas células, classicamente produzindo potenciais de acao.
Mas seu papel vai muito além, pois a entrada de calcio através dos receptores
ionotrépicos ou de canais de calcio regulados por voltagem é responsavel pela
ativacdo de vias de sinalizacdo intracelulares que promovem a ativacdo de

genes envolvidos nas alteracbes de longo termo provocadas pelo glutamato.
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FIGURA 6: Mecanismos de agao do NO. A) A via NO/GMPc¢
relacionada a ativagdo de canais controlados por
nucleotideos (CNGC) e canais de K+ controlados por Ca++
(BK).retirada de Ahem eta al, 2002. B) Mecanismo de
guanilagéo através do metabdlito 8-NO2-GMPc, produto de
reagoes de espécies reativas de nitrogénio e GMPc.
Retirado de Feelisch, 2007. C)Mecanismo de s-nitrosilagao
e transnitrosilagdo. Retirado de Pagliaro, 2003.
D)Mecanismo de nitracdo. Retirado de Calabrese et al,

2007.
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Ademais, quando o estimulo aos neurbnios € demasiado, pode ocorrer um
descontrole na dinamica citoplasmatica do calcio e a ativacdo de vias
relacionadas a morte celular com ativagdo da calcineurina, e liberacdo do
citocromo C (Papadia et al., 2005), o que originou o termo excitotoxicidade.

As células gliais mostram um papel fundamental na homeostase da
sinapse glutamatérgica, pois expressam diversos subtipos de transportadores
que captam glutamato em excesso e potencialmente nocivo, o qual é
convertido em glutamina pela enzima glutamina sintetase presente no
citoplasma glial. A glutamina é liberada pela glia e captada pelo neurénio, que
a converte novamente em glutamato pela glutaminase (revisado por Thoreson
e Witkovsky, 1999), estabelecendo-se uma interacdo neur6nio-glia
fundamental. Os receptores de glutamato sdo também expressos na glia
(Lamas et al., 2005). Células de Mdiller em cultura tratadas com glutamato
aumentaram a secrecao de neurotrofinas (Taylor et al., 2003), sugerindo um
papel trofico do glutamato envolvendo a populagéo celular ndo neuronal do

sistema nervoso.

1.5.1 Receptores ativados por glutamato
1.5.1.1 mGIuR

Os receptores metabotrépicos ativados por glutamato foram descritos
pela primeira vez na segunda metade da década de oitenta, quando se
verificou que o tratamento com glutamato foi capaz de ativar a fosfolipase C
(PLC) em culturas de neur6nios do corpo estriado de maneira independente
dos receptores ionotrépicos, ja conhecidos naquele momento (Sladeczek et al.,

1985). Outros trabalhos foram publicados em seguida demonstrando efeitos
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semelhantes do glutamato reforcaram as suspeitas da existéncia de receptores
de glutamato acoplados a proteina G, regulando sistemas de segundos
mensageiros (revisto por Pin e Duvoisin, 1995). As caracteristicas
farmacolégicas, homologia e vias de transducdo associadas definem trés
categorias funcionais dos mGluRs. O grupo | compreende os mGIuR1 e
mGIuR5, acoplados positivamente a PLC. O grupo Il inclui os mGluRs2 a 3, e
o grupo Il inclui os mGIuR4 e mGIuRs6 a 8, e todos esses sinalizam
classicamente através da Gi diminuindo os niveis intacelulares de AMPc

(revisto por Gerber, 2003).

1.5.1.2 iGluRs

Os receptores ionotropicos sao classificados como NMDA e nao-NMDA
segundo sua afinidade aos agonistas sintéticos N-metil-D-aspartato (NMDA), a-
amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-4-propionato (AMPA) e kainato. A estrutura
molecular dos receptores ionotropicos de glutamato é muito similar (figura 7),
consistindo de arranjos de quatro subunidades protéicas que juntas formam um
canal permeavel a cations (revisado por Chen e Wyllie, 2006) relativamente
seletivo. Cada subunidade possui dominios M1, 2, 3 e 4, que interagem
fisicamente com a membrana plasmatica. Os dominios M2 inserem-se
parcialmente na membrana formando a luz do canal, e os residuos dos
aminoacidos que o compdem influenciam a permeabilidade, pois interagem
com as espécies idnicas que permeiam os iGluRs. M1, M3 e M4 transpassam
a membrana de uma face a outra, e as regides entre M3 e M4, e a porgao
aminoterminal adjacente a M1 formam duas alcas extracelulares que contém

os dominios S1 e S2 que formam o sitio de ligacdo ao glutamato e diversas
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drogas dentre agonistas e antagonistas. A regido carboxiterminal é intracelular,
e pode ser comparada a um pélo de sinalizacdo, em face das interacdes
protéicas além daquelas envolvidas com o trafego e localizagdo dos iGIuRs,
fazendo destes receptores muito mais que simples condutos idnicos (revisado

por Huettner, 2003).

AMPA/kainato

Os receptores do tipo AMPA e kainato (AMPA/KARs) foram também
referidos como preferenciais para os agonistas AMPA e kainato, pois diferentes
estratégias experimentais confirmaram que ambos os receptores respondem a
AMPA e kainato, porém com diferente afinidade e cinética de dessensibilizagéo
(Bettler e Mulle, 1994).

Os receptores AMPA sao formados pelas subunidades GluR1, 2, 3 e 4.
Estudos realizados em sistemas heteroldgos vém esclarecendo alguns
aspectos da combinacdo destas subunidades. A principio, estas formam
dimeros, que em seguida formam pares dentro do reticulo endoplasmatico. A
combinacdo de heterodimeros é mais favoravel, e a auséncia da subunidade
GIuR2 nestes arranjos forma receptores permeaveis ao calcio. A subunidade
GluR2 é expressa na maioria dos receptores AMPA, sendo naturalmente
editada na regido M2 onde ocorre a substituicdo de uma glutamina por L-
arginina, carregada positivamente, conferindo fraca permeabilidade ao célcio

(revisto por Cull-Candy, 2006).
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A jon channel pore B

permeable to cations GluR2 446 GDGKTGAR ... 476 IAPLTITLVREEV
GluRS 456 PDOKYGAQ ... 498 VAPLTITYVREEV
@luR6 470 EDGKYGAQ ... 483 VAPLATTYVREEV
NR1 480 ADGKFGTQ ... 514 VAPLTINNERAQY
NRZA 462 TNGKHGKK ... 490 VGBLTINEERSEV
NRZE 456 TNGKHGKK ... 434 VGSLTINEERSEV
NR3A 575 GDOKYGAW ... 603 VISFSINTARSQV

WE3E 486 GDGEYGAL ... 512 VISFSINSARSCV

E1uR2 &50 LOSGSTEEF ... 701 AYLLESTM

GluRS &70 VEDGSTMTF ... 71% RLLMESTE
GluRé &54 VEDSATMTF ... 703 AFLMESTT
HNE1 £84 VHQSESVDIF ... 728 RAFIWDSAV
NREZAR &6& VENGSTERN ... 708 AFIYDAAV
NE2E &60 VPNGSSTERN ... 702 AFIYDAAV
NR2A 771 VRESSAEDY ... 215 AFIMDERL
NE3E &80 VWESEAEAY ... 724 AFIMDESL

Figura 7: Estrutura molecular dos receptores ionotropicos de glutamato. A) Os
iGluRs sdo arranjos tetraméricos cujas subunidades tém uma estrutura muito similar,
como mostrado abaixo. Cada subunidade possui tres dominios transmembrana M1, M3 e
M4; M2 se insere parcialmente na membrana plasmatica. Os dominios S1 e S2 séo
formados pela por¢do aminoterminal de M1 e por uma alga extracelular entre M3 e M4. A
sobreposicad destes dominios forma o sitio de ligacdo do glutamato. ATD: dominio
aminoterminal, CTD: dominio carboxiterminal. B) Variagcdes na seqiiéncia de aminoacidos
nas subunidades de cada subtipo iGIuR. Retirado de Chen e Wyllie, 2006.

A estrutura molecular dos receptores kainato € bastante semelhante a
dos receptores AMPA. As subunidades GIuR 5, 6 e 7 podem formar homo ou
heterotetrameros juntamente com KA 1 e 2, que sozinhos ndo formam
receptores funcionais. As subunidades GIuR 5 e 6 ligam glutamato bem como
outros ligantes com diferente afinidade, através de ligacées quimicas nao-
covalentes com os residuos de aminoacidos de S1 e S2.  Desta forma
diferentes combinagcées de subunidades também s&o responsaveis por

receptores com diferentes caracteristicas farmacoldgicas e biofisicas.

NMDA
Assim como os receptores do tipo AMPA e kainato, os receptores NMDA

consistem em tetrAmeros, que combinam as subunidades NR1, NR2a-c e
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NR3a-b. A subunidade NR1 é produto de apenas um gene que gera oito
diferentes isoformas por “splicing”. A presenca de NR2 e NR1 é essencial para
a formacdo de receptores funcionais, pois nestas respectivas subunidades
residem os sitios de ligacdo de glutamato e de glicina, um coagonista dos
receptores NMDA. A subunidade NRS3 foi identificada mais recentemente.
Esta subunidade também liga glicina, e sua presenca esta relacionada a uma
diminui¢cdo do bloqueio por magnésio e menor permeabilidade ao célcio, devido
a presencga de um residuo de arginina na regiao M2, que forma a luz do canal
(Revisado por Paoletti e Neyton, 2007).

Os receptores NMDA sao responsaveis pela fase mais tardia dos
potenciais sinapticos excitatérios, pois para que esse canal se abra é
necessaria uma despolarizagao prévia, mediada por correntes evocadas pelos
receptores do tipo AMPA e kainato. Com isso, o fon Mg ?* que oclui o canal é
removido, e as mudancas conformacionais provocadas pelos agonistas

permitem um alto influxo de Ca?®* (MacDermott et al., 1986).

1.5.1.3 GluRs na retina

Metabotrépicos (mGluR)

Os receptores metabotropicos de glutamato (mGluR) estdo presentes na
retina contribuindo para a fisiologia deste tecido. Os mGIuRs provocam
alteracbes celulares relativamente lentas se comparados aos receptores
ionotropicos, comumente envolvidos na transmissdo sinaptica. Entretanto, o
sinal elétrico transmitido dos fotorreceptores para as células bipolares do tipo

ON é mediado diretamente via canais de cations controlados por GMPc,
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negativamente regulados pelo mGluR6 no escuro (Nawy, 1999). Essa excecéo
mostra que, de acordo com sua localizagdo celular, os mGluRs podem
participar diretamente na transmissao sinaptica. O mGIuR8 esta presente em
fotorreceptores diminuindo a concentracao interna de célcio e funciona como
um autorreceptor (Koulen et al., 1999; Koulen and Brandstatter, 2002).

Os mGluRs 1 e 5 sédo expressos na retina de pinto p6s-eclosdo, sendo
detectados por imunohistoquimica nas camadas plexiformes externa e interna
(Kreimborg et al., 2001). Um estudo subsequente mais detalhado demonstrou
que os mGIUR 1 e 5 estdo presentes ao nivel singptico nas camadas
plexiformes, ambos em um padrdo muito similar, o0 que sugere a colocalizacéo
destes receptores e sua colaboracao nos eventos sinapticos (Sen and Gleason,
2006). Esses dados fornecem evidéncias da participagdo dos mGluRs no
processamento lateral da informacédo transmitida dos fotorrecetores as células
ganglionares. Quando retinas de galinha em diversas fases embrionarias
foram tratadas com agonistas mGIuR dos grupos Il e lll, houve inibicdo do
acumulo de AMPc promovido por forskolina, porém de forma diferenciada para
cada grupo de mGIuR com o avancar da idade (Sampaio and Paes-de-
Carvalho, 1998).

A expressdo e funcionalidade dos mGIluRs em culturas de retina
embrionaria de galinha é de grande importancia para a compreensdao dos
mecanismos de transducdo de sinais empregados por esses receptores, bem
como sua interacdo com outras classes de receptores de glutamato. Em
culturas mistas, a ativacdo de mGluRs do grupo Il com L-AP4 foi capaz de
inibir o aumento dos niveis de AMPc induzidos por forskolina (Sampaio and

Paes-de-Carvalho, 1998). A liberagdo de [*H]acetilcolina por células améacrinas
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em cultura induzida por despolarizagdo com alto K* foi diminuido por L-AP4,
um efeito revertido pelo tratamento com agonistas de mGluRs dos grupo | e Il
(Caramelo et al., 1999), indicando a presenca e interacdo dos trés grupos de
mGIuR nas células amacrinas. Os mGluRs do grupo Il foram relacionados a
fosforilacéo e atividade da subunidade GluR4 dos receptores AMPA (Gomes et

al., 2004).

AMPA/kainato

O papel dos receptores AMPA e kainato (AMPA/kaRs) na retina se faz
evidente nas sinapses entre fotorreceptores e células bipolares OFF
(Brandstatter e Hack, 2001), onde o glutamato causa despolarizacdo por
intermédio destes receptores. As subunidades dos receptores AMPA e kainato
s80 expressas na retina externa incluindo as células bipolares ON (Morigiwa e
Vardi, 1999), implicando na contribui¢cdo de diferentes classes de receptores de
glutamato na percepgéo da luz em uma mesma célula. Em retina de peixes, a
retracao de neuritos nas células horizontais relacionada a adaptagéo ao escuro
€ mediada por receptores AMPA permeaveis a Ca™ (Okada et al., 1999).

Na retina de galinha os AMPA/kaRs foram identificados na camada
nuclear interna, camada de células ganglionares e nas camadas plexiformes de
forma heterogénea (Bredariol and Hamassaki-Brito, 2001). Estudos realizados
com radioligantes ao longo do desenvolvimento da retina de galinha revelaram
que os AMPARs alcancam um pico em E7, e apresentam uma mudanca de
afinidade importante durante sua ontogénese (Somohano et al., 1988). O
padrao de expressao dos AMPA/KaRs, crescente ao longo do desenvolvimento

na retina, foi mimetizado em culturas de agregados celulares de retina de
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galinha obtidas em diversas fases do desenvolvimento embrionario (Cristovao
et al., 2002a).

A presenca de AMPA/kaRs em células da retina em cultura foram
detectadas por diversas abordagens experimentais, trazendo a luz uma miriade
de interacdes funcionais dos receptores de glutamato no tecido retiniano. A
afinidade dos iGluRs em células horizontais de peixes em cultura foi afetada
por Oéxido nitrico e dopamina, por um mecanismo independente de
dessensibilizacdo (McMahon e Schimidt, 1999). Células horizontais recém
isoladas da retina de coelhos respondem a glutamato com aumento na
conduténcia catiénica via AMPARs (Blanco e De La Vila, 1999). A ativagéo de
AMPA/kaRs aumentou a liberacdo de purinas em culturas mistas de retina
embrionaria de galinha com envolvimento da cinase dependente de
Ca™"/calmodulina Il (CaMKIIl) (Paes-de-Carvalho et al., 2005). Em culturas
purificadas de neurdnios da retina embrionéria de galinha o estimulo da PKC
(proteina cinase C) provocou aumento na fosforilagdo e na expressdo de
GluR4 na superficie dessas células (Gomes et al., 2007).

Os estudos realizados com culturas sdo de grande importancia no
entendimento de aspectos do desenvolvimento da retina. A ativacdo de
AMPARs permeaveis ao Ca*™ em culturas dissociadas ou explantes de retina
de galinha em desenvolvimento provocou morte celular, enquanto a aplicacao
continua de altas doses de Kainato desde idades precoces como E6 nao surtiu
efeito lesivo nas células (Allcorn et al.,, 1996). A expansado de neuritos em
culturas de retina embrionaria mostrou-se diminuida com a ativagcdo dos
AMPARs permedaveis ao Ca™ (Catsicas et al., 2001). A permeabilidade dos

AMPARs aos ions calcio demonstrada nestes achados podem indicar uma
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ligacdo entre estes e vias de sinalizacao envolvidas na transcricdo génica que
influenciem a morte celular ou a sobrevida neuronal (Santos et al., 2001).
Finalmente, a expressado das subunidades GluR1-4 (AMPA) e 6-7 (kainato) foi
mostrada em culturas de agregados de células da retina de galinha em
diferentes estagios do desenvolvimento, porém a funcionalidade dos AMPARs

nao foi detectada precocemente nas culturas (Cristovao et al., 2002a).

NMDA

A retina de vertebrados apresenta maior expressdo de NMDARs nas
células amacrinas e ganglionares (Jakobs et al., 2007; Kalloniatis et al., 2004).
Alguns achados recentes mostram subunidades NMDA em fotorreceptores e
células horizontais (Fletcher et al., 2000; Grinder et al., 2000), embora
carecam da analise funcional dos supostos NMDARs encontrados. Entretanto,
evidéncia funcional foi encontrada em células horizontais de carpas (Shen et
al., 2006).

A expresséo de subunidades de NMDARs foi associada a formagéo de
sinapses durante o desenvolvimento embrionario da retina de galinha, pois
estes foram “up-regulados” em E15, e a experiéncia da luz pareceu “down-
regular” a subunidade NR2a (Cristévao et al., 2002b).

Achados relevantes a respeito da neuroquimica dos NMDARs vém
sendo alcancados em células de retina de galinha em cultura. O tratamento de
culturas mistas com NMDA aumenta a liberagéo de purinas (Paes-de-Carvalho
et al., 2005). Em culturas semelhantes a ativacdo de NMDARs inibiu a sintese
protéica disponibilizando mais L-arginina que foi empregada na sintese de NO

(Cossenza et al., 2006). Culturas de células de Mdlller de ratos tratadas com
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glutamato aumentaram a secrecao de neurotrofinas de forma dose-dependente
(Taylor et al., 2003). Houve nestas condicbes um concomitante aumento da
expressdo do transportador de glutamato EAAT1 e “down-regulacdo” da
subunidade NR1, corroborando o papel tréfico e homeostatico dos NMDARs na
retina. Um trabalho recente mostra que as propriedades cinéticas e
farmacolégicas do sitio de interagcdo do NMDAR com glicina diferem em células
de Muller e neurbnios da retina (Lamas et al., 2005). Culturas de agregados
celulares apresentaram atividade dos NMDARs e um padrao de expressao das
subunidades NR1, NR2a/b and NR2c muito similar ao tecido retiniano durante

o desenvolvimento embrionario (Cristévéao et al., 2002b).

1.5.2 NO e glutamato: enfoque na retina

No sistema nervoso a sintese de NO esta bastante relacionada com a
ativacao dos receptores de glutamato, principalmente aos NMDARs. Através
dos receptores desta classe ha um intenso influxo de Ca*™ que ativa a NOS. A
NOS neuronal é capaz de se localizar estrategicamente préxima ao NMDAR
através de uma interacdo de seu dominio PDZ com a PSD95, a proteina de
densidade pés-sinaptica que se encontra associada ao NMDAR dentre outros
canais ioénicos (revisado por Brenman e Bredt, 1997). Contudo, os AMPARs e
os mGluRs também sdo capazes de promover oscilagdes do Ca*™" intracelular e
ativar a NOS, seja por influxo ou mobilizacdo de estoques internos. A ativacéao
de mGluRs com trans-ACPD aumentou os niveis de GMPc em culturas
organotipicas de cerebelo através da ativacdo da NOS (Okada, 1992). Em
outro trabalho, a estimulacdo dos AMPARs, NMDARs ou mGluRs foi capaz de

aumentar os niveis de metabdlitos diretos de NO (NO,/NOjs) in vivo no
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cerebelo de ratos (Yamada e Nabeshima, 1997). Mais recentemente foi
demonstrado também que a ativacdo de AMPA/KaRs estimula a producao de
NO (Radenovic e Selakovic, 2005), e que NO exerce influéncia sobre as
oscilagdes de calcio provodadas pelo AMPAR em uma subpopulacao de
células do hipotdlamo em culturas organotipicas (Roychowdhury et al., 2006)
Os elementos dos fendtipos nitrérgico e glutamatérgico coexistem na
retina de varias espécies. Estes podem estar presentes desde idades
embrionarias, sugerindo sua participagdo em fen6menos relacionados ao
desenvolvimento da retina bem como do sistema visual. A sintese de NO
estimulada pelo receptor NMDA em culturas de retina embriondria de ratos foi
bloqueada pela dopamina através de um mecanismo envolvendo a formacéo
de AMPc e nédo a inibigdo das correntes de Ca*™" evocadas pelo NMDAR
(Yamaushi et al., 2003). A eliminacdo de projecdes retinotectais ipsolaterais
que ocorre ao longo do desenvolvimento requer a producédo de NO estimulada
pelo NMDAR (Ernst et al.,, 1999). Ensaios radioquimicos detectaram a
conversdo de L-[°H]-arginina em L-[*H]-citrulina na retina embrionaria de
galinha com oito dias embrionarios (E8) que foi estimulada por glutamato,
inibida por analogos de arginina e pelo bloqueador do receptor NMDA MK801
(Paes-de-Carvalho e de Mattos, 1996). Os mGIuRs e os AMPA/KaRs estao
presentes ao longo do desenvolvidmento da retina, mas sdo pouco
documentados sob o aspecto de sua interagdo com a NOS. Em E14, um
periodo de sinaptogénese na retina de galinha, baixas doses de KA, NMDA e
trans-ACPD séo capazes de estimular a NOS, enquanto altas doses dessas
drogas provocam um “feedback” inibitério na producédo de NO (L6pez-Colomé e

Lépez, 2003).

36



2- OBJETIVOS:

Trabalhos desenvolvidos no Laboratério de Neurobiologia Celular
apontam o papel fundamental do glutamato durante o desenvolvimento da
retina de galinha. Temos também demonstrado o papel do NO, e a interacédo
do glutamato com o sistema nitrérgico. O presente trabalho foi realizado
parcialmente com culturas mistas de neurbnios e células gliais da retina
embrionaria de galinha, e com o tecido retiniano intacto. O seu objetivo geral
foi estabelecer um elo entre o glutamato e o NO, e a modulacédo das vias de
sinalizagdo que convergem com a ativagdo da ERK e com a fosforilacdo da

CREB. Para isto foram propostos alguns objetivos especificos:

% Verificar o envolvimento do glutamato com a fosforilacdo da CREB e da
ERK.

+ Identificar qual(is) iGIuR medeiam os efeitos do glutamato

% Investigar a participacdo do NO na modulacao da fosforilacdo de ERK e
CREB pelo glutamato.

% Identificar a via pela qual NO exerce seus efeitos.

% Verificar se ha envolvimento de outras vias de sinalizagdo nos efeitos do

NO.

+ Identificar a populacao celular alvo do aumento da fosforilacdo de CREB

nas culturas.
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3- MATERIAL E METODOS
3.1- Materiais:

BSA, CHE, DNQX, KT 5923, KN62, SNAP, Gilutamina, Penicilina e
Estreptomicina foram obtidas da Sigma/RBlI Chem.Co. (Missouri, Estados
Unidos). MEM, Soro Fetal Bovino e Tripsina foram obtidos da GIBCO (Nova
York,Estados Unidos). MK801 foi obtido da Calbiochem (Califérnia, Estados
Unidos). PD 98059 e PP1 foram obtidos da Biomol (Pensilvania, Estados
Unidos). Kit ECL e anticorpos secundarios anti-camundongo e anti-coelho
conjugados a peroxidase foram obtidos da Amersham (Buckinghamshire,
Inglaterra). O anticorpos monoclonais anti-camundongo contra p-ERK e p-
CREB, e anti-coelho contra CREB e AKT foram obtidos da Cell Signaling
(Madison, Estados Unidos) e o anticorpo policlonal anti-coelho contra ERK foi

obtido da Promega (Madison, Estados Unidos).

3.2-Culturas mistas de neuronios e células gliais:

Ovos de galinha fertilizados da espécie White Leghorn foram obtidos em
uma granja local e foram mantidos a 38 °C em uma incubadora com atmosfera
umidificada. Culturas em monocamada de células de retina de pinto foram
preparadas como previamente descrito (de Mello et al., 1978). As retinas de
embrido de pinto de 8 dias (E8) foram dissecadas dos demais tecidos oculares,
em solucdo salina livre de calcio e magnésio (CMF) (NaCl, 131mM; KCI,
4.09mM; NaH,PO4.7H,0, 0.92mM; KH.PO4, 0.45mM; glucose.H>0O, 12.2mM,;
NaHCOs, 9.4mM) e dissociadas quimicamente com tripsina 0,1% em uma
solugdo CMF por 10/15 minutos a 37°C. Em seguida, o sobrenadante era

descartado e as retinas eram dissociadas mecanicamente por pipetacdo em
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meio minimo de Eagle (MEM) suplementado com 3% de soro fetal bovino
inativado termicamente, penicilina (100U/mL), estreptomicina (100 ng/mL) e
glutamina (2mM). Essa suspensdo de células era semeada em placas de
cultura de 40mm de didmetro, em uma densidade aproximada de 10*
células/mm?. As culturas foram mantidas a 37°C em atmosfera umidificada, em

5% de CO,. O meio de cultura era trocado com 1 dia de cultura (C1).

3.3-Incubacao com drogas:
3.3.1 Culturas:

Apés dois dias de incubacao, o meio das culturas mistas era trocado por
meio fresco sem soro, e as mesmas foram assim mantidas por 24 horas, para o
estudo da fosforilacdo de ERK e CREB. A fosforilagdo basal destas duas
proteinas mostrava-se bastante elevada em culturas mantidas com soro até o
dia do experimento, dificultando a deteccédo do estimulo (dado ndo mostrado).
Por isso utilizamos este protocolo de privacao de soro, que ndo provocou morte
das células em cultura (tomando como base o critério morfolégico). As culturas
privadas de soro por 24 horas eram lavadas duas vezes com solugéo salina de
Hank’s (NaCl 140mM, KCI 5mM, HEPES 20mM, glicose 4mM, MgCl, 1mM,
CaCl, 2mM) e incubadas com drogas diluidas nessa solugéo por tempos pré-
determinados. As drogas utilizadas com o intuito de inibir a via estimulada
foram pré-incubadas por 2 minutos antes da adicdo da droga usada como
estimulo. Nas situag6es controle, as culturas eram incubadas por 2 minutos em

Hank’s puro, todos esses procedimentos foram realizados em banho a 37°C.
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3.3.2 Retina:

Retinas de embrides em diferentes idades eram dissecadas em CMF
gelado, transferidas para placa com Hank’s e pré-incubadas por 15 minutos no
banho a 37°C para adaptacdo. Em seguida eram adicionadas as drogas,
assim como nos experimentos com culturas os inibidores eram adicionados

desde a pré-incubagéo.

3.4 Western Blotting
3.4.1 Preparo das amostras

Ao fim dos experimentos com as culturas a solugdo de Hank’s com
drogas era aspirada e o material celular era recolhido raspando-se a placa com
100uL de tampdo de amostra para eletroforese (10% glicerol, 100mM 2-
mercaptoetanol, 2%SDS), e transferido para Eppendorfs. O material era
agitado em vortex e aquecido a 100°C por 6 minutos, e entdo congelado a -
20°C.

Nos experimentos realizados com a retina intacta, apds a incubagéo com
drogas, o tecido era transferido para eppendorfs contendo tampao de amostra
para eletroforese, que eram vigorosamente agitados em vortex para a
dissociacdo do tecido, em seguida esse material era aquecido a 100°C por 6
minutos e congelado a -20°C até sua utilizacéo.

A determinacédo do conteudo protéico das amostras foi realizada pelo
método de Bradford (Bradford, 1976). Uma vez determinada, a concentracédo
de proteinas de cada amostra, foi adicionado o corante azul de bromofenol em

uma concentracao final de 0,1%.
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Quantidades pré-determinadas de amostras (30 a 60 pg) foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 9% contendo SDS
(Laemmli, 1970). Em seguida as proteinas foram transferidas do gel para uma
membrana de PVDF por eletrodifusdo, conforme descrito por Towbin e
colaboradores em 1979.

3.4.2 Incubacao da membrana com anticorpos especificos e revelacao:

A membrana PVDF contendo as proteinas foi inicialmente incubada com 5% de
leite desnatado em solugdo tampao de Tris (TBS) pH 7,6 contendo 0,1%
Tween (TBS-T), por 1 hora, para bloquear a adsorcdo inespecifica de
anticorpos. Em seguida, as membrana foram incubadas com anticorpos
especificos (1:2000 anti p-ERK e 1:3000 anti ERK total, 1:2000 anti p-CREB,
1:1000 CREB total, 1:4000 anti AKT total), em TBS-T 5% de leite, de um dia
para o outro a 4° C. No dia seguinte, ap6s 3 lavagens sucessivas em TBS-T, a
membrana foi incubada por periodo de 1 hora com anticorpos secundarios anti-
mouse ou anti-rabbit, Em seguida, as membranas foram lavadas 3 vezes por
10 minutos em TBS-T, e uma vez em TBS puro. Apés as lavagens as
membranas foram incubadas com os reagentes do kit ECL para reacdo de
quimioluminescencia, catalisada pela enzima peroxidase conjugada ao

anticorpo secundario, e expostas a filme radiografico préprio.

Para a realizacdo do controle do carregamento, apds a revelacao as
membranas foram lavadas em TBS e, em seguida, incubadas em uma solucéo
de glicina 0,2M pH 2,2 por 30 minutos sob agitacdo suave para a remocao dos
anticorpos ligados a membrana. Apds este periodo, as membranas foram

lavadas por 3 vezes em TBS e, em seguida, realizou-se 0 mesmo
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procedimento de bloqueio e incubacdo com os anticorpos descritos

anteriormente.

Os filmes obtidos na reag¢do de quimioluminescéncia foram digitalizados
em um scaner, e os niveis de fosforilacdo da ERK e da CREB foram
determinados pela andlise densitométrica das imagens utilizando-se o

programa Scion Image.

3.5 Imunocitoquimica

Culturas mistas de embrides de oito dias (E8C3) foram plaqueadas
sobre laminulas pretratadas por 2 a 4 horas com 50 pg/ml de poli L-ornitina.
Apos incubagéo com drogas, as células foram lavadas duas vezes com solugéo
salina de Hank’s e fixadas com paraformaldeido 4% em PBS por 10 minutos.
Em seguida as células foram lavadas duas vezes por cinco minutos com PBS e
incubadas por 1 hora com solugdo de bloqueio de sitios inespecificos e de
permeabilizagdo da membrana (3% BSA, 3% SBF and 1% TritonX-100 em
PBS). Os anticorpos primarios (1:150 anti-pERK1/2; 1:100 anti-pCREB; 1:300
anti-2M6) foram incubados de um dia para o outro sobre as laminulas em uma
camara umida. Apés essa incubacgao as laminulas foram lavadas 3 vezes (10
minutos cada) com PBS, e incubadas com anticorpos secundarios
fluorescentes (anti-rabbit Alexa568 e anti-mouse Alexa488) por 2 horas. Em
seguida, as células foram lavadas 2 vezes de 10 minutos com PBS, uma vez
com TBS, e incubadas por 40 segundos com solugdo 1:1,000 de DAPI em
TBS, e entdo lavadas duas vezes com TBS. As laminulas foram montadas
sobre laminas com n-propil-galato como meio, e entdo vizualizadas em

microscépio de fluorescéncia.
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3.6. Analise Estatistica
Os dados foram analisados pela analise de variancia ANOVA seguida

pelo pds-teste de Bonferroni, utilizando-se o programa GraphPad Prism.
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4- RESULTADOS
4.1 Cultura:

Os receptores ionotropicos de glutamato sdo expressos em diferentes
populacdes neuronais da retina in vivo e em cultura ao longo do
desenvolvimento (Cristovao et al., 2002, a e b). A ativacdo destes receptores
no sistema nervoso central esta relacionada a via das MAPK em células
neuronais e também com a ativagdo de CREB (Hardingham et al., 2001;
Perkinton et al., 1999). Partindo dessas premissas, decidimos investigar o
papel do glutamato na fosforilacdo da ERK2, bem como na fosforilacdo do
residuo 133 de serina da CREB. Com esta finalidade as culturas mistas E8/C3
foram estimuladas com diferentes concentragdes de glutamato. A analise da
fosforilacdo da ERK2 por “western blot” demonstrou que concentracdes de
glutamato baixas como 25 ou 50 pM sdo capazes de aumentar a taxa de
fosforilagdo desta enzima em 134,7+50,2% e 120,6+27,9%, respectivamente,
dentro de um intervalo de 5 minutos (figura 8 A). A curva dose-resposta para
ERK2 indica que a estimulagdo maxima promovida por glutamato foi alcancada
na concentracdo de 250 uyM. Doses de glutamato como 25 ou 50 uyM foram
também suficientes para induzir o estimulo da fosforilagdo da CREB na serina
133 (235,47+£147,5% e 274,64176,14% de aumento) dentro de 5 minutos de
incubacado (figura 7 A). A fosforilagdo da CREB se manteve elevada em
concentracdes maiores de glutamato, como por exemplo, 100 e 175uM (281,8
t 77% e 295,7 + 79,3%, respectivamente), aparentemente alcangcando o maior
estimulo na concentracéo de 250 uM (396,3 + 82,3%), 0 que mostra uma curva

dose-resposta semelhante a da fosforilagdo da ERK2.
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FIGURA 8: Glutamato estimula a fosforilagio de ERK ¢
CREB de maneira dependente de dose e tempo. A, imagens
representativas e analise densitométrica de blots de pERK (&)
g pCREE (m), obtidos de amostras celulares de culturas ES/C3
submetidas a uma curva de concentraciéo de glutamato por
cinco minutos. B, imagens representativas de blots mostrando
a cinética de fosforilacao de CREE em culturas mistas tratadas
com glutamato 250Uk Note que apds 30 minutos de incubagio
a fosforilagdo de CREE induzida por glutamato  decai
drasticamente. C, imagem representativa de blots do ¢-fos, um
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minutos de incubacdo com glutamato 250 ph. Dados
representativos de ao menos dois experimentos independentes
+ SEM, curva de tempo e blot do c-fos n=1.




Entretanto, enquanto concentracées maiores que 250 uM promoveram niveis
mais baixos de fosforilagdo da ERK2, os niveis de fosfo-CREB foram mantidos
em um “plateau” (figura 8 A). A cinética de fosforilagdo da CREB em resposta
ao glutamato (figura 8 B) demonstrou que dentro do periodo de 2 minutos de
estimulacao, este aminoacido foi efetivo em promover a fosforilacdo da CREB.
Ap6s 5 minutos de estimulacdo com glutamato, um nivel mais alto de
fosforilagao foi alcangcado e este nivel foi mantido até 30 minutos, retornando
ao nivel basal em 60 minutos (figura 8 B). Também foi avaliada a capacidade
do glutamato em aumentar o conteudo de c-fos, um gene imediato modulado
por CREB. Glutamato (250 yM) promoveu um aumento de c-fos em 2 minutos
(figura 8 C).

A concentracao de 250 uM de glutamato foi escolhida para ser utilizada
nos proximos experimentos, pois esta concentragdo estimula maximalmente a
fosforilacdo tanto da ERK2 quanto da CREB e, em segundo lugar, porque esta
concentragdo de glutamato é suficiente para ativar todos os trés subtipos de
receptores ionotropicos de glutamato presentes, sem induzir nenhum tipo de
dano celular nestas culturas mistas de células de retina. Como pode ser
observado na figura 9, as células da retina em cultura ndo apresentaram sinais
de “stress” ao tratamento agudo com 250uM de glutamato, levando em
consideracao a analise morfolégica das células (D-F). Uma outra preocupacao
quanto a homeostase das células foi o protocolo de retirada do soro 24 horas
antes do tratamento com as drogas. Este protocolo vem sendo bem tolerado
por células de linhagens em cultura, ndo provocando a morte destas em até 48

horas de privacao de soro (Oh-hashi et al., 1999).
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FIGURA 10: 0O estimulo na fosforilagédo de ERK ¢ CREB por glutamato
via receptores ionotrépicos. A figura mostra os blots representativos (A) e a
analise densitométrica de pERK (B) e pCREE (C) em culturas mistas pre-
incubadas por 2 minutos com o5 antagonistas do receptor NWDA MKEDT
(10uhd), & de receptores do tipo AMFAMkainato DM (100pM), & entao
expostas ou n&o ao dlutamato 250uM por 5 minutos. DMNCS mostrou-se um
inibidor mais potente em inibir o estimulo do glutamato na fosforilagao de ERK &
iZREB do que o MK-801. Dados representativos de dois a trés experimentos
independentes + SEM. ## = p<0.01 em relacdo ao controle (262 9468 2% de
aumento em ERK e 3004+84 1% em CREB), * = p<00% em relaggao ao
tratamento com glutamato (109 44483 .35 % para ERK).
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De fato, as células em cultura mostradas na figura 9 A-C, como nos
demais experimentos, foram mantidas em meio sem soro por 24 horas e
apresentaram aspecto saudavel, com expansao de neuritos e sem sinais
visiveis de sofrimento celular. Os dados até entdo apresentados mostram
claramente que a estimulacdo das culturas com glutamato foi capaz de
promover aumento da fosforilagdo da ERK2 e da CREB.

Em seguida decidimos investigar a participagdo de receptores
ionotrépicos no aumento da fosforilacdo de ERK2 e CREB provocado por
glutamato. A figura 10 mostra que o bloqueio dos canais-receptores NMDA
com MK-801 (10uM) foi menos eficaz em bloquear a fosforilagdo de ambas
ERK2 ou CREB induzida por glutamato. Entretanto, o antagonista de
receptores AMPA/Kainato DNQX bloqueou totalmente o efeito do glutamato
(figura 10). Concluimos entao que o glutamato estimula a fosforilagdo de ERK2
e CREB nas nossas culturas através da estimulacdo de receptores
AMPA/Kainato, e que o envolvimento dos receptores NMDA deve ser mais bem
estudado.

Embora a ativacdo de receptores NMDA por glutamato seja uma via
classica de estimulo da NOS (Brenman e Bredt, 1997), sendo documentada
inclusive na retina de galinha (Paes-de-Carvalho e de Mattos, 1996), os
receptores AMPA/kainato podem também desencadear a producdo de NO
(Radenovic e Selakovic, 2005). Baseado nestes dados resolvemos investigar
se o efeito do glutamato sobre a fosforilacdo de ERK2 e CREB em nosso

sistema teria a participacéo do NO.
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FIGURA 11: 0O efeito do glutamato sobre ERK ¢ CREB requer a produgio de NO e a ativagédo da PKG. O pré-
tratamento das culturas ES/C3 com o analogo de arginina L-MAME (100 ou KTS823A (1uh) foi capaz de abolir o estimulo
de glutamato (250uh por 2 minutos) em ERRZ (A) e CREE (B). Ambas as figuras mostram imagens representativas dos blots
seguidas da analise quantitativa dos mesmos. Os dados foram obtidos em dois ou trés experimentos = SEM. ##p<0.01
(263£65 2% & 415 4269 8% relativos ao controle) **p=0.01 (116+66.1% & 149 56106, 76% do tratamento com KT +glutamato

relativos ao glutamato).

50



A via classica do NO foi testada farmacologicamente ao se tratar as culturas
mistas E8/C3 com o inibidor da NOS de amplo espectro L-NAME (250uM), e
com o potente inibidor da PKG KT5823 (1uM), antes da adi¢cao de glutamato ao
meio. Estas drogas nao alteraram os niveis basais de fosforilagdo da ERK2 e
da CREB, porém aboliram totalmente a estimulacédo induzida pelo glutamato
(figura 11). Esses dados sugerem que, de alguma forma, os receptores
AMPA/Kainato estimulam a NOS nessas culturas, mediando a ativagdo da ERK
e da CREB através da via classica NO/sGC/PKG.

Para verificar se o NO por si mesmo poderia modular a fosforilacdo da
ERK e da CREB, as culturas foram tratadas com 100uM do doador de NO
SNAP, uma concentracdo ndo toxica ha muito utilizada em nossos
experimentos (Magalh&es et al., 2006). A andlise cinética da fosforilagao da
ERK2 e da CREB mostrou que dentro de cinco minutos SNAP promove um
aumento do nivel de fosforilacdo destas duas proteinas (176,5 £ 17,8% de
aumento da ERK2 e 224 + 43,1% da CREB), porém em menor magnitude que
o glutamato. Os niveis de pERK2 se mantiveram elevados até 30 minutos de
tratamento com SNAP (180,5 + 23,4% de aumento) retornando aos niveis
basais aos 60 minutos (100,7 = 22,6% do controle) (figura 12 A). A cinética
temporal de estimulacdo da CREB foi mais rapida do que a da ERK2. Aos 30
minutos de estimulacdo com SNAP a pCREB ja havia retornado para niveis
basais (110,11t 13,5% do controle), que foram mantidos até 60 minutos de
tratamento com SNAP (146,8+35,6% do controle) (figura 12 B). Perguntamos
em seguida se a fosforilacdo da ERK2 e da CREB induzida por SNAP envolvia

a via de ativacao classica do NO.
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FIGURA 12: Cinética de fosforilagéo de ERKZ2 ¢ CREB induzida por SNAP.

As culturas E8/CZ3 foram tratadas durante diferentes intervalos de tempo com
SHAP 100uM e entdo processadas para western blot para pERKZ2 (A) e pCREE
(B). Mote que a fosforilagao de CREE induzida por SMNAP € mais breve em
relacdo a da ERKZ, declinando aos 30 minutos de incubacéao. Os dados
apresentados foram obtidos em pelo menos cinco experimentos independentes

+ SEM. ##p<001 e #p <005 em relacao ao controle; **p=<0.01 e *p<0.05 em
relacio a SMAF &'
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FIGURA 13: SNAP promove a fosforilagéio de ERK2 ¢ CREB através da via classica NOISGCIPKG. A, imagens

representativas dos blots de pERK e pCREEE realizados com as culturas mistas ES/C3 tratadas com SMAP 100uM por &
minutos, previamente incubadas, ou nao, por 2 minutos com o inibidor da guanilato ciclase soldwvel ODQ (Suh) ou com o
blogueador da FRG KTS5823 (1uh). A quantificacdo dos blots &€ mostrada em B (ERK), & C (CREB). Ambos os inibidores
aboliram completamente o efeito de SMAP na fosforilacéo de ERK e CREE. n=4 £ SEM. ##p<0.001 (230 1+76 6%) & ##p=<0.01
(457 62164 3%) em relacio ao controle; **p=0.001, *p<0.01 and *p=0.05 em relagao ao SHAF.




A figura 13 mostra que o bloqueio da producdo de GMPc com o inibidor da
guanilil ciclase soluvel ODQ (5uM) ou da ativagdo da PKG com KT5823 (1uM)
também bloqueou a fosforilacdo da ERK2 (116,8 + 42,5% e 118,3 = 56,3%,
respectivamente) ou da CREB (110,6 = 198% e 79,0 %= 40,1%,
respectivamente) por SNAP. Semelhantemente ao glutamato, NO exdgeno é
capaz de promover rapidamente a fosforilacdo da ERK2 e da CREB, e este
efeito do NO depende da atividade da guanilil ciclase soluvel e aumento
subsequiente de GMPc e da atividade da PKG.

E bem conhecido que a fosforilacdo e ativacdo da CREB pode estar
relacionada a via da ERK no sistema nervoso (Lee et al., 2005; Riccio et al.,
2006) e em outros sistemas celulares (de Cesare et al., 1998), e que o NO
modula a funcdo da CREB em células neuronais (Ciani et al., 2002). Assim,
ficamos interessados em verificar se a fosforilagdo da CREB poderia ser
modulada pela via da ERK nas células da retina em cultura. O inibidor da MEK
PD98059 foi empregado nas culturas mistas para testar essa hipétese. Como
mostrado nas figuras 13 A e 13 B, o pré-tratamento por dois minutos com 25uM
PD98059 foi capaz de inibir a fosforilacdo da CREB induzida tanto por SNAP
quanto por glutamato, mostrando que a ativagcdo de CREB por esses agentes é
dependente da ativacdo da ERK.

A CREB foi identificada inicialmente como um fator de transcricdo
responsivo ao AMPc e a ativacdo da PKA (Gonzalez e Montminy, 1989).
Assim, também realizamos experimentos para verificar se o efeito do glutamato
na ERK2 e na CREB também era modulado pela PKA. O bloqueio da PKA foi
testado com o inibidor da PKA H-89 (5uM), que bloqueou a fosforilacao da

CREB por glutamato, mas ndo teve nenhum efeito sobre a fosforilacdo da
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ERK2 (figura 14 C). Nés concluimos entdo que o glutamato, via producao de
NO e GMPc e ativacao da PKG, modula a fosforilacdo da ERK2 e isto
constitui-se em um passo para a fosforilagdo da CREB em resposta a ativacao
de receptores de glutamato.

Apbs a obtencao dos resultados apresentados acima, nésperguntamos
se diferentes vias de sinalizacao poderiam estar contribuindo para o efeito do
NO na fosforilacdo da ERK2 e da CREB. A figura 15 A mostra que diferentes
vias de sinalizacdo que classicamente levam a fosforilacdo da CREB, como a
da PIBK/AKT, CaMKs e PKC (Yamamoto et al., 1988; Sun et al., 1994; Du e
Montminy, 1998), contribuem para o efeito mediado por NO na fosforilagdo da
CREB. Usando inbidores destas cinases (os inibidores e suas respectivas
concentracbes sao especificados na figura 15), a fosforilacdo da CREB
induzida por NO foi completamente inibida (figura 15 A). De modo interessante,
nenhuma destas cinases participa na fosforilacdo da ERK2 mediada por NO
(figura 15 A). A figura 15 B mostra que somente as Src cinases tem um papel
na modulacdo da ERK2 por NO, ja que, usando o inibidor destas cinases PP1,
o SNAP néo foi mais capaz de induzir a fosforilagdo da ERK2 e também da
CREB. Estes resultados corroboram a idéia que multiplas etapas da sinalizacao
intracelular convergem e modulam a fosforilagdo do residuo serina 133 da
CREB na célula. Além disso, é provavel que, em nosso sistema celular, todos
0s moédulos de cinases estudados sejam necessarios para a fosforilacdo da
CREB. Entretanto, se estas cascatas de sinalizagdo nao forem concatenadas

como uma rede, a ativacdo da CREB pode néo ser alcancada.
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FIGURA 15: Diversas vias de sinaliza¢io estio envolvidas na fosforilagio de CREB mediada por NO. As figuras Ae B

mostram blots representativos de pERK e pCREE, bem como a quantificacéo da analise densitometrica dos experimentos
realizados com culturas ES/C3 estimuladas com SMAP {100 .
com ou sem 10Uk de LY294002 {inibidor da PI3K), ou 10uM de KN-62 (blogueador de Calks), ou 10uh de cloreto de
cheleritrina (CHE, inibidor de PKC); esses inibidores ndo afetaram significativamente a via da ERK, porém aboliram o estimulo
de SMNAP na pCREE. Em E as culturas foram tratadas por 2 minutos com inhibitor das Src cinases PP (SuM), antes da adicéo
de SMNAP. N=4 £ SEM. #Hp=0.001, ##p<0.01 e #p<0 .05 relativo ao controle. ™ p=<0.001, *p<0.01 & "p=<0.05 relativo ao SNAP.
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FIGURA 16: Glutamato aumenta a fosforilagéo da
serina 133 de CREB no nucleo das células. Culturas
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Com o intuito de avaliar o tipo celular e a localizacéo da fosforilagdo da CREB
por glutamato, nés usamos um método imunocitoquimico para detectar a forma
fosforilada da CREB usando um anticorpo especifico para esta em conjunto
com o anticorpo contra o antigeno 2M6, um marcador especifico para células
gliais de Muller da retina de pinto (Schlosshauer et al., 1991). Como mostrado
na figura 16, na condicdo basal ou estimulada por glutamato a marcacéao para
fosfo-CREB foi inteiramente restrita ao nucleo, uma caracteristica comum a
todas as células analisadas reativas para fosfo-CREB. Além disso, como
previamente demonstrado pelos dados de “western blot”, 250uM de glutamato
por 5 minutos foi capaz de induzir um aumento de mais de 2 vezes no nimero
de células marcadas para fosfo-CREB (241,1 + 26,2%) (figura 16 G). Usando
experimentos de dupla marcacdo com anticorpos contra o0 marcador glial 2M6 e
contra fosfo-CREB, nés demonstramos que o aumento da marcacao da fosfo-
CREB em resposta ao glutamato ocorre preferencialmente nas células
duplamente marcadas, isto é, nas células gliais de Muller (figura 17). Pode-se
observar que nas condi¢cdes basais também ocorreu marcacdao para fosfo-
CREB nos nucleos de alguns neurbnios e células gliais (figura 17 G). Os dados
quantitativos mostrados na figura 17 H demonstram que enquanto nao ocorreu
mudanca significativa do numero de nucleos neuronais marcados para fosfo-
CREB (de 4,3 + 1,4 para 6,2 = 1,9%), este nUmero aumenta expressivamente
nas células gliais (de 10,7 + 2,3 para 30,1 = 3,9%). Concluimos que, nas
culturas de células da retina de pinto, o glutamato induz a fosforilagdo do

residuo serina 133 da CREB nos nucleos das células gliais.
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FIGURA 17: CREB & fosforilado
em células gliais em resposta ao
glutamato. Culturas ESC3
controle (A-C) ol tratadas por %
minutos com 250pk de glutamato
(O-F). As células foram marcadas
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anticorpos para pCREEB ser133 &
2MEB, & 0 marcador nuclear DAFI.
Aimunorreatividade para pCREE &
observada sob condicdes basais
em neurdnios (cabeca de seta), &
em nucleos de células gliais
(setas). A quantificagdo de celulas
marcadas apenas para pCREE
(neurénios=M) ou  duplamente
marcadas (pCREB+2ME+) que
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SEM. H) Contagem de células de
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A fosforilagdo da CREB induzida por glutamato nas células gliais poderia estar
ocorrendo através da liberagcdo de neurotransmissores mediada pela ativacao
de receptores ionotropicos. A figura 18 A mostra que o efeito do glutamato na
fosforilacdo da CREB nao foi abolido quando as culturas foram pré-tratadas
com K252a, um antagonista de receptores Trk de neurotrofinas. Entdo, a
fosforilacdo da CREB estimulada por glutamato ndo depende de neurotrofinas
que atuam via receptores TRK. Além disso, a administracao direta de SNAP
também induz fosforilagdo da CREB na presengca de K252a (figura 18 B).
Experimentos preliminares em que as culturas foram tratadas com brefeldina A
(BFA), um bloqueador de trafego vesicular, mostram que esta droga nao foi
capaz de bloquear os efeitos do glutamato e do SNAP na fosforilacao da
CREB, indicando que os mesmos nao dependem da liberacao de fatores
troficos. Estes resultados sugerem fortemente a possibilidade que o NO
produzido pelos neurbnios se difunda para as células gliais e induza

diretamente a fosforilacdo da CREB nestas células.
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FIGURA 18; A fosforilagdo de CREB nio é dependente da ativagéo de receptors Trk.
Culturas mistas ESC3 foram tratadas por 2 minutos com K252a (50nM), um antagonista de
receptores TrkK de neurotrofinas de alta afinidade; ou com o blogueador do trafego wesicular
intracelular brefeldina A (30ng/ml). Em seguida, foi administrado as culturas 250uM de glutamato

(A) ou 100pM de SHAP (B) por 5 minutos. n=3 + SEM.
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4.2 Retina intacta:

A funcao de CREB ao longo do desenvolvimento do sistema nervoso é
pouco caracterizada até o momento. Estudos em que a atividade dos
membros da familia CREB foi perturbada durante o desenvolvimento e
maturacdo, apontam para o papel de CREB no suporte a sobrevida,
proliferacao e conectividade sinaptica (Lonze e Ginty, 2002). CREB é expressa
nas células da retina embrionaria de galinha em cultura e sua atividade é
modulada por glutamato e NO via GMPc, como verificamos anteriormente.
Tomando como base esses achados, decidimos investigar a expressao e
modulagao de CREB no tecido retiniano ao longo do desenvolvimento.

Primeiramente a expressdao da CREB foi caracterizada bem como sua
fosforilagao na serina 133 na retina embrionaria em diferentes idades. Em E6 a
retina de pinto ainda possui células precursoras que encontram-se dentro do
ciclo mitético e também células em fase de neurogénese (Prada et al., 1991).
A expressao da proteina CREB neste estagio do desenvolvimento foi maior que
nos estagios posteriores, se assemelhando mais a da retina com um dia po6s
eclosdo (P1) (figura 19 A). Nas retinas com idade entre E7 e E16 a expressao
de CREB foi menor, ndo mostrando grandes variacdes nestes periodos.
Entretanto, os niveis de fosfoCREB relativos a CREB total cresceram
gradativamente, alcancando um maximo em E16, caindo a um nivel
semelhante aos de E9 e E11 na retina pés-ecloséo (figura 19 B). Na figura 19
C, observamos os blots representativos deste resultado.

Conhecendo o perfil de fosforilagdo de CREB na retina em diferentes
estagios do desenvolvimento, decidimos estudar os mecanismos de modulagéao

deste evento por glutamato e NO.
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Foram escolhidas retinas de oito dias embrionarios, que também sao utilizadas
para o preparo das culturas, pela facilidade de dissecg¢ao e por apresentarem
fenbmenos de diferenciacdo em detrimento da proliferacdo apresentada em
retinas mais jovens. Também utilizamos as retinas E14 pelo fato de ser um
periodo de intensa sinaptogénese e maior ativagdo de CREB, com grandes
possibilidades de sua modulacao por glutamato e NO. As retinas E11 foram
escolhidas por estarem um estagio intermediario, além de representar o inicio
da sinaptogénese.

Glutamato apresentou um efeito dose dependente na fosforilagdo de
CREB em retinas E8 incubadas com este aminoacido por cinco minutos.
Concentragdes baixas como 50 e 100 uM de glutamato provocaram aumento
de 40,51%6,5 e 91,1+43,8 por cento respectivamente. O efeito maximo foi
obitido com 500uM de glutamato (126,4+36% de aumento), pois a incubacao
com 1mM ja demonstrou dimunuicao do efeito de fosforilacado de CREB (figura
20). A produgéao de NO e a fosforilacdo de CREB desencadeada por glutamato
nao ficou clara neste sistema até o momento, porém a via do NO foi estudada.

A incubagédo das retinas E8 por cinco minutos com o doador de NO
SNAP (100um) foi capaz de estimular em 134,36+74,06 % a fosforilagdo de
CREB. Este efeito foi totalmente abolido pelo inibidor da guanilil ciclase soluvel
ODQ (10uM) (figura 21 A). O antioxidante DTT (100uM), utilizado com o intuito
de bloquear a nitrosilacao, nao foi capaz de inibir o efeito de SNAP, reforcando
a idéia de que NO estimula a fosforilagdo de CREB através de seu mecanismo
classico de acao, a via do GMPc. Nossos resultados mostram também que a
fosforilacdo de CREB por NO na retina E8 nao depende da ativacédo das ERKs

1/2 , pois o efeito de SNAP néo foi bloqueado nas retinas coincubadas com o
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inibidor da MEK PD98059 (figura 21 A). Curiosamente a incubacdo com SNAP
também provocou aumento da fosforilagdo de ERK nas retinas E8
(203,47+42,56% de estimulo), um efeito que envolveu ao menos parcialmente
a via do GMPc, assim como observado com a fosforilagdo de CREB (figura 21
B).

Embora os dados referentes aos experimentos realizados em retinas
E11 sejam muito preliminares, nds acreditamos que o glutamato também
module a fosforilacdo de CREB nesta idade. A figura 22 mostra o efeito de
500uM de glutamato aumentando a fosforilagdo de CREB. Provavelmente este
neurotransmissor atua através da producao de NO via receptores NMDA, pois
a utilizagéo do inibidor da NOS L-NAME ou do bloqueador do receptor NMDA
MK801 (respectivamente 250uM e 10uM) foi capaz de inibir consideravelmente

o estimulo por glutamato.
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FIGURA 20: Glutamato estimula a fosforilagio de CREB de maneira
dose dependente. Retinas ES foram incubadas durante cinco minutos com
concentragdes crescentes de glutamato, doses baixas como 50 e 100uM
foram capazes de induzir a fosforilagdo da serina 133 de CREEB. O estimulo
maximo foi alcangado com 500uh. Dados obtidos de no minimo 2
gxperimentos (exceto glutamato 500U, n=5). .= p« 0,001,
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FIGURA 21: NO estimula a fosforilagio de CREB ¢ ERK na retina EB pela via do GMPc. As retinas ES foram incubadas
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FIGURA 22: Glutamato estimula a fosforilagéo de CREB na retina E11
por um mecanismo envolvendo NO. As retinas foram incubadas durante 4
minutos com glutamato em presenca ou naoc de MKEDT ou L-MAME, na

situacao controle a retina fol incubada em salina pura. (resultado preliminar
mas de grande importancia).
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Em E14 a retina apresentou uma fosforilagcdo basal maxima dentre as
idades investigadas (figura 19 B). A fosforilacdo de CREB e ERK foi refrataria a
incubagcdo com SNAP em diversos tempos na retina E14 (ndo mostrado).
Esses dados nos fizeram pensar que a fosforilacdo destas proteinas neste
estagio estivesse maximamente estimulada, talvez por glutamato. Para
verificar esta hipétese, nés utilizamos o inibidor do receptor NMDA MK801 e
observamos que nestas condicées ocorre uma diminuicdo de quase a metade
da fosforilacdo de CREB (46,36+6%) (figura 23 A). A ativacao da ERK também
foi semelhantemente inibida por MK801 (60,65+20,2%), (figura 23 B).
Empregando o inibidor de receptores Trk K252a (100nM) foi possivel avaliar a
participacao de fatores troficos na fosforilacao tanto de CREB quanto de ERK.
As figuras 23 A e B mostram que este inibidor também provoca a diminuicao de

ambas as fosfoptoteinas (respectivamente 33,36+12 e 53,56+26%).
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FIGURA 23 A fosforilagiio basal de CREB ¢ ERK na retina E14 parece ser modulada pelo receptor NMDA e também através
dos receptores tirosina cinase. As retinas foram incubadas com 10l de MKEDT ou 1000k de K252A4, inibidores do recetpor NMDA,
e de receptores Tri, respectivamente . Qs nivels basais destas duas fosfoproteinas encontram-se mais altos neste estagio embrionario,
g aincubagao com estes inibidores foi capaz de inibir a fosforlagigo de CREE (A) e de ERK (B). O inibidor da WMEK PDS8059 (S0uh) foi

empregado como um controle negativo da fosforilagégo de ERK. N=3, "=« 0,05 em relacdo ao controle
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5- Discussao

Glutamato € um neurotransmissor responsavel pela mudanga de
potencial da célula nervosa, que € um evento essencial para a comunicagao
celular do sistema nervoso. A alteracdo na permeabilidade provocada pela
ativacao dos iGluRs nas células permite, por exemplo, a entrada do segundo
mensageiro calcio, seja via iGIuRs ou por canais ativados por voltagem, com
cinética e intensidade variadas. Por outro lado, a atuacado do glutamato nos
mGIluRs esta pouco relacionada aos eventos rapidos na sinalizagao sinaptica,
mas classicamente, estes medeiam mobilizagdes dos estoques intracelulares
de caélcio e diminuigdo nos niveis de AMPc (Gerber, 2003).

Neste estudo as atencdes foram voltadas para o papel dos iGluRs na
fosforilagdo de ERK e CREB na retina de galinha em desenvolvimento. Foram
empregadas células da retina mantidas em culturas, e também o tecido
retiniano intacto. Nestes dois tipos de preparacbes observamos que o
glutamato foi capaz de promover estimulo na fosforilacdo de CREB, e apenas
nas culturas também da ERK. Foi também verificado que glutamato atuava
através da producédo de NO e ativacdo da via do GMPc. Nas culturas, esses
fenbmenos tiveram a participacao das Src cinases. Foi também observado que
a fosforilacdo de CREB estimulada por NO nas células em cultura contava com

o envolvimento de diversas cinases como PKA, PKC, PISK e CAMKSs.

5.1 Cultura:
O aumento na fosforilacdo da ERK2 e da CREB nas culturas foi rapido
(5 minutos de estimulo), e dependente da concentragdo de glutamato

administrada.  Entretanto, em concentracbes es superiores a 250uM de
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glutamato os niveis de pCREB e pERK diminuiram. Esse perfil de diminuicao
ou parada do efeito do glutamato pode refletir uma diminuicdo da resposta dos
receptores de glutamato. Dados da literatura sugeriram que altas doses de
glutamato podem ser excitotoxicas para as células da retina embrionaria de
galinha (Lopez-Colomé e Lépez, 2003).

Dados anteriores do laboratério estabeleciam uma ligagdo entre a
ativagao de receptores NMDA, influxo de Ca*™ e a ativagdo da NOS nas células
da retina (Paes-de-Carvalho e de Mattos, 1996). De fato, nas culturas mistas
de células da retina de galinha, a inibicdo da sintese de NO bloqueou o
aumento da fosforilacdo de ERK2 e CREB provocadas por glutamato,
sugerindo que a ativacdo de receptores deste aminoacido estaria ativando a
NOS como um passo necessario a fosforilacigo de ERK2 e CREB.
Surpreendentemente, o bloqueio do estimulo do glutamato na fosforilacdo da
ERK e da CREB néao foi alancado com o antagonista do receptor NMDA
MK801, enquanto a utilizacdo de um antagonista de iGIluRs do tipo
AMPA/Kainato aboliu os efeitos do glutamato, indicando que seriam estes os
receptores envolvidos nos dados até entdo comentados. A elevagdo da
concentragao intracelular de célcio € um evento chave na ativagdo da NOS,
classicamente atribuido ao receptor NMDA (Christopherson et al., 1999), e a
ativacao dos receptores NMDA foi associada ao aumento da fosforilacao de
CREB e ERK em outras areas do sistema nervoso (Hardingham et al., 2001),
por isso reconhecemos a importadncia de averiguar melhor a participagéao
destes receptores na fosforilacdo de ERK e CREB em nosso sistema.
Entretanto os efeitos do glutamato através da ativacdo dos receptores

AMPA/kainato com o estimulo a producdo de NO é perfeitamente plausivel,
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pois estes receptores foram responsaveis por estimular a NOS (Radenovic e
Selakovic, 2005; Yamada e Nabeshima, 1997). Além disso, o influxo de célcio é
possivel através dos receptores do tipo AMPA desde que estes ndo possuam
em seu arranjo a subunidade GIuR2 (Cull-Candy et al., 2006). Os iGluRs tipo
AMPA/kainato medeiam oscilacées de calcio na retina embrionaria de galinha
(Sugioka et al., 1998; Catsicas et al., 2001). Uma outra possibilidade de
ativagao da NOS desencadeada pelos AMPA/KainatoRs seria o influxo de Ca*™
secundario a ativacao de canais de calcio dependentes de voltagem, embora
esta via tenha sido descartada por alguns autores (Sugioka et al., 1998).

A inibicdo dos efeitos do glutamato com o bloqueio da PKG sustenta a
hipétese de que o NO gerado através da ativacdo dos receptores
AMPA/kainato atua na fosforilagdo de ERK2 e CREB pela via classica de
ativagdo da guanilato ciclase soluvel, com aumento dos niveis de GMPc que
ativam a PKG. A relacdo entre NO e a ativacdo da ERK1/2 vem sendo
estabelecida em varios estudos (Yamazaki et al., 2005), aparentemente através
da inibicdo de sua defosforilacdo mediada pela via da PKG (Endo e Launey,
2003). E conhecido também que NO é capaz de ativar a transcricdo de genes
pré-sobrevida como o bcl2 através da fosforilagcdo da serina 133 de CREB em
neurdnios cerebelares (Ciani et al., 2002).

O NO fornecido exogenamente também foi capaz de estimular a
fosforilacdo de ERK2 e CREB, porém em menor magnitude que o glutamato.
Isto sugere que glutamato, além da ativacdo da NOS, poderia agir por outras
vias, através de seus receptores, ou em populagdes celulares diferentes da
cultura. A NOS neuronal foi imunodetectada apenas em neurénios nas culturas

mistas de células da retina de galinha (Cossenza e Paes-de-Carvalho, 2000), e
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os diferentes tipos de receptores de glutamato estao presentes em neurdnios e
células gliais da retina (Lamas et al., 2005,).

A interdependéncia da fosforilagdo da serina 133 de CREB e a via das
MAPKs € um evento bastante descrito no sistema nervoso (Wu et al., 2001;
Hardingham et al., 2001), e que se reproduziu em nossas culturas quando
estimuladas por glutamato ou NO diretamente. Os experimentos de
mapeamento das vias pelas quais o NO poderia atuar na fosforilagdo de ERK2
e CREB revelaram a participacdo de varias cinases além da PKG na ativacao
de CREB. Este achado esta de acordo com dados da literatura que afirmam
que a serina 133 de CREB é alvo de fosforilagdo por varias cinases,
consistindo em um ponto de convergéncia de diversas vias de sinalizagao
(Lonze e Ginty, 2002). Neste trabalho mostramos que NO é capaz de regular
algumas destas vias como da PKA, PIBK/AKT, PKC, CaMKs e das Src cinases.
Dentre estas, apenas a via das Src cinases interagiu com a fosforilagdo de
ERK mediada por NO. Especulamos que as Src cinases poderiam reforgcar o
sinal do NO na ERK2 em uma etapa paralela a ativacdo de PKG. Isto ocorreria
através da autofosforilagdo do residuo 416 de tirosina na Src induzida por NO,
que ativa essas cinases por um mecanismo envolvendo espécies reativas do
NO (Akhand et al., 1999). As Src cinases, uma vez ativadas, poderiam ser
recrutadas e modular a atividade da sGC (Meurer et al., 2005) e da PKG
(Lafevre-Bernt et al., 1998).

Resultados recentes de nosso grupo (Mejia-Garcia e Paes-de-Carvalho,
dados nao publicados) e achados em neur6nios de outras areas do sistema
nervoso mostram que NO promove a ativacdo da AKT via PI3K (Ciani et al.,

2002). Anteriormente foi demonstrado que a CREB seria um suposto alvo da
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AKT (Du e Montminy, 1998). Além da AKT, a PKC, a CaMKIl e a CaMKIV
podem fosforilar a serina 133 de CREB (Yamamoto et al., 1988; Sun et al.,
1994). Os dados comentados acima suportam a participacao de todas estas
cinases nos efeitos do glutamato e do NO na fosforilacdo da serina 133 de
CREB, mostrados em nossos resultados.

Os resultados até entdo comentados mostram claramente que NO pode
atuar na ativacdo de CREB via fosforilagdo da serina 133 por um mosaico de
vias de sinalizacdo. Porém, a inibicdo de qualquer uma delas foi capaz de
abolir totalmente o estimulo de NO. Interessantemente, a protecdo de
neurénios embrionarios da retina de galinha promovida por NO também
depende de multiplas vias de sinalizacdo, integradas temporalmente (Mejia-
Garcia e Paes-de-Carvalho, 2007). Nés sugerimos que estas vias devem
trabalhar de forma concatenada para que os sinais gerados nas sinapses
possam alcancar o nucleo das células promovendo a ativacdo de CREB.

Outras etapas além da fosforilacdo da serina 133 s&o importantes na
ativacdo da transcricdo génica por CREB. A integracdo fina do sinal a
diferentes niveis, como por exemplo a ligacdo de CBP a CREB, é também
regulada por diversos eventos, destacando-se a sinalizagdo por célcio com
envolvimento das CaMKs (Deisseroth e Tsien, 2002; Kornhauser et al., 2002).
Recentemente, Riccio et al. (2006) demonstraram que NO também é capaz de
modular o “binding” de CREB ao DNA, um processo mediado exclusivamente
por S-nitrosilacédo e dissociado da fosforilacao da serina 133 dentro do dominio
KID deste fator de transcricdo. Em acordo com esses achados, em nosso

modelo experimental o estimulo com glutamato parece mediar a transcricao de
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c-fos, um gene imediato regulado por CREB, embora este seja um dado ainda
muito preliminar, que deve ser mais bem explorado.

A localizacao nuclear de CREB é quase um consenso. Porém, é vélido
considerar que CREB ja foi encontrado dentro de mitocondrias localizadas em
dendritos (Crino et al., 1998; Bevilaqua et al., 1999). Foi também recentemente
demonstrada a existéncia de um “pool” de RNAm para CREB em terminais
sinapticos que, mediante o estimulo de receptores Trk, seria traduzido em
proteinas; estas translocariam para o nucleo juntamente com o receptor Trk
ativando a transcricdo génica (Lin e Holt, 2008). Concordando com grande
parte dos trabalhos sobre a localizacdo subcelular de CREB (Méo et al., 2007;
Kornhauser et al., 2002), a imuno-marcacéao de fosfo-CREB ser133 foi restrita
ao nucleo das células na cultura.

A populacao celular predominantemente afetada pelo glutamato quanto
ao aumento da fosforilacdo de CREB nas culturas foi a glia. De fato,
receptores de glutamato sdo expressos nas células de Miller (Lamas et al.,
2005), além de que essas células podem responder a coestimulagdo de NMDA
e D-serina com a ativacao de CREB (Lamas et al., 2007). Entretanto, nossos
dados mostram que os efeitos do glutamato sdo dependentes da producéo de
NO, e estudos anteriores de nosso laboratério detectaram a NOS neuronal
restrita aos neurdnios deste tipo de cultura (Cossenza e Paes-de-Carvalho,
2000). Desta forma, como explicar a observacdo do aumento da fosforilacao
de CREB nas células gliais de nossas culturas? Nés perguntamos se o NO
produzido através do estimulo dos receptores AMPA/Kainato estaria envolvido
na liberagédo de substancias difusiveis como fatores tréficos, ou se o préprio NO

estaria difundindo dos neurénios alcancando as células gliais nas culturas. A
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primeira hipétese foi descartada em nossos experimentos, prevalecendo a idéia
de que o NO é o responsavel direto pelos efeitos do glutamato nas células
gliais. A presenga da guanilil ciclase soluvel na glia de Muller (Kusaka et al.,
1996) além do efeito do glutamato depender de GMPc corrobora essa hipotese.
A ERK2 também tem sua fosforilagdo aumentada na glia de Miller em resposta
a incubacdo com SNAP, o doador de NO empregado em nossos experimentos
(Magalhdes et al., 2006). Dados n&o publicados de nosso laboratério
(Rodrigues, A.S. e Paes-de-Carvalho, R.) demonstram a interagdo da PKA e da
PKC com a via das ERKs em culturas purificadas de células gliais. Embora a
fosforilacdo da ERK2 estimulada por glutamato ndo seja suscetivel aos
inibidores destas cinases, estes dados provéem evidéncias da presenca da
PKA e da PKC na glia de Muller. Juntos, esses achados aumentam a
confiabilidade da localizagdo do efeito de glutamato na populagdo de células
gliais. Células gliais em diversas areas do sistema nervoso contam com a
participacdo de CREB em processos fisiolégicos ou patolégicos, como em
astrdcitos corticais onde a proliferagdo induzida por FGF2 é dependente da via
ERK/CREB. A ativagdo de CREB foi também encontrada em células
precursoras de oligodendrocitos e astrécitos do hipocampo sujeitos a
excitotoxicidade por kainato (Ong et al., 2000). Assim como esses trabalhos,
0S nossos resultados demonstram a ativagdo de CREB na populacéao glial, um

evento potencialmente importante para a retina.

5.2 Retina intacta

CREB é expressa ao longo do desenvolvimento da retina, desde

estagios embrionarios precoces. Em E6 seu nivel de expressao mostrou-se
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elevado em relagdo as demais idades estudadas (com excegdo da retina P1).
A fosfoCREB correspondeu a 84,2+0,5% da CREB total em E6, enquanto nas
retinas um pouco mais amadurecidas (a partir de E9), a fosfoCREB apresenta
uma tendéncia a ultrapassar esse valor. Acreditamos que essa grande
expressao de CREB total se deva ao fato de um grande numero de células
progenitoras indiferenciadas expressarem CREB neste estadgio do
desenvolvimento, uma fosforliacdo basal de CREB relativamente baixa seria
suficiente a atividade de proliferagdo. Alternativamente, essas células ainda
pouco diferenciadas, poderiam ndo expressar uma maquinaria de transdugao
adequada ao estimulo de CREB. Com o amadurecimento, o numero de células
expressando CREB poderia diminuir. Porém, com a aquisicdo gradativa de
fendtipos para neurotransmissores e de novas fungbes celulares, os niveis de
fosforilagdo de CREB seriam mais altos. Isto € corroborado pelo fato de CREB
ser um fator de transcricdo conhecidamente regulado pela atividade elétrica
(Lee et al., 2005; Shaywitz et al., 1999). O alto nivel de fosfoCREB a partir de
E14 também corrobora esta informagdo na retina, pois este periodo do
desenvolvimento é caracterizado por intensa sinaptogénse (Mey e Thanos,
2000).

Como mostrado em nossos resultados, a fosforilagdo de CREB
aumentou gradativamente com o desenvolvimento e maturagao da retina. Nos
acreditamos que esse fenbmeno esteja atrelado a outros eventos
maturacionais da retina. Na retina E8 a taxa de proliferacdo é baixa e quase
todos os tipos celulares ja “nasceram”, e estdo migrando e diferenciando ao
mesmo tempo (Prada et al., 1991). Em E8 é possivel estimular os receptores

de glutamato diretamente no tecido retiniano e verificar o estimulo da NOS
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(Paes-de-Carvalho e de Mattos, 1996). Mostramos anteriormente que NO
regula a proliferacdo in vivo na retina E8 (Magalhdes et al., 2006). Nossos
resultados mostraram que NO foi capaz de estimular a fosforilacdo de CREB
na retina E8, através de um mecanismo dependente da ativacdo da guanilil
ciclase. A fosforilagdo de CREB nao foi revertida por DTT, um antioxidante que
inibe a nitrosilacdo, mostrando que NO é capaz de disparar a fosforilacdo de
CREB pela via do GMPc assim como em outros sistemas relatados na
literatura (Ciani et al., 2002). A ERK também foi estimulada pelo NO pela via
do GMPc, porém a inibicdo desta via nao interferiu com o efeito do NO na
CREB. A ERK pode modular a fosforilacdo de CREB através da ativacdo de
cinases intermediarias, as MSKs e RSKs (Deak et al., 1998; de Cesare et al.,
1998), mas 0s nossos resultados indicam que estas vias estdo dissociadas na
retina E8 quando sao estimuladas por NO através de um metabdlito comum.
Nas culturas E8/C3 o NO também foi capaz de promover a fosforilacdo de ERK
e CREB através da via NO/GMPc/PKG, mas ao contrario da retina E8, a
fosforilacdo de CREB foi dependente da ERK. Embora a dependéncia de
GMPc esteja clara nos fenébmenos desencadeados por NO na retina E8, a
efetiva participagdo da PKG nédo foi avaliada, e talvez esse seja um ponto
chave na divergéncia entre a ERK e a CREB quando da ativacao por NO. O
glutamato também foi capaz de estimular a fosforilacdo de CREB na retina E8
de forma dependente da dose administrada. Porém, a dose de 1mM de
glutamato ja ndo mostrava o mesmo efeito, talvez porque, nesta concentracao,
o glutamato seja capaz de provocar excitotoxicidade e sua acdo de uma
maneira geral seja fisiologicamente inibida, como anteriormente demonstrado

para a ativacao dos iGluRs na sintese de NO (Lépez-Colomé e Lopez, 2003).

80



A participagédo de NO neste efeito de glutamato na retina E8 nao foi testada,
porém experimentos preliminares com a retina E11, aliados a dados anteriores
(Paes-de-Carvalho e de Mattos, 1996), fornecem indicios para acreditarmos
nesta hip6tese. Na retina E11 o glutamato também estimula a fosforilacdo de
CREB por um mecanismo dependente de NO e via receptores do tipo NMDA.
Esses resultados preliminares nos animaram em investir na investigacdo do
papel dos receptores ionotrépicos de glutamato na modulacdo de ERK e CREB
na retina embriondria de galinha.

A fosforilacdo basal de CREB na retina E14 ja se encontrava elevada
como demonstrado pelo perfil da ontogénese de CREB e fosfoCREB. A
fosforilacdo da ERK também se mostrou alta na retina E14 sem qualquer
estimulo farmacolégico no meio, e ndo apresentou alteracdo quando incubada
com SNAP (dado ndo mostrado). As suspeitas de que este nivel basal alto,
tanto de ERK quanto de CREB, envolvesse a liberagdo de glutamato ou fatores
tréficos se confirmou em nossos resultados, ja& que o tratamento das retinas
E14 com o bloqueador de receptores NMDA MK801, ou com o inibidor dos
receptores Trk k252A diminuiu a fosforilagdo basal de ERK e CREB. Os
fatores tréficos e o glutamato sdo descritos na literatura como ativadores de
CREB e ERK (Chiaramello et al., 2007; Hardingham et al., 2001). Associado a
isso a retina E14 estd suficientemente diferenciada expressando tanto
receptores Trk e todos os tipos de GluRs, além de passar por uma fase de
sinaptogénese (Mey e Thanos, 2001).

Os dados obtidos nas culturas e nas retinas apontam o envolvimento do
glutamato em fenémenos maturacionais das células da retina, através da

modulacdo da transcricdo génica. Ora nas culturas, onde as células foram
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selecionadas, ora no tecido intacto, onde a integridade histolégica foi mantida
apesar da seccao do nervo Oéptico, este neurotransmissor encontra-se
interagindo com uma rica rede de sinalizagdo. Os elementos desta rede
podem estar presentes em células distintas, porém as interacbes realizadas
ultrapassam suas dimensées, estabelecendo uma comunicagédo sincronizada.
O exemplo comprovado disto em nosso trabalho foi a ativacdo de CREB pela
via glutamato/NO nas células gliais da cultura. Cabe agora continuar as
ivestigagbes no tecido retiniano, onde algumas etapas do fenémeno de
fosforilacdo de CREB e ERK por NO e glutamato ainda encontram-se

obscuras.
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6- Conclusoes

6.1 Culturas E8/C3:

X/
o

Glutamato estimula a fosforilacdo da ERK1/2 e da CREB de maneira
dose-dependente.

Os receptores AMPA/Kainato parecem ser os iGluRs responsaveis pelos
efeitos do glutamato.

O efeito do glutamato sobre a ERK1/2 e a CREB requer a producao de
NO, sendo mediado pela via GCs/PKG e envolvendo também a Src
cinase.

SNAP, um doador de NO, também é capaz de estimular a fosforilacéo
da ERK1/2 (e da CREB) pela mesma via que o glutamato.

A fosforilagdo de CREB por NO envolve mudltiplas vias de sinalizagao
celular, como a PKA, CAMK e PI3K, que devem agir conjuntamente.

A fosforilagdo de CREB induzida por Glutamato ou NO é dependente da
ativacao da via da ERK1/2.

O estimulo da fosforilagdo de CREB por glutamato ocorre na populagéao
de células gliais da cultura.

Esse efeito ndo parece ser dependente da liberagdo de fatores troficos,

e sim diretamente pelo NO que estaria difundindo dos neurdnios.
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6.2 Retina intacta:

L)

A expressao da CREB total ao longo do desenvolvimento do tecido
retiniano parece oscilar de um nivel alto em idades mais precoces
estabilizando com a maturagéo do tecido .

A fosforilacdo de CREB parece aumentar durante a sinaptogénese.

O glutamato estimula a fosforilacdo de CREB na retina ES8.

Na retina E8, o NO também é capaz de aumentar os niveis de
fosforilagdo de ERK e CREB pela via do GMPc.

A fosforilagdo de CREB na retina E8 ndo é dependente da ativacao de
ERK.

O glutamato parece regular a fosforilagcdo de CREB na retina de galinha
em fases distintas do desenvolvimento embrionario por mecanismos que
envolvem os receptores NMDA e a sintese de NO.

Na retina E14 a fosforilagdo basal da CREB e da ERK encontram-se
maximamente estimuladas, e parecem ser moduladas por glutamato e

fatores tréficos enddgenos.
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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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