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RESUMO

A retina é um tecido multilaminar composto de \&@ri@ircuitos de
neurotransmissores. As células gliais sao elemeargssnciais do sistema nervoso e as
células de Miller sdo o tipo glial predominanterelina de vertebrados (mais de 90%).
Varias funcdes sdo atribuidas a essas células eonmmmeostase extracelular, migragao
neuronal, sinaptogénese, entre outras. Em respostano ou fatores exdgenos, a glia de
Muller desdiferencia, prolifera e expressa maraaglexpressos em progenitores, e produz
novos neurdnios e células da glia. Neste trabdthastigamos (i) se receptor@s-
adrenérgicos estdo expressos nas células de Malten,de receptortes dopaminérgicos
D; para mobilizacdo de AMPc, (ii) se receptores pugiocés RBX; sdo funcionais e
induziam permeabilizacdo celular nas células ddevigbb ativacao por ATP, e (iii) e
se essas vias de sinalizacdo intracelular catecwagica e purinérgica induzem a
expressdo de nestina, um conhecido marcador ddéaségmogenitoras. Com esse
objetivo, retinas de embrides de aves de 8 diagtinas de camundongo pds-natal de
1-4 dias foram dissecadas e dissociadas para prapao de culturas mistas de
neurénio-glia de baixa densidade. Cultura purifasade células gliais de Miller foram
obtidas apos eliminacédo neuronal com 4 mM de tramdoncom acido ascorbico por 3
h. Dopamina ou noradrenalina (100 uM) foram ad&t@s a culturas de glia em meio
DMEM. Experimentos de permeabilizacdo foram rediiza em culturas de glia
purificadas tratadas com ATP ou Benzoyl- ATP (BzAPRra avaliar a ativagao de
receptores purinérgicos. NOs observamos que o tardgadrenérgico esta presente na
cultura de células de glia de aves. A producéo @&induzida por Noradrenalina na
glia de Muller de camundongo € bloqueada por prapod, um antagonistd; enquanto
gue na glia de Mdller de aves é inibida por SCHIP38im antagonista;D A atividade
dos receptores,;R; em células da glia de Muller de camundongo é tambiéservada
pela permeabilizacdo celulaom tratamento com ATP ou Bz-ATP. Esse efeito &
bloqueado por BBG, um antagonista P2X7. Ambasredizacdes (catecolaminérgica e
purinérgica) induzem a expressdo de nestina epizderia representar um passo inicial
na transdiferenciacdo nas células de glia de Miller
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ABSTRACT

The retina is a multi-layered tissue made by inmom& neurotransmitter
circuitries. Glial cells are essential elementshef nervous system and Mdller cells are
the major glial cell of the retina of vertebratesdr 90%). Several functions are related to
these cells such as extracellular homeostasispm@umigration, synaptogenesis, among
others. In response to damage or exogenous fabtilier glia dedifferentiate, proliferate,
express markers normally present in progenitadspganduce new neurons and glia. In this
work, we investigated (i) i3, adrenergic receptors are expressed in Miuller dells
addition to O dopaminergic receptors for cAMP mobilization, (ii)P.X7; purinergic
receptors are functional and induce cellular pelfization in Mdller cells upon ATP
activation, and (iii) if these intracellular sigmg pathways induce nestin expression, a
well-known progenitor marker in the retina. Forgheurposes, retinas from 8-day old
avian embryos or P1-P4 postnatal mice were disbectd dissociated for the preparation
of low-density mixed neuronal-glia culture. Mulleells purified cultures were obtained
after neuronal elimination upon 4 mM ascorbic arehtment for 3 h. Dopamine or
noradrenaline (10QuM) were added in DMEM. Permeabilization experimentsre
performed in purified glial cultures treated withTR or Benzoyl-ATP (BzATP). We
observed that th@1 adrenergic receptor is present in avian gliaturas. However,
CAMP production induced by noradrenaline Mulleagtibtained from mice is blocked
by propanolol, g3; antagonist a while in avian Miuller cells it is ibled by SCH
23390, a D antagonist. §X7 receptors activity in mice Muller cells in cultuage also
observed by cellular permeabilization upon ATP @ABP treatment. This effect is
blocked by BBG, a X7 antagonist. Both pathways (catecholaminergic amahergic)
induced nestin expression and this might repreaestep for transdifferentiation in
Muller glia cells.
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1. Introducéao
1.1- Apresentacao do problema experimental

A retina tem sido extensivamente utilizada como elmé@xperimental para se investigar
as interacdes celulares e o efeito de neurotrassmes e neuromoduladores no SNC. A glia de
Muller representa o principal tipo glial da retirea expressa enzimas e receptores de
neurotransmissores (Kubrusly et al., 2005). Deasrdiferentes cascatas de sinalizacédo presentes
na glia de Mller, o sistema dopaminérgico e pugio® vém sendo estudados (Jabs et al., 2000;
Pannicke et al., 2000; Kubrusly et al., 2007; dddVReeis et al., 2008b). Foi demonstrado que a
glia de Miiller pode expressar marcadores de pragesie proliferar apos leséo retiniana ou ser
ativada por neurotransmissores como o0 glutamatates sinalizadores produzindo novas
células que poderdo dar origem a neurdnios e séfjlil@s (Fischer e Reh, 2001; Fischer e Reh,
2003; Ramirez e Lamas, 2009).

Surge entdo o interesse em se verificar se outegotransmissores como as
catecolaminas e ATP teriam um efeito semelhantecelturas de glia de Miuller de aves e
camundongos e se em resposta a estes neurotram&mias células de Muller de camundongo
em cultura seriam moduladas e alterariam seu femad células diferenciadas, retornando a um
estagio progenitor. A andlise dos resultados desbalho nos permitiu verificar que a glia de
Muller responde a estimulacdo com dopamina (DAjadienalina (NA) e ATP, sendo o seu

fenotipo modificado por estes neurotransmissores.

1. 2- Aretina
O sistema visual € um sistema sensorial que peangdisar as informacdes ao redor e
integrar o individuo ao ambiente. A informacao aisé captada na retina, onde o sinal luminoso

€ convertido em um sinal quimico e apds isso éde\aos centros superiores no encéfalo. A



percepcao visual depende da correta integracde estcircuitos internos da retina e do cortex

visual (Marquardt e Gruss, 2002).

1.2.1- A retina como um modelo de estudo do sistemarvoso central

A retina tem sido amplamente utilizada como um rfeode estudo do desenvolvimento e
funcionalidade do sistema nervoso central (SNC)geotratar de um tecido bastante acessivel,
podendo ser obtida sem a contaminacéo com outrasueas. E uma estrutura com propriedades
bem estudadas, muito se sabe sobre sua anat®siuklgia, metabolismo e desenvolvimento.

Originario do neuroectoderma, o tecido retiniaro farte do SNC e por isto, pode ser
considerado como modelo de estudo das interacOes ramronios centrais. VAarios
neurotransmissores estdo presentes na retina. &lesecomo no restante do SNC, acjdo
amino-butirico e glutamato sdo os mais abundaneianores sinapticos tendo papel crucial no
processamento e transmisséo das informacdes viSiwgms sinapses sao bem estudadas e seus

tipos celulares bem caracterizados (Cepko et296)1

1.2.2- Estrutura e funcéo da Retina

A retina esta presente na porcao posterior do ghahitar, entre o humor vitreo, a coroide
e a esclera (Figura 1). Ela possui uma organizkgémar composta por trés camadas de corpos
celulares intercaladas por camadas de plexos,usas gs ax6nios e prolongamentos dendriticos
de seus neurdnios fazem contatos sinapticos entiexternamente e adjacente ao epitélio
pigmentado do olho, localizam-se os segmentos rededos fotorreceptores que contém
pigmentos visuais responsaveis pela deteccdo doustluminoso que sera transduzido em
sinal neural. Seguem-se 0s segmentos internosotimseiceptores, onde se encontram 0S Corpos

celulares destes neurdnios sensoriais, formandormada nuclear externa (CNE). Os dois tipos
2



celulares encontrados nesta camada sé&o os congshastnetes que respondem pela visao
fotOptica e escotoptica, respectivamente (McNaught®91). A primeira refere-se a ambientes
com alta intensidade luminosa e a segunda a amebi@am baixa luminosidade (penumbra).
Justaposta a CNE, encontra-se a camada plexifactema (CPE), na qual ocorrem o0s contatos
sinapticos entre cones e bastonetes com as célplalares e a modulacdo da informacao pelas
células horizontais, ambos os tipos celulares iaaébs na camada nuclear interna (CNI). Além
das células bipolares e horizontais, os corposatekique compdem esta camada nuclear sdo os
das células amacrinas e da glia de Miller. Logoseguida a CNI, encontra-se a camada
plexiforme interna (CPI), a segunda etapa de psacesnto da informacao visual na qual o sinal
neural é transmitido através das células bipolaes dendritos das ceélulas ganglionares
(Dowling, 1999), cujos corpos celulares formam mada de células ganglionares (CCG). Os
axbnios destas células se organizam em feixes fmlna camada de fibras opticas (CFO) e
saem da retina para compor o nervo Optico, condozia informacdo visual inicialmente
processada no tecido retiniano até os centros@itmef superiores (Dowling, 1999, Figura 2).
Além dos neurbnios descritos acima, a retina posslilas gliais como astrocitos,
microglia e células denominadas de células de Miglee se encontram radialmente dispostas ao
longo de toda a sua espessura apresentando intfuecdgs, como suporte neuronal., controle
do meio extracelular, liberacdo de fatores troficakem de uma dindmica comunicagéo
bidirecional com os neur6nios retinianos. A luaatissa toda a retina até chegar a camada onde
se encontram os fotorreceptores, células que pwossmeléculas fotossensiveis como as
rodopsinas presentes nos bastonetes e as opsigasones e encontrando-se numa posicao
privilegiada, na interface entre o mundo externaoeinicio de um circuito que permite o

processamento neural. Neste sentido, um estudmteeggopde que as células de Miller



poderiam atuar como um cabo de fibras épticas @inda a luz até os fotoreceptores, reduzindo
a distorcao do sinal visual (Franze et al., 2007).

Os fotorreceptores ndo respondem a estimulacdodesmolarizacdo como outros tipos
neuronais, mas se hiperpolarizam durante o perémdoque hd a estimulacdo luminosa, fato
descoberto ha cerca de 50 anos com o uso de ébstrditrafinos na elaboracdo de potenciais
receptores lentos na retina de anuros (revisaddpglor, 1987). A fototransducdo ocorre no
segmento externo, localizado na porcéo distal ddacéNa regido terminal, existe um processo
diferenciado com acumulo de vesiculas sinpticaseodo glutamato como transmissor para
células bipolares e horizontais (Baylor, 1987). ééouro ha grande quantidade de um segundo
mensageiro intracelular, o monofosfato de guanasioaoclicico (GMPc), que mantém abertos
0s canais ibnicos dependentes desse segundo miemsagesnergia luminosa leva a uma
hidrélise do GMPc, diminuindo sua concentracdovanido ao fechamento dos canais ibnicos e a
hiperpolarizacdo da célula, inibindo dessa forma liberacdo de neurotrasmissores. Os
fotorreceptores entdo se comunicam verticalmente @ células bipolares que podem ser do
tipo ON que possuem receptores glutamatérgicoshmietgicos e se hiperpolarizam na presenca
de glutamato (ou seja, na auséncia de estimulonbsu), ou do tipo OFF que possuem
receptores glutamatérgicos ionotropicos e se daspain na presenca do neurotransmissor. As
células ganglionares também podem ser do tipo @bl tgpo OFF, as do tipo ON séo as células
pos-sindpticas das células bipolares ON e se degmoh quando a intensidade de luz aumenta
(Werblin, 1991; Lagnado, 2000). Essa via fotoremeiipolar- ganglionar € conhecida como via
vertical e essa informacéo é modulada pelas céhagiazontais e amacrinas, que constituem a via
horizontal ou modulatéria (Kolb, 2003; Lagnado, @00

As células ganglionares emitem ax6nios que saemetdea e formam o nervo éptico,

transmitindo os impulsos nervosos em forma de p@Ende acdo a centros superiores para o
4



processamento da imagem (Kolb, 1994). Sabe-se queutransmissor envolvido nessa via
vertical ou principal é também o glutamato, engoiante as células responsaveis pela passagem
da informacéo pela via horizontal ou modulatéribizatm diversos tipos de mediadores, podendo
ser inibitérios ou excitatorios, de diversas classgpiimicas: aminoacidos, catecolaminas,

peptideos e o 6xido nitrico (Kolb, 2003).

iris Cornea

Humor aquoso na

- camara anterior
Zona de Fibras - Camara posterior

Musculo Ciliar

\\- = : =
< : =
/ (' N Fovea
£ ]
/'I Disco optico
!

Iy Nervo éptico e
! 1/ vasos retinais

Figura 1. Estrutura do globo ocular e seus compeseiNota-se a presenca da retina na porgao
posterior do globo ocular em coloracao clara evadpcomo sendo a regido de maior acuidade
visual. Modificado de Fitzpatrick, 2004.
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Figura 2. Esquema ilustrando os diversos tiposlams da retina organizados em
camadas. Os neurdnios glutamatérgicos estdo repmdss em vermelho (fotorreceptores,
bipolares e ganglionares), enquanto neurdnios GA@iéés estdo representados em azul
(horizontais e améacrinas). Células de Miller eqiéesentes em toda a extensdo da retina
(Modificado de Yang, 2004).

1.2.3- Desenvolvimento da Retina

A retina neural se origina da vesicula éptica primé&strutura da qual também se origina
a iris, o epitélio pigmentado da retina (EPR) @itééo do corpo ciliar (Moshiri e Reh, 2004). A
invaginagdo da vesicula primaria origina o calipgad ou vesicula Optica secundéria, a camada

mais interna dessa estrutura primitiva bilaminage glard origem a retina neural., enquanto a
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camada mais externa que esta em contato com o qués@ncircundante originara o EPR (Mey
e Thanos, 2000; Zhang et al., 2002).

As células progenitoras da retina séo multipoteatpedem dar origem a diferentes tipos
de células neuronais e a glia caracteristica gae@ula de Miller. Estas células migram para
suas posicdes especificas, se diferenciam e forazaoircuitos da retina. (Cepko et al., 1996;

Adler, 2000; Cayouette et al., 2006).

Célula Célula Célula Bastonete Célula de Célula
Ganglionar Horizontal Amécrina Muller Bipolar
4
—— . — ———
- - - == = = --:-:"_'-—-\. = e o e om ETETE s B e W
Camundongo E11.5 E13.5 E15.5 E17.5 PO P2 P4 P6
Ave E2 E3 E4 E4.5 ES E7 E9 E10
Rato E13 E15.4 E17.8 E20.3 PO P2.5 P5 P7
Coelho E15.3 E18.4 E21.5 E24.5 E26.1 E29.5 P1 P4
Humano 6.5 sen 8.5 sen 10,5 sen 12 senm 13 semr 15 senm 16,5 sem 19 sem

Figura 3. Histogénese da retina de diversas espéoleserva-se a conservagédo na ordem
de nascimento das células entre as espécies, @ner@éncia das células ganglionares, cones,
horizontais, amacrinas, bastonetes, células deeMi@l bipolares. Modificado de Martins e
Pearson, 2007.



O desenvolvimento e a determinacdo do tipo celglae sera gerado a partir dos
progenitores da retina dependem de inumeros fatatestre eles elementos extrinsecos
secretados como os fatores de crescimento e hassy@assim como fatores transcricionais que
atuam intrinsecamente na determinacdo do fenotigoagcélula expressara (Figura 4) (Harris,

1997; Marquardt e Gruss, 2002; Hatekeyama e Kagayado4).

- oy

amacrine bipolar
ganglion ;',x,;s
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Paxt
e o= fod : Six3
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ONL Crx
Obx2
Miiller
Math5 Math3 NeuroD NeuroD NeuroD Mashi Hes1 bHLH
Math3 Mashi Mashi Math3 Hes5
Hasr2
Paxé Pax6 Pax6 Crx Crx Chx10 Rax homeo
Six3 Six3 Otx2 Oz
Prox1
1- Hes1- H,
Hes1-
Hes1”

9

O
Fig 4 — Reguladores intrinsecos atuando na difeaeéo de células da retina. Hes 1, um fator de
transcricdo encontrado nos progenitores, inibeferaticiacdo neuronal e mantém o fenotipo
progenitor, e com a perda desse fator as célulaeegam a se diferenciar. As células que

permanecem expressando Hes 1 irdo se diferencigli@mmbe Muller, as Ultimas células a sairem
do ciclo celular. Modificado de Hatakeyama e Kagegya2004.

A neurogénese na retina segue um gradiente ceetifera. Além disso, ha uma ordem
conservada de geracao dos diferentes tipos cedulaigura 3). As primeiras células a sairem do

ciclo mitdtico sdo as células ganglionares seguaaes, células horizontais, amacrinas mais
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tardiamente sdo originadas as amacrinas remanesgcerpor ultimo os bastonetes, as células de

Miiller e bipolares. (Para revisao Prada et al.1198mb et al., 2007, Martins e Pearson, 2007).

1.3- Glia de Mdller

A célula de Miller € o elemento glial predominama retina de vertebrados,
compreendendo 4-5% do total de células da reticere de 90% da glia retiniana, interagindo
com a maioria, sendo todos os neurbnios da refiean(et al., 1998). A glia de Mdlller se
expande por toda a retina (Sarthy e Hipps, 2004). @rpo celular se localiza na CNI e seus
prolongamentos se estendem desde a borda interngtida, adjacente ao humor vitreo até a
camada de fotorreceptores (Newman e Reichenba®h).19

Tanto a glia de Miller madura quanto os progerstoetinianos tém uma morfologia
radial, entretanto a posicdo do soma depende dgieste maturacdo da célula. O soma da glia
de Muller migra até atingir a CNI permanecendo a&ssnada, enquanto as células progenitoras
tém um perfil nuclear migratério constante depeddeda fase do ciclo celular (Jadhav et al.,
2009).

A glia de Miiller forma bainhas que envolvem os osrpelulares neuronais, dendritos e
as fibras opticas; em retinas avascularizadas cande aves, esta célula é o Unico tipo de
macroglia e assume funcdes desempenhadas poiitastrétigodendrdcitos e células ependimais
(Giaume et al., 2007). Elas se distribuem por tadextensao da retina envolvem neurdnios
retinianos em todas as espécies de retina de radlted) formando pequenas unidades funcionais
(Bringmann et al., 2006). Parte da interacdo neofgila se da através de fatores troficos,
neurotransmissores e elementos da matriz extrac€tlé Melo Reis et al., 2008b). Nosso grupo
tem estudado essa interacdo nos ultimos anos €Rals 2002). Estas células produzem fatores

troficos que mantém diversas populacdes de neww@einféricos (Cabral da Silva et al., 2003) e
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centrais em cultura, além de induzir crescimentmelgritos, que é uma condicdo essencial na
regeneracao do sistema nervoso. (Araque et all, 2@0Melo Reis et al., 2008a)

Evidéncias recentes tém revelado que as células gém um papel ativo na fisiologia
neuronal., atuando na comunicacao celular em digefiseas do SNC (Schwartz et al., 1994,
Biedermann et al., 1995; Newman e Reichenbach,;1Pa® et al., 1996; Lopez et al., 1997;
Harada et al., 2000; Haydon, 2001; Fields and &se@raham, 2002; Kubrusly et al., 2005;
Lamas et al., 2005; Araque, 2006; de Melo Reid.e2@08a). Além disso, transmissorres como
o ATP, o glutamato e a D-serina podem ser libeyguwr células gliais, sendo denominados
gliotransmissores, atuando nas interacdes newrs-g{Newman, 2003; Fellin et al., 2004;
Gordon et al., 2005).

A glia de Miller expressa uma variedade de receptale neurotransmissores como
receptores gabaérgicos do tipo GABA-A e GABA-B (Maw et al., 1989; Zhang et al., 1999),
receptores glutamatérgicos do tipo NMDA e AMPA-Kam (Lamas et al., 2005), receptores
dopaminérgicos be D, (Biedermann et al., 1995; Kubrusly et al., 20@&renérgico (Seki et al.,
2005), receptores colinérgicos (Wakakura et al8)9receptores de peptideos como o PACAP
(Seki et al., 2006) e receptores purinérgicos (&alas., 2000; Pannicke et al., 2000; Fries et al.,

2005), dentre outros.
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1.3.1- Funcdes

Dentre as inimeras fun¢des da glia de Muller podetestacar a remocao do excesso de
glutamato do meio extracelular, através do trartador glutamato/aspartato (GLAST)
encontrado nessas células e da participacdo no giatamato-glutamina pela conversédo da
enzima glutamina sintetase (GS), sendo essenaass @ ciclo de captacdo e metabolismo do
glutamato. (Bringmann et al., 2006). A glia de Miilest4 igualmente envolvida no metabolismo
da glicose, suprindo os neurdnios com nutrientegulando o fluxo sanguineo retiniano e
contribuindo para a formacdo da barreira hematoalet contribuindo na manutencdo da
homeostase do tecido retiniano como no controlgHie na liberagédo de fatores que controlam a
excitabilidade neuronal (para revisdo, Bringmanal.e2006; de Melo Reis et al., 2008b).

A glia de Miller de aves pode sofrer alteracao earsorfologia em resposta a lesdes e a
fatores exdgenos podendo induzir a proliferac@sdiferenciacdo e expressao de fatores
transcricionais expressos por progenitores retirsiaembrionarios, podendo produzir novos

neurdnios e glia. (Fischer et al., 2001; Fisched.e2003, Fischer et al., 2009).

1.3.2- Papel na regeneracgéo

Células gliais podem se tornar reativas em resgokdsdo, termo denominado gliose. Ha
alteracdo na morfologia da célula, com a supersgprede marcadores como GFAP, podendo
levar a proliferacéo e a desdiferenciacao. (Jadhal;, 2009). rabalhos recentes demonstram que
a glia de Muller ao sofrer o processo de glioselepglém de alterar a sua morfologia, ter o seu
corpo celular migrado da CNI para a membrana Imé&xterna. A gliose pode gerar mudancas
na glia de Muller que resultam em registros elatimbgicos similares aos observados em
estagios imaturos, demonstrando que a glia de Mpitlde se alterar em situacédoes especificas.

(para revisao, Jadhav et al., 2009).
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A gliose reativa é similar em diversas regifes N€S A célula de Muller reativa tem um
papel ambiguo, pois (i) protege o tecido lesadsafeer mais dano através da liberacdo de
fatores troficos e de agentes antioxidantes, eg@dliz o efeito citotoxico através da captacdo do
excesso de glutamato liberado, porém (iii) podetrdmnir para a citotoxidade através da
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e (iv) @ainda promover a degeneracdo e impedir a
regeneracdo do tecido pela formacéo da cicati@t @ringmann et al., 2009).

Era demonstrado que o tratamento intra-vitreo cgemtas toxicos como o N-Metil-D-
Aspartato (NMDA) ou o cainato, que produz deger@ade alguns tipos neuronais, gera uma
proliferacdo de células da camada nuclear inteue t§m uma morfologia e localizagdo de
células de Miller e que as células recem-geradgsegsam marcadores de progenitores
retinianos como Cash-1, Pax6 e Chx10, marcadoias glu de alguns tipos especificos de
neurbnios, como de células ganglionares que s#@maas afetados pela injecdo de NMDA. Isto
sugere que as células de Miiller, em resposta am ptzatem perder seu fendtipo glial., reentrar
no ciclo celular e adquirir fenétipos de progergretinianos (Fischer e Reh, 2001; Fischer e
Reh, 2003; Fischer, 2005).

Em um trabalho recente de 2009 foi avaliada afpraltdo de neuroesferas derivadas da
glia de Miller induzida por NMDA e glutamato e fobservado um aumento no namero de
células em proliferacdo e aumento na fosforilacaofador transcricional CREB (Ramirez e

Lamas, 2009).
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1.4- Nestina e progenitores neurais

Progenitores sédo células que possuem a capacidasiealito-renovar e se diferenciar em
um ou varios tipos celulares, podendo ser céluou pluripotentes, respectivamente, tendo
portanto uma capacidade limitada de proliferacdancapacidade de formar tumores. Em
contraste, as ceélulas tronco embrionarias sdo alque tem uma capacidade ilimitada de
proliferacdo e podem originar todos os tipos eekd, porém com um alto potencial
tumorigénico (Wiese et al., 2004).

A nestina foi identificada pela primeira vez emutas neuroepiteliais, apresentando
similaridades estruturais com as proteinas de ékm intermediario classe Il (vimentina e
desmina), mas devido a baixa homologia da sequé&leiproteinas entre elas, a nestina foi
classificada como proteina de filamento interméalidasse 1V (Wiese et al., 2004).

Nestina é expressa em células progenitoras e coritio da diferenciacdo pode haver
uma co-expressao de proteinas marcadoras de céiigleenciadas e de nestina, mas a expressao
de nestina é encontrada somente até as etapasegedgm a diferenciagdo (Wiese et al., 2004).

Em tecidos maduros, a expressao de nestinarga@stélulas capazes de proliferar e se
diferenciar. Apds a lesdo, algumas células poderaxpeessar ou superexpressar nestina
indicando a reversdo da célula para um fenotipos nmaaturo (Wiese et al., 2004). Xue e
colaboradores mostraram que a nestina pode sexptessa com GFAP em modelo de leséo
retiniana podendo ser expressa na glia de Millés gtaucoma induzido (Xue et al., 2006). A
glia de Miuller pode expressar marcadores de progesi revelando sua capacidade de se
desdiferenciar retornando a um estagio mais irgtifdado e migrar ap6s um dano tecidual

(Tackenberg et al., 2009).
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1.5- Definicdo dos sistemas neuroquimicos abordados

1.5.1- Sistema catecolaminérgico

1.5.1.1. Sintese e metabolismo

A dopamina (DA), noradrenalina (NA) e adrenalinaDjAsdo membros da classe das
catecolaminas e sdo compostos que apresentam eestsui@ra um anel aromatico catecol. As
catecolaminas se originam a partir do aminoacidodsina, atraves de uma seérie de reacdes
enzimaticas. Na primeira etapa, 0 aminoacido Istt@ € convertida em L-3-4-
dihidroxifenilalanina (L-dopa) pela enzima tirosin@roxilase (TH). A TH é a enzima limitante
na via de sintese das catecolaminas. Na segunp@, eteenzima dopa-descarboxilase (DDC)
catalisa a reacao de descarboxilacao da L-DOPA dramnsformada em DA. Na etapa seguinte, a
DA é convertida em NA pela enzima dopamnadidroxilase (DBH) e por ultimo a NA sofre a
acdo da enzima feniletanolamina N-metiltransfei@e¢MT) dando origem a AD (Figura 5,
Kuhar et al., 2006).

Apés serem sintetizadas, as catecolaminas sdoada@m vesiculas sinapticas para
posterior liberacdo dependente de calcio’{ICaA DA é sintetizada no citoplasma, enquanto a
NA e a AD séo sintetizadas dentro da vesicula, p@szima DBH se encontra na superficie da
vesicula. As aminas séo estocadas em vesiculastpmhgportadores vesiculares de monoaminas
(VMAT) que se subdividem em VMATe VMAT,. O VMAT, esté presente principalmente no
sistema enddcrino e o VMATéE o tipo mais abundante no SNC (Masson et aR9)19A
liberacdo das catecolaminas depende de uma emiradia de C& no terminal pré-sinaptico,
que se da pela abertura de canais d& @mendentes de voltagem e que se abrem com adehega

de um potencial de ac&o no terminal. A entradaafé|€va & ativacéo de diversas proteinas que
14



realizam a fusdo da vesicula pré-sinaptica comrabrana do neurdnio, liberando, desta forma,

o contetdo na fenda sinaptica.
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Figura 5. Biossintese das catecolaminas DA, NA eaAfartir do aminoéacido tirosina que sofre a
acao da TH, enzima limitante na sintese das cat®@ohs. Modificado de Kuhar et al., 2006).
Apébs serem liberadas, as catecolaminas sao rensod@dBenda sinaptica, por degradacao,
captacdo ou difusdo. A captacdo das aminas &adalipor transportadores especificos para
dopamina (DAT) e noradrenalina (NET), apesar de ammberem substratos para os dois

transportadores; a captacdo é um processo impoaetdeterminaraiatensidade e duracéo da
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sinalizacdo catecolaminérgica na fenda sinaptioar€s et al., 2003). A degradacdo da DA e NA
é realizada pelas enzimas monoamino oxidase (MA@)catecol-O metiltransferase (COMT)
gue convertem essas duas aminas em acido homewaitiVA) e 3-metoxi-4-hidroxifenoglicol
(MHPG), respectivamente (Hyland, 1999). As aminas igo forem recaptadas ou degradadas se
difundem do sitio de liberacdo para outros locaideopoderdo atuar em receptores ou ser

transportadas de volta para o terminal onde podenametabolizadas (Kuhar et al., 2006).

1.5.1.2. Receptores

Os receptores de DA e de NA pertencem a uma fadeli@ceptores acoplados a proteina
G, uma proteina heterotrimeérica com atividade GitR&gue se liga a nucleotideos de guanina.
Estes receptores disparam uma cascata de sinalizdggdcelular, que tem como caracteristica a
acao lenta desses transmissores. Os receptores dadivididos em duas familias: Familia D
composta pelos receptores ®Ds e a familia D com os receptores,;PD; e D,. Os receptores
D; e Dy sdo mais prevalentes no SNC do que os recepiofeB; e D,. Os receptores da familia
D; séo acoplados a uma proteina G estimulatorg #é@vando a enzima AC (adenilil ciclase)
gue eleva os niveis intracelulares de monofosfat@denosina ciclico (AMPc), um segundo
mensageiro que possui entre outros alvos a protémage A, responsavel pela fosforilacdo de
alvos bioldgicos (Greengard, 2001). A familia deepgores B ativa uma proteina G inibitoria
(Gi/o) resultando na modulacdo de alguns canais i0®@#ibicdo da proteina AC diminuindo
os niveis de AMPc (Sibley, 1999; De Mei et al., 200

Os receptores adrenérgicos podem ser dautipdrenérgicos e do tigiradrenérgicos. Os
receptorest podem ser do tipa; e op. O recepton, esta acoplado a uma proteingdee realiza
a hidrolise de lipideos da membrana para formas degundos mensageiros, o diacilglicerol

(DAG) que ativa subtipos de proteina cinase C (PKQ) inositol 1,4,5-trifosfato (i que €
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responsavel pela liberacdo intracelular dé*0a recepton, esta acoplado a uma proteind, G
que inibe a AC reduzindo os niveis de AMPc assina@m receptor dopaminérgico,D
(Summers e McMatrtin, 1993).

Os receptoref-adrenérgicos podem ser do tipo B, e B3 e todos eles sinalizam através

da proteina G (Summers e McMatrtin, 1993).

1.5.1.3. Sinalizacao na retina e na glia de Muller

A DA é a principal catecolamina encontrada naneetie vertebrados (Kramer, 1971,
Reis et al., 2007). A NA também é um neurotransonisgaptico retiniano, entretanto a NA e
AD na retina devem ser provenientes de fibras mawsimpaticas (Osborne, 1981; Ehinger e
Steinbusch, 1985). A DA é encontrada em um subtipocélula amacrinas (Dowling and
Ehinger, 1978; Gardino et al., 1993), baseado naagao para TH, a enzima limitante na sintese
da DA como um marcador de células dopaminérgicaserkimas necessarias para a sintese das
catecolaminas, assim como seus receptores sao teums na retina. A enzima DDC, que
converte a L-dopa em DA é expressa na retina de @veE8 (no 8° dia embrionario), antes da
expressao da enzima TH, que precede a DDC na \satise das catecolaminas (Gardino et al.,
1993). Além disso, a enzima DDC é capaz de convartedopa em DA nesse tecido através do
suprimento de L-dopa do epitélio pigmentado, ontledapa € sintetizada pela enzima tirosinase
(Kubrusly et al., 2003).

Os receptores dopaminérgicos sao expressos preentena retina de aves, sendo que 0
receptor R é expresso por volta de E7 e nesse estagio ndimdydses na retina, que se iniciam
na CPl em E11/E12, concomitantemente com a exmredsaeceptor P (De Mello, 1978;
Ventura et al., 1984). E sabido que receptores rdi@agicos na glia de Miiller de aves s&o

funcionais e sua ativacdo leva ao acumulo de meirsagsecundarios, como o AMP ciclico
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(Kubrusly et al., 2005). Resultados prévios denrarat que na retina de algumas espécies 0s
receptores dopaminérgicos podem ser ativados pdrasowcatecolaminas, como a NA
(Vanderheyden et al., 1986; Robbins et al., 1988)eceptor dopaminérgico;[@ expresso em
idades precoces durante o desenvolvimento da rdgnaves, e nesse estagio o receptor nao
possui uma especificidade para a DA podendo sexdatipor NA com afinidade similar a DA
(Kubrusly et al., 2007). Nesse trabalho foi desague na retina de pinto embrionéria a DA e a
NA aumentavam os niveis de AMPc e gque a estimulagdoNA observada era bloqueada com
SCH 23390 (SCH, um inibidor do receptof)Dmas ndo com propranolol (um inibidor do
receptorp;), mostrando que na retina embrionaria o receptatda de forma promiscua, sendo
ativado também por NA de forma similar & DA. Nesstdgio do desenvolvimento ndo ha
expressao do receptff, apenas o Pesta presente. Por outro lado, em estagios pésaecius
receptores Pe B, estdo presentes e sao funcionais, sendo ativapesigcamente por DA e
NA, respectivamente. (Kubrusly et al., 2007)

Na glia de Miller embrionaria em culturavitro ja foi descrita a expresdo de enzimas e
receptores associados ao fenotipo catecolaminécgictm a: TH, DDC, DAT e os receptoreg D
e D, (Kubrusly et al., 2005; revisado por Reis et2007).

A DA assume diversas fungbes na retina, destaesado controle do sinal luminoso
favorecendo os cones (Witkovsky, 2004), a inibigdm desenvolvimento dos cones de
crescimento e do crescimento neuritico em neuréretisianos (Lankford et al.,, 1987) e o
controle da morte celular programada levando a soiaevida de neurbnios na retina em
desenvolvimento (Varella et al., 1999). A DA pap& ainda da atividade neural espontanea
concomitante com um aumento nos niveis de AMPc atidamlade da PKA (Dunn et al., 2006;

Reis et al., 2007).
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1.5.2- Sistema Purinérgico

1.5.2.1. Sintese e metabolismo

A molécula de adenosina trifosfato (ATP) era desdasbpor Lohman e Fiske e por
Subbarow simultaneamente em 1929. Algumas décadmsstande, Holton observou que o ATP
era co-liberado com a NA, e em 1972 era introdupidonceito de transmisssao purinérgica por
Burnstock que demonstrou que o ATP preenchia todosritérios para ser definido como um
neurotransmissor (revisado por North e Vekhrat2R96).

O ATP pode ser acumulado em vesiculas com outna®inansmissores e estar sujeito a
co-liberacdo no SN. O ATP é co-liberado com GABgliamato no SNC e com acetilcolina e
NA no SN periférico. O ATP pode ainda ser estocaaovesiculas préprias e ser liberado, ou
pode ser liberado por um mecanismo nao-vesiculeayes de hemicanais de juncbes do tipo
juncdo comunicante ou por receptores P2X7 dilatgd@feslds e Burnstock, 2006; North e
Vekhratsky, 2006). Dados recentes mostram que a@énconexinas que formam as juncdes
comunicantes, as panexinas podem participar ativent®s poros formados por receptorgs;P
(Pelegrin e Surprenant, 2006; Locovei et al., 208p0s ser liberado, o ATP é rapidamente
hidrolisado e € convertido em adenosina por ectentidases.

Os receptores X7 operam através de um canal catibnico ndo-selativado por baixas
concentracdes de ATP, enquanto altas concentragdegem a formacdo de um poro que
permite o fluxo de moléculas de até 900 Da, poddedar inclusive ao processo de morte
celular. Ainda é desconhecido o processo de assarie expressao do canal do recepi¥r P
com poros com permeabilidade para células do sésiemne e nervoso, porém dados muito
recentes sugerem duas entidades diferentes megiadasimento de Gaintracelular (Faria et

al., 2009).
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1.5.2.2.Receptores

Os receptores purinérgicos sao distinguidos em tgms, receptores;Rjuando ativados
por adenosina e receptoresqiando sensiveis ao ATP e seus analogos. Os oeeg[® eram
divididos em dois grupos: familia de receptorgX, Raracterizados por apresentarem um canal
ibnico na sua estrutura e que possui sete sub{ipog-;) e familia de receptores,¥, de
natureza metabotropica e que possui no minimosaiddipos (BY 1,P.Y 2, Y4, P.Ys € BY 11-14)
(revisado por Burnstock e Knight, 2004). Os recegstd3Y séo constituidos de proteinas com
sete dominios transmembrana acoplados a proteim@odgndo ser &l1, G e G (Fields e
Burnstock, 2006; Burnstock, 2006).

Os receptores,R s&o constituidos de canais i6nicos permeaveis’a férmados por
homo ou hetero-oligbmeros, sendo qu¥-/e o subtipo mais divergente dessa familia em termo

farmacoldgicos, estruturais e funcionais (NortfQ20aria et al., 2009).

1.5.2.3.Sinalizacdo na retina e na glia de Maller

Na retina, o ATP é um importante neurotranmissberado no tecido através de um
mecanismo dependente de?Ca envolvido na modulagcdo dos niveis intracelulatesC&’
(Perez et al., 1986; Newman, 2001). O ATP podeaa@tdar na regulacéo da proliferacéo celular
(Sanches et al., 2002; Nunes et al., 2007). Naagtixiste a expressao de receptores purinérgicos
P.X e BY.

O ATP é liberado na glia de Miiller que expressaeosptores purinérgicos ionotropicos
P.X3, PX4, PoXs, PX7 (Jabs et al., 2000; Pannicke et al., 2000) e dabo&opicos BY 1, PY o,
P.Y 4, PY; (Fries et al., 2005), sugerindo que as célulasiier respondem de forma diversa

ao ATP.
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Para analisar a sinalizacdo purinérgica na regiream realizados estudos de imageamento
de C&" do nosso grupo na Universidade de Coimbra, Pdrhayaresenca de ATP. Culturas de
glia de Miller eram tratadas com uma sonda ¢ @aa-2, Figura 6A). A aplicacdo de ATP
aumenta a fluorescéncia nas células gliais, rekulda ativacdo da entrada de®CéEra
observado também a expressdo dX-,Pas culturas de células de Miller de camundongos
(Figura 6B), ja que é sabido da presenca desteptaes em células gliais humanas (Pannicke et
al., 2000).

Era observado um efeito similar ao ATP na fluoresizéde C& quando as celular eram
trtadas com um agonista seletivo deXP  Benzoil-ATP (BzATP) As respostas eram
seletivamente bloqueadas pelo antagonigta Brilliant blue G (BBG) na faixa de M (Faria et
al., 2009).

As células de Miller expressam inumeros recept@e®nzimas que sintetizam
neurotransmissores (Kubrusly et al., 2005), porém todas essas moléculas estao ativas. Muito
embora receptores glutamatérgicos e GABAérgicamsgncontrados no nosso modelo, é fato
que a sinalizacdo que medeia respostas dé €aeletiva. Como observado na figura 7A, o
aumento de fluorescéncia em culturas purificadaMdier se da quando ativadas por ATP 1
mM, mas ndo por 1M AMPA, 1 mM GABA ou 40 mM K, agentes capazes de aumentos
significativos de fluorescéncia em culturas mispasificadas de neurdnios ou de neuroesferas de
retina (de Melo Reis et al. em preparacéo).

Outra evidéncia da participagdo dos receptops Ra sinalizagdo neuro-glial retiniana
nas culturas de Mdller seria na mediacéo da lilderale transmissores. Estudos do nosso grupo
mostroram a liberacdo dé&'C] glutamato por células de Miiller quando ativapas ATP, por

um processo inibido por BBG (Figura 7B)..
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Figura 6. Sinalizacdo por,R; na glia de Muller. A. Fotomicrografia de células Bliller de
camundongo em culturas tratadas copibfura-2 para estudos de variacdo de fluorescéBcia.
Estas células fixadas reagem com o anticorpo aiR5(vermelho) e com anticorpo contraXP
(em verde). C. A aplicacdo de concentracfes de &lFRenta a fluorescéncia nas células gliais,

resultado da ativacdo da entrada d& Ca
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Figura 7. Respostas da ativacao de receptoresépgidns. A. As variacdes intracelulares de
célcio livre ([C&']i) seletivamente ativada por ATP em células irdlidis de glia de Miiller

B. Liberacéo de [€] glutamato de células de glia de Miiller por ATPagcialmente inibida por
1uM BBG.
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2. Objetivos

2.1- Objetivo geral:
* Investigar a sinalizacéo catecolaminérgica e ptging em culturas de células de Miiller

de aves e camundongos e avaliar seu efeito na ag#stutio fendtipo dessas células.

2.2- Objetivos especificos:

» Verificar se o receptor beta-adrenérgico esta espre funcional em cultura de células de
Miller de aves e camundongos, e comparar com oapafmcional de ativacdo do
receptor @ dopaminérgico em termos de acumulo de AMPc.

e Avaliar a sinalizacdo purinérgica em culturas da de Miuller de camundongos poés-
natais através da permeabilizacdo celular cometaode propideo

* Avaliar se a incubacgéo de DA e NA e de ATP levarexpressdo de nestina em culturas

de células de glia de Muller.
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3- Matérias e Métodos

3.1- Materiais

Acido ascérbico, DAPI, poli-L-lisina, Dnase tipo @ I, laminina (Invitrogen), tripsina
(Wortington Biochemical Corporation), Soro FetavBm (SFB) (Gibco ou do Biocampo). Meio
de cultura celular, meio basal de Eagle (MEM ddésd@asal Medium Eag)ee Meio basal de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM do ingléBulbecco’s modified Eagle’s medium
Invitrogen, SP). Placas de cultura (24 pocos, 4$085mm, 60mm ou 90mm Nunc, Corning ou
TPP). Albumina bovina sérica (BSA, do ingl@jvine Serum AlbumirHepes, L-Glutamato,
Glicina, GABA, PPO, POPOP, KA, leupeptina, aprotai gelatina, PMSF, Tris base, DAB,

NMDA (Sigma).

Anticorpos: B: adrenérgico: Rabbit, SC568, 1:500, Santa cruz68C5
Secundéario: Anti-R#b1:10000, Sigma
Nestina: Mouse m248, 1: 200 chemicon, MAB353;
GFAP: Rabbit, 2038800, Dako, 20334,
GS: Rabbit, 1:4806cam.
Alexa 488: Mouse, 1:400, Molecular Prols1029

Alexa 555: Rabbi4ad0 Molecular Probes, A21429
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3.2- Métodos

3.2.1- Obtenc¢édo de Cultura de Glia de aves

Eram utilizados ovos de galinha da raghite Leghornobtidos de uma granja local
(Tolomei, Rio de Janeiro) em diferentes idadess embrides eram estagiados de acordo com
Hamburger e Hamilton (1951). Os protocolos expemtaie de obtencdo de retinas eram
aprovados pela Comiss&o de Etica para uso de An{{@&iS), protocolo NIBCCF-035.

Aves com idade embrionaria de nove dias (E9) edmecapitados, seus olhos eram
removidos, as retinas eram dissecadas em um megodé calcio e magnésio (CMF: 131mM de
cloreto de sédio, 4,09 mM de cloreto de potassi®? nM de fosfato dibasico de sédio, 0,45
mM de fosfato monobasico de potassio, 9,4 mM darbanato de sodio e 12,2 mM de glicose).

Apés a dissecacao as retinas eram incubadas poimil@os a 37°C com tripsina 0,05%, e
entdo o material era centrifugado, sendo o sobeet@demovido e as retinas eram dissociadas
mecanicamente com DMEM contendo gentamicinqugl®L) e 10% soro fetal bovino (SFB).
As células dissociadas eram adicionadas a uma g&acaltura e mantidas em uma estufa a 37°
C sob uma atmosfera de 95% de ar e 5%. @(rimeira troca de meio era feita no dia seguint
ao plagueamento (E9C1, idade embrionaria de 9 uilmagia de cultura) para remover as ceélulas
ndo aderidas ou mortas, além de restos celulai@sdos da dissociacdo mecéanica do tecido. A
partir deste ponto o meio de cultura era trocadada dois dias. Apés atingir a confluéncia as
culturas eram tratadas com &cido ascorbico 4mM 2Zotoras, método descrito por Reis e
colaboradores (2002), e dessa forma os neuréraos eiminados, obtendo-se assim uma cultura

purificada de glia. As culturas eram lavadas umacean DMEM, eliminando os residuos de
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acido ascorbico e os restos de membrana dos nesr@ésiados, e incubada com DMEM + 10%
SFB por pelo menos 12 horas. As culturas eram e@nbacias para imunocitoquimica, western-

blot e dosagem de AMPc.

3.2.2- Obtencédo de Cultura de Glia de camundongo

Camundongos da ragca C57/Black6 do biotério do Dapento de Anatomia Humana
(UFRJ) e do biotério do Instituto de Biofisica @ariChagas Filho eram acasalados (1 macho
jovem com pelo menos 4 fémeas) que forneciam naghadmanalmente com 3-12 animais, que
eram usados nos estagios determinados.

Camundongos P0-P4 eram sacrificados por decapia¢&eram os olhos removidos e
enucleados sob lupa, onde a retina era removida de epitélio pigmentado e humor vitreo.
Inicialmente, eram feitas culturas diluidas (baitensidade celular — cerca de 3 x°10
células/crf) de retina total que permaneceram em estufa Uei®&C, até que a glia atingisse
confluéncia. Apos confluéncia, estas culturas esabmetidas a um tratamento com 4 mM de
acido ascorbico por aproximadamente 3 horas sebhdervadas em intervalos de 30 minutos
para monitoramento do grau de lesdo neuronal. Apésirada dos neur6nios, a monocamada de
glia de Mduller presente era encaminhada para oasi@nsle sinalizagdo, imunocitoquimica,

fluorescéncia baseadas em imagem pét Eansaios de permeabilizagéo.

3.2.3- Determinacéao do AMPc

As culturas purificadas de glia eram pré-incubguasl5 min a 37°C em MEM (20 mM
Hepes, pH 7,35) acrescido de 0,5 mM de isobutilrsettina (IBMX), (um inibidor da
fosfodiesterase), 100 uM de pargilina (inibidorMAO/COMT) e 100 uM de acido ascorbico.

Posteriormente, as amostras eram incubadas corgomsst&as (NA ou DA) e/ou antagonistas
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(SCH ou propranolol), se necessarios, por 15 mimeagdo era interrompida com a adicdo de
100ul de &cido tricloroacético (TCA) a 100 %, além dellde TCA a 5% (final 7,5%) e o

material era congelado a -20°C para ser usadodxanpa etapa.

METODOSZ Depois de 7 dias
[Embrives de gatinia | _— tmb 3 thoras

E9C17

Figura 8. Preparagcdo da cultura para dosagem decAMRBtinas E8 eram dissecadas, o0s
neurbnios eram eliminados no 8° dia. As culturasdratadas com DA ou NA por 15 min, apos
o tratamento as células eram raspadas e os nieeid&MPPc eram quantificados. Fotos
modificadas de Reis et al., 2002.

Ap6s descongelamento das amostras, adicionou-ggadrdo de AMPcd- AMPc — 20
nCi) e ap6s centrifugacédo (15000 rpm, Sorvall, r@®34), o sobrenadante era colocado em
colunas contendo uma resina de troca ionica (Dow&60W-X4) para que o TCA fosse
retirado, método descrito por Matsuzawa e Nirenlf£835). O precipitado era entao dissolvido
em NaOH a 0,1 N e a concentracao de proteina adaligelo método de Lowry e colaboradores
al., (1951). Nas colunas era adicionado um volumé anL de agua que era descartado, e em

seguida eram feitas trés eluicbes de 3 mL cadaecpm coletadas e colocadas em um filtro
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(Milipore), sendo a radioatividade mensurada enmcantador de cintilacdo liquida. A fracdo que
tivesse uma maior recuperacao de AMPc era entlimadti para dosagem do nucleotideo ciclico.

A aliquota selecionada na etapa anterior paraavaliAMPc passou por um ensaio
competitivo de ligacdo com a proteina cinase A (PE#avés do método descrito por de Mello
(1978), adaptado de Gilman (1970).

As amostras eram adicionadas em um tubo contemdpéata acetato de sédio pH 4,0,
[*HJAMPc e PKA. O material era mantido em gelo a #%€ 90 min e a reacéo era interrompida
com a adicdo de tampdo fosfato de sédio pH 6,0sAgBD, as amostras eram colocadas em um
filtro de nitrocelulose (Milipore) e estes eram ae@m uma estufa a 100°C por 10 min. A

radioativade era medida em um contador de cinbléig@iida (Packard Tri-Carb 1600 TR).

3.2.4- Imunocitoquimica

As culturas enriquecidas de glia preparadas emaplde 90 mm eram periodicamente
repicadas para os diversos experimentos listadgsanto tripsina 0,05% (final) por 10 minutos
a 37°C. O material era centrifugado, o sobrenadesteovido e as células eram dissociadas
mecanicamente com DMEM com 10% SFB. As células eliasociadas e depositadas em placas
de cultura contendo laminulas, obtendo-se assimauth&ra de segunda passagem, e o meio era
trocado no dia seguinte e ap6s 3 dias as placastestadas com os agonistas: DA, NA e ATP
em diferentes condi¢des experimentais.

As culturas eram entdo lavadas com PBS completb (i de cloreto de sodio, 2,7 mM
de cloreto de potassio, 8 mM de fosfato dibasiced#o, 1,47 mM de fosfato monobésico de
potassio, 0,68 mM de cloreto de calcio e 0,49 mMultato de magnésio, pH 7,4) e fixadas com
paraformaldeido 4% por 15 min. Em seguida erambadas com uma solucdo de blogueio

contendo BSA a 3%, e detergente tween 20 a 0,0198(@min. Apds isso as laminulas eram
29



incubadas com o anticorpo primadeernight Os anticorpos primarios utilizados neste trabalho
eram anti-nestina (mAb 353, 1:200 chemicon), aA8 (Rb Dako, 1:500), e anti-GS (Rb
abcam 1:450). No dia seguinte as amostras erarddavam tampéao fosfato e incubadas com o
anticorpo secundario por 2 h. Eram utilizados anpios secundarios Alexa 555 e Alexa 488.
Para visualizacdo do ndcleo as amostras eram cocada DAPI, e ap0s isso as amostras eram
lavadas e as laminas montadas na presenca de ikgalapo em PBS. As amostras eram
analisadas em um microscépio Confocal LSM 510 Metizs ou Apotome, Zeiss utilizando o
programa LSM Image Browser. As objetivas utilizadaam de 20x ou 40x. O tempo de

exposicao ao laser era igual entre as amostras assino nas modificacdes na imagem.

3.2.5- Imunodeteccéo de Proteina¥\(estern Blot)

Células de glia de pinto ou camundongo cultivadagkacas de 6 po¢os, ou mantidas em
suspenséo em tubeppendorferam lisadas com tampéo apropriado adicionadnilielores de
proteases e fosfatases (NP-40 1%; deoxicolato d® €)25%; NaCl 15mM; PMSF 1 mM,;
aprotinina 5ug/mL; pepstatina 5ug/mL; leupepting/sL; NaF 1mM; NgvO, 1mM) e os
extratos eram coletados. As concentracOes de paotiel cada amostra eram calculadas através
da construcdo da curva padrao pelo método degmitBradford. (Bradford, 1976). As amostras
de cada condicao eram diluidas em tampéao de carerga SDS 4x (0.25M Tris-HCI pH 6,8,
8% SDS, 30% glicerol, 0,02% azul de bromofenol, 1@¥nercaptoetanol) para uma
concentracao final de 2 pg/uL de proteina, fervpas3 minutos e submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, contendo Tris 0,pM 8,8, acrilamida 30%, bisacrilamida
0,9%, persulfato de amonia APS10%, TEMEDuma concentracao de 10% (p/v), utilizando

Tampéao de corrida SDS (Para 1L: 3,03g de Tris Hakdg de glicina, 1g de SDS).
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As proteinas do gel eram transferidas eletrof@ptente para uma membrana de
nitrocelulose em cub&emi dry Transfer CellBioRad) sob voltagem de 10V por 40 minutos,
utilizando tampéao de transferéncia (para 1L: 25mid pH 8,5, 0,2M glicina, 20% metanol).

A membrana de nitrocelulose era incubada em soldedwermelho dd’onceaupara
verificar a eficiéncia da transferéncia e logo ala@ada com agua deionizada. A membrana era
bloqueada por 30 minutos com PBS contendo 1% aseapos o bloqueio era entdo incubada
por 12 h a AC com anticorpos contra o recepfaradrenérgico. A incubacdo com os anticorpos
secundarios era de uma hora a temperatura amlapaglavagem com solugcédo tamponada de
TBS (Para 1L: 6,19 Tris, 9g NaCl, pH 7,6), adicidaae 0,1% Tween (TTBS do ingldsyeen-
Tris Buffered Saline Os anticorpos secundarios eram conjugados &idase (Sigma) e a

revelacdo da membrana era com o Kit ECL-Plus (Ahzers.

3.2.6-Ensaios de permeabilidade induzidos por ATP

A permeabilidade induzida por ATP era avaliada étalas de Muller mantidas em meio
DMEM + 10% SFB em placas de 96 pocos previamermiesteridas de lotes realizados em
placas de 90 mm. Um dia antes do experimento, o erai trocado para DMEM, e no dia cada
poco era lavado por 2 vezes com solugéo salina)(P8% ou BzATP eram adicionados por 15
min na presenca ou ndo do antagonistd;KBBG). A permeabilizagdo era observada pela
captacdo do corante iodeto de propidepg{L). Este era preparado em solucdo PBS e
adicionado nos 5 min finais de um total de 15 niaute tratamento a 7. Apds o periodo de
tratamento, as culturas tinham a solugéo trocad®Pp8, para serem observadas em microscopia
de fluorescéncia (Nikon TE2000S, Nikon, Japéo),ecfutios eram realizadas utilizando objetiva

de 20x em campo claro e em fluorescéncia comro file comprimento de onda de imersdo da
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rodamina(filtro de excitacao 540-580nm). As fotdigim eram tiradas com o mesmo tempo de

exposicao. Eram realizados dois experimentos emrgpkcata e trés campos eram observados.

3.2.7- Analise estatistica

A maioria dos resultados era expressa como mediaatpadrdo da meédia (e.p.m.) de
pelo menos dois experimentos independentes reafizawh triplicata, caso contrario 0 nimero
(N) esta indicado nas legendas das figuras. Difag®ram consideradas significativas quando
P<0.05.

A analise estatistica era realizada com o auxdiprdgrama Graphpad Prism aplicando-
se o teste de andlise de varianctmé-way ANOVA seguido pelo pos-teste de comparacao

multipla de Bonferroni.
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4- Resultados

4.1- Deteccgéao do receptdB; adrenérgico em cultura de células de Miiller.

Para a deteccéo do receptpreadrenérgico nas culturas de glia, estas eram davads
proteinas analisadas p®Vestern Blat A analise feita nessas culturas enriquecidas lde g
demonstrou atraves da utilizacdo de um anticorpeatfico policlonal anti-coelho a expressao
de uma banda de aproximadamente 53 kDa que conesp® descricdo do receptps-
adrenérgico conforme mostrado na Figura 9. Comdraende carregamento, utilizamos um

anticorpo anti-tubulina contra as amostras aplicg8a kDa).

Bl

< 55 kDa tubulin
T <53 kDa B1
S N
S
O N
N

Figura 9. Expressao do recepfaradrenérgico (53 kDda) em culturas de células déeMde
aves e de retina pés-eclosao de aves (esquerdsgn@b controle de carregamento—tubulina, 55
kDa. N=2.
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4.2- Acimulo de AMPc por catecolaminas em culturaecélulas Miller de aves

Resolvemos avaliar se a adicdo de idDde NA ativaria os receptor@s- adrenérgicos
expressos em culturas de glia de Miuller de pintavés da via classica (ou seja, bloqueado por
um antagonist@;, como o alprenolol ou propanolol, e ndo bloguepdoum antagonista D
como o SCH 23390). Essa seria a resposta obsepeaalaetinas pds-natais de aves (Kubrusly et
al., 2007). Por outro lado, a resposta poderiazaerelhante a observada em retinas imaturas (tal
qual a observada no tecido embrionario de aves)le o NA se liga ao receptor;D
dopaminérgico de forma promiscua. Para isso, éiaadb um protocolo experimental onde a
interacdo de um ligante com seu receptor era aeal#ravées da mobilizacdo de AMPc via
ativacdo de receptor acoplado a proteipa @Ga AC.

A administracdo aguda de 1AM DA (15 min) em culturas de Miller E9QC14 purifieed
de embrides de aves promoveu um aumento nos mivselulares de AMPc em cerca de 2,5
vezes( Figura 10) e esse efeito era totalmenteubbutp por SCH 23390, um antagonista do
receptor @, como demonstrado por Kubrusly e colaboradore®ii@ly et al., 2005). A adicédo
de 100uM NA também induziu um aumento nos niveis de AMdeenelhante ao observado com
a adicao de DA. O efeito da NA néo era alteradolpquM propranolol, um inibidor do receptor
B;- adrenérgico, entretanto a aplicacdo de SCH 23B@0u parcialmente a acdo da NA,
evidenciando que nesse tecido a NA atua atravéscaptor D (Figura 10).

Esses resultados sugerem que na glia de Mulleinde @ recepto8;- adrenérgico esta
presente, e parece nao ser funcional para o auncigsico de AMPc nas culturas de forma

semelhante ao encontrado na retina embrionariaaie a
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Figura 10. Sinalizacdo por DA e NA na glia de Miitle aves. Acumulo de AMPc em culturas
de células de glia de Miiller de aves de 9 dias iemémios mantidas 14 dias em cultura apos a
estimulacéo de 15 minutos com DA ou NA (100 pM)presenca ou auséncia de inibidores de
seus receptores SCH 23390 (2uM) e propanolol (1) pddpectivamente. N=3 em duplicata. *
p<0,05.

4.3- Acumulo de AMPc por catecolaminas em culturaelcélulas de Miller de camundongos

A adicdo de 100uM DA em culturas P1C17 derivadas de retina poOsknde&a
camundongos promoveu um aumento em cerca de 18 dezAMPc através do receptog, D
visto que esse efeito totalmente bloqueado pqiM2 SCH 23390 (Figura 11). De forma
semelhante, a adicdo de 10 NA induziu acumulo nos niveis intracelulares dd2c (Figura
11) e este efeito era totalmente bloqueado comM @ropranolol e ndo modificado na presenca

de 2uM SCH 23390. Esses dados demonstram que na ghélider de camundongo, diferente
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do observado para as culturas de glia de Milleidabtde embrides de pinto, a ativacdo de
AMPc por NA segue a via classica, ou seja, atradeéeceptoB;, e o receptor bndo é ativado

por NA, somente por DA especificamente.

P1C17
: I
£ 7004 -
S 600- | “'
£ 500+
o 400-
=
< 3004
S
o 200- * *
2 100+ = ==
3 R
3 o ' e

¥ ¥ ¥

Figura 11. Sinalizacdo por DA e NA (104d) na glia de Muller de camundongo em cultura.
Acumulo de AMPc em culturas de células de camund@dg natal (P1) mantidas 17 diasiem
vitro. As células eram estimuladas por 10 minutos com eONA (100puM) na presenca ou
auséncia de inibidores de seus receptores, SCH)(2upfopanolol (10uM), respectivamente.
N=2 em triplicata. * p < 0,05.
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4.4- Expressao de Nestina induzida por catecolamisa

Era descrito recentemente a ativacdo de glia deleMinh vitro e in vivo por
neurotransmissores, como 0 glutamato ou NMDA. Nestido, o glutamato e agonistas
glutamatérgicos promoveriam a proliferacédo e aofilstdo da proteina ligadora de AMPc
(CREB) como requisitos iniciais para um possivecpsso de desdiferenciacdo da glia (Ramirez
e Lamas, 2009). Com o intuito de verificar se adtoinas exerceriam um efeito nessa
desdiferenciacdo através da andlise da expressaediima, tratamos culturas de células de
Muller purificadas com 10QM DA e NA por 12 h ou 24 h. As Figuras 12 e 15tilas culturas
de glia que expressam GS, um marcador de célulagiaee Mdiller (imunoreagidas com o
anticorpo secundario alexia 594nm - vermelho) tamtoculturas controle quanto em ceélulas que
receberam os agonistas por 12 h. Podem ser obasreatilas de Miller marcadas em verde
(imunoreagidas com o anticorpo secundario alexa#88evelando a expressédo de nestina, um
marcador de progenitor quando desafiadas comul@A. Utilizamos também o microscopio
confocal para analisar a inducéo da expressdodmae de GFAP, um marcador de glia reativa
induzidos por DA e NA por 24 h (Figura 13 e 16)réPeerificar se o tratamento com DA era
especifico e via receptor;Dutilizamos o inibidor SCH 23390. Como observadoguamto
culturas controle apresentam células gliais pa@stipara GS e poucas ceélulas positivas para
nestina, a adicdo de 1Q®1 DA induz um aumento no nimero de células negtositivas, efeito
totalmente inibido pela co-adigdo do antagonistal@aminérgico SCH 23390 (Figura 14). De
forma andloga, a adicdo de 10 NA por 12h induz a expressao de nestina em cglula
duplamente marcadas com GS (Figura 15), e o efaigxpresséo de nestina é totalmente inibido
na presenca do antagonigbaadrenérgico propanolol em culturas de glia (Figai@d. A
guantificacdo desses experimentos esta represemddeigura 18 (n=2 em triplicata).
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CTRL

Figura 12: Expressdo de nestina em células de Merheculturas tratadas com DA por 24 h. (A
C, E) Fotomicrografia de células de Miuller em cgfids controle (CTRL); ou (B, D, F) tratadas
com 100uM DA. (A, B) Marcagédo para GS em vermelho, (B, @stma em verde e (E, F)
marcacao nuclear em azul (DAPI). Barra de calilw&gum.
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DA 100uM.
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DA 100uM

Figura 13: Coexpressao de nestina (verde) e GFah@iho) em células gliais em cultura
tratadas com 10AM DA. Imagens colocalizadas obtidas no Microscdpamfocal de células de
glia de Muller de camundongos controle e tratada®p h com DA. Barra de calibracdo 100um.
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CTRL DA+SCH

Figura 14: Expresséo de nestina induzida porf®MA e bloqueada por @M SCH. (A, D, G)
Fotomicrografias de células de Muller em condi¢céestrole (CTRL); (B, E, H) tratadas com
DA, ou (C, F, I) tratadas com DA + SCH. (A, B, CaMacao para GS em vermelho, (D, E, F)
para nestina em verde e (G, H, ) marcacdo nuelmaazul (DAPI). Barra de calibracdo 20pum.
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CTRL NA

Figura 15: Expressdo de nestina induzida por {lONA por 12 h em células de Miller em
cultura.. (A C, E) Fotomicrografia de células dellgiem condicdes controle (CTRL); (B, D, F)
ou tratadas com NA. (A, B) Marcacao para GS em gt (B, C) nestina em verde (E, F) ou
marcacao nuclear em azul (DAPI). Barra de calilw&gum.
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NA 100uM

Figura 16: Coexpresséo de nestina e GFAP em cdalelddlller em cultura tratadas com 100
MM NA. Imagens obtidas no microscopio confocal deleg de glia de Miller de camundongos
controle e tratadas por 24 h com NA. Barra de géo 20um.
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NA + PROP

Figura 17: Expresséo de nestina em células de Meitecultura induzida por 1M NA e
bloqueada na presenca de M propanolol (PROP). (A, D, G) Fotomicrografiasa#ulas de
Muller em condic¢des controle (CTRL); (B, E, H) t)das com NA, (C, F, 1) ou tratadas com NA
+ PROP. (A, B, C) Marcacao para GS em vermelhoE([) verde para nestina (G, H, I) e
marcacao nuclear em azul (DAPI). Barra de calilo&@um.
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Figura 18. Quantificacdo das células nestina pasitiem culturas de Miller tratadas com
catecolaminas. Cada laminula preparada era obsecasd uma cerca de 20-30 células/campo, e
eram analisados seis campos de cada condicao reep¢ai. O numero de células positivas para
nestina era significantemente maior quando asakiam estimuladas com 0 DA, efeito
bloqueado quando na presenca gé&vRSCH. A estimulacdo com 1QfM NA também elevou o
namero de células positivas a nestina, efeito deiljuando na presenca de i propranolol.
N=3 em duplicata.* p < 0,05
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4.5- ATP, um gliotransmissor, ativa receptores £X; em culturas de glia de camundongo

Em consonancia com experimentos em andamento do rgpepo (de Melo Reis et al.
em preparacdo), estudamos o fendbmeno de permegBidizem culturas gliais de Miiller de
camundongos induzida pela exposicdo ao ATP. Cgltneapresenca de solucdo salina (Figura
19) (em campo claro, A, ou em fluorescéncia A" eouconcentragdes nanomolares de ATP (100
nM, 15min, Figura B’) ndo apresentam permeabilizagd membrana ao iodeto de propideo
(adicionado por 30min), pois ndo eram observadosogade fluorescéncia nas células. A adicdo
de 5 mM de ATP induz um grande aumento desses pd@htgura 19C’), efeito parcialmente
inibido quando a solugao era incubada conuOBBG (Figura 19D’). Como esperado, para a
permeabilizacdo celular mediada pelo receptof;Pa adicdo de 10QuM BzATP induziu
aumento de permeabilidade nas culturas (Figura )19#eito totalmente inibido quando

adicionado com 1QM BBG (Figura 19F’).
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Figura 19. Ensaios de permeabilizacdo em cultdrais gle Miller de camundongos. Culturas na
presenca de PBS (em campo claro, A, ou em fluonegcéA’) ou em concentragoes
submicromolares de ATP (100 nM, 15min, Figura Biprsdo permedveis ao iodeto de propideo
(adicionados por 30 min). A adicdo de 5 mM de AmBuz um grande aumento desses pontos
(Figura 19C’), efeito parcialmente inibido quandsa@ucdo era incubada com U1 BBG
(Figura 19D’). Como esperado, a adicdo de QBOBzATP induziu aumento de permeabilidade
nas culturas (Figura 19E’), efeito totalmente iddbiquando pré-incubado com 1®1 BBG
(Figura 19F"). N=2 em quadruplicata. Barra de c¢algio 200 pm.
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4.6- Expressao de Nestina induzida por ATP

O ATP pode agir como um transmissor (Newman, 2@ga)era documentado que a glia
de Miuller expressa diversos receptores purinérgmostropicos e metabotropicos (Bringmann
et al., 2009). Portanto, investigamos se o ATHagomo um gliotransmissor no nosso modelo e
induziria a expressao de nestina na glia de Muller.

A figura 20 mostra a expressao de GS (vermelhogw@taras tratadas e nao tratadas com
1 mM ATP por 24 h, uma proteina expressa em celildaglia de Muller de camundongo. A
marcacdo em verde revela a expressdo de nestingélefas tratadas com ATP, e podemos
observar que a quantidade de células que exprestaanapds o tratamento com ATP é maior
guando comparada com a condic&o controle, efegerghdo a partir de 5 minutos de tratamento

com ATP (Figura 21).
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Figura 20. Expresséo de nestina induzida por 1mM® Am células de Miiller em cultura apos 24
h. Fotomicrografias de células de Miller em conelizéontrole (CTRL — A, C, E) ou tratadas
com ATP (B, D, F). (A, B) Marcacao para GS em vdhog(B, C) nestina em verde (E , F) e
marcacao nuclear em azul (DAPI). Barra de calilw&gum.
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Figura 21. Curva temporal do efeito do ATP (1 mM) expressdo de nestina em células de
Muller em cultura. Cada condicao representa a peagem de células positivas a nestina sobre o

namero de células totais, representadas pelo n@arcadclear DAPI. N=2 experimentos
realizados em duplicata.* p<0,05.
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5- Discusséao

A glia de Mduller tem sido alvo de estudo em diverdahas de pesquisa em nosso
laboratorio nos ultimos 10 anos, focando em maualsplsistemas interdependentes de
neurotransmissores como 0 catecolaminérgico (Kupret al., 2005; 2007; 2008), o
GABAérgico (de Sampaio Schitine et al., 2007), agédatores troficos na interagdo neurdnio-
glia em termos de sobrevida e diferenciacdo (Re#.e2002; Cabral-da-Silva et al., 2003; de
Melo Reis et al., 2007; 2008a; 2008b), aléem deasuinhas envolvendo transportadores gliais de
glutamato (Stutz, 2007 — Tese de Mestrado) e ol plpkator de transcricdo nurr-1 nos efeitos de
dopamina (Stutz — resultados nao publicados), anmaavaliando o papel a glia de Muller livre
de neurbnios em cultura. Diversos outros grupohéamtém investigado o papel da glia de
Miller como elemento essencial na sinalizacdo ealodismo de diversos neurotransmissores
como glutamato, L-arginina, ATP, Oxido nitrico imtese de proteinas (Cossenza e Paes de
Carvalho, 2000), proliferacéo glial e receptoresrgugicos em progenitores e na glia de aves
(Sanches et al., 2002; Franca et al., 2007, Nunas, 2007) e de camundongos (Sholl-Franco et
al., 2009), expresséo de receptores purinérgicugnapicos e metabotrépicos funcionais (Jabs et
al., 2000; Fries et al., 2005). A glia de Mullemtz&gm pode liberar glutationa e atuar na
neuroprotecdo (Oliveira et al., 2009). Aléem dismyisdes recentes tém analisado mecanismos
homeostasicos regulatérios envolvendo trocas iénieaa distribuicio de canais de’, K
transportadores na regulacdo da pressado osmaticayifann et al., 2006, Reichenbach et al.,
2007; Bringmann et al., 2009) envolvendo a gliaMidler e os neurdnios retinianos. Outros
estudos tém avaliado o papel da glia de Muller egederacdo e o conceito de gliose reativa e
seus aspectos positivos e negativos na fisiopatoldg retina, por exemplo na degeneracao

macular e na retinose pigmentar, para citar apedo&s exemplos (Bringmann et al., 2006,
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Bringmann et al., 2009), demonstrando a importadeissas células na fisiologia do sistema
visual.

Além de todos esses temas importantes, nos Ultemos um novo conceito emergiu
envolvendo a glia de Muller como foco de teraprageneracdo das vias visuais, em funcdo da
re-entrada destas células no ciclo celular quantdzido sofre trauma ou lesdo e secreta fatores
diversos inflamatorios que induzem as condicOesssias para geracdo de novos neurdnios e
gue modificam a diferenciacdo dessas células. {€ise Reh, 2003) Esse processo seria
responsavel pela reprogramacdo celular nas céglias de Miuller com re-expressdo de
inumeros fatores de transcricdo normalmente eredogrem células tronco e em progenitores, e
também em glias radiais do coértex (Bonfanti e Reré2007). Desta forma, dependendo da
ativacdo seletiva por fatores extrinsecos secrstfdbores troficos, citocinas inflamatérias e
transmissores — revisado na retina por Martins ardea, 2008), a célula de Miller, em
circunstancias particulares, poderia gerar tiposniamos de interesse, como as células
ganglionares da retina e fotorreceptores, o queeseptaria uma mudancga crucial para reverter
patologias visuais que hoje séo tidas como incisdRara revisdo, Baker e Brown, 2009). A
pesquisa com células tronco/progenitoras tem alimengrandes possibilidades no tratamento
de doencas retinianas que surgem de processosgltanamma, diabetes, degeneracdo macular e
retinose pigmentar, entre outras, e que diminueuadidade de vida de centenas de milhdes de
pacientes no mundo (Enzmann et al., 2009).

Trabalhos pioneiros da década de 90 ja apontavamappossibilidade da glia de Miiller
ter um papel central e seletivo em transplantdszaelms na camara Optica (Small et al., 1993),
guando comparadas ao transplante de astrécitoseamong de migracdo, invasibilidade e

integracéo, propriedades que necessariamente dmretonsideradas.
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Foi descrito em 2000 pelo grupo do Igbal Ahmad (&ska, EUA) que mostrou que
progenitores retinianos nestina positivos na fodaaneuroesferas e introduzidos no olho de
roedores expressavam marcadores de fotoreceptodssld dias, quando integrados ao tecido
retiniano (Chacko et al., 2000). Na mesma époaaupo de Thomas Reh mostrou que a retina
de aves pos-natais apresenta uma zona mitoticanaginge na margem periférica da retina,
chamada de zona ciliar marginal (ZCM) com uma ddade consideravel de progenitores
capazes de reentrar no ciclo mitético medianteol@sduzida por injecdo de neurotoxinas, como
0 acido cainico ou NMDA diretamente no vitreo (Eisk Reh, 2000). As células que proliferam
no animal adulto sdo geradas a partir dessa pd@mlde células neuroepiteliais germinativas da
ZCM, que embora apresente uma propriedade prdlifarBmitada em aves e em mamiferos, em
peixes e nos anfibios é dotada de uma grande daplacproliferativa (revisado em Lamba et al.,
2008), o que induziria a geracdo de milhares dardoeptores por dia apds lesdo da retina por
laser no modelo do peixe dourado (Wu et al.,, 200Lxante o desenvolvimento normal da
retina, esse tecido se estabelece de acordo cognadiente de formacéo celular centro-periferia,
e nos anfibios e em peixes a formacado é relativeareais rapida na porcdo mais central da
retina.

Em 2003, Fischer e Reh propuseram que a glia deeivila retina de aves funcionaria
como uma fonte de progenitores proliferantes capdeegerar neurdnios. Estas glias apds cerca
de 48-72 h na presenca de um ambiente propiciitalpor lesdo retiniana por injecdo de
NMDA ou com fatores tréficos adequados como a inaulo fator de crescimento basico de
fibroblastos (FGF) e o fator de crescimento similar a insulif@aH), entram em proliferacéo,
desdiferenciam, e expressam uma combinacdo dedaturinsecos normalmente presentes nos

progenitores retinianos sendo produzidos novosoneas e glia.
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A nestina representa um desses marcadores femastigdies progenitores, comumente
associados a reprogramacado e a possibilidade dedgede multiplos tipos celulares via divisdo
assimeétrica estimulados por agentes extrinsecazn®emnente, o grupo de Monica Lamas no
México (Lamas et al., 2007; Ramirez e Lamas, 200@straram que 0 neurotransmissor
glutamato, atraveés da ativacdo do receptor de NMB#Anenta a taxa de proliferacdo dos
progenitores retinianos derivados da células glipie por sua vez formam neuroesferas. Um dos
passos que intermediariam esse processo € a fagfarido fator de transcricdo CREB (proteina
gue se liga ao elemento de resposta a AMPc) queatiea inUmeros papéis de plasticidade
envolvendo o AMPc no SN, desde a liberacdo de tramsmissores a consolidacdo de memoria
(Bailey et al., 1996) e a proliferagéo celular {ieeket al., 2007).

Nossos resultados revelam que as catecolaminas DWA eativam receptores D
dopaminérgicos (Kubrusly et al., 2005 eadrenérgicos expressos em culturas de glia desMull
através do aumento de AMPc. Em culturas de rettnaainundongos pos-natais, as respostas
catecolaminérgicas sdo classicas, ou seja, blogaeadr seus respectivos antagonistas
farmacoldgicos (Ppor SCH 23390 @1 por alprenolol/propanolol, ndo ocorrendo inteéfeia
cruzada). Ja nas culturas obtidas de retina de awdsora a expressdo de ambos os receptores
esteja presente na glia purificada, a estimulagaoDA ou NA ocorre via sinalizagdo de
receptores B tal qual o observado na retina embrionaria des gi@brusly et al., 2007). E
comum em alguns circuitos nervosos ocorrer prorndsde das catecolaminas com as respostas
de sinalizacdo seja for falta de acoplamento eosreeceptores e as proteinas G, ou pela
proximidade da afinidade de ambas as catecolanemageceptores imaturos. Como a DA € a
principal catecolamina funcional da retina, e apdrecos de NA e de AD sdo encontrados nesse

tecido oriundos de uma estimulacdo do sistema msenauténomo, via divisdo simpatica,
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(Osborne, 1981; Ehinger e Steinbusch, 1985) o tecdp, tem um papel fundamental em
estagios precoces da retina, e especificamentdiamalg Muller de aves. Nossos resultados
reforcam outros dados da literatura que demonstramae na retina de algumas espécies 0s
receptores dopaminérgicos podem ser ativados poeisocatecolaminas, como a noradrenalina
(Vanderheyden et al., 1986; Robbins et al., 198&sim, o receptor dopaminérgico, [&
expresso em idades precoces do desenvolvimentetida de aves, e nesse estagio o receptor
ndo possui uma especificidade para a DA podendats@do por NA (Kubrusly et al., 2007).
Independente do tipo de receptor catecolaminéigicou 1, em diferentes estagios da cultura,
estas sinalizam via AMPc. Esta sinalizacdo podeviar a fosforilagdo de CREB como mediador
intermediario em eventos de diferenciacdo e reprogcao celular. Como mostrado por Ramirez
e Lamas (2009), existe uma relacdo entre o fatotratecricio CREB e a proliferacdo de
progenitores retinianos, sendo provavel que a @iivadesta via tenha um papel central na
expressao do marcador nestina por células gliaisutura, ja que ha aumento de AMPc na glia
de Miller e/ou na retina em poucos minutos de iacdb com DA, NA (Figuras 10 e 11 desta
tese; Ventura e De Mello, 1990; Kubrusly et alQ20ou PACAP (Kubrusly et al., 2005).

Por outro lado, o ATP € um nucleotideo pleiotropioon muitos papéis no SN e, mais
recentemente, tem sido descrito como importantetrglismissor envolvido na interacao
neurénio-glia no sistema nervoso periférico (Fieldd Stevens-Graham, 2002) e no SNC, (Perez
et al.,, 1986; North e Verkhratsky, 2006). De faten sido documentado que progenitores
retinianos de aves (Franca et al., 2007; Nune$.,e2@07) e de roedores (Sholl-Franco et al.,
2009) assim como a glia de Miuller (Sanches et28l02) possuem receptores purinérgicos
ionotropicos e metabotropicos funcionais (Jabsl.et2800; Fries et al., 2005). O ATP seria
liberado pela glia de Miller e astrécitos retinian® ativaria receptores neuronais e gliais

potenciando ondas de €aNewman, 2003). Diferente das respostas catecofamicas que
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envolvem normalmente a via AMPc-PKA-pCREB, os rémegs dos nucleotideos estdo

primariamente envolvidos com a modulacéo d&" @aracelular e formacédo de foseranositideos
na retina (Sugioka et al., 1996; Newman, 2003)imas®mo na geracdo de ondas de calcio
intercelulares como fendmenos de sincronizacamnglial (Newman, 2003), coexistindo ou ndo

com proteinas das familias das conexinas e parermasinapses elétricas (Contreras et al.,
2002). Essas interacdes envolvendo a comunicad@edonal de véarias outras moléculas, além
do ATP e das catecolaminas na retina, implicariamdéerentes efeitos como sobrevivéncia,

diferenciacdo, neuroprotecdo e morte de neuréeisianos (revisado em de Melo Reis et al.,
2008b). Em resumo, a glia de Mdller realiza cantedbm a maioria, sendo com todos os
neurbnios presentes na retina, e essa comunicagde pe dar inclusive pela acdo de
transmissores.

Nesse trabalho avancamos com a investigacao deiquages da glia de Miller em
relacdo ao comportamento vitro quando na auséncia de neur6nios. E sabido queedato
neuronais retinianos modificam a atividade de eagisde transportadores gliais, como o GAT-
3 (de Sampaio Schitine et al., 2007) na glia deldligm cultura e o GLAST, transportador
glutamatérgico no tecido hipocampal (Schlag et ¥398). Aléem disso, resultados do nosso
laboratorio mostram que na falta da influéncia oeat., a glia de Miller expressa a enzima para
a sintese de GABA (GAD), porém sem atividade fumaig além de subunidades de receptores
nicotinicos e receptores para o PACAP ativos (Kslgret al., 2005).

Em continuidade com os resultados obtidos demoriraa expressao de nestina em
células de Miller na condicao controle (cerca d#)36 seu aumento mediante estimulos com
catecolaminas e ATP, pretendemos realizar expetosejue verifiguem a funcionalidade das
respostas de sinalizacdo quando culturas foremdaatdesde o come¢o com antagonistas de

catecolaminas e ATP. Esse tratamento poderia meduziivel de expressdo da nestina em
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condicdes basais e ter implicacbes em relacdo amgad no fendtipo. E fato que a glia de
Muller sem a influéncia neuronal passa a expressaléculas normalmente associadas a
neurbnios e passa a ser modulada por neurotramssssslterando seu fenotipo. Assim
poderemos verificar (i) se ha influéncia no fendtigopaminérgico; e (ii) se a expressao de
marcadores tidos como neuronais (GAD, receptorAleAP, subunidade do receptor nicotinico)
continuardo presentes sem essa modulagdo por leaétas e ATP enddgenos e (iii) se
neuroesferas poderdo ser obtidas de células deetidim a expressédo de nestina reduzida, ja
gue este € um marcador de progenitores. Aléem dsm@ avaliada a expressdo de outros
marcadores de células progenitoras como CASH-15 P&hx10.

Recentemente, 0 N0SSO grupo comecou a prepanareséras derivadas de progenitores
retinianos, assim como derivadas de glia de MUlt@perimentos futuros serdo realizados para
tentar definir uma estratégia de diferenciar célakauronais a partir de glia de Miiller em cultura.
Ja comecamos a utilizar ferramentas moleculares aiar possiveis fatores que interferem no
aparecimento de nestina e a possivel regulacaes pedorotransmissores investigados nesse
trabalho, assim como a influéncia de fatores to&ficomo o CNTF, o BDNF e fracdes ativas da
glia de Miller (colaboracdo com o Dr. Rodrigo Masti UFRJ) na (des)diferenciacdo da glia.
Dito isto, as direcdes futuras apontam para quesgmoss (i) implementar um modelo de
caracterizacdo funcional dos tipos celulares watios a partir de neuroesferas retinianas de
camundongos que permita incrementar tipos celuldeesnteresse (fotoreceptores e células
ganglionares), (ii) transplantar células de Mukemprogenitores retinianos que expressam a
proteina GFP em retinas previamente lesadas eripostente em modelos de degeneracdo
visual (glaucoma e diabetes) e (iii) identificatof@s da glia de Muller que tem atividade tréfica

em neurbnios periféricos e centrais. Estes tenwyeativos estdo definidos nos projetos Pronex
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2010 (coordenador FG de Mello) e Pensa-Rio 2016rdemador R Linden) e serdo realizados

em colaboracdo com diversos pesquisadores do Rragia Neurobiologia da UFRJ e da UFF.
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6- Conclusdes

» O receptof,.adrenérgico esta presente na glia de Miller deaele aves.

* Em culturas de glia de Miuller de aves, a estimalad@ NA ocorre via sinalizacdo de
receptores B tal qual o observado na retina embrionaria de.ave

e Em culturas derivadas de retina de camundongos nadss, as respostas
catecolaminérgicas séo classicas, ou seja, blogegaol seus respectivos antagonistas
farmacologicos (P por SCH 23390 €3; por alprenolol/propanolol, ndo ocorrendo
interferéncia cruzada).

» Existe uma sinalizagdo purinérgica na glia de Mulle camundongos, como pode ser
observado pela permeabilizacdo das células aooiatiepropideo quando tratadas com
ATP.

* A sinalizagdo catecolaminégica e purinérgica induze expressdo de nestina, um
marcador fenotipico normalmente encontrado em mit@yes relacionado com a

mudanca na programacao das células.
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