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RESUMO

O fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I) e o fator de
crescimento epidermal (EGF) desempenham um importante papel durante o
desenvolvimento do sistema nervoso. Dados do nosso laborat6rio demonstram
que em culturas, tanto o EGF como o IGF-I sdo capazes de aumentar a
proliferacao de células da retina, sendo o efeito do IGF-I1 mediado pela ativagcéao
dos receptores EGF. O objetivo do presente trabalho é analisar o efeito dos
tratamentos simultaneos ou alternados com EGF (0,1ng/mL) e IGF-I (10ng/mL)
sobre a proliferacdo de células da retina. Nossos resultados demonstram que o
tratamento com EGF e IGF-1 por 24, 48 e 72h nao induz um efeito aditivo sobre
a proliferagé@o celular. Ao contrario em 72h podemos observar uma inibi¢do do
efeito proliferativo do EGF. O pré-tratamento com IGF-I por 48 e 72h induz uma
diminuicdo da responsividade das células ao tratamento com EGF 48 ou 24h.
Baseados em nossos resultados podemos concluir que o IGF-1 regula a
responsividade das células da retina ao efeito proliferativo do EGF de maneira

tempo-dependente.
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ABSTRACT

Insulin-like growth factor | (IGF-I) and epidermal growth factor (EGF) play
an important role during the development of the nervous system. Data from our
laboratory show that treatment with EGF (0,1ng/mL) and with IGF-1 (10ng/mL)
in cultures leads to an increase in retinal cell proliferation. Interestingly the
effect of IGF-I is mediated by the activation of EGF receptors. The aim of this
work is to study the effect of simultaneous or alternate treatments with both
factors on retinal cell proliferation. Our results show that simultaneous
treatments with EGF and IGF-I for 24, 48 and 72h did not induce an additive
effect on cell proliferation. It is interesting to notice that treatment with both
factors for 72h induces a decrease in cell proliferation when compared to the
effect of EGF treatment. Exposure the cells to a pre treatment with IGF-I for 48
and 72h induces a decrease in the effect of EGF on cell proliferation. Taken
together our results show that IGF-I can modulate the effect of EGF on cell

proliferation in a time dependent manner.
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1. INTRODUCAO

1.1 A RETINA

Os estudos acerca dos mecanismos envolvidos no processamento da
informacao no sistema nervoso central tém sido conduzidos por diferentes
grupos de pesquisa em diferentes paises e por um grande numero de anos.
Dentre estes diferentes grupos muitos utilizam a retina como modelo
experimental. O que torna a retina um bom modelo sdo determinadas
caracteristicas que facilitam o processo de experimentagcdo e culminam na
obtencdo de resultados que permitem avancar no conhecimento dos eventos
eletroquimicos que medeiam a formacdo e a funcionalidade do sistema
nervoso. Desvendar os mecanismos que norteiam o funcionamento do sistema
nervoso tem grande importancia académica, pois possibilitara ndo sé o
conhecimento, mas também sera a base para a compreensdo dos processos

patoldgicos e o alicerce para o estabelecimento de estratégias terapéuticas.

A retina é originaria do ectoderma neural e apresenta uma organizacao
laminar semelhante as demais regides do sistema nervoso central. Esta
caracteristica faz com que os resultados experimentais obtidos neste tecido
possam ser correlacionados a outros, obtidos em outras regides do sistema
nervoso. Assim sendo, a retina & considerada como um bom modelo para se
estudar o desenvolvimento e a funcionalidade do sistema nervoso (Dowling,

1991, para revisao).

Macroscopicamente podemos descrever a retina como um tecido
delgado e translicido, de localizacao periférica fora da caixa craniana. Estas

caracteristicas permitem que este tecido possa ser obtido por disseccdo, sem a



presenca de tecido conjuntivo adjacente e sem a presenca de outras
populacdes neuronais e gliais. Assim sendo, ao se isolar a retina se tem uma
estrutura do sistema nervoso de forma purificada. A populagdo de células
retinianas é formada por cinco populagdées neuronais, um tipo de célula glial (a

célula de Maller) e pela microglia (Adler, 1993).

Dados da literatura demonstram que o processo de proliferacédo e de
diferenciacdo das células da retina € mediado por diferentes fatores tréficos
produzidos ao longo do desenvolvimento deste tecido. Ao estudarmos a retina
de ratos neonatos observamos que nela ainda estd ocorrendo uma importante
neurogénese (Figura 1). Imediatamente ap6s o nascimento apenas o0s
precursores das células ganglionares, dos cones, das células horizontais e de

algumas células amacrinas ja sairam do ciclo proliferativo (Cepko, 1993).

Concluido o periodo de desenvolvimento a retina apresenta camadas de
corpos celulares (camadas nucleares) e camadas plexiformes nas quais ocorre
um maior processamento sinaptico (Figura 2). Assim, em um tecido maduro,
torna-se possivel a identificacdo das seguintes camadas celulares (Dowling,

1991; Cepko & Dyer, 2001):

- Camada nuclear externa (CNE), onde sdo encontrados 0s corpos
celulares de fotorreceptores, os quais se dividem em dois subtipos:
0S cones, sensiveis a exposicao da luz intensa e responsaveis pela
visdo escotdpica e os bastonetes que sdo responsaveis pela visao

fotopica;

- Camada plexiforme externa (CPE), na qual os prolongamentos de
fotorreceptores, células bipolares e horizontais fazem contatos

sinapticos entre si;



- Camada nuclear interna (CNI), onde estdo localizados corpos
celulares de células bipolares, horizontais, amacrinas e de células

ganglionares deslocadas;

- Camada plexiforme interna (CPI), onde se encontram o0s
prolongamentos de células bipolares, amacrinas e ganglionares e

onde ocorrem as sinapses entre elas;

- Camada de células ganglionares (CCG), nela se encontram o0s
corpos de células amacrinas deslocadas e células ganglionares. Os
axénios pertencentes as células ganglionares constituem o nervo
Optico, sendo responsaveis assim pela chegada da informacgéo

visual a outras regiées do SNC.

Il [ Fotoreceptores
I Células neuroblasticas
|:| |:| Células amactinas

B Células ganglionares

Figura 1: Modelo de retina de rato neonato entre os dias pds-natais (P0-P2). Observamos a
camada de células ganglionares, amécrinas, fotoreceptores e uma grande quantidade de
células neuroblasticas. Esquema cedido por Gustavo de Rezende Corréa.
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Figura 2: Esquema da retina madura. Estdo representados os diferentes tipos celulares, assim
como as camadas celulares e sinapticas da retina neural (CNE, camada nuclear externa; CPE,
camada plexiforme externa; CNI, camada nuclear interna; CPIl, camada plexiforme interna;
CCG, camada de células ganglionares. Gentilmente cedido por Gustavo de Rezende Corréa e
Carla Valéria Vieira Guilarducci-Ferraz.

O destino das diferentes populacées de células da retina de vertebrados
€ regulado por uma sequéncia de eventos que se mantém conservados ao
longo da evolucdo. A identificacdo dos muitos genes responsaveis pela
regulacdo destes eventos tem demonstrado que existe uma interagdo entre
fatores de transcricdo, macromoléculas regulatérias do ciclo celular e
moléculas sinalizadoras para que o desenvolvimento possa ocorrer
(Andreazzoli, 2009). Os estudos sobre a génese das populagdes celulares em
retinas de ratos demonstram que as células ganglionares sao as primeiras
cujos progenitores saem do ciclo celular (E14 e E20) (Reese e Colello, 1992).
As células améacrinas sao geradas entre E14 e P0. Os fotoreceptores do tipo
cones sdo gerados entre E15 e PO, as células horizontais sdo geradas entre

E16 e E18 e em seguida, surgem as células bipolares e os bastonetes (outro
4



tipo de fotorreceptor) entre E20 e P13. Ja as células de Miiller, sdo geradas

entre E20 e P13 (Cepko, 1993).

As células de Miller sdo capazes de produzir fatores de crescimento, de
expressar um grande numero de receptores para neurotransmissores e
também para moléculas tréficas, sugerindo em alguns casos e confirmando em
outros a participacao das células gliais no desenvolvimento do tecido retiniano
(Ikeda e Puro, 1995). Dados importantes demonstram que interagdes neurénio-
glia sdo extremamente importantes nos processos relacionados com a
regeneracao do tecido nervoso, com a modulacdo sinaptica, plasticidade
singptica, e com a manutencao de concentracdes extracelulares de potassio e
neurotransmissores, evidenciando seu papel na homeostase cerebral

(Vernadakis, 1996).

No tecido retiniano sao encontradas substancias neuroativas e estudos
farmacolégicos tém  demonstrado que  basicamente  todos  os
neurotransmissores e neuromoduladores encontrados no cérebro também

estado presentes neste tecido (Pourcho, 1996 para revisao).

Dados da literatura mostram que a sobrevivéncia, proliferacdo e
diferenciacao de células neuronais e gliais sdo mediadas por varios eventos
tais como a atividade elétrica e a producéo de moléculas tréficas. O mecanismo
de interacao entre moléculas neurotransmissoras e seus receptores especificos
origina de maneira direta ou indireta atividade elétrica, essencial para uma
formacao harménica do SN nos estagios iniciais de desenvolvimento.
Trabalhos tém demonstrado que a sintese de moléculas tréficas como o fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e o fator de crescimento do nervo

(NGF) é regulada pela atividade neuronal (Berzaghi et al., 1993).



1.2 Ciclo Celular e a Proliferacao Celular

O processo de proliferacao celular esta baseado, de uma forma geral, na
capacidade de uma célula gerar duas células independentes, cada uma com
carga genética idéntica a da sua célula irma. Este processo envolve uma
grande quantidade de moléculas estimuladoras, inibidoras e reguladoras do
ciclo celular que pode ser dividido em dois periodos distintos: intérfase e

mitose. Abaixo faremos um breve descritivo de cada uma destas fases.

Intérfase: fase em que ocorre o crescimento celular. As células estao
sintetizando os componentes que irdo constituir as células filhas. Esta fase se

subdivide em trés:
- @G1:periodo entre o final da mitose e o inicio da fase S.

- Fase S: fase onde ocorre a replicacdo do DNA (acido
desoxirribonucléico). Sinais citoplasmaticos sdo enviados ao
nucleo induzindo-o a iniciar a replicacdo. Ressalta-se que é
nesta fase que as células podem ser marcadas com
[®H]timidina, um nucleotideo derivado da timina, utilizado para

avaliar a proliferagéo celular.

- G2:periodo entre o fim da fase S e o inicio da mitose. A célula
que completa a fase S e entra na G2 condensa seus
cromossomos e segue para mitose. Este € um periodo de
preparacao para a producao de fatores cruciais que disparam

a mitose.

Fase M (mitose): fase onde ocorre a divisao celular.



As fases G1 e G2 conferem tempo adicional para o crescimento. No
decorrer da fase G1, a célula verifica se as condicdes ambientais sao
adequadas para comecar o processo de divisdo celular. Se a sinalizacdo é
favoravel inicia-se o ciclo celular, porém se as condicbes sao desfavoraveis
para a entrada no ciclo, a célula entra em um periodo de quiescéncia
denominado GO, no qual ela pode permanecer por um longo tempo. Se estas
condigdes ambientais voltarem a ser favoraveis, a célula pode sair dessa fase
GO e iniciar seu ciclo de divisdo. Na fase G2, a célula analisa se a fase S foi
realizada de forma correta e decide se sera iniciada a mitose, ou se espera
para que sejam realizados reparos necessarios ao DNA devido a erros

ocorridos durante a fase S (Figura 3) (Vermeulen et al., 2003).

Cyclin A

e

g s

./ Gz/
G,%gf —%
g
G,

Figura 3: Estagios do ciclo celular. Os locais da atividade regulatéria dos complexos
CDK/ciclina estao indicados pelas setas. Retirado de Vermeulen et al., 2003.

Ciclinas sao proteinas regulatérias importantes para que ocorra a
transicdo da fase GO para a S dentre outras (Morgan, 1995). O nivel de

expressao das ciclinas é regulado nas varias fases do ciclo. As ciclinas D sé&o
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sintetizadas durante a fase G1, e sua inibicdo previne a entrada da célula na
fase S (Resnitzky et al., 1994). A ciclina E é sintetizada em G1 mais
tardiamente e esta ativa de forma maxima na transicdo de G1-S (Dulic et al.,

1992), enquanto a ciclina A € expressa durante a fase S (Pagano et al., 1992).

A sinalizagdo mediada pelas ciclinas depende da ligacdo destas
proteinas as cinases dependentes de ciclinas (Cdk), que exercem um papel
fundamental para a entrada da célula no ciclo, sintese de DNA e regulacédo da
mitose. Assim, as ciclinas regulam a atividade da Cdk, e esta regulacao é
essencial para a progressao do ciclo. A ciclina D liga-se a Cdk4 e Cdk6,

enquanto a ciclina E e A ligam-se a Cdk2 (Morgan, 1995).

A proteina supressora de tumor de retinoblastoma (pRb) é um regulador
negativo da proliferacdo celular. Essa acdo inibitéria da pRb depende de sua
capacidade de se ligar as outras proteinas e formar complexos com elas.
Ciclinas tipo D, quando ligadas a Cdk4 e/ou Cdk6, sdo responsaveis pela
fosforilagdo e inativagcdo funcional da Rb, um evento que ocorre no meio da

fase G1 (Weinberg, 1995).

E importante salientar que além do papel das ciclinas e suas
subunidades cataliticas (Cdk) na progressao do ciclo celular, existem ainda os
pontos de verificacdo (“check points”) da correcdo do processo. Existem
proteinas denominadas de ciclinas inibidoras de cinases (CKIl) que fazem uma
regulacao negativa do ciclo celular (Peter e Herskowitz, 1994). Esses inibidores
podem ligar Cdks e inibir sua atividade. Existem 2 familias de CKI que incluem:
familia da p16™"*? e familia p21 (Cip1, Waf1, Adil1, Cap20) incluindo p27“*' e
p57""!. Todas as CKl sdo capazes de inibir o complexo ciclina D-Cdk4,

engquanto apenas a p21 e p27 inibem o complexo ciclina E-CdK4 (Dulic et al.,
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1992). Quando ha supressdo de p16, p21 ou p27, varias células param o

crescimento (Toyoshima e Hunter, 1994).

A proliferacdo celular que € induzida por fatores de crescimento ou
citocinas pode ocorrer apenas na presenca de diferentes sinais de sobrevida.
Células que recebem o sinal proliferativo na auséncia de sinal de sobrevida nao
proliferam, ao contrario, morrem por um processo denominado de apoptose
(Birkenkamp e Coffer, 2003, para revisao), que se caracteriza por alteracoes
morfolégicas distintas da morte por necrose que incluem: perda de volume
celular e condensacao da cromatina (Kerr et al., 1972). Assim, a apoptose age
como um importante mecanismo para eliminacdo de células que sofreram
mutac¢des durante o ciclo celular e que podem resultar em uma proliferacéo

celular descontrolada (Birkenkamp e Coffer, 2003, para revisao).

1.3 Fator de Crescimento semelhante a Insulina (IGF)

O IGF foi o segundo fator tréfico a ser descoberto e este fato
aconteceu em 1957. Todavia, antes de se chamar IGF recebeu véarias
denominacgdes, relacionadas ao seu efeito biolégico, como poderemos ver

no texto abaixo.

Salmon e Daughaday descobriram, no soro, um fator que era capaz
de mediar o efeito do horménio somatotréfico (GH) tanto no processo de
sulfatacdo da cartilagem como no processo de crescimento longitudinal do
0sso, por este motivo o fator fora chamado de fator de sulfatacdo e este
estudo ocorreu justamente em 1957 (citado em: Kermer et al., 2000; Russo
et al., 2005, para revisdo). Algum tempo depois, Dulak e Termin em 1973

analisando os fatores de crescimento presentes no soro, identificaram um



que apresentava atividade estimulatéria multipla. Como ja se conheciam os
efeitos multiplos da insulina e este hormdnio esta presente no soro,
acreditaram que o fator por eles identificado fosse a insulina. Contudo, o
efeito deste fator ou fatores nédo era inibido pelos anticorpos anti-insulina,
indicando tratar-se de outra molécula. Nesta altura este fator fora
denominado de fator cuja atividade nao era inibida pelos anticorpos anti-
insulina (NSILA | e Il). Logo a seguir, os NSILA foram renomeados e
chamados de somatomedinas. Com o avango das pesquisas, demonstrou-se
uma semelhanga estrutural entre a cadeia B desse fator e a da insulina e
entdo ele passou a receber a denominacdo de fator de crescimento

semelhante a insulina | e Il (IGF-I e IGF-11) (Russo et al., 2005, para revisao).

A caracterizacao bioquimica das moléculas de IGF-1 e de IGF-II foi
apresentada em 1978. O IGF-I é formado por uma cadeia polipeptidica
constituida por 70 residuos de aminoacidos com peso molecular de 7,5 kDa
(Figura 4) e a cadeia de aminoacidos de IGF-1l se assemelha a do IGF-I em

45 aminoacidos dos 73 presentes (Rinderknecht e Humbel, 1978).

Figura 4: Estrutura molecular tridimensional da molécula de IGF-I apresentando as regides
em alfa hélice nas cores azul-marrom-verde e as regides beta pregueadas sendo
representadas pelas cores vernelho-verde.

Obtido do site: http./ www.pdb.org/pdb/explore.do ?structureld=1RMJ em 29.11.09
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A sintese do IGF foi encontrada inicialmente nos hepatécitos e
também foi observado que o hormdnio somatotrofico desempenha um papel
muito importante neste processo (Russo et al., 2005, para revisao). A maior
parte do IGF-I que se encontra na circulacéo € proveniente do figado, porém
este fator ndo esta diretamente relacionado com o crescimento do corpo,
sendo esta funcdo mediada pelo hormdnio do crescimento (GH). Entretanto,
o IGF-l1 desempenha um papel muito importante para a funcdo neuronal.
Animais que apresentam deficiéncia em IGF-I exibem complicagdes

neurolégicas multiplas (Carro and Torres-Aleman, 2006).

O fator tréfico IGF-I apresenta uma caracteristica muito peculiar no
seu mecanismo de sinalizagdo, pois além de existirem os receptores
também estdo presentes proteinas que se ligam a esta molécula e
desempenham um papel regulatério. Desta maneira podemos dizer que a
sinalizacdo depende de um conjunto de moléculas que participam deste
processo. Sao elas: os dois fatores (IGF-1 e Il), seis proteinas as quais o IGF
se liga e que portanto desempenham papel regulatério (IGFBPs) e dois tipos
de receptores (Chesik, 2004; Paveli¢ et al., 2007). Na figura 5 temos uma
representacdo esquematica destas diferentes macromoléculas e as

respostas celulares induzidas pela ativacao dos receptores.
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Figura 5: Proteinas as quais o IGF se liga (IGFBPs) e eventos modulados por este fator trofico
compreendem o} sistema de ligacao do IGF-I. Chesik, 2004;
dissertations.ub.rug.nl/faculties/medicine.

O &cido ribonucléico mensageiro (RNAm) para o IGF-I, o IGF-Il e para
as IGFBPs 2, 4 e 5 é expresso em regides distintas do Sistema Nervoso
Central. No cerebelo, no bulbo olfatério, no talamo, no hipocampo e na retina o
RNAm para o IGF-1l € detectado no inicio do desenvolvimento e 0 RNAm para
IGF-1, aparece em periodos mais tardios (De Pablo and De La Rosa, 1995).

O RNAm para IGF-lI foi detectado em ratos, no primeiro dia de
nascimento, nas células de Purkinje e em outros elementos celulares no cértex
cerebral. Uma observacao interessante diz respeito a observacdo de que a
expressao do IGF-1 estd associada a elementos neuronais, a expressao do
IGF-1l a elementos ndo neuronais e os IGFBPs a elementos mesenquimais,
neuronais e a células gliais (De Pablo and De La Rosa, 1995).

Um estudo publicado em 1996, realizado com ratos da linhagem

sprague-dawley entre 12 a 14 semanas, demonstrou a localizagdo do
12



RNAm para o IGF-I, para o receptor de IGF tipo | e para proteinas de
ligacdo ao IGF em retinas de ratos (Burren et al., 1996). O quadro abaixo

sintetiza os resultados obtidos pelos pesquisadores.

RETINA IGFI | IGFRI | IGFBP1 | IGFBP2 | IGFBP3 | IGFBP4 | IGFBP5 | IGFBP6

Camada de
células + | ++ - - - - + +
ganglionares

Camada
nuclear
interna

Camada
nuclear
externa

Membrana
limitante
externa

Epitélio
pigmentar - - - - - - -
retiniano

Células
Endoteliais

Tabela 1: Localizagdo do RNAm dos membros da grande familia de IGF na retina (Burren et
al., 1996).

Popken e colaboradores, em trabalho realizado em 2005, mostraram que
o IGF-I é amplamente expresso no SNC, de maneira tempo dependente e
coincidente com o desenvolvimento neuronal. Em camundongos, foi
demonstrado que o pico de expressdao do IGF-I ocorre entre os dias
embrionarios E-11 e E-17, periodo este em que ocorre a proliferacdo dos
progenitores neuronais (Chrysis, et al., 2001). Um dado interessante acerca do
IGF-1, obtido na regido cortical de camundongos, € a sua capacidade de
encurtar o ciclo celular durante a fase G1 e aumentar o numero de células que

entram novamente no ciclo (Hodge et al., 2004).
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O IGF-I desempenha diferentes funcbes tais como estimular a
proliferacdo de células progenitoras neurais e favorecer tanto a sobrevida
neuronal como a dos oligodendrécitos. Igualmente o IGF-1 é capaz de regular a
diferenciacao neuronal no aspecto do crescimento de neuritos e sinaptogénese
(Pfenninger, et al., 2003; O KusKy, et al., 2003).

Dados da literatura demonstram que astrécitos sintetizam IGF-1 e IGF-II
e este fator exerce um importante efeito mitdtico sobre estas células.
Igualmente foi demonstrado que os astrdcitos sdo capazes de sintetizar
IGFBPs e tém o seu crescimento relacionado a ligagdo do IGF-I a estas
proteinas (Rotwein et al., 1988; Han et al., 1987).

O IGF-I desempenha uma importante funcdo na maturacdo dos
oligodendrdcitos. Células progenitoras de oligodendrécitos respondem ao IGF-I
e a presenca deste fator induz um aumento de sobrevida, um aumento na
diferenciacao e um aumento na produgao de mielina (Mc Morris et al.,1993; Ye
and D ercole, 1999).

Em 1995, Beck e colaboradores publicaram um estudo realizado em
camundongos knockout para IGF-I onde foi possivel constatar uma reducao
marcante na populacdo da regido do estriato. Esses resultados estdo de
acordo com evidéncias experimentais que mostram o papel tréfico do IGF-1 em
neurdnios estriatais (Arsenijevic and Weiss, 1998; Shimazaki et al.,1999). Em
contrapartida, camundongos que apresentam um aumento na expressao de
IGF-I apresentam um aumento na sobrevida neuronal em regiées do cortex e
do cerebelo (Ye et al., 1996; Chrysis, et al., 2001).

De acordo com estudo publicado por Cheng e colaboradores em 2003,

os efeitos da auséncia de IGF-| sobre o sistema nervoso sao extremamente
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graves. Camundongos que nao expressam |IGF-I apresentam uma diminuicao
no comprimento dos dendriticos e alteragbes tanto no crescimento axonal
como na arborizagdo dendritica (Cediel et al., 2006). Mutacdes que levam a
perda da expressdao do receptor de IGF-I induzem o aparecimento de
microencefalia e retardo mental em cérebros de humanos (Abuzzahab et al.,

2003).

1.3.1 Receptor do IGF

Para exercer seu papel tanto o IGF-I como o IGF-Il necessitam de
receptores e hoje sdo conhecidos dois receptores para estes fatores; o tipo | e
o tipo Il. Cabe ressaltar que a expressao de receptores de IGF esta presente
ao longo da evolucgao, estando presente de invertebrados a mamiferos (Paveli¢
et al., 2007; Russo et al., 2005; Le Roith, 2003).

O receptor do tipo | € o Unico da familia dos receptores cataliticos e
apresenta grande homologia com o receptor de insulina. Tanto o receptor do
tipo | quanto o de insulina sdo compostos por duas cadeias a extracelulares
com dominios ricos em cisteina, regidao onde ocorrem as ligagdes especificas.
Apresentam também duas cadeias B citoplasmaticas com residuos com
atividade tirosina cinase (Chesik, et al., 2007). O gene para o receptor do tipo |
€ expresso de forma constitutiva, em varios tecidos, mas também pode ser
regulado tanto in vivo quanto in vitro por fatores de transcricao tais como sp1 e
p53 (Russo et al., 2005, para revisao).

O receptor do tipo Il para IGF apresenta semelhanca ao receptor de
manose 6 fosfato independente de cation (Jones and Clemmons, 1995; Russo
et al., 2005, para revisdo). Sua estrutura apresenta uma cadeia polipeptidica

com um pequeno dominio citoplasmatico, sem atividade tirosina cinase. Esses
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receptores estdo envolvidos com fungdes tais como o trafego de enzimas
lisossomais, a endocitose e a degradacdao lisossomal de ligantes
extracelulares, regulacdo dos efeitos apoptoéticos/ mitogénicos e possivel
transducéao de sinalizacao intracelular (Russo et al., 2005).

Os respostas celulares ativadas tanto pelo IGF-I como pelo IGF-Il, que
melhor se conhecem, ocorrem através da ativacao do receptor do tipo |, que é
uma glicoproteina de membrana. Apo6s ocorrer a ligacdo do IGF a este
receptor, tirosinas cinases presentes na porcao intracelular do receptor séo
ativadas e a partir deste momento cascatas de sinalizagdo sao estimuladas.
Podemos destacar os IRS1-IRS4 (substratos para receptor de insulina) que
culminam na ativacao da via da PI-3 (fosfato-3-inositol) e das MAP cinases
(proteinas cinases ativadoras de mitose). (Russo et al., 2005).

Obberghen e colaboradores em 2001 compararam os receptores para
insulina e o receptor do tipo | para o IGF e observaram haver poucas
diferencas estruturais entre eles (figura 6). Essas diferencas encontradas sao
as seguintes:

- 0s receptores de insulina possuem 3 residuos de tirosina localizados
nas posigoes Y1146; Y1150 e Y1151 e nos receptores tipo | as tirosinas estédo
em Y1131;Y1135¢e Y1136.

- a tirosina Y960 existente no receptor de insulina e a Y950 no receptor
de IGF-I localiza-se na regido justa-membranar e uma vez fosforilada essa
tirosina compde uma regido de reconhecimento para varios substratos desses
receptores.

- 0 receptor de insulina em seu terminal carboxila apresenta dois sitios

de autofosforilacdo, Y1322 e Y1316 enquanto o receptor de IGF-I apresenta
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apenas o Y1316. A funcionalidade desta tirosina no terminal carboxi nédo é
clara, mas parece estar envolvida com algumas diferencas na sinalizacao

mediada pela insulina ou pelo IGF-1 (Obberghen et al., 2001).

f=SUBUMNIT

Y1131;Y1135; Y1136
(residuos tirosina do receptor de IGF)

Figura 6: Representacdo esquematica do receptor de insulina. Sao feitas comparagdes entre
os residuos de tirosina fosforilados no receptor de insulina e no receptor IGF-I (Obberghen et
al., 2001).

Em 1985 os receptores de insulina, de IGF-I1 e de IGF-Il foram
identificados no SNC de mamiferos por Gammetolft e seus colaboradores. Os
receptores de IGF e insulina sdo mais abundantes, de quatro a dez vezes, no
cérebro de fetos de ratos do que nos animais adultos demonstrando a
importancia destes fatores para o desenvolvimento do SNC. A expressao deles
€ alta em regides que apresentam os corpos celulares das células nervosas e
baixa nas regides da substancia branca (de Pablo, F. and de la Rosa, J.,

1995).
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1.3.2 Proteinas de ligacao ao IGF (IGFBPS)

Uma caracteristica importante das vias de sinalizacdo do IGF constitui-
se na presenca das proteinas de ligacao deste fator tréfico, denominadas de
IGFBPs. Tanto as moléculas de IGF como as IGFBPs estao presentes tanto na
circulacdo como no espacgo extracelular e desta forma a sinalizacao estara na
dependéncia destas interagcdes que poderdao ser tanto inibitérias como
estimulatérias (Jones and Clemmons, 1995).

As IGFBPs sao macromoléculas protéicas secretadas que apresentam
uma homologia sequencial de 80%, sendo que a seletividade de ligacdo com o
IGFI ou IGFIlI varia de uma proteina para outra (Rajaram et. al., 1997). A
estrutura polipeptidica das IGFBPs apresenta dois dominios altamente
conservados, o C e o N e um dominio variavel central, o L (Figura 7). O
dominio N € composto por 12 cisteinas e contém o principal sitio de ligacao
para o IGF, o dominio C apresenta 6 cisteinas e o dominio L contém sitios para
a regulacao poés-translacional como a glicosilacdo, fosforilacdo e protedlise

(Duan and Xu, 2005).
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Figura 7: Estrutura das IGFBPs, destacando-se os trés dominios N, L e C (Bach et al., 2005).

As IGFBPs desempenham um importante papel em modular as a¢des do
IGF. No soro, por exemplo, elas sdo capazes de regular as funcées enddcrinas
dos IGFs. As fungdes propostas para essa regulagdo sdo as seguintes: 1)
Inibicdo da atividade semelhante a insulina; 2) Aumento da meia vida
plasmatica dos IGFs e 3) Regulacdo da taxa de transporte do IGF do
compartimento vascular para aumentar assim o efeito trofico deste fator
(Rajaram et. al., 1997).

A funcdo modulatéria das IGFBPs pode ser facilmente visualizada ao

analisarmos a tabela abaixo:
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IGFBPs Afinidade | Modulacao da acao Localizacao

com o IGF do IGF pericelular
IGFBP-1 [ =1l Inibicdo e/ou Superficie celular (a5p1
potenciacdo integrina)
IGFBP-2 > Inibicao Indeterminada
IGFBP-3 [ =1l Inibicdo e/ou Superficie celular

potenciacao

IGFBP-4 [ =1l Inibicao

IGFBP-5 >l Potenciacao Matriz extracelular e
superficie celular

IGFBP-6 > Inibicao

Tabela 2: Descrigdo das IGFBPs, seus efeitos e suas localizagdes celulares (Rajaram et. al.,
1997).

E importante assinalar que os niveis de IGFBPs s&o regulados durante
varias condicoes fisioldgicas e patoldgicas. Ja foi demonstrado que os
exercicios, cirurgias, a gravidez e o envelhecimento podem regular a expressao
das IGFBPs. Entre as condicbes patolégicas que envolvem a regulagdo de
algumas IGFBPs podemos destacar as seguintes: diabetes, tumores,
deficiéncia de receptores GH, acromegalia, osteoporose, faléncia renal entre

outras (Rajaram et. al., 1997). Na tabela abaixo podemos observar a
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distribuicdo das principais IGFBPs nos fluidos biolégicos (Rajaram et. al.,

1997).
Fluido Principal(is) IGFBPs
Soro IGBPB-3
Fluido Aminiético IGBPB-1
Fluido Folicular IGBPB-3
Fluido Cérebroespinhal IGBPB-2, IGBPB-6
(CSF)

Tabela 3: Distribuicao das IGFBPs em diferentes fluidos bioldgicos (Rajaram et. al., 1997).

1.3.3 Sinalizacao Quimica

As duas principais vias envolvidas na sinalizagao através dos receptores
de insulina e IGF-I, como descrito na figura 8, envolvem a fosforilacdo do
substrato IRS e/ou Shc. Através de uma proteina adaptadora, Grb2 ocorre o
recrutamento da SOS formando um complexo IRS-1-Grb2-SOS que ativa a
Ras. Neste momento ocorre a estimulagao da Raf (proteina cinase ativadora da
MEK) que resulta na fosforilagdo e ativacao das ERKs (cinases reguladas por
sinais extracelulares) (Bateman and Neill, 2006; Jones and Clemmons, 1995).

O receptor tipo | de IGF, assim como o tipo Il, estdo envolvidos também
na ativacao da via da PI3K (fosfatidilnositol-3-cinase), que pode ser estimulada
pela IRS-1 fosforilada. Ressalta-se que esta via, em muitos casos, esta
relacionada ao crescimento celular. Um outro evento observado com a
autofosforilagdo do receptor de IGF do tipo 1 é a associacdao direta com a
subunidade p85 da PI3K (Jones and Clemmons, 1995).

Células hematopoiéticas de murinos D32, ao serem estudadas, mostram

que a retirada da IL-3 leva essas células rapidamente a apoptose, porém se
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estas células forem tratadas com IGF-l, a apoptose é inibida através da
fosforilacdo induzida, via PI3 cinase, da proteina proapoptética Bad
(Kurmasheva and Houghton, 2006).

Os efeitos antiapoptéticos do IGF-1 sdo, em muitos sistemas, mediados
pela proteina IRS-1 e estudos realizados em camundongos knockout para esta
proteina corroboram estes dados (Kurmasheva and Houghton, 2006). A
sinalizacao do IGF-I, em células tumorais de figado que super expressam IRS-
1, leva a ativagdo das vias da PI3K e da ERK1/2 o que confere uma grande

resisténcia a apoptose nestas células (Kurmasheva and Houghton, 2006).
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Figura 8: Algumas vias de sinalizagéao envolvidas no efeito do IGF.
Obtido do site: http.// www.medscape.comcontent2004004832483288art-nrc483288.1ig2.jpg em
29.11.09.

Células NIH 3T3 (linhagem de células de fibroblastos de camundongos)
quando tratadas com IGF-I ou com insulina, apresentam um aumento na

expressdo de seus respectivos receptores € um concomitante aumento na
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fosforilacdo da IRS-1 (Giorgetti et al., 1993). Nessas mesmas células,
mutacdes no sitio de ligacdo de ATP (adenosina trifosfato) do receptor de IGF-I
previne a autofosforilacdo dos receptores, o aumento na incorporacdo de
timidina, a ativagdo da PI3 cinase, a incorporacao de 2 deoxiglicose e a
expressao da ornitina descarboxilase. A mutacao nos trés principais sitios de
autofosforilagdo do receptor bloqueia toda a cascata de sinalizacao induzida
pelo IGF-I (Jones and Clemmons, 1995).

Em um modelo de axotomia in vivo foi demonstrado que o IGF-I, injetado
no vitreo, é capaz de resgatar células ganglionares da retina do processo de
apoptose; sendo este efeito mediado pela ativacao da via da PI-3 cinase e da
inibicao da ativacao da via da caspase 3 (Kermer et al., 2000).

Em 2001, Dalle e colaboradores mostraram que o tratamento com IGF-I
€ capaz de estimular a sintese de DNA efeito este mediado pela ativacdo da
proteina G. Eles mostraram que o receptor de IGF-I se associa com Gai
liberando assim a subunidade Gy, sendo que esse acoplamento do receptor
de IGF com a proteina G é essencial para a sinalizagdo mitogénica desse fator.
Estes autores igualmente demonstraram que os receptores de insulina e de
IGF apresentam diferencas no acoplamento a proteina G. Essas diferencas
poderiam explicar parcialmente as diferencas potencias entre esses dois
receptores com relacao a sinalizacdo mitogénica versus a resposta metabdlica

(Dalle et al., 2001).

Em culturas primarias de neurbnios de camundongo, o aumento
intracelular de calcio, induzido pela ativacao da via glutamatérgica, € inibido
tanto pelo tratamento com IGF-I como pelo tratamento com BDNF. Ao analisar

as vias de sinalizagdo envolvidas neste efeito, os autores constataram que a
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exposicdo aguda ao BDNF é capaz de ativar a via da MAPK/ERK. A
potencializacdo deste efeito ocorre de forma significativa quando os neurdnios
sao pré-tratados com IGF-I sendo que o tratamento apenas com o IGF-I néo é
capaz de ativar a via da ERK. Esses resultados demonstram que o IGF-I leva a
uma potencializagdo da resposta ao BDNF. Neste mesmo trabalho os autores
demonstraram que o tratamento com IGF-I induz um aumento na expressao de
receptores TrkB nas primeiras 24h de tratamento, o que justificaria os

resultados observados (McCusker et al., 2006).

1.4 Fator de Crescimento Epidermal (EGF)

O fator de crescimento epidermal (EGF) foi o terceiro fator tréfico a ser
descoberto. Em 1959, Stanley Cohen observou que ao injetar extratos de
glandulas salivares de murinos, tanto em cérebro de camundongos como em
cérebro de ratos recém nascidos, ocorria a abertura precoce dos olhos e
erupcao antecipada dos dentes incisivos. Cohen ainda constatou que isto
ocorria de forma dose dependente, pois cada vez que se dobrava a
concentracdo do extrato injetado, mais rapidamente ocorria a abertura dos
olhos. Os avancos das pesquisas permitiram que Cohen isolasse esta molécula
a partir das glandulas salivares e verificasse também que sua atividade estava
relacionada ao crescimento e a queratinizagdo da epiderme, nomeando-a

assim de fator de Fator de Crescimento Epidermal (Cohen, 2004 para revisao).
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Figura 9: Fotografia de Stanley Cohen, responsavel pela descoberta do EGF.
Obtido do site: http.//nobelprize.org em 29.11.09.

A exemplo de outros fatores, o EGF é sintetizado primeiramente em uma
forma precursora, caracterizada como uma glicoproteina transmembranar com
1217 aminoacidos e peso molecular de 140 a 150 kDa. Apds o processo de
clivagem a forma madura é liberada, se liga ao receptor e ativa diferentes vias
de sinalizacao que serdo descritas posteriormente (Wong and Guillaud, 2004,
para revisdo). A proteina EGF, na sua forma madura, apresenta uma estrutura
polipeptidica constituida de 53 residuos de aminoacidos, dos quais 6 sao
residuos de cisteina altamente conservados e que estabelecem pontes de
cistina. Essas pontes conferem estabilidade a molécula sendo responséaveis

pela sua atividade biologica (figura 10).

Figura 10: Estrutura do EGF apresentando as 3 pontes dissulfeto (linhas verdes), ligando os 6
residuos cisteina.
Obtido do site: http.// www.kent.ac.uk.em 29.11.09.
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O EGF pertence a uma familia de fatores de crescimento com
semelhanca estrutural entre si, denominada familia EGF. Aléem do EGF,
compbem esta familia o Fator de Transformacao do Crescimento a (TGFa), a
Anfirregulina (AR, conhecido também como fator de crescimento derivado de
Schwannoma), o EGF ligado a Heparina (HB-EGF), a Betacelulina (BTC), a
Epirregulina (EPR) e a Heregulina ou Neuregulina (também conhecida como
fator de diferenciacdo Neu). Todas estas moléculas contém uma estrutura que
conserva 3 alcas ligadas por pontes dissulfeto. Esta regido apresenta uma
sequéncia de aproximadamente 50 aminoacidos, com homologia de 26-50%,
conhecida como dominio comum entre os diferentes membros da familia EGF
(Rowinsky, 2004, para revisao e Chen et al., 2007).

Todos os membros da familia EGF sao sintetizados inicialmente na
forma de precursores, como uma proteina transmembranar e sofrem a agéo de
proteases, sendo clivados em seus ectodominios e liberados de forma soluvel
(madura) (Xian and Zhou 2004, para revisao; Rowinsky 2004, para revisao e
Chen et al., 2007). O mecanismo de clivagem de membros da familia EGF, na
superficie celular, possivelmente ocorre através da acdo de membros da
familia de desintegrinas e metaloproteases (ADAMs) (Hsieh and Conti 2005,
para revisdo), pois além de ativarem as metaloproteinases (que clivam o
proEGF) também sao capazes de diretamente estimular a liberacdo destes
fatores. Quando liberados na superficie celular, estes fatores tém a capacidade
de ativar a propria célula (mecanismo de sinalizacdo autdcrina), ou células

adjacentes (sinalizacao paracrina) (Stirnweiss et al., 2006).
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1.4.1 Efeitos Gerais do EGF

O EGF é uma molécula ubiqua capaz de estimular proliferacdo e
diferenciacdo em varios tecidos tanto de origem mesodérmica quanto
ectodérmica. A falta do EGF induz o aparecimento de anomalias em varios
6rgaos confirmando a sua acao em diferentes sistemas (Henson e Gibson,
2006 para revisao).

O EGF pode ser sintetizado em varios tipos celulares incluindo:
fibroblastos, células do endotélio vascular, células epiteliais, etc. Esta molécula
esta presente em varios fluidos corporais como sangue, urina e saliva. Efeitos
estimulatérios e inibitérios na proliferacao celular sdo atribuidos ao EGF. Além
disso, o EGF é capaz de regular diversas atividades biolégicas e metabdlicas
dependendo das células estudadas (Gobin and West, 2003). Abaixo
descreveremos alguns desses muitos efeitos.

Uma importante funcdo do EGF estd relacionada a sua acédo na
cicatrizacao tecidual e também na migracao de fibroblastos (Gobin and West,
2003), o que leva a sua aplicacao terapéutica em pacientes com Ulceras
diabéticas e de compressao (Yin et al., 2007). A resposta ao EGF é mediada
por receptores do tipo tirosina cinase capazes de mediar uma cascata de
eventos de sinalizacdo que envolve a estimulacdo de receptores para
integrinas e a consequiente adesao a matriz extracelular (Cabodi et al., 2004).

O EGF também é capaz de estimular, de forma indireta, a diferenciacao
de trofoblastos, através do aumento da producéao de gonadotrofina-B-coridnica,
que é responsavel pelo processo de diferenciacdo. Segundo Johnstone e
colaboradores (2005), este efeito se da através da via da MAP cinase p38, pois

bloqueando esta via, ocorre a inibicao da diferenciacao estimulada pelo EGF.
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Na musculatura gastrica o EGF induz a contracdo de maneira dose-
dependente, através da ativacdo de tirosinas cinases citoplasmaticas
(Srivastava and St-Louis, 1997). O EGF também age na musculatura lisa dos
brénquios, induzindo sua proliferacdo que é mediada pela via da MAP cinase.
Uma possivel implicacdo clinica deste efeito € o fato de ratos asmaticos
apresentarem um desbalanco na sinalizacao do EGF o que leva a proliferacéao
da musculatura dos brénquios e esta relacionado a fisiopatologia da doenca
(Jing et al., 2007).

Em rim, glandulas submaxilares, duodeno e pancreas, foram
identificados niveis de RNAm para o EGF, sendo que no rim e nas glandulas
submaxilares hd uma maior expressao. No sistema renal o EGF esta envolvido
em diversas fungbes como, inibir a reabsorcao de soédio em tubulos coletores e
a gliconeogénese em células dos tubulos proximais, além de também diminuir
a filtracao glomerular e o fluxo plasmatico renal (Coimbra, 1997, para revisao).

O EGF também participa da regulagdo dos niveis de Mg™ nos tlbulos
contornados distais do rim. Muallem e Moe em 2007 sugeriram que o EGF seja
um hormoénio regulador do Mg*™, pois de uma forma paracrina e/ou autécrina,
regula a reabsorcao e a concentracao na urina deste cation. Isto ocorre através
da regulagédo dos canais TRPM6 permeaveis ao Mg presente na membrana
das células dos tubulos contornados distais.

O efeito do EGF observado em células tronco embrionarias de
camundongos, demonstra que este fator € capaz de aumentar a proliferacao.
Este efeito depende do aumento dos niveis de Ca™ no citoplasma, da ativacao

da PLC (fosfolipase C) e da PKC (proteina cinase C), e da ativacdo da MAP
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cinase 44/42. Igualmente ocorre a ativacao de proteinas do ciclo celular como a
ciclina D1, a ciclina E, a CDK2 e a CDK4 (Heo et al., 2005).

Ha uma abundante expressao do receptor de EGF, em varias linhagens
de células tumorais. A linhagem de células de carcinoma epidermal A431,
apresenta a expressao deste receptor aumentada, porém altas concentracoes
de EGF (> 200ng/mL) induzem uma inibicdo do crescimento celular, sendo
parte deste efeito mediado pela PKC® e pelo NFkB (fator de ativacdo nuclear
kB). Um dado interessante foi obtido por Grudinkin e colaboradores em 2007,
que mostraram o efeito apoptético do EGF em células de carcinoma
epidermoide A431 quando o tratamento foi feito com altas doses; sendo este
efeito mediado pela STAT1.

Em 1995, os efeitos do EGF foram comparados com os efeitos do NGF
em células NIH-3T3 por Decker. O autor observou que os fatores induziam
respostas distintas, sendo o EGF um estimulador da proliferacdo e o NGF um
mediador da parada do crescimento e indutor da diferenciacdo. Os estudos
visando esclarecer estes resultados mostraram que o efeito mitogénico do EGF
dependia da ativacao transiente da MAP cinase e o efeito do NGF era mediado
pela ativacdo sustentada desta enzima. De acordo com Kholodenko em 2007
as diferencas na ativacdo da MAP cinase, regulando a resposta da célula,
poderia ser explicado através de um mecanismo de “feedback” positivo ou
negativo na regulagdo da Raf-1 pela Erk1/2. O “feedback” positivo da Raf-1,
promoveria uma ativagdo sustentada da Erk1/2 e a diferenciacdo celular,
enquanto o “feedback’ negativo, promoveria uma ativacdo transitéria e a

proliferacao celular.
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1.4.2 Efeitos do EGF no Sistema Nervoso

Sabendo-se que o EGF regula sobrevida, proliferacao, diferenciacao e
regeneracao no sistema nervoso, podemos dizer que este fator tréfico
desempenhe um papel importante ao longo do desenvolvimento deste sistema;
bem como tenha sua funcéo preservada na vida adulta (Gomes et al., 2001,
para revisao; Weuste et al., 2006).

Andlises acerca da expressao do RNAm para o EGF, a partir do 14° dia
embrionario até o periodo pés-natal, demonstrou a presenca deste fator em
todas as regides do encéfalo, incluindo tronco cerebral, cerebelo, cortex
cerebral, hipocampo, talamo, hipotalamo, bulbo olfatério e estriatum, sendo os
maiores niveis encontrado no bulbo olfatério, hipotalamo e cerebelo (Wong and
Guillaud, 2004 para revisao).

Astrocitos sdo capazes de secretar EGF e foi demonstrado, in vitro, que
astrécitos cerebelares tratados com o horménio tireoidiano triiodotironina (T3),
produzem EGF que é responsavel pela proliferacdo destas células (Gomes et
al., 2001 para revisao). Também ja fora demonstrado que o tratamento de
astrécitos por 24 h com EGF leva a um aumento nos niveis de expressao do
RNAm para o receptor de IL-4 (interleucina 4). Como a interleucina 4 inibe a
proliferacao celular podemos sugerir que o EGF regule o seu préprio efeito
proliferativo (Barna et al., 2001).

Em 2005, Koprovica e colaboradores, mostraram que o EGF e o seu
receptor estdo envolvidos nos processos de regeneragdo axonal, pois
bloqueando a atividade cinase do receptor de EGF (EGFR), houve uma
inibicdo da mielinizacdo e do crescimento axonal em células granulares do

cerebelo.
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O EGF esta diretamente envolvido com a capacidade de aumento da
sobrevida de progenitores neurais “in vitro”, além de estimular diferentes
respostas celulares durante os estagios do desenvolvimento neural (Walder
and Ferretti, 2004). As células tronco neurais sado definidas como células com a
capacidade de se auto-renovar e com potencial de se diferenciar em trés
principais tipos de células: neurénios, astrécitos e oligodendrécitos (Glaser et
al., 2007). Culturas de precursores neuronais de embrides humanos
apresentam a formacédo de colbnias quando tratadas simultaneamente com
EGF e do fator de crescimento de fibroblastos basico (FGFb) (Walder and
Ferretti, em 2004). Células tronco neurais derivadas do cérebro dependem do
EGF tanto para sobreviver como para proliferar (Xian and Zhou 2004, para
revisdo).

1.4.3 Receptor de EGF

O receptor de EGF (EGFR) caracteriza-se por ser uma proteina de 170
kDa, transmembranar, que passa uma unica vez a membrana plasmatica. A
sintese deste receptor ocorre primeiramente no reticulo endoplasmatico na sua
forma precursora com peso molecular de 160 kDa. Sequencialmente a forma
madura ocorre pela ligacao a oligossacarideos (170 kDa) na porcado N (Slieker
et al., 1986).

A expressao do EGFR em células normais varia entre 40.000 a 100.000
receptores por célula. Um dado importante € que camundongos “knockout’
para este receptor morrem ainda na fase de gestacdo ou morrem durante os
primeiros dias pdés-natais. Aqueles que conseguem nascer, apresentam
anomalias na pele, no trato gastrintestinal, nos pulmdes, na fenda palpebral, no

sistema nervoso e nos dentes (Wong, 2006 para revisdao). Em contrapartida, o
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receptor de EGF é expresso de forma abundante na maioria dos tumores
sélidos, incluindo cancer de: mama, cabeca e pescogo, ovario, rins, célon e em
carcinoma pulmonar de pequenas células (Herbst, 2004).

Ja foram identificados quatro grupos de receptores para a familia do
EGF todos eles sendo proteinas transmembranares. Sao eles: ErbB1 ou
EGFR, ErbB2 ou HER2, ErbB3 ou HER3, ErbB4 ou HER4 (Barnes and Kumar,
2003; Toshi and Cappuzzo, 2007; Schlessinger, 2002 para revisao).

Tanto o EGFR como o ErbB2 estdao presentes nas regides de “lipid
rafts”. Quando ativado o EGFR, pode alterar o ambiente dos “lipids rafts”,
gerando a formagdo de caveolinas oligoméricas na membrana plasméatica
direcionando assim os mecanismos de sinalizagcao citoplasmaticos (Freeman et
al., 2007).

A porcao extracelular desta familia de receptores apresenta como uma
caracteristica marcante a presencga de residuos de cisteina responsaveis pela
ligacdo com o EGF, além disto, apresentam um unico dominio transmembrana
e um dominio tirosina cinase citoplasmatico responsavel pela geracdo e
regulacdo da sinalizacdo intracelular (Barnes and Kumar, 2003; Hsieh and
Conti, 2005 para revisdo). Os receptores ErbB podem se apresentar sob a
forma de mondémeros ou de dimeros, podendo formar tanto homodimeros
quanto heterodimeros. Quando EGF se liga a ErbB1 permite que este receptor
se ligue a outros membros da familia ErbB, formando heterodimeros (Henson
and Gibson, 2006 para revisdo). Mesmo que ErbB2 nao tenha nenhum ligante
conhecido, ele também pode formar heterodimeros com outros receptores
ErbB e potencializar o complexo de sinalizagdo (Henson and Gibson, 2006;

Barnes and Kumar, 2003; Hsieh and Conti, 2005 para revisdo). O receptor
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ErbB3, tem atividade cinase que se ativa somente quando associada com outro
receptor da famila ErbB; sendo chamados de co-receptores (Hsieh and Conti,
2005 para revisao).

Com relacdo a ativacdao do EGFR, dados da literatura mostram que
diferentes ligantes pertencentes a familia EGF de fatores troficos também séo
capazes de se ligar ao EGFR, ativa-lo e induzir cascatas de sinalizacao
intracelulares (Toshi and Cappuzzo, 2007; Hsieh and Conti, 2005 para revisao).
Esta familia entdo, é dividida em 3 grupos (Tabela 4 e Figura 11) de acordo

com os receptores ao quais sao capazes de se ligar.

GRUPO LIGANTES RECEPTORES
| EGF, TGFa, Apenas EGFR (ErbB1)
ANFIRREGULINA.
! NEUREGULINAS ErbB3 e ErbB4
HB-EGF,
]} BETACELULINA E Tanto EGFR quanto
EPIRREGULINA. ErbB4

Tabela 4: Familia EGF e seus receptores. Adaptado de Wong and Guillaud (2004).

O grupo 1 se liga especificamente ao EGFR e é formado pelo EGF,
TGFa e pela Anfirregulina. O grupo 2 é constituido pelas Neuregulinas que se
ligam tanto ao ErbB3 quanto ao ErbB4. Ja o grupo 3 compreende a HB-EGF, a
Betacelulina e a Epirregulina que podem se ligar tanto ao EGFR, como ao
ErbB4 (Hsieh and Conti, 2005 para revisao). Estas interacdes trans-regulatérias
podem ser mediadas por meio das ligacbes aos receptores, através da

fosforilacdo direta dos receptores por proteinas tirosina cinase e também por
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padroes de heterodimerizacdo e transativacdo dos receptores ErbB (Barnes

and Kumar, 2003 para revisao).
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Figura 11: Representagéo esquematca divisdo em grupos da Familia EGF de fatores troficos e
seus respectivos receptores ativados.

Obtido do site: hitp:/www1.qgiagen.comGeneGlobePathwayView.aspxID=NM 005235 em
29.11.09

As respostas celulares que podem surgir a partir da ligacdo do EGF ao
seu receptor estdo diretamente relacionadas a concentracdo da molécula de
EGF no meio, assim como ao nivel de expressao do seu receptor (Henson and
Gibson, 2006 para revisao). Existem duas formas pelas quais o EGF pode se

ligar e em 95-98% dos casos a ligacao é de alta afinidade (KD=10nM) e em 2-
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5% dos casos a ligagédo € de baixa afinidade (KD=0,1nM) (Schlessinger, 2002
para revisao).

O receptor ErbB2 pode ter sua fosforilacdo estimulada por EGF quando
h&a a formacao do heterodimero EGFR/ErbB2 (Wong and Guillaund, 2004, para
revisdo). Este evento torna-se viavel devido a existéncia de uma alca de
dimerizacdo altamente conservada em todos os membros da familia EGFR,
sendo ErbB2 considerado padrao de heterodimerizagdo entre todos os outros
membros da familia de receptores (Schlessinger, 2002, para revisdo). Os
EGFR sofrem a dimerizacdo ligando duas moléculas do ligante para duas
moléculas do receptor, formando um complexo estavel 2:2 /EGF:EGFR (Barnes

and Kumar, 2003 para revisdo, Schlessinger, 2002 para revisao).

1.4.4 Trafego, Endocitose e Transativacao do EGFR

A ativacao fisiol6gica dos receptores para o EGF deve ocorrer de forma
pontual e rapida para que as células ndo venham a receber uma ativacao
cronica. Caso esta ativacdo crbnica venha a ocorrer podem ser induzidas
respostas celulares que levem ao aparecimento de processos tumorais. Desta
forma, hd um grande numero de controles do tipo “feedback” que ajudam a
atenuar estes efeitos, como a fosforilacdo de residuos serina/treonina do
receptor ou seus substratos, a estimulacdo de fosfatases e a endocitose
(Martin et al., 2006). Quando o EGFR é fosforilado via PKC, isto pode levar a
uma “downregulation” da atividade do receptor, pois a fosforilagdo da PKC na
treonina 654 do EGFR promove uma diminuicdo da afinidade pelo EGF,
reduzindo a atividade tirosina cinase e autofosforilagdo deste receptor (Wong

and Guillard, 2004 para revisao).
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O complexo EGF — EGFR aparece sequencialmente em endossomas
primarios. Evidéncias mostram que a ativagdo da cinase nao ocorre somente
na membrana plasmatica, mas também nos endossomas, pois proteinas como
a Grb2, a Shc e a mSOS foram localizadas nestas organelas logo apds a
ativagdo do EGFR. Estes resultados indicam que mesmo durante a endocitose
0 processo de sinalizacdao € mantido. Quando endocitado o EGFR pode ser
translocado para o nucleo, contudo este processo esta diretamente relacionado
a ligacdo do EGF e da participacao da importina-p promovendo a ativacao da
ciclina D e de outros genes (Vergarajuaregui et al., 2006; Balbis et al., 2007).

A partir de 1999 foi considerado como um mecanismo de ativagdo dos
EGFR o processo de transativacdo (Stirnweiss et al., 2006). Esta resposta
pode ser estimulada pela ativacdo de receptores ligados a proteina G que
resulta em fosforilacdo do EGFR e conseqliente geracao e transducao do sinal
de proteinas como a ERK1/2, fosfolipase-Cy (PLCy), PI3 cinase/Akt (Hsieh and
Conti, 2005 para revisdo;Stirnweiss et al., 2006).

Em 2004, foi mostrado que receptores para integrinas podem mediar a
transativacao dos receptores para o EGF. Além disto, também foi demonstrado
que as integrinas cooperam com a sinalizacao do EGF, sugerindo uma relacao
de adesao a matriz celular e 0 EGFR para induzir respostas biolégicas (Cabodi
et al., 2004).

1.4.5 Vias de Sinalizacao ativadas pelo EGF

O terminal carboxi dos receptores de EGF é constituido de aminoacidos
que apresentam residuos de tirosina, que uma vez fosforilados servem como
sitios de ligagédo, favorecendo a sinalizagdo desencadeada por diferentes

proteinas. Estas proteinas apresentam atividade catalitica ou atuam como
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proteinas adaptadoras, ligando o receptor a enzimas envolvidas na transdugao
do sinal, conforme mostrado na figura 12 (Sorkin, 2001).

Uetz e Stagljar em 2006 mostraram que cada fosfotirosina do EGFR se
liga a sete proteinas diferentes, enquanto ErbB2, ErbB3 e ErbB4 se ligam a 17,
9 e 2 proteinas respectivamente.

Uma vez ligado ao seu receptor, 0 EGF promove a dimerizacao deste e
a transfosforilagdo dos sitios de residuos de tirosinas, através dos quais ha a
ativagdo de proteinas como: Grb2, Shc, tirosinas cinases da familia Src, fosfato
inositol 3-cinase (PI3), PLCy, janus cinase (JAK) e os transdutores de sinal e
ativadores de transcricdo de proteinas STAT (Martin et al., 2006, Grudinkin et
al., 2007).

O EGFR quando transfosforilado pode ativar a proteina Grb2 através de
seu dominio SH2, enquanto o dominio SH3 desta, promove a associacdo com
o fator de troca de nucleotideo Sos, recrutando assim, o complexo Grb2-Sos
para a membrana plasmatica préximo a proteina Ras ancorada na camada
interna da membrana plasmatica. Desta forma a Sos, estimula a troca do
nucleotideo GDP (guanosina difosfato) para GTP (guanosina trifosfato),
resultando na formacao do complexo Ras-GTP que é ativo (Sorkin, 2001, Gale
et al., 1993).

Através da ativacdo da Ras ha entdo a estimulagdo da cascata das
proteinas cinases ativadas por mitdbgenos (MAPK), uma superfamilia de
proteinas cinases serina-treonina. Assim, a Ras ativa a Raf-1 (MAPKKK -
proteina cinase cinase cinase ativada por mitdgeno), que por consequéncia
fosforila e ativa a MEK1/2 (MAPKK - proteina cinase cinase ativada por

mitdégeno) que fosforila e ativa a cinase regulada por sinal extracelular (ERK
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1/2). A proteina ERK quando ativada pode ser translocada para o nucleo e
ativar fatores de transcricdo e regulacdo de expressao génica (Henson and
Gibson, 2006 para revisdo). Vale salientar que esta via € uma das mais bem
caracterizadas nos efeitos estimulados pelo EGF (Sorkin, 2001). A via da ERK
esta envolvida no aumento de niveis da ciclina D, estimulada pelo EGF, o que
leva a progressao do ciclo celular da fase G1 para fase S (Zhang et al., 2004).

Entretanto, cabe salientar que outras MAPKs também podem contribuir
para os efeitos proliferativos (Hollborn et al., 2005). Dentre os membros da
familia MAPK, a p38, foi originalmente identificada como uma cinase ativada
em resposta a lipopolissacarideos. Algum tempo depois, descobriu-se que esta
proteina também é regulada quando as células sdo expostas a estimulos,
incluindo alguns fatores de crescimento, citocinas pro-inflamatérias e sob
diferentes formas de stress (Vergarajaregui et al., 2006). Foi demonstrado
também que a p38 é um importante mediador da migrag¢ao celular estimulada
pela Ras em canceres de células epiteliais (Zhou et al., 2007).

O EGFR apresenta também um sitio de ligacao capaz de ativar a PLCy,
que quando ativada, catalisa a hidrélise do fosfolipidio fosfatidil-inositol 4,5
bifosfato, em diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) (Heo et al.,
2005). O DAG € um ativador fisiolégico da proteina cinase C (PKC), enquanto o
IP3; induz a liberacdo de calcio dos estoques citoplasmaticos, contribuindo nos
processos intracelulares regulados pelo calcio. A PKC também pode estimular
a via da ERK, através da ativagdo da Raf-1 — MEK 1/2 — ERK 1/2, induzindo
efeitos mitogénicos (Hassan et al., 2004). A Erk1/2 € uma proteina reguladora
upstream da p38 e esta por sua vez, é capaz de ativar multiplos fatores de

transcricdo, como c-jun e c-fos (Zhou et al., 2007).
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Entre as classes de PKC a convencional depende, para a sua ativagao,
da participacdo de calcio e de DAG. Estas proteinas estdo freqlentemente
envolvidas com efeitos proliferativos. Porém, a classe atipica, ndo requer calcio
para ser ativada, e comumente encontra-se envolvida com efeitos de sobrevida
como em células-tronco de camundongos estimuladas com EGF que sofrem
aumento da proliferacédo. Este efeito também pode ser mediado por isoformas
da classe convencional e envolvem a translocacdo destas proteinas do
citoplasma para a membrana celular (Heo et al., 2005).

Outra via que participa do crescimento, sobrevida e diferenciacdo de
varias células de mamiferos é a da PI3-cinase (Hassan et al., 2004). Esta
proteina ndo se liga diretamente ao EGFR, porém pode ser ativada pelo
estimulo de EGF, quando o EGFR forma heterodimero com ErbB3 que
apresenta um sitio de ligacdo do dominio SH2 da subunidade regulatéria da
PI3-cinase, ndo encontrado no EGFR (Woung and Guillaund, 2004, para
revisdo). A via da RAS pode ser ativada a partir da PI3-cinase, permitindo
assim a ativacdo também da via de sinalizagdo da Erk, favorecendo, um
“crosstalk” entre as vias de sinalizagcao na sobrevida (Henson and Gibson, 2006
para revisao).

Uma vez ativada a PI3-cinase cataliza a transferéncia de um grupo
fosfato do ATP para o fosfatidil-inositol gerando 3 fosfatidil-inositol fosfato (PIP)
que se apresenta como um sitio de ligacdo para proteinas com dominio
homologo a pectrina (PH). Além disto, a PI3-cinase permite a formacdo de
3,4,5 fosfatidil-inositol (PIP3) e subseqlente recrutamento da Akt para
membrana plasmatica através de seu dominio PH (Henson and Gibson, 2006

para revisao).
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A proteina cinase B (PKB) ou Akt trata-se de uma proteina cinase do tipo
serina/treonina que regula atividades celulares como: apoptose, proliferacao e
migracdo celular. Quando presente na membrana celular, é fosforilada pela
cinase 1 dependente de fosfoinositideo (PDK1) no residuo treonina 308 (T308),
localizado na alga de ativacdo (Kumar et al.,, 2007). A ativacdo de PKB,
favorece a fosforilacdo de duas proteinas proapoptéticas BAD e caspase 9,
inibindo suas atividades e ativando fatores de transcricao (NFkB, HIF-1q,
CREB) o que promove um aumento da transcricdo de genes anti-apoptéticos,
controlando assim a sobrevida celular (Henson e Gibson, 2006 para revisao).

Os transdutores de sinal e ativadores de transcricdo (STAT) também
estdo envolvidos nos mecanismos de sinalizacdo downstrean do EGFR, pois
as proteinas STAT séao fatores de transcricdo citoplasmaticos que contém o
dominio SH2 e podem interagir com grupos de fosfotirosinas nos receptores de
fatores de crescimento ou nos receptores de citocinas. A via da STAT tem sua
ativacdo dependente da fosforilagdo de uma Unica tirosina, que pode ocorrer
por receptores de citocinas conjugados a tirosinas cinases citoplasmatica como
da familia JAK, ou mesmo por receptores de fatores de crescimento,
aparentemente pelo efeito direto do dominio cinase (Guren et al., 1999).

As proteinas STAT ativadas, ap6s a homo ou heterodimerizacao, sao
translocadas para o nucleo onde se ligam a regides promotoras de genes alvos
como c-fos, c-junB, c-myc e ciclina D1 atuando como regulatérias da
proliferacao e diferenciacdo (Guren et al.,, 1999). A STAT 1 ativada por EGF
parece se associar a efeitos anti-apoptoticos e anti-proliferativos, enquanto a
STAT 3 estd associada a estimulacdo do crescimento, ativando o EGFR

através de um mecanismo autdcrino. Dados da literatura sugerem que a STAT
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5 pode estar envolvida tanto com eventos de proliferacdo quanto diferenciacao
(Guren et al., 1999, Grudinkin et al., 2007). O receptor de EGF é capaz de

ativar diferentes vias de sinalizagdo resumidas na figura 12.

MNucieus

Figura 12: Representacdo esquematica das diferentes vias de sinalizagao ativadas por EGF.
Obtido do site www.sigmaaldrich.cometcmedialiblife-sciencecell-signaling
andmigratecellsignaliegf r.Par.0001.Image.470.qgif em 29.11.09.
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2. OBJETIVOS

Dados prévios do nosso laboratério demonstram que o tratamento com
IGF-1 é capaz de aumentar a proliferacdo de células da retina em cultura, de
maneira tempo-dependente. Em 24 e 48h de tratamento o IGF-I é capaz de
aumentar a taxa de proliferacdo, entretanto em 72h o efeito ndo é mais
observado (Medina, 2008). Um resultado interessante que surgiu deste
trabalho mostra que o efeito do IGF-I é mediado pela ativacao dos receptores
de EGF, pois quando estes receptores sao inibidos, o efeito proliferativo do
IGF-I é abolido.

Paralelamente aos estudos sobre o papel do IGF-I na proliferacao de
células da retina mantidas em cultura, nosso laboratério também analisou o
papel do EGF na proliferacdo destas células. Os resultados obtidos por
Miranda em 2008 demonstram que o EGF é um potente fator de proliferacao
para as células da retina sendo seu efeito observado até 6 dias em cultura.

Baseado neste conjunto de resultados decidimos analisar, em nosso
trabalho, qual o efeito do tratamento simultdneo ou alternado destes dois

fatores sobre a proliferacao de células da retina de ratos mantidas em cultura.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais

O IGF-I, EGF e anticorpo para BDNF foram comprados da PeproTech
(Rocky Hill, USA). A penicilina G, o sulfato de estreptomicina, a poli-L-ornitina, a
L-glutamina, o anticorpo para actina e o 2,5-diphenil-oxazol foram adquiridos da
Sigma (St. Louis, USA). O meio de cultura 199 foi fornecido pela Gibco
(Gaithersburg, USA) e a ftripsina utilizada é proveniente da Worthington
(Freehold, USA). A solucdo salina sem célcio e sem magnésio (CMF) era
preparada no nosso laboratério e apresentava a seguinte composicao: cloreto
de sodio (NaCl) 131mM, cloreto de potassio (KCI) 4,09mM, fosfato de sédio
dibasico (NapHPO4.7H,0O) 0,92mM, fosfato de monopotassio (KH2PO,)
0,45mM, glicose (Ce¢H1206) 12,2mM, bicarbonato de sédio (NaHCO3) 9,4mM,
vermelho de fenol 10mg/mL. A [*H-metil]-timidina foi comprada da Amersham

(Piscataway, USA).

3.2 Métodos:

3.2.1 Tratamento das placas de Petri com poli-L-ornitina:

As placas de Petri de 40 mm foram compradas da TPP (TPP,
Switzerland) e tratadas com uma soluc¢ao de poli-L-ornitina (PM 30000 — 70000
kDa). Esta solucéo foi preparada em tampao borato (pH 8,0) e utilizada na
concentracao de 25 ug/mL. Para se obter a esterilidade da solucao realizava-se

uma filtracdo em membrana de nitrocelulose marca Millipore (poros de 0,22

um).
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Ao longo de nossas experiéncias, o tempo de polimerizacdo com a
poli-L-ornitina variou de 8 a 12 horas, sempre a temperatura ambiente, no fluxo
laminar, na auséncia de radiagado ultravioleta. Apds a polimerizagéo, a poli-L-
ornitina era retirada, desprezada e as placas lavadas, uma vez, com meio de
cultura completo (contendo glutamina, antibiético e soro fetal bovino).

Imediatamente apds este procedimento, as células eram semeadas.
3.2.2 Cultura de células da retina de ratos:

Utilizamos células da retina de ratos pigmentados da linhagem Lister
Hooded que sao criados no biotério de roedores do departamento de
Neurobiologia da Universidade Federal Fluminense. Nos diferentes
experimentos foram utilizados animais nas primeiras 24 ou 48 horas de vida
(PO - P1, respectivamente).

Todos 0s nossos procedimentos experimentais estdo de acordo tanto
com as normas da Sociedade Internacional de Neurociéncias, como com as
normas do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal). Todos os
esfor¢os sdo realizados no intuito de minimizar ao maximo o sofrimento dos
animais e os protocolos experimentais sdo ajustados para que seja utilizado o

namero de animais estritamente necessario.

As culturas foram feitas seguindo-se o seguinte protocolo experimental:
- 0s animais foram sacrificados por decaptacéo e tiveram suas cabecas limpas
com solucéao de alcool etilico 70 %;
- incisdes bilaterais de aproximadamente 1,0 cm foram feitas nas regides
orbiculares, de onde se retirou o globo ocular com o auxilio de uma pinga curva

de dissecc¢éo;
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- em uma solucdo salina sem calcio e sem magnésio (CMF), os globos
oculares foram incubados, até 0 momento de dissecc¢ao das retinas;

- as retinas foram dissecadas em CMF e, livres do epitélio pigmentado,
transferidas para um tubo de ensaio contendo também CMF;

- a dissociacao das células foi realizada, primeiramente, com tripsina na
concentracao de 0,1 % por aproximadamente 25 min, a 37°C;

- apb6s o periodo de tratamento enzimatico, adicionava-se meio de cultura
completo (199 Gibco, acrescido de 5 % de soro fetal bovino, glutamina 2,0 mM
e antibiético: estreptomicina 100,0 pg.mL™" + penicilina 100 U.mL™). A presenca
do soro fetal bovino fazia com que a tripsina residual fosse inativada ;

- em seguida, lavava-se a preparagcao duas vezes com meio de cultura
completo e ap6s esta lavagem adicionava-se aproximadamente 2,0 mL de
meio completo;

- finalizando o processo de dissociacdo, passavam-se as células por até 20
vezes através de uma bpipeta Pasteur de ponta afilada. Este processo de
trituragédo produzia uma suspensao homogénea de células da retina;

- a densidade de plaqueamento utilizada foi de aproximadamente 1,25 x 10°
células por cm?;

- 0 plagueamento das células foi feito em um volume de 1,0 mL. O volume final
de 2,0 mL foi obtido pela adicdo de meio de cultura controle ou meio de cultura
contendo os fatores troficos. As culturas foram mantidas a 37°C em atmosfera
de 5 % de didxido de carbono (CO,) e 95 % de ar, por periodos de tempo que

variaram conforme o experimento.
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3.2.3 Ensaio para incorporacio de [*H]-timidina

A andlise da incorporagédo de timidina ao DNA nas culturas mantidas
por diferentes periodos de tempo e sob os diversos tratamentos foi feita

segundo o protocolo abaixo descrito.

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

- Incubacao das culturas com 1,0 mL de meio de cultura acrescido de:
0,5uCi.mL™" de timidina tritiada ([metil-*H]-thymidine, Amersham Lifescience,
USA) por 60 min, na estufa a 37°C em atmosfera umidificada contendo 95%
ar/5% COg;

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

- Retirada do meio de cultura e incubacédo das culturas com 200ulL/placa de
hidréxido de sédio (NaOH) 0.4N, por 15 min;

- Transferéncia do conteudo das placas, junto com 3 mL de H>O destilada, para
tubos de vidro, acondicionados sobre gelo;

- Adicao de 600uL de acido tricloroacético (TCA) 50% por amostra e incubagao
por 30 min;

- Filtracdo de cada amostra radioativa, utilizando filtros de fibra de vidro, sob

pressdao negativa, para a retirada da radioatividade nao incorporada ao DNA.
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Para assegurar um melhor rendimento do método, cada tubo de vidro onde

estavam as amostras, era lavado com 2 mL de TCA 5%, por trés vezes;

- Os filtros eram deixados em capela de exaustdo de gases para desidratagéao
por 24h. A seguir eram transferidos para frascos de cintilagdo contendo 3 mL
de solugao de tolueno acrescida de 2,5-diphenil-oxazol 0,4% ;

- Medida da radioatividade das amostras em cintilador de fase liquida.
3.2.4 Analise Estatistica dos Resultados

Foi feita a andlise de variancia (ANOVA) seguida de um poés teste de

comparacao entre as diferentes condi¢cdes experimentais (Newman-Keuls).
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4. RESULTADOS:

Dados prévios do nosso laboratério (Medina, 2008) haviam demonstrado
que o tratamento de culturas de células da retina de ratos neonatos com
10ng/mL de IGF-I, por 48h, induzia um aumento de aproximadamente 50% na
proliferacao celular avaliada através do método de incorporacdo de timidina

tritiada.

E consenso na literatura que o soro fetal bovino possui fatores tréficos
capazes de aumentar tanto a proliferacdo, como a viabilidade celular. Por este
motivo decidimos analisar se a proliferacao induzida pelo tratamento com IGF-I
dependia ou ndao da presenca de soro fetal bovino. Com este propésito
realizamos experiéncias em que as células foram plaqueadas na presenca de
soro fetal bovino (5%) e mantidas inicialmente em cultura por 4h. Este primeiro
procedimento torna-se necessario para garantir a adesdo das células ao
substrato (se as células forem plaqueadas na auséncia de soro fetal bovino,
ndo € possivel obter adesdo, utilizando-se o protocolo experimental
estabelecido em nosso laboratério). Apds este periodo de 4h as placas foram
lavadas duas vezes com meio de cultura, sem adicdo de soro fetal bovino, e
posteriormente divididas em dois grupos. No primeiro grupo tinhamos o
controle e o tratado com 10ng/mL de IGF-1 na presenca de soro fetal. No
segundo grupo tinhamos o controle e o tratado com 10ng/mL IGF-I na auséncia

de soro fetal bovino. Ambos os grupos foram mantidos em cultura por 48h.

Na figura 13 podemos observar que a auséncia de soro fetal bovino

abole completamente o efeito do IGF-I sobre a proliferacdo celular. E
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interessante ressaltar que 50% da proliferacdo observada em nossos controles
€ devida a fatores tréficos presentes em nosso soro ja que a proliferacédo obtida
no controle sem soro equivale a aproximadamente 50% daquela observada no
controle com soro. Quando comparamos este resultado a outros obtidos em
nosso laboratério observamos que tanto o efeito proliferativo do FGF-2
(Guilarducci-Ferraz et al., 2008) como o do EGF (Pinto, 2008) independe da
presenga de soro fetal bovino. Assim, nosso resultado sugere que a presenca

do soro seja importante para possibilitar que a via de sinalizacao do IGF-I seja

ativada.
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Figura 13 — Papel do soro fetal bovino (5%) no efeito proliferativo do IGF-I (10ng/mL) em
células da retina de ratos neonatos mantidas em cultura por 48h. O valor da radioatividade
(cpm/placa) da cultura controle (na presenga de soro fetal bovino) foi considerado 100%
(aproximadamente 1000 cpm/placa). CT C/S (controle na presenga de soro fetal bovino); IGF-I
C/S (tratamento com IGF-I na presenca de soro fetal bovino); CT S/S (controle na auséncia de
soro fetal bovino); IGF-1 S/S (tratamento com IGF-l1 na auséncia de soro fetal bovino). Os
valores foram expressos em média * erro padrdao de pelo menos trés experimentos
independentes (n = 4-9) (* p< 0,001 em relagéo ao controle com soro de 48h).

Medina demonstrou que o efeito do IGF-I, sobre a proliferacdo de células

da retina, somente era observado até 48h de tratamento crénico. Quando as
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culturas eram tratadas cronicamente por 72h ndo mais era possivel observar
um efeito proliferativo. Um outro dado interessante obtido neste trabalho foi o
envolvimento dos receptores de EGF no efeito proliferativo do IGF-l. Quando
as culturas eram tratadas com IGF-I, por 48 horas, na presenca do inibidor dos
receptores de EGF o efeito era totalmente abolido (Medina 2008).

Paralelamente também em nosso laboratério, um outro estudo era feito
sobre o papel do EGF sobre a proliferagdo de células da retina. Os dados
obtidos mostram que o EGF € um potente fator indutor de proliferagdo em
células da retina, sendo possivel observar um aumento igual ou superior a
100% na incorporacdo de timidina quando as células eram tratadas com
0,1ng/mL de EGF por 48h (Miranda, 2008).

Esse conjunto de resultados nos levou a perguntar como as culturas
responderiam aos tratamentos simultaneos ou alternados com estes fatores
tréficos. Que possiveis interagdes poderiam resultar destes tratamentos?
Estariam estes fatores agindo sobre a mesma populacédo celular ou seriam
populacdes distintas?

Para dar inicio aos nossos estudos resolvemos analisar se os efeitos
destes dois fatores poderiam se somar no tempo. Como o efeito maximo do
IGF-1 era de 50% e o do EGF era sempre maior do que o do IGF-I come¢camos
fazendo tratamentos de 24h, ja que neste tempo o efeito de ambos os fatores
ja podia ser observado. Analisando os resultados apresentados na figura 14
podemos observar que o tratamento tanto com EGF (0,1ng/mL) por 24h como
o tratamento com IGF-I (10ng/mL) por 24h, induz um aumento de 81,45% e
28,97% respectivamente, na proliferagdo celular. Entretanto, quando

adicionavamos os dois fatores simultaneamente o efeito ndo era aditivo
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53,68%. Este resultado sugere que estes fatores estejam agindo

provavelmente sobre a mesma populacao de células.
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Figura 14 — Os efeitos proliferativos induzidos por IGF-1 (10ng/mL) e EGF (0,1ng/mL) em
células da retina de ratos neonatos mantidas em cultura por 24h, ndo sao aditivos. O valor da
radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100% (aproximadamente 2000
cpm/placa). CT (tratamento com meio de cultura controle (5% de soro fetal bovino) por 24
horas); IGF-I1/24h (tratamento crénico com IGF-1 por 24 horas); EGF/24h (tratamento cronico
com EGF por 24 horas); IGF-I+EGF/24h (tratamento crénico e simultaneo com IGF-1 e EGF por
24 horas). Os valores foram expressos em média = erro padrdo de pelo menos trés
experimentos independentes (n = 9-12) (* p< 0,001 em relagédo ao controle de 24h).

Nosso proximo passo foi analisar se o efeito do tratamento simultaneo
por 48h seguiria 0 mesmo padrao daquele obtido em 24h. Os resultados
obtidos na figura 15 mostram que nao ha efeito aditivo sobre a proliferacao
quando as culturas sao tratadas com ambos os fatores por um periodo de 48h.
Novamente podemos observar que tanto o tratamento com EGF como o
tratamento com IGF-| sdo capazes de aumentar a proliferacdo em 109,81% e
42,78% respectivamente, mas quando adicionamos os dois fatores o aumento
na proliferacdo é de 59,54%. Apesar de nao ser significativo, quando
analisamos o grafico da figura 15 podemos observar que na presenca do IGF-I

o EGF nao exerce seu efeito maximo. Por este motivo decidimos fazer o
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tratamento simultdneo com os dois fatores por um periodo de 72h. Na figura 16
podemos observar que a presenca do IGF-I induz um significativo decréscimo
(p<0,001) no efeito proliferativo do EGF. Enquanto o tratamento com EGF por
72h induz um aumento de 154,60% na proliferacao celular, o tratamento com
EGF na presenga de IGF-I induz um aumento de 69,86% na proliferacdo das

células.
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Figura 15 — Tratamento crénico e simultaneo com IGF-I (10ng/mL) e EGF (0,1ng/mL) nao
exerce efeito aditivo sobre a proliferacao das células da retina de ratos neonatos mantidas em
cultura por 48h. O valor da radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi considerado
100% (aproximadamente 1000 cpm/placa). CT (tratamento com meio de cultura controle (5%
de soro fetal bovino) por 48 horas); IGF-1/48h (tratamento crénico com IGF-I por 48 horas);
EGF/48h (tratamento crénico com EGF por 48 horas); IGF-1+EGF/48h (tratamento crénico e
simultaneo com IGF-I e EGF por 48 horas). Os valores foram expressos em média * erro
padrdo de pelo menos trés experimentos independentes (n = 11-12) (* p< 0,001 em relagéo ao
controle de 48h).
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Figura 16 — Papel inibitério de IGF-I (10ng/mL) sobre o efeito proliferativo de EGF (0,1ng/mL)
em células da retina de ratos neonatos mantidas em cultura por 72h. O valor da radioatividade
(cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100% (aproximadamente 1000 cpm/placa). CT
(tratamento com meio de cultura controle (5% de soro fetal bovino) por 72 horas); IGF-1/72h
(tratamento crénico com IGF-I por 72 horas); EGF/72h (tratamento crénico com EGF por 72
horas); IGF-I+EGF/72h (tratamento crénico e simultdneo com IGF-1 e EGF-I por 72 horas). Os
valores foram expressos em média + erro padrdo de pelo menos trés experimentos
independentes (n = 10-12) (* p< 0,001 em relagéo ao controle de 72h).

Este conjunto de resultados nos levou a pensar que o tratamento com
IGF-1 pudesse modular a resposta das células ao EGF. Supusemos que o IGF-I
pudesse induzir um certo grau de diferenciacdo celular o que levaria a uma
diminuicdo no efeito proliferativo do EGF. Interessante ressaltar que este efeito
era tempo dependente, ja que apenas em 72h podiamos claramente observar a
inibicao parcial do efeito proliferativo do EGF induzida pelo IGF-I.

Apbs a obtencao destes resultados optamos por analisar como seria o
comportamento das células se os dois fatores fossem apresentados de
maneira alternada. Comecamos analisando se o tratamento prévio com EGF
poderia influenciar a resposta das células ao IGF-I. A figura 17 mostra que
quando as culturas sao inicialmente tratadas por 24h com EGF e
posteriormente tratadas por mais 24h com IGF-I o efeito proliferativo obtido é

igual aquele obtido com o tratamento com IGF-I por 48h. Ou seja, o tratamento
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inicial com EGF ndo deixa as células mais responsivas ao IGF-I (46,83%).
Entretanto, quando as células sdo inicialmente tratadas com IGF-I por 24h e
posteriormente tratadas com EGF por mais 24h observa-se uma
potencializacdo no efeito proliferativo do EGF (figura 18). Enquanto o
tratamento com EGF por 48h induziu um aumento de 105,13% na proliferagéo
celular, o tratamento com IGF-I por 24h seguido de um tratamento com EGF

por mais 24h induziu um aumento na proliferacédo de 183,12% (figura 18).
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Figura 17 — Pré-tratamento das células da retina de ratos neonatos com EGF (0,1ng/mL) por
24 horas seguido por tratamento com IGF-1 (10ng/mL) por mais 24 horas nao interfere no efeito
proliferativo do IGF-I. O valor da radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi considerado
100% (aproximadamente 1000 cpm/placa). CT (tratamento com meio de cultura controle (5%
de soro fetal bovino) por 48 horas); CT/LAV.(tratamento nas 24 horas iniciais com meio de
cultura controle e troca por meio fresco nas 24 horas finais); EGF/48h (tratamento cr6nico com
EGF por 48 horas); IGF-1/48h (tratamento crénico com IGF-I por 48 horas); EGF/24h+IGF-1/24h
(tratamento intercalado com EGF por 24 horas e substituicdo por tratamento com IGF-I nas 24
horas finais). Os valores foram expressos em média + erro padrdao de pelo menos trés
experimentos independentes (n = 5-9) (* p< 0,001 em relac&o ao controle de 48h).
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Figura 18 — Aumento da responsividade das células ao EGF (0,1ng/mL) é verificado quando
estas sdo pré-tratadas com IGF-1 (10ng/mL) por 24 horas. O valor da radioatividade
(cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100% (aproximadamente 1000 cpm/placa). CT
(tratamento com meio de cultura controle (5% de soro fetal bovino) por 48 horas);
CT/LAV.(tfratamento nas 24 horas iniciais com meio de cultura controle e troca por meio fresco
nas 24 horas finais); EGF/48h (tratamento crénico com EGF por 48 horas); IGF-1/48h
(tratamento crénico com IGF-I por 48 horas); IGF-1/24h+EGF/24h (tratamento intercalado com
IGF-1 por 24 horas e substituigdo por tratamento com EGF nas 24 horas finais). Os valores
foram expressos em média * erro padréo de pelo menos trés experimentos independentes (n =
7-12) (* p< 0,001 em relag&o ao controle de 48h).

A seguir analisamos como as células se comportariam com tratamentos
alternados por periodos de 48h. Na figura 19 podemos observar que o
tratamento prévio das culturas com EGF e posterior tratamento com IGF-I| induz
a mesma taxa de proliferagao das culturas tratadas com EGF por 96h. Todavia
quando o tratamento é feito inicialmente por 48h com IGF-1 e posteriormente se
faz o tratamento com EGF por 48h observa-se uma tendéncia de diminui¢cao do
efeito (figura 20). Como controle da resposta das células ao EGF e ao IGF-1 ao
longo do tempo em cultura fizemos uma experiéncia em que as células foram
mantidas em cultura por 24h e 48h em meio de cultura completo e apds estes

periodos foram tratadas ou com EGF ou com IGF-I e deixadas por periodos
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idénticos. Nas figuras 21 e 22 podemos observar que as células continuam
responsivas ao EGF e ao IGF-I mesmo apds as culturas serem pré-tratadas
com 199 por 24h e 48h. Nossos resultados mostram que o aumento na
proliferacdo induzido pelo EGF é de 89,79% e o induzido pelo IGF-I é de
36,48% em 24h (figura 21). J& em 48h o EGF aumenta em 96,27% a

proliferacdo e o IGF-I induz aumento de 31,01% (figura 22).
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Figura 19 — Papel néo inibitério de IGF-I (10ng/mL) sobre o efeito proliferativo de EGF
(0,1ng/mL) em células da retina de ratos neonatos mantidas em cultura de tratamento
intercalado de 48h com cada fator. O valor da radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi
considerado 100% (aproximadamente 500 cpm/placa). CT (tratamento com meio de cultura
controle (5% de soro fetal bovino) por 96 horas); CT/LAV.(tratamento nas 48 horas iniciais com
meio de cultura controle e troca por meio fresco nas 48 horas finais); EGF/96h (tratamento
crénico com EGF por 96 horas); IGF-1/96h (tratamento crénico com IGF-I por 96 horas);
EGF/48h+IGF-1/48h (tratamento intercalado com EGF por 48 horas e substituicdo por
tratamento com IGF-1 nas 48 horas finais). Os valores foram expressos em média + erro padrdo

de pelo menos trés experimentos independentes (n = 7-11) (* p< 0,001 em relagdo ao controle
de 96h).
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Figura 20 — Papel inibitério de IGF-I (10ng/mL) sobre o efeito proliferativo de EGF (0,1ng/mL)
em células da retina de ratos neonatos mantidas em cultura de tratamento intercalado de 48h
com cada fator. O valor da radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100%
(aproximadamente 500 cpm/placa). CT (tratamento com meio de cultura controle (5% de soro
fetal bovino) por 96 horas); CT/LAV.(tfratamento nas 48 horas iniciais com meio de cultura
controle e troca por meio fresco nas 48 horas finais); EGF/96h (tratamento crénico com EGF
por 96 horas); IGF-1/96h (tratamento crénico com IGF-l por 96 horas); IGF-1/48h+EGF/48h
(tratamento intercalado com IGF-1 por 48 horas e substituicdo por tratamento com EGF nas 48
horas finais). Os valores foram expressos em média + erro padrdao de pelo menos trés
experimentos independentes (n = 7-9) (* p< 0,001 em relagéo ao controle de 96h).
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Figura 21 — Pré-tratamento das células da retina de ratos neonatos por 24 horas com meio
controle nao interfere na responsividade ao tratamento com IGF-I (10ng/mL) e EGF (0,1ng/mL).
O valor da radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100%
(aproximadamente 1000 cpm/placa). CT (tratamento com meio de cultura controle (5% de soro
fetal bovino) por 48 horas); CT/LAV.(tratamento nas 24 horas iniciais com meio controle e troca
por meio fresco nas 24 horas finais); 199/24h+EGF/24h (tratamento com meio nas 24 horas
iniciais e substituicdo por tratamento com EGF nas 24 horas finais); 199/24h+IGF-1/24h
(tratamento com meio nas 24 horas iniciais e substituicdo por tratamento com IGF-I nas 24
horas finais ). Os valores foram expressos em média + erro padrdo de pelo menos trés
experimentos independentes (n = 3-7) (* p< 0,001 em relagéao ao controle de 48h).
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Figura 22 — Pré-tratamento das células da retina de ratos neonatos por 48 horas com meio 199
nado interfere na responsividade ao tratamento com IGF-l (10ng/mL) e EGF (0,1ng/mL) em
cultura de tratamento intercalado de 48h com cada fator. O valor da radioatividade (cpm/placa)
da cultura controle foi considerado 100% (aproximadamente 500 cpm/placa). CT (tratamento
com meio de cultura controle por 96 horas); CT/LAV.(tratamento nas 48 horas iniciais com meio
de cultura e troca por meio fresco nas 48 horas finais); 199/48h+EGF/48h (tratamento com
meio nas 48 horas iniciais e substituicido por tratamento com EGF nas 48 horas finais);
199/48h+IGF-1/48h (tratamento com meio nas 48 horas iniciais e substituicdo por tratamento
com IGF-I nas 48 horas finais ). Os valores foram expressos em média * erro padrdo de pelo
menos trés experimentos independentes (n = 5-7) (* p< 0,001 em relagdo ao controle de 96h).

Baseado nestes resultados fizemos uma experiéncia em que as células
foram inicialmente tratadas por 72h com IGF-1 e em seguida tratadas com EGF
por 24h. Na figura 23 podemos observar que o tratamento prévio com IGF-I

torna as células bem menos responsivas ao EGF.
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Figura 23 — O valor da radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100%
(aproximadamente 500 cpm/placa). CT (tratamento com meio de cultura controle (5% de soro
fetal bovino) por 96 horas); CT/LAV. (tratamento nas 72 horas iniciais com meio controle e
troca por meio fresco nas 48 horas finais); 199/72h+EGF/24h (tratamento com meio 199 nas 72
horas iniciais e substituicdo por tratamento com EGF nas 24 horas finais); IGF-1/72h+199/24h
(tratamento com IGF-1 nas 72 horas iniciais e substituicdo por tratamento com meio 199 nas 24
horas finais); IGF-1/72h+EGF/24h (tratamento com IGF-I nas 72 horas iniciais e substituicao por
tratamento com EGF nas 24 horas finais). Os valores foram expressos em média + erro padrdo
de pelo menos trés experimentos independentes (n = 4-6) (* p< 0,001 em relagéo ao controle
de 96h).

A partir deste ultimo resultado surgiu a hipétese do tratamento com IGF-|
por 72h induzir a liberagao de algum fator que tivesse um papel na inibicdo da
proliferagdo celular. Para analisar esta possibilidade tratamos as culturas com
IGF-I por 72h e recolhnemos o0 meio condicionado que foi armazenado a -20°C
até o momento da experiéncia. Na figura 24 podemos observar que o
tratamento com meio condicionado com IGF-1 (diluicdo 1:1) induz uma
diminui¢cdo na proliferagédo celular. Entretanto, quando comparamos o efeito do
meio condicionado controle com o do meio condicionado tratado com IGF-I

verificamos que o efeito sobre a proliferacao foi 0 mesmo, ou seja uma inibicao
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de aproximadamente 30% (figura 24). Este ultimo resultado pode parecer
incoerente, mas analisando a figura 23 observamos que quando lavamos as
culturas controle ap6s 72h e colocamos meio de cultura fresco observamos um
aumento na proliferacdo. Neste sentido, podemos supor que tanto nas culturas
controle como nas tratadas estejam sendo acumuladas moléculas capazes de

exercer um efeito inibitério sobre a proliferagéo celular.
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Figura 24 — Efeito do meio condicionado sobre a proliferagéo de células da retina mantidas por
48h. O valor da radioatividade (cpm/placa) da cultura controle foi considerado 100%
(aproximadamente 1000 cpm/placa). CT (tratamento com meio de cultura controle (5% de soro
fetal bovino) por 48 horas); M.C/CT. (tratamento por 48 horas com meio condicionado de 72h
controle); M.C/IGF-I (tratamento por 48 horas com meio condicionado de culturas tratadas com
IGF-I por 72h). Os valores foram expressos em média + erro padrao de pelo menos trés
experimentos independentes (n = 9) (* p< 0,001 em relagdo ao controle de 48h).
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5. DISCUSSAO

O IGF-I e o EGF sao fatores de crescimento que desempenham
importantes funcdes nos processos de proliferacdo, sobrevida e diferenciacao
em diferentes sistemas sendo, por este motivo, considerados como moléculas
ubiquas. No que concerne ao sistema nervoso estes fatores tém um papel de
destaque no processo de proliferacao/diferenciacdo de células multipotentes
presentes em diferentes regides tais como: hipocampo, diencéfalo, telencéfalo,
zona subventricular e retina (Weuste, 2006; Gu et al., 2007). Assim, os estudos
acerca da fungao destas moléculas no processo de proliferacao/diferenciacao
de células tronco ajudardo a consolidar o conhecimento sobre os processos
relativos ao desenvolvimento, bem como permitirdo que sejam estabelecidos
protocolos experimentais que levem a estimular, de forma controlada, o
processo de proliferacdo e diferenciacdo de células tronco visando as
estratégicas terapéuticas que envolvem terapia celular.

Nosso grupo vem estudando o efeito dos tratamentos com fatores de
crescimento sobre o processo de proliferacdo de células da retina de ratos
neonatos, mantidas em cultura, por diferentes intervalos de tempo. Inicialmente
avaliamos o papel do FGF2 na proliferacao de células da retina e observamos
que este fator induz um aumento na proliferacdo (100% em relacdo ao
controle) de maneira concentracdo dependente sendo o melhor efeito obtido
com 25ng/mL (Guilarducci-Ferraz, et al., 2008). Outros resultados do nosso
grupo mostram, que o tratamento das culturas por 48h, tanto com EGF como
com IGF-I, igualmente induz um aumento na proliferacdo de células da retina.

O efeito destes dois fatores também depende da concentracao utilizada e do
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tempo de tratamento das culturas. O tratamento com EGF na concentragéo de
0,1ng/mL, induz um aumento na proliferacdo de 100% (Miranda, 2008) e o
tratamento com IGF-I, na concentracdo de 10ng/mL, induz um aumento de
50% na taxa de incorporagdo de [*H]-timidina (Medina, 2008). Desta maneira,
nossas evidéncias iniciais demonstram que tanto o FGF2 como o EGF e o
IGF-1 sdo capazes de estimular a proliferacao de células da retina.

Quando nosso grupo analisou a participacdo do soro fetal bovino, no
efeito proliferativo do FGF2 e do EGF, foi observado que mesmo na auséncia
de soro tanto o FGF2 como o EGF ainda eram capazes de induzir a
proliferacao de células da retina (Guilarducci-Ferraz, et al., 2008; Pinto, 2008).
Isso significa que os receptores para estes fatores, bem como toda a
plataforma de sinalizacdo, devem ser expressos mesmo na auséncia de soro
fetal bovino. Entretanto, quando tratamos as culturas com IGF-I, sem a
presenca de soro fetal bovino, o efeito proliferativo foi totalmente abolido. Este
resultado sugere que, as vias de sinalizacao ativadas pelo IGF-I necessitem de
possiveis fatores troficos presentes no soro, para a sua expressao e ou
ativacdo. Talvez a prépria expressdao dos receptores de IGF-I dependa de
fatores tréficos presentes no soro tais como o EGF e o FGF2, dentre outros.

Baseado nos resultados que tinhamos acerca dos efeitos do EGF e do
IGF-1 sobre a proliferacdo de células da retina nos perguntamos se o
tratamento simultaneo induziria um efeito sinérgico. Tratamos nossas culturas
com IGF-I (10ng/mL) e com EGF (0,1ng/mL) por periodos de 24, 48 e 72h e
nao observamos, em nenhum dos casos, um efeito aditivo sobre a proliferacéo
celular. Ao contrario, pudemos observar que o tratamento das culturas por 72h

na presenga dos dois fatores, induzia uma significativa diminuicdo na
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proliferacdo celular quando comparada ao efeito do tratamento apenas com
EGF. Este resultado sugere que a presenca do IGF-I possa modular a resposta
proliferativa das células ao EGF e que este efeito dependa do tempo de
exposicdo aos dois fatores j4 que apenas em 72h pudemos claramente
observar o efeito. Esses resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por
Arsenijevic e colaboradores que analisaram o efeito proliferativo do tratamento
simultdneo com EGF e IGF-lI em células tronco do estriatum. Os autores néao
observaram um efeito aditivo dos fatores sobre a proliferacdo celular.
(Arsenijevic et al., 2001). Entretanto, nossos resultados contrastam com os
dados apresentados por Han e colaboradores em culturas de astrécitos. Esses
autores demonstraram que o tratamento simultdneo com IGF-I (50ng/mL) e
EGF (0,25ng/mL) induzia uma potenciagdo no efeito proliferativo (Han et al.,
1992).

Esta diferenca nos resultados obtidos, pelos diferentes grupos, pode
refletir uma particularidade no processo de sinalizacdo em cada uma das
células e ou pode estar relacionada com o estagio de diferenciacdo de cada
uma delas. Igualmente, nossos dados nos permitem sugerir que tanto o EGF
como o IGF-I estejam agindo sobre a mesma populacdo de células, pois se
fossem populacdes distintas deveriamos ter encontrado um efeito aditivo.
Dados prévios do nosso laboratério, obtidos com a marcacdo para BrdU,
indicam que o EGF esteja induzindo a proliferacao de células que apresentam
morfologia comparavel ao padrdo glial. Assim, nosso proximo passo sera
analisar quais as células que estao proliferando apds o tratamento com IGF-I

para que possamos compara-las as que proliferam apés tratamento com EGF.
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A sinalizacdo dos receptores para o IGF-I e para o EGF apresenta
caracteristicas peculiares de acordo com as células estudadas. Em células
tumorais tem sido bem descrita a participacdo do EGF e do IGF-I no processo
de proliferacdo celular. Além destas moléculas apresentarem efeito sinérgico
sobre a proliferagédo celular, ja foi descrito que o bloqueio de uma das vias, por
exemplo bloqueio dos receptores EGF, leva a um mecanismo compensatério
na sinalizacao dos receptores de IGF-I. Este fato faz com que a proliferacéo
seja mantida em taxas elevadas (Roskoski, 2004; Chakravarti et al., 2002).
Igualmente foi demonstrado que a inativacao do gene do receptor de IGF-1 em
células de cancer de mama leva a um aumento considerdvel nos niveis de
fosforilacdo do receptor de EGF (Riedemann et al., 2007). Por isso, estratégias
terapéuticas que visam bloquear o receptor de EGF ou o de IGF-I tém sido
ineficientes no controle da proliferacdo de células tumorais (Warshamana-
Greene et al., 2005).

Um resultado interessante acerca do efeito do IGF-I na proliferacdo de
células da retina esta relacionado ao seu efeito temporal. Medina observou que
o efeito do IGF-I somente podia ser observado nas primeiras 48h em cultura.
Em 72h o efeito proliferativo ndo mais podia ser observado. Interessante
salientar que a perda do efeito proliferativo se da antes que as células tenham
atingido a confluéncia (Medina, 2008). Este é um resultado diferente daquele
que haviamos obtido tanto para o FGF2 como para o EGF pois estes fatores
eram capazes de induzir a proliferacdo celular até o momento em que as
células tivessem atingido a confluéncia nas placas de Petri (Guilarducci-Ferraz,

et al., 2008; Miranda, 2008). Desta maneira podemos sugerir que o IGF-I
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induza, por um periodo de 48h, a proliferagéo de células da retina e este efeito
€ auto regulado no ambiente da cultura.

Um outro resultado interessante acerca do efeito do IGF-I esta
relacionados ao fato do seu efeito ser mediado pela ativacao dos receptores de
EGF. Quando as culturas foram tratadas com IGF-I na presenca do inibidor dos
receptores de EGF, o efeito proliferativo foi totalmente abolido (Medina, 2008).
Desta maneira nossas evidéncias sugeriam que o IGF-I era capaz de aumentar
a proliferacédo através da ativacdo dos receptores de EGF, mas este efeito era
restrito a uma janela temporal. Esta longa janela temporal nos indica que o
IGF-1 induza transformacdes no ambiente da cultura que levam a uma perda do
efeito proliferativo induzido por este fator.

Em 1995, foi demonstrado que a ativacdo dos receptores de IGF-I
levava ao seu processo de internalizagao a partir do qual ocorria a ativagcao de
vias de sinalizagdo que mediavam a transativacdo dos receptores de EGF
(Chow et al.,1998; Roudabush et al., 2000). Em nosso laboratério Medina
observou que o efeito do IGF-I era abolido quando as culturas eram tratadas
com um inibidor da interiorizacdo dos receptores (Medina 2008), mas Pinto
observou que o efeito do EGF nédo era abolido quando a interiorizagdo dos
receptores era bloqueada (Pinto, 2008). Sabendo-se que o efeito do IGF-1 em
nossas culturas depende da ativacao dos receptores de EGF, podemos sugerir
que o tratamento com IGF-I possa estar induzindo a transativacao dos
receptores de EGF, por um mecanismo que envolva a interiorizacdo dos
receptores de IGF-1, como ja descrito por Chow e colaboradores em 1998 e por

Roudabush e colaboradores em 2000.
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Baseado nos resultados obtidos com os tratamentos simultdneos, nos
perguntamos como as células responderiam a tratamentos alternados com
EGF e IGF-I. Nossos resultados demonstram que culturas pré-tratadas por 24
horas com EGF e posteriormente com IGF-lI por mais 24 horas, apresentam
percentuais de proliferacdo semelhantes aos das culturas tratadas apenas com
IGF-I por 48h. Isso significa que o pré-tratamento com EGF por 24h ndo torna
as células mais responsivas ao IGF-I. Analisando a literatura observamos que
0s nossos resultados estdo de acordo com aqueles obtidos em células
embrionarias do estriatum. Neste trabalho, os autores demonstraram que o pré
tratamento com EGF por 24 horas ndo aumenta a responsividade das células
ao tratamento com IGF-I nas 24 seguintes (Arsenijevic et al., 2001).

Entretanto, quando as células foram pré-tratadas com IGF-I por 24h e
sequencialmente tratadas com EGF por mais 24h observamos a potenciacao
do efeito proliferativo. Esse resultado indica que o tratamento com IGF-I por
24h induza um aumento na responsividade das células ao EGF. Esse aumento
na responsividade pode ser mediado por um aumento na expressao de
receptores para o EGF o que poderia justificar um aumento na resposta
proliferativa. Futuramente pretendemos analisar se o tratamento com IGF-I
induz um aumento na expressao dos receptores de EGF, ou um aumento nos
processos de transativacdo deste receptor, ou ainda um aumento na
disponibilizagdo deste fator tréfico no meio extracelular.

Quando realizamos tratamentos alternados com EGF ou IGF-1 por 48
horas observamos que o pré tratamento com EGF por 48h seguido do
tratamento com IGF-I por 48h induz efeito proliferativo semelhante ao

tratamento crébnico com EGF por 96h. Este resultado foi de certa forma
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surpreendente, pois o tratamento com IGF-I por 48h induz uma proliferacao
média em torno de 50%. Entretanto, o tratamento com IGF-1 por 48h ap6s um
tratamento prévio com EGF por 48h, induziu uma taxa de proliferacdo maior do
que 50%. Uma possivel explicacdo para este resultado poderia ser o fato do
tratamento com EGF por 48h aumentar a expressao dos receptores para IGF-I
ou mesmo para o EGF e desta forma possibilitar um aumento nas taxas de
proliferacao. Assim, pretendemos analisar a expressao dos receptores de IGF-I
e de EGF em culturas tratadas por 48h com EGF.

Em contrapartida quando o IGF-I foi fornecido nas 48 horas iniciais e
logo apds o EGF foi fornecido por igual periodo observou-se nitidamente uma
tendéncia de reducao no efeito proliferativo comparado ao observado com o
tratamento crénico com EGF por 96h. Esses resultados estdo de acordo com
aqueles obtidos por Arsenijevic e colaboradores em 2001 que demonstraram
que a pré exposicao de células (E14) do estriatum de ratos ao IGF-I por 5 dias
e posterior tratamento com EGF, induzia uma diminuigdo da responsividade ao
EGF.

E interessante ressaltar que as células mantidas em cultura, na
presenca de meio de cultura controle, por 24h ou por 48h ainda sao capazes
de responder ao EGF e ao IGF-I aumentando a taxa de proliferagéo celular.
Este resultado nos sugere que o0s mecanismos de sinalizagdo sejam
preservados apds estes periodos in vitro e nao justificaria, por si so, a
tendéncia na reducgao da proliferacdo descrita acima.

Retornando a anadlise do grafico que representa o resultado obtido com o
tratamento com IGF-I nas primeiras 48h e posterior tratamento com EGF por

mais 48h observamos que ha uma tendéncia de diminuigdo do efeito do EGF.
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Nossa hipbtese era de que com o passar do tempo em cultura, o tratamento
com IGF-I iria transformando as células o que levaria a uma diminui¢cdo na
responsividade ao EGF. Se nossa hipbtese estivesse correta, se tratdssemos
as células por 72h com IGF-lI e depois tratdssemos com EGF por 24h, a
proliferacao induzida pelo EGF deveria estar diminuida quando comparada a
das células que receberam o tratamento com EGF apenas nas ultimas 24h.
Quando analisamos o resultado desta experiéncia observamos que de fato o
tratamento por 72h com IGF-I diminui a responsividade ao EGF. Esses
resultados estdo de acordo com os obtidos por Arsenijevic em 2001. O autor
demonstrou que o tratamento por 3 e 5 dias de culturas de células
embrionarias do estriatum com IGF-I diminuia a responsividade ao EGF. Neste
trabalho também foi observado que quanto maior fosse o tempo de exposicao
ao IGF-I maior era a perda da responsividade ao EGF.

Este ultimo efeito por nds observado poderia ser mediado por moléculas
soluveis secretadas no meio de cultura e que estivessem controlando a
proliferacao celular. Para testar esta hipétese resolvemos tratar as culturas com
IGF-I por 72h e apds este periodo recolhemos o meio condicionado para
posteriormente tratarmos as culturas com este meio na diluicgdo de 1:1 e
avaliamos o efeito sobre a proliferacao celular. Os resultados dos experimentos
com meios condicionados mostraram que o meio condicionado de culturas
tratadas com IGF-I induzia um decréscimo na proliferacdo, porém o meio
condicionado controle também inibia a proliferacdo. Este resultado instigante
indica que tanto nas culturas controle como nas culturas tratadas com IGF-
estejam sendo liberadas moléculas capazes de diminuir a taxa de proliferacao

das células da retina. De fato isso parece ser verdadeiro, pois quando
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retiramos o meio de cultura apds 72h de incubacao e adicionamos meio fresco
observamos um incremento na taxa de proliferagdo. Nossas proximas
experiéncias visardo analisar o efeito do meio condicionado em outras diluigbes
na tentativa de avaliar se 0 meio condicionado de culturas tratadas com IGF-I é
mais eficiente em diminuir a proliferacdo do que o meio condicionado de
culturas controle. Acreditamos que a presenca de IGF-I esteja mediando a
producdo e liberacdo de moléculas capazes de regular o processo de
proliferacao de células da retina.

Dados da literatura demonstram que o tratamento de neurénios com
IGF-1 induz um aumento na sintese de BDNF e de seu receptor Trk B (Mattson
et al.,, 2004). Ao analisar as vias de sinalizagdao que levam ao aumento na
producdo de BDNF estimulada por IGF-I em neurbnios corticais, foi
demonstrada a participacdo da via da ERK (McCusker et al., 2006). Assim,
existem varios relatos na literatura acerca do papel do IGF-l1 no controle da
sintese do BDNF. Um outro exemplo interessante € o aumento na expressao
do BDNF (Ding et al., 2006) observada apds o exercicio fisico, que € mediada
pelo aumento nos niveis de IGF-I circulante (Carro et al., 2000).

Dados prévios do nosso laboratério demonstram que o tratamento de
células da retina em cultura com a neurotrofina BDNF, por 48h, induz uma
diminuicdo de 50% na proliferacdo celular. Neste mesmo trabalho também
demonstramos que o tratamento de culturas controle com K-252a, que € um
inibidor dos receptores Trk das neurotrofinas, induz um aumento de 100% na
proliferacao das células (Santos et al., 2003). Este resultado sugere que as
células da retina sejam capazes de produzir e liberar neurotrofinas que

desempenhem um importante papel no controle da proliferacédo celular.
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Baseados nesse conjunto de resultados decidimos quantificar qual seria
a expressdo de BDNF em culturas tratadas com IGF-I por 72h. Escolhemos
este intervalo de tempo, pois em 72h o IGF-I ndo mais apresenta um efeito
proliferativo. Nossos resultados ainda sdo muito preliminares e nao nos
permitem afirmar que o IGF-I esteja aumentando a sintese do BDNF, apesar de
termos encontrado um aumento em algumas experiéncias realizadas. Futuras
experiéncias serao feitas para melhor compreendermos se de fato o IGF-| esta
modulando a sintese de BDNF em nossas culturas.

Analisando 0s nossos resultados em conjunto podemos sugerir que 0
tratamento das culturas com IGF-I induza, de maneira tempo dependente, uma
diminui¢cdo na responsividade ao EGF. Esse resultado nos parece interessante
pois nesta condicdo o IGF-I poderia ser um importante regulador do processo
de proliferacdo de células da retina. Nossos préximos passos serdo no intuito
de esclarecer o mecanismo de acao do IGF-1 e de identificar qual a populacao

que responde a este fator tréfico.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados podemos concluir que:

. As vias de sinalizacdo ativadas pelo IGF-lI necessitam de possiveis
fatores tréficos presentes no soro, para a sua expressao ou ativacdo. Talvez a
prépria expressdao dos receptores de IGF-I dependa de fatores tréficos

presentes no soro.

. Tanto o EGF (0,1 ng/mL) como o IGF-I (10 ng/mL) estao agindo sobre a
mesma populacao de células, pois se fossem populagdes distintas deveriamos
ter encontrado um efeito aditivo quando estes dois fatores foram fornecidos de

forma simultanea.

o A presenca do IGF-1 pode modular a resposta proliferativa das células ao
EGF e este efeito depende do tempo de exposicdo aos dois fatores ja que em
72h de exposicao simultanea, pudemos observar claramente este efeito
inibitorio.

J O pré-tratamento com EGF por 24h ndo torna as células mais
responsivas ao IGF-I, porém quando as células sdo primeiramente tratadas
com IGF-1 por 24h e sequencialmente tratadas com EGF por mais 24h é
observada a potenciacdo do efeito proliferativo, demonstrando que o pré-
tratamento feito, neste intervalo de tempo, promove um aumento da

responsividade das células ao EGF.

J Resultados de nossos experimentos com IGF-lI nas primeiras 48h e
posterior tratamento com EGF por mais 48h apresentam uma tendéncia de
diminuicédo do efeito do EGF, mostrando que a acao de IGF-I sobre o efeito de

EGF esteja restrita a uma janela temporal, a qual indica que o IGF-I induza
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transformacdées no ambiente da cultura levando a uma perda do efeito

proliferativo induzido por EGF.

o Acreditamos que a presenca de IGF-l esteja mediando a producao e
liberacdo de moléculas como o BDNF ou seu receptor que induziriam uma

diferenciacao celular com consequente parada do processo de proliferacao.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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