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RESUMO 
 

 
A perda da regulação da proliferação celular na retina pode causar 

aumento, diminuição ou perda de tipos celulares e consequentemente 
inadequada transdução visual. Nosso grupo tem interesse no papel de PACAP 
(peptídeo ativador da adenilato ciclase na pituitária) no desenvolvimento da 
retina e na investigação dos mecanismos envolvidos. Dados prévios do nosso 
grupo mostraram que neste tecido, PACAP atua como agente neuroprotetor de 
maneira dependente de AMPc/PKA. Mais recentemente, também foi 
demonstrado pelo nosso grupo que este peptídeo age como regulador negativo 
da proliferação celular na retina. Foram identificados alguns mecanismos 
associados à resposta ao PACAP. Foi confirmada a presença do receptor de 
PACAP, PAC1 em uma população de células progenitoras retinianas e 
mostraram que a ativação de ambos receptores ,do tipo I e II, e o aumento dos 
níveis de AMPc estão envolvidos com o efeito antimitogênico de PACAP. 
Adicionalmente, os níveis do regulador do ciclo celular ciclina D1 são reduzidos 
após tratamento com PACAP. Foi demonstrada ainda a presença dos fatores de 
transcrição KLF4, KLF5 e KLF7 na retina, estes pertencem à família Sp/KLF de 
fatores de transcrição dedos de zinco e são reguladores dos efetores do ciclo 
celular em diferentes tecidos. Mostramos que os níveis de KLF4 estão 
aumentados após tratamento com PACAP por 1 hora. Foi também demonstrada 
por imunofluorescência confocal a presença de KLF4 em células proliferantes na 
fase G2-M (pH3-positivas). Por fim, foi confirmado que KLF4 tem capacidade de 
se ligar nos motivos sp1, identificados no promotor de ciclina D1 de ratos. 
Nossos resultados sugerem que PACAP possa modular a proliferação das 
células progenitoras da retina através da regulação dos níveis de ciclina D1 pelo 
fator de transcrição KLF4. Finalmente, PACAP talvez seja um fator extracelular 
com múltiplos papéis no controle do desenvolvimento da retina, inclusive o de 
regulador do ciclo celular, agindo na transição da proliferação para diferenciação 
celular.  
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ABSTRACT 
 

 
Deregulation of cell proliferation may cause increase, decrease or lack of 

cell types, and the consequent loss of adequate visual transduction. We are 
interested on the role of PACAP (pituitary adenylate cyclase-activating 
polypeptide) in the developing retina and the molecular mechanisms involved. 
Our previous results showed that in this tissue, PACAP acts as a neuroprotective 
agent in cAMP/PKA-dependent manner. More recently, our group also 
demonstrated that this peptide is a negative regulator of cell proliferation. In the 
present study mechanisms triggered in response to PACAP were identified. The 
presence of the PACAP receptor PAC1 in a population of retinal progenitor cells 
was confirmed. We also demonstrated that receptors of both type I and type II as 
well as the activation of cAMP pathway are involved in the antimitogenic effect 
elicited by PACAP. Moreover, the level of the cell cycle regulator cyclin D1 is 
reduced after PACAP treatment. The transcriptional factors KLF4, KLF5 and 
KLF7 which were described in retina belong to the Sp/KLF family of zinc finger 
transcription factors and are involved in the control of proliferation through the 
regulation of the level of cell cycle effectors in various tissues. We showed that 
KLF4 expression increased after PACAP treatment. We also demonstrated by 
double immunofluorescence and confocal microscopy that KLF4 is present in 
retinal progenitors in the G2-M phase (pH3-positive). Finally, we confirmed that 
KLF4 is able to bind to sp1 motifs which are present in rat cyclin D1 promoter. 
Our data suggest that PACAP may modulate the proliferation of progenitor cells 
during retinal development through the regulation of cyclin D1 level by KLF4 
transcription factor. In conclusion, PACAP may be considered an extracellular 
factor with multiple roles in retinal development, such as cell cycle regulation, 
possibly acting at the transition from proliferation to neuronal differentiation. 
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I) INTRODUÇÃO 

A regulação do desenvolvimento do sistema nervoso têm sido alvo de 

intensa investigação. Isso se justifica visto que a compreensão a regulação de 

eventos como proliferação celular, diferenciação celular, morte celular 

programada, migração e sinaptogênese levam à descoberta de elementos 

relevantes para o desenvolvimento de diversas estruturas e, consequentemente, 

representam potenciais alvos de intervenção em terapias de doenças 

degenerativas e proliferativas que acometem o sistema nervoso. O Laboratório 

de Neurogênese do Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho tem se destinado 

nos últimos anos a estudar a ação de fatores extrínsecos e os mecanismos 

intracelulares influenciados por estes fatores no desenvolvimento da retina de 

roedores. Nosso grupo tem se dedicado a desvendar a ação do peptídeo 

PACAP, dentre outros fatores extrínsecos, na regulação de eventos envolvidos 

com o desenvolvimento da retina. Silveira e colaboradores (2002) apresentaram 

diversas evidências da ação de PACAP na sensibilidade à morte celular no 

tecido retiniano, processo no qual AMPc é mensageiro secundário fundamental. 

Mais recentemente, nosso grupo demonstrou que PACAP é capaz de controlar 

negativamente a proliferação celular na retina neonatal. (Njaine et al; 2009 

submetido para publicação).  

O foco atual deste estudo é desvendar quais os fatores intrínsecos 

envolvidos com o efeito anti-mitogênico mediado por PACAP no controle da 

proliferação celular na retina em desenvolvimento. 
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1) Retina 

1.1) Função da retina 

A retina é uma estrutura derivada do neuroectoderma (diencéfalo), 

pertencente ao sistema nervoso central e responsável pela transformação da 

energia eletromagnética em potenciais de ação. Estes são conduzidos aos 

centros superiores através do nervo óptico por axônios pertencentes a um tipo 

particular de neurônio retiniano, a célula ganglionar (Dowling, 1987). 

Contudo, o tecido retiniano não se restringe à simples sinalização para o 

cérebro da presença ou ausência de luz. A competência deste tecido na 

modulação dos sinais neurais gerados confere uma transmissão com aspecto 

mais complexo. A imagem projetada sobre a retina é decomposta em diversas 

características físicas que serão analisadas pelos centros cerebrais para a 

percepção visual (Dowling, 1987). 

 

1.2) Estrutura da retina de roedores neonatos e adu ltos  

A retina de vertebrados tem sido extensamente usada como modelo 

experimental do sistema nervoso central. A sua localização permite um fácil 

acesso e isolamento, e sua estrutura em camadas facilita a identificação dos 

tipos celulares por sua localização e morfologia. O desenvolvimento da retina, 

como de outros tecidos neurais, ocorre em uma seqüência de eventos que 

muitas vezes se sobrepõem temporalmente. Estas etapas incluem: proliferação, 

migração, diferenciação celular, determinação da morfologia final de células, 
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organização tecidual, aquisição de fenótipo neuroquímico e sinaptogênese 

(Sharma e Ehinger, 1997).  

Em roedores, a retina nos primeiros dias após o nascimento possui 

células proliferantes, células pós-mitóticas e células diferenciadas. Nesta etapa 

do desenvolvimento, o tecido retiniano está dividido em três estratos, a camada 

de células ganglionares (GCL, para Ganglion Cell Layer), camada nuclear 

interna (INL, para Inner Nuclear Layer) em formação e a camada neuroblástica 

(NBL, para Neuroblastic Layer), sendo que nesta última estão presentes células 

proliferantes, células recém pós-mitóticas e células em processo de 

diferenciação (Figura 1A ).  

Já a retina adulta dos vertebrados está organizada em camadas 

nucleares onde se localizam os corpos celulares dos tipos neuronais e da glia da 

retina. O núcleo dos fotorreceptores cones e bastonetes estão contidos na 

camada nuclear externa (ONL, Outer Nuclear Layer). Já os núcleos das células 

horizontais, células bipolares, células amácrinas e célula glial de Muller estão 

presentes na camada nuclear interna (INL, Inner Nuclear Layer), e células 

ganglionares e células amácrinas deslocadas na camada de células 

ganglionares (GCL-Ganglionar Cell Layer) (Dowling, 1987). Estas camadas 

celulares são intercaladas por camadas plexiformes interna e externa (IPL, Inner 

Plexiform Layer e OPL, Outer Plexiform Layer respectivamente), contendo 

prolongamentos celulares e sinapses (Figura 1B ) (Masland, 2001)  
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FIGURA 1:  Esquemas da retina neonatal e retina adulta de roedores com os tipos 

celulares discriminados. (A) Retina Neonatal, GCL-camada de células ganglionares; INL-

camada nuclear interna e NBL-camada neuroblástica (B) Retina madura . GCL; INL e ONL- 

camada de células ganglionares  

camada nuclear interna  

camada neuroblástica  

células ganglionares  
amácrinas deslocadas  

 células amácrinas  
 células de Muller  
 células bipolares  
 células horinzotais  

bastonetes  
cones  

GCL 

INL 

ONL 

GCL 
INL 

NL 

A 
 
 
 
 
 
 
 
B 
 

IPL 

OPL 



 6

2) Ciclo Celular 

A proliferação e diferenciação celular são reguladas por uma intrincada 

rede de vias de sinalização intracelular que estão ligadas ao controle do ciclo 

celular. A atividade dos complexos ciclina-CDK (CDK - cinase dependente de 

ciclina) está envolvida com a progressão do ciclo celular e é regulada por vários 

mecanismos como a associação das ciclinas às CDKs, fosforilação e 

desfosforilação das CDKs e associação do complexo com inibidores de CDK 

(CKIs) (Nagahama et al., 2001; Pei & Xiong, 2005 para revisão).  

 Os complexos ciclina-CDK da fase G1 do ciclo celular são constituídos 

por ciclina D (D1, D2 e D3) e suas respectivas CDKs (CDK4 e CDK6), e ciclina E 

(E1 e E2) e CDK2. No início da fase G1, a ciclina D é expressa em níveis altos 

e, por conseguinte, se liga e ativa CDK4 e CDK6 (Pei & Xiong, 2005 para 

revisão). A formação deste complexo inicia a fosforilação da proteína 

retinoblastoma sobre a qual recai um papel central no controle do ciclo celular. 

Ciclina E associada com CDK2 também fosforila retinoblastoma no meio da fase 

G1 em um sítio diferente do primeiro complexo de ciclina-CDK. Uma vez 

fosforilada, a proteína retinoblastoma se torna inativa e perde sua função 

inibitória sobre E2F e histonas deacetilases, que regulam a transcrição gênica 

de diversos genes envolvidos com a transição entre as fases G1 e S (Pei & 

Xiong, 2005; Gallinari et al., 2007 para revisão). 

Por outro lado, existem reguladores que atuam diminuindo a atividade dos 

complexos ciclina-CDK, denominados CKIs. Estes estão divididos em duas 

famílias: Ink4 (p15ink4b, p16ink4a, p18ink4c e 19ink4d) e Cip-Kip (p21Cip1, p27Kip1 e 
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p57Kip2). A família Ink4 regula a atividade dos complexos ciclina D/CDK4 e 6. Já 

a família Cip-Kip regula a atividade de ciclina E/CDK2, ciclina A/CDK2, ciclina 

B/CDK1 e ciclina D/CDK4 e 6 (Nagahama et al., 2001; Pei & Xiong, 2005 para 

revisão).  

No desenvolvimento da retina, a proteína ciclina D1 tem papel de 

destaque na progressão do ciclo celular dos progenitores retinianos. Fantl e 

colaboradores (1995) demonstraram em camundongos nocautes para o gene da 

ciclina D1 a redução das camadas celulares que compõem a retina, sendo este 

efeito mais evidente na camada nuclear externa, onde estão os corpos celulares 

dos fotorreceptores. Por outro lado, ciclina D2 não é expressa na retina, porém, 

de acordo com Carthon e colaboradores (2005), quando expressa em 

substituição à ciclina D1, esta proteína tem ação compensatória, apesar de não 

apresentar a mesma excelência para manter o correto desenvolvimento da 

retina. Já a ciclina D3, a principio, não possui papel no controle da proliferação, 

e sim na diferenciação da glia de Müller no desenvolvimento pós-natal da retina 

(Dyer & Cepko, 2000).  

Até o momento, as CKIs bem caracterizadas quanto ao controle do ciclo 

celular dos progenitores retinianos são as proteínas p19ink4d, p27Kip1 e p57Kip2 

(Dyer & Cepko, 2000a; Dyer & Cepko, 2001a; Cunningham et al., 2002). A 

proteína p19ink4d é expressa em uma subpopulação de precursores retinianos da 

camada neuroblástica e regula a saída do ciclo celular (Cunningham et al., 

2002). A expressão de p27Kip1 ocorre durante as fases tardias de G2 e as fases 

iniciais de G1 do ciclo celular nos progenitores retinianos. Camundongos 
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deficientes em p27Kip1 e p19ink4d exibiram aumento na proporção de células 

mitóticas e apoptose de modo sinérgico, particularmente durante os estágios 

tardios da histogênese retiniana (Dyer & Cepko, 2001a; Cunningham et al., 

2002). O inativação de p27Kip1 resgata retinas deficientes em ciclina D1 do 

fenótipo microftálmico (Geng et al., 2001), sugerindo uma relação funcional 

antagônica entre estas duas proteínas no controle do ciclo celular dos 

progenitores retinianos.  

Os níveis de p57Kip2 são aumentados durante a fase G1/G0 em um 

subtipo de precursor que deixa o ciclo celular nas idades embrionárias E14.5 e 

E16.5 no desenvolvimento do camundongo. Em idades pós-natais, p57Kip2 foi 

encontrada em uma subpopulação de células amácrinas e neste estágio 

acredita-se que p57Kip2 não esteja envolvida com a proliferação, e sim com 

direcionamento para a diferenciação deste tipo celular da retina (Dyer & Cepko, 

2000a; Dyer &. Cepko, 2001a).  

 

3) Controle da proliferação celular na retina por s inalizadores 

extracelulares  

Como em outros tecidos no sistema nervoso central, na retina fatores 

epigenéticos e genéticos conduzem as células progenitoras à geração do 

número final de cada tipo celular. A retina neural de vertebrados é um complexo 

tecido sensorial cuja função depende da correta e harmônica formação de sua 

citoarquitetura laminar (Marquardt & Gruss, 2002). 
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Todos os tipos celulares retinianos, exceto astrócitos e microglia, são 

gerados a partir das mesmas células precursoras multipotentes, em proporções 

características. Os tipos celulares da retina são gerados, sequencialmente, na 

seguinte ordem: células ganglionares, células amácrinas, fotorreceptores do tipo 

cone, células horizontais e, mais tardiamente, fotorreceptores do tipo bastonete, 

células de Müller e células bipolares. (Levine & Green, 2004; Donavan & Dyer, 

2005 para revisão).  

Portanto, durante o desenvolvimento da retina, é necessário que a 

proliferação celular seja regulada de forma que tanto os tipos celulares gerados 

inicialmente quanto tipos celulares tardios sejam formados nas proporções 

adequadas. Fatores extracelulares como glutamato, FGFs, EGF, TGFα e 

substância P agem nesse controle da proliferação celular na retina em 

desenvolvimento (Isayama et al., 1991; Anchan et al., 1991; Lillien & Cepko, 

1992; Anchan & Reh, 1995; Martins et al., 2006; Martins & Pearson, 2008 para 

revisão).  

Os dados obtidos pelo nosso grupo demonstram também a ação de 

PACAP38 como regulador negativo da proliferação celular da retina em 

desenvolvimento (Njaine et al., 2009 submetido à publicação) e a caracterização 

do mecanismo molecular que medeia este efeito constitui um dos objetivos 

centrais deste estudo.   
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4) Peptídeo Ativador da Adenilil Ciclase na Pituitá ria (PACAP)  

Uma família de peptídeos neuroativos que desempenha papel importante 

no desenvolvimento dos mais diversos sistemas é a família dos peptídeos 

Secretina/Glucagon/VIP. Neste grupo estão incluídos diversos peptídeos com 

homologia variada entre si, dentre os quais podemos destacar, além dos citados 

acima, os peptídeos ativadores da adenilil ciclase na pituitária denominados 

PACAP (Pituitary Adenylyl Cyclase-Activating Polypeptide). 

O PACAP foi inicialmente isolado do hipotálamo ovino por sua potente 

atividade de estimulação da produção de AMPc nas células da hipófise anterior 

de ratos (Miyata et al., 1989). Posteriormente, foi descrito que este peptídeo 

pode apresentar duas formas: PACAP27 e PACAP38, que compartilham os 

mesmos 27 aminoácidos N-terminais e são geradas a partir de um peptídeo 

precursor comum que sofre processamento pós-traducional (Miyata et al., 1990). 

 Esses peptídeos estão presentes em diversas áreas do sistema nervoso 

central incluindo hipotálamo, córtex cerebral, hipocampo, cerebelo e retina, 

assim como no sistema nervoso periférico e em outros tecidos como, pulmão, 

testículos, pâncreas, intestino e glândula adrenal (Arimura et al., 1991; Ghatei et 

al., 1992; Zhou et al., 2002; Fahrenkrug & Hannibal, 2004). 

PACAP (nas suas duas isoformas) necessita ser amidado para se tornar 

biologicamente ativo. Esse processamento é realizado por uma enzima 

bifuncional, PAM (peptidylglicine α-amidating monooxygenase). O gene da PAM 

codifica a proteína que realiza a amidação de peptídeos em dois passos 

consecutivos que são realizados pelos domínios PHM (peptydil α- hidroxyglycine 
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monooxygenase) e PAL (peptidyl -α-hydroxyglicine α-amidating lyase) (Prigge et 

al., 2000; El Meskini et al., 2003). 

 

4.1) Receptores e Vias de Sinalização Celular Pepti dérgicas 

PACAP ativa receptores farmacologicamente classificados em tipo I e II, 

em função da afinidade relativa por PACAP e por outro membro da mesma 

família de peptídeos, o VIP. O receptor tipo I apresenta alta afinidade por 

PACAP, 100 a 1000 vezes superior em comparação a VIP sendo, portanto, 

considerado receptor específico de PACAP. Já aos receptores do tipo II, PACAP 

e VIP se ligam com afinidades semelhantes (Spengler et al., 1993; Vaudry et al., 

2000; Watanabe et al., 2007 para revisão). Para denominação desses 

receptores será adotada aqui a classificação definida pela União Internacional 

de Farmacologia (IUPHAR) (Harmar et al., 1998; Zhou et al., 2002). Nesta 

classificação os três receptores descritos são: PAC1 (receptor específico para 

PACAP), VPAC1 e VPAC2, codificados por genes distintos. 

 O receptor PAC1 pode apresentar diversas variantes geradas por 

processamento alternativo de RNA. Estes variantes levam à ativação de uma ou 

mais vias de sinalização intracelular, tais como: adenilil ciclase, fosfolipase C 

e/ou modulação de canais de Ca2+, assim como, podem apresentar diferenças 

na eficiência relativa das duas isoformas de PACAP (PACAP27 e PACAP38). 

Uma das variações é a presença ou ausência de uma seqüência de 

aminoácidos no domínio N-terminal extracelular do receptor ao qual se 

denomina de PAC1s (s=short - ausência da seqüência de 21 aminoácidos) ou 
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PAC1vs (vs=very short - ausência da seqüência de 57 aminoácidos), 

respectivamente (Pantaloni et al., 1996; Dautzenberg et al., 1999). A presença 

desses 21 aminoácidos resulta em com a redução da eficiência de ativação da 

PLC (fosfolipase C) o PACAP27 em comparação com o PACAP38 (Pantaloni et 

al., 1996), apesar disso não ter se reproduzido em todos os sistemas analisados 

(Braas & May, 1999). 

 Outra região do receptor PAC1 que pode sofrer processamento 

alternativo de RNA é a que compreende os exons (HIP e HOP1 ou 2) da terceira 

alça citoplasmática deste receptor, região importante para interação receptor-

proteína G e que atribui seletividade quanto à ativação das vias de sinalização 

intracelular (Pantaloni et al., 1996; Spengler et al., 1993). De modo pioneiro, 

Spengler e colaboradores (1993) começaram a desvendar a participação das 

diversas isoformas do receptor PAC1 na transdução de sinal por meio de sua 

expressão de forma isolada em células. A ausência dos dois cassetes (HIP e 

HOP1 ou 2) levou à ativação da via da adenilil ciclase (EC50<1nM) e PLC 

(1nM<EC50<20nM); a presença do cassete HOP teve o mesmo efeito da 

ausência de qualquer cassete. Por outro lado, a presença do cassete HIP 

implicou em ativação somente da via da adenilil ciclase (1nM<EC50<20nM) e a 

presença dos dois cassetes concomitantemente levou a um padrão 

intermediário, com ativação da adenilil ciclase (1nM<EC50<20nM) e PLC 

(EC50>100nM) (Spengler et al., 1993). Posteriormente, McCuloch e 

colaboradores (2000) demonstraram que o cassete HOP1 está envolvido, 

também, com o aumento de fosfolipase D (PLD) de modo dependente da 
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atividade da GTPase monomérica, ARF. No entanto, a ativação da via de PLD 

não se aplica a todos os modelos de estudo desenvolvidos (Braas & May, 1999; 

Silveira et al, dados não publicados). 

Os receptores VPAC1 e VPAC2 são capazes de ativar a via da adenilil 

ciclase mediante ligação de PACAP27, PACAP38 e VIP com afinidades 

similares, tendo sido ainda atribuída a VPAC1 a capacidade de ativar fosfolipase 

C (PLC) (Van Rampelbergh et al., 1997). Também foi sugerido que tanto VPAC1 

quanto VPAC2 podem ativar PLD (Mcculoch et al., 2000) e gerar aumento na 

concentração intracelular de Ca2+ (Sreedharan et al., 1994; Inagaki et al., 1994), 

apesar da maioria dos trabalhos não considerar estes efeitos (Pantaloni et al, 

1996; Spengler et al., 1993; Chatterjee et al., 1997; Gourlet et al., 1998; Braas & 

May, 1999).  

 

4.2) PACAP e receptores na retina 

Em análises de detecção de RNAm e imunorreatividade para PACAP em 

retina de ratos adultos, foi demonstrada a presença do peptídeo nas células 

ganglionares, na camada plexiforme interna, na camada nuclear interna, na 

camada plexiforme externa e camada nuclear externa. Na camada nuclear 

interna a imunorreatividade do peptídeo foi identificada nos corpos celulares e 

terminais axonais de células amácrinas e células horizontais (Izumi et al., 2000; 

Seki et al., 2000 a e b).  

 Foi demonstrada a presença de RNAm e imunorreatividade para o 

receptor PAC1 (sem discriminação das isoformas) em células ganglionares, 
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amácrinas e na camada plexiforme interna da retina de ratos adultos (Seki et al., 

1997), enquanto outros trabalhos caracterizaram esses receptores como sendo 

dos tipos PAC1-HOP, PAC1-short, VPAC1 e VPAC2 (Onali & Olianas, 1994). 

Análises por hibridização in situ também identificaram fraca marcação para o 

receptor PAC1 nas camadas plexiforme externa e nuclear externa (Seki et al., 

1998). O receptor PAC1 também foi detectado em culturas de células de Müller 

de retinas de pinto com, peso molecular na faixa de 33kDa (Kubrusly et al., 

2005).   

Na tentativa de descrever aspectos funcionais dos receptores de PACAP, 

foi descrito o efeito desses peptídeos como estimuladores da adenilil ciclase na 

retina de diversas espécies de mamíferos (Onali e Olianas, 1994; Olianas et al., 

1997; D’Agata e Cavallaro, 1998). Além disso, Silveira e colaboradores (2002) 

descreveram o efeito neuroprotetor de PACAP em modelos experimentais de 

morte celular induzida na retina em desenvolvimento. Neste caso, o efeito 

neuroprotetor envolve o acúmulo de AMPc, e não de IP3, e depende da atividade 

de PKA (Proteína cinase A). Mais recentemente nosso grupo demonstrou a 

expressão do sistema pacapérgico em diferentes idades ao longo do 

desenvolvimento da retina (Njaine et al., 2009 submetido à publicação).  

 

4.3) PACAP e proliferação celular 

PACAP foi implicado como fator neuroprotetor em morte celular induzida 

durante o desenvolvimento retiniano (Silveira et al., 2002) e também na 

regulação de proliferação celular (Njaine et al., 2009, submetido para 



 15 

publicação). Em outros modelos experimentais também já foi descrita a ação 

deste peptídeo neuroativo na regulação da proliferação celular (Zhou et al., 

2002). Por exemplo, em culturas de astrócitos, PACAP tem efeito mitogênico. 

Este efeito proliferativo em astrócitos é mediado por PAC1, dependente da via 

de sinalização das MAPcinases e independente de PKC (proteína cinase C) e 

PKA (Moroo et al., 1998; Hashimoto et al., 2003).  

Em precursores neuronais efeitos aparentemente contraditórios também 

foram observados. Em culturas de neuroblastos simpáticos, PACAP aumenta a 

proliferação de forma dependente da ativação de PLC (Lu et al., 1998; DiCicco-

Bloom et al., 2000). Em contraste, em precursores corticais foi sugerido por Lu e 

DiCicco-Bloom (1997) um efeito autócrino de PACAP na indução da saída do 

ciclo celular e conseqüente transição de proliferação para diferenciação 

neuronal. Isto foi comprovado em trabalhos posteriores, desenvolvidos pelo 

mesmo grupo, que demonstraram ser PACAP um agente anti-mitogênico no 

córtex em desenvolvimento (Suh et al., 2001) em conseqüência da redução da 

atividade do complexo ciclina E/CDK2 por aumento nos níveis do inibidor deste 

complexo, a proteína p57Kip2 (Carey et al., 2002).  De forma complementar, Nicot 

e DiCicco-Bloom (2001) demonstraram que os efeitos dicotômicos de PACAP na 

proliferação celular estão relacionados, à princípio, com a isoforma do receptor 

PAC1 que é expressa nos neuroblastos. Por conseguinte, dependendo da 

isoforma de PAC1, PACAP pode induzir o aumento dos níveis de AMPc e 

proporcionar efeito anti-mitogênico, ou ativar PLC e aumentar a proliferação 

celular nos neuroblastos.    
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5) Fatores de transcrição da família Sp/KLF 

O fator de transcrição Sp1 foi identificado no início dos anos 80, sendo um 

dos primeiros fatores de transcrição a ser purificado e clonado de células de 

mamíferos (Dynan & Tjian 1983 a; Kadonaga et al., 1987). Posteriormente, foi 

demonstrado que a proteína Sp1 era capaz de reconhecer e se ligar em sítios 

ricos em nucleotídeos guanina e citosina (GC) no promotor do simian vírus 40 

(SV40) via três motivos dedos de zinco Cys2-His2 (Dynan & Tjian 1983 b). 

Domínios de ligação a DNA similares ao de Sp1 têm sido descobertos em 

diferentes proteínas reguladoras do desenvolvimento, inclusive Krüppel, um 

regulador do padrão embrionário de Drosophila (Suske, 1999; Black et al., 2001; 

Kaczynski et al., 2003 para revisão). Após a descoberta de outros fatores de 

transcrição que possuem motivos dedos de zinco similares ao de Sp1, foi 

definida a família Sp/KLF de fatores de transcrição. Esta família de fatores de 

transcrição compreende fatores expressos em diferentes espécies que 

abrangem de Caenorhabditis elegans a Homo sapiens, tendo sido identificados 

até o momento 25 membros desta família em humanos (Sp1-Sp8, KLF1-KLF17) 

(Kaczynski et al., 2003; Rowland & Peeper, 2006 para revisão). A família Sp/KLF 

tem sido implicada no controle do crescimento e diferenciação celular em 

diferentes tecidos e vários dos seus componentes já foram envolvidos no 

desenvolvimento de diferentes tipos de cânceres (Black et al., 2001 para 

revisão). 

Os membros da família Sp/KLF possuem domínios de ligação ao DNA, de 

localização nuclear e de regulação transcricional. Uma característica importante 
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que define os membros desta família é a presença de três motivos dedos de 

zinco Cys2-His2 na região carboxi-terminal, altamente conservados, com mais 

de 65% de homologia (Figura 2 ) (Kaczynski et al., 2003 para revisão). Análises 

bioquímicas de ligação ao DNA têm demonstrado que muitos fatores de 

transcrição da família Sp/KLF têm afinidade similar a diferentes sítios ricos em 

guanina e citosina (Hagen et al., 1992; Cook et al.,1998) e que existe 

competição para a ligação nos sítios entre alguns membros, como: Sp1 e KLF9; 

Sp1 e KLF13; Sp1 e KLF4; KLF1 e KLF3; KLF4 e KLF5 (Suske, 1999; Dang et 

al., 2000; Kcazynski et al., 2003 para revisão). Contudo, apesar de sítios ricos 

em nucleotídeos GC serem os motivos padrão para ligação ao DNA, mudanças 

em aminoácidos chave entre os membros freqüentemente alteram a 

especificidade de ligação ao DNA. Por exemplo, a mudança de uma histidina por 

uma leucina no primeiro motivo de dedos de zinco de Sp2 proporciona o 

aumento da afinidade por sítios ricos em nucleotídeos GT (5’-GGTGTGGGG-3’) 

ao invés dos motivos ricos em GC (Kingsley & Winoto, 1992, Suske, 1999 para 

revisão). Além disso, outros membros da família Sp/KLF se ligam com grande 

afinidade a motivos 5’-CACCC-3’ presentes no promotor de β-globina. Isto se 

deve à troca de um aminoácido na região de ligação ao DNA, como ocorrido 

com Sp2, contudo a troca neste caso é de lisina para leucina e ocorre no terceiro 

motivo de dedos de zinco (Philipsen & Suske, 1999; Dang et al., 2000 para 

revisão). 

Ao contrário da região carboxi-terminal, que é altamente conservada entre 

os membros da família Sp/KLF, a região amino-terminal é altamente variável e 
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responsável pela regulação da transcrição. Dependendo do contexto celular, 

esta região tem a ação repressora ou ativadora da transcrição (Kaczynski et al., 

2003 para revisão). 

 

5.1) Kruppel-like factor 4 

 Kruppel-like factor 4 (KLF4) foi identificado em diferentes células 

epiteliais do trato gastrointestinal, pele, células endoteliais vasculares, timo, 

tecido pulmonar, células de sertoli, conjuntiva e células da córnea, tanto ao 

longo do desenvolvimento como na idade adulta de mamíferos. (Shields et al., 

1996; Garrett-Sinha et al.,1996; Wei et al., 2006 para revisão).  

A proteína KLF4 possui características em sua seqüência de aminoácidos 

que determinam sua função como fator de transcrição. KLF4 possui regiões de 

dedos de zinco, responsáveis pela ligação ao DNA, uma região de 

hexapeptídeos responsável pela localização nuclear e uma seqüência PEST 

(sítios ricos prolina, ácido glutâmico, serina e treonina) envolvida com a 

degradação proteica via proteassomo (Rogers et al., 1986; Shields & Yang, 

1997; Kaczynski et al., 2003 para revisão). Jenkins e colaboradores (1998) 

demonstraram que KLF4 se liga ao DNA por meio de motivos 5´-CACCC-3´, 

descritos como motivos de ligação de KLF1 e KLF2. De modo complementar, no 

mesmo ano, Shield e Yang propuseram que 5´-(G/A)(G/A)GG(C/T)G(C/T)-3´, 

seria outro sítio consenso para a ligação de KLF4 ao promotor de seus genes 

alvos. Posteriormente, foi descoberto que KLF4 é capaz de se ligar ao sítio 
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consenso 5´-GGGGCGG-3´, comum a Sp1, e competir com este pela ligação ao 

sítio alvo (Shie et al., 2000a). 

 

 5.2) O fator de transcrição KLF4 e o controle do ci clo celular 

Inicialmente, KLF4 foi apontado como um ativador da transcrição (Jenkins 

et al., 1998), contudo trabalhos posteriores associaram a capacidade de 

supressão de crescimento com sua ação na repressão transcricional. Em dois 

trabalhos, Shie e colaboradores (2000 a e b) demonstraram que o aumento dos 

níveis de KLF4 resulta em parada do ciclo celular, por ligação do fator de 

transcrição ao promotor da proteína reguladora do ciclo celular ciclina D1 e 

inibição em torno de 55% da atividade deste promotor.  

Além disso, há outras evidências de que KLF4 seja importante na 

regulação do ciclo celular após dano de DNA, mais precisamente, na transição 

G1-S. Este fenômeno, em última instância, é resultado do aumento dos níveis de 

KLF4 e da proteína supressora de tumor p53 e ativação, de modo sinérgico, do 

promotor do gene da CKI p21Cip1, o que provoca a parada do ciclo celular 

(Zhang et al., 2000; Yoon et al., 2003). Yoon e Yan (2004) sugeriram que, em 

linhagem de câncer de cólon, KLF4 realiza outro papel importante, contudo, 

através da interferência na transição G2-M. Após ensaios de dano de DNA, foi 

demonstrado que o aumento do nível de KLF4 reprime a expressão de ciclina 

B1, crucial para a transição G2-M, sendo mais um indicativo da ação de KLF4 

como regulador negativo na progressão do ciclo celular e de sua ação 

coordenada com p53 como proteínas supressoras de tumor (Yoon & Yan, 2004).  
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Em ensaios com camundongos nulos para o gene KLF4 foram 

identificados problemas na diferenciação da pele e redução de células globosas 

no cólon. Isto indica que o fator de transcrição em questão está envolvido na 

transição da proliferação para diferenciação celular (Segre et al., 1999; Katz et 

al., 2005). De modo relevante, defeitos nesta transição estão freqüentemente 

associados a câncer e inúmeros trabalhos têm demonstrado a diminuição da 

expressão de KLF4 em diferentes tumores humanos, sendo considerado um 

prognóstico ruim (Dang et al., 2000 para revisão; Shie et al., 2000b; Katz et al., 

2005; Wei et al., 2005; Wei et al., 2006 para revisão). A redução da expressão 

de KLF4 em cânceres gástricos pode ser explicada pela perda do locus gênico e 

pela metilação no promotor nas células presentes no perímetro tumoral (Zhao et 

al., 2004). Mais recentemente, a associação da perda de KLF4 com o 

desenvolvimento da doença foi reforçada por ensaio de nocaute condicional de 

KLF4 em tecido gástrico (Katz et al., 2005). Os camundongos nocaute 

desenvolveram hiperplasia e pólipos estomacais, reforçando mais uma vez a 

importante função do KLF4 como supressor de tumor (Katz et al., 2005). 

 Em contraste com a ação de KLF4 como agente supressor de tumor, 

alguns grupo têm apresentado como oncogene. Cerca de 70% dos cânceres 

primários de mama apresentam níveis elevados de KLF4, o que sugere 

participação desta proteína na fase inicial da progressão deste tipo de câncer 

(Foster et al., 2000). De modo elegante e esclarecedor, Rowland e 

coladoradores (2005) reforçaram a ação de KLF4 como oncogene. Estes 

pesquisadores descreveram o contexto tumorigênico como fundamental para 
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direcionar a ação de KLF4 como oncogene em detrimento do seu papel como 

supressor de tumor. Mais recentemente, foi apresentada a ação de KLF4, KLF5 

e KLF2 na manutenção da pluripotência de células, sendo que somente a 

redução dos níveis dos 3 fatores de transcrição resulta em diferenciação celular. 

Isto se dá porque os referidos fatores de transcrição se ligam de modo 

redundante em uma sequência regulatória (enhancer) presente em diversos 

genes essenciais à pluripotência de células tronco (Jiang et al., 2008). De fato, 

KLF4, junto com outros fatores de transcrição (Sox2, Oct4 e c-Myc), é capaz de 

coordenar a desdiferenciação de fibroblastos em células tronco induzidas 

(denominadas iPS, para induced pluripotent stem cells) (Takahashi & 

Yamanada, 2006; Qin et al., 2007; Papapetrou et al., 2009; Kunisato et al., 2009; 

entre outros).  
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II) OBJETIVOS 

O objetivo geral deste estudo foi investigar os mecanismos intrínsecos 

envolvidos com o efeito anti-mitogênico induzido pelo neuropeptídeo PACAP38 

em progenitores retinianos.  

 

Os objetivos específicos deste trabalho foram os seguintes: 

1. Caracterizar a presença do receptor de PACAP, PAC1, em 

progenitores retinianos; 

 

2. Avaliar a participação dos receptores PAC1 e VPACs no efeito 

antiproliferativo mediado por PACAP38; 

 

3. Avaliar a influência de AMPc no efeito mediado por PACAP38 na 

proliferação celular; 

 

4. Avaliar a correlação entre o efeito antimitogênico de PACAP38 e a 

modulação dos níveis de elementos chave do ciclo celular na retina, tais como 

ciclina D1 e o inibidor de CDK p27kip1; 

 

5. Identificar a presença do fator de transcrição KLF4 e outros membros 

da família Sp/KLF na retina em desenvolvimento e em particular a presença de 

KLF4 em progenitores retinianos; 
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6. Avaliar se PACAP regula os níveis de KLF4 e de outros membros da 

família Sp/KLF;  

 

7. Investigar a presença de potenciais motivos de ligação de 

componentes da família Sp/KLF no promotor do gene da ciclina D1 de ratos; e 

determinar se KLF4 pode se ligar a estes sítios.. 
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III) MATERIAL E MÉTODOS 

1) Material  

Meio de cultura DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium), soro fetal 

bovino e Trizol foram obtidos da Gibco BRL/Invitrogen. PACAP38 foi obtido da 

Peninsula Laboratories e First Strand cDNA Kit da General Eletric. Plasmídeo 

pGEM®-T, T7 e SP6 RNA polimerase foram obtidos da Promega. Anticorpos 

que identificam ciclina D1, p27kip1 foram obtidos da Cell Signaling e anticorpo 

contra α tubulina da Sigma e anticorpos contra KLF4 e Erk2 foram obtidos da 

Santa Cruz Biotecnology. IBMX e H89 foram obtidos da Sigma. Anticorpo contra 

PCNA foi obtido da DAKO. O DAPI foi obtido da Sigma e o Topro3 da Molecular 

Probes. As soluções a serem usadas neste trabalho estão presentes no item 14.   

  

2) Preparo dos Explantes de Retina e Histologia 

Ratos da variedade Lister-Hooded foram usados neste trabalho. Os 

protocolos de manipulação destes animais foram aprovados pelo Comitê de 

Experimentação Animal do Instituto de Biofísica Carlos Chagas Filho, segundo 

as regras internacionais. Ratos neonatos foram mortos por decapitação 

instantânea e seus olhos removidos. Após a remoção dos olhos, estes foram 

deixados em meio DMEM com soro fetal bovino a 5%, onde foi feita a dissecção 

das retinas. As retinas foram transferidas para uma nova placa de Petri contendo 

meio DMEM, penicilina / estreptomicina 1%, glutamina 1% e Hepes 20mM 

acrescido de soro fetal bovino a 5%, cortadas em explantes de 

aproximadamente 1mm2 e mantidas à 37oC em agitação orbital. Ao fim do 
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período de incubação, os explantes foram fixados por imersão em 

Paraformaldeído a 4% em tampão fosfato 0,1M pH7,4 por uma hora, lavados em 

tampão fosfato 0,1M pH7,4 e depois mantidos em sacarose a 30% para 

criopreservação. O material foi posteriormente orientado em OCT (Tissue-TeK) e 

congelado em nitrogênio líquido para o preparo de cortes transversais de 10µm 

de espessura a –20oC em Criostato (Criocut 1800-Leica).  

 

3) Imunocitoquímica para PAC1 e PCNA ou ciclina D1 

As retinas de ratos P1 foram lavadas uma vez com PBS e adicionou-se 

300µL de tripsina 0,5% diluída em CMF 1X a 37
o
C. As retinas foram deixadas 

por 5 minutos na solução de tripsina e, posteriormente, as células foram 

dissociadas por homogeinização suave por 20 vezes. Após esta etapa, foi 

adicionado 1mL de meio DMEM com 10% de soro fetal bovino a 37
o
C e as 

células foram plaqueadas em lâminas pré-tratadas com poli-L-lisina 200µg/mL. 

As células foram deixadas na estufa a 37
o
C por 30 minutos e para posterior 

fixação em paraformaldeído 4% por 30 minutos. 

A imunocitoquímica para PAC1 (1:100) e PCNA (1:50) foi realizada de 

acordo com o item 9. As imunocitoquímicas para ciclina D1 (1:100) foram 

realizadas de acordo com item 9 inicialmente, contudo a revelação dos ensaios 

foi feita por outro método. As lâminas foram lavadas 3 vezes com PBS (item 14) 

e adicionado o anticorpo secundário policlonal biotinilado anti-camundongo 

(Vector Laboratories) por 1 hora a 37ºC. Em seguida, foram adicionados os 

reagentes A e B (Vector ABC Elite Kit-Vector Labs) e mantidos por 30 minutos à 
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temperatura ambiente e a revelação a partir do reagente DAB 

(diaminobenzidina). 

 

4) Imunohistoquímica para KLF4 

As retinas de ratos P1 em diferentes idades foram dissecadas e fixadas 

de acordo com o item 2, os cortes foram lavados 3 vezes com salina tamponada 

com fosfato (PBS) (item 14) e incubados com Triton X-100 a 0,5% em PBS por 

15 minutos. Terminada esta etapa, as lâminas foram lavadas 3 vezes com PBS 

e efetuado bloqueio com albumina sérica bovina (BSA - Sigma) a 1% em PBS 

pH 7,4 por 1 hora. Os cortes foram incubados com anticorpo contra KLF4 

(1:100) por 16 horas a 4
o
C e as lâminas foram lavadas 3 vezes com PBS 10mM 

pH 7,4 antes da adição do anticorpo secundário Alexa anti-coelho ligado a sonda 

555 que incubado por 2 horas à temperatura ambiente, protegido da luz. As 

lâminas foram montadas com n-propil-galacto 5% em glicerol. 

 

5) Imunohistoquímica dupla para KLF4 e pH3 ou PAC1 e PCNA 

Após a fixação e a realização de cortes transversais de retina de ratos P1, 

foi dado início à imunohistoquímica para KLF4 e pH3 (histona 3 fosforilada na 

serina 10 - marcador de células proliferantes na fase do G2/M do ciclo celular) 

ou PAC1 e PCNA (proteína envolvida na maquinaria de replicação). Dados da 

literatura demonstraram que microondas podem ser utilizadas na técnica de 

imunodetecção, a fim de melhorar a marcação, pois este tratamento expõe 

epítopos nucleares, facilitando a detecção pelo anticorpo primário (Brinn e 
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Terrell, 1986). Portanto, as lâminas com os cortes foram imersas em 10mM de 

tampão citrato pH 6,0 e colocadas no forno de microondas em potência alta até 

ferver (Dover e Patel, 1994). Em seguida, foram resfriadas em temperatura 

ambiente. Posteriormente, os cortes foram lavados 3 vezes com PBS (item 14) e 

incubados com Triton X-100 a 0,5% em PBS por 15 minutos. Terminada esta 

etapa, as lâminas foram lavadas 3 vezes com PBS e efetuado bloqueio com 

albumina sérica bovina (BSA - Sigma) a 1% em PBS por 1 hora. Em seguida, os 

cortes foram incubados com anticorpo policlonal contra KLF4 (1:100) e anticorpo 

monoclonal contra pH3 (1:100) ou anticorpo policlonal contra PAC1 (1:100) e 

anticorpo monoclonal contra PCNA (1:50) em 1% BSA por 16 horas a 4
o
C. Em 

seguida, as lâminas foram lavadas 3 vezes com PBS e incubadas com o 

anticorpo anti-camundongo ligado à sonda Alexa 488, anti-coelho ligado à sonda 

Alexa 555 e Topro3 (Molecular Probes) por 2 horas a temperatura ambiente, 

protegido da luz. As lâminas foram montadas com meio de montagem n-propil-

galacto 5% em glicerol.  

 

6) Ensaio de incorporação de [ 3H]-timidina  

 Os olhos de ratos P1 foram dissecados de acordo como item 2. 

Posteriormente, os explantes de retina foram transferidos para um erlenmeyer 

com DMEM com 5% de soro fetal bovino e suplementos, como mencionado no 

item 2, para a realização dos ensaios. Os explantes foram incubados com 

PACAP38 10nM sob agitação orbital a 37oC por 24 horas. [3H]-timidina (3µL de 

uma solução 1mCi/mL) foi adicionada em 3mL de meio (conc. final=1µCi/mL) 
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nas duas últimas horas de ensaio. Terminado o período de incubação, os 

explantes foram lavados em PBS (item14) e homogeneizados com 500µl de  

NaOH 0,4N no vortex à temperatura ambiente. Para a realização do ensaio de 

cintilação líquida, duas réplicas de cada amostra (50µL) foram diluídas em 5mL 

de ácido tricloroacético (TCA) 10% e homogeneizadas no vortex. Este 

homogenato foi coletado em filtros GF/A Whatman, sendo os filtros lavados uma 

vez com TCA 10% e uma vez com etanol absoluto. Em seguida, os filtros foram 

levados à estufa de 100
o
C e a radioatividade das frações insolúveis em TCA foi 

contada num cintilador Packard modelo 1600TR. 

 Para normalização do ensaio de incorporação de [3H]-timidina foi feita 

dosagem de proteínas das amostras pelo método de Lowry (Lowry et al.,1951), 

sendo adicionados 6µl das amostras em 194µl de água deionizada. Foi utilizada 

albumina sérica bovina 1mg/ml para preparo de uma curva padrão. 

Após a diluição das amostras e preparo da curva padrão, foram 

adicionados às amostras 2ml da solução RCA e após 10 minutos à temperatura 

ambiente foram adicionados 100µL do reativo Folin, feita homogenização em 

vortex e os tubos foram deixados à temperatura ambiente por 30 minutos para 

posterior quantificação da proteína em espectrofotômetro (Hitachi U-1100) no 

comprimento de onda de 750nm.  
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7) RT-PCR 

7.1) Extração de RNA total  

 Explantes de retinas de ratos foram obtidos de acordo com o item 2. Os 

explantes foram lavados com PBS (item 14) posteriormente foram adicionados 

500µL da solução TRIZOL (Invitrogen) e o material foi transferido para freezer -

80oC. Foram adicionados 500µL de clorofórmio ao homogenato para posterior 

centrifugação. O homogenato foi centrifugado a 15000 x g a 4oC. Após esta 

etapa, foi separada a fase aquosa em outro tubo de polipropileno de 1,5mL, 

adicionado 1mL isopropanol e deixado à temperatura ambiente por 10min para a 

precipitação do RNA. O material foi centrifugado a 15000 x g a 4 oC e lavado 

com etanol 75%, centrifugado novamente, nas mesmas condições acima. Em 

seguida, o etanol 75% foi retirado e o material deixado à temperatura ambiente 

para secar e ser eluído em água. Foi feito tratamento com DNase I livre de 

RNAse (Ambion) e posterior precipitação com 100µL de etanol 100% e 10µL 

acetato de sódio 3M pH 5,2. No outro dia, o material foi centrifugado a 12000 x g 

a 4oC e lavado com etanol 75%, centrifugado novamente, nas mesmas 

condições acima. Em seguida, o etanol 75% foi retirado e o material deixado a 

temperatura ambiente para secar e eluído em água. O RNA extraído foi 

quantificado em espectrofotômetro (Nanodrop-Eppendorf) no comprimento de 

onda de 260nm. A pureza do material foi analisada através da razão DO 260nm/ 

DO 280nm. Por fim, o DNA complementar foi sintetizado com First-Strand cDNA 

Synthesis Kit (General Eletric) de acordo com protocolo do fabricante.  
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7.2) PCR 

Foi avaliada a presença de transcritos Sp1, Sp2, Sp3, Sp4, KLF3, KLF4, 

KLF5, KLF7 e KLF12 por RT-PCR. O ensaio da Reação em Cadeia da 

Polimerase (PCR) foi realizado com os oligonucleotídeos iniciadores listados na 

tabela 1.. No ensaio de PCR, 1µl do cDNA sintetizado foi  adicionado a uma 

reação contendo 2 unidades de Taq DNA Polimerase recombinante (Promega), 

tampão de PCR 5X, MgCl2 2mM, 200µM de cada dNTP (Promega) e 25 pmoles 

dos oligonucleotídeos, em um volume final de 50µl. As reações de amplificação 

foram baseadas em: 95oC 10 minutos para desnaturação inicial do cDNA. Nos 

ciclos de amplificações, 95oC por 1 minuto e 72oC por 45 segundos para 

extensão na amplificação. E as temperaturas de anelamento e ciclos das 

diferentes reações estão apresentados na tabela 1, a seguir. 
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Tabela1: Oligonucleotídeos iniciadores e condições de RT-PCR para os 

fatores de transcrição da família Sp/KLF 

 

 

 

 

 

 
Gene alvo  

 
Oligonuleotídeos iniciadores 

 
Temperatura 

de anelamento  

(OC) 

 
 

Ciclos de amplificação 

 
Sp1 

 
5´-ACAGGTAGCAAGTGATGTTCCA-3´ 

5´-CACACAACTCACAGGGTGCCAA-13´ 

 
60,3 

 
27 

 
Sp2 

 
5´-TGCTCATCTGTGATCAGGCTCCA-3´ 

5´-AAGATGTCGTAATGAGCGGTGGGT-3´ 

 
60,3 

 

 
30 

 
Sp3 

 
5´-TATTTCCTGGCAGACCAAGAGGCA-3´ 
5´-TTGGCTTCTGCACAGTTAGGAGGA-3´ 

 
60,3 

 
27 

 
Sp4 

 
5´-ACAGAAGGACCCACACAGGTGAAA-3´ 

5´-GTCCAATTAGCCCAGCCTGCAAA-3´ 

 
60,3 

 
27 

 
KLF3 

 
5´-TGACCCTGGCCTCTGTTCAGATTT-3´ 
5´-GTACTGGCATGCCGCTGTTTGAAT-3´ 

 
60,3 

 
30 

 
KLF4 

 
5´-TGATGGGCAAGTTTGTGCTGAAGG-3´ 
5´-ACAGTGGTAAGGTTTCTCGCCTGT-3´ 

 
56 

 
30 

 
KLF5 

 
5´-TCGCCAAATATCCAACCTGTCCGA-3´ 
5´-TCTTGACAATCTGTACTGGGTCCT-3´ 

 
60,3 

 
30 

 
KLF7 

 
5´-AGCAGGACTTTGCACACACAAGG-3´ 
5´-ACCCACACACATACCCACTGTCAT-3´ 

 
56 

 
27 

 
KLF12 

 
5´-TCCCTCTTGGTGGACAACTGTGTT-3´ 
5´-AGGGCGTGGATCCAGTTTCATTA-3´ 

 
60,3 

 
30 

 
ACTINA 

 
5´-TCATGAAGTGTGGACGTTGACATCCGT-3´ 
5´-CCTAGAAGCATTTGCGGTGCACGATG-3´ 

 
58 

 
25 
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7.3) PCR em tempo real 

O ensaio de PCR em tempo real foi usado para analisar os níveis de 

RNAm de KLF4, KLF5, KLF7 após tratamento com PACAP38 10nM por 30 

minutos, 1, 3 e 6 horas. Os cDNAs foram sintetizados a partir de 1µg de RNA,  

isolado total conforme apresentado no item 4.1.  

 As reações foram amplificadas no aparelho ABI Prism 7500 (Applied 

Biosystems) em placas de 96 poços em um volume final de 25µL que continha 

1µL de cDNA diluído 66x, 12,5µL de Power SYBR Master Mix (Applied 

Biosystem) e 200nM final de cada oligonucleotídeo inciador (Tabela 2). O 

programa de amplificação foi de 55oC por 2 minutos, 95oC por 10 minutos 

seguidos de 40 ciclos de 95oC por 30 segundos e 60oC por 1 minuto. As 

eficiências de amplificação de cada reação foram avaliadas a partir de diluições 

seriadas do cDNA e após os ensaios realizada relação das massas e dos CTs 

(Tabela 2). Os dados da curva de desnaturação foram usados para avaliar a 

especificidade das reações de RT-PCR quanto a contaminações de DNA ou 

amplificações a partir de dímeros de oligonucleotídeos. A variação dos níveis de 

RNAm foi calculada com a fórmula 2-(∆CT), na qual ∆CT é a diferença entre CTs 

(threshold cycle) encontrados para KLF4, KLF5, KLF7, ciclina D1 ou p27Kip1 e os 

CTs do controle de massa actina. 
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Tabela 2: Oligonucleotídeos iniciadores e as eficiências das reações de 

PCR em tempo re 

 

 
Gene alvo 

 
Oligonucleotídeos iniciadores  

 
Eficiências (%) 

 

KLF4 

 

5’-TGATGGGCAAGTTTGTGCTGAAGG-3’ 
5’ACAGTGGTAAGGTTTCTCGCCTGT-3’ 

 
99,5 
 

 

KLF5 

 

5’-TCCGATCTCCAACCTGGCCAAATA-3’ 
5’-TCTTGACAATCTGTACTGGGTCCT-3’ 

 
99,4 

 

KLF7 

 
 

5’-AGCAGGACTTTGCACACACAAGG-3’ 
5’-ACCCACACACATACCCACTGTCAT-3’ 

 
99,0 

 

CICLINA D1 

 
 

5’-GAGACAAGAAACGGTCCAGGTAGT-3’ 
5’-GAGATTGTGCCATCCATGCGGAAA-3’  

 
99,7 

 

P27Kip1  

 
 

5’-AGCTTGCCCGAGTTCTACTACAGA-3’ 
5’-TTTGCCTGAGACCCAATTGAA-3’  

 
99,2 

 

ACTINA 

 
 

5’-TCATGAAGTGTGACGTTGACATCCGT-3’ 
5’-CCTAGAAGCATTTGCGGTGCACGATG-3’ 

 

          
          97,2 
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8) Sequenciamento automático  

O DNA complementar referentes aos genes foi amplificado de acordo com 

o item 3.2 e os produtos formados foram purificados com GFX PCR DNA and 

Gel Band Purification kit (General Electric) e quantificados em espectrofotômetro 

(Nanodrop-Eppendorf). 200ng do produto amplificado e 3,2pmols de um dos 

oligonucleotídeos iniciadores foram adicionados à  mistura comercial contendo 

DNA polimerase, tampão da enzima e os dideoxi-nucleotídeos acoplados a 

sonda fluorescente (BigDye® XTerminator™ Kit-Applied Biosystem) para 

posterior sequenciamento automático (ABI Prism 3100-Applied Biosystem). O 

material seqüenciado foi analisado no programa GeneDoc para avaliar a 

qualidade da sequência e selecionar a melhor parte para posterior alinhamento 

com as seqüências referência de RNAm de Rattus norvegicus depositadas no 

banco de dados do National Center for Biotechnology Information 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/seq/BlastGen/BlastGen.cgi?taxid=10116).   

 

9) Western Blot 

Explantes de retinas de ratos P1, P2, P6 ou P10 foram obtidos de acordo 

com o item 2 e homogeneizados por vortex, 4 vezes a cada 10 minutos, em 

tampão de extração RIPA acrescido de inibidores de protease e fosfatase, para 

homogeinização completa do tecido. Logo em seguida, o homogenato foi 

centrifugado a 15.000 X g por 15 minutos a 4ºC e o sobrenadante recolhido em 

tubo de polipropileno de 1,5mL. Após quantificação de proteínas com o método 

de Lowry, 30µg de proteína de cada amostra foram preparados para análise em 
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SDS-PAGE 12%. Os géis de poliacrilamida foram submetidos à corrente 

constante de 120 V, as proteínas sendo posteriormente transferidas a 200 mA 

por 2 horas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond, Amersham). Após a 

transferência, a membrana foi mantida em 5% de leite desnatado diluído em 

salina tamponada com Tris pH 7,6, suplementada com 0,1% de Tween-20 

(Sigma) (TBS-T) sob agitação constante à temperatura ambiente por 1 hora. 

Após o bloqueio, a membrana foi incubada com o anticorpo primário contra 

ciclina D1 (1:1000), p27Kip1(1:1000), KLF4 (1:1000), Erk2 (1:5000) ou α-tubulina 

(1:50000), diluído em 5% de albumina sérica bovina em TBS-T pH 7,6 a 4ºC sob 

agitação constante por 16 horas ou por 1 hora à tempeartura ambiente, na 

reação para α-tubulina. No fim da incubação com o anticorpo primário, a 

membrana foi lavada três vezes por 15 minutos com TBS-T pH 7,6 e incubada 

com o anticorpo secundário ligado à peroxidase (Cell Signaling) em 5% de 

albumina sérica bovina em TBS-T pH 7,6 por 1 hora. As membranas foram 

lavadas três vezes por 15 minutos em TBS-T e reveladas usando o sistema 

ECL-plus (General Eletric). 

 

10) Hibridização in situ 

10.1) Clonagem da sequência de KLF4 

A sequência de 400pb do gene de KLF4 obtida por PCR usando os 

inciadores presente na Tabela 1 foi clonada no plasmídeo pGEM-T (Promega) 

de acordo com o protocolo do fabricante. Posterior sequenciamento foi realizado 

para saber a orientação do inserto e determinação das enzimas para a 



 36 

linearização de plasmídeo linear. Foram usados 10µg de DNA para digestão 

com a enzima e tampão apropriados. Ao plasmídeo linearizado foram 

adicionados 20µL de acetato de sódio 3M pH 5,2 em água previamente tratada 

com DEPC (Sigma) até completar o volume para 200µL. Posteriormente foram 

adicionados 500µL de álcool 100% e o DNA foi precipitado a -80ºC por 30 

minutos. Logo em seguida, o homogenato foi centrifugado a 15.000 X g por 15 

minutos a 4ºC. O material foi lavado com etanol 75%, centrifugado novamente, 

nas mesmas condições acima. Em seguida, o etanol 75% foi retirado e o DNA 

deixado à temperatura ambiente para secar e eluído em água.  

 

10.2) Transcrição das sondas 

As sondas foram transcritas a partir 1µg de plasmídeo digerido, diluído em 

12µL de água tratada com DEPC, 2µL de tampão de transcrição 10X, 2µL DIG 

NTP mix 10X, 2µL RNAsin e 2µL da SP6 ou T7 polimerase por 2 horas a 37ºC 

(Roche). Após a transcrição, os RNAs senso e antissenso foram tratados com 

1µL de DNAse I livre de RNAse (Ambion) e deixados por 15 minutos a 37ºC para 

posterior precipitação. Ao material foram adicionados 160µL de água tratada 

com DEPC, 20µL de acetato de sódio 3M pH 5,2 e 500µL de álcool 100%, e 

deixado a -80ºC por 30 minutos e centrifugado a 20000 X g por 20 minutos. Logo 

após, o material foi lavado com etanol 75% e centrifugado novamente. Em 

seguida, o etanol 75% foi retirado e RNA deixado à temperatura ambiente para 

secar; depois foi eluído em água tratada com DEPC e sua qualidade analisada 

por gel de agarose (Sambrook & Russel, 2001).\ 
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10.3) Hibridização das sondas 

As retinas de ratos P1 foram dissecadas e processadas de acordo com o 

item 2. As lâminas recém preparadas foram incubadas com 10 µg/mL proteinase 

K (Roche) por 15 minutos a 37ºC e rinsadas com água tratada com DEPC por 

1minuto. Logo após, as lâminas foram incubadas com TEA 0,1M pH 8 por 5 

minutos para em seguida, serem incubadas com 1mL da solução TEA 0,1M pH 

8 e 2,5µL de ácido anidrido acético por 10 minutos. As lâminas foram rinsadas 

com SSC 2X (item 14) e desidratadas com uma série de tratamentos com álcool 

em porcentagens crescentes por 3 minutos cada (50%, 70%, 95%, 100% e 

100%). As lâminas secas, foram lavadas com o tampão Tris-glicina por 30 

minutos para posterior incubação com solução de hibridização (item 14) e 1 

µg/mL das sondas, a 55º-65ºC por 16 horas.  

 

10.4) Revelação da hibridização in situ 

           Após o período de hibridização, as lâminas foram lavadas por 3 vezes de 

20 minutos com a solução de SSC 4X (item 14) à temperatura ambiente. Logo 

após, foi feito tratamento com o tampão RNAse A por 30 minutos a 37ºC. 

Posteriormente, foram feitas lavagens em série com SSC 2X, SSC 1X, SSC 

0,5X, SSC 0,1X, por 20 minutos cada, a 55ºC e as lâminas foram rinsadas com 

SSC 0,1X à temperatura ambiente. Neste momento, as lâminas foram incubadas 

com 1% da solução de bloqueio (item 14) em 100mM de ácido maléico por 1 

hora e em seguida foram incubadas com o anticorpo contra DIG (Roche) a 4ºC 

por 16 horas. Depois da incubação com o anticorpo primário, as lâminas foram 
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lavadas por 4 vezes de 10 minutos cada com o tampão A (item 14) para 

posterior lavagem por 10 minutos com Tween-20 0,1% e 0,5 mg/mL de levamisol 

em tampão B (item 14). A revelação se deu com a incubação das lâminas em 

solução de 50 mg/mL levamisol, 10% de Tween-20 e BM-purple à temperatura 

ambiente, protegidas da luz. A reação foi interrompida entre o período de 6 a 

24h com lavagem com TE (item 14) por 5 minutos.  

 

11) Predição de motivos de ligação ao DNA na região  regulatória dos 

genes  

As regiões dos promotores dos genes de ciclina D1 (AF148946) de Rattus 

norvegicus e ciclina D1 (AF182716) de Mus musculus no banco de dados do 

NCBI foram obtidas. Posteriormente, foi usado como a ferramenta de 

bioinformática, o programa TFSEARCH 

(http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html) para a predição dos motivos 

na região regulatória dos genes ciclina D1. Estas sequencias foram alinhadas no 

programa Mafft (http://align.bmr.kyushu-u.ac.jp/mafft/online/server/).  

 

12) Ensaio de Mudança de Mobilidade Eletroforética (EMSA) 

12.1) Extrato de proteínas nucleares 

 Os explantes foram lavadas com PBS (item 14) e ressuspensos em 900µl 

de tampão A (item 14) gelado, acrescido do coquetel de inibidores de protease II 

(Calbiochem) em uma diluição de 1:1000. A suspensão foi transferida para um 

tubo de 1,5mL e incubada no gelo por 15 minutos. Em seguida, foram 
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adicionados 100µL de NP40 5% (v/v) e a suspensão homogeneizada por 

inversão do tubo. A amostra foi submetida à centrifugação a 1800 x g por 5 

minutos a 4ºC. O sobrenadante foi removido completamente e o precipitado 

descolado do fundo do tubo. Logo em seguida, foi acrescentado ao precipitado 

1mL de tampão A e o material centrifugado a 4000 x g por 5 minutos a 4ºC. O 

sobrenadante foi descartado com cuidado para posterior ressuspensão do 

precipitado em 70µL de tampão C (item 14) e incubação no gelo por 30 minutos. 

A suspensão foi centrifugada a 12.000 x g por 10 minutos a 4ºC e o 

sobrenadante transferido para tubo de 1,5 mL. O sobrenadante foi aliquotado e 

armazenado a -70ºC. 

 

12.2) Marcação radioativa dos oligonucleotídeos  

Para a reação de marcação, 5pmols de oligonucleotídeos foram 

incubados com tampão da enzima T4 polinucleotídeo cinase (BioLabs) em 

concentração final de 1X, 20U de T4 polinucleotídeo cinase (BioLabs), 40µCi  

γ[32P]ATP e água para um volume final de 30µL. A mistura foi incubada a 37°C 

por 1 hora sendo a reação de fosforilação bloqueada com a adição de 1µl de 

EDTA 0,5M pH 8,0. Após a marcação, os oligonucleotídeos foram purificados 

por cromatografia de exclusão em uma coluna de Biogel 30 (Promega). A coleta 

das frações foi realizada por meio de eluição em 30µL de TE e centrifugação a 

1500 X g por 1 minuto. As frações eluídas foram monitoradas com contador 

Geiger.  
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12.3) Ligação da proteína ao oligonucleotídeo  

 Para este ensaio foram misturados 10µg de extrato de proteínas 

nucleares previamente quantificados, 4µl de tampão de ligação 5X, 1µg de Poli -

(dI-dC): Poli (dI-dC) (Amersham Pharmacia), 40.000cpm de oligonucleotídeo 

marcado e água deionizada para um volume final de 20µL. Essa mistura foi 

incubada em temperatura ambiente por 30 minutos e submetida à eletroforese 

em gel de poliacrilamida 4% (item 14).  

 

12.4) Eletroforese em gel de poliacrilamida 

 A eletroforese dos produtos da reação de ligação foi realizada em gel de 

poliacrilamida 4% em condições não desnaturantes (item 14). A solução do gel 

foi colocada rapidamente entre as duas placas de vidro, separadas por 

espaçadores de 1 mm de espessura. Após a polimerização completa, as placas 

com o gel e o tampão de corrida foram colocados na cuba de eletroforese e 

deixados a 40C. As amostras foram aplicadas e a eletroforese correu a 4ºC, por 

aproximadamente, 3 horas sob corrente elétrica de 6V/cm. Então, o gel foi 

adsorvido em papel de filtro e seco a 80oC por 2 horas, sob pressão negativa 

(secador de gel, modelo SE 1160, Hoeffer Scientific Instruments). O gel 

desidratado foi exposto ao PhosphoImage (Amersham-Pharmacia) e as imagens 

analisadas através do Software ImageQuant (Amersham-Pharmacia). 
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12.5) Análise de Supershift 

Para a detecção da presença do fator de transcrição KLF4, extratos de 

proteínas nucleares foram incubados, no gelo, por 1 hora com 2, 4 e 6µg de 

anticorpo contra KLF4, antes da incubação com o DNA marcado 

radioativamente. A corrida eletroforética foi realizada da mesma forma descrita 

anteriormente para o EMSA (item 14).  

 

13) Análise Estatística 

Os resultados de ensaios quantitativos  foram analisados estatisticamente 

usando o programa Prisma, versão 4, onde foi utilizada análise de variância, 

seguida de comparações múltiplas, empregando o teste-t, teste One Way/Anova 

e o teste Two Way/Anova, de acordo com cada desenho experimental. Valores 

de p menores que 0,05 foram considerados significativos. 

 

14) Soluções  
 

PBS 
8 g de NaCl 
0,2 g de KCl 
1,44 g de Na2HPO4 

0,24 g KH2PO4 
Acertar pH para 7,4 com HCl e completar com água destilada para 1L 
 
 
Água DEPC 
0,1% DEPC em água deonizada 
Incubação por 12 horas sob agitação 
Autoclavar 
 
TE  
100 mM de Tris.Cl pH 8,0  
1 mM de EDTA pH 8,0 
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TBS-T  0,1%  
0,1% de Tween 20  
10 mM de Tris-HCl pH 7,6 
150 mM de NaCl 

 
RCA  
0,01% de CuS04 

0,02% de tartarato de Na+/K+ 

 2% Na2C03 em 0,1N de NaOH 
 
Soluções utilizadas para EMSA  
 
Tampão A   
10 mM de HEPES pH 7,9 
10 mM de KCl 
0,1mM de EDTA 
0,1 mM de EGTA 
1mM de DTT 

 
Tampão C   
 20 mM de HEPES pH 7,9 
 0,4 M de NaCl 
1 mM de EDTA 
1 mM de EGTA  
1 mM de DTT 
20% (v/v) de glicerol  

 
Tampão de ligação 5X   
50 mM de HEPES pH 7,9 
20% de glicerol 
5 mM de DTT 
5 mM de EDTA  
0,5 µg/ mL de BSA 
 
Gel de poliacrilamida 4%   
3,8% de acrilamida 
0,13% de bis-acrilamida 
25 mM de Tris 
190 mM de glicina 
1mM de EDTA 
0,09% de persulfato de amônia 
0,08% de TEMED 
 
Tampão de amostra  
50% de glicerol; 
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0,25% de azul de bromofenol  
 
Tampão de corrida  
25 mM de Tris 
190 mM de glicina  
1mM de EDTA 
 
Soluções utilizadas para Western blot: 
 
Tampão de lise de proteína 
10 mM Tris base-HCL 
150 mM NaCl 
1% de NP-40 
1% de Triton x-100 
5mM de EDTA  
0,1% de SDS 
1% de deoxicolato de sódio 
1 mM de PMSF 
10 µg/mL de aprotinina 
1 µg/mL de leupeptina 
0,5 mM de ortovanadato de sódio 
50mM de NaF 
 
Gel de corrida 12% 
4 mLde acrilamida-bisacrilamida 30% (29:1) 
2,5 mL de Tris 1,5M pH8,8 
100 µL de SDS 10% 
50 µL de perssulfato de amônia 10% 
5 µL de TEMED 
2,5 mL de água destilada 
 
Gel de empacotamento 5% 
1,3 mL acrilamida-bisacrilamida 30% (29:1) 
2,5 mL de Tris 0,5M pH 6,8 
100 µL de SDS 10% 
50 µL de perssulfato de amônia 10% 
10 µL de TEMED 
6,1 mL de água destilada 
 
Tampão de corrida Tris-glicina contendo SDS   
25 mM de Tris 
250 mM de glicina  
0,1% de SDS 
 
Tampão de transferência   
25 mM de Tris 
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192 mM de glicina  
 20% v/v de metanol 
 
Solução de bloqueio 
5% de BSA 
0,1% de Tween 20 
10 mM de Tris-HCl pH 8,0 
150 mM de NaCl 
 
Hibridização in situ 
 
0,001% proteinase K 
25 mL de 1M Tris pH 8,0 
250 µL de proteinase K (10mg/mL) 
25 mL de 0,5 M EDTA pH 8,0 
200 mL de água deionizada 
 
1M Tris pH 8,0 
121,1 g de Tris base 
 
0,5M EDTA 
186,1 g de EDTA 
 
1M TEA 
185,7g de TEA 
 
20X SSC pH 7,0 
175,3 g de NaCl 
88,2 g de citrato de sódio 
800 mL de água tratada com DEPC 
 
Dextran sulfato 
25 g de Dextran sulfato 
50 mL água tratada com DEPC   
 
Tampão de hibridização 
10 mL de 4XSSC 
25 mL de 50% formamida 
1 mL de 1X Denhardt´s 
10 mL de10% Dextran sulfato 
1.5 mL de água tratada com DEPC  
 
Solução de hibridização 
4,65 mL de tampão de hibridização 
250 uL de DNA simples fita 
50 uL de tRNA 
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400 ng/mL de sonda em solução final de 5 mL 
 
Tampão maleato pH 7,5 
5,8 g de ácido maleico 
4,4 g de NaCl 
3,5 g de NaOH 
completar para 500 mL com água tratada com DEPC 
 
Tampão A 
50 mL de 1M Tris pH 7,5 
15 mL de 5M NaCl 
completar para 500 mL com água tratada com DEPC  
 
Tampão B 
50 mL de 1M Tris pH 9,5 
10 mL de 5M NaCl 
25 mL de 1M MgCl2  
completar para 500 mL com água tratada com DEPC 
 
Tampão RNAse A 
25 mL de 5M NaCl 
2,5 mL de 1M Tris 
500 uL de 0,5 M EDTA 
completar para 250 mL com água tratada com DEPC 
 
Solução cromógena  
1 mL  tampão B 
4,5 uL de NBT 
3,5 uL de X-fosfato 
10 uL de 24 mg/mL Levamisol 
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IV) RESULTADOS 

1) O receptor PAC1 está presente em precursores ret inianos 

No sentido de avaliar se PACAP38 pode agir diretamente nas células 

proliferantes da retina, ensaios anteriores do nosso grupo demonstraram a 

presença do receptor PAC1 em uma população de células proliferantes (Njaine, 

2005). No presente trabalho, foram realizados ensaios adicionais de microscopia 

confocal e quantificação da presença de PAC1 em uma população de células 

proliferantes da retina de ratos neonatos. 

Por meio de imunofluorescência dupla para o receptor PAC1 e PCNA, 

proteína envolvida com a maquinaria de replicação, foi possível determinar a 

presença do receptor PAC1 em uma população de células proliferantes. Em 

ensaios de imunofluorescência para PAC1 e PCNA em células dissociadas de 

retina de ratos P1 (Figuras 2 e 3 ). Observou-se através de quantificação de 

células postivas para PCNA que quase a totalidade das células proliferantes 

apresentam o receptor PAC1 (84%) (Figura 3 ). Estes resultados demonstram 

que as células proliferantes apresentam pelo menos um dos receptores ativados 

pelo peptídeo PACAP38 e levanta a possibilidade de ação direta deste peptídeo 

nos precursores retinianos.   
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             2) A ativação dos receptores que respondem a PACAP3 8 reduz a 

incorporação [ 3H]-timidina na retina neonatal 

Para testar se o efeito de PACAP38 sobre a proliferação celular era 

mediado pela interação de PACAP38 com o receptor PAC1, foram usados o 

agonista do peptídeo maxadilan e o antagonista do peptídeo M65. Em ensaio de 

incorporação de [3H]-timidina, maxadilan (10nM) promoveu a redução da 

incorporação, no entanto, M65 (50nM) não bloqueou completamente a ação de 

PACAP38 (10nM) (Figura 4A  e 4B). VIP, outro peptídeo da mesma família de 

PACAP que ativa os receptores VPAC1 e VPAC2, mimetizou os efeitos de 

PACAP38 na mesma concentração deste peptídeo (Figura 4C ) assim como do 

maxadilan. Estes resultados sugerem o envolvimento dos receptores PAC1 e 

VPACs no efeito antimitogênico mediado por PACAP. 
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3) O bloqueio da degradação de AMPc exacerba o efei to 

antiproliferativo do PACAP38 

Os receptores ativados por PACAP têm em comum a capacidade de 

ativar diversas vias de sinalização intracelular, como por exemplo as vias da 

adenilil ciclase e de fosfolipase C, contudo foi demonstratada a capacidade do 

peptídeo ativar somente a via de adenilil ciclase na retina neonatal (Silveira et 

al.,2002). Além disso, o acúmulo de AMPc tem sido apontado como um 

regulador negativo da proliferação celular em diferentes tecidos (Fukumoto et al., 

1999; Rao et al., 1999; van Oirschot et al., 2001; Garcia et al., 2004; Rocha et 

al., 2008).  

A partir destas premissas, foi analisada a participação do AMPc induzido 

por PACAP38 na redução da incorporação de [3H]-timidina na retina de ratos 

neonatos. Para isso, foi usado IBMX (100µM) por 24 horas, inibidor de 

fosfodiesterases de AMPc. As fosfodiesterases são enzimas que degradam 

nucleotídeos cíclicos, portanto a inibição destas enzimas inibe a degração 

destes segundos mensageiros, neste caso especificamente o AMPc.  

O tratamento com IBMX (100µM) não alterou a incorporação de [3H]- 

timidina significativamente (Figura 5 ). Já o tratamento com PACAP38 (10nM) e 

IBMX (100µM) resultou em redução significativa da incorporação de [3H] timidina 

em comparação a redução realizada por PACAP38 sozinho (Figura 5 ). Estes 

resultados sugerem que PACAP38 atue como regulador negativo da proliferação 

celular na retina neonatal por intermédio da via de AMPc. 
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4) PACAP38 reduz os níveis de ciclina D1 e não inte rfere com os 

níveis de p27 Kip1  na retina neonatal  

Os reguladores de proliferação celular, em última instância, controlam os 

níveis de diferentes efetores envolvidos com o controle do ciclo celular. Dentro 

do que é peculiar ao desenvolvimento da retina, ciclina D1 e p27Kip1 são 

indispensáveis para o controle da proliferação celular de vasta maioria dos 

progenitores (Fukumoto et al., 1999; Rao et al., 1999; van Oirschot et al., 2001; 

Garcia et al., 2004; Rocha et al., 2008). Dentro deste panorama, foi avaliada a 

ação do PACAP38 no controle dos níveis de ciclina D1 e p27kip1. No caso de 

ciclina D1 foi possível identificar redução significativa do níveis de RNAm após 6 

horas (Figura 6A ) e dos níveis de proteína de ciclina D1 (Figura 7A ) e também 

do número de células positivas para ciclina D1 (Figura 8 ) após 8 horas de 

incubação com PACAP38 (10nM). Os níveis de RNAm e de proteína de p27Kip1, 

não foram alterados significativamente na presença do PACAP38 (10nM) com 6 

e 8h de tratamento (Figuras 6b e 7b )  Estes resultados apontam que a redução 

dos níveis de ciclina D1 está associada ao efeito antimitogênico mediado por 

PACAP38.   

 

 

 

 

 

 



 54 

 

    

 



 55  



 56 

 

 



 57 

5) O bloqueio da degradação de AMPc exacerba o efei to do PACAP 

na redução dos níveis de ciclina D1   

A literatura apresenta a cada dia novos trabalhos nos quais o AMPc é 

caracterizado como regulador negativo da proliferação celular por modular 

efetores do ciclo celular (Fukumoto et al., 1999; Rao et al., 1999; van Oirschot et 

al., 2001; Garcia et al., 2004; Rocha et al., 2008). No presente trabalho foi 

observamos a participação de AMPc e  de ciclina D1 no efeito anti-proliferativo 

mediado por PACAP38. 

 A partir desta premissa, foi investigada a possível participação do AMPc  

induzido pelo PACAP38 e da PKA, seu alvo canônico, no controle dos níveis de 

ciclina D1. Foram realizados ensaios farmacológicas com IBMX (100µM), 

inibidor de fosfodiesterases mencionado anteriormente, e H89 (1µM) que inibe a 

especificamente a atividade de PKA. Os ensaios de PCR em tempo real para 

avaliar os níveis de RNAm para ciclina D1 geraram resultados similares aos 

observados para a incorporação de [3H]-timidina (Figura 5 ). O fármaco IBMX 

potencializou a ação de PACAP38 na redução dos níveis de RNAm de ciclina D1 

em comparação a redução observada para o PACAP38 (10nM) após 6 horas de 

incubação (Figura 9A ). O tratamento com H89 (1µM) bloqueou o efeito de 

redução dos níveis de RNAm de ciclina D1 induzido por PACAP38 (10nM) 

(Figura 9B ). Estes resultados reforçam a participação da via AMPc-PKA na 

ação antimitogênica  mediada pelo peptídeo.   
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6) Presença de membros da família Sp/KLF na retina em 

desenvolvimento 

 A família Sp/KLF de fatores de transcrição está envolvida com a 

regulação de diferentes eventos ao longo do desenvolvimento, como 

proliferação e diferenciação celular. A ação de seus componentes em ativar ou 

reprimir a transcrição de genes depende das características de sua região não 

conservada, assim como da região carboxi-terminal, responsável pela ligação 

dos membros desta família ao DNA (Kaczynsky et al., 2003 para revisão). 

Resultados prévios do nosso grupo apontavam para a expressão de KLF4 na 

retina neonatal e ação de PACAP no controle dos níveis de KLF4. 

Com o objetivo de investigar a expressão de outros membros da família 

SP/KLF na retina de ratos, foram realizados ensaios de RT-PCR a partir de RNA 

total de retina de ratos de diferentes idades, que demonstraram a expressão de 

KLF4, KLF5 e KLF7(Figura 10 ). Nestes mesmos ensaios foi identificada a 

expressão de Sp1, Sp3 e Sp4 e mas não de Sp2, KLF3 e KLF12, outros 

membros da família Sp/KLF (dados não apresentados ). A identidade dos 

produtos de amplificação dos fatores KLF4, KLF5, KLF7, Sp1, Sp3 e Sp4 foi 

confirmada pelo sequenciamento dos produtos amplificados. Observou-se alta 

similaridade com as seqüências referências de RNAm depositadas no banco de 

dados do NCBI para cada um destes fatores de transcrição (Figura 10B ). A 

presença da proteína KLF4 foi confirmada por análise de western-blot (Figura 

11).  
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7) PACAP38 induz aumento dos níveis de KLF4 na retina neonatal 

Em função de dados anteriores que apontavam o papel dos fatores de 

transcrição KLF4, KLF5 e KLF7 no controle de proliferação e diferenciação 

celular (Shie et al., 2000 a e b; Dang et al., 2000 para revisão; Laub et al., 2001), 

procurou-se avaliar a possível ação de PACAP38 no controle dos níveis de 

KLF4, KLF5 e KLF7 na retina neonatal. Para tal, foram realizados ensaios de 

PCR em tempo real após incubação de retina de ratos P1 com PACAP38 10nM 

por 30 minutos, 1, 3 e 6 horas. Após a análise dos resultados foi identificado 

aumento nos níveis de RNAm  de KLF4 de  forma transiente e o mesmo não foi 

observado para KLF5 e KLF7 (Figura 12 ). De acordo com o resultado do ensaio 

anterior, PACAP38 (10nM) também foi capaz de induzir o aumento dos níveis da 

proteína KLF4 em análises de western-blot após 1 hora de incubação com o 

peptídeo (Figura 13 ). 

 Em ensaios de hibridização in situ e imunohistoquímica para KLF4 após 

incubação com PACAP38 (10nM) por 1hora, foi identificada na condição controle 

a presença de RNAm e da proteína KLF4 na camada de células ganglionares e 

camada nuclear interna (Figura 14 e 15 ). Contudo na condição tratada com 

PACAP38 (10nM) foi identificada a presença de KLF4 nas camadas nucleares 

mencionadas acima e, também, presença na camada neuroblástica. (Figuras 14 

e 15).       
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8) O fator de transcrição KLF4 está presente em uma  população de 

precursores retinianos neonatais  

No sentido de avaliar a presença de KLF4 em células proliferantes da retina foi 

realizada imunohistoquímica dupla para KLF4 e fosfo-histona H3 (pH3, marcador 

de células proliferantes na fase G2/M) e análise em microscopia confocal após 

incubação de explantes de retinas de ratos P1 com PACAP38 10nM por 1 hora. 

Após tratamento com PACAP38 10nM foi possível identificar com mais clareza a 

presença de KLF4 no núcleo das células positivas para pH3 (Figura 16 ). Este 

resultado sugere que KLF4 pode agir em células proliferantes da retina.



 68 

 

 

 



 69 

9) Identificação de motivos sp1 na região regulatór ia do gene da 

ciclina D1 de ratos 

Shie e colaboradores (2000a) demonstraram a presença de motivos sp1 

na região regulatória do gene da ciclina D1 de Homo sapiens à qual KLF4 se liga 

e atua como regulador negativo. Baseados nesta premissa fomos avaliar a 

presença de motivos sp1 nos promotores dos genes de ciclina D1 e p27Kip1 de 

Rattus norvegicus. Foi possível identificar 4 motivos sp1 no promotor de ciclina 

D1 (Figura 17 ) e o mesmo não foi observado para a região regulatória de p27Kip1 

(dados não apresentados ). Os dois primeiros motivos mais próximos à região 

codificante possuem a sequência CACCC que é mais específica para a 

associação dos fatores KLFs (Figura 17A ) e os outros dois motivos mais a 

montante possuem seus cernes ricos em nucleotídeos GC que são sítios gerais 

de a ligação de membros da família Sp/KLFs (Figura 17B ).  
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10) O fator de transcrição KLF4 presente na retina se liga ao motivo 

sp1 presente no gene de ciclina D1 

Para testar a ligação de KLF4 aos motivos sp1 presentes na região 

regulatória do gene de ciclina D1 de Rattus norvegicus foram realizados ensaios 

de alteração de mobilidade eletroforética (EMSA). Extratos nucleares de retinas 

de ratos P1, tratadas ou não com PACAP38 (10nM) por 1 hora, foram 

submetidos com a sonda consenso ou mutante para sp1 à migração em gel não 

desnaturante. Foi observada a presença de um complexo entre sonda consenso 

e proteínas nucleares em ambas as condições experimentais (Figura 18 ). 

Contudo, o mesmo não foi identificado quando foi usada a sonda mutante, um 

controle de especificidade de ligação das proteínas à sonda sp1 (Figura 18 ). A 

adição do anticorpo específico para KLF4 em concentrações crescentes a 

reação de ligação da sonda consenso e proteínas nucleares resultou em 

diminuição da marcação em comparação com as condições sem anticorpo. Este 

resultado aponta para a presença de KLF4 no complexo formado (Figura 18 ). 

Por fim, estes achados sugerem que KLF4, presente no núcleo das células 

retinianas, pode se ligar aos sítios sp1 presentes na região regulatória do gene 

de ciclina D1. 
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V) DISCUSSÃO 

Este trabalho teve como objetivo analisar os mecanismos envolvidos com 

o efeito antiproliferativo mediado por PACAP38 na retina neonatal. A compilação 

dos achados deste estudo apontam para o papel de PACAP38 no controle da 

proliferação celular por intermédio da redução dos níveis de ciclina D1 de 

maneira dependente da via de AMPc-PKA. Adicionalmente, foi demonstrada 

pela primeira vez a presença dos fatores de transcrição KLF4, KLF5 e KLF7 na 

retina em diferentes estágios do desenvolvimento e sugerida a participação de 

KLF4 na redução da transcrição de ciclina D1 nos precursores retinianos.   

Durante os últimos 20 anos, o Laboratório de Neurogênese, do Instituto 

de Biofísica Carlos Chagas Filho, tem se dedicado a estudar diferentes aspectos 

do desenvolvimento retiniano e aplica o modelo de cultura organotípica de 

explantes. Este modelo, que é base de muitos trabalhos do nosso grupo, 

mantém as conexões entre os diferentes tipos de populações celulares em 

estágios diversos do desenvolvimento retiniano e é considerado um bom modelo 

para estudos do desenvolvimento do sistema nervoso central (Rehen et al., 

1996). 

O nosso grupo tem ajudado a compreender melhor a importância de 

fatores extrínsecos e intrínsecos que coordenam a formação da retina madura. 

Dentre as diversas famílias de fatores extrínsecos, nossos estudos apontam 

para neurotransmissores, neuropeptídeos, citocinas e sua indução de vias de 

transdução de sinal induzidas como agentes importantes na coordenação do 
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desenvolvimento retiniano (Silveira et al., 2002; Martins et al., 2005; Adão-

Novaes et al., 2009).  

Inicialmente, nosso grupo se deteve no âmbito dos estudos dos fatores 

envolvidos com o controle de morte celular. Os estudos de Rehen e 

colaboradores (1996) apresentaram AMPc como um agente neuroprotetor em a 

populações de células pós-mitóticas indiferenciadas. Em adição, este trabalho 

estabeleceu um modelo de morte celular por inibição da síntese protéica que foi 

e é largamente usado por nosso grupo em suas diferentes linhas científicas. 

Posteriormente e de maneira complementar, Varella e colaboradores (1997 e 

1999), a partir de ensaios farmacológicos mais completos, ratificaram a função 

de AMPc no controle da morte celular e apontaram a dopamina como um 

mediador neuroprotetor envolvido com o aumento de AMPc na retina.  

Dentre as diversas famílias de neuropeptídeos, um em especial chamou a 

atenção pela capacidade de induzir aumento de AMPc: o neuropeptídeo 

PACAP. Este foi isolado justamente por sua capacidade de induzir a produção 

de AMPc em cultura de células da pituitária anterior de ratos (Miyata et al., 

1989). O peptídeo PACAP tem sido apontado como modulador de diferentes 

vias intracelulares que controlam a sobrevivência, proliferação e diferenciação 

celular e neuroquímica (Lu & DiCicco-Bloom, 1997; Lu et al., 1998; DiCicco-

Bloom et al., 2000; Silveira et al., 2002; Carey et al., 2002; Borba et al., 2005 

Scharf et al., 2008; Fila et al., 2009).  

Os neuropeptídeos são muito conservados evolutivamente e estão 

presentes no clado dos eumetazoas desde os celenterados e o PACAP não foge 
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a regra (Hokfelt et al., 2000; Sherwood et al., 2000). Estes fatores extrínsecos 

são encontrados em concentrações nanomolares a micromolares em diferentes 

tecidos e ativam seus receptores específicos em concentrações mais baixas que 

os neurotransmissores (Barg et al., 2002). Nos últimos 30 anos, muito tem-se 

avançado para entender melhor a presença destes fatores extrínsecos, vias de 

transdução de sinal ativadas e funções no sistema nervoso central (Bagnoli et 

al., 2003 para revisão). Os estudos de Silveira e colaboradores (2002) iniciaram 

as investigações da ação dos peptídeos neuroativos na retina por nosso grupo. 

Os achados deste estudo apresentaram o PACAP como indutor de 

neuroproteção na retina neonatal de maneira dependente da via de AMPc-PKA.  

  Durante o desenvolvimento da retina, é necessário que a proliferação 

celular seja regulada de forma que tanto os tipos celulares gerados inicialmente 

quanto tipos celulares tardios sejam formados nas proporções adequadas. A 

influência em proliferação celular atribuída ao PACAP não se restringe a poucos 

modelos. Vêm sendo demonstrados também efeitos deste peptídeo na indução 

da proliferação em cultura de astrócitos, de progenitores de oligodendrócitos e 

de células tronco neurais de cérebro adulto (Lee et al.,2001; Haradaharmar et 

al., 2003; Mercer et al., 2004). Por outro lado, PACAP possui ação, também, de 

redução da proliferação celular nos precursores corticais, da linhagem de 

glioblastoma T98G e na reversão do efeito proliferativo de Sonic Hedgehog em 

precursores cerebelares (Vertongen et al., 1996; Suh et al.,2001; Nicot et al., 

2001; Nicot et al., 2002; Carey et al., 2002).  
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Na retina, pouco se tem descrito sobre aspectos funcionais de PACAP38, 

PACAP27 e VIP, particularmente, no que diz respeito ao desenvolvimento desta 

estrutura do sistema nervoso central. Como mencionado anteriormente, 

resultados de nosso grupo apresentaram PACAP como agente envolvido no 

controle da sobrevida neuronal dependente da via AMPc-PKA (Silveira et al., 

2002). Mais recentemente, também pelo nosso grupo, foi identificada a presença 

de PACAP e seus receptores na retina neonatal e a presença do receptor PAC1 

em células proliferantes (Njaine, 2005). Esses dados foram confirmados neste 

trabalho em ensaios mais robustos, apontando uma possível ação direta de 

PACAP nos precursores retinianos (Figuras 2 e 3 ). Nosso estudo anterior já 

havia apresentado PACAP como regulador negativo da proliferação celular na 

retina neonatal, com sugestão da participação do receptor PAC1 e do segundo 

mensageiro AMPc (Njaine, 2005). Ensaios mais consistentes realizados no 

presente trabalho mostram que o receptor tipo I (PAC1) e os receptores do tipo II 

(VPACs) estão envolvidos com a regulação negativa da proliferação mediada 

por PACAP38 (Figura 4 ).    

 A indução de AMPc e a ativação de dois de seus efetores PKA e EPAC 

têm papel fundamental no controle de diferentes eventos (Shi et al., 2006; 

Hochbaum et al., 2008; Ster et al., 2009). Nas análises de Silveira e 

colaboradores (2002) foi observado o acúmulo de AMPc e não de IP3, em 

resposta a PACAP38. Nesta tese, foi analisada a ação de AMPc induzido por 

PACAP38 no controle da proliferação celular na retina. Por intermédio de 

ensaios de proliferação celular realizados com IBMX e PACAP38 foi observada 
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a ação sinérgica desses fatores na redução na incorporação de [3H]-timidina em 

comparação à redução observada na presença somente de PACAP38 (Figura 

5). Por conseguinte, isto sugere a participação de AMPc no efeito antimitogênico 

mediado por PACAP na retina neonatal e está de acordo com estudos na 

literatura que relatam a ação antimitogênica do AMPc (Fukumoto et al., 1999; 

Rao et al., 1999; van Oirschot et al., 2001; Garcia et al., 2004; Rocha et al., 

2008). 

A ação de vários fatores extrínsecos no controle da proliferação celular 

muitas das vezes influencia os níveis de proteínas de ciclo celular, como ciclinas 

e CKIs (inibidores de cinases dependentes de ciclinas) e a atividade de 

complexos formados por ciclinas e CDKs (cinases dependentes de ciclinas) (Pei 

& Xiong, 2005 para revisão). A família das CKIs é importante na regulação da 

proliferação durante o desenvolvimento, por bloquear a atividade dos complexos 

ciclinas-CDKs (Nagahama et al., 2001; Dyer & Cepko, 2001). De acordo com 

Dyer e colaboradores (2001) as CKIs, p27Kip1 e p57Kip2, são expressas em 

subpopulações distintas de precursores retinianos e na retina pós-natal estas 

proteínas estão envolvidas com a determinação de tipos celulares da retina. 

Além disso, foi demonstrada a ação de PACAP na redução da proliferação 

celular em precursores corticais em conseqüência do aumento da expressão de 

p57Kip2 e consequente diminuição da atividade de CDK2 (Carey et al., 2002). 

Contudo, o presente estudo e dados anteriores sugerem que este não é o 

mecanismo disparado por PACAP na retina (Njaine, 2005). 
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Está estabelecido na literatura que a ciclina D1 é o tipo de ciclina D mais 

expressa nos progenitores retinianos e que é importante para a progressão do 

ciclo celular neste tecido. O mesmo não acontece com ciclina D3 que é expressa 

na glia de Muller, e ciclina D2, que não é expressa na camada neuroblástica da 

retina (Dyer & Cepko, 2000; Carthon et al., 2002). A expressão de ciclina D1 

está presente na camada germinativa da retina em desenvolvimento e a 

diminuição dos níveis de ciclina D1 leva à formação de uma estrutura 

hipoplásica (Fantl et al., 1995).  

Dados não publicados de análises de micro-arranjos de nosso grupo (em 

colaboração com Dr Victor May, Universidade de Vermont) indicavam que 

PACAP38 poderia reduzir os níveis de ciclina D1 na retina neonatal. No presente 

trabalho foi confirmada esta hipótese, pois PACAP38 promoveu redução dos 

níveis de RNAm e da proteína ciclina D1, após em 6 e 8 horas de exposição 

respectivamente, e o mesmo não foi identificado para p27kip1.(Figuras 6-8 ). 

Contudo, mesmo tendo observado resultados que apontam ciclina D1 como 

coordenador do mecanismo antimitogênico mediado por PACAP, não se pode 

deixar de aventar a possível ação do peptídeo sobre outros efetores do ciclo 

celular. Tem sido apontada a possível ação de p19nk4, ciclina A e ciclina B no 

controle da proliferação celular na retina em desenvolvimento (Cunningham et 

al., 2002; Barton & Levine, 2008). Tendo isto em vista, futuramente, é nosso 

interesse testar o efeito de PACAP sobre diferentes efetores do ciclo celular.  

Mediante evidências que apontam a importância da via AMPc-PKA para 

os efeitos de PACAP na retina neonatal, foi avaliado se esta via de transdução 
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de sinal influencia os níveis de ciclina D1 em reposta a PACAP38. Após ensaios 

com os fármacos IBMX e H89 que afetam de maneira positiva e negativa a via 

de AMPc-PKA, respectivamente, foi identificado que o bloqueio da degradação 

de cAMP (IBMX) reduz os níveis de RNAm de ciclina D1, enquanto que a 

inibição de PKA (H89) tem efeito oposto. (Figura 9 ). Por conseguinte, este 

conjunto de resultados aponta para redução dos níveis de RNAm de ciclina D1 

como um mecanismo envolvido com o efeito anti-proliferativo de PACAP38 e 

sugere a dependência da via de AMPc-PKA para tal. Este trabalho corrobora 

outros estudos na literatura que apontam AMPc  como  controlador negativo da 

proliferação celular por interferir em  componentes do ciclo celular (Fukumoto et 

al., 1999; Rao et al., 1999; van Oirschot et al., 2001; Garcia et al., 2004; Rocha 

et al., 2008). 

Além de sua função na proliferação celular na retina, ciclina D1 tem sido 

apresentada como importante elemento do controle de proliferação celular em 

outras estruturas do sistema nervoso central, como medula espinhal, cerebelo e 

córtex cerebral (Tong & Pollard, 2001; Ciemerych et al., 2002; Kozar et al., 2004; 

Pogoriler et al., 2006). No cerebelo, os níveis de ciclina D1 de forma coordenada 

com ciclina D2 são essenciais para o controle da proliferação dos precursores 

granulares, pois a perda da expressão destes dois efetores do ciclo celular 

resulta no desenvolvimento de um cerebelo hipoplásico e quase sem as 

foliações características deste tecido (Ciemerych et al., 2002).  

 Ao contrário de PACAP38, Sonic Hedgehog é um fator extrínseco que na 

retina regula a proliferação celular de forma positiva, por intermédio do aumento 
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dos níveis de ciclina D1 (Wang et al., 2005). Como já mencionado 

anteriormente, PACAP também apresenta efeito atimitogênico no cerebelo, e 

nesta estrutura age de modo coordenado com Sonic Hedgehog em precursores 

granulares (Nicot et al., 2002). A perda da expressão de PACAP ou ativação 

desregulada da via de Sonic Hedgehog resultam em desenvolvimento de 

meduloblastoma que é inibido pela supressão de ciclina D1 (Waschek et al., 

2006 para revisão; Pogoriler et al., 2006; Lelievre et al., 2008). Na retina a 

relação destes dois fatores extrínsecos necessita ainda ser investigada e é 

interesse do nosso grupo avaliar a ação coordenada destes dois fatores 

extrínsecos no controle da proliferação celular. De fato, a literatura tem 

apresentado a via AMPc-PKA como reguladora negativa da via induzida por 

Sonic Hedgehog (Noveen et al., 1996; Hammerschmidt et al., 1996; Nicot et al., 

2002; Waschet et al., 2006 para revisão). Resultados preliminares do nosso 

grupo sugerem PACAP38 capaz de regular de forma negativa componentes da 

via de Sonic Hedgehog na retina neonatal. Na presença de PACAP38 os níveis 

de RNAm de genes alvo da via de transdução de sinal mediada por Sonic 

Hedgehog ,como Gli1 e Ptc1, são reduzidos em 55% e 35%, respectivamente, 

em relação ao controle.  

 Os fatores de transcrição da família Sp/KLF estão implicados no controle 

de diferentes eventos como proliferação e diferenciação celular e a perda da 

regulação dos níveis destes fatores de transcrição pode resultar no 

desenvolvimento de câncer. Muitos dos membros da família Sp/KLF são 

ubíquos, como Sp1, KLF5 e KLF7 e necessários para o desenvolvimento de 
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diferentes tecidos (Kaczynski et al., 2003 para revisão). No entanto, outros 

membros estão restritos a alguns tecidos, como KLF1 e KLF2, que estão 

presentes nos eritrócitos e linfócitos T, respectivamente (Kaczynski et al., 2003 

para revisão). Mais recentemente, alguns membros da família Sp/KLF ganharam 

grande notoriedade no campo de estudos de células tronco. Os fatores de 

transcrição KLF2, KLF4 e KLF5 têm sido apontados como agentes importantes 

na manutenção da pluripotência de células tronco (Jiang et al., 2008). E uma 

série de trabalhos, KLF4, em conjunto com Sox2, c-myc e Oct4, foram usados 

na desdiferenciacão de fibroblastos em células tronco pluripotentes induzidas 

(iPS) (Takahashi & Yamanada, 2006; Qin et al., 2007; Papapetrou et al., 2009; 

Kunisato et al., 2009).   

KLF4 está presente em diferentes tecidos do aparelho digestivo, tecido 

mamário e também no sistema nervoso central (Dang et al., 2000; Katz et al., 

2005; Zhu et al., 2009). O aumento dos níveis de KLF4 pode resultar em parada 

do ciclo celular, por ligação do fator de transcrição ao promotor da proteína 

reguladora do ciclo celular ciclina D1 (Shie et al., 2000 a e b). Outras evidências 

apontam, também, que KLF4 é uma proteína importante na regulação do ciclo 

celular após dano de DNA. E neste caso isto se daria por aumento dos níveis de 

KLF4 e da proteína supressora de tumor p53 e ativação do promotor do gene da 

CKI p21Cip1, o que provoca a parada do ciclo celular (Zhang et al., 2000; Yoon et 

al., 2003).  

Em contraste à ação de KLF4 como agente supressor de tumor, alguns 

grupos têm descrito KLF4 como oncogene. Em um contexto de inativação de 
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p21Cip1, a ação citostática de KLF4 foi reduzida e este fator de transcrição agiu 

no direcionamento para a transformação oncogênica (Rowland et al., 2005). 

Neste mesmo trabalho, foi também apresentada o efeito ação de KLF4 na 

redução dos níveis de p53, ao se ligar diretamente ao promotor do gene 

p53,ação inversa ao que a literatura apresentara até então. Este conjunto de 

dados aponta o contexto tumorigênico como fundamental para direcionar a ação 

de KLF4 como oncogene, em detrimento do seu papel como supressor de tumor 

(Rowland et al., 2005).  

Inicialmente, dados preliminares do nosso grupo apontaram a presença 

de KLF4 na retina neonatal e a possível ação de PACAP38 no aumento dos 

níveis de RNAm de KLF4 neste tecido. Em adição a estes dados preliminares, a 

literatura apresenta KLF4 como fator de transcrição envolvido com a inibição da 

atividade do promotor de ciclina D1. Este contexto nos instigou a perguntar se 

KLF4 poderia ter participação no efeito antimitogênico de PACAP38 na retina. 

No presente trabalho, além de ter sido ratificada a presença de KLF4 na retina, 

foi, também, demonstrada a presença de KLF5, KLF7, Sp1, Sp3 e Sp4 na retina 

(Figura 10 e 11B ).  

Na retina, PACAP é agente antimitogênico e foi capaz de induzir aumento 

dos níveis de KLF4 na camada neuroblástica (Figura 14 e 15 ), com 

imunomarcação no núcleo de uma população de células proliferantes (pH3 

positivas) (Figura 16 ). Adicionalmente, foi demonstrado que KLF4 obtido de 

extratos nucleares de retinas de ratos P1 pode se ligar a motivos sp1 (Figura 

18) que foram identificados no promotor do gene de ciclina D1 de ratos (Figura 
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17). Em conjunto, estes dados sustentam a hipótese de ligação de KLF4 no 

promotor do gene de ciclina D1 (Figuras 12-18 ). Entretanto, teremos que 

identificar a função de KLF4 no controle da proliferação celular e a importância 

deste fator de transcrição como mediador da ação de PACAP na proliferação 

celular na retina. Para tal, temos como perspectivas futuras a aplicação de 

ensaios de superexpressão e de interferência de RNA (RNAi) com KLF4.  

A partir dos dados gerados por este trabalho, é sugerido a ação de KLF4 

na regulação dos níveis de ciclina D1 como mecanismo envolvida no efeito anti-

proliferativo mediado por PACAP38. Além disso, como o segundo mensageiro 

AMPc parece estar envolvido com os efeitos mediados por PACAP na retina, 

AMPc poderia influenciar a regulação da transcrição de KLF4, por exemplo via 

ativação de CREB, visto que foram  identificados potenciais sítios de ligação 

deste fator responsivo ao AMPc na região regulatória de KLF4 (dados não 

apresentados). Dados anteriores mostraram a indução rápida de fosforilação de 

CREB na camada neuroblástica em resposta ao tratamento com PACAP 

(Silveira et al., 2002 e Njaine et al., 2009 submetido a publicação).  

Além da ação no controle da proliferação celular, KLF4 já foi descrito 

como essencial para o desenvolvimento final das células globosas no lúmen 

intestinal e a perda da expressão de KLF4 gera uma diminuição do número 

deste tipo celular. Por outro lado, KLF5 está presente em células proliferantes na 

base das criptas intestinais e tem efeito oposto ao do KLF4 no controle da 

homeostase intestinal (Katz et al., 2005; Mcconnel et al., 2007)  
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 A ação de KLF4, KLF5 e KLF7 na diferenciação celular na retina 

necessita ser mais bem estudada. O presente trabalho demonstrou a presença 

de KLF4 em células ganglionares, amácrinas e em células da camada 

neuroblástica. Resultados preliminares do nosso grupo apontam que PACAP38 

está envolvido com a diferenciação celular ao induzir o aumento dos níveis de 

Crx, fator de transcrição envolvido com a diferenciação final de fotorreceptores. 

Na retina, Lerner e colaboradores (2005) apresentaram o membro da família 

Sp/KLF, Sp4, como parceiro de Crx, na diferenciação de fotorreceptores. 

Portanto, sugerimos a possível participação dos fatores da família Sp/KLF no 

controle da diferenciação da retina e que PACAP38 possa ter KLF4, como um 

fator intrínseco mediador da transição entre proliferação e diferenciação. 

Concluímos, por fim, que os resultados do presente estudo nos ajudam a 

compreender melhor os mecanismos envolvidos com a proliferação celular e nos 

apontam possíveis terapias para o controle de doenças proliferativas retinianas. 

Além do mais, descreve, pela primeira vez, a expressão de membros da família 

Sp/KLF e sugere a participação do fator de transcrição ,KLF4, no controle da 

proliferação celular na retina.
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VI) CONCLUSÕES 

A partir destes dados sugerimos que PACAP38 exerce ação 

antiproliferativa na retina de ratos neonatos da seguinte forma: 

 

1. Os receptor, do peptídeo PACAP, PAC1, está presente em uma 

população de células proliferantes; 

2. A ativação dos receptores PAC1 e VPACs por PACAP38 induz redução 

da proliferação celular neste tecido; 

3. AMPc está envolvido com o efeito antimitogênico mediado por 

PACAP38; 

4. PACAP38 reduz os níveis de ciclina D1 na retina neonatal de ratos com 

envolvimento da via de AMPc; 

5. Os fatores de transcrição KLF4, KLF5 e KLF7 estão presentes na retina 

neonatal de ratos; 

6. PACAP38 induz aumento dos níveis de KLF4 neste modelo; 

7. KLF4 está presente em uma população de células proliferantes na 

retina neonatal; 

8. A região regulatória no promotor do gene de ciclina D1 contém sítios 

sp1 para ligação dos fatores de transcrição Sp/KLF e KLF4 presente no núcleo 

de células da retina neonatal se liga aos motivos sp1 identificados no promotor 

de ciclina D1. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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