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RESUMO

A interleucina 4 é uma molécula pleiotropica cujos efeitos j& sdo bem
conhecidos no sistema imune. Inicialmente foi descrita como um fator
estimulante das células B (BSF-1), por seus efeitos nestes tipos celulares. Esta
molécula pertence a familia das citocinas (as interleucinas) que tem como
caracteristica ter um pequeno peso molecular (14,9 kDa) e se liga diretamente
ao receptor de IL-4. Trabalhos anteriores de nosso laboratério mostraram que
esta citocina aumenta a sobrevivéncia das células ganglionares de rato in vitro,
e que este efeito € mediado pela ativagdo de receptores muscarinicos do tipo
M1. Neste trabalho, nds investigamos o papel deste Segundo mensageiro, 0
AMPc, no efeito da IL-4. N6és observamos um aumento na expresséao de IL-4 a
partir de P15 e que se mantém ao longo da vida adulta. Estimulacdo de retinas
por 15 min com IL-4 e forskolina foi capaz de aumentar a fosforilagdo de MAPK
e CREB. Este trabalho também demonstrou que a expresséo de IL-4 aumenta

ao longo do desenvolvimento pds-natal, possivelmente um efeito neuroprotetor.
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ABSTRACT

Interleukin-4, initially described as a B-cell Stimulating Factor (BSF-1), is
a pleiotropic cytokine and its effects are already well known in the immune
system. Concerning the nervous system, during the last decades, it was
demonstrated that IL-4 plays a neuroprotective role in this system. Interleukin 4
is a small protein (14,9 kDa) and its biological effects are mediated by II-4
receptors. Previous studies from our group showed that this cytokine is able to
increase retinal ganglion cell survival in vitro. This effect is mediated by the
activation of muscarinic receptor (M1). In this present work we investigated the
role of the second messenger AMPc in the IL-4 effect. Our data show that the
effect of IL-4 in retinal ganglion cell survival depends on the increase in the
CAMP levels. The expression of IL-4 in intact retinas during the post natal
development was also analyzed. Our results show that at post natal 15 the
maximum levels of this protein were obtained and the expression is maintained
high during the adult life. Treatment of retinas with IL-4 for 15 min induces an
increase in the phosphorylation of CREB and MAPK. Taken together our
results suggest an important role for IL-4 during the development of the retinal

cells.
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1.INTRODUCAO

1.1 A retina

A retina, & semelhanga das demais estruturas do sistema nervoso central, é
uma estrutura organizada em multiplas camadas de corpos celulares e de
processos sinapticos. No tecido adulto é possivel identificar as células que a
compbem através da localizagdo, das caracteristicas estruturais, das
propriedades bioquimicas e das caracteristicas funcionais (Farber and Adler,

1986).

O tecido retiniano é translicido e possui uma localizacéo privilegiada (fora
da caixa craniana) o que facilita em muito sua obtengéo para a realizagéo de
diferentes tipos de experiéncias. Quando se isola este tecido sabemos que
temos uma populagdo formada de células da retina e que ndo temos outras
populagBes de células de outras estruturas do sistema nervoso. Além disso, a
retina possui uma circuitaria de neurotransmissores e de citocinas muito
elaborada que a coloca na posigdo de um excelente modelo experimental para
0 estudo do desenvolvimento, da diferenciacdo e da fisiologia de células do
sistema nervoso central, tanto in vivo quanto in vitro (Dowling, 1991).
Acrescente-se a isso o fato da relagdo entre a retina e seus alvos centrais de
projecao estar amplamente documentada, tanto em animais adultos quanto em

desenvolvimento (Carter et al., 1991).



Em ratos neonatos a retina se apresenta ainda numa fase de proliferagéo e

de diferenciagdo. Neste periodo é possivel observar uma extensa neurogénese

sendo que apenas os precursores das células ganglionares, amécrinas e dos

cones ja sairam do ciclo proliferativo. Dados da literatura demonstram que

diversos fatores, como EGF, BDNF, FGF entre outros, sdo responsaveis pelo

controle tanto da proliferacdo como da diferenciacdo de células da retina

(Cepko, 1993). Na fase madura, este tecido apresenta uma organizagdo em

multiplas camadas de corpos celulares (camadas nucleares) e de comunicagéo

sinptica (camadas plexiformes) (figura 1).

Podemos, no tecido maduro, identificar as seguintes camadas celulares

(Cepko & Dyer, 2001, Bear et al., 2002):

Camada nuclear externa (CNE) — Estdo localizados nesta &rea os
corpos celulares dos fotorreceptores. Os segmentos externos destas
células contém os elementos de transducéo da retina (Faber & Adler,
1986 para reviséo);

Camada plexiforme externa (CPE) — Os prolongamentos dos
fotorreceptores, células bipolares e células horizontais fazem
conexdes entre si nesta regio;

Camada nuclear interna (CNI) — Encontram-se 0s corpos celulares
das bipolares, amécrinas, horizontais e de células ganglionares
deslocadas;

Camada plexiforme interna (CPI) — Local onde ocorrem as sinapses
entre os prolongamentos das células bipolares, amacrinas e

ganglionares;



e Camada de células ganglionares (CCG) — Encontram-se 0s corpos

celulares das ganglionares e de amacrinas deslocadas.

Este tecido origina-se a partir do ectoderma neuronal, que no embriéo
originara as demais areas cerebrais. Embora tenha os mesmos tipos de
elementos funcionais e neurotransmissores encontrados em outras areas do
SNC, a retina apresenta em sua composi¢do 5 classes neuronais e, em geral,
apenas um tipo de célula glial, a célula de Miiller. Oligodendrécitos estdo
completamente ausentes na retina da maioria das espécies e o0s astrocitos
estdo presentes apenas nas camadas de fibras do nervo 6ptico de mamiferos

(Newman & Reichenbach,1996).

A génese do tecido retiniano € controlada por fatores mitéticos e por
fatores de diferenciagdo. Os estudos da neurogénese da retina de ratos
demonstram que a populagdo de células ganglionares € sempre a primeira a
ser gerada, entre E14 e E20 (Reese & Colello, 1992). As células amacrinas tém
seu aparecimento entre E14 e PO. As células bipolares e os bastonetes surgem
entre E20 e P13. As células de Miller, por sua vez, sdo geradas entre E20 e
P13. A populacéo de células horizontais se forma entre E16 e E18 e por fim

surgem os cones entre E15 e PO (Cepko, 1993).
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Figura 1. Esquema representativo da retina em diferentes etapas do desenvolvimento. Na
parte superior da figura (A), observa-se um animal PO e um esquema de sua retina. Podemos
visualizar uma grande populacdo de neuroblastos e apenas uma camada de células ja
formada, a camada de células ganglionares. Na parte inferior (B), observa-se uma fotografia de
um animal adulto e o esquema da retina ja totalmente formada exibindo uma estratificagdo em
camadas: CNE (camada nuclear externa); CPE (camada plexiforme externa), CNI (camada
nuclear interna), CPI (camada plexiforme interna), CCG (camada de células ganglionares).



1.2 Morte Celular

O processo de génese dos tecidos compreende fenébmenos de proliferagéo,
de diferenciacdo e de morte celular (ndo obrigatoriamente nesta sequéncia).
Além disso, durante toda a vida adulta, a homeostasia deve ser mantida e
dependendo do tecido estudado esses fendmenos podem naturalmente
ocorrer. Por muitos anos, as pesquisas foram voltadas para o conhecimento
dos mecanismos envolvidos tanto nos fenémenos de proliferacdo como de
diferenciacé@o e pouca atencédo foi dada & andlise dos processos envolvidos na
morte celular. Talvez isso possa ser compreendido pela dificuldade da ciéncia
da época aceitar que, durante o desenvolvimento, processos regressivos
devessem ocorrer e que fossem de fundamental importancia. Para nds os
fendmenos regressivos séo perfeitamente compreendidos no escopo do
desenvolvimento, mas no inicio do século passado a realidade era outra

(Oppenheim, 1999; Buss et al., 2006).

Apesar da morte celular programada durante o desenvolvimento ter sido
descoberta em meados do século XIX, durante muitos anos foi deixada de lado
e até mesmo negada. Em meados do século 20, o termo “morte celular
programada” foi introduzido para se referir especificamente a morte celular
durante o desenvolvimento. A morte celular € um fendmeno comum a todos os
tecidos e ai se inclui o tecido nervoso. Existe na literatura um grupo de
pesquisadores que acredita ser este tipo de morte o padrdo celular de escolha
e somente quando a sinalizagdo do ambiente for adequada, essa degeneragéo

serd evitada (Zhivotovsky, 2004).



Até pouco tempo, pesquisadores pensavam que o fendbmeno de morte
celular programada tivesse uma relacdo direta com a multicelularidade
observada tanto em plantas como animais. Nesse contexto, ela apresentaria
uma fungdo adaptativa que através de um mecanismo de defesa eliminasse
células anormais que prejudicariam a sobrevivéncia do organismo. Em
metazodarios, essa explicacdo parece ser bem razoavel, € uma hipétese
adaptativa plausivel. Porém, como considerar a morte celular em protozoarios
unicelulares e procariontes? A resposta a essa pergunta € simplesmente
altruismo (levando-se em conta a nossa visao do processo). Esses organismos
normalmente vivem em colbnias ou em comunidades composta de clones, e a
morte de um individuo pode significar a manutencdo da sobrevivéncia da
espécie, por exemplo, em casos de escassez de nutrientes. A literatura
demonstra que este fendmeno regressivo ocorre desde esponjas até cordados
e em todos eles os eventos celulares caracteristicos do processo sdo muito

semelhantes (Buss et al., 2006).

7

A morte celular é a responsavel pelo processo de crescimento em
artropodes modulando o fenémeno de muda, a reducdo da cauda dos girinos e
o controle do tamanho de um 6rgdo em mamiferos. O interesse neste
fendmeno que vinha numa espiral ascendente, aumentou drasticamente
principalmente apds descoberta de genes pro- e anti-apoptoticos envolvidos na

regulacao deste processo (Buss et al., 2006).

Morte celular programada durante o desenvolvimento, pode ser definida
como uma perda celular espécie-especifica ou tecido-especifica, reproduzivel

espacial e temporalmente, a qual tem papel importante para o desenvolvimento



normal. O estudo da morte natural no sistema nervoso foi extenso durante a
década de 70 e inicio dos anos 80 (Cowan, 1979; Oppenheim, 1981;
Hamburger & Oppenheim, 1982). No sistema nervoso os estimulos troficos que
levam a sobrevivéncia das células que o constituem, podem vir de células alvo,
aferentes, gliais e também da prépria célula através de um mecanismo de
sinalizagdo autdcrina (Buss, et al., 2006). A pesquisa e o interesse acerca
desse evento tém sido cada vez maiores, uma vez que esta diretamente
relacionado a fendmenos regressivos que ocorrem durante o seu
desenvolvimento e a doengas neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer
(Oslon et al.,, 1994; Cowburn et al., 1996; Knusel & Gao, 1996; Mattson &

Furukawa, 1996).

J& que os mecanismos de morte durante o desenvolvimento em condicdes
fisiologicas e em alguns processos patologicos apresentam caracteristicas
comuns, hoje muitos pesquisadores usam o termo “morte celular programada”
e “apoptose” como sindénimos (Zhivotovsky, 2004). Porém, outros tipos de
morte também podem ser citados, como a morte celular necrética. Seus
mecanismos sdo diferentes, apesar de poderem ser deflagrados por fatores
similares. As diferengas entre necrose e apoptose ndo se baseiam apenas na
morfologia, mas também nas mudancas bioquimicas que acontecem na célula.
Enquanto na apoptose n&o ha reacao inflamatéria facilmente identificada, na
necrose, definida como uma morte passiva, h4 uma resposta inflamatoria

importante (Helewski et al., 2006).

O termo apoptose (que ja& havia sido cunhado anteriormente) foi

primeiramente usado por Kerr, Wyllie e Currie em 1972, para descrever uma



forma de morte celular morfologicamente distinta da necrose que ja era bem
caracterizada nesta época (Elmore, 2007, para revisao). Este estudo produziu
evidéncias de que existiam pelo menos dois tipos distintos de morte celular: O
primeiro tipo € conhecido como necrose, uma forma “violenta” e rapida de
degeneragcdo afetando uma extensa populacdo celular, caracterizada por
extravasamento do citoplasma, destruicAo de organelas e rompimento da
membrana plasmatica, levando a liberagdo do contetdo intracelular e
inflamag&o. O segundo tipo de morte, a apoptose, é a forma de morte celular
programada mais estudada, e é caracterizada por uma variedade de aspectos
morfolégicos e bioquimicos, tais como condensacdo do nicleo e citoplasma,
ativacao de proteases (caspases) e nucleases, que respectivamente degradam
proteinas celulares e DNA, e a fragmentagdo de células em corpusculos
apoptoticos que sdo rapidamente fagocitados pelas células vizinhas. Este
mecanismo de defesa biologicamente conservado durante a evolugédo pode ser
agrupado em quatro fases com sobreposicdo de alguns componentes

(Domingos & Steller, 2007) como descrito a seguir:

I O inicio ou fase inicial: um estimulo provoca ou inicia a resposta

apoptotica. Este pode ser um sinal externo mediado por
receptores de superficie ou pode ser originado dentro da célula
por agdo de uma droga, toxina ou radiacgao;

il. Fase de transducdo do sinal: A detec¢do de um sinal ou estagio

metabdlico e a transdugdo de qual via de sinalizacdo que vai
ativar a maquinaria de morte celular;

iii. A fase efetora: Ativagdo de proteases e destruicdo coordenada

da célula a semelhanca de um mecanismo de imploséo;
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iv. A fase poés-mortem: A cromatina e o DNA celular sao

degradados. In vivo as células mortas sdo reconhecidas e

englobadas por outras células.

Esta via pode ser resumida esquematicamente da seguinte forma:

Indutores de sinal de morte —==s Receptores ===  Adaptadores ==

Reguladores (proteases de primeira ordem) ===  Reguladores (proteases

de segunda ordem) Apoptose (Chowdhury et al., 2006).

A morte celular por apoptose pode ser observada em sua seqiéncia por
microscopia. In vitro suas caracteristicas incluem a diminuicAo do volume
celular, convolugdo da superficie e formacdo de protuberancias com
“buddings”, e subsequente formacdo dos corpos apoptoéticos. A formagéo das
bolhas citoplasméticas e a redugéo dos corpos apoptéticos devido a fagocitose
por macréfagos sdo também rapidamente detectados através desta técnica

(Kajta, 2004; Chowdhury et al., 2006; Elmore, 2007).

Por ser um processo fisiol6gico, a morte celular é bem regulada. Varias
proteinas sdo responsaveis por essa regulacédo, dentre as principais, podemos
destacar as caspases. As proteinas apoptoéticas tém sua atividade altamente
regulada e neste contexto destacam-se as proteinas inibidoras de apoptose
referenciadas pela sigla vinda do inglés IAP (LeBlanc, 2003; Chowdhury et al.,
2006). Outras familias de proteinas que regulam este fendmeno merecem
destaque como a da Bcl-2, do TNF e da p53 (Chowdhury et al., 2006) conforme

podemos ver na figura 2.



Mitochondria

Cytochrome ¢ @

Figura 2. Receptores e proteinas envolvidas no fenémeno da apoptose. Podemos
visualizar a participacéo de proteinas, organelas e nicleo neste processo degenerativo.

(http://lwww.biooncology.com/bioonc/images/apoptosis-image-1g.jpg).

Apoptose € um processo que pode ser ativado por vias extrinsecas (por

meio de receptores de morte celular, ver tabela 1), por vias intrinsecas ativando
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mudancas mitocondriais (por radiacdo, toxinas, hipdxia, etc.), por via de
liberagdo de perforinas (células T citotoxicas) e por ativagdo do reticulo
endoplasmatico (Elmore, 2007; Jeong & Seol, 2008). H4 também vias que séo
independentes da ativagdo de caspases e envolvem proteinas como a AlF,

EndoG e LDNAsell (Guimarées & Linden, 2004).

Uma vez estimulados por seus respectivos ligantes (tabela 2), os
receptores de morte celular ativam adaptadores levando a ativacdo das
caspases iniciadoras, como a caspase 8, que por sua vez ativa uma caspase
executora, a caspase 3, levando as alteragbes morfologicas ja descritas neste

trabalho (Yaginuma et al., 2001; Elmore, 2007).

Através da via intrinseca (figura 3) ocorrem mudancas na mitocdndria,
formacéo de apoptossomas, que levam a ativagdo de uma caspase iniciadora,
a caspase 9. Esta por sua vez, ativa a executora, a caspase 3, levando a

apoptose (Elmore, 2007).

Abbreviation Protein Name Select Alternate Nomenclature
TNF-« Tumor necrosis factor alpha TNF ligand, TNFA, cachectin

TNFRI Tumor necrosis factor receptor 1 TNF receptor, TNFRSFIA, p55 TNFR, CD120a

FasL Fatty acid synthetase ligand Fas ligand, TNFSF6, Apol, apoptosis antigen ligand 1, CD9SL, CD178, APT1LGI
FasR Fatty acid synthetase receptor Fas receptor, TNFRSF6, APT1, CD95

Apo3L Apo3 ligand TNESFI12, Apo3 ligand, TWEAK, DR3LG

DR3 Death receptor 3 TNFRSF12, Apo3, WSL-1, TRAMP, LARD, DDR3
ApolL Apo2 ligand TNFSF10, TRAIL, TNF-related apoptosis inducing ligand
DR4 Death receptor 4 TNFRSF10A, TRAILRI, APO2

DRS Death receptor 5 TNFRS10B, TRAIL-R2, TRICK?2, KILLER, ZTNFR9
FADD Fas-associated death domain MORT]

TRADD TNF receptor-associated death domain TNFRSFIA associated via death domain

RIP Receptor-interacting protein RIPK1

DED Death effector domain Apoptosis antagonizing transcription factor, CHE1
caspase-8 Cysteinyl aspartic acid-protease 8 FLICE, FADD-like Ice, Mach-1, Mch$

c-FLIP FLICE-inhibitory protein Casper, I-FLICE, FLAME-1, CASH, CLARP, MRIT

Tabela 1. Proteinas da via extrinseca, abreviaturas e nomeclatura alternativa

(Retirado de Elmore, 2007).
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Estimulacdo por perforinas leva a ativacdo de granzimas B ou A que
podem ativar a caspase iniciadora 10 ou ao complexo SET, respectivamente.
Uma vez ativa, a caspase 10 ativa a executora, a caspase 3, levando a
apoptose. JA o complexo SET leva diretamente a clivagem do DNA, um

caminho caspase independente (Linden & Guimaraes, 2004; Elmore, 2007).

Nem todas as células respondem ao mesmo estimulo. Irradiagéo e
drogas usadas no tratamento do cancer resultam em dano no DNA de algumas
células as quais sdo levadas a morte apoptotica através de uma via
dependente de p53. Alguns hormdnios, tais como corticosterdides, podem
provocar em algumas células, como os timécitos, o aumento da apoptose
espontanea, embora outras células ndo sejam afetadas (Elmore, 2007). Como
existem varias vias de inducéo da apoptose € perfeitamente compreensivel que
hajam diferengas nos mecanismos de inducéo desta resposta causando assim

as diferencas entre as células.

Extrinsic Pathway Intrinsic Pathway Perforin/Granzyme
radiation, toxins, hypoxia, etc. Pathway
* Cytotoxic T cells

i

death ligand —a_
death receptor -

/ l perforin

adaptors mitochondrial changes (MPT) / \
granzyme B granzyme A

disc formation apoptosome forms 1
caspase 8 activation caspase 9 activation caspase 10 SET complex
\ * / activation
caspase 3 activation
(Execution Pathway) DNA cleavage
i

endonuclease activation — degradation of chromosomal DNA
protease activation — degradation of nuclear and cytoskeletal proteins — cytoskeletal reorganization

cytomorphological changes:
chromatin and cytoplasmic condensation, nuclear fragmentation, etc.

formation of apoptotic bodies

Figura 3. Diferentes vias de ativagcao e controle da apoptose

(Retirado de Elmore, 2007).
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Um terceiro tipo de morte celular estudado é a autofagia. Este tipo de morte
ocorre em muitos tipos de células eucaridticas. Durante esta morte, partes do
citoplasma e de organelas intracelulares sdo sequestradas em vacuolos
autofagicos (denominados autofagossomas) e sdo direcionadas entdo, aos
lisossomas para sua total degradacdo. A autofagia € um processo altamente
regulado capaz de eliminar organelas danificadas, ou em excesso (Linden &

Guimarées, 2004; Maiuri et al., 2007).

A autofagia tem sido descrita tanto como meio de resistir & escassez de
nutrientes, quanto parte de um remodelamento durante a diferenciagéo,
metamorfose, envelhecimento, transformacao celular, mudancas fisioldgicas
em 6rgdos tais como, crescimento do Gtero durante a gravidez e atrofia apés o
nascimento do feto; bem como renovacdo de componentes anémalos que

acumulam danos toxicos (Linden & Guimardes, 2004).

No sistema nervoso, por exemplo, sinais morfolégicos de autofagia séo
observados em processos fisiolégicos, tais como renovacdo de segmentos
externos dos fotorreceptores da retina pelo epitélio pigmentado (Reme et al.,

1999).

1.3 Células Ganglionares da Retina

O periodo de morte celular natural das células ganglionares da retina (CGR)
de ratos se d& entre PO e P10, sendo que nos cinco primeiros dias pos-natais
ocorre a maior taxa de morte (Linden & Perry, 1982). Entretanto, ap0s axotomia

80% das CGR de ratos morrem, por apoptose, nas primeiras 24h (Rabacchi et
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al., 1994). Logo, os estudos acerca dos fatores que controlam a sobrevida das
células ganglionares da retina de ratos em cultura, tém que levar em
consideracd@o o fato de que para a realizacdo destas experiéncias as células

ganglionares séo obrigatoriamente axotomizadas.

Somente na década de 70 a primeira cultura de células da retina de
mamifero foi obtida e assim comecaram o0s estudos que analisaram a

sobrevida das células ganglionares in vitro (Linden et al, 2005 para revisdo).

J& foi demonstrado que durante o desenvolvimento as CGR séo
dependentes de diferentes fatores troficos. In vitro foi demonstrado o papel do
BDNF em CGR de diferentes espécies. Ja a NT-4 parece ser eficiente somente
em células ganglionares de ratos (von Bartheld, 1998). Em culturas de células
ganglionares purificadas foi observado que os niveis de AMPc regulam o efeito
tréfico de inUmeras citocinas tais como:BDNF, NT-4/5, CNTF, LIF, FGFb e

TGFB (Meyer-Franke et al., 1995).

Células de Miller liberam fatores troficos que aumentam a sobrevida das
células ganglionares de ratos neonatos em cultura (Raju & Bennett, 1986).
Esses fatores poderiam agir durante o desenvolvimento e maturagéo da retina,
bem como poderiam ser potentes agentes terapéuticos em doengas

degenerativas e apos lesdo de nervo dptico (von Bartheld, 1998).

Em 1986, Lipton descreveu o efeito do bloqueio da atividade elétrica sobre
a sobrevivéncia das células ganglionares da retina de ratos “in vitro”. O seu
trabalho demonstrou que quando a atividade elétrica era suprimida, havia um
aumento da morte celular. Em 1990, Araujo e Linden demonstraram o efeito de
meio condicionado, obtido a partir da manutengdo de agregados de células
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retinianas, na sobrevivéncia das células ganglionares mantidas em cultura de
monocamada. Os autores observaram que a presenca do meio condicionado

[1H

aumentava significativamente a sobrevivéncia das células ganglionares “in
vitro”. Os dados obtidos com os trabalhos de Araujo e Linden em 1993,
juntamente com outros trabalhos da literatura (Okado & Oppenheim, 1984),
permitem concluir que a regulagdo do processo de morte celular natural

exercida pelas células aferentes ndo se limita apenas ao controle da atividade

elétrica, mas também pela presenca de moléculas sinalizadoras.

Agentes despolarizantes também sdo capazes de aumentar a sobrevida
das células ganglionares de ratos em cultura. A veratridina, um antagonista da
inativagdo de canais de sodio dependentes de voltagem, promove uma
despolarizacdo que induz um aumento na sobrevida das CGR. Esse efeito ndo
depende do célcio externo, mas sim do célcio interno, pois é abolido por
quelantes intracelulares de calcio e bloqueadores da liberacdo de estoques
internos de calcio, ativagdo das enzimas tirosina cinases. O efeito da
veratridina também é abolido pelo bloqueio da proliferacdo celular, e pelo

bloqueio dos receptores muscarinicos do tipo M; (Pereira e Araujo, 2000).

O papel do sistema colinérgico no aumento da sobrevida das CGR foi
avaliado por Pereira e colaboradores em 2002. Eles demonstraram que a
estimulacdo por agonistas colinérgicos aumentam a sobrevida das CGR em
cultura e que o bloqueio dos receptores M; abole totalmente esse efeito. O
efeito da estimulacdo colinérgica é abolido pela inibicdo dos receptores Trk e
pela inibicdo da secrecdo vesicular de polipeptideos. Esses resultados
sugeriram aos autores que a atividade elétrica poderia mediar a liberacdo de

fatores troficos capazes de regular a sobrevida das CGR. Esses dados estéo
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de acordo com outros dados da literatura que demonstram o envolvimento de
neurotransmissores na liberacdo de fatores tréficos de células do tecido

neuronal (Berzaghi et al., 1993; Elliot et al., 1994).

A via da proteina cinase C (PKC) também esta envolvida no controle da
sobrevida das CGR. Santos e Araujo, em 2000, mostraram que a ativagao da
PKC, através do PMA (acetato de forbol miristato), tem papel importante na
sobrevida das CGR mantidas em culturas mistas por 48 horas. Em 2005,
Corréa e colaboradores demonstraram que a ouabaina aumenta a sobrevida

das CGR de forma dose-dependente sendo seu efeito mediado pela PKC.

H& algum tempo vem sendo demonstrado o efeito tréfico da eritropoetina
(EPO) no SNC (Jelkmann & Metzen, 1996). Estudos mostraram a expresséo da
EPO e do seu receptor EPOR na retina e no cérebro (Bocker-Meffert et al.,
2002; Marti et al., 1996). Estes receptores sdo encontrados no corpo celular e
nos dendritos das CGR, sendo que a axotomia ndo interfere na sua expressao.
De forma interessante, apds a axotomia, ocorre o resgate das CGR quando a
EPO é oferecida de forma exdgena. O efeito € mediado pela PI3 cinase e pela
inibicdo da ativagéo da caspase 3 (Weishaupt et al., 2004). Outros trabalhos
mostram que, apds axotomia, a estimulacdo dos EPOR resulta na ativagdo das
vias da PI3 cinase e da ERK-1/2 em CGR em degeneracdo. No entanto,
apenas a ERK- 1/2 confere neuroprotecéo as células, nédo tendo a participagdo

da PI3 cinase nesse efeito (Kilic et al., 2005).

Estudos demonstraram que a administracdo de G-CFS (fator de
estimulacdo de coldnia de granuldcitos humanos), induz neuroprotecao apos o

esmagamento do nervo Optico de rato. Os efeitos neuroprotetores da
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administragdo do G-CFS podem envolver tanto processos anti-apoptoticos
como anti-inflamatérios (Tsai et al., 2008). Em investigacdes sobre as
mudancgas temporais nos sinais de sobrevida e morte das CGR, ap0s
esmagamento do nervo optico, foi observada uma diminuicdo do nivel pAKT
em CGR de ratos apés 2-3 dias do esmagamento do nervo Optico.
Subsequente a este fato ocorre um aumento na atividade da Bax e caspase -3
depois 6-7 dias apds a les@o. Foi caracterizado também a diminuicdo dos
niveis de IGF-1 dois dias antes do decréscimo na atividade da AKT.
Paralelamente, a suplementagdo com IGF promove sobrevida celular e
crescimento de neuritos em cultura de explante das CGR de ratos (Homma et

al., 2007).

Torres e Araujo, em 2001 demonstraram que o tratamento de culturas
mistas de células retinianas com a interleucina 6, aumenta a sobrevida das
CGR apo6s 48h “in vitro”. O efeito da IL-6 € mediado pelo influxo de célcio
através dos canais de calcio dependentes de voltagem do tipo L, ativacéo da
proteina cinase C, mas ndo da ativagdo da proteina cinase A. O aumento da
sobrevida das CGR pela IL-6, € abolido por bloqueadores dos receptores

tirosina cinase, e por bloqueadores da MEK e PI-3 cinase.

Dados prévios do nosso laboratério demonstraram que o tratamento de
culturas mistas de células da retina com IL-2 (50U/mL) ou com IL-4 (5U/mL),
por 48h, induz um aumento da sobrevida das CGR de maneira dose -
dependente. O efeito da IL-2 ndo foi abolido pelo bloqueio da atividade
colinérgica e também ndo foi afetado pela inibicAo da proliferacdo celular,
porém o efeito da IL-4 depende tanto da atividade colinérgica como da

proliferagéo celular (Sholl-Franco et al., 2001).
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1.4 Citocinas

Apesar de alguns aspectos da comunicagdo entre neurdnios, como
transmissdo sinaptica e sinalizagdo neurotrofica serem altamente
especializados e restritos ao sistema nervoso central, outros ndo séo. Todos 0s
orgaos e tecidos em vertebrados regulam seu crescimento e funcéo através de
moléculas de sinalizagdo difusas. Em muitos tecidos, a expressdo dessas
proteinas estd aumentada em resposta a lesdo, inflamag&do ou crescimento
tumoral. Em 1974, Stanley Cohen prop6s que fatores inibitérios de migragéo e
fatores quimotaxicos derivados de células linfociticas ou ndo, seriam agrupados
em e pertenceriam a familia das citocinas (“fatores de movimento celular”)

(Johnson, 1999 para revisao).

As citocinas séo polipeptideos de pequeno peso molecular, que podem ser
secretadas por diversos tipos celulares e possuem diversas agdes no
crescimento e diferenciacdo celular, em respostas imunes e inflamatérias, e em

vérios sistemas fisioldgicos e patoldgicos (Rothwell et al., 1996).

Estas moléculas foram inicialmente reconhecidas como mediadores
primérios da caquexia (oposto da obesidade, onde ndo ha& deposicdo da
gordura). Este efeito seria mediado por agbes tanto no sistema nervoso
periférico como no sistema nervoso central. Por este motivo, uma das primeiras
citocinas identificadas foi denominada “cachexina” (hoje conhecida como o

fator de necrose tumoral, TNF-a) (Rothwell et al., 1996).
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Este grande e crescente grupo de polipeptideos (pequenas proteinas)
compreende as interleucinas, as quimocinas, os fatores de necrose tumoral,
interferons, as neurotrofinas, os fatores estimulantes de colonias e os fatores
de crescimento (tabela 2). As citocinas modulam e medeiam respostas
sistémicas e apresentam papel em determinadas patologias do sistema
nervoso estando presentes em processos inflamatérios, causados por

infecgbes e por lesdo (Rothwell & Luheshi, 1994).

As citocinas tém trés mecanismos de agao gerais:

i. Pleiotropismo
E a habilidade de ter uma variabilidade de efeitos em diferentes tipos
celulares;

ii. Redundancia
Capacidade de vérias citocinas mediarem um efeito comum;

iii. Sinergismo e antagonismo entre elas

Elas podem induzir ou inibir a sintese de outras citocinas.
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FAMILIAS

MEMBROS

ATIVIDADE BIOLOGICA

NEUROTROFINAS

NGF, BDNF, NT-3, NT-4/5,

NT-6

Sobrevivéncia e diferenciagdo neuronal.

CITOCINAS

HEMATOPOIETICAS

CNTF, LIF, CT-1, ONCOM,

IL-6, IL-11,NT-1 etc

Sobrevivéncia de neurbnios ciliares,

aumento das propriedades colinérgicas.

FATORES DE

CRESCIMENTO DO

TECIDO

GDNF, TGF-a, TGF-g,
FGFs, IGF-1a, IGF-18, IGF-

2, EGF, PDGF

Proliferagdo celular e diferenciagdo em
diversos 6rgdos e tecidos, diferenciacdo
celular dopaminérgica induzir a sitese de

NO.

INTERLEUCINAS

IL-1a, IL-1B, IL-1ra, IL-2 até

Imunorregulagdo, diversas atividades no

IL-35 sistema imune
FATORES DE NECROSE | TNF-a, TNF-8 Citotoxicidade tumoral
TUMORAL
QUIMOCINAS Eotaxina 1, MCAF, MGSA, | Quimiotaxia leucocitica e ativa¢éo celular
RANTES, NAP-1,NAP-2,
MIP-1, IL-8
FATORES G-CSF, M-CSF, GM-CSF Proliferag&o celular hematopoiética
ESTIMULANTES DE
COLONIA
INTERFERONS IFN-a, IFN-B, IFN-y InibicAo de replicagdo viral, crescimento

celular ou imunorregulacéo

Tabela 2. As diferentes citocinas e suas ac¢8es (adaptado de Johnson, 1999).

20




1.5 Historico e caracteristica molecular da IL-4

A molécula que hoje denominamos de interleucina-4 foi descoberta em
1982 (Paul, 1987). Inicialmente ela recebeu a denominacédo de fator de
crescimento de células B devido a sua habilidade de induzir a proliferacéo de
linfécitos B de camundongos estimulados com anticorpos anti-IlgM.
Posteriormente, foi observado que esta molécula era capaz de induzir a sintese
de moléculas de MHC de classe Il e aumentar a responsividade a anticorpos
anti-lgM, e entéo, passou a ser chamada de fator estimulatério de células B —
1. Esta ultima designacao foi substituida por interleucina 4 devido a sua acéo
pleiotrépica e pelo fato dela poder agir em outras células que néo os linfocitos

B (Paul, 1991).

A interleucina 4 € produzida por células T helper 2 (Th2) ativadas, basofilos,
mastécitos, eosindfilos e também por um subconjunto de células T
especializadas, algumas das quais expressam NK1.1 e parecem ser
especificas para células T CD-1 (células T natural killers). A literatura ja
demonstrou que células T y/d também sdo capazes de sintetizar IL-4 (Nelms et

al., 1999; Paludan, 1998).

J& houve um tempo em que a literatura apresentava uma familia de
citocinas denominada de Familia da Interleucina 4 (IL-4, a IL-5, 0 GM-CSF e a
IL-3). Essa classificacdo deveu-se ao fato dessas moléculas apresentarem, por
vezes, efeitos similares e serem frequentemente co-expressas. Entretanto, o
grau de homologia entre esses polipeptideos é baixo o que fez com que esta

classificagdo cunhada por Boulay and Paul, 1992 fosse revista. Hoje estas
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moléculas sdo classificadas de acordo com a tabela 2 desta dissertacao,
obedecendo a um critério de homologia e efeitos no sistema imune e em outros

sistemas (Steinke & Borrish, 2006).

A interleucina 4 é uma pequena proteina glicosilada, com aproximadamente
129 aminoécidos e peso molecular de aproximadamente 15kDa (Choi & Reiser,
1998). A estrutura tridimensional da IL-4 humana ja foi descrita e ela apresenta
quatro estruturas em alfa hélice. A alfa hélice A (hélice N-terminal) e a hélice C
estdo conectadas as hélices B e D, respectivamente, por longas alcas como

representado na figura 4 (Paul & Boulay, 1992).

Figura 4. Estrutura tridimensional da molécula interleucina 4 humana.

(http://arginine.chem.cornell.edu/Structures/StructurePictures/2INT.jpg)
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1.6 Perfil Filogenético da molécula de IL-4

Como um representante dos vertebrados inferiores e um elo de ligagéo
evolutivo com vertebrados superiores, o peixe tem sido modelo de estudo para
a origem e evolugcédo de moléculas sinalizadoras e do sistema imune. Acredita-
se que 0S peixes possuam sistema imune inato, no entanto o0 sistema
adaptativo é incompleto (Li et al., 2007). A proteina codificada de IL-4 em
baiact, por exemplo, apresenta uma homologia de 11 a 16% quando
comparada a IL-4 de mamiferos. Dados da literatura demonstram que esta
citocina esta presente de forma constitutiva em diferentes partes do organismo
como o rim, o bago, o figado, o cérebro, o0 masculo esquelético e o coragéo (Li
et al., 2007). Em suinos, por exemplo, Nuntaprasert e colaboradores em 2005
demonstraram um cDNA codificando 135 aminoacidos, com homologia entre

63 e 42%, com a IL-4 de humanos e de camundongos respectivamente.

Na molécula de interleucina 4 existe um residuo de cisteina que é altamente
conservado entre as espécies. Quando comparamos a homologia entre
humanos, camundongos e ratos, observamos que ela é de 100%. J& entre
cées e gatos ela é de 89% e entre humanos e cavalos ela é de 98% (figura 5).
Esta caracteristica mostra ndo s6 a importancia deste residuo quanto a
conservacdo principalmente entre as espécies de mamiferos (Odbileg et al.,

2004).
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Figura 5. Perfil filogenético da IL-4. A homologia entre diferentes espécies mostram que

o residuo de cisteina € bem conservado na evolucdo (Odbileg et al. 2004).

1.7 ReceptordelL-4

Os receptores de IL-4 estdo presentes em células hematopoiéticas,
endoteliais, hepéticas e nervosas. S0 normalmente expressos em numero de
100 a 5000 por célula. Para que haja a sinalizagdo da IL-4 é necessario haver
uma associacao de receptores na forma de homodimeros ou de heterodimeros
e dependendo das associacdes poderdo ser deflagradas cascatas de
sinalizacado distintas. A subunidade alfa (IL-4Ra) apresenta peso molecular de
140kDa e a ligagdo da IL-4 a esta subunidade se da com grande afinidade.

Normalmente, em situagdes fisioldégicas, ocorre a heterodimerizacdo com a
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subunidade gama (yc) como pode ser observado na figura 6. Esses receptores
recebem a denominacdo de receptores de classe I. Apesar da subunidade yc
aumentar modestamente a afinidade do complexo IL-4R para IL-4, esta
associacdo parece ser necessaria para que as cascatas de sinalizagédo

intracelulares sejam ativadas (Nelms et al., 1999).

A subunidade a do receptor de IL-4 em murinos, € uma cadeia longa com
785 aminodcidos e possui uma regido citoplamatica com 553 aminoécidos. A
regido citoplasmética apresenta residuos altamente conservados quando
comparamos subunidades alfa de diferentes espécies (Keegan & Pierce, 1994;
Nelms et al., 1999). Em particular, existem cinco residuos de tirosina na regiao
citoplasmética que sdo altamente conservados sugerindo que estas regides
sejam muito importantes. Uma sequéncia rica em prolina, na regido da
membrana proximal da IL-4Ra, denominada “box 1 motif’ € encontrada em
varios membros da familia das hematopoietinas. Uma regido acidica

subjacente ao “box 1 motif” & similar a regido do receptor B de IL-2 que tem a

propriedade de interacdo com as cinases da familia Src (Paul et al., 1999).

O receptor de IL-4 da classe Il é um complexo que envolve a
heterodimerizagéo da subunidade alfa do receptor de IL-4 com a subunidade
alfa 1 do receptor de IL-13. Este complexo € também um receptor funcional
para IL-13. E importante ressaltar que a IL-13 compartilha 25% de homologia
com a IL-4 e isto explica a sobreposicdo dos efeitos biol6gicos dessas duas
interleucinas. Este complexo ndo é encontrado em células T e € mais ativo em
células regulatdrias, macréfagos e células dendriticas que medeiam a
hipersensibilidade e secre¢cdo de muco das vias aéreas. A subunidade alfa 1 do
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receptor de IL-13 contem um dominio extracelular N-terminal semelhante a
imunoglobulina (D1), que ndo é encontrado em outros receptores da subfamilia
YC, € que é requerido para a sinalizacao da IL-13, mas ndo da IL-4 (LaPorte et

al., 2008) (Figura 6).
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Figura 6. Receptores para a IL-4. Vias de sinalizacdo ativadas pelos receptores de IL-4. O
receptor de classe | é formado pelas subunidades IL-4Ra e yc. O receptor de classe Il é

formado pelas subunidades IL-4Ra e IL-13a1.

(http://www.som.soton.ac.uk/research/iir/Groups/respiratory/Growth _factors/il4-13.jpg).

1.8 Sinalizacéo da IL-4

E preciso que se tenha em mente que nenhuma das subunidades do

receptor de IL-4 apresenta atividade tirosina cinase, mas ativam cinases
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citoplasméticas associadas ao receptor para iniciar a transducdo do sinal
(Figura 7). A familia Janus kinases (Jak) que compreende tirosinas cinases
citoplasmaéticas, desempenha um importante papel na sinalizagdo desses
receptores (Nelms et al., 1999). Dados da literatura mostram que os membros
da familia Janus cinases, Jak-1, Jak-2, Jak-3 e Tyk2, séo ativados apo0s ligacao
de IL-4 ao seu receptor. Jak-1 parece se associar com a subunidade alfa,
enquanto a Jak-3 se associa a subunidade yc. Ao se ligar ao seu receptor, a IL-
4 é capaz de induzir a ativagdo por fosforilagdo da Jak-1 e da Jak-3 e
consequentemente a fosforilacdo de residuos de tirosina das subunidades do
receptor (Paul et al., 1999). Cinco residuos de tirosina na regido citoplasmatica
da subunidade alfa sdo potenciais sitios de fosforilagdo e subsequente
interacdo com proteinas de sinalizagdo “downstream” através de proteinas
homologas a Src 2 (SH2) ou dominios de ligacdo fosfotirosina (PTB) com essas

moléculas (Nelms et al., 1999).

A fosforilagdo e consequente ativacdo da Jak-3 leva a fosforilagdo de uma
outra proteina sinalizadora, a STAT6, que muda sua conformacgédo formando
homodimeros. Essa proteina é um fator de transcri¢cdo citoplasmatico latente,
recrutado para o receptor de IL-4 e ativado por fosforilagdo. Ao ser ativada a
STAT6 forma homodimeros, que sdo capazes de atravessar a membrana
nuclear e entdo podem influenciar a transcricdo de genes responsivos ao
estimulo pela IL-4 (Shimoda et al., 1996; Kaplan et al., 1996; Wuster et al.,
2002). Tem sido demonstrado também a participac@o de outras duas proteinas
da famila STAT na sinalizacdo por IL-4, a STAT-3 e a STAT-5. A fosforilagdo
destas moléculas esta relacionada com a supressao da apoptose em diferentes

populacdes celulares (Leonard & O’Shea, 1998).
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Estudos comparativos das vias de sinalizagédo ativadas por IL-4 e IL-13 em
células hematopoiéticas observaram a presenca de uma proteina de 170 kDa
que é ativada pelos receptores de classe Il. Esta proteina foi inicialmente
denominada substrato de fosforilagdo de IL-4 (4PS), e foi comparada ao
substrato do receptor de insulina 1 (IRS-1), que é fosforilado em resposta ao
tratamento de células n&o-hematopoiéticas com IGF-1. Em vista da
semelhanca entre essas duas proteinas, 4PS e IRS-1, a primeira passou a ser

designada IRS-2 (Keegan and Pierce, 1994; Nelms et al., 1999).

Estudos in vitro demonstraram que a ativacdo via IRS-2 pela IL-4 esta
envolvida tanto na regulagdo de sinais mitogénicos (através de
heterodimerizacdo com a proteina GRB-2 e ativacdo da via da Ras/MAPK)
como em respostas anti-apoptoticas (mediante ativacdo da proteina AKT via

PI-3 cinase) (Zamorano et al., 1996; Ryan et al., 1996, Nelms et al., 1999).

Estudos com agentes farmacologicos, que mimetizam os efeitos na
expressdo génica induzidos pela IL-4 em células B, mostram que a ativagédo
das vias de PKA e PKC s&o necessarias para que ocorra a expressdo de CD23
(Finney et al.,, 1990) ou CD25 (Mckay & Cushley, 1996). Em células B
tonsilares de humanos, o aumento dos niveis de AMPc e a ativagdo de PKA
induzidos pela IL-4 atenuam a atividade de NRE-BP, que € responséavel pela
inibicdo da expressdo de CD-23 e CD-25. Desta forma o aumento na

expressdo se da através da inibicao das vias inibitérias (Mckay et al., 2000).

Os receptores podem ter sua atividade regulada por fosfatases de

fosfotirosinas. Essas proteinas removem o grupamento fosfato e desta maneira
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fazem com que residuos fosforilados do receptor ndo possam permitir a ligagéo
e conseqlente ativacdo de proteinas adaptadoras. Outra via envolve a
regulacdo negativa da via Jak-STAT, pelas moléculas CIS (para via SH2),
SOCS-1, 2, 3 (para supressores da sinalizagdo da citocina) e SSI-1 (para
inducéo de inibidor de STAT). H4 ainda, a regulacdo negativa da via Ras/Map
cinase, resultante da ativacdo por IRS-1/2. As proteinas p62°* e a FRIP
interagem com a proteina que ativa a Ras GTPase (RasGAP) (Paul et al.,

1999).
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Figura 7. Vias de sinalizacdo da IL-4 (http://www.biolegend.com/pop_pathway.php?id=43)
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1.9 Acdes GeraisdalL-4

Por ser uma molécula pleiotropica, a interleucina 4 age em diferentes tipos
celulares, particularmente, esta proteina tem um papel chave na resposta
imune. Quando de sua descoberta pensava-se que a IL-4 induzisse as células
B blasticas a entrarem na fase S do ciclo celular mas hoje sabemos que de fato
ela medeia a saida da fase G1 (Nelms et al., 1999). Esta citocina serve como
um fator de crescimento autdcrino e um fator de diferenciacdo e como
consequéncia é uma promotora para proliferacdo de células T imaturas e
diferenciacdo destas mesmas células em células efetoras (Choi & Reiser,

1998).

A IL-4 é responsével pela autorrenovagédo das células tronco em tumores do
cancer de célon, e bloqueando sua sinalizagdo pode-se direcionar este grupo
celular a estimulos apoptéticos oferecendo um possivel tratamento contra o

carcinoma de colon (Francipane et al., 2008; Todaro et al., 2008).

A interleucina 4 tem sido estudada extensivamente no contexto do
tratamento de doencas que afetam as vias respiratérias, tais como asma. Ha
evidéncias do aumento da concentragdo desta citocina em tais pacientes

(Church et al., 1994).

z

A interleucina 4 também é responsavel pela producdo de IgE em
camundongos em resposta a uma variedade de estimulos, que elicitam a troca
de classe da Ig e aumento da producdo de IgE. Camundongos tratados com

anti-corpos anti-IL4 sdo incapazes de promover a producdo de IgE, sendo o
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aumento desta classe a responsavel em casos de infecgées por nematodos

(Nelms et al., 1999).

Por fim esta citocina pode agir também de diversas formas em células
hematopoiéticas, seja inibindo o crescimento de macrofagos e aumentando sua
atividade citotoxica para certas ceélulas tumorais, seja estimulando o
crescimento de mastocitos. A IL-4 também aumenta a formacdo de colbnias
hematopoiéticas em &gar. Por exemplo, na presenca de G-CSF (fator de
estimulacdo de col6nia de granuldcito), ela aumenta a formacao de colbnias de
granuldcitos. Ela também aumenta a formacdo de coldnias de eritrocitos na
presenca de eritropoietina. Esses ultimos exemplos demonstram o efeito da IL-
4 na potenciacdo da acdo de outras citocinas. Na presenca de IL-1 pode
acentuar a producgdo de coldnias mistas contento eritrcitos, megacariocitos e

elementos mieldides (Nelmset al., 1999).

1.10 Interacdo da IL-4 com outras moléculas

Sendo a IL-4 uma molécula pleiotrépica, e considerando que in vivo
multiplas sinalizacbes ocorrem, é factivel que haja cooperagédo da IL-4 com
outras proteinas na geracdo de mdltiplas respostas. A estimulacdo tanto com
LPS, IL-1 e membros da familia TNF, por exemplo, e ativagdo de receptores de
antigenos dos linfécitos sdo capazes de atuar como sinais acessorios para
respostas mediadas por IL-4. A interleucina 4 € capaz de regular a producéo de
RANTES e IL-8 em células epiteliais da cornea de humanos. TNF-a é capaz de

promover a producdo dessas duas citocinas. No entanto, quando o TNF é
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administrado juntamente com IL-4 hd uma significativa reducdo da produgéo

tanto de RANTES quanto de IL-8.(Ghosh et al., 1998, Takano et al., 1999).

J& sdo bem estabelecidas as fung¢des biologicas da interleucina 4 em
humanos e seus efeitos nos macréfagos de suinos estimulados com LPS. E
bem estudada também a atividade desta interleucina em camundongos, ratos,

bovinos e caes (Nuntaprasert et al., 2005).

IL-4 e IL-13 por compartilharem receptores apresentam sobreposi¢cbes de
acOes tais como na regulacdo da proliferacéo de fibroblastos do pulméo (Lewis

et al., 2003).

Estudos in vitro, mostram que separadamente IL-4 e IL-10 podem inibir as
respostas inflamatérias em pacientes com atrite reumatdide, porém em
modelos experimentais in vivo o beneficio clinico de uma ou outra citocina no
tratamento dessa patologia € limitado. Isto ocorre pois ambas podem exercer
um papel tanto anti- quanto pro-inflamatério. No entanto, a combinacdo das
duas citocinas leva a um sinergismo e supresséo da inflamacéo e reverséo da

lesé@o causada por esta patologia (Van Roon et al., 2001).

A interleucina 4 possui efeitos antagdnicos ao IFN-y. Enquanto a primeira é
responsavel pela polarizagdo das células T ndo diferenciadas em células Th2,
o interferon é capaz de promover a diferenciacdo no tipo pré-inflamatério, Th1.
Ambas citocinas podem afetar a mudancga de classe do anticorpo e promover a
expressdo de receptores Fc diferencialmente, os quais afetam fortemente os

mecanismos efetores de producdo de anticorpos. As atividades dos
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macrofadgos podem ser induzidas ou potenciadas pelo interferon, tais como
expressdo de certas citocinas, moléculas de superficie e enzimas, todas

antagonizadas por IL-4 (Paludan, 1998).

No sistema imune a IL-2 é conhecidamente uma molécula pro-inflamatoéria
secretada por células T do tipo 1. A regulacédo da transformacao de células T
ndo diferenciadas (naives) € feita por citocinas. Uma vez ativadas pela
molécula de IL-2, as células T ainda indiferenciadas podem se diferenciar em
TH1 ou TH2 de acordo com a necessidade celular e a estimulagdo por uma
determinada citocina, entretanto, a IL-4 é a responsavel pela maturacdo das
células T naives em seu fenétipo anti-inflamatério TH2, e sua producao inibe o

fenotipo TH1 (figura 8).
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Figura 8. Ativacéo de células T naives e interagdo de citocinas anti e pro-inflamatérias. Células ThO
possuem o receptor de IL-4 e respondem a sua producdo, a diferenciacdo destas células depende da
resposta a inflamacé@o a ser dada. Uma vez que a resposta é pré-inflamatéria, IL-2 ou IL-12 s&o
produzidas e medeiam a diferenciacdo em um fendtipo Thl, se a resposta for anti-inflamatéria, a
producéo de IL-4 medeia sua transformacao no fenétipo Th2. (Rengarajan et al, 2000).
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1.11 IL-4 e suas fung¢des no Sistema Nervoso Central

Células do sistema nervoso central sdo capazes de sintetizar, secretar e
responder as interleucinas (Brodie et al., 1998; Lovett-Racke et al., 2000). Este
fato n&o apenas contribui para respostas imediatas a lesdes e para o processo
de resposta imunoldgica dentro do SNC, como também estd implicado na
regulacdo dos processos de desenvolvimento e diferenciacdo das células

presentes neste sistema (Sawada et al., 1995).

Dados da literatura demonstram que a IL-4 é capaz de suprimir a
inflamac&o no sistema imune (Ponomarev et al.,, 2007) e igualmente exerce
funcdo anti-inflamatoria no cérebro. Neste contexto a IL-4 inibe a producdo de
citocinas proé-inflamatérias como a IL-18 e o TNF-a (Lee et al., 1995; Mori et al.,
1995) e também antagoniza os efeitos do IFN-y no sistema nervoso (Fiorentino

et al., 1991).

Foi mostrado que tanto a neurogénese quanto a oligodendrogénese de
células progenitoras neurais adultas em camundongos sé@o bloqueadas pela
presenca de células da microglia em condi¢cdes de respostas inflamatorias.
Entretanto, quando a microglia é ativada por IL-4 o efeito é oposto, ou seja,
ocorre a neurogénese e a oligodendrogénese (Butovsky et al., 2005). Em
processos inflamatérios, a IL-4 pode inibir os efeitos da microglia (ativada pela
inflamacé&o) e desta maneira proporcionar um aumento na sobrevida (Park et

al., 2005).
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A IL-4 aumenta o numero de células GFAP positivas em cultura (Araujo &
Cotman, 1993), diminui a proliferagdo de astrocitos humanos (Estes et al.,
1993; Barna et al., 1995) e aumenta o efeito anti-proliferativo do TNF-a em

certas linhagens celulares de glioblastoma (lwasaki et al., 1993).

A IL-4 também é capaz de aumentar o fenétipo GABAérgico em cultura de
células da retina de ratos sugerindo um importante papel desta citocina durante
o desenvolvimento normal da circuitaria retiniana ou durante a neuroprotecao

apos lesdes (Sholl-Franco et al., 2002).

Estudos demonstram a inducdo de sintese e secrecao de NGF pela IL-4 em
células astrogliais de ratos (Awatsuji et al., 1993), em células gliais C6 (Brodie
& Goldreich, 1994) e em astrdcitos corticais e cerebelares de camundongos

(Brodie et al., 1998).

Foi também mostrado, que a IL-4 é capaz de diminuir a proliferacdo de
forma dependente da PKA e induzir a diferenciacdo de bastonetes em roedores
através de uma via envolvendo a ativacdo de tirosinas cinases, PKC e MAP
cinase, de maneira independente da liberacdo de fatores troficos na cultura (da

Silva et al., 2008).

A interleucina 4 também € capaz de aumentar a sobrevida de neurdnios
hipocampais de embrides de ratos mantidos em cultura entre 24 e 72 horas, de
forma dependente da concentracdo utilizada (Araujo & Cotman, 1993). Ja foi
demonstrado também que esta citocina pode aumentar a sobrevida de células

ganglionares de ratos neonatos em cultura através da atividade colinérgica
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mediante ativacdo de receptores muscarinicos do tipo 1 (M1) e por células

proliferantes em cultura (Sholl-Franco et al., 2001).

Dados prévios do nosso laboratério j& haviam demonstrado a importancia
do AMPc no controle da sobrevida das CGR mantidas em cultura mista e na
auséncia de moléculas neurotroficas exdgenas. Para que se obtivesse um
aumento nos niveis de AMPc as culturas foram tratadas com diferentes
concentracgdes de forskolina. A figura 9 demonstra o efeito do tratamento com
forskolina na sobrevida das CGR. Podemos observar que a forskolina é capaz
de aumentar a sobrevida das CGR de maneira dose-dependente. Nesse
mesmo trabalho as autoras observaram que o efeito da forskolina era
dependente da atividade colinérgica, mais especificamente da ativacdo de

receptores M1 (Santos & Araujo, 2001).
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Figura 9. Efeito da forskolina na sobrevida das células ganglionares. A forskolina é capaz de
aumentar a sobrevida das células ganglionares em cultura de maneira dependente da

concentracdo, alcancando o efeito maximo em 50uM (Santos & Araujo, 2001).
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Resultados também obtidos em nosso laboratério e igualmente ja publicados,
demonstraram que o tratamento de culturas de células da retina com IL-4 induzia
um aumento na sobrevida das células ganglionares (Figura 10). O efeito da IL-4 se
dava de maneira concentracdo dependente e efeitos maximos foram obtidos com 5
e 50U/mL. Quando o tratamento era feito com 100U/mL o efeito observado ja era
menor. Nesse mesmo trabalho, os autores caracterizaram o envolvimento de
receptores M1 da acetilcolina no efeito da IL-4 no aumento da sobrevida das

células ganglionares (Sholl-Franco et al., 2001).
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Figura 10. Efeito da IL-4 na sobrevida das células ganglionares. A IL-4 aumenta a sobrevida das
células ganglionares em cultura mista de maneira concentracao dependente, atingindo o maximo do

seu efeito em 50 U/mL (Sholl-Franco et al., 2001).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Estudar a agéo da interleucina 4 na retina de ratos em diferentes idades do
desenvolvimento pos natal, e verificar seus efeitos na sobrevivéncia das
células ganglionares de ratos neonatos in vitro, caracterizando suas vias de

sinalizacéo.

2.2 Objetivos Especificos

1. Analisar o envolvimento do AMPc no efeito tréfico da IL-4 sobre as CGR.

2. Estudar o efeito do tratamento do tecido retiniano com a IL-4 na

fosforilagdo da CREB e da MAPK.

3. Analisar a expressdao da IL-4 no tecido retiniano ao longo do

desenvolvimento pos-natal.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

A IL-4 recombinante humana e anticorpos anti-human IL-4 foram
comprados da PeproTech (NJ-EUA). Os anticorpos anti-p-MAPK (Tyr 202 e Tyr
204) e anti-p-CREB (Ser 133) foram adquiridos da Cell Signaling (MA-EUA). O
meio de cultura 199, a solucdo salina Hanks e o soro fetal bovino foram
comprados da Gibco (MD, EUA). A tripsina foi comprada da Worthington (NJ,
EUA). As placas de Petri foram compradas da TPP (Suiga). A penicilina G, o
sulfato de streptomicina, a L-glutamina, a poli-L-ornitina, a peroxidase, a
tetrametilbenzidina, o nitroprussiato de sédio e a forskolina vieram da Sigma
(MO, EUA). H89 (inibidor da PKA) foi comprado da Calbiochem (Darmstaddt —
Alemanha). Todos os sais e reagentes utilizados tinham pureza determinada e
adequados para estudos com células. Todo o material utilizado nas
experiéncias de Western blot foi adquirido da GE (CT-EUA) e o vermelho de
Ponceau comprado da VETEC. O Entellan nos foi fornecido pela Merck
(Darmstadd-Alemanha). A albumina do soro bovino veio da Santa Cruz (CA-
EUA).

3.2 Cultura de células da retina

Ratos da linhagem Lister Hooded com 0 a 72h de nascidos (dias pos-
natal 0 a 2) foram sacrificados por decapitagéo, seus olhos removidos por
enucleagdo e colocados em placa de Petri preenchidas com solugéo salina
sem Ca'? e Mg*? (CMF) acrescido de antibidticos (penicilina 100U/mL e
estreptomicina 100ug/mL). A seguir, as retinas foram dissecadas e colocadas
num tubo de ensaio contendo CMF onde era adicionada a tripsina 0,1% por 20
min a 37°C, para dissociacao quimica do tecido. A tripsina era inativada apos a
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retirada do CMF e lavagem por duas vezes com meio de cultura acrescido de
5% de soro fetal bovino (FCS), glutamina 2,0mM, estreptomicina 100uM e
penicilina 100U/mL.

Para completar o processo de separacdo das células induzia-se a
passagem das mesmas em meio de cultura, por uma pipeta Pasteur de ponta
afilada por até de 10 vezes. A suspensdo de células obtida foi contada em um
hemocitbmetro ao microscépio 6ptico, em campo claro, para estabelecermos o
quanto de meio de cultura precisava ser adicionado para a obtencdo da
densidade desejada. Para todos os experimentos, as células eram semeadas
em placas de Petri de 40 mm na densidade de 1,25x10° células/placa. Todo o
procedimento de dissecc¢do, dissociacdo e plagueamento das células foi
realizado em capela de fluxo laminar.

As culturas recebiam 1mL de meio completo com as células e eram
mantidas por até 4 h, a 37°C, para que as células pudessem aderir as placas.
ApoOs este periodo as culturas recebiam 1mL de meio completo (culturas
controle) ou 1 mL de meio contendo IL-4 e ou drogas a serem testadas.
Seguiam-se um periodo de incubagcdo das células de 44h, a 37°C, em
atmosfera de 95% de ar e 5% de CO..

Todos o0s nossos procedimentos envolvendo animais foram realizados
seguindo as normas do comité de ética da Sociedade Internacional de

Neurociéncias.

40



3.3 Estimulacéo do tecido

Animais com a idade p6s natal 4(P4) foram sacrificados por decaptagéo
e seus olhos foram removidos por enucleagéo e colocados em uma placa de
Petri com CMF. As retinas foram dissecadas e mantidas intactas, sendo entao
transferidas para uma placa de cultura de 24 pocos. De acordo com o protocolo
estabelecido, em cada poco foi adicionado 1mL de meio de cultura 199 e nele
foram imersas as retinas (quatro retinas por pog¢o). A seguir as placas foram
colocadas na estufa a 37°C com uma atmosfera de 95% de ar e 5% de CO, por
aproximadamente 30 minutos, para que houvesse um equilibrio do tecido nesta
condicdo experimental. Apds este tempo o meio foi retirado e de acordo com o
tratamento, foram adicionados o meio de cultura livre de qualquer droga, sendo
este o controle, interleucina 4 (IL-4) na concentragdo de 10U/mL, IL-4 na
concentracdo de 50U/mL, IL-4 na concentragdo de 100U/mL e Forskolina
50ng/mL e a incubacéao foi feita de acordo com o tempo desejado (5 minutos,
15 minutos ou 2 horas).

Em seguida as retinas foram rapidamente retiradas da placa e colocadas
em seus respectivos Eppendorfs contendo 200pL de tampéo de amostras SDS
(glicerol, 2-mercaptoetanol, SDS, Tris 0,5M). A seguir as amostras foram
fervidas a 100°C por cerca de 10 minutos, para desnaturar as proteinas e
homogenizar a amostra. Logo a seguir os Eppendorfs foram colocados a -20°C

até o momento em que se fizesse a dosagem das proteinas.
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3.4 Anédlise da expressdo da IL-4 no tecido pos natal
(Extracao de proteinas do tecido neonatal)

Para realizar este experimento os animais foram sacrificados por
decaptacgéo (PO, P2) ou por inalagdo de éter (P4, P9, P15, P30, P90, 1 ano).
Os olhos foram removidos por enucleagéo e colocados em uma placa de Petri
contendo CMF. As retinas foram dissecadas tomando-se o cuidado de manté-
las o mais intacta possivel. Apos a dissec¢do as retinas foram colocadas
diretamente em Eppendorfs contendo 200uL de tamp&o de amostras SDS.
Foram adicionadas 4 retinas por ponto nas idades PO, P2 e P4 e 3 retinas por
ponto nas demais idades. Em seguida os Eppendorfs foram fervidos a 100°C
por cerca de 10 minutos para desnaturacdo do tecido. As amostras apos serem
retiradas, sdo rapidamente congeladas para entdo ser feita a dosagem de

proteinas.

3.5 Injecéo de peroxidase nos coliculos superiores

3.5.1 Injecédo de peroxidase e fixacdo do controle 4 horas

As ceélulas ganglionares da retina foram marcadas pelo transporte
retrégrado de peroxidase. Nas primeiras 24h apds o nascimento, 0s animais
foram anestesiados por hipotermia e foi feita uma incisdo na regiao occiptal da
cabeca. A cartilagem foi cortada com o auxilio de uma tesoura de microcirurgia
e os coliculos foram expostos. Ambos o0s coliculos superiores receberam
injecBes de peroxidase (30% em DMSO 2%). Apos um periodo de no minimo
16h, os animais foram sacrificados e foi iniciado o procedimento para a

obtengcdo das culturas como ja descrito neste trabalho. As células
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permaneceram aderindo nas laminulas por um periodo de 4 horas na estufa, a
37°C e 5% de CO2. A seguir, foram fixados os controles de 4 horas e as

demais placas receberam os respectivos tratamentos.

3.5.2 Tratamento com IL-4

Apo6s o processamento da cultura de forma convencional, as placas
foram tratadas com:
1. Meio de cultura 199 (controles)
2. IL-4 na concentragédo de 50U/mL
3. IL-4 50U/mL juntamente com H89 na concentracéo de 1uM
4. Forskolina 5pM
5. IL-4 0,5U/mL

6. Forskolina 5uM juntamente com IL-4 0,5U/mL

3.5.3 Fixacao das culturas para revelacdo da peroxidase

As culturas foram fixadas em Karnovski (Paraformaldeido 1% e
glutaraldeido 2%) por um periodo de 5 a 10 minutos. Esse periodo de fixacdo é
critico, pois ele pode interferir na atividade da peroxidase e comprometer a
visualizacdo das células ganglionares. Em seguida, as células foram lavadas

trés vezes em tampao fosfato 0,1M, pH 7,2-7 4.
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3.5.4 Revelacéo da peroxidase

A revelacdo da peroxidase foi realizada através de uma reacao
histoquimica segundo o método de Mesulan (Mesulan, 1978). Foi utilizada a
tetrametilbenzidina (TMB) como cromégeno e o peréxido de hidrogénio como
substrato. Apés a reacdo, as laminulas foram desidratadas, banhadas em xilol

e montadas em Entellan sobre laminas histologicas.

3.5.5 Avaliacdo do numero de células ganglionares
Utilizamos um método de contagem sistemética, em microscopico de
campo claro, com um aumento de 1000X. Nossos resultados foram expressos

em porcentagens relativas ao controle de 4 horas.

3.6 Western Blot

A técnica de Western Blot foi utilizada para marcacdo de CREB
fosforilada (Ser 133), MAPK fosforilada (Tyr 202 e Tyr 204) e também para
detectar a presenca de IL-4 no tecido retiniano ao longo do desenvolvimento

pds natal. O controle do carregamento foi feito através da marcagéo de actina.

3.6.1 Dosagem de proteinas

A dosagem foi feita pelo método de Bradford (Bradford, 1976). A curva
padréo foi feita com 0, 5, 10, 15 e 20ug de uma solugéo de albumina (BSA) na
concentracdo de 1mg/mL. As amostras sdo medidas em um espectofotometro
regulado para apurar na faixa do visivel, em 595nm. As amostras sdo coradas

com azul de bromofenol (2L de azul de bromofenol a cada 100uL de amostra).
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3.6.2 Géis de poliacrilamida

O gel de poliacrilamida foi preparado na concentragdo de 9% para
analisar a expresséo de p-CREB (49 KDa), a actina (48KDa) e p-MAPK (42 a
44 KDa). Para analisar a expresséo de IL-4 (14 KDa) o gel foi preparado na
concentragcdo de 15%. O gel de corrida na concentragéo de 9% foi preparado
contendo 4gua destilada (4,05mL) Tris base 1,5M pH 8,8 (2,25mL), acrilamida
30% e metileno bisacrilamida 0,9% (2,7mL), SDS 10% (15uL), TEMED (30uL)
e persulfato de amonia 10%(30uL). O gel de corrida na concentragéo de 15%
foi preparado contendo agua destilada (2,25mL) Tris base 1,5M pH 8,8
(2,25mL), acrilamida 30% e metileno bisacrilamida 0,9% (4,5mL), SDS 10%
(15pL), TEMED (30pL) e persulfato de aménia 10% (30uL). Estes géis foram
aplicados e em seguida completou-se o volume dos mesmos com agua com o
objetivo de manter o gel bem nivelado e impedir a entrada de O.

ApoOs a polimerizacdo, a &gua foi retirada e adicionou-se o gel de
compactagdo contendo Tris base 0,5M pH 6,8 (0,625ml); acrilamida 30% +
0,9% de metileno bisacrilamida (0,325ml), SDS 10% (25ul), TEMED (12,5pl),
persulfato de amdnia 10% (25ul). Apds aplicar este gel, o pente foi colocado e
aguardamos a sua polimerizagdo overnight em ambiente umedecido.

O gel foi colocado na cuba contendo tampéo de corrida (14,49 de
glicina, 3g de Tris base e 1g de SDS em 1L de 4gua MILLI-Q). As amostras
foram aplicadas nos pogos. Utilizamos 5ul do padrédo de peso molecular no
primeiro pogo e volumes variados das amostras das experiéncias que

representando 60ug de proteinas por poco. A corrida foi realizada na cuba de
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eletroforese com corrente constante de 15mA por um tempo aproximado de 90

minutos.

3.6.3 Transferéncia das proteinas do gel para a

membrana de PVDF (polyvinylidine difluoride)

A membrana foi incubada por 60 segundos em metanol e transferida
para uma cuba contendo tampéao de transferéncia (glicina 14,4g, Tris base 3g,
e 200mL de metanol completando com &dgua MILLI-Q para o volume final de 1L
de solugédo), onde ficou equilibrando por aproximadamente 20min. O
“sandwich” com o gel e a membrana foi montado, imersos neste tampéo e a
transferéncia foi realizada utilizando voltagem constante de 45V por 60 min em
uma temperatura de aproximadamente 4°C. Apds a transferéncia a membrana
foi incubada por cerca de 1min em vermelho de Ponceau afim de verificar a
qualidade do procedimento, lavada em agua Milli-Q para se retirar o excesso
do vermelho de Ponceau. Para a retirada da marcagdo com Ponceau, utiliza-se
0 proprio tampdo de transferéncia, entdo, incubou-se em solucdo salina

tamponada de Tris (TBS) pH 7.6, para realizar o bloqueio e a imunodeteccgéo.
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3.6.4 Bloqueio e imunodeteccao

O bloqueio foi realizado com 5% de leite desnatado em TBS (pH 7.6)
com 0,1% tween 20, por 2h, em temperatura ambiente. ApGs este periodo, a
solugéo para o blogueio foi retirada e entéo, incubada com o anticorpo primario
especifico em TBS (5% de leite e 0,1% tween), overnight. Foram utilizados
anticorpos anti-pCREB (diluicdo 1: 1000), anti-actina (diluigdo 1:100), anti-pAKT
(dilug&o 1: 1000), anti-pMAPK (diluigdo 1: 1000) e anti-IL-4 (diluicdo 1: 100).

Apos a incubagdo com o anticorpo primario, a membrana era lavada
trés vezes em TBS (0,1% tween e 1% de leite) por 10 min cada lavagem. A
membrana era entdo incubada com o anticorpo secundario especifico, ligado a
peroxidase. Utilizamos o anticorpo anti-mouse (para experimentos utilizando o
anti-p-MAPK), o anticorpo anti-rabbit (nos experimentos utilizando anti-actina,
anti-pCREB, anti-pAKT e anti-IL-4). As membranas foram lavadas duas vezes,
por 10 min cada, em TBS com 0,1% tween, e a Ultima lavagem era realizada

apenas com TBS por 10min.

3.6.5 Revelacéao

A revelagao era realizada com exposi¢cdo da membrana ao ECL por 5
minutos. Esta reacdo € baseada na quimioluminescéncia que resulta da
oxidagdo do Iluminol, catalizada pela peroxidase presente no anticorpo
secundéario. A membrana fica entdo exposta ao filme (Hiperfilme — Amersham)
por 5 minutos. O filme era retirado e a revelagao realizada com revelador GBX
Kodak 1:10 por 15 segundos, seguido de fixagdo (Fixador Kodak 1:5) por 1

minuto.
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3.7 Analise estatistica dos resultados.

A intensidade das bandas foi analisada pelo programa Scion Image e
expressas em unidades arbitrarias. Os resultados sdo expressos na forma de
histograma e na apresentagdo das bandas reveladas no filme. Nos gréficos
estdo representados a média e o erro padrédo da média. Foi feita a andlise de
variancia (ANOVA) seguida de um p@s teste de comparacéao entre as diferentes
condi¢des experimentais (Newman-Keuls).

A mesma analise estatistica foi realizada na andlise dos resultados
obtidos na avaliacdo da sobrevida das células ganglionares apds os diferentes
tratamentos, sendo que os histogramas sdo apresentados em percentagem do

controle.
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4. RESULTADOS

4.1 O efeito protetor da IL-4 € mediado pela ativagcdo da
PKA

Analisando estes resultados prévios nos surgiu a pergunta se o efeito da
IL-4 envolvia, de alguma forma, a producdo de AMPc e consequentemente a

ativagdo da proteina cinase A. Tratamos entdo as culturas com IL-4 na

presenca de H-89 que é um bloqueador seletivo da proteina cinase A.

120
o __ 100- — A
0 g
O
3 S 20 I
-
g O 601 T o B 3
- o b
2 T
s & 7 i
t?} et

20 1 .

0

CT4h CT48h H891uM IL-4 IL-4/H89
50U/mL

Figura 11. Efeito da IL-4 na presenca do inibidor da PKA. As culturas foram tratadas com IL-
4 50U/mL e e/ou com 1uM de H89 por 48h. CT: controle; IL-4: Interleucina 4; H89: inibidor da
PKA. Os resultados sédo expressos na forma de médias = EPM (erro padrdo da média). (n=6-9)

*p<0,001 em relagdo ao controle de 48horas.

O resultado desta experiéncia mostra que na presenca de H-89, na
concentracdo de 1uM, o efeito da IL-4 era totalmente abolido. Esse resultado
nos sugeriu que a ativagdo da proteina cinase A deveria ser um importante

passo na via de sinalizagéo da IL-4.
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4.2 ConcentragcOes de menor eficacia de IL-4 e forskolina
sdo capazes de aumentar a sobrevida das células ganglionares

daretina de ratos neonatos.

Como haviamos observado que tanto o tratamento com forskolina como
o tratamento com a IL-4 era capaz de aumentar a sobrevida das CGR e
suspeitavamos que a via do AMPc desempenhasse um papel chave, decidimos
tratar as culturas com subconcentragdes de forskolina e IL-4 e analisar o efeito
na sobrevida dessa populagdo neuronal. A figura 12 mostra o resultado destas
experiéncias e podemos observar que ocorre um sinergismo quando tratamos
com 5 pM de forskolina e 0,5U/mL de IL-4, sugerindo que houvesse um
aumento nos niveis intracelulares de AMPc quando do tratamento com IL-4 em

baixas concentragdes.
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Figura 12. Efeito de concentracdes de menor eficacia de forskolina (5uM) e IL-4 (0,5
U/mL). As culturas foram tratadas com IL-4 0,5U/mL e/ou com forskolina 5uM por 48h. CT:
controle; F: forskolina. Os resultados sdo expressos em médias + EPM (erro padrao da média)

(n=6-9) *p<0,001 em relacdo ao controle de 48 horas.
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4.3 Estimulagdo por IL-4 é capaz de aumentar a
fosforilacdo da CREB.

Nossos resultados, obtidos em culturas primarias de células da retina,
indicavam que o tratamento com a IL-4 induzia um aumento nos niveis de
AMPc e subsequente ativacdo da proteina cinase A. Para avaliarmos se o
tratamento com IL-4 podia aumentar os niveis de AMPc no tecido retiniano,
fizemos o tratamento de retinas intactas de animais P4 com diferentes
concentragdes de IL-4 e analisamos a fosforilagdo da CREB, ja que quem a
fosforila € a PKA e esta é ativada pelo AMPc. Para realizar estes estudos

utilizamos a técnica de Western blot.
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Figura 13. Efeito da IL-4 na estimulacdo da CREB fosforilada em tecido retiniano com 4
dias pOs natais. As retinas foram estimuladas por 15 minutos com IL-4 (10, 50 e 100 U/mL)
ou com forskolina 50uM. Figura A: Grafico representativo (em unidades arbitrarias) do efeito da
IL-4 na estimulacdo da CREB. Figura B: Imagem de um filme representativo do efeito da IL-4
na estimulacdo da CREB. Concentragcdo dos anticorpos: anti-CREB 1:1000; anti-rabbit 1:5000.
Os resultados sdo expressos em médias + EPM (erro padrdo da média) (n=3-5) *p<0,001 em

relacdo ao controle.

Podemos observar com este resultado que a expressdo de CREB
fosforilada é aumentada quando tecidos retinianos de ratos neonatos s&o
estimulados por 15 minutos com IL-4 nas concentragdes de 50 e 100U/mL.
Utilizamos também o tratamento com forskolina (como um controle) e também
observamos um aumento na fosforilagdo desta proteina. Esse resultado vem

corroborar experimentos prévios de nosso laboratério que demonstravam a

importancia do AMPc nesta via de sinalizagdo de sobrevida.
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4.4 A estimulagdo por IL-4 é capaz de aumentar a

fosforilacdo de MAPK.

Dados da literatura demonstram que o tratamento com a IL-4 é capaz de
induzir a ativacdo da via da MAPK. Essa ativacdo esta envolvida nos efeitos da
IL-4 no controle da sobrevida e da proliferagdo de diferentes tipos celulares
como fibroblastos e células musculares (Bhogal & Bona, 2008). Baseados
nestes resultados, estimulamos o tecido retiniano de animais P4, com
diferentes concentragdes de IL-4 por 15 minutos e analisamos por Western

blot a fosforilagédo da MAPK.
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Figura 14. A estimulacdo com IL-4 é capaz de aumentar a fosforilagcdo de MAPK. As
retinas foram estimuladas por 15 minutos com IL-4 em diferentes concentrag6es (10, 50 e 100
U/mL). Figura A: Gréfico representativo (em unidades arbitrarias) do efeito da IL-4 na
estimulacdo da p-MAPK. Figura B: Imagem de um filme representativo do efeito da IL-4 na
estimulacdo da p-MAPK. O anticorpo anti-p-MAPK foi utilizado na concentracdo de 1:1000 e o
seu secundario, anti-mouse na concentracdo de 1:5000. Os resultados sdo expressos em
médias = EPM (erro padrdo da média) (n=3-6) *p<0,001.

Os resultados apresentados na figura 14 demonstram que o tratamento
com IL-4, nas concentragcbes de 50 e 100U/mL, leva a um aumento

siginificativo na fosforilagdo da MAPK.

4.5 A fosforilagdo de MAPK é dependente do AMPc

Como nossos resultados anteriores haviam demonstrado que o
tratamento com IL-4 leva ao aumento na sobrevida das CGR e a um aumento
da CREB fosforilada no tecido retiniano, nos perguntamos se o efeito da IL-4
na fosforilagdo da MAPK também seria mediado por um aumento nos niveis de
AMPc. Analisamos entdo, se o tratamento do tecido retiniano com foskolina

induziria um aumento na fosforilagdo da MAPK. Na figura 15 estéo
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apresentados os resultados obtidos na fosforilagdo da MAPK quando o tecido
retiniano foi tratado por 15 min com 50uM de forskolina.
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Figura 15. Forskolina é capaz de aumentar a fosforilagdo de MAPK. As retinas foram estimuladas por
15 minutos com forskolina 50uM. Figura A: Gréfico representativo (em unidades arbitrarias) do efeito da
IL-4 na estimulacéo da p-MAPK. Figura B: Imagem de um filme representativo do efeito da forskolina na
estimulacdo da p-MAPK. O anticorpo anti-p-MAPK foi utilizado na concentragdo de 1:1000 e o seu

secundério, anti-mouse na concentracdo de 1:5000. Os resultados sdo expressos em médias + EPM (erro
padrao da média) (n=3-6) *p<0,001.
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Como podemos observar, a forskolina também aumenta a fosforilagéo
de MAPK, mostrando um efeito similar aquele observado quando da
estimulacdo com IL-4. Este resultado indica que possivelmente os efeitos
promovidos pela IL-4 s&do mediados por vias que envolvem tanto um aumento
nos niveis de AMPc como da fosforilacdo da MAPK.

46 A presenca de p-MAPK aumenta durante o

desenvolvimento pos-natal.
A partir do resultado anterior, resolvemos tracar um perfil de fosforilagéo

de MAPK ao longo do desenvolvimento pds-natal.
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Figura 16. Expressao da p-MAPK ao longo do desenvolvimento pds-natal. As retinas
foram dissecadas e colocadas diretamente em tampé&o de amostras e a presenca da p-MAPK
foi medida diretamente sem qualquer tratamento. Figura A: Gréfico representativo (em
unidades arbitrarias) da presenca de p-MAPK em diferentes etapas do desenvolvimento. Figura
B: Imagem de um filme representativo da presenca de p-MAPK em diferentes etapas do
desenvolvimento. O anticorpo anti-p-MAPK foi utilizado na concentragdo de 1:1000 e o seu
secundario, anti-mouse foi usado na concentracdo 1:7500. Os resultados sdo expressos na

forma de médias + EPM (erro padrdo da média). (n=3) *p<0,001 em relacéo a PO.

Nossos resultados demonstram que a fosforilagdo da MAPK aumenta ao

longo do desenvolvimento pés-natal.

4.7 A expresséo de IL-4 entre PO e P4.

Embora tenhamos estabelecido que as células ganglionares sé&o
capazes de responder a estimulos de IL-4 em cultura e que o tecido retiniano
também responde a estimulagdo com IL-4, ainda restava uma davida. Existe a
presenca da molécula de IL-4 na retina? E em caso afirmativo, qual o perfil
desta expressédo ao longo do desenvolvimento pds-natal?

Para responder a essa pergunta utilizamos a técnica de Western Blot
para verificar a presenca da interleucina 4 em diferentes idades: PO, P2 e P4.
Inicialmente utilizamos estas idades visto utilizarmos animais entre PO e P1

para obter o tecido retiniano e por termos estabelecido o protocolo de

57



manutenc¢do das culturas por 48h para avaliacdo da sobrevida das CGR ap0s o

tratamento com IL-4.
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Figura 17. Expresséo de IL-4 em retina de ratos neonatos. As retinas foram dissecadas e
colocadas diretamente em tampdo de amostras, onde foi medida a expressdo de IL-4 sem
qualquer tratamento. Figura A: Grafico representativo (em unidades arbitrarias) da presenca de
IL-4 em diferentes etapas do desenvolvimento. Figura B: Imagem de um filme representativo da
presenca de IL-4 em diferentes etapas do desenvolvimento. O anticorpo anti IL-4 foi utilizado
na concentragdo de 1:100 e o seu secundario, anti-rabbit foi usado na concentracdo 1:1000. Os
resultados sdo expressos na forma de médias + EPM (erro padrédo da média). (n=3)*p<0,01 em

relacédo a PO.
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Nossos resultados apresentados na figura 17 demonstram que a IL-4
estq sim presente no tecido retiniano e que a expressdo desta proteina esta

ligeiramente aumentada entre PO e P4.

48 A expressdo de IL-4 aumenta durante o

desenvolvimento.

Como observamos no resultado anterior, os niveis de IL-4 enddgenos
aumentam durante o periodo pés natal precoce. Entdo, resolvemos verificar
como seria 0 padréo desta mesma citocina durante periodos pés-natais mais
tardios. Para isso utilizamos as idades P9, P15, P30, P90 e 1 ano afim de

descobrir como é esse padréo.
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Figura 18. A expressédo de IL-4 em retina de ratos aumenta com a idade. As retinas foram
dissecadas e colocadas diretamente em tampé&o de amostras, onde foi medida a expressao de
IL-4 sem qualquer tratamento. Figura A: Gréafico representativo (em unidades arbitrarias) da
presenca de IL-4 em diferentes etapas do desenvolvimento. Figura B: Imagem de um filme
representativo da presenca de IL-4 em diferentes etapas do desenvolvimento. Figura C.
Imagem de um filme inteiro representativo da presenca de IL-4 e uma proteina de 45kDa em
diferentes etapas do desenvolvimento. O anticorpo anti IL-4 foi utilizado na concentracédo de
1:100 e o seu secundario, anti-rabbit foi usado na concentragdo 1:1000. Os resultados sédo
expressos na forma de médias + EPM (erro padrao da média). (n=3-5) *p<0,01 e **p<0,001 em

relacédo a PO.

A expressao de IL-4 passa por dois picos de aumento ao longo do
desenvolvimento. Uma em P2, que caracteriza o dobro da expressao inicial de
IL-4. Em P15 h& novamente um aumento, agora sendo 4 vezes maior que o
valor inicial em PO. H& também uma banda de marcacdo de 45 kDa, que

apresenta exatamente o mesmo perfil da IL-4.
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5. DISCUSSAO

Apesar da interleucina 4 ser uma molécula pleiotrépica e suas acdes
serem bem caracterizadas em células do sistema imune, seus efeitos no
sistema nervoso ainda sdo bem menos conhecidos. Além disso as vias de
sinalizagdo através das quais a IL-4 induz diferentes respostas ainda
necessitam ser melhor compreendidas. Neste sentido, o presente trabalho da
seqiéncia a uma linha de pesquisa j& iniciada em nosso laboratorio e que
analisa os efeitos da IL-4 na sobrevida das células ganglionares da retina.
Analisando os efeitos da IL-4 no sistema nervoso podemos observar que ao
longo das Ultimas décadas varios trabalhos demonstraram a acgédo desta
interleucina em eventos relacionados ao desenvolvimento tais como: a
proliferagdo celular (Barna et al., 1995; Estes et al., 1993), a diferenciagao
celular (Brodie & Goldreich, 1994), o controle da sobrevida neuronal (Araujo &
Cotman, 1993; Sholl-Franco et al.,, 2001), a modulacdo do arranjo do
citoesqueleto e do fenoétipo de células gliais (Wirjatijasa et al., 2002), dentre

outros.

Especificamente analisando o efeito desta citocina na sobrevida
neuronal j4 foi a ela atribuido um efeito neuroprotetor de grande importancia na
fisiologia do sistema nervoso. O tratamento com IL-4 induz um aumento dose-
dependente na sobrevida de neurdnios hipocampais de embrides de ratos em
cultura (Araujo & Cotman, 1993). Estudos recentes mostram ainda que a

transfeccdo génica da IL-4 mediada por adenovirus (Ad.IL-4) aumenta a
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sobrevida das células ganglionares da retina apds a axotomia (Koeberle et al.,

2004).

Dados prévios do nosso laboratério demonstram que o tratamento de
culturas de células da retina com IL-4, leva a um aumento na sobrevida das
células ganglionares. Este efeito € dose-dependente, mediado pela atividade
colinérgica muscarinica, mais especificamente de receptores M1, e pela
atividade proliferativa das células mantidas em cultura (Sholl-Franco et al.,
2001). Igualmente ja havia sido caracterizado pelo nosso grupo que o
tratamento cronico com forskolina induzia um aumento na sobrevida das CGR.
Este efeito também era dose-dependente, mediado pelos receptores M1 da
acetilcolina e pela atividade proliferativa em cultura (Santos & Araujo, 2001).
Como havia uma semelhanca entre os dois resultados decidimos analisar a
participagdo do AMPc no efeito trofico da IL-4 sobre as células ganglionares, ja
que a forskolina € um ativador da enzima adenil ciclase que leva a um aumento

nos niveis de AMPc.

Nossos resultados demonstraram que na presenga de um inibidor
seletivo da PKA (H89 na concentragcédo de 1uM) o efeito da IL-4 era totalmente
bloqueado. Também observamos que o tratamento concomitante, com sub-
concentragdes de forskolina e IL-4, induzia aumento na sobrevida das CGR.
Este resultado demonstrou uma potenciagéo dos efeitos da IL-4 pela forskolina
indicando que ambas utilizam uma via de sinalizagdo comum que leva ao
aumento na sobrevida das CGR. Em nossa hip6tese a via comum deveria ser a
relacionada ao aumento nos niveis de AMPc. Corroborando nossa hipotese,
recentemente foi demonstrado que o tratamento com IL-4 aumenta os niveis de

AMPc em explantes de retinas de camundongos C57/bl6 (da Silva et al., 2007).
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Futuros estudos serdo por nés desenvolvidos para analisar o aumento dos
niveis de AMPc apdés o tratamento com IL-4. Resultados bastante preliminares
mostram que a IL-4 é capaz de aumentar significativamente os niveis de AMPc

em retinas de animais P1-P2.

Ao analisarmos o efeito da IL-4 na fosforilagdo da CREB no tecido
retiniano de animais P4 observamos que apds 15 min de estimulag&o ocorre
aumento nos niveis desta proteina. Como o aumento da sobrevida das células
ganglionares induzido pela IL-4 parece estar relacionado ao aumento nos
niveis de AMPc este resultado nos sugeriu que este aumento na CREB
fosforilada fosse devido a este segundo mensageiro através da ativacdo da
PKA. Futuramente pretendemos inibir a enzima adenilato ciclase na presenca
de IL-4 para averiguar se de fato a fosforilagdo da CREB envolve um aumento
na producdo de AMPc. Também pretendemos avaliar a seqiéncia temporal de

ativagdo da CREB ap06s o tratmento com IL-4.

Dados prévios da literatura mostram que uma das vias ativada apos o
tratamento com IL-4 é a da MAPK. Boghal e colaboradores demonstraram em
fibroblastos que a IL-4 é capaz de ativar a via da MAPK e essa via estava
relacionada ao aumento na sobrevida e proliferacdo destas células (Boghal et
al., 2008). Também Wei e colaboradores mostraram que a IL-4 é capaz de
aumentar a divisdo celular da musculatura lisa. Este efeito é mediado pelas
vias da MAPK, PKA e PI3K que levam a um aumento na producdo da enzima
ornitina descarboxilase (ODC) o que justifica o aumento na proliferacédo

observado (Wei et al., 2008).
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Baseados nestes resultados averiguamos se o tratamento com a IL-4
leva a um aumento nos niveis da MAPK fosforilada. Nossos resultados
corroboram os dados da literatura mostrando que a IL-4 induz um aumento na
fosforilagdo da MAPK. Um resultado que nos chamou atengéo foi o fato da
forskolina também ter induzido um aumento na fosforilagdo da MAPK. Como a
literatura apresenta um numero muito reduzido de dados sobre as vias de
sinalizacdo estimuladas pela IL-4 ficamos sem a possibilidade de comparar
nossos resultados com dados prévios. Entretanto, pretendemos analisar
através de um estudo farmacolégico a cascata de sinalizacdo que leva ao

aumento na MAPK fosforilada apés o tratamento com a IL-4.

E interessante ressaltar que na maioria das vezes a via da MAPK esta
relacionada com proliferacéo celular, e que em nosso modelo experimental n&o
observamos efeito proliferativo induzido pelo tratamento com a IL-4 na
presenca de soro fetal bovino (Silva, 2006). Entretanto, resultados prévios do
nosso laboratério mostram que a IL-4 é capaz de potencializar o efeito
proliferativo do FGFb em cultura de retinas de ratos neonatos (Silva, 2006).
Como a IL-4 é capaz de regular a sintese de outras citocinas tais como a IL-8
(Bonecchi et al., 2000) e de receptores para IL-1 (Pousset et al, 2001) é
possivel que o mesmo esteja acontecendo em nossas culturas e leve a
potenciagéo do efeito do FGFb na proliferagéo celular. Assim, futuros estudos
serdo necessérios para que se possa caracterizar os efeitos da IL-4 no controle

da proliferagédo de células da retina.

Tem sido descrito a ativagcdo de CREB dependente da atividade da
MAPK. Esta fosforilagdo ocorreria atravées das proteinas RSK-2 que

fosforilariam a CREB no residuo serina 133. Um tipo celular em que esta via
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esti presente sdo as células PC12 (Xing et al, 1996). Ndo podemos excluir a
ativacdo desta via em nosso sistema pois ndo fizemos experiéncias em que a
via da MAPK fosse inibida e nesta condicéo fizéssemos o tratamento com IL-4

e avaliassemos a fosforilagdo da CREB.

Tem sido analisada a expressédo da MAPK em retinas de roedores. Por
imunohistoquimica demonstrou-se que essa proteina esta presente na sua
forma fosforilada/ativada na retina de ratos adultos e que a marcacdo esta
distribuida nas diversas camadas da retina (Kikuchi et al, 2000). Foi também
realizado um estudo analisando a presenca da MAPK fosforilada, em diferentes
regibes do sistema visual de ratos, sem porém variar a expressao de MAPK
total (Oliveira et al.,, 2008). Nossos resultados estdo em acordo com 0s
previamente publicados mostrando que ha um aumento dos niveis desta

proteina no periodo de abertura dos olhos.

Nossos resultados mostram claramente o papel da IL-4 no controle da
sobrevida das CGR e também demonstram que na idade em que Nossos
experimentos sdo realizados existe a expressdo desta proteina no tecido
retiniano. Este resultado realmente é muito interessante. E surpreendente que
ndo somente exista a presenca da molécula como que sua expressdo aumente
ao longo do desenvolvimento. De forma ainda mais interessante é que este
aumento tem um pico no décimo quinto dia pés-natal que mais ou menos
equivale a abertura dos olhos. Desta maneira podemos sugerir que a IL-4
tenha um papel regulador da sobrevida desses neurdnios durante o
desenvolvimento. Silva e colaboradores em 2007 demonstraram a presenca da
IL-4 e de seu receptor em fotorreceptores da retina de camundongos. Dados

prévios do nosso laboratério demonstram que culturas de células gliais
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respondem a IL-4. Assim, procuraremos identificar em cortes histolégicos da

retina de ratos quais as populagdes que expressam esta citocina.

A interleucina 4 parece ser bem regulada ao longo do desenvolvimento
pés-natal, e uma prova disso é o seu primeiro pico de aumento entre PO e P2,
gue pode estar relacionado com os primeiros estagios do desenvolvimento e
diferenciagéo da retina. Um dado que nos causou grande interesse foi o fato da
expressdo da IL-4 apresentar um pico em P15 e manter niveis elevados
durante a vida adulta. E provavel que o aumento da expressdo desta proteina
esteja associado ao seu efeito neuroprotetor, pois a abertura dos olhos faz com
qgue haja um aumento na atividade elétrica no tecido retiniano e este aumento
na excitabilidade pode, se ndo for bem controlado, levar a condi¢cdes propicias
a degeneracdo neuronal. Corroborando esta hipétese de neuroprotecao,
estudos nos quais pacientes com Alzheimer sdo tratados com inibidores da
acetilcolinesterase, evidenciam um aumento na producgéo de IL-4. Como a IL-4
é capaz de inibir as respostas inflamatorias da microglia ativada, este pode ser
um mecanismo de agéo que leve a diminuigcdo da morte neuronal (Lugaresi et

al., 2004).

Ao mesmo tempo em que observamos um aumento na expressao da IL-
4 durante o desenvolvimento poés-natal, outros pesquisadores demonstraram
que a expressédo desta citocina ocorre em maior quantidade em idades
precoces (Lovett-Racke et al., 2000). Além disso, a expressdo de seus
receptores também esta documentada em periodos mais precoces do
desenvolvimento em diversas &reas do cérebro, como cortex e cerebelo

(Sawada et al, 1995). Esses trabalhos ndo analisaram a expresséao no tecido
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retiniano e talvez nesta regido do sistema nervoso ocorra uma diferengca no

perfil desta proteina.

Alguns artigos citam a importancia da IL-4, no hipocampo, e sua
distribuicdo. Maher e colaboradores mostraram que com o envelhecimento, 0s
niveis de IL-4 sdo reduzidos, sendo assim reduzida também a fosforilacdo e
ativagdo da via JAK/STAT. Esses efeitos implicam em redu¢do da memoria e

deficiéncia na formagéo de LTP (Maher et al., 2005).

Um dado que nos chamou atencdo ao analisarmos a especificidade da
marcagao da IL-4, conforme mostrado na figura 18C, observamos duas bandas
fortemente marcadas. Uma delas com 15kDa e outra com 40kDa. Inicialmente
pensamos que a proteina de 40kDa fosse correspondente a forma pro desta
interleucina. Entretanto, ndo conseguimos encontrar na literatura respaldo para
esta hipétese. Como o perfil de expressdo dessas duas proteinas é exatamente
0 mesmo acreditamos que haja realmente um aumento da expresséo desta

citocina relacionado com o desenvolvimentodo tecido.

Analisando nossos resultados em conjunto podemos sugerir que a
interleucina 4 desempenhe um importante papel neuroprotetor durante o
desenvolvimento do tecido retiniano. Claro esta, que esta ndo é a Unica citocina
capaz de desempenhar este papel, mas como existe o aspecto de redundancia
na acdo das citocinas, a IL-4 poderia ter uma importante fungdo na

homeostasia do tecido retiniano.
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6. CONCLUSAO

Nossos dados nos permitem concluir que:

A interleucina 4 esta presente na retina de ratos, e sua expressdo aumenta

ao longo do desenvolvimento pds-natal,

Essa citocina € responsavel pelo aumento da sobrevida das células
ganglionares in vitro, e utiliza uma via comum & via ativada pela forskolina, ou

seja a via do AMPc;

O tratamento com IL-4 induz um aumento na fosforilacdo das proteina

CREB e MAPK;

A interleucina 4 deve desempenhar um importante papel na homeostasia do

tecido retiniano em diferentes etapas do desenvolvimento.
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