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RESUMO 

Estudos prévios têm demonstrado que o óxido nítrico (NO), produzido a partir do 

doador SNAP, inibe a apoptose em cultura purificada de neurônios de retina através de 

um mecanismo dependente de GMP-cíclico, ativação da PKG, e também envolvendo 

várias proteínas cinases como PI3K, MEK, PKA, e CaMKs. A via da PI3K/AKT e NO 

são importantes sinalizadores envolvidos na sobrevivência celular que também 

apresentam um papel importante na plasticidade do Sistema Nervoso central (SNC). O 

propósito do presente estudo foi determinar o papel de NO endógeno, advindo da L-

ARG ou do NO exógeno, advindo do SNAP, na modulação do nível de fosforilação da 

AKT/PKB em células de retina em cultura. Culturas preparadas a partir de embriões de 

galinha de 8 dias foram tratadas ou não com SNAP ou L-ARG e em seguida 

determinados os níveis de fosforilação da AKT/PKB no sítio da Serina-473 ou 

Treonina-308. Nossos resultados demonstram que SNAP e L-ARG promovem aumento 

da fosforilação da AKT/PKB de modo concentração e tempo dependente, através da 

ativação da Guanilil ciclase solúvel (GC-solúvel). Este efeito foi bloqueado com ODQ 

ou LY83583 e foi mimetizado por 8Br-GMP cíclico, um ativador da PKG, ou YC-1, um 

ativador da GC-solúvel. NO entanto, o efeito do NO foi bloqueado por LY294002, 

Wortmannin, KN93 ou KN62, sugerindo a participação das vias da PI3K e das CaMKs 

respectivamente. De modo interessante, o pré-tratamento com EGTA, BAPTA ou 

tapsigargina (TPG), quelantes de cálcio, ou Trifluorperazina (TRF) e W-7, inibidores de 

calmodulina, foi capaz de bloquear o efeito de SNAP e L-ARG. Estes dados sugerem 

que o efeito depende de um aumento de cálcio intracelular e dependência de 

calmodulina. O NO exógeno (SNAP) ou endógeno (L-ARG) promovem o influxo de 

calcio (45Ca2+) através de canais de cálcio tipo L. Por outro lado, a ativação de receptor 

de glutamato do tipo NMDA induz a fosforilação da AKT/PKB de modo mimetizado 

por inibidores da síntese de proteínas (CHX ou ANIS). Esses inibidores aumentam o 

“pool” intracelular de L-ARG e promovem a síntese de NO. Um resultado adicional 

mostra que o tratamento com SNAP ou L-ARG promove a translocação da AKT/PKB 

fosforilada para o núcleo. Concluímos que o NO de origem exógena ou endógena 

modula o nível da fosforilação da AKT/PKB nas culturas de retina de galinha. 
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SUMMARY 

Previous studies have shown that nitric oxide (NO), produced from the NO donor S-

nitroso-Acetyl-D-L-Penicillamine (SNAP), inhibits apoptosis of purified retinal neurons 

in cultured through a cGMP/PKG-dependent mechanism also involving multiple kinase 

pathways including PI3K, MEK, PKA and CaMKs. The PI3K-AKT pathway and NO 

are important molecules with neuronal survival-promoting properties and which have 

shown to play an important role in plasticity associated with CNS development. The 

purpose of this study was to explore whether endogenous NO produced from L-ARG or 

exogenous NO from NO donor SNAP exerts its vital effects by activating the AKT 

protein kinase in cultures of chick retinal neurons. Cultures prepared from 8 day-old-

chick embryo retinas were treated or not with SNAP or L-ARG and processed for the 

detection of AKT phosphorylation levels on Ser-473 and Thr-308 sites. 

Our results demonstrate that either SNAP or L-ARG lead to enhanced AKT 

phosphorylation in a concentration and time-dependent manner through the activation 

of soluble guanylyl cyclase. The effect was blocked by the enzyme inhibitors ODQ or 

LY83583, and mimicked by 8-Bromo cyclic GMP, a PKG activator or YC-1, a guanylyl 

cyclase activator. In addition, the effect of NO was also suppressed by LY294002, 

Wortmannin, KN93 or KN62, respectively indicating the involvement of 

phosphatidylinositol 3 kinase and calcium calmodulin-dependent protein kinase 

signaling pathways. Interestingly, pre-treatment by EGTA, a calcium chelator, or 

BAPTA-AM or Tapsigargin, intracellular calcium chelators, or Triflorperazine or W-7, 

calmodulin inhibitors, also abrogated the effects of SNAP or L-ARG. This revealed that 

the phosphorylation of AKT/PKB is mediated by calcium influx from extracellular 

medium and a calmodulin-dependent mechanism. NO from L-ARG or SNAP promoted 

Ca2+-influx through L-type Ca2+ channels. Furthermore, we found that NMDA receptor 

activation stimulates AKT/PKB and can be mimicked by cycloheximide or anisomycin 

(CHX, ANIS), two inhibitors of protein synthesis, and a consequent increase of an 

intracellular L-ARG pool available for NO synthesis. An additional result shows that 

activated AKT/PKB was translocated from cytoplasm to nucleus upon stimulation with 

SNAP or L-ARG. We then conclude that generation of endogenous or exogenous NO 

participates in the activation of AKT protein kinase in retinal neurons. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. A RETINA 

    Embora todas as partes do olho sejam importantes para perceber a informação 

visual, a retina é certamente a parte mais importante do sistema visual. Trinta e oito 

porcento de fibras cérebro-aferentes pertencem ao sistema visual, o que justifica o papel 

predominante deste sistema sensorial na percepção humana (Gerhart e Kirchner, 1997 

para revisão). A retina é essencialmente uma porção do sistema nervoso que é projetado 

externamente do cérebro com o fim de receber os feixes de luz provenientes do mundo 

externo. Desde as primeiras descrições de Cajal, a retina tem sido utilizada em 

numerosos estudos, tais como arquitetura neuronal, circuitaria sináptica e correlações 

entre estrutura e função (Spence e Robson, 1989). 

  Em decorrência de sua organização celular muito bem definida, o estudo das 

funções neuronais neste modelo é muito explorado tanto em períodos precoces quanto 

tardios do desenvolvimento. A retina é constituída de uma fina camada de tecido 

nervoso localizada na parte posterior do globo ocular. Uma vantagem importante da 

retina é a possibilidade de cultivar suas células dissociadas (neurônios e/ou células 

gliais) in vitro onde, os contatos sinápticos e as funções neuroquímicas são 

restabelecidos de forma similar ao que acontece “in vivo” (de Mello, 1980). 

A organização celular da retina é muito bem definida e consiste de cinco camadas 

principais: três compostas de corpos celulares e duas de prolongamentos (esquema 1). 

Na camada mais externa, isto é, mais próxima ao epitélio pigmentar, está o segmento 

externo dos fotorreceptores, células diferenciadas de forma a captar luz (fótons) e 

transduzir estímulos elétricos em variações de potencial de membrana.  
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Esquema 1: Estrutura da retina mostrando os tipos e as camadas celulares. 

(A) Fotografia característica de embrião de galinha de E8. (B), Marcação por 

imunofluorescência dos tipos celulares na retina de vertebrado (adaptado de 

webvision.med.utah.edu/Fisher.html e (C), Representação esquemática da retina 

mostrando as disposições das camadas e os tipos celulares. (PE) Epitélio 

pigmentar, (OS+IS) Segmento externo dos fotorreceptores, (ONL) Camada 

nuclear externa, (OPL) Camada plexiforme externa, (INL) Camada nuclear 

interna, (IPL) Camada plexiforme interna, (GCL) Camada de células 

ganglionares, (NFL) Fibras do nervo óptico. (adaptado de Morgan J. e R. Wong 

(2008) e htt://wbmo.mpimf-eidelberg.mpg.de/~teuler/startpage.htm). 
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Os sinais codificados por essas células são transmitidos através das células 

ganglionares aos centros visuais superiores, onde serão interpretados (Kolb, 1994 para 

revisão).  

Os fotorreceptores se subdividem em cones e bastonetes que diferem em termos 

de morfologia e em sensibilidade à luz. Os cones são sensíveis à luminosidade mais 

intensa e têm os segmentos externos de forma cônica, sendo responsáveis pela visão 

cromática. Os bastonetes são responsáveis por uma visão noturna e acromática. Além 

disso, os bastonetes apresentam o segmento externo alongado, o que possibilita uma 

maior absorção de luz.  A propagação de sinais na retina é modulada por interações 

celulares laterais. Assim, os fotorreceptores transmitem a informação para as células 

ganglionares, sendo esta via de transmissão mediada pelas células bipolares. A 

informação é modulada por aferências de células horizontais e amácrinas (Barnastable, 

1995). 

Limitando inferiormente a camada de fotorreceptores, está localizada a camada 

plexiforme externa, composta de processos neurais da camada nuclear interna e 

processos dos fotorreceptores. Na camada nuclear interna estão as células bipolares, que 

transmitem os sinais dos fotorreceptores até as células ganglionares (verticalmente), 

células horizontais e amácrinas, que transmitem o sinal neural horizontalmente. 

A população de células gliais constitui-se de um tipo predominante chamado de 

células de Müller. Seus núcleos se encontram na região média da camada núclear 

interna. Estas células dispõem-se radialmente, atravessando toda a retina desde a 

membrana limitante externa até a membrana limitante interna sendo, na verdade, ambas 

formadas pela expansão da membrana plasmática das células de Müller. 

Após a camada nuclear interna, está localizada a camada plexiforme interna, 

contendo processos neurais que se projetam à camada ganglionar. Finalmente, as células 
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ganglionares emitem axônios que saem da retina e formam o nervo óptico, transmitindo 

os impulsos nervosos em forma de potenciais de ação a centros superiores para um 

posterior processamento da imagem (Kolb, 1994 para revisão).  

A retina tem origem a partir da invaginação da vesícula óptica primária, dois ou 

três dias após a fecundação, formando a vesícula óptica secundária. A retina neural 

deriva da camada mais interna deste olho primitivo. A camada mais externa, em contato 

com o mesenquima circunvizinho, dá origem à esclera e coróides para constituir o 

epitélio pigmentar da retina (ERP).  

O desenvolvimento completo da retina de pinto é concluído em aproximadamente 

três semanas e finalizado essencialmente na hora da eclosão (Hamburger e Hamilton, 

1951). Embora a atividade elétrica possa ser registrada nos primeiros dias da formação 

da retina, um eletroretinograma em sua forma madura só é posível em E19 (Mey e 

Thanos, 2000 para revisão). A formação do globo ocular já é visível no primeiro dia 

após a fecundação (Hamburger e Hamilton, 1951), mas os primeiros estudos a respeito 

da histogênese da retina só foram desenvolvidos após o terceiro dia de fecundação 

(Coulombre, 1955; Kahn, 1974; Mishima e Fujita, 1978; Prada et al., 1979). 

A retina desenvolve-se nas direções centro-periférica e dorso-ventral. Estudos 

feitos por Kahn (1974) na retina posterior, próxima às papilas ópticas, indicam que a 

maioria dos neurônios da retina fazem o ciclo mitótico entre o terceiro e quarto dia de 

incubação (E3 e E4) e a maioria dos fotorreceptores e células ganglionares começam a 

se diferenciar entre E3 e E5. 

Entre E3 e E4 a retina neural se invagina e se une ao epitélio pigmentar formando 

a vesícula óptica com duas camadas. De E4 a E8 a área da retina é aumentada pela 

disposição de células nas margens da vesícula óptica. O espessamento da retina é feito 

pela adição de células à camada adjacente ao epitélio pigmentar. Entre E6 e E10 as 
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camadas da retina tornam-se diferenciadas, similares a observada em animais adultos. 

Em E6 nenhuma das camadas plexiformes está evidente e a retina é relativamente 

indiferenciada; mas a camada de fibras ópticas pode ser observada, e dentro do 

neuroepitélio existem células grandes, próximas à camada de fibras ópticas, que podem 

ser células ganglionares pós-mitóticas. As células ganglionares podem ser reconhecidas 

pelo seu grande tamanho entre E6 e E7, ao mesmo tempo em que o primeiro axônio da 

célula ganglionar atinge o tectum óptico; mas a camada de células ganglionares e a 

camada plexiforme interna não podem ser visualizados até E7. A camada plexiforme 

externa só se torna visível após E9. As primeiras células a iniciarem o processo de 

diferenciação são as células ganglionares que estão em contato com o humor vítreo 

(Adler, 1993; Kahn, 1973; Fujita e Horü, 1963). Logo após, inicia-se a diferenciação 

das células amácrinas, das células horizontais, fotorreceptores e finalmente das células 

bipolares (Prada et al., 1979; Mishina e Fujita, 1978; Kahn, 1974,1973).   

Na retina, em E10, todas as camadas celulares podem ser observadas, além de 

uma espessa camada plexiforme interna e uma delgada camada plexiforme externa. As 

células de Müller, que formam a glia da retina, já estão presentes na retina em torno de 

E4 (Coulombre, 1955). As primeiras conexões sinápticas são visualizadas na camada 

plexiforme interna, por volta de E14, e na plexiforme externa, por volta de E15, 

(Hughes e La Velle, 1974; Sheffield e Fischman, 1970; Coulombre, 1955). Após E15, já 

são encontrados os cones e bastonetes na superfície da retina neural, ocorrendo a 

diferenciação estrutural dos segmentos externos dos fotorreceptores até E21 (momento 

da eclosão) (Mason e Bighouse, 1975; Araki, 1984).  

 

  

 



 7 

1.2. GLUTAMATO COMO NEUROTRANSMISSOR NO SNC.  

O aminoácido glutamato é o principal neurotransmissor excitatório do SNC. Em 

1986, Miller e Slaughter verificaram altos níveis de glutamato em fotorreceptores e 

células bipolares. A presença de receptores glutamatérgicos foi posteriormente descrita 

na retina de vertebrados (Watkins, 1989). 

Os receptores de glutamato, de uma forma mais ampla, são divididos em duas 

principais classes: metabotrópicos e ionotrópicos. Os receptores metabotrópicos 

possuem sete domínios transmembrana, são de ação lenta e mobilizam vias de 

sinalização de segundo mensageiro através da ativação de enzimas de membrana 

(Monaghan et al., 1989; Schoepp et al., 1990). A tabela 1 mostra os grupos a que 

pertencem os subtipos de receptores metabotrópicos, seus agonistas seletivos e a via de 

sinalização intracelular a que estão acoplados. Os receptores ionotrópicos são 

responsáveis pelos mecanismos de ação rápida do SNC (Monaghan et al., 1989;Schoepp 

et al., 1990; Watkins et al., 1990). Entre a classe de receptores de tipo ionotrópico 

(canais iônicos), são descritos três subtipos: receptores de AMPA (α-amino-5metil-4-

isoxalona propionato) e kainato, conhecidos como receptores de tipo não-NMDA, e os 

próprios receptores de tipo NMDA (N-Metil-D-Aspartato). 

TABELA 1: Divisão dos subtipos de receptores metabotrópicos em grupos por 
subunidades e via de transdução de sinal. 

 
Subtipos Grupos Agonistas Seletivos Via transducional 

mGluR1 

mGluR5 

 

I 

 

DHPG 

 

Ativação da fosfolipase C 

mGluR2 

mGluR3 

 

II 

 

DCG-IV 

 

Inibição da Adenilil Ciclase 

mGluR4 

mGluR6 

mGluR7 

mGluR8 

 

 

III 

 

 

L-AP4 

 

 

Inibição da Adenilil ciclase 
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Os receptores de tipo não-NMDA possuem arranjos multiméricos de quatro 

subunidades e quatro domínios transmembrana. Os receptores de tipo AMPA são 

compostos de subunidades como GluR1, GluR2, GluR3, GluR4 (Nakanishi, 1992) e os 

receptores kainato são compostos pelas subunidades GluR5, GluR6, GluR7, KA1, KA2 

(Hollmann et al., 1994), Ambos são descritos como receptores que, quando ativados, 

promovem a despolarização da célula, pois na maioria das conformações, permitem a 

entrada de íons sódio (Pláteník et al., 2000). O receptor AMPA pode conduzir íons 

divalentes como o cálcio (Ca2+) quando a subunidade GluR2 está ausente, pois esta 

possui um resíduo de arginina carregado positivamente que reduz a permeabilidade ao 

cálcio (Hume et al., 1991).  

1.3. RECEPTOR DE NMDA  

O receptor NMDA tem ampla distribuição no SNC e é descrito em quase todos os 

neurônios desde os períodos iniciais do desenvolvimento. Nesta fase, é responsável pela 

sinalização da sobrevida ou morte das células neuronais (Ikonomidou et al., 1999), ou 

períodos de diferenciação (Yun et al., 1999). O receptor NMDA pode ter o seguinte 

arranjo de subunidades na sua composição, formando um tetrámero: NR1 (Sugihara et 

al., 1992; Nakanishi e Masu, 1994), NR2A, NR2B, NR2C, NR2D (Konishi et al., 1991; 

Moriyoshi et al., 1991; Monyer et al., 1992; Ishiii et al., 1993), NR3A e NR3B, sendo 

que as subunidades NR1 e NR2 são as mais encontradas e importantes, pois são sítios 

para a glicina (co-agonista) e o glutamato respectivamente (Esquema 2). Diferentes 

combinações geram receptores com características funcionais farmacológicas diferentes, 

principalmente no que concerne à subunidade NR2 (Moriyoshi et al., 1991, Kutsuwada 

et al., 1992; Meguro et al., 1992; Buller et al., 1994). Algumas das mudanças 

relacionam-se ao tempo de abertura do canal e  também  a  sua  condutância  ( Gibb e  
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Esquema 2: Representação esquemática dos sítios de ligação de agonistas e 

antagonistas ao receptor NMDA e sua permeabilidade iônica, (PCP) Poro do canal 

(http://www.uc.cl/sw_educ/neurociencias/html/084.html).  
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Colquhound, 1992). Normalmente, para que o receptor seja funcional é necessário a co-

expressão de uma subunidade NR1 e uma ou duas subunidades NR2. 

Para ser ativado, o receptor NMDA necessita que ocorram dois eventos 

simultâneos. Primeiro deve ocorrer uma despolarização da célula, pois este canal é 

bloqueado pelo íon magnésio (Mg2+) de maneira voltagem dependente. Esta 

despolarização é gerada pela ativação prévia dos receptores AMPA/Kainato através do 

seu ligante glutamato, permitindo a entrada de íons sódio na célula e a saída do 

magnésio do canal por diferença de potencial. Concomitante a isso é necessária ligação 

da glicina e do glutamato para ativação deste receptor. 

Após a saída do íon magnésio e a mudança conformacional gerada pela ligação 

dos agonistas, ocorre um elevado influxo de cálcio pelo receptor (MacDermott et al., 

1986), assim da entrada de sódio e a saída de potássio em menor proporção. Este 

aumento nos níveis intracelulares de cálcio leva a inúmeros eventos na célula: permite 

entre outras ações, remodelagem do citoesqueleto (Forsher, 1989), ativação de proteínas 

cinases dependentes de cálcio e, conseqüentemente, liberação de neurotransmissores, 

estando por isso relacionado com a potenciação de longa duração (LTP), aprendizado e 

plasticidade neural (Collingridge e Bliss, 1987; Olney, 1989; Wood et al., 1990; 

Scatton, 1993). A entrada de cálcio também promove aumento na síntese de óxido 

nítrico (NO), visto que a enzima óxido nítrico sintase (NOS), que o produz, é 

dependente de Ca2+/calmodulina (Gally et al., 1990). 

Embora consideremos habitualmente a glicina como co-agonista do receptor, 

Schell e colaboradores, em 1995, mostraram que a D-serina possui alta afinidade pelo 

sítio da glicina. Além de ser predominantemente encontrada no cérebro (Hashimoto et 

al., 1993), está presente em altas concentrações no prosencéfalo, córtex cerebral e 

hipocampo e em baixas concentrações no diencéfalo, mesencéfalo e cerebelo 
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(Hashimoto et al., 1993; Nishikawa, 2005). Isto sugere que a D-serina funciona como 

um co-agonista endógeno do receptor NMDA. Outros estudos recentes demonstraram 

que receptores de NMDA do córtex motor formados pelas sudunidades NR1/NR3 

podem ser completamente ativados apenas com a ligação da glicina, sem depender do 

glutamato ou NMDA e ser inibido por D-serina. Deste modo, tanto glutamato como 

NMDA seriam incapazes de produzir qualquer efeito ou teriam efeitos muito reduzidos 

(Chatterton et al., 2002; Fuchs et al., 2005). 

Outra forma de se modular o receptor é através da fosforilação/defosforilação dos 

seus resíduos. PKC, PKA, CaMKII são exemplos de cinases que fosforilam o NMDAR 

e aumentam sua atividade. Em contraposição, as fosfatases dos tipos 1 e 2A 

defosforilam o receptor, diminuindo sua atividade (Wang et al., 1994; Gerber et al., 

1989; Chen e Huang, 1992; Ramam et al., 1996; Omkumar et al., 1996). A modulação 

do receptor NMDA se torna extremamente importante a partir do momento que a 

presença em excesso de neurotransmissores excitatórios no meio extracelular ativam os 

receptores de maneira persistente, levando a um aumento exacerbado nos níveis 

intracelulares de cálcio e, em conseqüência, gerando eventos de excitotoxicidade (Choi, 

1988). O cálcio desencadeia uma série de fenômenos na célula que a levam à morte tais 

como: a ativação de lípases e proteases citoplasmáticas e despolarização da membrana 

mitocondrial (Desse et al., 1993), a inibição da síntese de ATP pela mitocôndria e o 

aumento da formação de radicais livres (Nicholls, 1985; Dugan et al., 1995; Bindokas et 

al., 1996). 
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1.4. A L-ARGININA  

A L-Arginina (L-ARG) é requerida para síntese de várias substâncias tais como a 

creatinina e agmatina, proteínas e NO. Todas estas reações dependem da concentração 

intracelular de L-ARG e para isto duas vias podem ser descritas: síntese de L-ARG a 

partir de outros substratos do ciclo de Kreb’s ou transporte de L-ARG do meio 

extracelular para compartimentos intracelulares. As principais vias nas quais a L-ARG 

está envolvida são descritas no esquema 3.  

No SNC, as enzimas mitocondriais carbamoilfosfato sintetase e ornitina 

transcarbamilase não são expressas e, portanto, a síntese de L-ARG é proveniente da 

reciclagem da citrulina (L-Cit), da via da agmatina e de proteínas. Não há um órgão que 

possua todas as enzimas participantes do metabolismo da L-ARG demonstradas no 

esquema 3 (Wiesinger, 2001). Os estudos sobre a L-ARG se intensificaram com a 

descoberta que ela seria o precursor para síntese de nitritos e nitratos (Hibbs et al., 

1987) e, posteriormente, observaram que este aminoácido era também precursor da 

produção de óxido nítrico (Palmer et al., 1987; Ignarro et al., 1987; Moncada et al., 

1988). A L-ARG é convertida a L-Cit e NO de forma estequiométrica, por ação 

catalítica de um grupo de isoenzimas denominadas óxido nítrico síntases (NOS), sendo 

esta a única via fisiológica conhecida de produção de NO (Förstermann et al., 1991; 

Griffith e Stuehr, 1995).  

1.5. ÓXIDO NITRICO  

O óxido nítrico (NO), um radical livre, atua como uma molécula sinalizadora de 

grande instabilidade e de vida curta, e difunde-se facilmente pela membrana celular. 

Usando microsensores seletivos para o NO, demonstrou-se uma alta concentração de 

NO em zonas adjacentes à membrana plasmática de uma célula endotelial (Malinski et 

al., 1993). O NO com propriedades de radical livre, não apresenta carga, já que de seus 

11 elétrons de valência um não está emparelhado. Devido à sua condição de radical  
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Esquema 3: Metabolismo da L-arginina em células de mamíferos (Wu e Morris, 

1998) 

 

livre, o NO reage rapidamente com outras moléculas que contêm elétrons não 

emparelhados, como são os outros radicais livres e metais de transição (por exemplo, 

Fe2+ do grupo heme). O NO pode oxidar-se parcialmente, perder o único elétron e 

transformar-se em cation nitrosônio [NO+], que é mais estável que o NO• (Stamler et al., 

1992; Butler et al. 1995). Também pode reduzir-se ganhando um elétron e formar o íon 

nitroxila [NO-]. Este intermediário reativo pode aparecer em solução aquosa nos estados 

singlete (HNO) e triplete (NOH) e apresentar diversas propriedades químicas. Se, em 
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determinadas situações “in vivo” ocorre esse intercâmbio de formas singlete e triplete é 

matéria de debate (Miranda et al., 2000, 2003). Embora o radical livre formado por 

espécies reativas de nitrogênio (ERN) possa ter estados de oxidação +1, +2 ou +3, a 

forma mais conhecida é o NO• com um número de oxidação de +2. Se o estado de 

oxidação for +1 é representado por (NO�), e se for +3 o cátion nitrosônio (NO+) 

(Pagliaro, 2003 para revisão). 

O (NO�), (NO+) e outros produtos de oxidação do NO podem atuar sobre outras 

moléculas através de reações de nitração (via ONOO�, pela reação de NO+O2•�) ou 

nitrosilação (adição de um grupo NO• a um grupamento heme, formando um produto 

nitrosil-heme (Miranda et al., 2003). Tendo em conta que cada uma destas espécies 

químicas apresenta uma reatividade característica, acredita-se que a reatividade e o 

metabolismo do NO são influenciados pelas características do meio e as espécies 

químicas formadas.  

A síntese de NO ocorre em presença de oxigênio molecular sendo catalisado por 

enzimas que convertem estequiometricamente o aminoácido L-arginina em L-citrulina e 

NO. Essas enzimas, denominadas Óxido Nìtrico Sintases (NOS) distribuem-se 

amplamente pelos tecidos animais. A atividade da NOS neuronal, ou isoforma I 

(nNOS), é regulada pela concentração de cálcio intracelular (Bredt e Snyder, 1990). 

Existem mecanismos adicionais de regulação da nNOS. Por exemplo, esta enzima é 

sensível às variações da concentração de L-arginina e/ou cofatores como NADPH 

(Esquema 4). Provavelmente, o NO produzido contribua para a inibição da atividade da 

NOS por um mecanismo de retroalimentação negativa ligando-se ao grupo heme da 

NOS em forma reversível (Roger e Ignarro, 1992). Outros investigadores sugerem que o 

NO bloqueia completamente a enzima citocromo P450 redutase, numa concentração 
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menor que 70 nM (Mayer 1995). Contudo, estudos com a NOS purificada revelaram 

que esta não foi apreciavelmente inibida por doadores de NO (Mayer 1995).  

A iNOS ou isoforma II não é expressa constitutivamente, ou seja, não está 

presente no citoplasma de modo habitual , sendo induzida  por agentes agressores como 

ocorre nos macrófagos, linfócitos e/ou outras células por lipopolisacarídeos bacterianos 

e/ou citocinas (Stuehr et al., 1991). Vários grupos clonaram a iNOS a partir de músculo 

liso (Teng et al., 1998), hepatócitos de camundongo (Stuehr et al., 1991) e hepatócitos 

de humanos (Geller et al., 1993). Uma vez induzida, a iNOS é capaz de produzir NO 

por longo tempo, e isso vem a caracterizar seu envolvimento em vários processos 

patológicos. Assim, o alto nível de NO produzido por macrófagos, neutrófilos ou outras 

células ativadas, é tóxico para as bactérias, parasitas ou células tumorais, pode também 

lesar células saudáveis vizinhas, sendo este mecanismo responsável por grande número 

de processos inflamatórios (Nathan e Xie, 1994).  

A eNOS ou isoforma III é constitutivamente expressa em células endoteliais e 

também é ativada por um mecanismo dependente de Ca+2/calmodulina, podendo ser 

chamada também de cNOS ou EC-NOS (NOS endotelial-constitutiva). O gene 

codificante da isoforma III foi clonado a partir de células endoteliais de boi e de 

humanos, confirmando o local preferencial de produção e ação (Pollock et al., 1991).  

O receptor biológico para o NO mais estudado é a Guanilil Ciclase solúvel (sGC). 

No SNC, esta enzima apresenta uma distribuição diferencial, sendo relativamente 

abundante no estriato, núcleo accumbens, substância negra (Hoffman et al., 1997), 

neocórtex, cérebro (Ariano et al., 1982), bulbo olfatório e algumas zonas do tronco 

encefálico (Furuyama et al., 1993).  
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Esquema 4: Produção de NO pela enzima Óxido Nítrico Sintase em presença de 

cofatores e formação do complexo cálcio-calmodulina. A enzima utiliza como 

substrato a L-arginina (L-ARG) e produz esquiometricamente NO e citrulina. FAD, 

Flavina dinucleotídeo. FMN, Flavina mononucleotídeo. BH4, Tetrahidrobiopterina. 

NADP+, Nicotinamida dinucleotídeo fosfato. (Tirado de Alderton et al., 2001). 

 

A ativação da sGC pelo NO causa um aumento da concentração intracelular de 

GMPc, a partir da hidrólise de GTP (Schmidt et al. 1993). O monóxido de carbono 

(CO) pode ter um efeito semelhante ao NO em ativar a sGC, mas são necessários 

estudos adicionais para esta caracterização (Schmidt et al. 1992; Pineda et al., 1996). 

Tem sido descrito três sítios de ação específicos para o GMPc com importância 

neurobiológica:  a) Ativação da proteína cinase dependente de GMPc (PKG) (Wang e 

Robinson, 1997);  b) Fosfodiesterases ativadas ou inibidas por GMPc e c) canais iônicos 

da membrana plasmática (Vincent, 1994) (Esquema 5).  

O NO tem a potencialidade de reagir com grupos tióis (SH) de moléculas 

protéicas com diferentes funcões celulares, tais como receptores e/ou enzimas (Stamler 

et al., 1992; Montague et al., 1994). Por exemplo, a nitrosilação de grupos tióis do 
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receptor tipo NMDA (N-metil-D-aspartato) dessensibiliza o receptor e inibe a 

excitotoxicidade celular (Lei et al. 1992). A ligação entre uma proteína e NO através de 

um grupo tiól (RS-NO) pode derivar da formação de uma ligação disulfeto (RS-SR) ou 

formação de um ácido sulfénico (RS-OH). Os três tipos de ligação são reversíveis 

mediante uma reação de óxido-redução (Hogg, 2000). Outros alvos susceptíveis de S-

nitrosilação são as proteínas P21 Ras, caspase-3, e o receptor de rianodina (Gow e 

Ischiropoulos, 2001 para revisão). Outra função atribuída às reações de S-nitrosilação é 

a eliminação do excesso do NO, no meio intracelular. Por exemplo, a ligação do NO a 

metalotioneína, proteína com um alto conteúdo de resíduos cisteína, é considerada um 

possível mecanismo alternativo de seqüestro do NO, que poderia evitar seus efeitos 

neurotóxicos (Hogg, 2000). 

A reação do NO com o ânion superóxido (O2
•�) forma peroxinitrito (ONOO�), 

uma molécula reativa e tóxica para a célula que medeia outra propriedade de NO na 

nitração de proteínas. Demonstrou-se que ONOO� pode se decompor em radicais livres 

tóxicos e em dióxido de nitrogênio (N3O1) (Alvarez et al., 1995; Radi, 1996; Denicola et 

al., 1995; 1996). A enzima superóxido dismutase (SOD), ao converter o ânion 

superóxido em peróxido de hidrogênio, prolonga a meia vida do NO em sistemas 

biológicos (Gryglewski et al., 1986) o que possibilita a utilização desta moléculas nos 

trabalhos experimentais como reguladores do ânion superóxido (Bredt e Snyder, 1989).  
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Esquema 5: Mecanismo de ação de òxido Nítrico. A) A via de NO/GMPc 

relacionada a ativação de canais controlados por nucletídeos (CNGC) e canais de K+ 

controlados por Ca2+ (BK) Retirada de Ahern et al., 2002. B) Mecansimo de síntese 

de peroxinitrito. Retirado de Calabrese et al., 2007. 
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Por último, a formação de nitrotirosina tem sido demostrada em algumas doenças 

inflamatórias, neurodegenerativas e arterioescleróticas (Beckman et al., 1996). Embora 

a nitração de proteínas tenha sido usada como indicativo da produção de peroxinitrito, 

também pode ocorrer por outras vias independentes de peroxinitrito, por exemplo na 

formação de cloreto de nitrila (NOCl) pela ação da mieloperoxidase em processos 

inflamatórios (Eiserich et al.,1998). A nitração de proteínas pode alterar a conformação 

e estrutura das proteínas, sua atividade catalítica e/ou sua susceptibilidade para a 

catálise (Castro et al., 1994). Demostrou-se também que a nitração dos anéis de tirosina 

das proteínas pode diminuir a efetividade das proteínas como substrato e tirosina 

cinases (Wink et al., 1997). Portanto, através da nitração de proteínas pode-se efetivar o 

efeito tóxico do NO, participando da interrupção nos processos de sinalização celular e 

apresentar uma ação aparentemente irreversível, embora já se tenha descrito 

recentemente atividade desnitrase em alguns tecidos (Kamisaki et al., 1998). 

Com as ferramentas farmacológicas de hoje é possível atuar em diversos níveis do 

mecanismo celular da ação do NO. A administração de NO puro em tecidos biológicos 

é difícil, sendo por isso utilizado doadores de NO (SNAP, GSNO, DETA/NO, etc). Da 

mesma forma, a ação dos doadores de NO pode modificar-se ao serem aplicadas 

substâncias inibitórias da cascata de GMPc. Assim, foram sintetizadas moléculas que 

inibem de forma específica a sGC bloqueando a ação do NO, como por exemplo o ODQ 

(1H-[1,2,4] oxadiazolo [4,3-alquinoxalina-1-one), (Wu e Dun, 1996). No entanto, 

análogos de GMPc permeáveis à membrana como 8-Br-GMPc mimetizam as ações do 

NO (Pineda et al., 1996). Na retina de vertebrados, foram descritas células responsivas 

ao NO endógeno, sugerindo que o NO reforçaria os efeitos nos estímulos visuais 

(Koinstinaho e Sagar, 1995). 
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1.6. PAPEL DO NO NA RETINA 

Na retina de coelho, foram identificados por imunohistoquímica a NOS nas 

populações de células amácrinas, na margem interna da INL, e seus prolongamentos 

dendríticos na subcamada mais externa da IPL (Koistinaho et al., 1993). Na retina de 

peixe, a NOS foi detectada no segmento externo do cone, células horizontais H1 e na 

camada de células gliais (Weiler e Kewitz, 1993). Na espécie Columbia livia (pomba) 

Sato (1990) relatou uma imunomarcação positiva para células amácrinas na camada 

INL, que mostrou-se densamente marcada para atividade de NADPH-d. 

Evidências na literatura mostraram que a atividade de NADPH-d pode ser 

coexpressa com outros neurotransmissores em neurônios do SNC, como por exemplo, 

na retina de coelho, onde GABA e NADPH-d colocalizam em células amácrinas 

(Koistinaho e Sagar, 1995), e na retina de peixe onde GABA e NADPHd colocalizam 

nas células horizontais H1 (Weiler e Kewitz, 1993). Nos neurônios espinhais de rato, 

NADPHd coexpressa com GABA, Acetilcolina e Glicina (Spike et al., 1993). 

A identificação de NOS em duas subpopulações distintas de células amácrinas na 

retina de rato sugeriu sua interação com sinapses gabaérgicas nas células ganglionares, 

pois essas células expressam canais iônicos regulados por GMP cíclico (Chun et al., 

1998).  

O NO está envolvido na eliminação de sinapses retinotectais no sistema visual de 

pinto, pois sua redução em um período crítico para o refinamento dessas sinapses 

resultou em uma persistência das sinapses ipsolaterais (Wu et al., 1994). Na retina, a 

enzima se localiza em vários tipos celulares incluindo células do epitélio pigmentar 

(Bredt et al., 1990; Goureau et al., 1993), células amácrinas, ganglionares (Dawson et 

al., 1991; Koinstinaho et al., 1993) e fotorreceptores (Yamamoto et al., 1993). 
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A presença da NOS-neuronal e caraterização do sistema de NO foi previamente 

demonstrada na retina de pinto, tanto pela medida da NADPHd (De Faria, et al., 1996) 

quanto pela medida da conversão de 3H-arginina em 3H-citrulina (Paes-de-Carvalho e 

Mattos, 1996). Vários análogos de L-arginina, ou substratos da NOS-neuronal, 

demonstraram diferentes graus de inibição da NADPHd em homogenados de retina de 

pinto (de Faria et al., 1996). Em trabalhos posteriores do nosso laboratório mostrou-se 

que a conversão de L-arginina em L-citrulina estimulada pelo glutamato era inibida por 

análogos de L-arginina e antagonistas do receptor NMDA (Paes-de-Carvalho e Mattos, 

1996).   

Dados anteriores mostraram um fortalecimento do sistema de sinalização do NO 

através da disponibilização de L-arginina pela glia aos neurônios que contêm a NOS-

neuronal, mostrando um sistema de transporte de L-arginina dependente de sódio e 

cálcio em células gliais em cultura (Cossenza e Paes-de-Carvalho, 2000). Trabalhos 

mais recentes do nosso laboratório demonstraram o NO como modulador da 

proliferação celular de células gliais em cultura de retina envolvendo um mecanismo 

independente de GMPc (Magalhães et al., 2006).  

Outros trabalhos do nosso grupo de pesquisa mostraram a participação do NO na 

fisiologia da retina, modulando as subunidades do receptor NMDA (dados não 

publicados), e na regulação da morte neuronal por apoptose via o sistema GCs/GMPc/ 

PKG e proteínas cinases como PI3K, CaMKII e MAP cinase (ERK½) em cultura 

purificada de neurônios após a troca de meio (Mejía-García e Paes-de-Carvalho, 2007). 

Por outro lado, evidências recentes sugerem que a inibição da síntese protéica induzida 

pela cicloheximida (CHX 300 µM) ou glutamato, via receptores de tipo NMDA, 

disponibiliza mais L-arginina intracelular, conseqüentemente aumentando a produção 

de NO (Cossenza et al.,2006).  
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1.7. A VIA DA PI3K/AKT 

A enzima fosfatidilinositol 3’-cinase (PI3K) é uma cinase de lipídios altamente 

conservada que fosforila o agrupamento 3’-hidroxila do anel inositol dos 

fosfoinositídios. Esta reação leva à ativação de várias vias de sinalização intracelular 

que regulam funções celulares diversas como metabolismo, crescimento, sobrevivência 

e proliferação celular. Os membros da família PI3K são agrupados em três classes (I, II 

ou III), de acordo com sua estrutura e substratos específicos “in vitro” (Engelman et al., 

2006).  

Os membros da classe I são os representantes mais bem estudados da família da 

PI3K por constituírem uma das principais vias de transdução de sinal ativadas por 

receptores de membrana. Freqüentemente quando um efeito é atribuído à PI3K está 

sendo referida a atividade dos membros desta classe. Esta enzima cinase é um 

heterodímero, composto por uma subunidade regulatória (p85, p55, p84 ou p101) e uma 

subunidade catalítica (p110), tendo como principal substrato o fosfatidilinositol (PI) 

para gerar fosfatidilinositol (3)-fosfato (PIP), ou fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato (PIP2) 

para gerar fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3), moléculas que agem como segundo 

mensageiro intracelular  (Hawkins et al., 2006 para revisão). 

A classe I é dividida em duas subfamílias baseadas no tipo de ativação por 

receptores de membrana. A classe IA compreende as isoformas PI3Kα, PI3Kβ, PI3Kδ 

que são ativadas por receptores tirosina cinase, enquanto que a classe IB compreende a 

isoforma PI3Kγ, que ativada por receptores acoplados a proteínas G. As isoformas da 

classe IA possuem em sua subunidade regulatória (p85 ou p55) dois domínios SH2 que 

têm alta afinidade por tirosinas fosforiladas, como aquelas presentes em receptores de 

fatores de crescimento, seus substratos e proteínas adaptadoras. A isoforma PI3Kγ, 

único representante da classe IB, possui em sua subunidade regulatória (p84 ou p101) 
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dois sítios de interação com a subunidade βγ da proteína G, capazes de promover a 

translocação e a ativação alostérica da enzima. A subunidade catalítica de todos os 

membros da classe I de PI3K possui ainda um sítio de interação com a proteína Ras, 

cuja ligação induz a uma mudança conformacional e reorientação da membrana 

resultando em aumento na atividade da enzima (Engelman et al., 2006; Hawkins et al., 

2006).  

Estudos da cascata de sinalização mediada pelo EGF permitiram o 

estabelecimento de um modelo de via de transdução de sinal mediada por fatores de 

crescimento polipeptídios (Ullrich e Schlessinger, 1990). Quando EGF se liga ao seu 

receptor estimula a autofosforilação em resíduos de tirosina do domínio citoplasmático 

do receptor (Esquema 6). Esta ativação promove uma mudança conformacional e 

facilita a interação com a PI3K. Quando ativada a PI3K catalisa a fosforilação do 

fosfatidilinositol na posição 3’ do anel inositol para gerar os lipídeos fosfatidilinositol 

(3,4) bifosfato (PIP2) e fosfatidilinositol (3,4,5) trifosfato (PIP3). Os lipídios formados 

servem como sitio da ancoragem para proteínas intracelulares, permitindo sua interação 

em complexos sinalizadores que transmitem sinais de membrana plasmática para o 

citosol. A produção de fosfatidilinositol trifosfato (PIP3/PIP2) é regulada por fosfatasses 

que dependem de PI (PTEN) e a fosfatase contendo domínios SH2 (SHIP) as quais 

possuem atividade fosfatase na posição 3’ e 5’do anel inositol (Stambolic et al., 1998). 

Muitas proteínas se ligam aos fosfoinositídios fosforilados na posição 3’ através de um 

domínio homólogo da pleckstrina (PH) (Wymann et al., 2003). O alvo intracelular da 

PI3K é a proteína cinase B, uma serina-treonina cinase, também chamada AKT.  Após a 

ativação da PI3K e produção de fosfatidilinositol bi e tri fosfato (PIP2 e PIP3) na 

membrana ocorre o recrutamento da proteína cinase AKT/PKB citoplasmática para a 

membrana celular e deste modo, ocorre a fosforilação dos resíduos treonina-308 e 
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serina-473 por cinases intermediárias: a proteína PDK1 e PDK2 dependentes de PIP3 

(Alessi et al., 1996). Esse processo de recrutamento e ativação da AKT/PKB pode ser 

mimetizado pela adição de uma seqüência sinal miristoilada de LcK/Src no domínio N-

amino terminal da AKT/PKB (Lawlor et al., 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Esquema 6: Via de sinalização da AKT/PKB induzida por ativação de receptores 

tirosina cinase. Uma vez ativada a PI3K converte o fosfoinositídios bi-fosfato (PIP2) 

em tri-fosfato (PIP3). A ativação da AKT/PKB é iniciada por sua translocação para a 

membrana plasmática a través do domínio homólogo da plackstrina (PH). Em 

seguida a AKT/PKB é fosforilada nos resíduos treonina-308 e serina-473pela 

proteína cinase dependente de fosfoinositídios (PDK1) ou PDK2 respectivamente. 

Uma vez ativada AKT/PKB se dissocia da membrana e promove a fosforilação de 

proteínas alvo intracelulares. Proteínas adaptadoras (SOS, Ras, Shc e Grb2). Retirado 

de Hanada et al., 2004. 

 

 

 



 25 

A AKT é uma proteína serina-treonina cinase envolvida na regulação e 

sinalização fisiológica da célula. Foram identificados três isoformas da AKT em 

camundongos e humanos (Datta et al., 1999). Essas três proteínas AKTα, AKTβ, AKTγ, 

são codificados por genes distintos, localizados em diferentes cromossomos, 

apresentando 80 % de homologia da seqüência de aminoácidos e domínios estruturais 

(Scheid et al., 2003). A estrutura linear da AKT/PKB é conservada ao longo da 

evolução. Apresenta um domínio de homologia à pleckstrina (PH) N-terminal, uma 

região central cinase e um domínio C-terminal regulatório contendo grupos 

hidrofóbicos característicos às cinases AGC (PKA, PKG e PKC).  O domínio PH tem 

maior afinidade pelos produtos lipídicos da membrana (PIP2 e PIP3) facilitando a 

translocação da AKT/PKB. No entanto, o domínio cinase central apresenta também uma 

alta similaridade com as proteínas cinases AGC, e outras como a p70S6K e p90RSK 

(Peterson et al., 1999).  

Fosforilação na treonina-308 e serina-473 levam a uma ativação completa da 

AKT/PKB. Recentemente dois grupos têm mostrado a ativação da enzima por 

fosforilação de resíduos tirosina quando estimulados pelo EGF (Tyr-315 e Tyr-326). 

Esses sítios foram fosforilados pela tirosina cinase c-Src in vivo e in vitro mediado pela 

interação de domínios SH3 da s-Src com PXXP do domínio C-terminal hidrofóbico da 

AKT (Jiang et al., 2003). Outro grupo mostrou que a tirosina 474 do dominio 

hidrofóbico pode ser fosforilada em resposta ao estímulo do IGF-1 (Conus et al., 2002). 

O papel desses resíduos sobre a ativação da AKT/PKB parece ser dependente da 

fosforilação da treonina-308 induzida por PDK1. Essas observações sobre a fosforilação 

nos sítios da tirosina sugerem múltiplas estimulações em sítios específicos na ativação 

da AKT/PKB. 
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Também foi demonstrado a participação de várias proteínas “downstream” à 

cascata de sinalização da AKT/PKB, entre elas a eNOS responsável pela produção de 

NO no endotélio. A AKT/PKB fosforila a Serina 1177 da eNOS. Além disso, a 

AKT/PKB participa da regulação da apoptose e processos de sobrevivência tanto em 

células neuronais como não neuronais atuando por exemplo na translocação e 

fosoforilação da Bad, uma proteína antiapoptótica. Por outro lado, a AKT/PKB 

promove a ativação da GSK3β aumentando a captação e metabolização da glicose para 

síntese de ATP (Hanada et al., 2004).  A regulação por AKT/PKB de fatores de 

transcrição como CREB e NFkB induz positivamente a transcrição de genes 

antiapoptóticos além de outras proteínas necessárias para modular processos de 

sobrevivência, proliferação, migração, ciclo celular e metabolismo celular (Hanada et 

al., 2004). 

1.8. A via da AKT e NO 

 

A relação entre as diferentes cascatas de sinalização promovidas pelo NO ainda 

precisa ser definida. Estudos prévios de nosso laboratório mostraram a participação da 

PI3K na sobrevivência celular promovida por NO (Mejía-García e Paes-de-Carvalho, 

2007). Por outro lado Há et al., 2003 mostraram que o NO liberado pelo SNAP induz 

ativação da AKT/PKB em células PC12 através de uma via de sinalização constituída 

pelo par GCs/GMPc e ativação da PKG, protegendo as células de apoptose induzida 

pela 6-OHDA (6-hidroxidopamina). Por outro lado, em células pancreáticas secretoras 

de insulina foi mostrado que o doador de NO DETA/NO, induz também a fosforilação 

da AKT/PKB (Tejedo et al., 2004). Entretanto, processos de sinalização da PI3K/AKT 

ocorrem essencialmente pela ativação de receptores de fatores de crescimento, 

hormônios e citocinas. Algumas evidências experimentais sugerem que o NO endógeno 
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produzido pela ativação da NOS ou exógeno produzido a partir de doadores do NO 

desempenhem um papel fundamental nos mecanismos de ação desta cascata.  

Um estudo recente demonstrou que a ativação da AKT/PKB induzida pelo NO 

poderia ocorrer de maneira GMPc-dependente envolvendo a via da c-Src (Tejedo et al., 

2001), ou através da S-nitrosilação direta da AKT/PKB causando sua inibição 

(Yasukawa et al., 2005).  Assim, foi observado que em células endoteliais a fosforilação 

da AKT/PKB e ativação da PI3K era dependente de GMPc para induzir migração e 

angiogênese celular (Kawasaki et el., 2003). Por outro lado, em células epiteliais foi 

demonstrado que YC-1 (ativador direto da GC-solúvel) estimula a expressão de 

ciclooxigenase-2 de modo dependente da ativação da AKT/PKB (Chang et al., 2004).  
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2. OBJETIVOS 

Em nosso trabalho anterior (Mejía-García e Paes-de-Carvalho, 2007), 

destacamos a relevância do NO na sobrevivência celular mostrada em cultura purificada 

de neurônios obtidos de embriões de pinto com oito dias de desenvolvimento (E8).  O 

NO regula a apoptose induzida pela troca de meio atuando através de vias de sinalização 

chave como a PI3K, CaMKII, PKA e MAP cinase (ERK½). Este efeito do NO foi 

totalmente dependente do sistema clássico da GC-solúvel/GMPc e PKG. Tomando 

como base esses resultados, temos como objetivo principal estudar o papel regulatório 

de NO na fosforilação da cinase de sobrevivência AKT/PKB, em células neuronais de 

retina de embrião de galinha. Os seguintes objetivos específicos serão abordados: 

 Caracterizar a cinética de ativação da AKT/PKB pelo NO exógeno (SNAP) e 

pelo NO endógeno (L-ARG) em células neuronais mistas de retina em cultura. 

 Estudar as vias de sinalização envolvidas na ativação da AKT/PKB por NO e 

sua relação com a NOS. 

 Avaliar o efeito do NO e L-ARG como reguladores importantes do influxo 

intracelular de cálcio e o comprometimento das proteínas cinases (Src e CaMKII)  

dependentes de cálcio na fosforilação da AKT/PKB.  

 Estudar a regulação da fosforilação da AKT/PKB por receptores glutamatérgicos 

de tipo NMDA. 

 Avaliar o papel na biosíntese de NO induzido por inibidores da síntese de 

proteínas (cicloheximida e anisomicina) na fosforilação da AKT/PKB. 

 Estudar o papel fisiológico da fosforilação da AKT/PKB induzida pelo NO, em 

especial sua migração para o núcleo. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1. Materiais 

O meio de cultura MEM (Minimal Essential Médium), Soro Fetal Bovino (FBS), 

tripsina e Poli-L-ornitina foram obtidas da GIBCO (Nova York,USA). Placas de cultivo 

de 40 mm da TPP (Suíça). KT-5823, KN62, KN93, SNAP, DNQX, BSA, Sulfato de 

estreptomicina, Penicilina G, L-glutamina foram obtidas da Sigma/RBI (St. Louis. Mo. 

USA). MK-801 foi obtido da Calbiochem (Califórnia, USA). PP1 foi obtido da Biomol 

(Pensilvânia, USA). Kit ECL-plus e anticorpo secundário anti-coelho conjugados à 

peroxidase foram obtidos da Amersham Pharmacia Biotech (Buckinghamshire, 

Inglaterra). Anticorpos monoclonais contra as formas fosforiladas Serina-473 e 

Threonina-308 da AKT, P-SRC na Tyrosina 416, P-CaMKII na Threonina 286, e 

anticorpo monoclonal anti-AKT total foram obtidos da Cell Signaling (Madison, USA). 

O anticorpo policlonal anti-ERK foi obtido da Promega (USA).  Os meios e as soluções 

eram preparados com água da Milli-Q (Millipore) e esterilizados por filtração utilizando 

filtros de acetato de celulose de 0.2 µm de tamanho do poro. SNAP foi dissolvido em 

água, outros agonistas e antagonistas foram dissolvidos em água ou DMSO e protegidos 

da luz para evitar sua decomposição. 

3.2. Cultura mista: 

Ovos de galinha fertilizados da espécie White Leghorn foram obtidos em uma 

granja local e mantidos a 38 ºC 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 embrião de pinto de 8 dias 

(E8) foram dissecadas dos demais tecidos oculares, em solução salina livre de cálcio e 

magnésio (CMF) (NaCl, 131mM; KCl, 4.0 mM; NaH2PO4.7H2O, 0.92 mM; KH2PO4, 

0.45mM; glucose.H2O, 12.2 mM; NaHCO3, 9.4 mM) e dissociadas quimicamente com 

tripsina 0,2% em uma solução CMF por 15 minutos a 37ºC. Em seguida, o sobrenadante 
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era descartado e as retinas eram dissociadas mecanicamente por pipetação em meio 

mínimo de Eagle (MEM) suplementado com 3% de soro fetal bovino inativado 

termicamente a 56°C/1hora, penicilina (100U/mL), estreptomicina (100 ng/mL) e 

glutamina (2mM). Essa suspensão de células era semeada em placas de cultura de 40 

mm de diâmetro, em uma densidade aproximada de 1,6x104 células/mm2. As culturas 

foram mantidas a 37ºC em atmosfera umidificada, em 5% de CO2. O meio de cultura 

era trocado com 1 dia de cultura (C1) e mantidas até C3. Em C3 era feita a nova troca 

de meio com salina Hank’s e mantidas por mais 24 horas. As culturas foram 

visualizadas em um microscópio invertido Nikon Eclipse 2000. 

3.3. Cultura purificada de neurônios: 

Retinas de embrião de pinto em E8 foram preparadas como descrito anteriormente 

(Stenkamp et al., 1994). Resumidamente, as retinas eram dissecadas em solução salina 

de CMF a 37 ºC, e incubadas por 10 minutos em tripsina 0.2%. A dissociação das 

células era feita em meio MEM (1mL) contendo 3% de Soro utilizando uma pipeta 

Pasteur previamente afilada por 20 vezes. À suspensão de células acrescentava-se 7.5 

mL de MEM e procedia-se à contagem das células. A densidade celular foi de 

aproximadamente 8x105 células/ placa. As células foram semeadas em placas de cultivo 

de 40 mm de diâmetro (6.4 x 102 células/mm2), as quais eram previamente tratadas com 

Poli-L-ornitina em tampão borato pH 8.4. Em seguida, as placas foram mantidas pelo 

período desejado dentro do dessecador a 37ºC em uma atmosfera de 5 % de CO2. 

3.4. Culturas PC12 e SN56. 

As culturas PC12 e SN56 foram realizadas no laboratório de neurofarmacologia 

da UFMG, como descrito anteriormente (Kiozumi et al., 2002). As células foram 

cultivadas em frascos de cultura de 10 mL em meio DMEM com alta glicose 

suplementadas com 1% de penicilina/estreptomicina (P/S), 5% de soro fetal bovino e 
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5% de soro de cavalo (HS). A cada dois dias era trocado o meio de cultura DMEM e 

semanalmente transferidas a frascos novos (passagem 1). Na terceira passagem as 

células eram re-suspendidas com PBS contendo EDTA (1mM). Para os experimentos de 

imunofluorescência as células eram semeadas em lamínulas pré-tratadas com poli-

ornitina em placas de cultivo de 35 mm de diâmetro (4,0 x105 células/placa). Em 

seguida, após a diferenciação por 4 dias foram lavadas com PBS (dois vezes) e 

incubadas com PBS 1 mL para estímulos com SNAP por tempos indicados. Finalmente, 

as culturas foram fixadas em paraformaldeído 4% por 15 minutos e submetidas ao 

procedimento de imunodetecção das formas fosforiladas da proteína AKT/PKB por 

imunocitoquímica.  

3.5. Tratamento 

Após as culturas mistas serem mantidas com solução salina Hank’s por 24 horas 

(E8C4) eram lavadas novamente com solução salina Hank’s (1X) e incubadas com 1 

mL de Hank’s para estudos de fosforilação da AKT, ERK½, Src e CaMKII. As drogas 

utilizadas com o intuito de inibir a via estimulada foram adicionadas a cultura 15 

minutos antes da adição dos agonistas usados como estímulo. Para experimentos com 

NMDA o tratamento era realizado com 1 mL de Hank’s sem Magnésio (Mg2+).Todos 

esses procedimentos foram realizados em banho a 37ºC. Culturas purificadas com três 

dias de plaqueamento (C3) eram lavadas com solução salina de Hank’s a 37°C e 

submetidas ao tratamento com o doador de NO (SNAP) ou L-ARG por diferentes 

períodos de tempos e submetidas a experimentos de imunocitoquímica ou 

imunofluorescência. 

3.6. Ensaio de viabilidade celular (MTT): 

A viabilidade celular foi estimada através do ensaio colorimétrico descrito por 

Mosmann (1983). Neste método, o reagente MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
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diphenyltetrazolium bromide: tetrazol) é reduzido para formazan púrpura pelas 

mitocôndrias de células vivas, uma vez que acontece somente quando a enzima 

reductase mitocondrial está ativa. Deste modo, a conversão do reagente MTT a 

formazan é diretamente relacionada ao número de células vivas e a efetividade do 

agente em causar a morte das células pode ser inferida através de uma curva dose 

resposta. MTT na concentração de 1.5 mg/mL foi adicionado às culturas de células de 

retina de embrião de galinha em E8C4 com solução salina Hank’s por 24 horas. Após 4 

horas de incubação, as culturas foram lavadas com solução salina completa (Hank’s) a 

37°C e a camada de células da placa contendo o formazan insolúvel foi dissolvida numa 

mistura de HCl 12 N e álcool isopropílico absoluto (6:1). Após este procedimento, a 

absorbância do material foi determinada em espectrofotômetro nos comprimentos de 

onda de 570 e 650 nm.  

3.7. Liberação da Lactato Desidrogenase (LDH): 

A integridade da membrana celular de culturas de retina de embrião de galinha 

incubadas com diferentes drogas foi avaliada pela liberação de LDH no meio de cultura 

(Hank’s). Alíquotas de 50 µl de Hank’s foram removidas das culturas E8C4 nos tempos 

de estímulo estabelecidos. Para a estimativa do conteúdo de LDH intracelular, as células 

foram lisadas com 1% (v/v) de Triton X-100 ao final dos experimentos. A atividade da 

lactato desidrogenase (LDH) foi determinada em mistura de reagentes contendo lactato 

(substrato), NAD, metasulfato de fenazina (FMS), alúmen férrico e 1,10-fenantrolina, 

contidos todos no kit de dosagem da Doles para análises clínicas. Após o procedimento 

e ao final da incubação com os reagentes, a liberação de LDH foi estimada em 

espectrofotômetro, em comprimento de onda de 510 nm. 
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3.8. Fragmentação de DNA:  

A fragmentação de DNA foi determinada pela técnica de eletroforese horizontal 

em gel de agarose 1.5%. A extração de DNA foi realizada mediante o protocolo do 

fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1). Depois que as culturas foram tratadas 

com as drogas, foi retirado o meio de cultura e a monocamada celular foi colocada em 

tubo eppendorf para ser centrifugado a 3000 rpm por 3 minutos e o pellet reservado. Em 

seguida, as células foram lisadas com Tampão de Digestão (600 µL) [NaCl 100 mM, 

Tris-HCl 10 mM, EDTA 25 mM, SDS 0,5%º] e o lisado colocado no eppendorf 

contendo o precipitado obtido da centrifugação anterior. Em seguida, foi incubado 

overnight a 53 °C e colocado em fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (25:24:1), em uma 

proporção de 1:1, centrifugado a 13 500 rpm por 10 minutos e precipitado com 

isopropanol (2.5 x). O DNA obtido foi secado e hidratado em tampão TAE (Tris-acetato 

400 mM, EDTA 0,5 M pH 8,0) e submetido a eletroforese em gel de agarose. O gel foi 

corado com brometo de etídeo (1 µg/ml) e visualizado sob luz Ultra Violeta.  

3.9. Western blot  

 3.9.1 Preparo das amostras:  

Após os períodos de incubação e tratamento com os agonistas ou antagonistas, 

as culturas eram lavadas duas vezes com Hank´s, o material celular recolhido em 50 

µL de tampão de amostra de para electroforese e transferido para tubos eppendorf. 

As amostras foram aquecidas a 100°C por 5 minutos e em seguida congeladas a �20 

°C. 

   3.9.2 Dosagem de proteína (Método de Bradford): 
A quantidade de proteína total presente no homogeneizado era medida pelo 

método de Bradford (1976), utilizando BSA (Albumina de Soro Bovina) como 

padrão. Uma vez determinada a concentração de proteína de cada amostra, foi 

adicionado o corante azul de bromofenol em uma concentração de 0.1%. Quantidade 
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de amostras determinadas (40 µg/µL) foram submetidas à eletroforese em gel de 

poliacrilamida 9% contendo SDS (Laemmli, 1970). 

   3.9.3 Eletroforese: 

As amostras eram submetidas à eletroforese em gel SDS/PAGE  9%. Após a 

separação das proteínas o gel era justaposto a uma membrana PVDF e as proteínas 

transferidas à 45 Volts durante 1 hora, em tampão de transferência contendo Tris 25 

mM, glicina 192 Mm e metanol 10% (V/V). Depois da transferência, as membranas 

eram coradas com solução de Pouceau para visualização das proteínas. Em seguida, 

as membranas eram lavadas em solução tampão de Tris (TBS) pH 7,6 e submetidas 

ao procedimento de imunodetecção das formas fosforiladas das proteínas: 

AKT/PKB, ERK½, Src e CaMKII. 

3.9.4 Imunodeteção de proteínas com anticorpos específicos: 

Para imunodeteção, as membranas eram submetidas a um bloqueio de sítios 

inespecíficos com solução TBS contendo Tween 0,1% e 5% de leite desnatado 

(Molico), por 1 hora (TBS-T).  Em seguida, as membranas eram lavadas em TBS-T e 

incubadas com anticorpo monoclonal AKT na serina-473 ou  treonina-308 (de 

coelho) na diluição de 1:1500 em solução TBT-T, por 24 horas a 4 °C. No dia 

seguinte, após 3 lavagens por 10 minutos com TBS-T, as membranas eram incubadas 

com anticorpo secundário anti-coelho IgG Horserdish conjugado à peroxidase na 

diluição de 1:2000 em TBT-T em 5% de leite por 1 hora à temperatura ambiente. A 

deteção do complexo antígeno/anticorpo nas membranas era visualizada através de 

ensaio de quimioluminiscência (ECL-plus da Amersham) utilizando filme e raios X, 

revelador e fixador GBX da Kodak. 

Para a realização do controle do carregamento, após a revelação, as membranas 

foram lavadas em TBS e, em seguida, incubadas em uma solução “Stripping” 
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(glicina 0,2 M a pH 2,2) por 1 hora para a remoção dos anticorpos ligados à 

membrana. Após este período, as membranas foram lavadas por 3 vezes em TBS e, 

em seguida, realizou-se o mesmo procedimento de bloqueio e incubação com os 

anticorpos descritos. 

3.9.5 Análise dos resultados: 

As imagens obtidas na revelação dos filmes eram digitalizadas e analisadas pelo 

programa Scion Image, a fim de quantificar a densidade óptica das bandas relativas a 

cada proteína. Os dados obtidos eram expressos em porcentagem do controle da 

relação P-AKT/AKT, e, finalmente processados pelo programa GraphPad Prism 

versão 4.03, para analise quantitativa do nível de fosforilação de AKT  em cada 

amostra. 

3.10. Ensaio da captação de Cálcio (45Ca2+): 

Culturas purificadas de neurônios de retina eram mantidas por 3 dias (E8C3) 

quando era realizada lavagem das placas com Hank’s (2 vezes). Em seguida, a cultura 

era incubada com [45Ca2+] (1µCi/ml) por 3 minutos a 37 ºC em presença ou ausência de 

SNAP (100 µM) ou L-ARG (1mM). As culturas eram pré-incubadas com os inibidores 

por 15 minutos. Em seguida, as células foram lavadas e lisadas com 0.05 N de NaOH. A 

radioatividade foi determinada por cintilação líquida. Os dados obtidos eram expressos 

em CPM e processados pelo programa GraphPad Prism versão 4.03, para  a variação 

quantitativa. 

3.11. Quantificação de nitrito (Reação de Griess): 

Culturas de células de retina E8C4 incubadas com Hank’s por 24 horas foram 

lavadas duas vezes com Hank’s (2x) e em seguida as células lisadas com NaOH (200 

µL) mais ZnSO4 (250 µL) por 15 minutos/placa de 40 mm, para desproteinizar o 

conteúdo celular. Em seguida foram centrifugadas e o sobrenadante pré-incubado por 1 



 36 

hora com cádmio carregado (Cd2+ carregado: 50 mg de Cd2+ metálico em CuS04 por 1 

hora) e aproveitado para a redução do nitrato (NO3) para o nitrito (NO2). Após este 

procedimento, foram realizadas as dosagem de NO2 pela reação de Griess e a 

absorbância do material foi determinada em espectrofotômetro em comprimentos de 

onda de 540 nm. 

3.12. Imunocitoquímica: 

As culturas purificadas de neurônios de retina de embrião de oito dias (E8C3) 

foram plaqueadas sobre lamínulas pré-tratadas por 24 horas com 50 µg/ml de Poli-L-

ornitina. Após incubação, com as drogas, as células foram lavadas duas vezes com 

Hank’s e fixadas com paraformaldeído 4% em solução salina tamponada com fosfato 

(PBS), por 15 minutos. Em seguida, as células foram lavadas três vezes por 5 minutos 

com PBS e incubadas por 1 hora com solução de bloqueio (3% BSA, 3%SBF e 1% de 

triton X-100 em PBS). As membranas com anticorpos primários (1:100 anti-P-AKT, P-

SrcTyr-416 e P-CaMKIIThr-286) foram incubadas por 24 horas em câmara úmida.Após esta 

incubação as lamínulas foram lavadas 3 vezes de 10 minutos com PBS, e incubadas 

com anticorpo secundários conjugados fluorescentes (anti-coelho Alexa-488) por 2 

horas. Em seguida, as células foram lavadas 2 vezes por 10 minutos com PBS, e 

incubadas por 30 segundos com solução DAPI (1:1000). As membranas com anticorpos 

lamínulas foram montadas sobre laminas com hidromount como meio e, então, 

visualizadas em microscópio de fluorescência Zeiss Apotome. 

3.13. Análise estatística  

As análises estatísticas foram realizadas pelo programa GraphPad Prism 4.03, no 

qual utilizamos os seguintes testes: análise de variância (ANOVA), teste de comparação 

múltipla de Bonferroni. 
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4. RESULTADOS   

4.1. Células de retina em culturas (E8C4), incubadas com Hank’s por 24 horas 

diminuem o nível de fosforilação basal da AKT/PKB.  

Dados anteriores de nosso laboratório demonstraram que o estresse celular 

induzido pela troca de meio promove extensa morte por apoptose em células neuronais 

em cultura (Ferreira e Paes-de-Carvalho, 2001; Mejía-García e Paes-de-Carvalho, 

2007).  Além disso, cascatas de sinalização intracelular envolvendo ERK½, PI3K e 

CaMKII são ativadas e participam da sobrevivência e diferenciação nas culturas 

purificadas de neurônios quando tratadas com doadores de NO (SNAP e GSNO) 

(Mejía-García e Paes-de-Carvalho, 2007). No início deste trabalho, realizamos ensaios 

preliminares objetivando estabelecer um protocolo de estudo para investigar como o NO 

ativaria a via PI3K/AKT comprometida na neuroproteção celular.   

Nesse contexto, sabe-se que em células neuronais e outros tipos celulares, 

ativação da AKT/PKB é dependente da presença de fatores tróficos no meio de cultura 

(Lim et al., 2007). Na Fig 1A, são mostradas as fotomicrografias de contraste de fase de 

culturas mistas em monocamada de embrião de galinha de E8C4, tratadas com 3% de 

soro fetal bovino [3% FBS (a)], culturas que em C3 tiveram seu meio trocado por meio 

fresco livre de soro e depois mantidas por 24 horas [Free-FBS (b)], ou culturas que 

foram incubadas em solução salina Hank’s por 24 horas novamente de C3 a C4 [Hank’s 

(c)]. Como se pode observar, células de retina em cultura com solução salina Hank’s ou 

livre de soro (Free-FBS) não apresentaram sinal de morte celular aparente. Essa 

observação foi confirmada quando as culturas foram avaliadas pelo ensaio de 

viabilidade de MTT ou liberação de LDH intracelular (Fig. 1D). Esses dados de morte 

celular foram reavaliados pela técnica de fragmentação de DNA em gel de agarose, 

onde se pode observar que a incubação na ausência de soro ou incubadas em solução 
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salina Hank’s  não resultaram quebra do DNA quando comparadas com as culturas 

tratadas com H202 por 30 minutos como controle positivo (Fig. 1E). Por outro lado, a 

fosforilação da AKT foi dramaticamente reduzida em ambos os sítios da Thr308 e 

Ser473 somente na situação com solução salina Hank’s por 24 horas (Fig. 1B). 

Surpreendentemente, não ocorreu nenhuma mudança do nível basal da fosforilação da 

AKT em cultura privada de soro por 24 horas (Free-FBS) quando comparadas com as 

culturas com 3% FBS (linhas 1 e 2 da Fig. B). O nível de fosforilação de outras 

proteínas cinases como ERK½ e Src também apresentou o mesmo perfil de diminuição 

após da incubação com Hank’s por 24 horas (Fig. 1C). Esses resultados sugerem a ação 

de fatores de crescimento na manutenção do nível da fosforilação basal de proteínas 

serina treonina cinases. Por outro lado, estabelecemos um bom modelo de estudo para 

poder investigar o papel do NO na fosforilação da AKT/PKB, em situação de solução 

salina Hank’s por 24 horas em nossas células de retina em cultura.  
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Figura 1. Culturas incubadas em solução salina Hank’s por 24 horas promovem 

diminuição no nívelde fosforilação basal de proteínas serina treonina cinases. A) 

Fotomicrografias de contraste de fase das culturas mistas de E8C4 tratadas com soro 

[3% FBS (a)], na ausência de soro por 24 horas de C3 a C4 [Free-FBS (b)] ou 

incubadas com Hank’s por 24 horas (c). As culturas foram fixadas com 

paraformaldeido 4% e visualizadas com um microscópio invertido de fluorescência. 

B e C), Imagens representativas de blots mostrando a diminuição da P-AKT tanto na 

Ser473 e Thr308 e outras proteínas cinases P-ERK e P-Src quando as culturas eram 

incubadas com Hank’s por 24 horas. D) A viabilidade celular foi determinada pela 

redução de MTT (■) e a liberação intracelular de LDH (  ). E) Nenhum sinal de 

morte é observado quando as culturas eram avaliadas pela fragmentação de DNA em 

gel de agarose tanto nas culturas em que foram incubadas com Hank’s (*) ou 

mantidas livre de soro quando comparadas com culturas tratadas com H202 (1 mM) 

por 30 minutos (►) (n=4). Os dados representam a média ± SEM. Os asteriscos 

denotam ***p≤0,001 quando comparados com 3% FBS. (60 µg/µL de proteína por 

linha para as proteínas fosforiladas). 
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4.2. SNAP, doador de NO exógeno promove a fosforilação da AKT/PKB 

Com o objetivo de verificar o papel do NO na fosforilação da AKT/PKB, 

realizamos experimentos de dose-resposta em nossas culturas de retina através da 

técnica de Western blot para registrar a marcação nos sítios ativos da Thr-308 e Ser-473 

da AKT/PKB. Culturas mistas mantidas por três dias (E8C3) foram incubadas com 

solução salina de Hank’s por 24 horas e mantidas até o quarto dia (C4). Em seguida 

mantidas com 1 mL de Hank’s para tratamentos com diferentes concentrações de SNAP 

por 15 minutos (50, 80,120, 150, 180, 200, 300, 400 e 500 µM), um doador  espontâneo 

de óxido nítrico (NO). A análise densitométrica do nível da fosforilação da AKT/PKB 

da Fig. 2A demonstra que nas concentrações inferiores de 50 e 80 µM não promove 

ativação significativa de fosforilação desta proteína. Por sua vez, concentrações de 150, 

180, 200 e 300 µM promoveram fosforilação da AKT/PKB na Ser-473 

(170,69±15,38%; 183,12±17,45%; 173,52±13,5%; 192,15±15,40% do controle 

respectivamente) ou concentrações de 120, 150, 180, 200 e 300 µM na Thr-308 

(175,0±15,67%; 226,84±17,56%; 292,76±14,73%; 277,89±18,49%; 279,52± 21,30% do 

controle) dentro de um intervalo de 15 minutos (Fig. 2A). Entretanto, concentrações de 

SNAP superiores a 300 µM promoveram a fosforilação da AKT/PKB em Ser-473, do 

que a Thr-308, em níveis inferiores aqueles observados para menores concentrações da 

droga. A fosforilação da AKT/PKB alcançou o maior nível nas concentrações de 150 

µM para Ser-473 ou 180 µM para Thr-308. Deste modo, os experimentos posteriores 

foram realizados com a concentração de 150 µM de SNAP.  

A curva temporal de fosforilação da AKT em ambos os sítios também foi 

caracterizada em resposta ao SNAP. A Fig. 2B demonstra que dentro do período de 5 

minutos já ocorreu uma resposta inicial significativa. O nível mais alto de fosforilação 

foi alcançado entre 15 e 30 minutos e a AKT/PKB manteve-se fosforilada em nível 
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mais fosforilado que o controle até pelo menos 90 minutos após o estímulo. Após esse 

período de tempo, o nível de fosforilação da AKT/PKB permaneceu constante por mais 

30 minutos e diminui gradualmente até níveis do controle (dados não mostrados). Vale 

a pena ressaltar que nossos dados anteriores mostram que concentrações de 100 ou 120 

µM de SNAP resultam em produção de NO extracelular de 0,620±0,05 µmol/L 

enquanto o nível controle foi de 0,19±0,07µmol/L. Após 1hora e 24 horas, os níveis 

foram de 0,920±0,06 µmol/L e 0,804±0,05 µmol/L, enquanto os níveis do controle 

foram de (0,19±0,07 µmol/L e 0,42±0,08 µmol/L respectivamente). Estes resultados 

estão de acordo com o nível estável de fosforilação da AKT/PKB obtido após os 90 

minutos (Mejia-García e Paes-de-Carvalho, 2007). Para descartar qualquer sinal de 

morte nesses determinados tempos de exposição das culturas à concentração de 150 µM 

de SNAP, foram realizados experimentos de viabilidade celular através da liberação de 

LDH. Como se mostra na Fig. 2C, nenhuma morte celular aparente ocorreu até pelo 

menos 1 hora de tratamento com SNAP. Um aumento da liberação de LDH ocorreu 

após 2 ou 4 horas de tratamento (Fig. 2C) ocorrendo também formação de núcleos 

picnóticos quando as culturas eram avaliadas pela marcação com brometo de etidum 

(dados não mostrados). Imagens representativas das culturas purificadas (E8C4) 

submetidas à técnica de imunocitoquímica para marcação com anticorpo P-AKTSer-473 

com ou sem tratamento de SNAP em diferentes tempos são mostrados na figura 2D. 

Repare a fosforilação gradual em 15, 30 e 45 minutos (setas) assim como sua ativação 

sustentada até os 60 minutos. Todos esses dados sugerem que o procedimento 

experimental através do tratamento com SNAP (150 µM) não alterou a morfologia 

celular por pelo menos 2 horas a mais após as culturas serem incubadas com Hank’s por 

24 horas.  
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Figura 2. SNAP, doador de NO exógeno, estimula a fosforilação da AKT/PKB 

de maneira dependente de dose e tempo. Imagem representativa e análise 

densitométrica de blots de P-AKT para a Ser-743 (▄) e Thr-308 (●), obtidas de 

amostras celulares de culturas mistas E8C4 com Hank’s por 24 horas. As culturas 

foram submetidas a uma curva de concentração de SNAP por 15 minutos (A). Note o 

perfil de ativação máxima induzido por SNAP a 150 µM e 180 µM para Ser-473 e 

Thr-308, respectivamente.  Em B, é mostrada a curva temporal de fosforilação da 

AKT/PKB com 150 µM de SNAP. Observe um nível de ativação máxima em 15 

minutos e prolongada até pelo menos 90 minutos. C, A viabilidade celular foi 

determinada pela liberação de LDH quando as culturas foram tratadas com 150 µM 

de SNAP por até 4 horas. O asterisco denota **P≤0,001 quando comparado com o 

controle 4 horas (n=3).  D, Imagem representativa das culturas purificadas (E8C4) 

sometidas à técnica de imunocitoquímica (n=1) para marcação com anticorpo P-

AKTSer-473 com ou sem tratamento com SNAP (D). Observe um aumento progressivo 

da fosforilação em 15, 30, 45 e 60 minutos (setas). Os dados representam a 

média±SEM de 3 experimentos realizados em separado (n=3).  Os asteriscos 

representam em: (A), *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤0,001 e aP≤0,05, aaP≤0,01. (B), 

*P≤0,01, **P≤0,001 e aP≤0,01 aaP≤0,001% do controle respectivamente. (60 µg/µL 

de proteína por linha).  
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4.3. Efeito de NO na fosforilação da AKT/PKB está associado com a produção de 

GMP cíclico. 

A fim de que pudéssemos estudar as vias bioquímicas mediadoras do efeito do 

NO na fosforilação da AKT/PKB decidimos caracterizar primeiramente o papel do 

sistema clássico do NO/GMP cíclico, em nossas culturas utilizando concentrações 

diferentes de zaprinast (Zaprin), um inibidor seletivo da fosfodiesterase tipo 5 (PDE-5), 

por um período de 15 minutos. Nas Fig. 3A e B, estão mostradas a curva de 

concentração e a cinética temporal de fosforilação de serina-473 da P-AKT induzida 

pelo Zaprin. Note que as concentrações de 40 µM (251,6±15,38%), 100 µM 

(261,29±13,87%) ou 150 µM (293,55±15,84%) de Zaprin promoveram uma 

fosforilação máxima semelhante à obtida com SNAP (303,23±16,27%) ou a L-ARG 

(267,74±13,45%) (Fig. 3A). Entretanto a curva temporal com 60 µM de Zaprin mostrou 

um pequeno aumento da fosforilação a partir dos 5 minutos e aos 15 minutos a 

fosforilação atinge uma magnitude significativamente mais elevada, permanecendo 

constante até os 60 minutos (Fig. 3B). Na situação controle, tanto em 15, 30 ou 60 

minutos, os níveis da P-AKT não mudam significativamente (Fig 3A, B, C e E). Para 

verificar a possibilidade dos efeitos do NO serem desencadeados pela ativação da 

Guanilato Ciclase solúvel (GCs) e produção de GMP cíclico (GMPc), as culturas foram 

tratadas por diferentes tempos com um ativador direto da enzima GCs (YC-1), que é 

capaz de produzir GMP cíclico (Fig. 3C). A análise cinética da fosforilação demonstrou 

que em 5 minutos o YC-1 promoveu um aumento pequeno do nível de fosforilação, 

atingindo um máximo em 15 minutos e retornando aos níveis basais aos 60 minutos 

(81,91±16,45% do controle). O aumento dos níveis de GMP cíclico podem também ser 

mimetizados com o tratamento das culturas com 8Br-GMPc, que é um análogo estável e 

não metabolizável pela enzima PDE. Foi observado que a fosforilação induzida pelo 

8Br-GMPc (40 µM) é também rápida sendo observado em 5 minutos de estímulo 
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(193,88±17,58%) (Fig. 3D), um efeito parecido ao observado com Zaprin (Fig. 3B) ou 

YC-1 (Fig. 3C). O nível de fosforilação nesse caso permaneceu constante mesmo após 

45 ou 60 minutos de estimulo.  

A fim de que pudéssemos comprovar melhor o envolvimento da via clássica do 

NO, resolvemos pré-incubar as culturas por 15 minutos com ODQ ou LY83583, dois 

inibidores da GCs. A Fig. 3E mostra claramente que o efeito do SNAP na fosforilação 

da ATK/PKB é inibido até o nível do controle quando as culturas foram pré-tratadas 

com 5 µM de ODQ (75,74±13,56%) ou 2 µM de LY83583 (86,81±15,78%). Um 

potente inibidor da PKG (KT5823), na concentração de 2 µM, também promoveu uma 

inibição completa do estímulo com SNAP (74,40±17,54%), sem porém alterar os níveis 

basais de fosforilação da AKT/PKB (dado não mostrado). Todas essas observações em 

conjunto sugerem que o NO exógeno promove a fosforilação da AKT/PKB via ativação 

da GCs, com aumento subseqüente de GMP cíclico e da atividade da PKG.  
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Figura 3. Produção de GMP cíclico e ativação da PKG participam na 

fosforilação da AKT/PKB induzido por NO.  Imagem representativa dos blots da 

P-AKT realizadas nas culturas mistas E8C4 incubadas com Hank’s por 24 horas 

foram tratadas com diferentes concentrações de Zaprin por 15 minutos (A) ou por 

tempos diferentes com 60 µM de Zaprin (B), com 30 µM de YC-1 (C) ou com 40 

µM de 8Br-GMPc (D). Os inibidores da GCs, ODQ (5µM) e LY83583 (2 µM) ou 

inibidor da PKG (KT5823), aboliram completamente o efeito do SNAP (E). Os 

resultados quantitativos são mostrados ao lado (em A,B e C) ou abaixo (D e E) e 

representam a média±SEM de três experimentos distintos. Os asteriscos representam 

significância estatistica ***P≤0,0001; **P≤0,001; *P≤0,01; aP≤0,05, em relação ao 

controle, ##P≤0,001 em relação ao SNAP. (60 µg/µL de proteína por linha). 
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4.4. Tratamento com L-ARG mimetiza o efeito de NO exógeno na fosforilação da 

AKT/PKB. 

A produção de NO pelas células neuronais de embrião de galinha foi bem 

caracterizada quando as culturas purificadaseram tratadas com L-ARG, um substrato da 

enzima Óxido Nítrico Sintase de tipo neuronal (nNOS) (Cossenza et al.,  2000 e 2006). 

Culturas em solução salina e tratadas com diferentes concentrações de L-ARG por 15 

minutos de modo que as células produzissem NO intracelular mostraram aumento da 

fosforilação da AKT/PKB na Ser-473 induzidas pela L-ARG a partir da concentração de 

0,5mM (239.93±24.65% do controle) (Fig. 4A). Esta fosforilação se manteve no mismo 

nívelconstante com 1 e 1,5 mM de L-ARG (229,28±12,54% e 199,09±20,76% 

respectivamente), ocorrendo uma diminuição ao nível do controle nas concentrações de 

2 ou 3 mM,  talvez por ocorrer uma excitotoxicidade induzida pelo exagerado aumento 

da concentração intracelular de NO produzida (ver discussão). Por outro lado, L-ARG 

ou SNAP quando adicionado em separado promoveram a mesma porcentagem de 

fosforilação da AKT/PKB em relação ao controle (229,28±20,76% e 197,43±14,77% 

respectivamente) (Fig. 4A). 

Experimentos de curva temporal e a análise densitométrica das bandas 

observadas a partir das culturas tratadas com L-ARG (1 mM) são mostradas na Fig. 4B. 

A L-ARG promoveu a fosforilação da AKT/PKB a partir de 5 minutos e chegou a 

atingir sua máxima ativação em 15 e 30 minutos. Após esse período ocorreu uma 

diminuição, mas permanecendo alta em relação  ao controle até pelo menos às 2 horas 

(Fig. 4B). Estudos sobre a viabilidade celular pela técnica de MTT, não mostraram 

nenhum sinal de morte quando as culturas eram incubadas por 1, 2, 3 ou 4 horas com 1 

mM de L-ARG (Fig. 4C). Esses dados sugerem que a L-ARG (1 mM) induz a produção 

de NO endógeno e consequente fosforilação da AKT/PKB em nossas cultura. 
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Figura 4. Efeito da produção de NO intracelular induzida pela L-ARG na 

fosforilação da AKT/PKB. Culturas incubadas com Hank´s por 24 horas foram 

tratadas com L-ARG em concentrações diferentes por 15 minutos e avaliadas pela 

técnica de Western blot para imunoreatividade no sítio da Ser-473 da AKT/PKB. (A) 

A análise das bandas obtidas com diferentes concentrações de L-ARG mostra uma 

fosforilação constante entre 0,5; 1 e 1,5 mM de L-ARG. Em B, é mostrada a cinética 

temporal quando as culturas foram tratadas com 1 mM de L-ARG. Em 5 minutos da 

incubação já ocorreu uma ativação característica que chega ao máximo aos 15 e 30 

minutos. A viabilidade celular foi determinada pela redução de MTT (C). Os dados 

foram obtidos de pelo menos três experimentos realizados por separado (n=3). Os 

asteriscos denotam **P≤0.001, #P≤0,05, ##P≤0,01 quando comparados com o 

controle. (60 µg/µL de proteína por linha). 
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4.5. Formação do NO endógeno via ativação da nNOS contribui na fosforilação da 

AKT/PKB 

Para confirmar a possibilidade do NO ser fornecido pela atividade intracelular da 

enzima (nNOS) as culturas foram pretratadas por 15 minutos com diferentes inibidores 

da NOS. Na Fig. 5A se mostra que o inibidor geral e de amplo espectro da NOS (L-

NAME), nas concentrações de 100, 200 e 300 µM, aboliram totalmente a estimulação 

da AKT/PKB induzida pela L-ARG (1 mM) em ambos os sítios. Outro inibidor 

(NARG) em diferentes concentrações (200, 400 e 600 µM) demonstrou o mesmo efeito 

inibitório (Fig. 5B). Esses dados foram confirmados quando as culturas foram também 

pré-tratadas com dois inibidores específicos da nNOS (L-NIO e 7-NI) por 15 minutos. 

Na Fig. 5C, é mostrado que nas concentrações de 30, 50 e 80 µM de L-NIO, ocorre 

inibição total do estimulo induzido pela L-ARG, tanto na Ser-473 (128,04±14,64%, 

115,852±18,32%, 127,940±13,405% do controle) quanto na Thr-308 (137,090±17,38%, 

131,060±13,05%, 127,857±21,49%). As concentrações 5 e 10 µM de 7-NI, também 

provocaram inibição na Ser-473 (54,230±17,94%,  59,570±17,77%) e na Thr-308 

(100,850±15,47%, 84,990±14,69%), porém sem nenhuma mudança nos níveis de 

fosforilação basal nas culturas tratadas com esses  inibidores isoladamente.  
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Figura 5. Formação do NO endógeno via ativação da nNOS contribui na 

fosforilação da AKT/PKB. Culturas E8C4 incubadas com Hank´s por 24 horas 

foram tratadas por 15 minutos com vários inibidores da NOS. (A), Análises das 

bandas em culturas tratadas com L-NAME (100, 200 e 300 µM) onde se nota o 

bloqueio na fosforilação da ATK/PKB. A inibição também acontece na presença de 

NARG (200, 400 e 600 µM) (B). O inibidor específico da nNOS (L-NIO, 7-NI) 

também aboliu o estímulo gerado pelo tratamento com L-ARG na fosforilação da 

AKT/PKB. Os asteriscos representam ***P<0,001 em relação ao controle, 

###P<0,001, #P<0,01 relativo à L-ARG (n=2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 56 

4.6. A fosforilação da AKT/PKB induzida por Glutamato.  

Vários estudos demonstraram que a expressão de receptores glutamatérgicos de 

tipo ionotrópico (iGluRs) ocorre em diferentes populações neuronais da retina “in vivo” 

e em cultura ao longo do desenvolvimento (Cristóvão et al., 2002a,b). Nesse contexto, 

sabe-se que a sinalização nitrérgica (NO/GMPc e PKG) no SNC é regulada através da 

ativação de receptores glutamatérgicos de tipo NMDA (Paes-de-Carvalho e de Mattos, 

1996). Partindo dessa premissa, decidimos investigar primeiramente o papel regulatório 

do glutamato na fosforilação da AKT/PKB. A figura 6A mostra que o tratamento com 

glutamato (500 µM), induz a fosforilação da AKT/PKB, no sítio da Ser-473, podendo 

ser observado um aumento já em 5 minutos e que torna-se significativo em 15 minutos 

(157,66±16,49% do controle) (Fig. 6A). O glutamato nessa concentração promove uma 

fosforilação elevada e de maneira sustentada em 30 e 60 minutos (224,56±15,48%, 

233,73±17,19% respectivamente), de modo semelhante ao observado com SNAP ou L-

ARG (ver Fig. 2 e 4). A viabilidade celular na concentração de glutamato (500 µM), 

não apresentou nenhum indicativo de morte celular nos tempos investigados (Fig. 6E). 

Classicamente tem sido mostrado na literatura que o sistema glutamatérgico induz 

efeitos de sobrevida e diferenciação de vários tipos celulares através da ativação de 

receptores ionótrópicos e via produção de NO (Montague et al., 1994, Monti et al., 

2002, Brenman e Bredt, 1997). Com base nesses achados, decidimos investigar a 

participação do receptor ionotrópico de tipo NMDA no aumento da fosforilação 

provocado pelo glutamato. O tratamento com NMDA (100 µM), mostrado na figura 6B, 

induziu o mesmo perfil de estimulação que o glutamato na fosforilação da AKT/PKB, 

com aumento a partir dos 5 e 10 minutos e permanecendo ativa até os 40 e 60 minutos 

(294,64±18,47%, 291,10±13,56%, 280,96±17,46% do controle).   
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Por outro lado, em culturas pré-tratadas por15 minutos com MK-801 (10 µM), 

inibidor do receptor NMDA, houve uma inibição acentuada quando comparada com o 

efeito do NMDA que era de 283,1±18,63% para 181,65±17,04%. Embora o glutamato 

possa também, por outro lado, ativar outros receptores de tipo ionotrópico como AMPA 

e Kainato, dados preliminares não mostraram inibição da fosforilação quando tratadas 

com o inibidor DNQX (dados não mostrados). A via clássica do NO foi testada 

farmacologicamente quando as culturas foram tratadas com o inibidor da NOS de amplo 

espectro (L-NAME) por 15 minutos na presença de glutamato. Como se mostra na 

figura D, pré-tratamento com L-NAME (200 µM) bloqueou o efeito tanto do glutamato 

(169,76±17,89%), quanto do NMDA (134,51±17,03%).  Esses dados em conjunto 

sugerem que o sistema glutamatérgico através da ativação do receptor de tipo NMDA 

upstream ao sistema do NO promoveu a fosforilação da AKT/PKB  via NO, até pelos 

menos 60 minutos de incubação. 
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Figura 6. Sinalização glutamatérgica promove a fosforilação da AKT/PKB via 

NO. Células de retina em cultura incubadas com Hank’s por 24 horas foram tratadas 

com glutamato (A), NMDA (B), na presença ou na ausência de MK-801(C) ou com 

o inibidor da NOS (L-NAME) (D). A fosforilação mostrou-se dependente do tempo 

tanto para o glutamato como para o NMDA. Esses efeitos foram bloqueados pelo 

MK-801 (10 µM), inibidor do receptor NMDA, e os efeitos do glutamato e NMDA 

foram bloqueados quando tratados com L-NAME (200 µM). (E) A viabilidade 

celular foi quantificada através da redução do MTT para culturas tratadas com 

glutamato (500 µM). Os dados são representativos de ao menos 3 experimentos 

independentes±SEM (n=3).***P<0,001, **P<0,01, *P<0,05 em relação ao controle. 
##P<0,01, #P<0,05 relativo ao tratamento com o glutamato ou o NMDA. 
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4.7. Fosforilação da proteína cinase AKT/PKB promovida por NO requer a 

participação do cálcio extracelular. 

A mudança de potencial elétrico da célula nervosa induzido pela despolarização 

com KCl pode apresentar efeitos na sobrevivência de neurônios simpáticos (Ikegami e 

Koike, 2000). A alteração na permeabilidade da membrana promovida por KCl ou 

glutamato provoca a entrada do segundo mensageiro cálcio através de canais ativados 

por voltagem ou através da via dos iGluRs ou mGluRs, respectivamente. Com o intuito 

avaliar a participação do cálcio extracelular na fosforilação da AKT/PKB, as culturas 

foram tratadas com KCl (30 mM) por diferentes períodos de tempo. A Fig. 7A mostra 

que o tratamento com KCl promoveu a fosforilação da AKT/PKB de maneira tempo-

dependente, atingindo máxima fosforilação em 40 minutos (266,92±16,48%) e 

conseguindo manter-se ainda elevada em 60 minutos (295,10±14,03%). O glutamato é 

um neurotransmissor também responsável pela alteração do potencial de membrana 

como dito acima, o que nos levaria a sugerir secundariamente que a entrada de cálcio 

externo através do receptor de tipo NMDA também poderia estar envolvida na 

fosforilação da AKT/PKB. Para validar a hipótese acima nos perguntamos se o influxo 

de cálcio após a ativação do receptor de tipo NMDA poderia ser bloqueado pelo EGTA 

(quelante extracelular de cálcio). Desse modo, nossas culturas foram pré-tratadas por 30 

minutos com EGTA (1 mM) na presença de NMDA. A análise densitométrica das 

bandas nos mostrou uma inibição parcial na fosforilação desta enzima em 15 minutos de 

tratamento com o EGTA (217,45±20,42%) e total no tempo de 30 minutos 

(129,36±17,59%) quanto comparado com o próprio NMDA (319,29±14,69%) (Fig. 7B). 

Em decorrência desses dados nos perguntamos se o efeito do glutamato também poderia 

ser regulado pelo EGTA. Dados preliminares e não mostrados neste trabalho apontam 

claramente essa possibilidade. No entanto, tratamento com o doador de NO exógeno 

(SNAP) conjuntamente com EGTA, como mostrado na Fig. 7C, promoveu à mesma 
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inibição bastante acentuada quando comparado com o efeito do SNAP. Observe nos 

primeiros 5 minutos de estímulo com SNAP, o quelante extracelular de cálcio 

promoveu um bloqueio total de 192,52±12,04% para 69,09±15,93%. Esse efeito na 

inibição da fosforilação foi constante com o decorrer do tempo, atingindo sua máxima 

inibição em 30 minutos de estímulo com o SNAP (54,13±18,94 %). A produção de NO 

endógeno nas culturas que foram tratadas com o substrato da nNOS (L-ARG), foi 

também avaliada na presença de EGTA (figura 7D). A análise densitométrica das 

bandas mostrou o mesmo efeito no bloqueio da fosforilação da AKT/PKB quando as 

culturas foram pré-tratadas com EGTA por 30 minutos de 256,1±16,96% com a L-ARG 

para 107,21±17,43%; 60,47±16,34; 62,29± 15,38 e 61,43±14,03% respectivamente 

para 5, 15, 30 e 60 minutos com EGTA+L-ARG. Esses dados nos levaram a sugerir a 

participação do aumento intracelular de cálcio proveniente do meio extracelular na 

fosforilação da AKT/PKB promovida através desses três tipos de estimulação no 

sistema glutamatérgico (GLUTAMATO, NMDA-L-ARG e SNAP).  

Assim, com o intuito de verificar a possibilidade dos íons cálcio serem 

provenientes do meio extracelular, experimentos complementares aos dados anteriores 

foram realizados através da medida da captação de Ca2+ radioativo (45Ca2+) em culturas 

purificadas de neurônios (E8C4). Na Fig. 7E, mostra-se que o tratamento com SNAP 

por 3 minutos induziu significativamente um aumento do cálcio intracelular 

(602,320±95,450 CPM/ml com respeito ao controle de 159,840±42,610 CPM/ml). O 

estímulo do SNAP não mostrou nenhuma diferencia significativa quando comparado 

com ATP, usado como um controle positivo (717,240±132,70 CPM/ml) (Sugiota e 

Yamashita, 2003). O tratamento com a L-ARG, produtor de NO endógeno, também 

mostrou o mesmo perfil de aumento na concentração intracelular de cálcio 

(290,70±35,90 CPM/ml do controle). O provável mecanismo pelo qual o NO induz esse 
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aumento intracelular de cálcio foi mostrado na figura 7F, onde a nifedipina, um inibidor 

do canal de cálcio tipo-L, bloqueou completamente tanto o efeito de SNAP ou da L-

ARG (87,90±23,20 CPM/ml; 100,050±33,20 CPM/ml respectivamente) em culturas 

pré-tratadas por 15 minutos. Vale à pena salientar que dados anteriores do nosso 

laboratório mostraram que o NMDA (100 µM) é capaz de promover também esse 

influxo de cálcio rapidamente, em 3 minutos, e é bloqueado pelo MK-801 (Tese de 

mestrado 2008, Octavia Malta). Desse modo, o conjunto de dados nos permite sugerir 

que o sistema glutamatérgico, através da ativação do receptor de tipo NMDA, ou do NO 

exógeno, proveniente do SNAP ou através da ativação da nNOS promove a fosforilação 

da AKT/PKB, através da entrada do cálcio externo por canais de cálcio tipo-L e do 

receptor de tipo NMDA. 
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Figura 7. Participação do cálcio externo na fosforilação AKT/PKB induzida por 

NO. Culturas E8C4 incubadas 24 horas com Hank’s foram tratadas com KCL por 

tempos diferentes (A), Blots representativos de P-AKT e suas respectivas 

quantificações densitométrica são mostradas quando as culturas eram estimuladas 

com 100 µM de NMDA (B), 150 µM de SNAP (C) ou 1 mM de L-ARG (D), na 

presença ou ausência de EGTA 1 mM por 30 minutos. Observe o bloqueio total e 

sustentado até pelo menos 30 minutos na presença de todos os agonistas (NMDA, 

SNAP e L-ARG). A quantificação do acúmulo de cálcio intracelular foi determinada 

pela captação de 45Ca2+ radioativo. Esses dados são representativos de 3 

experimentos realizados em triplicata (n=3) (E, F). Observe o bloqueio da captação 

quando as culturas eram tratadas previamente com nifedipina (5 µM). A análise dos 

blots foi feita a partir de dados obtidos em pelo menos três experimentos 

independentes±SEM (n=3). ***P< 0,001; **P< 0,01em relação ao controle. 

#P<0,05; ##P< 0,01em relação ao tratamento com os respectivos agonistas. 
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4.8. Modulação da fosforilação da AKT/PKB por quelantes intracelulares de 

cálcio. 

Após a obtenção dos resultados apresentados acima, nos perguntamos se 

quelando o cálcio intracelular poderíamos modular a fosforilação da AKT/PKB por NO. 

Para isto, as culturas foram submetidas a um pré-tratamento por 15 minutos com 

BAPTA-AM (30 µM), um quelante intracelular de cálcio, na presença de SNAP, YC-1 

ou da L-ARG. Na figura 8A, 8B e 8C observamos que para todas as situações o 

BAPTA-AM, reduziu o aumento da fosforilação promovida pelo SNAP 

(269,10±15,46%), pelo YC-1(319,41±14,18%) e pela L-ARG (288,97±15,49%), 

respectivamente para 139,95±18,04%, 189,52±16,85% e 181,57±17,37%. 

Surpreendentemente, 5 µM de tapsigardina (TPG), um bloqueador da liberação dos 

estoques intracelulares de cálcio, teve o mesmo efeito inibitório para essas situações 

[Fig. 8A (linha 5), B (linha 7) e C (linha 5 e 6)] em 168,45±13,19% para a TPG+SNAP, 

194.86±16,29% para a TPG+YC-1 e de 105,71±13,65% ou 134,65±16,25% para a 

TPG+L-ARG.  

Por outro lado, para confirmar o envolvimento da mobilização do cálcio interno 

se utilizou o PMA, um estimulador da PKC, e carbacol (CHAR), um agonista 

colinérgico, dois agonistas capazes de aumentar o cálcio dos estoques intracelulares 

(Cui et al., 2006). A fig. 8D e 8E mostram claramente que os tratamentos com PMA ou 

CHAR promoveram o aumento da fosforilação da AKT/PKB dependente do tempo 

(250,24±14,35% e 205,77±14,24% do controle respectivamente). Esse aumento da 

fosforilação foi bloqueado quando as culturas foram pré-tratadas com 30 µM de 

BAPTA-AM ou 15 µM de dantrole (DANT), um inibidor da liberação de cálcio dos 

estoques intracelulares, por 15 minutos (Fig. 8F). Finalmente, o tratamento com esses 

inibidores separadamente não promoveu nenhuma mudança em relação ao controle 
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(dados não mostrados) e também não promoveram nenhum sinal de morte aparente 

dentro desses primeiros 30 minutos quando foram avaliadas pela liberação de LDH 

(Fig. 8G). NO entanto, os inibidores mostraram uma liberação característica de LDH  

após 60 minutos. Todos esses dados em conjunto nos sugerem que a mobilização dos 

estoques intracelulares de cálcio também participam na fosforilação da AKT/PKB 

induzida por NO em nossas culturas. 
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Figura 8. Bloqueio da fosforilação da ATK/PKB por quelantes intracelulares de 

cálcio. Culturas mistas E8C4 incubadas com Hank’s 24 horas foram tratadas 

previamente por 15 minutos com 30 µM de BAPTA-AM (em A, linha 3; em B, linha 

5; em C, linha 4), ou com 5 µM de TPG (em A, linha 5; em B, linha 7; em C, linhas 

5 e 6) ou 30 minutos com EGTA (1 mM), tanto na presença ou ausência de SNAP 

(A), YC-1 (B) e L-ARG (C). A análise densitométrica dos experimentos representam 

a média de pelo menos 3 experimentos separado (n=3). Observe o bloqueio tanto do 

estímulo com SNAP quanto da L-ARG na presença de quelantes intracelulares de 

cálcio (A,B,C). O tratamento com PMA (30 ng/mL) ou CHAR (150 µM) induz a 

fosforilação da AKT/PKB (D, E) e é bloqueado nas culturas que foram pré-tratadas 

por 15 minutos com BAPTA-AM ou DANT (F). A viabilidade celular foi 

determinada pela liberação da enzima LDH intracelular. Observe nos primeiros 30 

minutos nenhuma morte celular aparente (G). Igual quantidade de proteína por linha 

foi colocada (60µg/µL). ***P<0,001, **P<0,01 relativo ao controle. #P<0,05; 

##P<0,01; quando comparados com o efeito do SNAP, YC-1 ou da L-ARG 

respectivamente.  
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4.9. Inibidores de calmodulina (CAM) regulam a fosforilação da AKT/PKB 

induzido por NO. 

 O aumento da concentração de cálcio intracelular roveniente do meio 

extracelular ou através da mobilização dos estoques intracelulares facilita a formação do 

complexo Ca+2-CaM e esse complexo desencadeia várias cascatas de sinalização como 

modulando a ativação da nNOS (Bredt e Snyder, 1990), da CaMKII, CaMKK (Schmitt 

et al., 2004), ou de EGF e AKT (Pérez-García et al., 2004). Decidimos avaliar então se 

os inibidores de CaM  poderiam modular a fosforilação da PKB/AKT induzida por NO. 

Na Fig. 9A, podemos observar a análise do nível de fosforilação desta proteína em 

culturas pré-tratadas por 15 minutos com vários inibidores da CaM, a saber 

Calmidazolium (CALM), W-7 e Trifluoroperazine (TRIF). Observe o bloqueio na 

presença dos inibidores de CaM para 94,62±15,03%, 95,99±13,19% e 112,14±15,37% 

respectivamente tanto para CALM, W-7 e TRIF na presença de SNAP, ou quanto para a 

L-ARG (111,64±16,61%, 118,54±13,95% e 121,45±16,15% na presença de CALM, W-

7 e TRIF respectivamente)  (Fig. 9A). O tratamento com  esses inibidores não 

promoveu nenhuma mudança com respeito ao controle e nem promoveu sinal de morte 

aparente quando as culturas eram observadas através de um microscópio de contraste de 

fase (dados não mostrados) ou pela liberação intracelular de LDH (Fig. 9B). Observe 

que nos primeiros 15 ou 30 minutos nenhuma morte celular aparente foi observada nem 

para o controle e nem para os inibidores respectivos. Estes resultados sugerem que a 

formação do complexo Ca2+-CaM, resultante do aumento intracelular de cálcio, 

participa da via de sinalização responsável pela fosforilação da AKT/PKB induzida por 

NO em células de retina em cultura. 
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Figura 9. Inibidores de CaM previnem a fosforilação da AKT/PKB induzida 
por NO. 

Culturas mistas E8C4 incubadas com Hank’s por 24 horas foram tratadas 

previamente por 15 minutos com diferentes inibidores de calmodulina: CALM (40 

µM), W-7 (50 µM), TRIF (30 µM), tanto na presença ou na ausência de SNAP ou L-

ARG (A). Observe o bloqueio do estímulo tanto do SNAP quanto da L-ARG na 

presença dos inibidores de CaM. A análise densitométrica dos experimentos 

representam a media de pelo menos 3 experimentos separados (n=3). (B) A 

viabilidade celular com os inibidores  foi determinada pela liberação de LDH de dois 

experimentos feitos por duplicata (n=2). 
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4.10. Serina-treonina cinases dependentes de Ca2+-CaM regulam a fosforilação da 

AKT/PKB por NO. 

A via da CaMK-II têm sido freqüentemente associada ao controle da 

fosforilação da AKT/PKB. Trabalhos na literatura mostram que o aumento da 

concentração de cálcio induz inúmeras vias de sinalização incluindo a ativação da via 

das ERKs e CaMKs (Schmitt et al. 2004). Para verificar a possível participação da ERK 

e da CaMKII na ativação da AKT/PKB por NO em culturas mistas de retina, decidimos 

investigar a influência de inibidores destas duas proteínas cinases. Culturas E8C4, 

foram pré-tratadas por 15 minutos com dois inibidores específicos da enzima CaMKII 

(KN-62 e KN-93) ou inibidor da MEK (PD98059). Como mostrado nas figuras 10A, B 

e C, o pré-tratamento por 15 minutos com PD98059 não foi capaz de bloquear 

significativamente a fosforilação da AKT/PKB induzida tanto por SNAP ou L-ARG 

quanto por YC-1. No entanto, a inibição da CaMKII com KN-62 promoveu bloqueio 

dos efeitos do SNAP (linha 6 Fig. 10A), da L-ARG (linha 6 Fig. 10B) e do YC-1 (linha 

4 Fig. 10C). Similarmente, outro inibidor seletivo da CaMKII e estruturalmente 

diferente (KN-93) foi também capaz de bloquear a fosforilação induzida por NO 

exógeno tanto na Ser-473 quanto na Thre-308 (Fig. 10D). Os inibidores em separado 

não mostraram nenhum efeito em relação ao controle para P-AKT. Em contraste, dados 

preliminares e de extrema importância confirmam a possibilidade do NO estar 

induzindo a fosforilação da CaMKII em culturas mistas de retina  (Fig. 10E e F). Além 

disso, a especificidade dos inibidores às concentrações usadas no bloqueio desta enzima 

foi confirmada. (Fig. 10 E). Estes resultados sugerem que além da fosforilação da 

AKT/PKB depender totalmente da via da CaMKII, o SNAP se mostra capaz de 

estimular a enzima CaMKII  em culturas de embrião de galinha de maneira específica e 

provavelmente através de um aumento de cálcio intracelular e conseqüente formação do 

complexo Ca2+-CaM. 
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Figura 10. NO promove a fosforilação da AKT/PKB de modo dependente da 

ativação da via da CaMKII e independente da ERK. Culturas mistas E8C4 

incubadas com Hank’s 24 horas foram tratadas previamente por 15 minutos com dois 

inibidores da enzima CaMKII, o KN-62 (10 µM), e KN-93 (5, 10 e 15 µM) na 

presença ou ausência de SNAP (A e D), de L-ARG (B, D) e de YC-1 (C). A análise 

densitométrica dos blots mostra o bloqueio da fosforilação de AKT/PKB tanto por 

SNAP, quanto por L-ARG ou YC-1, na presença dos inibidores. PD98059 (25 µM), 

inibidor da MEK, não foi capaz de inibir a fosforilação induzida por SNAP, L-ARG 

ou YC-1 (A,B e C). A análise densitométrica dos experimentos representam a média 

de pelo menos 3 experimentos separados ±SEM (n=3), em A,B, C ***P≤ 0,001, 

quando comparado com o controle. Em D, de n=2 e em E, Fosforilação da enzima 

CaMKII por SNAP ou L-ARG é bloqueada pelos inibidores seletivos da CaMKII 

(n=1). ##P≤ 0,01 quando comparado com o efeito dos respectivos agonistas. 
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4.11. Envolvimento da tirosina cinase Src na fosforilação da AKT/PKB por NO. 

Tem sido descrito na literatura que a ação anti-apoptótica do NO envolve 

preferencialmente a ativação da proteína tirosina cinase Src em células do rim 

(RINm5F) e   que a ativação da AKT por PI3K parece depender da fosforilação da Src 

(Tejedo et. al.,2001). Para tal efeito, ativação da Src mostra-se dependente do aumento 

intracelular de cálcio, principalmente mediados por NMDA e glutamato, em vários 

sistemas celulares (para revisão Salter e Kalia 2004; Crossthwaite et al., 2004). Para 

verificar a possível participação da via da Src no efeito ativador do NO em culturas de 

retina, utilizamos um inibidor da enzima Src, o PP1. O resultado destes experimentos 

está ilustrado na figura 11, onde podemos observar que o efeito do SNAP, foi 

bloqueado pelo pré-tratamento por 15 minutos com três concentrações diferentes de PP1 

(5, 10, 15 µM). PP1 também inibiu o efeito do YC-1, um ativador direto da enzima GCs 

(Fig. 11B). Finalmente, o efeito da L-ARG que leva a produção de NO pela enzima 

nNOS, também foi bloqueado pelo tratamento com PP1 (Fig. 11C). Estes resultados 

sugerem fortemente que, o efeito do NO na fosforilação da AKT/PKB seja também 

dependente da ativação da enzima Src em células de retina em cultura. 
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Figura 11. Envolvimento da Src na fosforilação da AKT/PKB induzida por NO. 

Culturas E8C4 incubadas 24 horas com Hank’s foram tratadas com várias 

concentrações do inibidor da enzima Src (PP1). Na figura são mostrados blots 

representativos de P-ATK, bem como a quantificação da análise densitométrica dos 

experimentos quando as culturas eram estimuladas com 150 µM de SNAP (A), 40 

µM de YC-1 (B) ou 1 mM de L-ARG (C) por 30 minutos na presença ou ausência de 

5, 10 e 15 µM de PP1 pré-incubadas por 15 minutos. Observe o bloqueio total e de 

maneira sustentada para esses três agonistas. A análise dos blots corresponde a 

experimentos obtidos de pelo menos três experimentos independentes ±SEM (n=3). 

***P< 0,001; **P< 0,01em relação ao controle. #P<0,05; ##P< 0,01; ###P< 0,001 

em relação ao tratamento com os SNAP, YC-1 e L-ARG. 
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4.12. NO promove a fosforilação da proteína cinase intermediária Src (Tyr-416) 

como pré-requisito para fosforilação da PI3K/AKT.  

Em segudida, decidimos avaliar a possibilidade do NO induzir diretamente a 

ativação da Src. Isso foi avaliado pela fosforilação no resíduo catalítico da Tyr-416 (P-

SrcTyr-416) por imunoblot. A figura 12A mostra, como esperado, que o tratamento com 

diferentes concentrações de SNAP por 15 minutos (50, 100, 150 e 200 µM), 

apresentaram um aumento característico na fosforilação da SrcTyr-416 (ver também 

imunocitoquímica na Fig. 12 E). O efeito da ativação da via clássica do NO, por 

estimulação da GCs com YC-1 por 15 minutos, mostrou o mesmo efeito rápido em 20 

µM e diminue parcialmente com o aumento da concentração (Fig. 12B). A figura 12C 

mostra que a estimulação com L-ARG por 15 minutos, induziu a fosforilação da enzima 

de maneira constante com a concentração. Repare uma redução da fosforilação da P-Src 

na concentração de 3,0 mM de L-ARG.  Por outro lado, esse efeito do NO endógeno é 

parcialemente regulado pela inibição da nNOS com L-NIO ou 7-NI, como demonstrado 

na figura 12D. Esses dados sugerem fortemente que o NO, tanto exógeno como 

endógeno, induz a fosforilação da proteína cinase intermediária SrcTyr-416 através da via 

clássica do NO-GMPc e que, em conseqüência promove a fosforilação da AKT/PKB. 
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Figura 12. NO induz a fosforilação da proteína cinase SrcTyr-416. Imagem 

representativa e análise densitométrica dos blots de P-SrcTyr-416, obtidas de culturas 

E8C4 incubadas com Hank’s por 24 horas que foram submetidas a uma curva de 

concentração de SNAP por 15 minutos (A). Note o perfil de ativação máxima 

induzido por SNAP a 50 e 100 µM (213,06±15,07% e 232,23±15,74% do controle 

respectivamente). Em B, se mostra a fosforilação da SrcTyr-416 em culturas mistas 

tratadas com várias concentrações de YC-1. Observe um nível de ativação máxima 

na concentração de 20 µM (313,70 ±16,06%) e 40 µM (253,73 ± 13,26% do 

controle) em 15 minutos de tratamento. C, tratamento com L-ARG (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 

e 3,0 mM) mostrou o mesmo efeito na fosforilação da enzima. Em D, inibidores da 

nNOS bloqueiam a fosforilação da SrcTyr-416. Finalmente em E, Imagem 

representativa por imunoflorescência da SrcTyr-416 (n=1). Os dados representam a 

média±SEM de 3 experimentos realizados em separado (n=2) (A,B e C).  Os 

asteriscos representam *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 quando comparados com o 

controle ou  #P<0,05; ##P< 0,01,  ###P< 0,001,  quando comparados com o efeito da 

L-ARG. 
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4.13. A via da PI3K participa na fosforilação da AKT/PKB por NO. 

Classicamente, a proteína cinase AKT/PKB é descrita como sendo ativada pela 

via da PI3K. No entanto, apesar de ser um tema bastante controverso, existem 

evidências de que agonistas que aumentam a concentração de cálcio intracelular 

poderiam ativar a AKT/PKB de maneira independente de PI3K, através da ativação da 

proteína cinase dependente de Ca2+-Calmodulina (CaMK) (Yano et al., 1998). Para 

verificar se a fosforilação da AKT induzida por NO era dependente da ativação da 

PI3K, as culturas foram pré-tratadas por 15 minutos com dois inibidores estruturalmente 

diferentes da PI3K (LY294002 e Wortmannin) e posteriormente incubadas por mais 15 

minutos com os respectivos agonistas. As figuras 13A e B mostram claramente que os 

dois inibidores bloquearam o estimulo do SNAP tanto na Ser-473 quanto na Thr-308. 

Observe o bloqueio mais acentuado quando as culturasforam tratadas com o inibidor 

específico da PI3K Wortmannin (Fig. 13 B). A estimulação pelo ativador direto da 

enzima GCs (YC-1) foi também inibido por LY294002 (Fig 13C). De modo similar, 

quando as culturas de retina foram tratadas com L-ARG, produtor de NO endógeno, a 

fosforilação da AKT/PKB foi inibida dramaticamente na presença de LY294002 (Fig. 

13 D). Esses dados nos mostram claramente que o NO e o sistema clássico NO-GMPc 

promovem a fosforilação da AKT/PKB de modo dependente da PI3K. 
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Figura 13. Fosforilação da AKT/PKB induzida por NO é dependente da PI3K. 

Culturas mistas (E8C4) incubadas por 24 horas com solução salina Hank’s, foram 

estimuladas por 15 minutos com SNAP (A, B), YC-1 (C) ou L-ARG (D) na presença 

ou ausência de dois inibidores seletivos da PI3K (LY294002 e Wortmannin). Blots 

representativos da inibição do efeito do SNAP (A e B), YC-1 © ou L-ARG (D) tanto 

para a Ser-473 quanto para a Thr-308 da  P-AKT. Observe o bloqueio o bloqueio em 

todas as situações em que as culturas foram pré-tratadas com 10, 20 e 30 µM de 

LY294002 ou (3, 5, 10 µM) de wortmanin (Wort). Os resultados foram normalizados 

para porcentagem do controle e representam as médias±SEM de 3 experimentos 

independentes. As análises estatísticas foram desenvolvidas pelo teste ANOVA, 

seguido da análise de comparação múltipla de Bonferroni. Os asteriscos representam 

***P≤0,001 quando comparado com o controle; aaaP< 0,001;  ###P<0,001,  quando 

comparados com o efeito do SNAP, YC-1 ou da L-ARG. 
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4.14. Tratamento com H202 mimetiza o efeito de NO na fosforilação da AKT/PKB 

em células de retina em cultura.  

O estresse oxidativo induzido por isquemia induz formação de espécies reativas 

de oxigênio (ROS) [H202, O2
•� e radical hidroxila (•OH)] e, deste modo, contribui na 

ativação de várias cascatas de sinalização incluindo a via da PI3K/AKT (Li e Jackson 

2002, Qin et al., 2000, Mahadev et al., 2001). Dados na literatura apontam que H202 

induz ativação direta da PI3K através da formação de um complexo com a subunidade 

catalítica p110 (Qin e Chock, 2003). Desse modo, com o intuito de demonstrar a 

participação da via da PI3K na fosforilação da AKT/PKB e reforçar os nossos dados 

anteriores, as nossas culturas foram tratadas com concentrações diferentes de H202. A 

figura 14 A, mostra que o tratamento com H202 por 15 minutos mimetizou a fosforilação 

da AKT/PKB de maneira dependente da concentração. Esta fosforilação já pode ser 

detectada com 80 µM de H202, de modo semelhante ao SNAP (linhas 2 e 8). A máxima 

ativação da AKT/PKB se produziu na concentração de 200 µM (113.12±). No entanto, 

o nível da fosforilação não se alterou em concentrações superiores de 300 µM (107,05± 

19,75%; 113,95±21.05% e 118,43±22.16%, respectivamente).  

Para avaliarr a possibilidade de morte celular pelo tratamento com H202, foi feita 

uma análise morfológica com microscopia de contraste de fase e utilizando o DAPI 

(marcador nuclear) em culturas mistas tratadas com 0,2 mM de H202 por 15 minutos. Na 

figura 14 B, repare a integridade dos núcleos tanto no controle (setas brancas) quanto no 

tratamento H202 por 15 minutos (setas amarelas). Uma intensa fragmentação dos 

núcleos (formação de núcleos picnóticos) foi observada em culturas tratadas com 0,5 e 

1,0 mM de H202 por 30 minutos. Repare na área selecionada em aumento, um detalhe na 

formação de núcleos picnóticos (Fig. 14Cc’, c”).  Estes resultados sugerem fortemente 

que a via da PI3K participa da fosforilação induzida por H202.   
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Embora, Wang et al. (2000) tenham mostrado que H202 promove a fosforilação 

da AKT/PKB de maneira dependente do receptor EGF via PI3K, outros estudos 

apontam que H202 medeia a inibição da fosfatase PTEN com acúmulo  de PIP3 via 

insulina, EGF e PDGF (Kwon et al., 2004). Assim, para investigar indiretamente se o 

efeito de H202 na fosforilação da AKT/PKB foi de caráter oxidativo na própria PTEN, e 

sabendo que sua inibição produz altos níveis de PIP3 e, em conseqüência, aumento da 

AKT, verificamos se a fosforilação da AKT/PKB promovida por H202 era inibida pelo 

DTT, um antioxidante que bloqueia reações nitrosilantes em proteínas. Como pode ser 

observado na figura 14D o DTT bloqueou o efeito do H202.Outro antioxidante (NAC), 

que possui também propriedades diferentes de “scavenger” de radicais livres, não 

bloqueou a fosforilação da AKT/PKB induzida por H202, um sinal de que a fosforilação 

pode ser produto de regulação redox por S-nitrosilação na enzima fosfatase PTEN (ver 

discussão).  

Investigamos também se a fosforilação da AKT/PKB promovida por NO 

exógeno (SNAP) ou por NO endógeno (L-ARG) envolveria também processos de 

nitrosilação da própria proteína AKT/PKB. Como mostrado na Fig. 14D e E essa 

possibilidade pode ser descartada pelo fato que DTT não bloqueou a fosforilação da 

AKT/PKB tanto do SNAP quanto por L-ARG. Surpreendentemente, o NAC mostrou 

bloqueio em ambos os casos.  
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Figura 14. H202 mimetiza a fosforilação da AKT/PKB induzida por NO. Culturas 

mistas (E8C4) incubadas por 24 horas com Hank’s foram estimuladas por 15 

minutos com diferentes concentrações de H202.  (A) Blot representativo e análise das 

bandas da P-AKT (n=2). Observe o aumento gradual e sustentado da fosforilação por 

80, 200, 300, 500 e 1000 µM de H202. (B) Fotomicrografias das culturas controle e 

tratadas com 200 µM de H202 por 15 minutos (n=3). Note a conservação dos núcleos 

intactos e sem fragmentação tanto no controle (setas brancas) quanto nas culturas 

tratadas com H202 (setas amarelas). (C) Formação de núcleos picnóticos nas culturas 

tratadas por 30 minutos com 0,5 e 1,0 mM de H202. Observe em maior aumento a 

formação de núcleos picnóticos (C’, para 0,5 mM de H202) (C’’ para 1,0 mM de 

H202). (D) Tratamento com DTT bloqueou a fosforilação da AKT por H202. (E,F) O 

efeito do NO endógeno ou exógeno na fosforilação da AKT/PKB não foi bloqueado 

por DTT mas foi bloqueado por NAC.Os resultados foram normalizados em 

porcentagem do controle e são as média ± SEM de 3 experimentos independentes 

(n=3) (D, E e F). As análises estatísticas foram desenvolvidas pelo teste ANOVA, 

seguido da análise de comparação múltipla de Bonferroni. Os asteriscos representam 

***P≤0,001 quando comparado com o controle; #P< 0,01;  ###P<0,001,  quando 

comparados com o efeito do H202, SNAP ou da L-ARG. 
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4.15. Tratamento com inibidores da síntese de proteínas (CHX e ANIS) mimetizam 

os efeitos de NO na fosforilação da AKT/PKB e ERK½. 

Dados do nosso grupo de trabalho demonstram que a cicloheximida (CHX), 

juntamente com a ativação de receptores glutamatérgicos de tipo NMDA, aumentam a 

quantidade de L-ARG livre intracelular para a produção de L-citrulina (forma indireta 

de quantificação de NO), através do aumento da atividade da nNOS em culturas mistas 

de retina de embrião de galinha (Cossenza e Paes-de-Carvalho, 2006). Por outro lado, a 

CHX também foi mostrada como regulador antiapoptótico em cultura de neurônios 

simpáticos induzidos pela retirada de NGF do meio de cultura (Martin et al., 1988), pela 

excitotoxicidade com glutamato ou deprivação de fatores tróficos na cultura de células 

PC12 (Serghini et al.,1994; Pittman et al., 1993). Todos estes efeitos parecem ser 

mediados por um mecanismo de inibição da sínteses de proteínas produzidos por CHX. 

Neste sentido, decidimos caracterizar o efeito da disponibilidade de NO produzida pelo 

aumento da L-ARG intracelular na fosforilação da AKT/PKB. Para isto, utilizamos o 

tratamento com dois inibidores da síntese de proteínas CHX e anisomicina (ANIS). Nas 

figuras 15 A e B observamos a análise das bandas em que as culturas de retina (E8C3) 

incubadas 24 horas com Hank’s foram tratadas com dois inibidores da síntese de 

proteínas. Observe a cinética temporal rápida na fosforilação da AKT/PKB induzida 

pelo CHX (350 µM) (Fig. 15A). Repare o aumento gradual em 15 e 30 minutos e em 

seguida um decréscimo após estes tempos. O tratamento com CHX ou ANIS não 

promoveu nenhuma alteração na quantidade total da proteína AKT/PKB, indicando que 

os inibidores não alteram a síntese ou a modificação pós-traducional destas proteínas. 

Posteriormente, para descartar qualquer efeito irrestrito na fosforilação da AKT/PKB, 

fomos verificar se ambos os inibidores também apresentavam o mesmo mecanismo em 

induzir a fosforilação de outra proteína cinase da via das MAPKs (ERK½). As figuras 

15C e D mostram dados em que ambos os inibidores promoveram a fosforilação da 
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ERK½ dependente do tempo de exposição à CHX (rápida e sustentada por 45 e 60 

minutos) e da concentração de ANIS (máximo em 50 µM). Finalmente, para descartar 

qualquer mecanismo de morte celular que poderia ser desencadeado pelo tratamento 

com os inibidores, fomos determinar a viabilidade celular pela quantificação de LDH 

intracelular liberado. Ambos os inibidores não mostraram nenhum sinal de morte 

aparente quando as culturas eram tratadas por 1 hora com 350 µM de CHX ou 100 µM 

de ANIS (Fig. 15E). Portanto, estes dados sugerem fortemente que a inibição da síntese 

de proteínas com CHX ou ANIS, através do aumento intracelular de L-ARG e em 

conseqüência a produção de NO endógeno, promove a fosforilação tanto AKT/PKB 

como da via das ERK½. 
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Figura 15. CHX e ANIS mimetizam os efeitos de NO na fosforilação da 

AKT/PKB e ERK½. 

Imagem representativa e análise densitométrica de blots para Ser-473 da P-AKT 

(A,B) e para ERK½ (C,D), obtidas de amostras celulares de culturas E8C4 incubadas 

com Hank’s por 24 horas que foram submetidas a concentrações distintas de ANIS 

por 15 minutos (B,C) ou CHX (350 µM) por diferentes tempos (A,D). Note o perfil 

de ativação máxima induzido por ANIS em 50 µM para o sítio da Ser-473 da 

AKT/PKB e ERK1/2 respectivamente.  A cinética temporal de fosforilação da 

AKT/PKB foi transitória mas no entanto a ERK½ foi sustentada. A viabilidade 

celular foi determinada pela liberação de LDH após as culturas serem tratadas com 

350 e 400 µM de CHX ou 100 µM de ANIS por 1 hora. Os dados representam a 

média±SEM de 3 experimentos realizados em separado (n=3).  Os asteriscos 

representam *P≤0,05, **P≤0,01, ***P≤0,001 quando comparados com o controle. 

(60 µg/µL de proteína por linha).  
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4.16. Inibição da NOS com L-NAME inibe o efeito de CHX e ANIS na fosforilação 

da AKT/PKB. 

Em seguida, para confirmar a possibilidade do NO ser produzido pela atividade 

da enzima (nNOS) através do aumento da L-ARG intracelular após tratamento com 

CHX e ANIS as culturas foram pré-tratadas por 15 minutos com L-NAME, inibidor da 

NOS, na presença ou na ausência de CHX ou ANIS. Na Fig. 16A observamos que o 

inibidor geral e de amplo espectro da NOS (L-NAME), na concentração de 200 µM, 

inibiu totalmente a estimulação da AKT/PKB induzida por CHX em 30 minutos ou 

ANIS em 5, 10, 15 e 30 minutos,  de modo semelhante ao observado para L-ARG (ver 

Fig. 5A). Esses dados foram também repetidos para a fosforilação da ERK½ em que o 

pré-tratamento com L-NAME (100, 200 e 300 µM) bloqueou totalmente a fosforilação 

da ERK½ tanto por CHX como por ANIS (Fig. 16B e C). Estes dados sugerem que a 

produção de NO endógeno induzida pela atividade da nNOS através do tratamento com 

CHX e ANIS promove a fosforilação das duas proteínas cinases AKT/PKB e ERK½ em 

células neuronais da retina em cultura. 
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Figura 16. Fosforilação da AKT/PKB por tratamento com CHX e ANIS é 

bloqueada pelo inibidor da nNOS. Culturas E8C4 incubadas com Hank’s por 24 

horas foram tratadas préviamente com o inibidor geral da NOS (L-NAME) por 15 

minutos. (A), A análise das bandas quando culturas eram tratadas com L-NAME 

(200 µM) na presença ou na ausência de CHX ou ANIS por diferentes tempos. Note 

o bloqueio da fosforilação na ATK/PKB. A inibição da ERK½ também acontece na 

presença de L-NAME (100, 200 e 300 µM) tanto na presença ou na ausência de 

CHX (B) ou da ANIS (C). Os asteriscos denotam ***P<0,001 em relação ao 

controle, ### P<0,001, #P<0,01 relativo à ANIS ou aaaP<0,001, aP<0,05 relativo a 

CHX em (A). Em B e C, ### P<0,001 ou # P<0,05 relativo à CHX ou ANIS 

respectivamente.  (60 µg/µL de proteína por linha para imunoblot da P-AKT e 40 

µg/µL de proteína por linha para a ERK½). 
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4.17. Participação da via de sinalização de NO na fosforilação da AKT/PKB e 

ERK ½ induzida por CHX e ANIS. 

Dados anteriores do nosso laboratório demonstraram que ativação de receptores 

NMDA (1 mM) e tratamento com CHX (350 µM) induzem a produção de NO 

intracelular (Cossenza and Paes-de-Carvalho, 2006) e  tratamento com glutamato (250 

µM) promove também a fosforilação da ERK½ e CREB via NO (Magalhães Rosa C. 

Tese de doutorado, 2008). Estabelecendo desta forma uma ligação direta entre ativação 

de receptores de glutamato, produção de NO e ativação das cascatas de sinalização da 

ERK½, CREB e AKT/PKB (neste trabalho) através da via clássica de NO.  Deste modo, 

com o intuito de avaliar se os efeitos de CHX ou ANIS na ativação da AKT/PKB ou 

ERK½ envolveria a via de ativação clássica pelo NO, as nossas culturas foram pré-

tratadas por 15 minutos com o inibidor da GCs, ODQ ou o inibidor da PKG, KT2853. 

Na figura 17A, observamos claramente que na presença dos inibidores os efeitos tanto 

de CHX ou ANIS foram bloqueados de forma similar tanto para P-AKT quanto para 

ERK½. Este efeito foi semelhante ao observado com SNAP+ODQ usado como controle 

positivo (Fig. 17A). Deste modo, sugerimos que a via clássica do NO está participando 

na ativação da AKT/PKB e ERK½ em culturas de retina por tratamento com CHX e 

ANIS. 

Em função dos resultados descritos acima, quantificamos o NO através da 

medida do nitrito (NO2), um produto estável do NO, através da reação de Griess, em 

culturas de retina tratadas com CHX ou ANIS. A figura 17B, mostra que o tratamento 

com CHX ou ANIS por 30 minutos promoveu aumento significativo de NO de modo 

semelhante ao observado com SNAP ou L-ARG quando comparados como controle 

positivo. Por outro lado, a produção de NO foi bloqueada por tratamento prévio com L-

NAME (Fig. 17C), indicando em forma conjunta, que o aumento do “pool” de L-ARG 
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intracelular induzido por CHX e ANIS segue para a produção de NO e em conseqüência 

promoveria a ativação de várias cascatas de sinalização via ativação da GCs, produção 

de GMP cíclico, ativação da PKG, PI3K/AKT, ERK½, em células de retina em cultura. 

 

 

Figura 17. A cascata de sinalização do NO está envolvida na fosforilação da 

AKT/PKB e ERK½ induzida por CHX e ANIS. 

A) Imagem representativa dos blots para P-AKT e P-ERK½ obtidas a parir de 

culturas mistas E8C4 incubadas com Hank’s 24 horas e tratadas com CHX ou ANIS 

por 15 minutos na presença ou na ausência do inibidor da GCs, ODQ ou inibidor da 

PKG, KT5823 previamente incubados por 15 minutos. Observe o bloqueio induzido 

pelos dois inibidores para cada uma destas enzimas em presença de CHX ou ANIS 

de modo semelhante ao efeito de SNAP+ODQ usado como controle positivo. Os 

dados representam a média±SEM de 3 experimentos realizados por separado (n=3). 

B) Quantificação de nitrito (NO2). Repare o aumento significativo na presença de 

CHX ou ANIS. C) L-NAME bloqueia totalmente a produção de NO induzida com 

CHX ou ANIS. Os asteriscos representam em: (A), ***P<0,001 quando comparados 

com o controle e aP<0,05 e aaP<0,01; ###P<0,001 e ##P<0,01; cccP<0,001 quanto 

comparado com CHX, ANIS ou SNAP respectivamente. Em (B), *P<0,01, 

**P<0,001em relação ao controle. Em (C), **P<0,001 quando comparado com o 

controle  e #P<0,01 em relação a CHX ou ANIS respectivamente (n=2). 
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4.18. Efeito do NO na translocação da AKT/PKB fosforilada para o núcleo em 

cultura de células neuronais. 

A ativação de receptores tirosina cinase pode induzir sobrevida, proliferação ou 

crescimento de células neuronais através da ativação da AKT/PKB e de várias proteínas 

alvo citoplasmáticas ou nucleares (Meier et al., 1997; Borgatti et al., 2003). Por outro 

lado, o mecanismo pela qual a AKT/PKB é estimulada envolve o recrutamento desta 

proteína do citoplasma para a membrana através da PI3K com a formação de PIP2 e 

PIP3 (Lawlor e Alessi, 2001). A subseqüente liberação da AKT/PKB fosforilada em 

ambos os sítios (AKTSer-473 ou AKTThre-308) da membrana promove a migração desta 

proteína para vários alvos citoplasmáticos como a mitocôndria (Bijur e Jope., 2003) ou 

o núcleo (Borgatti et al., 2003). Dados recentes do nosso laboratório mostram que o 

papel biológico de NO na sobrevida de neurônios em culturas purificadas de células 

neuronais da retina é dependente da PI3K (Mejía-García e Paes-de-Carvalho, 2007). 

Neste contexto, fomos primeiramente avaliar se o NO exógeno proveniente do SNAP 

induziria a translocação da AKT fosforilada (AKTSer-473) para o núcleo em células PC12 

(neuronal dopaminérgica) ou SN56 (neuronal colinérgica) através da imunomarcação 

com anticorpo secundário anti-coelho (Alexa-488) e visualizadas por microscopia de 

fluorescência (Zeiss/Apoptome). Na Fig. 18A mostramos que o tratamento com SNAP 

(80, 120 µM), promoveu a translocação nuclear tanto em células PC12-P2 quanto 

SN56-P2. Observe a translocação progressiva dependente da concentração e do tempo 

de estimulação com o doador SNAP. Estes resultados sugerem que o tratamento com 

NO exógeno promoveu a translocação da AKT/PKB fosforilada para o núcleo como um 

sinal talvez de sobrevivência. Nas culturas purificadas de neurônios (E8C4) a produção 

de NO exógeno (SNAP) ou NO endógeno (L-ARG) promoveram também o mesmo 

perfil de translocação da AKT/PKB ativa para o núcleo de forma gradual e dependente 

do tempo de exposição a estes agonistas. Portanto, sugerimos que o efeito biológico de 
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NO (endógeno ou exógeno) não se encontraria restrito a um tipo celular como visto 

primeiramente na sobrevida de neurônios purificados da retina (Mejía-García e Paes-de-

carvalho, 2007) mas também em células PC12 e SN56. Este efeito biológico seria 

através da ativação e translocação da proteína cinase AKT/PKB para o núcleo e uma 

conseqüente ativação de fatores de transcrição.  

 

 

Figura 18. NO promove a translocação nuclear da AKT/PKB fosforilada em 

cultura de células neuronais. Imunoflorescência para P-AKTSer-473 em culturas de 

células neuronais PC12 (A) e SN56 (B) ou culturas purificadas de neurônios de 

E8C4 de retinas de embrião de galinha (C) utilizando anticorpo secundário anti-

coelho (Alexa-488) e observadas em microscopia de deconvolução Zeiss/Apotome. 

Note a intensa imunomarcação para P-AKTSer-473 no citoplasma (seta vermelha). O 

tratamento com SNAP (80 µM)  em 30 e 60 minutos promoveu uma translocação 

nuclear característica dependente do tempo de estimulação com o doador tanto em 

PC12 (A), SN56 (B) ou por tratamento com 120 µM de SNAP ou  1 mM de L-ARG 

em cultura purificada de neurônios. Imagem representativa de pelos menos 2 

experimentos independentes (n=2). Aumento de 400x e escala de 20 µm.  
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A 
SN-56 (colinérgica) 
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PC12 (dopaminérgica) 
B 
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C 
Cultura purificada de neurônio (E8C4) de retina de embrião de galinha. 
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5. DISCUSSÃO 

O propósito do presente estudo foi investigar o papel regulatório do óxido nítrico 

(NO) na fosforilação da proteína cinase AKT/PKB em células de retina em culturas 

incubadas com solução salina Hank’s por 24 horas, bem como determinar a via de 

sinalização intracelular desencadeada por NO. Os dados demonstram que o NO exógeno 

(SNAP), a produção de NO endógeno (L-ARG) ou mimetizado pelo tratamento com 

inibidores de síntese de proteínas (CHX e ANIS, aumento de L-ARG livre intracelular 

para síntese de NO) promovem a fosforilação da AKT/PKB de maneira dependente do 

tempo de estimulação e da concentração destes agonistas. Este efeito, na fosforilação da 

AKT/PKB, foi dependente do aumento da concentração intracelular de cálcio 

(proveniente do meio extracelular), da mobilização dos estoques de cálcio intracelular, e 

da via clássica de sinalização induzida por NO, através da produção concomitante de 

GMP cíclico e ativação da PKG. Além disso, foi observado que essa ativação também 

pode ser modulada pela ativação de receptores glutamatérgicos de tipo NMDA 

(“upstream” da via nitrérgica), ativação da nNOS, fosforilação da CaMKII dependente 

de cálcio e calmodulina (Ca2+-CaM), fosforilação da P-SrcTyr-416, e dependente da via 

da PI3K. Finalmente, demonstramos que, linhagens de tipo neuronal (PC-12 e SN56) 

assim como em culturas purificadas de neurônios da retina de embrião de galinha, uma 

subseqüente migração da proteína cinase AKT/PKB fosforilada para o núcleo foi 

observada após tratamentos com SNAP ou L-ARG.  

Neste trabalho, realizamos ensaios preliminares objetivando estabelecer um 

protocolo experimental que nos permitisse conhecer o efeito direto de NO na 

fosforilação da AKT/PKB. Embora seja bastante conhecido que proteínas serina 

treonina cinases podem ser estimuladas por fatores tróficos presentes no soro 

adicionado às culturas cultivadas “in vitro”, a retirada de soro, seria uma tentativa de 
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estudo para nosso modelo experimental, já que tem sido claramente mostrada que a 

incubação com meio livre de soro em células de linhagem em cultura não causa 

nenhuma alteração ou dano celular, mas diminui o nível de fosforilação basal de 

proteínas (Oh-Hashi et al., 1999; Lim et al., 2007). Mostramos claramente em seguida, 

que na condição livre de soro por 24 horas não houve diferença nenhuma no nível de 

fosforilação basal da P-AKT quando comparadas com as culturas mantidas com soro 

(3% FBS). Por outro lado, quando foram feitos experimentos na situação em que a 

estimulação era feito com Hank’s 24 horas surpreendentemente o nível de fosforilação 

basal da AKT/PKB e outras proteínas cinases (P-ERK½ e P-SrcTyr-416) diminuíram 

consideravelmente (ver Fig. 1B, C). Esse perfil diminuído no nível basal da enzima não 

mostrou nenhuma correlação com morte celular (apoptótico ou necrótico), quando as 

culturas foram avaliadas pela viabilidade com MTT, liberação de LDH ou pela 

fragmentação de DNA em gel de agarose. Com base nestes dados sugerimos que a 

incubação de culturas mistas de retina embrionária de galinha, com Hank’s por 24 horas 

constitui uma boa estratégia para investigar a regulação de proteínas serina treonina 

cinases por diversos agonistas. 

A partir disto, propusemos inicialmente investigar o perfil de ativação da 

AKT/PKB por NO em células de retina em cultura. Os dados revelam que em culturas 

mistas E8C4 mantidas com solução salina Hank’s por 24 horas, o NO exógeno 

proveniente do SNAP (doador de NO) foi capaz de promover a fosforilação desta 

enzima, de maneira dependente do tempo de estimulação (a partir de 5 minutos) e da 

concentração do doador. Esta fosforilação apresentou um perfil largamente sustentado 

entre os primeiros 15 e 90 minutos. Diferentes autores defendam que a liberação do NO 

é lenta a partir deste nitrosotiol SNAP em vários sistemas (Pagliaro, 2003 para revisão; 

Ferrero et al., 1999). Deste modo, a fosforilação sustentada da AKT/PKB pode estar 
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relacionada a este mecanismo lento de liberação. Dados recentes do nosso laboratório 

mostraram que em cultura purificada de neurônios de retina, a liberação de NO acontece 

gradualmente nas primeiras 3 horas, onde os níveis de liberação permaneceu constante 

por várias horas (Mejía-García e Paes-de-Carvalho, 2007). Trabalhos do grupo de Kim e 

colaboradores mostraram que em linhagens de tipo neuronal PC12 a fosforilação da 

AKT/PKB acorreu unicamente a partir de 1 hora de exposição com SNAP (100 µM) 

(Ha et al., 2003). No entanto, outros pesquisadores sugerem que esse NO liberado pelo 

SNAP teria vários efeitos fisiológicos, inclusive na migração e na angiogênese de 

células endoteliais (Kawasaki K. et al., 2003). Por outro lado, utilizando células 

corticais de rato em cultura, o grupo de González tem mostrado contrariamente que na 

condição livre de soro, o doador SNAP induz morte neuronal por um mecanismo 

apoptótico (Figueroa et al., 2005). E não seria nada estranho levantar esta questão de 

que o doador SNAP na concentração de 150 µM produzisse também morte de células 

neuronais nas condições experimentais de incubação com Hank’s por 24 horas. 

Entretanto, observações descritas na figura 2C descartaram essa possibilidade de morte 

aparente através de experimentos de sobrevivência em cultura de células de retina. Vale 

a pena ressaltar que a exposição crônica ao SNAP 100 µM ou 120 µM por 24 ou 48 hr 

induz proteção neuronal em cultura purificada de neurônios e não morte dessas células 

(Mejía-García e Paes-de-Carvalho, 2007). Em conjunto, esses dados sugerem que o 

tratamento com o doador SNAP promove a fosforilação gradual e sustentada da 

AKT/PKB mediada pelo NO exógeno e sem nenhuma alteração na sobrevida destas 

culturas. 

A via de sinalização através da via clássica de NO-GMPc foi demonstrada 

induzir crescimento de neuritos, um primeiro sinal de diferenciação (Yamazaki et al., 

2004; 2001), além da sobrevivência de neurônios cerebelares (Ciani et al., 2002). Dados 
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do nosso laboratório mostraram também que NO, via a enzima guanilato ciclase solúvel 

(GCs), tem papel na sobrevida de neurônios de retina em culturas purificadas (Mejía-

García e Paes-de-Carvalho, 2007). O NO liberado pelo doador SNAP leva a uma 

produção de GMPc como foi claramente documentado pelos grupos de Magdalena 

Torres e Kim respectivamente (Ferrero et al., 1999; Há et al., 2003). Nesse contexto, 

nossos experimentos seguintes tiveram como objetivo caracterizar a cascata de 

sinalização induzida por NO.  

Nossos resultados mostram claramente que o tratamento com zaprinast 

promoveu uma fosforilação da AKT/PKB dependente de tempo e da concentração, o 

que sugere que o acúmulo de GMP-cíclico através da inibição da fosfodiesterase tipo 5 

(PDE5, enzima que degrada GMPc) esteja participando da cascata clássica na 

fosforilação rápida da AKT/PKB induzida por NO. Estas observações foram 

reproduzidas conjuntamente através da produção aumentada de GMP-cíclico pelo 

ativador direto da enzima GCs (YC-1) ou através do tratamento com um análogo não 

hidrolisável (8Br-GMPc), que induzem um mesmo efeito positivo na fosforilação da 

AKT/PKB rápido em 5 minutos e sustentado até os 45 minutos. Esses dados revelaram 

previamente que a fosforilação da AKT/PKB depende da produção de GMP-cíclico 

através da ativação da enzima GCs. Sob essas mesmas condições experimentais a 

inibição farmacológica da GCs por ODQ ou LY83583 ou inibição da PKG por KT5823 

foram capazes também de bloquear o efeito do NO. Em concordância com nossas 

observações, o grupo de Kim (2003) demonstrou que, em células PC-12, o sistema 

GMPc/PKG induzia a fosforilação da AKT após 1 hora de tratamento com 8Br-GMPc 

(Há et al., 2003). Nossos mostram que o NO exógeno, através da cascata clássica (GCs-

GMPc/PKG), promoveu a fosforilação da AKT/PKB de maneira rápida (5 minutos) e 

sustentada (em 15, 30 e 60 minutos) em células de retina em cultura e que este efeito foi 
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bloqueado por inibidores da GCs e PKG. Finalmente, podemos descartar qualquer efeito 

de S-nitrosilação direta na fosforilação da AKT/PKB, pois quando as culturas foram 

tratadas com DTT (antioxidante) não houve inibição, reforçando a hipótese de que o NO 

promove a fosforilação de modo dependente da via clássica de NO. 

Conhecendo a ampla distribuição da enzima óxido nítrico sintase de tipo 

neuronal (nNOS) no SNC (Bredt et al., 1990, 1991) e embora esta enzima tenha sido 

imunodetectada apenas em neurônios, nas culturas mistas de células de retina de 

galinha, (Cossenza e Paes-de-Carvalho, 2000), e também tenha sido demonstrada uma 

atividade alta em estágios precoces do desenvolvimento da retina de galinha (E8) (Paes-

de-Carvalho e de Mattos, 1996), pouco se sabe do papel regulatório desta nNOS na 

fosforilação da ATK/PKB. Desse modo, com o intuito de mostrar o efeito do NO 

liberado endogenamente através da nNOS e mimetizar os efeitos de NO exógeno, as 

células de retina em cultura incubadas com Hank’s foram investigadas em função do 

tratamento com a L-ARG. O efeito de L-ARG sobre a fosforilação da AKT/PKB 

demonstrou uma dependência da dose, onde o aumento da concentração deste substrato 

para enzima nNOS foi acompanhado de um aumento rápido na fosforilação da cinase 

AKT/PKB em 5 minutos, como nos casos anteriores, e sustentada por 1 e 2 horas. No 

entanto, nas concentrações de 2 e 3 mM a resposta positiva diminuiu significativamente 

(ver Fig. 4A). Uma situação parecida foi observada pelo grupo de Kaneki quando em 

vários modelos celulares em cultura tratadas com altas concentrações de NO 

produziram inactivação da AKT/PKB (Yasukawa et al., 2005). Essa inativação descrita 

foi mediada por um mecanismo de S-nitrosilação da AKT/PKB na serina 224 e 

independente da formação de GMPc e ativação da PKG. Portanto, esse achado sugere a 

possibilidade de haver um sítio de regulação diferente na P-AKT induzido a partir de 
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concentrações superiores de NO que poderiam ser liberadas através da exposição à L-

ARG (2 e 3 mM).  

Entretanto, a possibilidade de uma produção de NO endógeno liberado através 

da atividade da enzima (nNOS) a partir do substrato L-ARG, foi confirmado quando 

foram usados vários inibidores da NOS como o L-NAME, análogo seletivo da L-ARG o 

NARG ou inibidores seletivos para a enzima sintase de tipo neuronal (L-NIO e 7-NI). 

Todos esses compostos foram capazes de bloquear completamente o efeito da L-ARG 

na fosforilação da AKT/PKB. Esses dados sugerem claramente que a produção de NO 

endógeno envolve a ativação da nNOS a partir do tratamento com L-ARG (1mM) e 

induz a fosforilação da AKT/PKB de maneira dependente do tempo e da concentração 

em nossas culturas. Dados anteriores obtidos pelo nosso grupo de investigação 

mostraram o fortalecimento no sistema de sinalização de NO endógeno através da 

conversão de L-ARG em L-citrulina pela disponibilidade de L-ARG induzida pelo 

inibidor de síntese de proteínas (CHX) em células neuronais de retina em cultura que 

contêm a nNOS (Cossenza et al., 2006). Deste modo, os resultados obtidos sobre a 

produção de NO a partir de L-ARG confirmam a nossa hipótese, de que a produção de 

NO endógeno através da atividade da nNOS pode ser reduzido por tratamento com 

inibidor da enzima NOS (L-NAME). 

A sinalização nitrérgica clássica (NO-GMPc/PKG) é regulada através da 

ativação de receptores glutamatérgicos. No entanto, alguns dos efeitos do zaprinast 

parecem envolver a liberação de glutamato e conseqüente aumento na concentração de 

GMP cíclico na retina isolada de rato (Barabár et al., 2002; 2003) sugerindo haver um 

papel regulatório de feedback positivo entre ambos os sistemas. O glutamato é um 

neurotransmissor capaz de promover mudança de potencial da célula nervosa, que é um 

evento importante para a comunicação celular do sistema nervoso. A existência de 
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receptores de tipo ionotrópico e metabotrópico foi demonstrada na retina de várias 

espécies, incluindo na retina de aves (Hack et al., 2002; para revisão Thoreson e 

Witkovsky, 1999; Sampaio e Paes-de-Carvalho, 1998), assim como também, em cultura 

de células de retina de embrião de galinha (Cristóvão et al., 2002b). Estas observações 

nos levaram a sugerir que o sistema glutamatérgico modulador da via nitrérgica (NO) 

poderiam regular de maneira linear a fosforilação da AKT/PKB. Nossos dados apontam 

que a fosforilação da AKT/PKB é dependente do tempo de exposição ao glutamato (500 

µM). Embora dados da literatura sugiram que altas doses de glutamato possam ser 

excitotóxicas para culturas da retina embrionária de galinha (López-Colomé e López, 

2003; Ferreira e Paes-de-Carvalho, 2001), a concentração de glutamato e o tempo de 

exposição usados nestes experimentos não induziu nenhum sinal de morte celular. Igual 

resultado foi documentado por Ulliam e colaboradores em células ganglionares de retina 

de rato (Ulliam et al., 2004). Esses achados sugerem que o sistema glutamatérgico possa 

modular o sistema nitrérgico, via fosforilação da AKT/PKB, sem nenhum sinal de 

morte aparente nas culturas de retina. 

Entretanto, a produção de NO é regulada também pela ativação de receptores 

ionotrópicos de tipo NMDA (Christopherson et al., 1999) ou AMPA/Kainato 

(Radenovic e Selakovic, 2005). Dados anteriores do laboratório estabeleceram uma 

ligação entre a ativação de receptores NMDA,o  influxo de cálcio (Ca2+) e a ativação da 

nNOS nas células da retina (Paes-de-Carvalho e Mattos, 1996).  De fato, no presente 

trabalho demonstramos que nas culturas mistas o tratamento com NMDA induz a 

fosforilação da AKT/PKB de maneira similar ao observado com SNAP, L-ARG e 

glutamato (rápida e sustentada). Estes efeitos do glutamato e NMDA foram bloqueados 

pelo inibidor geral da NOS (L-NAME) e pelo inibidor específico do receptor de tipo 

NMDA (MK-801). Por outro lado, o antagonista do receptor de tipo AMPA/Kainato 
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(DNQX) não foi capaz de bloquear o efeito do glutamato em nossas células de retina em 

cultura (dados não mostrados). Além disto, observações de outros autores sugerem 

também que o glutamato, através do receptor de tipo AMPA, induz a fosforilação da 

AKT/PKB e este efeito é em parte atribuído à presença de células gliais na cultura 

(exemplo: glia de Bermann) (Molares et al., 2006). Resultados semelhantes foram 

observados por nosso grupo de trabalho, que mostrou que o glutamato induz 

fosforilação da ERK½ e da CREB em culturas purificadas de glia de Müller através de 

receptores AMPA/Kainato e foram inibidas por DNQX, mas não com MK-

801(Socodato et al., submetido). Esses dados, em conjunto, sugerem fortemente que o 

sistema glutamatérgico de tipo ionotrópico promove a fosforilação da AKT/PKB 

através ativação do receptor de tipo NMDA, e da produção de NO endógeno pela nNOS 

em células de retina em cultura.  

Por outro lado, foi demonstrado anteriormente no laboratório que a 

despolarização com alto potásio (KCl) induz a liberação de purinas em neurônios 

purificados de retina em cultura (Paes-de-Carvalho et al., 1990). Além disto, a alteração 

do potencial da membrana e liberação de purinas pelo glutamato foi dependente da 

participação do cálcio externo e de receptores de tipo NMDA em culturas mistas de 

retina de galinha (Paes-de-Carvalho et al., 2005).  Processos induzidos pela mudança de 

potencial da célula nervosa apresentam efeitos na sobrevida de neurônios simpáticos 

tratados com KCl (Ikegami e Koike, 2000). Nesse trabalho também se mostrou que a 

despolarização da célula com KCl desencadeia a  ativação das vias da CaMKII e 

PI3K/AKT provavelmente de uma maneira dependente de cálcio externo. Neste 

contexto, o nosso trabalho mostra que a despolarização da membrana por tratamento 

com KCl, glutamato ou NMDA induz também a fosforilação da AKT/PKB de maneira 

rápida e sustentada. Estas evidências nos levaram a suspeitar que KCl e glutamato 
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pudessam promover primeiramente o influxo de cálcio externo respectivamente através 

de canais ativados por voltagem e ativação do receptor de tipo NMDA, e 

secundariamente, envolvendo a elevação de cálcio intracelular, levaria a efeitos 

positivos na fosforilação da AKT/PKB. De fato, a sinalização por NO exógeno, a 

produção de NO endógeno ou tratamento com NMDA foi bloqueada por tratamento 

prévio com EGTA. Estudos realizados em neurônios cerebelares mostraram que 

ativação da AKT/PKB por BDNF promoveu a fosforilação do receptor de tipo NMDA 

(com aumento intracelular de cálcio) indicando um mecanismo de sinalização 

dependente de cálcio externo na fosforilação da AKT/PKB (Sánchez-Pérez et al., 2006). 

Em função destas observações, podemos sugerir que SNAP ou L-ARG poderiam 

aumentar a concentração de cálcio intracelular. De fato, no presente estudo 

confirmamos que o efeito de SNAP e de L-ARG promoveram o influxo rápido de cálcio 

externo em culturas purificadas de neurônios. Esse aumento de cálcio intracelular foi 

bloqueado pela nifedipina, o que viria a confirmar a hipótese acima com relação 

envolvimento do cálcio externo na fosforilação da AKT/PKB promovida por NO. Desse 

modo, estes dados em conjunto sugerem que a produção de NO endógeno (L-ARG) ou 

NO exógeno (SNAP) promovem a fosforilação da AKT/PKB através do aumento da 

concentração de cálcio intracelular, proveniente do meio extracelular através da 

ativação de receptores de tipo NMDA e do canal de cálcio tipo L. Estes dados estão em 

concordância com os reportados pelo grupo de Yun em 2003, que mostram que KCl 

induz aumento da sobrevida neuronal via ativação dos canais de cálcio tipo-L. Eles 

argúem que o bloqueio do influxo de cálcio proveniente do meio extracelular é um 

importante elemento na regulação de sobrevida porque a nifedipina e o EGTA 

bloquearam esse efeito (Kim et al., 2003). 
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Dados da literatura mostram que o aumento de cálcio intracelular através da 

mobilização dos estoques de cálcio interno também participaria na fosforilação da 

AKT/PKB (Pandiella-Alonso et al., 1986). O grupo Comella demonstrou claramente 

que em motoneurônios isolados do cordão espinhal de embrião de galinha (MTN) a via 

da PI3K/AKT é regulada por aumento da concentração de cálcio intracelular (advindo 

do espaço extracelular) e da mobilização do cálcio interno induzido por GDNF (Pérez-

García et al., 2004). Essas evidências em conjunto com nossas observações sugerem que 

a fosforilação da AKT/PKB também é induzida pela mobilização do cálcio interno, uma 

vez que BAPTA, TPG ou EGTA bloquearam significativamente os efeitos de SNAP, 

YC-1 ou L-ARG. Por outro lado, o tratamento das culturas de retina com PMA ou 

Carbacol, que facilitam a mobilização de cálcio dos estoques intracelulares mimetizou 

os efeitos de NO na fosforilação da AKT/PKB, reforçando mais ainda a nossa hipótese 

descrita anteriormente de ser o cálcio liberado a partir dos estoques intracelulares 

também envolvidos na fosforilação da AKT/PKB.  

Foi proposto que a atividade bio-elétrica conjuntamente com neurotrofinas 

(NTs) coopera para promover sobrevida de neurônios durante o desenvolvimento 

(Franklin e Johnson, 1992). A atividade neuronal induzida por despolarização exerce 

estes efeitos por aumento da concentração de cálcio intracelular (Egea et al., 2001). O 

cálcio desencadeia a ativação de vias de sinalização semelhantes às desencadeadas por 

neurotrofinas, através da proteína ligadora de cálcio, a calmodulina (CALM) 

(Finkbeiner e Greenberg, 1996). A partir dessa premissa caracterizamos melhor o efeito 

de cálcio na fosforilação da AKT/PKB. A possibilidade do complexo Ca2+-CALM 

promover a fosforilação da AKT/PKB via PI3K foi descrita pelo grupo da Rosa-Soler, 

que propõem existir um sítio de ligação dentro do domínio regulatório da subunidade 

P85 da PI3K (Pérez-García et al., 2004). Outros resultados semelhantes foram 
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encontrados em que o complexo Ca2+-CALM induziu a produção de PIP2 e PIP3, um 

sinal de ativação da PI3K. O mesmo grupo sugere a existência de outro sítio de ligação 

diferente e de alta afinidade dentro da subunidade catalítica P110 da PI3K (Joyal et al., 

1997; Fisher et al., 1998). Embora existam dados em que o complexo Ca2+-CALM 

apresenta ligação direta com as subunidades da PI3K (catalítica ou regulatória) após 

tratamentos com BDNF ou NGF, uma recente investigação mostrada por Deb (2004), 

confirma que este complexo pode também interagir diretamente com a proteína cinase 

AKT/PKB após tratamento com EGF (Deb et al., 2004). Assim, aparentemente não 

parecem existir padrões relacionados à ativação da AKT/PKB com a geração de uma 

determinada resposta, o que indica que esses parâmetros poderiam variar de acordo com 

o tipo celular e receptores de fatores tróficos envolvidos. Por outro lado, os nossos 

experimentos sugerem que o pré-tratamento com vários inibidores de CALM 

(Calmidazolium, W-7 ou TRIF) bloqueou tanto o efeito do NO exógeno como o NO 

endógeno na fosforilação da AKT/PKB e não mostrou alteração alguma na viabilidade 

celular destas culturas. Portanto, com estes achados sugerimos que SNAP e L-ARG, 

fornecendo NO exógeno e produzindo NO endógeno respectivamente, promovem o 

aumento da concentração de cálcio intracelular, formação do complexo Ca2+-CALM e 

conseqüente fosforilação da AKT/PKB. 

Monteiro e colaboradores em 2003 mostraram que em fibroflastos de 

camundongo, o par NO/GMPc promove a fosforilação de proteínas em resíduos 

tirosina, através das posteriormente identificadas cinase de adesão focal (FAK), Src e 

MAP cinase (Oliveira et al., 2003). Evidências experimentais descritas pela literatura 

têm mostrado a participação da proteína P21Ras como um ponto de convergência entre 

diferentes cascatas de sinalização (Kolch W. 2000). A base estrutural para a interação 

entre NO e P21Ras foi inicialmente proposta através de um mecanismo de S-
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nitrosilação de um único resíduo de cisteína (Cys118) presente na P21Ras (Oliveira et 

al., 2003). Além disto, várias evidencias têm sugerido que múltiples complexos de 

sinalização poderiam participar nos efeitos celulares seguidos à estimulação de 

receptores de glutamato de tipo ionotrópico (Husi et al., 2000; Sheng e Pak, 2000). Por 

exemplo, a via da MAPKs/ERK½ é uma das vias de transdução de sinal dependente do 

influxo de cálcio através da ativação de receptores NMDA (Bading e Greenberg, 1991; 

Kurino et al., 1995). É interessante também que a concentração de cálcio intracelular 

aumentada através da ativação de canais de Ca2+ dependentes de voltagem pode 

promover a fosforilação da ERK½ via Src (Perkinton et al., 1999). Deste modo, a 

relação entre NO e a ativação da ERK½ vem sendo estabelecida em vários estudos 

(Yamazaki et al., 2005), aparentemente através da via GMPc/PKG (Endo e Launey, 

2003) ou através de um mecanismo dependente de Ca2+-CAM, via CAMKK (Schmitt et 

al., 2004). Assim, em função destes achados coletados da literatura nós procuramos 

estabelecer primeiramente se o inibidor da via das ERK poderia regular a fosforilação 

da AKT/PKB. Nesse contexto, a pré-incubação das culturas de retina com inibidor da 

MEK (PD98059) não bloqueou o efeito de SNAP, ou da L-ARG e nem do YC-1. Dados 

preliminares e não mostrados neste trabalho com outro inibidor estruturalmente 

diferente da MEK (OU126) mostrou efeito similar. Embora NO promova também a 

fosforilação da ERK½ (Socodato et al., submetido) sugerimos que seja regulada pela via 

da PI3K/AKT.   

Dados reportados na literatura mostram que NMDA, através do aumento da 

concentração de Ca2+ intracelular em células de neuroblastoma NG-180, promoveram a 

ativação da CaMKK e conseqüente fosforilação da AKT/PKB (Yano et al., 1998). 

Assim, inibidores de CaMKII (KN-62 e KN-93) bloquearam respectivamente os efeitos 

do NO endógeno e NO exógeno. Surpreendentemente, os tratamentos com SNAP ou L-
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ARG promoveram a fosforilação da proteína cinase dependente de Ca2+-CaM (CaMKII) 

e foram inibidos pelo inibidor da própria enzima (KN-93). Com base nessas 

observações, sugerimos que o tratamento com NO promove o acumulo de Ca2+ 

intracelular, formação do complexo Ca2+-CaM, fosforilação da CaMKII e conseqüente 

fosforilação da AKT/PKB através da via independente da ERK em culturas retina. 

Atualmente diversos autores têm apontado a participação da enzima tirosina 

cinase c-Src na fosforilação da AKT/PKB por tratamento com glutamato, via ativação 

de receptores de tipo NMDA (Crossthwaite et al., 2004), ou diretamente através da via 

clássica de NO (GMPc/PKG), por tratamento com DETA-NO, um doador de NO 

(Tejedo et al., 2004). Assim, em nosso modelo experimental observamos que o inibidor 

da família tirosina cinase Src (PP1) bloqueou significativamente a fosforilação da 

AKT/PKB por NO tanto endógeno como exógeno. Este bloqueio envolveu também a 

participação da produção de GMPc, o que sugere uma vez mais que a concomitante 

produção de GMPc induzida por YC-1 se encontra comprometida na fosforilação da 

AKT/PKB via NO. No entanto, aqui também mostramos que o NO exógeno (L-ARG), 

endógeno (SNAP) e produção de GMPc promoveram a fosforilação da P-SrcTyr-416 

dependente do tempo de estimulação e da concentração destes agonistas. Esses dados 

estão em concordância com os da literatura mostrados por Tejedo et al. (2001) 

sugerindo que o NO promova a sobrevida de células RINm5F via PI3K/AKT 

dependente da ativação da P-Src. Especulamos que a proteína cinase Src poderia 

reforçar o sinal mediado por NO na AKT/PKB em uma etapa paralela à ativação da 

PKG. Entretanto, dados da literatura nos dão uma clara visão de uma ligação direta com 

a PI3K, através do domínio SH2 da subunidade regulatória P85 (Pawson et al., 2001). 

Esse achado reforça a nossa hipótese de que o NO promove a fosforilação da P-SrcTyr-

416 de maneira dependente da formação de GMP cíclico e deste modo induz a 
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fosforilação da AKT/PKB. Outra possibilidade como mecanismo alternativo seria que a 

fosforilação da Src esteja regulando a atividade da tirosina fosfatase PTEN (Lu et al., 

2003) ou através da interação direta com a AKT/PKB (Jiang e Qiu Y., 2003). Este 

último mecanismo pressupõe que a Src possa regular diretamente a atividade da 

AKT/PKB por fosforilação na tirosina 315 e treonina 326 no “loop” de ativação da 

AKT/PKB. 

Um número crescente de evidências experimentais tem demonstrado a 

participação de NO na liberação de neurotransmissores no SNC (Ohkuma e Katsura, 

2001, para revisão). Por outro lado, os resultados descritos por Clementi em 1995 

mostram que NO modula os sinais enviados por receptores de fatores tróficos 

(neurotrofinas) com atividade tirosina cinase, através de uma via de sinalização 

envolvendo GMP cíclico-PKG. Nesse contexto, foi mostrado que o fator neurotrófico 

BDNF regula positivamente a expressão da enzima nNOS durante o desenvolvimento 

do SNC, o que sugere um importante papel deste fator neurotrófico nos efeitos de NO 

(Cellerino et al., 1999, Cheng et al., 2003). Entretanto, outros estudos demonstraram 

que NO promoveu a ativação da P21-Ras, recrutamento da enzima PI3K e da Raf-1 

cinase (Lander et al., 1995, Deora et al., 2000). Desse modo, avaliamos que, sob nossas 

condições experimentais, o efeito de inibidores da PI3K (LY294002 e Wortmannin), 

principal enzima envolvida na via de sinalização envolvendo a fosforilação da 

AKT/PKB, foram capazes de bloquear a fosforilação desta enzima por NO em culturas 

de células de retina. Essas evidências nos permitem sugerir que a fosforilação da 

AKT/PKB envolve a participação da PI3K, abrindo a possibilidade de que a produção 

de GMP cíclico e ativação da PKG estejam modulando a fosforilação da AKT/PKB por 

um mecanismo ainda desconhecido, ou através de uma via alternativa na liberação de 
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neurotransmissores induzida por NO e a conseqüente ativação de receptores tirosina 

cinase, no caso para BDNF, e fosforilação da AKT/PKB dependente de Src e PI3K.  

Trabalhos prévios do laboratório mostram que a troca de meio (estresse 

oxidativo) desencadeia morte celular em cultura purificada de neurônios, mas este efeito 

foi bloqueado pelo tratamento com adenosina (Ferreira e Paes-de-Carvalho, 2001) ou 

com NO (Mejía-García e Paes-de-Carvalho, 2007). Em contrapartida, dados na 

literatura mostram que a deprivação de soro no meio da cultura induz a produção de 

radicais livres pela mitocôndria (•OH, O2
•�, H202, malondialdeido) induzindo 

mecanismos oxidativos de estresse celular que têm como resultado final morte por 

apoptose (Andoh et al., 2003) ou de forma contraria, ativação de  múltiplas vias de 

transdução de sinal, incluindo a PI3K/ATK para induzir a proliferação ou sobrevivência 

(Lim et al., 2007). Dados na literatura também apontam que H202 induz ativação direta 

da PI3K através da formação de um complexo com a subunidade catalítica p110 (Qin e 

Chock, 2003). Outros estudos têm documentado que H202 promove a inibição da 

fosfatase PTEN, induzindo maior acúmulo do PIP3 e conseqüente ativação da 

AKT/PKB (Kwon et al., 2004). Nesse contexto, tentamos caracterizar de forma indireta 

que H202 induz ativação da ATK/PKB via PI3K ou através da regulação redox da 

fosfatase PTEN. Efetivamente, demonstramos que H202 induz claramente o aumento 

dos níveis de fosforilação da AKT/PKB de modo dependente da concentração. Uma 

possibilidade a ser verificada seria aquela observada por Wang e colaboradores em 2000 

que, em células Hela, H202 induz ativação do EGFR e conseqüente fosforilação da 

AKT/PKB. Embora a transativação do receptor tirosina cinase (RTK) não possa ser 

excluída, outros trabalhos confirmam a nossa hipótese que de fato H202 induz a 

transativação do EGFR (Chen et al., 2001, Zhougang e Schnellmann, 2004). Entretanto, 

Frank et al. (2000) mostraram que H202 promove também uma clivagem do complexo 
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HB-EGF imaturo por metaloproteinase e Chen et al., (2001), mostra que este composto 

promove uma ativação intermediaria via P-Src em células endoteliais. Além disto, outra 

possibilidade a ser considerada é também a nível da inibição redox da fosfatase PTEN 

como dito acima. Recentemente, radicais livres (O2
•�, H202) produzidos por NADPH 

oxidases têm mostrado uma inibição reversível da fosfatase PTP1B que deste modo 

regula sinais produzidos por receptores tirosina cinases (Bae et al., 1997 e 2000). Foi 

também mostrado que H202 inibe de forma reversível a fosfatase PTEN, aumentado a 

sinalização PI3K/AKT (Lee et al., 2002, Kwon et al., 2004). Neste sentido, intuímos 

que o efeito do H202 não seja diretamente na enzima PI3K, mas sim na inibição da 

fosfatase PTEN ou PTP1B, duas enzimas importantes que regulam a sinalização da 

PI3K/AKT.  

O pré-tratamento com DTT (um antioxidante com propriedades de bloquear 

nitrosilação em proteínas) foi capaz de bloquear a fosforilação da AKT/PKB induzida 

por H202. Com efeito, a possibilidade descrita anteriormente pode ser mais considerada 

porque H202 inibe por mecanismos de S-nitrosilação a fosfatase PTEN tendo como 

resultado final o aumento na fosforilação da AKT/PKB (Lim e Clément, 2007). Deste 

modo, sugerimos que o efeito de H202 seja via um mecanismo redox por S-nitrosilação 

direta na PTEN, e por outro lado, o efeito de NO na fosforilação da AKT/PKB seja 

independente de S-nitrosilação porque em nossos dados o DTT não foi capaz de 

bloquear a fosforilação da AKT/PKB. No entanto, não descartamos a participação de 

mecanismo de S-nitrosilação da PTEN por tratamento com NO. Pois em contraste com 

outras revisões o grupo de Whorton em 2005 mostrou que nitrosotióis promovem a 

oxidação e inativação da tirosina fosfatase PTEN dependente da liberação de NO (Yu et 

al., 2005). Assim podemos sugerir que o SNAP (nitrosotiol), produtor de NO exógeno e 

o tratamento com a L-ARG (NO endógeno) regulam positivamente a fosforilação da 
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AKT/PKB por um mecanismo independente de S-nitrosilação desta enzima, mas 

dependente da inativação da fosfatase PTEN. 

Por outro lado, NAC (outro antioxidante) não mostrou nenhum sinal inibitório 

da AKT/PKB estimulada por H202. Uma possibilidade seria que NAC possa estar 

seqüestrando radicais livres como NO (scavenger) e não H202, e seria através deste 

efeito que o NO não teria mais efeito na fosforilação da AKT/PKB, pois na presença de 

NAC a fosforilação induzida por SNAP ou L-ARG foi bloqueada. Esse aparente 

mecanismo inibitório com tratamento com NAC pode sugerir uma via alternativa como 

“scavenger” do próprio NO e em conseqüência, independente de S-nitrosilação já que a 

forma oxidada do doador SNAP (NAP) não mostrou efeito nem na sobrevida das 

culturas purificadas (Mejía-García e Paes-de-Carvalho, 2007) e nem na fosforilação da 

AKT/PKB (dados não mostrados). No entanto, mais experimentos são necessários para 

excluir esta possibilidade do NAC atuar como “scavenger” de NO.   

Vários estúdios têm proposto uma relação direta entre o aumento de L-ARG 

transportada do espaço extracelular e produção de NO (Wiesinger, 2001). Outros 

autores colocam a importância deste transporte de L-ARG como um fenômeno chamado 

“paradoxo da L-ARG” onde se determina que a produção de NO possa ser aumentada 

por adição de L-ARG extracelular, além da concentração intracelular de L-ARG ainda 

estar elevada. Este achado sugere que a L-ARG disponível no meio intracelular seria 

compartimentalizada em diferentes “pools” e utilizada para outros fins. Neste sentido, a 

enzima NOS teria pouco acesso a este “pool” e usaria a L-ARG proveniente do meio 

extracelular para produção de NO (Kurz e Harrison, 1997, Vega-Agapito et al., 1999, 

2002). Dados do nosso laboratório mostram que a captação de L-ARG do meio 

extracelular pelas células de retina de pinto ocorre através de um sistema de transporte 

de alta afinidade (Cossenza e Paes-de-Carvalho, 2000). O nosso grupo mostrou mais 



 124 

recentemente que a ativação de receptores de tipo NMDA mimetiza o efeito de CHX na 

inibição de síntese de proteínas, tendo como conseqüência final um aumento de L-ARG 

intracelular livre (não incorporada em proteínas) disponível para mais síntese de NO 

(Cossenza et al., 2006). Neste sentido, os nossos dados apontam que inibidores de 

síntese de proteínas promovem maior acúmulo do “pool” intracelular livre de L-ARG e 

também uma maior síntese de NO.  Nesse contexto, a quantificação de nitrito mostra 

que tanto L-ARG, quanto inibidores da síntese de proteínas (CHX, ANIS), induzem 

maior produção de NO (NO2). Esse NO endógeno foi produzido pela atividade da 

nNOS pois L-NAME foi capaz de inibir sua produção em ambos os caso (CHX e 

ANIS). Desta forma, sugerimos que tratamento com inibidores da síntese de proteínas 

(CHX e ANIS) promovem a produção de NO dependente da L-ARG intracelular 

aumentada.  

CHX, um inibidor de síntese de proteínas como dito acima, tem sido empregado 

como um inibidor de mecanismos apoptóticos (Wyllie et al., 1984). Este mecanismo 

antiapoptótico foi sugerido devido à inibição da síntese de proteínas pró-apoptoticas 

como Bax, PUMA, e o fator de transcrição Noxa dependente de P53 (Bai e Cederbaum, 

2006). Por outro lado, foi mostrado que a anisomicina é um potente inibidor da LTD, 

além de bloquear a síntese de proteínas (Xiong et al., 2006). Em decorrência destes 

achados, sugerimos a possibilidade de que o NO estaria sendo disponibilizado e 

ativando várias vias de transdução de sinal na célula para promover efeitos de sobrevida 

de neurônios como mostrado em nosso trabalho (Mejía-García e Paes-de-Carvalho, 

2007) ou por outro lado, regulando a proliferação de células da retina (Magalhães et al., 

2006). Nossos dados mostram pela primeira vez um sistema de regulação de proteínas 

serina treonina cinase (AKT/PKB e ERK½) através da produção biológica de NO 

endógeno por tratamento com CHX ou ANIS. Este efeito biológico na fosforilação da 
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AKT/PKB e da ERK½ é bloqueado pelo inibidor da NOS (L-NAME) e por inibidores 

da via clássica de NO (ODQ e KT5823), sugerindo que tanto o NO endógeno 

proveniente da disponibilidade aumentada de L-ARG intracelular por CHX ou ANIS 

quanto por tratamento direto com L-ARG teriam papeis biológicos na regulação de 

proteínas de sinalização envolvidas na sobrevivência (AKT/PKB, ERK½) em nosso 

modelo de células de retina de pinto em cultura. Estudos adicionais são necessários para 

averiguar o real papel do NO sintetizado a partir do tratamento com CHX e ANIS. 

Foi mostrado que a super-expressão constitutiva da AKT/PKB regula a morte 

celular e a proliferação induzida pela retirada de soro do meio de cultura em células 

HepG2 (Gupta et al., 2004). Este efeito característico da AKT/PKB em induzir 

sobrevida, proliferação ou crescimento de células neuronais depende de receptores 

tirosina cinases para ativar várias proteínas alvo citoplasmáticas ou nucleares por 

AKT/PKB (Meier et al., 1997; Borgatti et al., 2003). Por outro lado, o mecanismo pela 

qual a AKT/PKB é estimulada envolve o recrutamento desta proteína do citoplasma 

para a membrana através da ação da PI3K e formação de PIP2, PIP3 e também ativação 

da PDK1 (Lawlor and Alessi, 2001; Scheid et al., 2005). Neste contexto, foi mostrado 

uma subseqüente liberação da AKT/PKB fosforilada (AKTSer-473 ou AKTThre-308) da 

membrana para vários alvos citoplasmáticos (exemplo: GSK3β), translocação desta 

proteína para a mitocôndria induzida por IGF-1 em células SH-SY5Y ou HEK-293 

(Bijur e Jope., 2003) ou translocação para o núcleo em células PC12 etimulada por NGF 

(Borgatti et al., 2003). Desta forma, a AKT/PKB pode promover a ativação de proteínas 

essenciais para a sobrevivência como CREB (Ciani et al., 2002) ou NF-kB, dois fatores 

de transcrição (Taylor et al., 2004). Em dados recentes do nosso laboratório mostramos 

que o papel biológico de NO sobre a sobrevida de neurônios purificados de retina em 

cultura é dependente da PI3K (Mejía-García e Paes-de-Carvalho, 2007). A partir de 
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nossos dados de imunofluorescência, sugerimos que NO promove a translocação da 

AKT/PKB fosforilada para o núcleo. Este papel de NO observado na translocação da 

AKT/PKB foi dependente do tempo (30 e 60 minutos) nos vários modelos utilizados 

(PC12, SN56 ou neurônios purificados de retina de pinto). Estes dados estão em 

concordância com os dados de Bijur e Jope (2003), que mostram que a translocação da 

AKT/PKB para a mitocondria e o núcleo ocorreu entre 20 e 30 minutos de estimulação 

em células HEK-293 com IGF-1 (Andjelkovic et al., 1997; Meier et al., 1997). Uma 

possibilidade para o tempo estendido de 60 minutos em nosso modelo celular talvez seja 

o envolvimento de um mecanismo de sinalização mais prolongado desencadeado por 

NO e sua interação com outras vias de sinalização citoplasmáticas ou nucleares. 

Portanto, sugerimos em forma geral que NO apresenta um efeito na sobrevivência de 

neurônios através de múltiplas vias de sinalização envolvendo a ativação e translocação 

para o núcleo da AKT/PKB, um sinal importante como regulador de proteínas 

citoplasmáticas, mitocondriais e nucleares na retina embrionária de galinha. 
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6. CONCLUSÕES 

� SNAP, um doador de NO (NO exógeno) estimula a fosforilação da AKT/PKB 

(AKTSer-473 e AKTThre-308) de maneira dose e tempo dependente. 

� A fosforilação da AKT/PKB por SNAP foi mimetizada pela L-ARG (NO 

endógeno) de maneira dependente do tempo e da exposição deste substrato 

através da ativação da nNOS. 

� Os receptores de glutamato de tipo NMDA também foram capazes de estimular 

a fosforilação da AKT/PKB pela via nitrérgica. 

� Os efeitos do glutamato, NMDA, SNAP e L-ARG sobre a fosforilação da 

AKT/PKB requerem a produção de GMP cíclico e ativação da PKG. 

� Proteínas intermediárias como Src e CaMKII participam conjuntamente para 

promover a fosforilação da AKT/PKB induzida por NO. 

� NO induz aumento de cálcio intracelular através de receptores NMDA e canais 

de cálcio tipo-L. 

� O aumento intracelular de cálcio, proveniente do meio extracelular ou dos 

estoques intracelulares, contribui na ativação da AKT/PKB induzida por NO. 

� A formação do complexo cálcio-calmodulina é essencial para ativação da 

AKT/PKB. 

� A fosforilação da AKT/PKB por NO envolve múltiplas vias de sinalização como 

CaMKII, Src e PI3K, mas independe da via das MAPs cinases (ERK½). 

� Tratamento com H202 mimetiza o efeito de NO na fosforilação da AKT/PKB 

provavelmente pela inibição redox da PTEN. 
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� É possível que NO regule a inibição da PTEN por S-nitrosilação, causando 

consequente aumento na fosforilação da AKT/PKB. 

� Aumento do “pool” de L-ARG livre intracelular por inibidores de síntese de 

proteínas (CHX e ANIS) contribui na biosíntese de NO através da enzima 

nNOS. 

�  NO proveniente do tratamento com CHX ou ANIS promove a fosforilação da 

AKT/PKB via produção de GMPc/PKG.  

� Um passo essencial para efeitos de sobrevivência possa ser a translocação da 

AKT/PKB fosforilada para o núcleo em diferentes tipos celulares. 

� O efeito de NO na translocação nuclear de AKT/PKB não fica restrito ao nosso 

modelo celular, mas também ocorre em outros modelos celulares (PC12 e 

SN56). 

� O mecanismo de sinalização proposto para o NO dá uma idéia mais sólida da 

importância deste neurotransmissor na regulação da fisiologia do sistema 

nervoso central. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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