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RESUMO

Por muito tempo, o ATP foi considerado apenas como uma molécula capaz de
fornecer energia quimica para reacdes metabolicas nas células. Entretanto, receptores
para nucleotideos vém sendo demonstrados em varios sistemas biolégicos, como, por
exemplo, a retina. Em trabalhos anteriores, nosso grupo observou que, pelo menos um
dos receptores purinérgicos envolvidos na proliferacdo celular na retina de galinha em
desenvolvimento é o receptor P2Y;. Quando ativado, este receptor dispara, de forma
independente, pelo menos duas vias de transducdo de sinal que levam ao aumento na
incorporacdo de [*H]-timidina. Uma delas é a ativacdo seqiencial da PLC, PKC e
MAPK e a outra € a ativacdo da PISBK/AKT. Os resultados apresentados aqui mostram
que o antagonista do receptor de IGF-I/Insulina, IOME AG-538, inibe completamente a
proliferagéo celular induzida por ATP ou ADP. A ativacdo de receptores P2Y por ATP
promove um aumento de ~2.1 x na forma fosforilada do receptor de IGF-I/Insulina, de ~
6.3 x na fosforilagdo da ERK e de ~2.0 x na fosforilagdo da AKT. Estes efeitos foram
inibidos por IOME AG-538. Recentemente, n6s demonstramos que a proliferacao
celular induzida por ATP ocorre de forma concomitante com a dessensibilizacdo da
formacdo de [*H]-fosfoinositideos induzida por receptores P2. Neste trabalho, nés
mostramos que o tratamento das culturas de retina com os inibidores de endocitose
mediada por clatrina monodansil-cadaverina e clorpromazina blogqueou completamente
tanto a proliferacdo celular induzida por ATP quanto a fosforilacdo de receptores para
IGF-I/Insulina, do IRS-1, da ERK e da AKT, sugerindo que a transativacdo de
receptores IGF-I/Insulina por receptores P2 seja uma etapa necessaria para a inducao de
proliferacdo celular mediada por ATP. A relacdo entre receptores tirosina cinase para
IGF-1/In e a proliferacdo em culturas de celulas de retina foi observada somente em
fases precoces do desenvolvimento de culturas de retina, uma vez que em culturas mais
diferenciadas submetidas a lesdo mecénica, nenhum efeito do antagonista de IGF-I foi
observado na proliferacdo e crescimento celular induzido por ATP, sugerindo que a
transativacdo de receptores para IGF-1/In por receptores P2 ocorra apenas em
progenitores gliais em desenvolvimento precoce, mas ndo em células gliais mais
diferenciadas.
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ABSTRACT

For a long time, ATP was considered only as a molecule capable of providing
chemical energy for cell metabolic reactions. However, receptors for nucleotides have
been demonstrated in various biological systems, for example, the retina. In previous
work, our group observed that at least one of the purinergic receptors involved on chick
retinal cell proliferation is the P2Y; receptor. When activated, this receptor triggers
independently at least two pathways leading to increased incorporation of [°H]-
thymidine. One of them is the sequential activation of PLC, PKC and MAPK and the
other is PI3K/AKT pathway. The results presented here show that the antagonist of the
IGF-1/Insulin receptor, IOME AG-538, completely inhibits cell proliferation induced by
ATP or ADP. The activation of P2Y receptors by ATP increase phosphorylated IGF-
I/Insulin receptor by ~ 2.1 x, the phosphorylation of ERK by ~ 6.3 x and of AKT by ~
2.0 x. These effects were inhibited by IOME AG-538. Recently, we have shown that
cell proliferation induced by ATP occurs concomitantly with the desensitization of the
formation of [®H]-phosphoinositides induced by P2 receptors. Here, we show that the
treatment of retinal cultures with the inhibitors of clathrin-mediated endocytosis,
monodancyl-cadaverine and chlorpromazine, blocked both cell proliferation induced by
ATP as well as the phosphorylation of IGF-1/Insulin receptor, IRS-I, ERK and AKT,
suggesting that trans-activation of IGF-1/Insulin receptors by P2 receptors is a necessary
step for cell proliferation induced by ATP. The relationship between IGF-1/Insulin
tyrosine kinase receptors and proliferation in cultured retinal cells was observed only
during early phases of the developing retinal cultures, since in more differentiated
cultures submitted to mechanical injury, no effect of the IGF-1 antagonist was observed
in ATP-mediated cell proliferation and growth, suggesting that trans-activation of IGF-
I/Insulin receptors by P2Y receptors occurs only in early developing glial progenitors,
but not in more differentiated glial cells.
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Abreviaturas

AMPc - 3'5-adenosina monofosfato ciclico

AP-2 — complexo adaptador da membrana plasmatica
ATP — adenosina trifosfato

ADP — adenosina bifosfato

UTP — Uridina trifosfato

UDP — Uridina difosfato

BDNF - fator neurotréfico derivado do cérebro

BrdU — bromodeoxiuridina

BSA - albumina de soro bovino

CaMK - proteina cinase dependente de Ca** / calmodulina
CHO — célula de ovario de hamster chinés

CMF - solugdo salina sem célcio e magnesio

CNI - camada nuclear interna

CNE - camada nuclear externa

CFTR - condutancia transmembrana da fibrose cistica
CPE- camada plexiforme externa

CPI — camada plexiforme interna

CPZ - clorpromazina

DAG - diacilglicerol

DNA - 4cido desoxirribonucléico

E2 - segundo dia embrionario

EGF — Fator de crescimento epidermal

EP - epitélio pigmentado

ERK — Cinase reguladas por sinais extracelulares

Fase S — sintese de DNA da interfase

SFB - soro fetal bovino

FGF — fator de crescimento de fibroblastos

FGFb - fator de crescimento de fibroblasto basico
GABA - acido gama amino butirico

G1 - Fase da interfase; primeiro intervalo, ap6s a mitose
G2 - Fase da interfase; segundo intervalo, antes da proxima mitose
Grb2 — Proteina 2 ligada ao receptor de fator de crescimento
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GRK - cinase do receptor acoplado a proteina G

IGF-I — fator de crescimento semelhante & insulina do tipo 1
IGF-I1 -fator de crescimento semelhante a insulina do tipo 2
IGFR-1 — receptor para IGF do tipo 1

IP; — Inositol trifosfato

IRS - substrato responsivo a insulina

MAPK - proteina cinase ativadora de mitose

MDC — monodancil-cadaverina

MEK - Cinase ativadora da MAP cinase

NGF - fator de crescimento do nervo

PACAP - polipeptideo ativador de adenilil ciclase produzido pela pituitéria
PC12 - linhagem de células derivadas de feocromocitoma da medula adrenal de rato
PDGF — fator de crescimento derivado de plaguetas

PI3K — cinase do fosfaditilinositol na posigéo 3

PIP2 - fosfatidilinositol bi-fosfato

PKA - proteina cinase A

PKB - proteina cinase B

PKC - proteina cinase C

PLD-2 — fosfolipase D2

PPADS - Piridoxal-fosfato-6-azofenil-2’,4’-disulfonato
Pyk?2 — tirosina cinase rica em prolina 2

Raf — cinase que ativa a MEK

Rap-1 — proteina ativadora de repressao

Ras — proteina de um sarcoma de rato

RB-2 — Reactive Blue - 2

RBL-2H3 — células leucémicas basofilicas de rato

RE - reticulo endoplasmatico

RGC - células ganglionares da retina

RPTG — receptor acoplado a proteina G

Sh2 — dominio de homologia src

Shc - proteina semelhante ao colageno com homologia src
SN - sistema nervoso

SNC - sistema nervoso central

SOS — “son of sevenless”



Src — familia de proteinas cinases nomeada a partir do produto do gene v-src do virus do
sarcoma Rous; proteina de sarcoma de retina de galinha

TCA - &cido tricloroacético

Trk — cinase relacionada a tropomiosina

Z\ — zona ventricular
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1-Introducéo:
1.1 — Estrutura e neurogénese da retina de galinha.

O olho dos vertebrados origina-se da vesicula optica, formada pela invaginagédo do
tubo neural, formando uma estrutura de duas camadas, o copo Optico. A camada interna
da origem aos neurdnios e a glia radial da retina neural, enquanto que a monocamada
externa de células epiteliais forma o epitélio pigmentado da retina (EPR) (para revisao,
Polyak, 1957; Cogan, 1966).

O tecido retiniano é especializado em converter a energia luminosa do ambiente
em sinais quimicos e elétricos neurais, que sdo processados e interpretados pelo cérebro.
Durante a formagdo da retina neural, o processo de mitose é confinado & camada de
células progenitoras imediatamente adjacente ao epitélio pigmentado da retina, a zona
ventricular (ZV). Os nucleos dos progenitores da retina se movimentam por migracao
nuclear intercinética, movendo-se da ZV em direcdo a camada de células ganglionares
(CCG) durante a fase G1 do ciclo celular. Apds a duplicacdo do DNA na fase S, 0s
nacleos retornam a ZV durante a fase G2 para finalizar o ciclo com a mitose (Pearson et
al., 2002).

A medida que as células vdo saindo do ciclo celular, o tecido retiniano vai
adquirindo uma morfologia em camadas que podem ser basicamente divididas em
camadas de corpos celulares (camadas nucleares) e camadas de prolongamentos
(camadas plexiformes). Do epitélio pigmentado em direcdo ao vitreo, a retina €
composta pela camada dos fotorreceptores (camada nuclear externa, CNE), seguida pela
camada plexiforme externa (CPE), camada nuclear interna (CNI), camada plexiforme
interna (CPI) e pela camada das células ganglionares (CCG) (Figura 1A).

Histologicamente existem 6 tipos de neurdnios e 1 tipo celular glial na retina (para

revisdo: Rodieck, 1998). Na retina de galinha, a diferenciacdo das primeiras
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Figura 1: A) Representagdo esquematica da retina, mostrando suas diferentes camadas
e tipos celulares. B) Curso temporal da neurogénese na retina embrionaria de pinto. Em
A, as celulas desenhadas representam: laranja, fotorreceptores cones; marrom, bastonetes;
Amarelo, horizontais; Azul escuro, bipolares; Verde, amacrinas; Vermelho, ganglionares;
Azul claro, glia de Muller (Dyer e Bremner, 2005). Em B, as barras cinza e vermelho
representam as idades embrionérias onde o UTP e o ATP induzem proliferagdo na retina
embrionaria de galinha, respectivamente (Pearson et al., 2002; Sanches et al., 2002). CNE,
camada nuclear externa; CPE, camada plexiforme externa; CNI, camada nuclear interna;
CPI, camada plexiforme interna; CCG, camada de células ganglionares.




células ocorre a partir do segundo dia embrionario (E2), do centro para a periferia,
comecando pelas células ganglionares, seguidas pelos fotorreceptores e pelas células
amécrinas e horizontais (Fujita e Hori, 1963; Morris, 1973; Spence e Robson, 1989;
Prada et al., 1991). As ultimas células a sairem do ciclo celular sdo as células bipolares
e a glia de Miiller, havendo o término de divisfes celulares em E12 (Kahn, 1974; Prada
etal., 1991) (Figura 1B).

Nesta tese, estudamos a proliferacdo celular induzida por nucleotideos na retina
em duas situacdes especificas. A primeira parte serd focada no mecanismo deflagrado
por ATP, ADP e IGF-I para a inducdo de proliferacdo celular em culturas mistas de
retina, utilizando para isto, embrides com sete dias de desenvolvimento (E7). Na
segunda etapa, iremos estudar o papel do ATP na proliferacdo e migracdo celular, em

culturas de retinas mais diferenciadas (E8C7), submetidas a lesdo mecanica.

1.2- Caracterizacdo do ATP como neuromodulador: um breve historico.

Durante o inicio do século XX, Drury e Szent Gyorgyi demonstraram pela primeira
vez que o ATP e a Adenosina quando administrados por injecdo intravenosa, poderiam
agir sobre a fisiologia cardiaca, levando a diminuicdo da pressao arterial e reducdo da
forca de contragé&o.

Os efeitos de nucleotideos extracelulares no sistema nervoso foram
primeiramente demonstrados por Emmelin e Feldberg em 1948, que ao injetar ATP na
corrente sanguinea de gatos, verificaram como resposta fisiologica fraqueza muscular,
ataxia e sonoléncia. Ao mesmo tempo, Buchthal e Folkow (1948) reconheceram o papel
fisiolégico do ATP na juncdo neuromuscular, mostrando que a contracdo da fibra
muscular esquelética induzida por acetilcolina era potencializada por ATP em sapos.

Em seguida, Holton (1959) mostrou a agdo neurotranmissora do ATP utilizando



terminais sensoriais como modelo e, Galindo e colaboradores (1967), aplicando ATP na
medula espinhal de gatos, observaram que este nucleotideo produzia mudangas
eletrofisiolOgicas excitatorias.

Nos Ultimos trinta anos, o papel da adenosina e do ATP como neurotransmissor e
neuromodulador no sistema nervoso central, periférico e entérico foi determinado
(Burnstock, 1993). Além disso, receptores especificos para ATP (Abbracchio e
Burnstock, 1994) e adenosina (Fredholm e Dunwiddie, 1988) foram identificados. A
ativacdo destes receptores pode promover efeitos tréficos incluindo eventos plasticos
envolvidos na meméria e aprendizado, crescimento de processos nervosos,
neuroprotecdo contra estimulos toxicos, regulacdo do nimero de células através de
indugéo de morte celular e proliferacéo celular (Ralevic e Burnstock, 1998; Rathbone et
al., 1999; Khakh, 2001; Burnstock, 2004). As purinas também regulam a contracdo
muscular lisa, a agregacdo plaquetaria e a mobilidade gastrintestinal, assim como
participam na fisiologia respiratoria e renal (Burnstock, 1991). No sistema nervoso, a
ativacdo dos receptores purinérgicos pode regular o crescimento de neuritos (Gysbers e
Rathbone, 1996), modular a proliferacdo de células gliais (Rathbone et al., 1991;
Abbracchio e Burnstock, 1994; Ciccarelli et al., 1994; Neary et al., 1996), de
progenitores retinianos tardios (Sanches et al., 2002; Franca et al., 2007; Nunes et al.,
2007) e de celulas do endotélio capilar cerebral (Rathbone et al. 1992). As purinas
também podem participar na sintese e liberacdo de neurotrofinas (Ciccarelli et al.,

1997), ativacdo de microglia e formacéo de escara glial (Neary et al., 1996).



1.3- Liberacéo de nucleotideos.

A concentracdo extracelular de purinas depende de uma série de fatores que
incluem: o quanto € liberado para o meio extracelular, o volume de liquido extracelular
no local de liberacdo, além dos mecanismos de captacdo de purinas e enzimas
extracelulares que as metabolizam. No cérebro, as fontes de purinas extracelulares séo
as células neuronais, a glia, a microglia, células endoteliais e o sangue (Fields e
Burnstock, 2006).

Mudltiplos mecanismos de liberacdo para nucleotideos de adenina em neurénios e
astrocitos tém sido discutidos até o0 momento. No primeiro deles, o ATP seria liberado
no espaco extracelular através da lesdo da membrana plasmatica. Num segundo
mecanismo, o ATP passaria pela membrana plasmatica intacta através de hemicanais
formados por conexinas (Cotrina et al., 2000) ou através de transportadores ligados a
canais iénicos (Abdipranoto et al., 2003; Darby et al., 2003). Num terceiro mecanismo,
0 ATP seria liberado pela exocitose de vesiculas sinapticas de neurénios ou de granulos
intracelulares de células ndo neuronais, de maneira dependente de Na' e Ca®*
(Richardson e Brown, 1987; Pintor et al., 1992). Neste mecanismo, ATP seria co-
liberado com neurotransmissores classicos como adrenalina, acetilcolina, GABA,
dopamina e glutamato no sistema nervoso central por mecanismos envolvendo a
despolarizacdo da membrana, podendo a concentracdo de ATP chegar a 100 uM apoés
estimulagdo elétrica continua (para revisdo: Fields e Burnstock, 2006). Os mecanismos
mais recentes descritos para a liberagdo de ATP para o espago extracelular envolvem a
glicoproteina P e o regulador da condutancia transmembrana da fibrose cistica (CFTR)
(Ballerini et al., 2002) bem como o 6xido nitrico (NO) (Burnstock, 2004).

No sistema nervoso central, os neurdnios tém sido tradicionalmente considerados

como a principal fonte de liberacdo de ATP. Segundo Zimmermann (1994), o ATP pode



ser liberado na fenda sinaptica em conjunto com outros neurotransmissores, ativando
receptores purinérgicos especificos e funcionando como um neuromodulador na
fisiologia do SNC. Além disso, o ATP liberado para as sinapses pode ser metabolizado
em adenosina por ectonucleotidases (Ceballos et al., 1994). A adenosina, por sua vez, é
um potente modulador inibitério, aumentando a condutancia de canais de potéssio pos-
sindpticos e diminuindo a condutancia de canais de calcio pré-sinapticos (Zimmermann,
1994; Cunha, 2001). Por outro lado, outros estudos demonstraram que as células gliais
também possuem a habilidade de liberar ATP (Wang et al., 2000), sugerindo que elas
possam modular a atividade neuronal pela ativagdo de receptores purinérgicos.

Na retina de coelho, foi demonstrado que o ATP ¢ a principal purina enddgena,
sendo a [*H]-adenosina incorporada, rapidamente fosforilada em nucleotideos de
adenina neste tecido (Perez et al., 1986). Na retina de ratos, Newman (2001) mostrou
que o estimulo de astrdcitos e células de Muller resulta na liberacdo de ATP seguida da
propagacao de ondas de calcio. Outros estudos ainda mostraram que o ATP pode ser
liberado de células do epitélio pigmentado via hemicanais do tipo “gap junctions”,
modulando a proliferacdo de progenitores (Pearson et al., 2005). Na retinha de galinha,
observamos que o meio condicionado obtido de cultura de células em estagios
avancados do desenvolvimento possui quantidade de ATP suficiente para promover a
dessensibilizacéo de receptores P2Y, um efeito que € revertido tanto por dialise do meio
utilizando uma membrana permeavel a moléculas menores do que 12KDa quanto pela
incubacdo com PPADS 100 uM, um antagonista de receptores P2Y (figura 7 do artigo

em anexo: Franca et al., 2007).



1.4- Receptores purinérgicos.

Receptores distintos para ATP, UTP e seus derivados e para adenosina,
foram descritos pela primeira vez por Burnstock (1972, para revisdo). Recentemente,
Abbracchio e Burnstock (1994) classificaram 0s receptores purinérgicos como
pertencentes a duas grandes familias: 1- receptores acoplados a proteina-G
(metabotropicos) e 2- receptores diretamente ligados a canais idnicos (ionotrépicos)
(Di Virgilio, 2001; Abbracchio e Burnstock, 1994) (Figura 2).

Com base na fisiologia, no perfil farmacolégico, na seletividade de acoplamento
com vias de segundos mensageiros e na clonagem molecular, Abbracchio e Burnstock
(1994) descreveram multiplos membros destas duas classes de receptores purinérgicos.
Assim, os receptores para adenosina (P;) e ATP (P2Y) foram classificados como
metabotrépicos e os receptores para ATP do tipo P2X foram classificados como
ionotropicos. Enquanto a maioria dos receptores P2 é ativada por ATP e em menor
escala por ADP, algumas subclasses desses receptores podem ser ativadas por
pirimidinas como UTP e UDP (Lazarowski e Harden, 1994). De acordo com estes
estudos, a ordem de poténcia do agonista para 0s receptores purinérgicos P, foi definida
por adenosina > AMP > ADP > ATP. Ja no grupo de receptores purinérgicos P2, o ATP
é o principal agonista, sendo a ordem de poténcia do ligante ATP > ADP > AMP >
adenosina (Abbracchio e Burnstock, 1994). Além disto, outros estudos com base na
estrutura molecular, distribuicdo nos tecidos, caracteristicas farmacoldgicas
(Abbracchio e Burnstock, 1994) e vias de sinalizacdo especificas (Palmer e Stiles,
1995), estabeleceram que os receptores Py de adenosina podem ser divididos em quatro
subtipos, A1, Aza, Az € As, todos associados a proteina G.

Os receptores P2X apresentam baixa afinidade para o ATP e séo responsaveis pela

neurotransmissao excitatdria rapida ja que, quando ativados, permitem a passagem de



P2X, P2Y,
gt P2Y2

P2X,
P2Y,
P2X, P2Y,
P2X, P2Y,,
P2Xs P2Y,,
P2Xq e P2Y,g
P2X, P2Y,,

Adaptado de: Fields e Burnstock, 2006;

Figura 2: Familias de receptores purinérgicos P2. A direita, estdo representados 0s
receptores metabotropicos P2Y, que sdo estruturalmente compostos por 7 dominios
transmembrana, uma porgdo c- e n- terminal localizadas no meio intra e extracelular,
respectivamente. A esquerda, estdo representados 0s receptores ionotropicos P2X,
caracterizados por possuirem suas regifes carboxi e amino-terminais localizadas
intracelularmente e exibirem uma alca extracelular onde se ligam os agonistas. S&o formados
por hetero- ou homotrimeros que, ao serem ativados, permitem a passagem de cations tais
como Ca?*, Na* e K* (Fields e Burnstock, 2006).



cétions tais como Ca®*, Na* e K*. Até o momento, ja foram descritos sete subtipos:
P2Xu17 (Ralevic e Burnstock, 1998; llles et al., 2000; Burnstock, 2004), todos
caracterizados por possuirem suas regibes carboxi- e amino-terminais localizadas

intracelularmente e exibindo uma alca extracelular onde se ligam agonistas, antagonistas e

moduladores (Khakh et al., 1999).

Os receptores metabotropicos P2Y sdo estruturalmente compostos por sete
dominios transmembrana, tem a por¢do C-terminal localizada no meio intracelular e a
porcdo N-terminal localizada extracelularmente. Até o momento foram identificados
oito subtipos, podendo estar acoplados a proteina-Gg11 (receptores P2Y1, P2Y 54, P2Ys,
P2Y1; e P2Y1,), a proteina Gs (P2Y11) e a proteina Gi (P2Y12 e P2Y13). Enquanto os
receptores P2Y1, 11, 12, 13 S80 ativados seletivamente por nucleotideos de adenina (von
Kigelgen e Wetter, 2000; Hollopeter et al., 2001; Fields e Burnstock., 2006), 0s
receptores P2Y, humano, P2Ys e P2Yy4 sdo estimulados por nucleotideos de
pirimidinas. Ja o receptor P2Y, responde igualmente bem a ATP e UTP (Fields e

Burnstock., 2006). A tabela | sintetiza algumas das caracteristicas dos receptores P2Y.

1.5 — Dessensibilizacédo de receptores acoplados a proteina G.

A resposta celular de receptores acoplados a proteina G ao agonista, geralmente,
pode ser rapidamente atenuada. Os mecanismos que atenuam a sinalizacdo destes
receptores sdo considerados de grande interesse, uma vez que fornecem subsidios a
célula para responder adequadamente a hormonios e neurotransmissores.

O fenémeno de dessensibilizagdo de receptores acoplados a proteina G (RPTG)
envolve pelo menos dois processos principais, a fosforilacdo da alca carboxi-terminal do
receptor e a internalizacdo (endocitose) do receptor. Diversas proteinas cinases possuem
como alvo os RPTGs. O principal alvo de proteinas cinases como a PKA, PKC e GRKs
nos RPTGs sdo os residuos serina e treonina localizados na cauda C-terminal (para

9



Receptor Agonista Antagonista Sinalizagéo
P2Y, 2MeSADP > ADP MRS2179, PPADS G,/ PLCP/ Ca?* | PKC
> ATP
P2Y, UTP =ATP Suramina > RB-2 G,/ PLCP/ Ca?* | PKC
P2y, UTP>ATP RB-2 > Suramina G,/ G,/PLCB/Ca** | PKC
P2Y, UDP >> UTP > MRS2578, G,/ PLCP/ Ca?* | PKC
ATP PPADS,
Suramina
P2Y,; ATP Suramina > RB-2 G,/ PLCB/Ca?* /PKC
G,/ AC/cAMP
P2Y,, ADP >> ATP Clopidogrel G,/ AC/cAMP
Gyy13/ RhO A
P2Y, ADP MRS2211 Gy, / AC / cCAMP
P2Y,, UDP-glicose - G,/ Gy

Tabela I: Principais agonistas, antagonistas e vias de transducdo de sinal pra

receptores P2Y. (adaptado de Fields e Burnstock, 2006 e Erb et al., 2006).
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revisdo: Barki-Harrington e Rockman, 2008). A fosforilacdo do receptor acaba por
diminuir o acoplamento com a proteina G e, consequentemente, diminuir os efeitos
bioldgicos classicos gerados pela ativacdo do receptor. Geralmente a fosforilagdo do
receptor por PKA e PKC ndo ocorre de maneira especifica, levando a fosforilacéo de
outros receptores. Este tipo de dessensibilizacdo é conhecido como heter6loga (Koenig
e Edwardson, 1997). J& a fosforilacdo dos RPTGs pelas GRKs afeta em sua maioria 0s
receptores ligados ao agonista culminando na dessensibilizacdo homologa. Os residuos
fosforilados pelas GRKs sdo diferentes daqueles que sédo alvos de outras cinases
(Krupnick e Benovic, 1998). Além disso, as GRKs promovem a ligacdo de arrestinas,
que sdo proteinas intracelulares que bloqueiam a interagdo do receptor com as proteinas
G e facilitam a endocitose (Figura 3). Durante a endocitose, as moléculas de B-arrestina
podem servir como proteinas acessorias adaptadoras, fazendo com que proteinas como a

Raf e ERK sejam ativadas durante o processo (Ferguson, 2001).

Células eucaridticas possuem duas vias bioguimicas distintas para realizacdo de
endocitose: uma via dependente e outra independente de clatrina. A formacdo de
vesiculas recobertas por clatrina ocorre através da interacdo de proteinas do citoplasma
com componentes da superficie interna da membrana plasmatica (para revisdo: Mousavi
et al., 2004). Neste caso, os fosfoinositideos, especialmente (4,5)P, e (3,4,5)P3, que sdo
formados e metabolizados de maneira regular na superficie interna da membrana
interagem com as proteinas adaptadoras capazes de promover o recobrimento de
vesiculas com clatrina, incluindo a proteina adaptadora heterotetramérica AP-2 (Ford et

al., 2001).

A via de endocitose dependente de clatrina foi claramente caracterizada nos

terminais sinapticos, onde participa como o principal mecanismo para reciclagem de
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Figura 3: Mecanismos moleculares envolvidos na dessensibilizacdo e internalizacdo de
RPTG dependente de GRKs e R-arrestina. A ativagdo de RPTG leva a fosforilagdo do
receptor na alca carboxi-terminal mediada por GRKs ou PKC ou PKA. Este fendmeno
facilita a ligacdo de R-arrestina ao receptor. B-arrestinas, através da associagcdo com a R2-
adaptina do complexo adaptador AP-2, fixam os RPTGs em regides recobertas por clatrina.
Estas regides sofrem internalizagdo durante a qual moléculas de B-arrestina funcionam como
adaptadores, fazendo com que proteinas como a Raf e ERK sejam ativadas (adaptado de

Ferguson, 2001).
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vesiculas sinapticas apds a liberacdo de neurotransmissores em resposta a
despolarizacdo da membrana. De maneira geral, a endocitose mediada por clatrina pode
ser morfologicamente definida por trés estagios distintos: 1- recrutamento de moléculas
de clatrina para a membrana plasmaética, formando regides recobertas por clatrina; (2)
invaginacdo destas regides recobertas; (3) rompimento das vesiculas da membrana
plasmaética (para revisdo: Schmid, 1997). A endocitose dependente de clatrina ocorre
normalmente em sitios especializados da membrana e as proteinas mais abundantes

encontradas nestas regides sdo a clatrina e a AP-2 (Owen et al., 2000).

1.6 — Dessensibilizacdo de receptores P2Y.

O papel da dessensibilizacéo e endocitose de receptores purinérgicos vem sendo
caracterizado. Hardy e colaboradores (2005), utilizando plaquetas humanas, mostraram
que a ativacdo de receptores P2Y; com ADP é capaz de induzir ou favorecer a
agregacdo plaquetaria. Este fendmeno € dependente da dessensibilizacdo destes
receptores, indicando a importancia deste mecanismo para a resposta fisiologica.

Mundell e colaboradores (2006), utilizando células de astrocitoma 1321N1
transfectadas com receptores P2Y; associados a hemaglutinina, mostraram pela primeira
vez que as isoformas a e y da PKC sdo capazes de fosforilar o receptor P2Y; de maneira
dependente ou independente de sua ativagdo. Suspeita-se que este receptor possa ser
fosforilado na alga C-terminal, uma vez que esta regido possui sitios passiveis de tal
reacdo, incluindo a treonina 339. A cinética de reciclagem destes receptores na
membrana foi estabelecida por Baurand e colaboradores (2005) utilizando células
plaquetarias humanas. Estes receptores sdo rapidamente retirados da membrana
plasmatica por endocitose, cerca de 45 segundos ap6s o estimulo com ADP, sé

retornando para a membrana 15 minutos apds a retirada do agonista. Recentemente,
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Barton e colaboradores (2008) mostraram que o pré-tratamento de plaquetas com ADP
pode promover a dessensibilizacdo heter6loga de receptores para tromboxano de

maneira dependente de calcio e independente de PKC.

No sistema dopaminérgico, foi demonstrado que a fosforilacdo da ERK é
dependente da internalizacdo dos receptores de dopamina induzida por agonistas. Kim e
colaboradores (2004), utilizando células CHO transfectadas com plasmideos para os
receptores dopaminérgicos D2L e D2S, mostraram que a estimulacdo do receptor D2L,
mas ndo do receptor D2S, induz a ativacdo da via da MAPK através da transativacdo do
receptor tirosina cinase para PDGF. Por outro lado, a ativacdo da via da MAPK por D2S
foi dependente da internalizacdo destes receptores mediada por clatrina e dependente
também de B-arrestina / dinamina. Recentemente, 0 nosso grupo demonstrou que a
proliferacdo celular induzida por ATP na retina de galinha € dependente da ativacédo da
via das ERKSs (Sanches et al., 2002; Nunes et al., 2007) e ocorre simultaneamente com a
dessensibilizacdo de receptores P2 induzida por agonista, sugerindo a importancia deste

fendmeno durante o desenvolvimento da retina “in vitro” (Franca et al., 2007).

1.7- Vias de transducdo de sinal ativadas por receptores de nucleosideos e
nucleotideos.

Receptores A; sdo classicamente envolvidos com a inibigdo da adenil ciclase

(para revisdo: Rathbone et al., 1999) através da ativacdo da proteina-G;,; sensivel a

toxina pertussis. Além da adenil ciclase, outros efetores podem estar envolvidos na

ativacao de receptores A;. Estes incluem a guanilil ciclase, além de canais de potassio e

de célcio dependentes de voltagem (Collis e Hourani, 1993) e da fosfolipase C (Salter e

Hicks, 1995).
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Receptores A; podem estar também ligados a fosfolipase A, (Collis e Hourani,
1993). Diferentemente dos receptores Aj, 0s receptores A, estimulam a adenil ciclase
acoplando-se a proteina Gs e provocando o aumento da concentracdo de CAMP
intracelular (Olah e Stiles, 1990). O receptor As foi o Gltimo subtipo a ser caracterizado,
exibindo um perfil farmacoldgico da ativacdo e distribuicdo nos tecidos distintos nas
diferentes espécies. Em células RBL-2H3, a ativacdo dos receptores Az promove um
aumento da concentracdo de Ca®*; através do aumento da formag&o de inositol trifosfato
(Parekh e Penner, 1995).

Classicamente, os receptores P2 da familia P2X regulam as funcgdes celulares
através da abertura de canais de cétions (Abbracchio e Burnstock, 1994) (Figura 4). Em
geral, estes canais idnicos mostram seletividade para cations monovalentes como Na®,
K* (Harden et al., 1995) e em alguns casos para o Ca** (Cloues, 1995).

O subtipo P2X; difere dos demais receptores P2X em suas propriedades
farmacoldgicas, sensibilidade a voltagem e condutancia. Além disso, func¢des distintas
dos demais subtipos de receptores desta familia foram detectadas, uma vez que estes
sitios possuem a habilidade de formar poros na membrana celular. A ativacdo de
receptores P2X; aumenta a permeabilidade da membrana para a passagem de céations e
anions, bem como para moléculas com até 900 Da (Ballerini et al., 1995). Ballerini e
colaboradores (1996) relataram a presenca de receptores P2X; em culturas de astrocitos
de rato sendo a sua ativacao capaz de aumentar a liberacao de purinas destas culturas.

Por outro lado, os receptores metabotrépicos P2Yy, 2, 4, 6, 11 €Std0 acoplados a
familia de proteinas Ggy11 e estimulam a fosfolipase C, resultando na formagdo de
inositol-(1,4,5)-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) com subsequente mobilizagédo de
estoques intracelulares de calcio (Abbracchio e Burnstock, 1994; von Kigelgen e

Wetter, 2000) (Figura 4). Esta via de sinalizacao foi demonstrada em astrécitos corticais
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Figura 4: Diagrama esquematico ilustrando as possiveis agdes do ATP
identificadas até o momento. Estdo representados a liberacdo de ATP, o
metabolismo, a ativacao de receptores ionotrépicos P2X e metabotrépicos P2Y e
algumas interacbes com vias de segundos mensageiros. A ativacdo destes
receptores € capaz de promover a transcricdo de genes, resultando em diversas
respostas bioldgicas (Franke e Illes, 2006).
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(Neary et al., 1988; Kastritsis et al., 1992), medula de ratos (Salter e Hicks, 1995; Ho et
al., 1995) e retina embrionéria de galinha (Sanches et al., 2002; Franca et al., 2007;
Nunes et al., 2007).

O ATP e outros agonistas seletivos para receptores P2Y, adicionados a culturas de
astrécitos de rato ativam a fosfolipase C e aumentam a concentragdo de Ca’" interno
(Ballerini et al.,1995), sendo este aumento inibido por tapsigargina, uma droga que leva
ao esvaziamento dos estoques de célcio do reticulo (Ballerini et al., 1995). Em conjunto
com esses dados, Chen e Chen (1996) mostraram que a toxina pertussis inibe o acimulo
de [H*]-fosfoinositideos induzido por ATP, UTP e 2-metil-tio-ATP em culturas de
astrocitos. Estes experimentos sugeriram que, nestas células, receptores P2Y sdo
capazes de se acoplar com a PCLypz ou PCLy, através da proteina Gi sensivel a esta
toxina.

A ativacdo de receptores P2Y também foi relacionada com mudangas nos niveis
intracelulares de AMPc (Figura 4). Em alguns tipos celulares, a ativacdo de receptores
P2Y aumenta o acumulo de AMPc (Gailly et al., 1993). Porém, este efeito poderia estar
ocorrendo de forma indireta, uma vez que o ATP causa a liberagdo de transmissores que
aumentam a atividade da adenil ciclase. Por outro lado, a ativacdo de receptores P2Y 35,
P2Y13 € P2Y14 promovem a inibicdo da adenil ciclase através da ativacdo da proteina
Giso (para revisdo: Franke e Illes, 2006) e o P2Y1; esta envolvido tanto com a ativagédo
da adenil ciclase quanto com o aumento de IP; (Abbracchio et al., 2003).

A ativacdo de receptores P2Y em cultura de astrocitos pode ativar a via das
proteinas cinases ativadas por mitdgeno (MAPKSs) (Neary et al., 1996). Membros
classicos da familia MAPK, como as proteinas cinases reguladas por sinal extracelular
(ERKS), estdo envolvidas no crescimento, diferenciacdo e proliferacdo celular (Neary et

al., 1996; Neary et al., 1999). A ativacdo da cascata das MAPKSs mediada por receptores
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P2Y, em particular as ERK1/2 ou a cinase do N-terminal do c-Jun (JNKSs), foi
relacionada com a ativacdo da caspase-3 e apoptose (Neary et al., 1999; Sellers et al.,
2001). Além disso, outros estudos sugerem que a ativagdo do receptor P2Y acoplado a
PLA; seja acompanhada por um aumento na expressao da ciclooxigenase-2 (Abbracchio

et al., 1999; Brambilla et al., 2002).

1.8 — Expressdo e importancia fisioldgica de receptores P2 na retina.

Os fotorreceptores, a maioria dos neuronios, células de Miller e o epitélio
pigmentado expressam receptores P2. Na retina adulta, a ativacdo de receptores P2X
contribui com a neurotransmissdo excitatéria rapida e os receptores P2Y possuem
fungdes neuromodulatérias (Housley et al., 2009, para revisao).

Em ratos, os receptores P2X encontram-se distribuidos por diversas células
retinianas. Nos fotorreceptores, o receptor P2X, encontra-se presente no soma e
segmentos externos com funcdes fisioldgicas ainda ndo esclarecidas (Greenwood et al.,
1997). J& o receptor P2X; participa no aumento da amplitude da onda A do
eletroretinograma derivada de fotorreceptores, reduzindo de forma transitéria as
respostas pos-sinapticas derivadas de fotorreceptores (Puthussery e Fletcher, 2006). Em
células bipolares, foram detectados os receptores P2X3 4 5. Porém suas respectivas
funcdes fisioldgicas ainda ndo foram determinadas (Housley et al., 2009, para reviséo).
Em células ganglionares, foram detectados os receptores P2X ; 3 4 5 7. Até 0 momento,
as funcgoes fisiologicas para estes receptores foram estudadas somente para o receptor
P2X;. Estes, por sua vez, sdo responsaveis pelo aumento sustentado de calcio
intracelular, pela ativacdo de canais de célcio do tipo L, seguido pela ativacdo de
caspases e morte celular (Zhang et al., 2006). Em células amacrinas, foram detectados

0s receptores P2X; » 3 5 7, sendo os receptores P2X; localizados com maior frequéncia
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em células amécrinas GABAérgicas. Entretanto, nenhuma correlacdo fisiologica foi
encontrada até o momento para estes receptores (Housley et al., 2009, para revisao). Em
células horizontais, somente os receptores P2X; foram detectados até o momento
(Puthussery e Fletcher, 2006), porém sua funcdo fisioldégica também ndo foi ainda
determinada. Finalmente, na glia de Maller e astrocitos de humanos o receptor P2X;
promove um aumento no influxo de célcio, despolarizacéo, ativacio de canais de K*
estimulados por Ca** e proliferacdo celular (Pannicke et al., 2000).

Na retina adulta, os receptores P2Y1 » 4 ¢ s encontram-se distribuidos nos
segmentos internos de fotorreceptores, células bipolares, ganglionares, astrocitos e
células de Muller (Ward e Fletcher, 2008; Ward e Fletcher, 2009; Housley et al., 2009,
para revisdo). Em astrécitos e células de Muiller, a ativacdo destes receptores esta
correlacionada com a propagacdo de ondas de Ca’" geradas por estimulo
glutamatérgico, elétrico ou por lesdo mecanica (Newman e Zarhs, 1997). Estes
estimulos levam a liberacdo de ATP no espago extracelular, que ativa os receptores
P2Y. Além disso, o ATP pode sofrer hidrélise e ser convertido a adenosina, que atraves
da ativacdo de receptores Al presente em células ganglionares, resulta na diminuicdo da
atividade espontanea destas células (Newman., 2003).

Durante o desenvolvimento da retina, os receptores P2Y foram os mais estudados.
Em retinas de camundongos em PO, ATP enddgeno pode ativar o receptor P2Y;. A
ativacdo deste receptor induz progenitores tardios a progredir no ciclo celular durante as
fases G1 e S por um mecanismo que combina um aumento na expresséo de ciclina D1 e
uma diminuicdo na expressdo de p27<*, resultando em um aumento da proliferacdo
celular, restrito a uma janela especifica do desenvolvimento situada entre PO e P2
(Sholl-Franco et al., 2010). Na retina de galinha, ATP e UTP, através de receptores

P2Y 44 estimulam a proliferacdo de progenitores retinianos do 3° (E3) ao 5° (E5) dia de
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desenvolvimento embrionario. Ja em fases mais tardias do desenvolvimento (E7 a E9),
somente o ATP estimula a proliferacdo de precursores de células bipolares e gliais,

através do receptor P2Y; (Sanches, et al., 2002; Nunes, et al., 2007).

1.09 — Transativacdo de receptores para fatores tréficos por receptores acoplados a
proteina G: Importancia na proliferacéo e sobrevida celular.

A proliferagdo celular induzida por ATP em células gliais pode ocorrer de
maneira dependente da transativacéo de receptores tirosina cinase, Como 0 receptor para
PDGF e EGF. Milenkovic e colaboradores (2003) demonstraram este fendmeno
utilizando culturas purificadas de glia de Muller obtidas de retinas de cobaios. Seus
experimentos demonstraram que a ativacdo de receptores P2Y induz um aumento no
influxo de calcio intracelular que, por sua vez, ativa a PKC, promovendo a ativagdo da
via das MAPKSs, ou, de maneira ainda ndo muito bem esclarecida, leva a liberacéo de
PDGF. Este fator, através da ativacdo de seu receptor, induz a ativacdo da via da PI3K e
de uma metaloprotease que, por sua vez, cliva o EGF ancorado na face extracelular da
membrana plasmatica, promovendo entdo a transativacdo destes receptores. Uma vez
ativados, estes receptores promovem a ativacdo da via das MAPKSs, culminando em
aumento da sintese de DNA.

Duas classes de receptores para neurotrofinas foram identificadas: os receptores
de alta afinidade, que compreendem os receptores relacionados a tropomiosina Trk A, B
e C, e o receptor p75 de baixa afinidade. Cada um destes receptores se liga a um ou
mais membros da familia de neurotrofinas (Patapoutian e Reichardt, 2001). Lee e Chao
(2001), utilizando cultura de células PC12 transfectadas com o receptor Trk A ou
culturas de células de hipocampo de rato com 17 dias de desenvolvimento embrionario,

mostraram que o estimulo de receptores A2a com adenosina é capaz de promover a
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fosforilacdo de receptores Trk na tirosina 99. Além disso, neste trabalho os autores
verificaram que o tratamento das culturas com adenosina e BDNF promove um
aumento de sobrevida celular, um fenédmeno que é bloqueado por K252a e LY294002,
sugerindo que o mecanismo de acdo da adenosina sobre o resgate da morte celular de
neurdnios hipocampais de rato necessite da transativagéo de receptores do tipo Trk por
receptores A2a e da ativacdo da PI3K/Akt. Posteriormente, Lee e colaboradores (2002)
mostraram que receptores para PACAP (Polipeptideo Pituitario Ativador da Adenilato
Ciclase), também sdo capazes de promover transativacdo de receptores Trk A e B,
resultando em aumento de sobrevida de neurdnios. Recentemente, utilizando a técnica
de imunoprecipitacdo, Rajagopal e Chao (2006) mostraram que a proteina tirosina
cinase soltvel Fyn, pertencente a familia da Src, participa como intermediario entre a
transativacdo do receptor A2a com receptores Trk A e B.

Ligantes para receptores acoplados a proteina G, além de modular vias classicas
envolvendo adenil ciclase e PLC, sdo capazes de ativar a via das MAPKs. Como
exemplificado acima, a ativacdo de receptores do tipo tirosina cinase pode ocorrer
através da sinalizacdo de receptores acoplados a proteina G. Em particular, receptores
para EGF (Daub et al., 1996), PDGF (Linseman et al., 1995) e IGF-1 (Rao et al., 1995),
podem ser transativados por receptores acoplados a proteina G. Recentemente,
McCusker e colaboradores (2006) mostraram que receptores de IGF-I potenciam as
acoOes troficas do BDNF em neurdnios corticais de ratos através da transativacdo destes
receptores. Especificamente, ao tratar as culturas de células com IGF 50ng/mL durante
24 horas, os autores observaram um aumento na fosforilacdo dos receptores Trk B e
uma potenciacdo na ativacdo da via das MAPK. Além disso, a associacdo entre
receptores P2Y e IGF-1 vem sendo demonstrada em culturas de glioma C6 (van Kolen

et al., 2006). Neste trabalho os autores mostraram que o receptor P2Y 1, quando ativado
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por ADP é capaz de promover a ativacdo do complexo Pyk2/Src/PLD-2 através da
subunidade By da proteina G e influxo de célcio extracelular. Uma vez ativado, este
complexo promove a ativacdo de receptores para IGF-I localizados em cavéolas,
ativando a Rap-1 e a via da PI3K/PKB (Figura 5).

Dalle e colaboradores em 2001 mostraram que o tratamento de culturas de
fibroblastos de ratos com IGF-I € capaz de estimular a sintese de DNA sendo este
mecanismo mediado por proteinas G. Eles mostraram que o receptor de IGF-1 se associa
a Gia, liberando assim as subunidades 3 e y, sendo esse acoplamento do receptor de IGF
com a proteina G essencial para a sinalizacdo mitogénica desse fator. Estes autores
igualmente demonstraram que os receptores de insulina e de IGF apresentam diferencas
no acoplamento a proteina G. Essas diferencas podem explicar parcialmente as
diferentes poténcias entre esses dois receptores com relacdo a sinalizacdo mitogénica
versus a resposta metabdlica (Dalle et al., 2001).

Nesta tese, pretendemos estudar a participacdo de fendmenos de transativacédo de

receptores tirosina cinase do tipo IGF-I por receptores P2Y;.

1.10 - Receptores e vias de sinalizacdo para IGF-I.

Em vertebrados, os fatores de crescimento relacionados a insulina incluem a insulina,
seu precursor, a pré-insulina e os fatores de crescimento relacionados a insulina | e 11
(IGF-1 e IGF-II). A maior parte dos efeitos bioldgicos do IGF é devido a ativacdo de
receptores de IGF-I. O receptor para IGF-11 é composto por uma cadeia polipeptidica
com um pequeno dominio citoplasmatico que ndo possui atividade catalitica (Russo et
al., 2005). Ja o receptor de IGF-1 é estruturalmente homologo ao receptor de insulina,
apresentando-se como um heterotetramero glicosilado, composto por duas subunidades

o ¢ duas subunidades (. Localizadas na por¢do extracelular, as
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Figura 5: Ativacdo da PI3K/PKB mediada por receptores P2Y12. A ativacdo de
receptores P2Y12 induz a mobilizacdo de calcio mediada pela subunidade Ry da proteina G
(1) levando a uma réapida ativacdo de Pyk2/Src (2). A via de sinalizacdo da Pyk2/Src exige a
participacdo da PLD2 encontrada em cavéolas e que esta associada com a atividade autécrina
e constitutiva de receptores para IGF-I servindo como uma plataforma para facilitar a
interacdo entre componentes de sinalizacdo (3). Uma vez associadas, Pyk2/Src/PLD2 sdo
capazes de induzir a ativacdo da Rapl (4) que, por sua vez, ativa a via da PI3-K/PKB (5 e 6)
(van Kolen et al., 2006)
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subunidades a s3o dominios protéicos ricos em cisteina, sendo esta a regido responsavel
pela interagdo com o IGF. As subunidades p possuem grande parte de sua estrutura
localizada na porcéo intracelular, sendo esta a regido que apresenta atividade tirosina
cinase (Butt et al., 1999, para reviséo).

As vias de sinalizagdo desencadeadas pela ativagéo de receptores para IGF-1 em
diversos tipos celulares ja foi caracterizada. A ativacdo deste receptor leva a sua
autofosforilacdo com subseqiiente acimulo de [*H]-fosfoinoisitideos (Thakker et al.,
1989; Guse et al., 1992). Além disso, a ativacdo de receptores de IGF-I envolve a
fosforilacdo do substrato responsivo a insulina (IRS). Através de uma proteina
adaptadora, a Grb2, ocorre o recrutamento da SOS formando um complexo IRS-1-
Grb2-SOS que ativa a Ras. A partir dessa associagdo, ocorre a estimulacdo da Raf que
resulta na fosforilagdo e ativacdo das ERKs (Johnson-Farley et al., 2006). Ambos os
receptores estdo envolvidos também na ativacdo da via da PI3K, que pode ser
estimulada pelo IRS-1 fosforilado. Um outro evento observado com a autofosforilagéo
do receptor de IGF-1 é a associacdo direta com a subunidade p85 da PI3K de forma

independente de IRS-1 (Jones e Clemmons, 1995).

1.11 - IGF-I na retina.

A presenca de receptores para IGF-I foi detectada tanto no cristalino e epitélio
pigmentado quanto na retina embrionaria de galinha (Bassnett e Beebe, 1990). A
expressao de receptores para IGF-I neste tecido € regulada durante o desenvolvimento
(Waldbillig et al., 1991). Retinas com 6 dias de desenvolvimento apresentam uma
ampla distribuicdo de receptores de insulina (IR) e IGF-1. Além disso, 0 produto de
amplificacdo do gene para pro-insulina € mais abundante em E6, com posterior

diminuicdo (de la Rosa et al., 1994), enquanto que a amplificacdo do gene para IGF-I
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aumenta de E6 para E7 e segue aumentando ainda mais em estigios embrionarios
tardios (Hernandez-Sanchez et al., 1995). J& os niveis de expressdo dos receptores de
insulina e IGF-IR mRNAs séo praticamente constantes entre E6 e ES.

Receptores de IGF, quando ativados por insulina e IGF na retina, previnem a
morte celular programada induzida por caspase 3 em células ganglionares através da via
da PI3 cinase (Wu et al., 2003). O tratamento de culturas de células de retina de ratos
neonatos com IGF-1 10ng/mL, por 24 e 48 horas, induz um aumento dose- e tempo-
dependente de aproximadamente 50% na proliferacdo celular (Medina, 2008). Em
culturas de explantes de retinas de embrido de galinha (E7-E9), o tratamento com IGF-I
40 e 100 ng/mL por 48 horas promove um aumento na incorporacéo de [*H]-timidina de
20% e 45% acima do nivel basal, respectivamente. Além disso, o tratamento com IGF-
Il em concentragbes elevadas (200ng/mL) também aumenta a proliferacdo na retina

(Calvaruso et al., 1996).

1.12- Gliose reativa em células de Muller

No sistema nervoso central, a ativacdo de astrOcitos acontece em resposta a
diversas formas de lesdo ou doencas, gerando efeitos protetores e/ou prejudiciais que
em conjunto recebem o nome de gliose reativa. Acredita-se que a gliose reativa
represente uma tentativa de proteger o sistema de danos progressivos, preservando o
funcionamento fisioldgico do tecido nervoso. As acOes protetoras e regenerativas da
gliose envolvem, entre outros eventos, a producéo de fatores neurotréficos, liberagdo de
agentes anti-oxidantes, captacdo do excesso de glutamato, recuperacdo da barreira
hematoencefalica, suporte para a regeneracdo axonal e remodelamento sinaptico

(Liberto et al., 2004). Por outro lado, a gliose reativa também contribui para a
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neurodegeneracgdo, impedindo a regeneracdo axonal e crescimento dendritico atraves da
formagé&o da escara glial (Profirys et al., 2004).

As respostas gliais a lesdes assemelham-se no cérebro e na retina. O principal
componente glial na retina é a célula de Miller, a qual se encontra ativada em diversas
condigdes patoldgicas, tais como lesdo por radiagdo luminosa, trauma mecénico,
isquemia, retinopatia diabética e degeneracdo macular senil (Bringmann et al., 2006).
Nestes processos, as células de Muller sdo capazes de re-entrar no ciclo celular (Dyer e
Cepko, 2000; Bringmann e Reichenbach, 2001), podendo se tornar um progenitor
neurogénico (Fischer e Reh, 2001; 2003). Entretanto, a gliose reativa de células de
Miiller também pode contribuir para a degeneracdo neural e formacdo de edema e
escara glial que podem impedir o reparo e o remodelamento do tecido retiniano. A
escara glial preenche o espaco deixado pela degeneracéo de fotorreceptores, neurdnios,
epitélio pigmentado e vasos sanguineos (para revisao: Bringmann et al., 2006).

A resposta das células de Miiller as lesdes ou doencas manifesta-se inicialmente
com a producdo de fatores tréficos, gerando um ambiente favoravel ao resgate de
neurbnios. Em particular, o FGFb é um dos principais fatores considerados como
neuroprotetores efetivos na retina. Os demais fatores relacionados com neuroprotecao
na retina, tais como 0 BDNF, GDNF e NT-3 agem estimulando as células de Muller a
produzir o FGFb (para revisdo: Zahs e Esguerra, 2006). Outra caracteristica importante
da resposta inicial da glia de Miller durante as lesbes e doencas é a dramatica reducgéo
na expressdo de canais retificadores de K*. Esta reducio na expressdo destes canais é
acompanhada por despolarizacdo e aumento na resisténcia de sua membrana,
fendmenos que estdo diretamente relacionados com a proliferacdo destas células (para
revisdo: Zahs e Esguerra, 2006). Outras caracteristicas apresentadas pela gliose de

células de Miller séo a ativacdo da via das ERKs (Tezel et al., 2003), hipertrofia,
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proliferacdo, aumento na expressdo de filamentos intermediarios tais como a proteina
acida fibrilar glial (GFAP) e a vimentina (Lewis e Fisher, 2003).

Na retina de galinha, foi observado que nem todas as células de Mauller
respondem de maneira homogénea ao estimulo lesivo. Fischer e Reh (2003) observaram
que a lesdo de retinas adultas com NMDA induz uma proliferacdo de ~ 65% das células
de Miiller. Além disso, as celulas que apresentam um aumento na expressao de GFAP
induzida pela lesdo ndo re-entram no ciclo celular, enquanto que as células que ndo
apresentam um aumento na expressdo de GFAP proliferam.

Diversos autores relacionam fenémenos lesivos com a sinaliza¢do purinérgica no
sistema nervoso central. Neary e colaboradores (2003), submetendo astrdcitos a injdria
causada por estiramento, observaram a ativacao da via das ERKs de forma dependente
da ativagéo de receptores P2Y;.

A expressao de receptores P2 pode ser controlada durante diversos tipos de
trauma no sistema nervoso central. Por exemplo, um aumento na expressdo de
receptores P2X, e P2X, em neurdnios e microglia presentes em culturas de fatias de
hipocampo de rato submetidos a isquemia foi detectado (Cavaliere et al., 2003). J& um
aumento na expressao de receptores P2X; em astrocitos, microglia e neurdnios de
cortex cerebral de ratos parece contribuir para os mecanismos de morte celular causada
por isquemia (Franke et al., 2004) e receptores P2Y; sdo intensamente expressos no
hipocampo de ratos submetidos a isquemia (Moran-Jimenez e Matute, 2000). Lesao
cerebelar unilateral em ratos provoca um aumento na expressdo de receptores P2X; e
P2X, em células neuronais e gliais (Viscomi et al., 2004), enquanto a axotomia do
nervo facial em ratos adultos dispara a ativacdo de microglia, que se acumula em volta
do nervo motor axotomizado como resultado da migracdo e proliferacdo celular

associadas a um aumento na expressado de receptores P2Y 1, (Sasaki et al., 2003).
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Receptor Lesdo Aumento da expressdo de receptores P2Y em:
(tipo celular)

P2Y, Leséo Mecénica Astrdcitos
Neurdnios e Astrocitos

P2Y, Lesdo Mecénica Astrocitos

P2Y, Hipoglicemia Neurdnios Cerebelares
P2Y, Hipoglicemia Astrocitos

Lesdo Mecanica

P2Y,, - -

P2Y,, Lesdo Mecénica Neuronios e Astrdcitos
P2Y, - -

P2Y,, - -

Tabela Il1: Modulacdo da expressdo de receptores P2Y durante lesdo no sistema
nervoso central. Nesta tabela, sdo mostrados os subtipos de receptores, 0s tipos de leséo e as
células onde o aumento de receptores foi observado. (adaptado de Bringmann et al., 2003;
Franke et al., 2004 e Dale, 2008)
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A resposta proliferativa em retinopatias esta associada com um aumento
funcional de receptores purinérgicos na glia de Mduller. Um aumento nas correntes
ibnicas mediadas por receptores P2X; em humanos (Bringmann e Rachelbach, 2001) e a
ativacdo de receptores P2Y associada a um aumento na resposta do célcio em outras
espécies (landiev et al., 2006) foram descritos. Aumento na sinalizacdo purinérgica,
correspondente a um aumento de proliferagdo celular, em retinas submetidas
previamente a lesdo também foi observado (Bringmann et al., 2003; Dale, 2008). Na
retina de galinha, a degeneracdo retiniana promovida por luz provoca uma gliose de
células de Miiller seguida por um aumento na expressdo de receptores P2Y; nestas
células (Ward e Fletcher., 2009). A tabela Il sintetiza algumas das caracteristicas dos

receptores P2Y durante fendmenos de les&o.
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2 — Objetivos:

Tendo em vista que a sinalizagéo celular mediada por ATP e por IGF-I na retina
de galinha é capaz de promover diversos efeitos celulares, muitos deles ainda nédo
totalmente compreendidos, nosso presente objetivo é caracterizar a relacdo entre estes
receptores durante a proliferacdo de progenitores tardios da retina e durante a
proliferacdo induzida por & lesdo mecénica de culturas de células de retina com estagios

mais avancgados de diferenciacdo. Para isto pretendemos:

1- Estudar o envolvimento de receptores cataliticos, com énfase em receptores de IGF-I

e insulina, sobre a proliferacdo celular induzida por ADP;

2- Estudar a participacdo de inibidores de endocitose via clatrina sobre a proliferacdo
celular, acimulo de [®H]-fosfoinositideos, ativacdo da via das MAPK e AKT, e ativacio

de receptores para IGF-1 e insulina, induzida por ADP.

3- Caracterizar o tipo celular que responde ao ADP com proliferagéo celular.

4- Estudar o efeito de ATP durante a lesdo da monocamada de culturas de retinas com

diferentes estagios de cultivo, analisando o crescimento celular e a proliferagéo celular.
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3- Materiais e Métodos:

3.1- Materiais:

[*H]-timidina (5 Ci/mmol), [*H]-myo-inositol (22,2 Ci/mmol) e BrdU foram
adquiridos da GE Healthcare ou Perkin-Elmer; ATP, ADP, PPADS, suramina,
Adenosina 5'-difosfatase / Adenosina 5'-trifosfatase (apirase), I-OME AG-538, DAPI,
antisoro anti-P,Y1, glutamina, monodansil-cadaverina (MDC), penicilina-G, sulfato de
estreptomicina, Coomassie blue R250 da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA);
clorpromazina da Aventis; O antisoro anti-2M6 foi gentilmente cedido por Dr.
Schlosshauer, Tulbingen, Alemanha;  Antisoros anti-p-ERK, anti-p-IGF/Insulina
(receptor), anti-p-AKT e anti-ERK total da Cell Signaling Inc.; Antisoro anti-p-IRS,
antisoros secundarios, BME, DMEM, MEM, da Invitrogen Inc.; Tripsina da Wortington
Biochemical (Freehold, NJ, USA). IGF-I da PeproTech (Rocky Hill, USA); K-252a,

PP1e brefeldina A da Biomol (Plymouth Meeting, USA); RB-2 da RBI.

3.2- Culturas de retina:

Retinas de embrido de galinha em diferentes fases do desenvolvimento (E7 e E8)
foram dissecadas em ambiente estéril, em solucéo salina sem calcio e magnésio (CMF).
As retinas foram incubadas com tripsina 0.1 % por 20 min, a 37°C. A solucdo de
tripsina foi retirada com auxilio de pipetas Pasteur e as celulas foram mecanicamente
dissociadas em 5mL de meio MEM, suplementados ou ndo com 5 % de soro fetal
bovino, antibidticos (0,1 pg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina) e
glutamina 2 mM. As células foram semeadas em placas de Petri de 35 mm de diametro
ou sobre laminulas em alguns casos, na densidade de aproximadamente 3x10° células

por placa para os ensaios de incorporacdo de [*H]-timidina, 5x10° para os ensaios de
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imunofluorescéncia e 10x10° células para os ensaios de “western blotting” ¢ acamulo de

[*H]-fosfoinositideos.

3.3- Lesdo mecéanica da monocamada de culturas de retina e determinacdo do
crescimento celular:

Cultura de células de retinas de embribes com 8 dias (E8), cultivadas na
densidade de 10” células/placa por 1 (E8C1) ou 7 dias (E8C7), foram lesadas com o
auxilio de ponteira fina para micropipetas de 10 puL, marca Axygen, sendo a
monocamada celular riscada com a ponteira em posicdo obliqgua. Um risco se
estendendo por todo didametro da placa foi realizado em cada cultura, gerando uma
regido desprovida de células. Em seguida, as culturas foram lavadas duas vezes com
meio MEM sem soro e incubadas com meio MEM contendo 5% de soro fetal bovino e
expostas a apirase, RB-2, suramina ou PPADS durante 3 dias. A cada 24 horas de
cultivo area de lesdo foi fotografada e a area desprovida de células determinada
utilizando o programa Scion Image, previamente calibrado para 1.06 pixel/um. As areas
totais das culturas fotografadas com objetivas de 10 x e 20 x foram de 0,325 mm?e
0,08125 mm?, respectivamente. Ap6s este procedimento, a area descoberta pela lesdo
foi calculada e o crescimento celular estimado pela diminuigé&o na area livre de células
em cada etapa do experimento. A proliferacdo celular nas areas inicialmente
desprovidas de células foi quantificada por imunocitoquimica para BrdU. O numero de
células BrdU™ em culturas lesadas ou ndo foi estimado e a proliferagdo celular expressa
como a fracdo de células marcadas com DAPI que eram BrdU®. Para realizar esta
quantificacdo, utilizamos uma objetiva de 20x, com a qual realizamos um grupo de
imagens mostrando ~100 um da area de lesdo, sendo o inicio das imagens as regides

desprovidas de neurdnios. Para a obtengdo da quantidade de células BrdU" ou marcadas
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com DAPI fora da &rea de lesdo, obtivemos outro grupo de imagens da cultura distantes

~5 mm da area de lesdo.

3.4- Actiimulo de [*H]-fosfoinositideos:

Cultura contendo 1 x107 células de retina obtidas de embrides de galinha com 7 dias
(E7) foram incubadas com 1 pCi de [*H]-myo-inositol durante 1,5 h, & 37°C, em 1 mL
de meio MEM, sem soro. Em seguida, LiCl a uma concentracdo final de 10 mM foi
adicionado as culturas e as células incubadas por mais 1h a 37°C. As células foram pré-
incubadas com os inibidores MDC 300 uM, CPZ 10 uM e I-OME AG-538 10 uM
durante 10 minutos e estimuladas durante 1h a 37°C com ATP e ADP, nas
concentragfes finais de 100 pM e 500 pM, respectivamente. O estimulo foi
interrompido com a lavagem das culturas com 2 mL de solucdo de Hank’s completo
tamponada com HEPES 20 mM (pH 7.4) por 3x, seguido pela adicdo de 2.5 mL de
TCA (&cido tricloroacético) 15%. Os materiais das placas foram entdo transferidos para
tubos de centrifuga e congelados “overnight” a -20°C. Apds descongelamento, as
amostras foram centrifugadas a 15000 rpm por 25 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
transferido para tubos de vidro, lavado por trés vezes com 2,5 mL de éter etilico e
neutralizados com 2,5 mL de solugéo de Tris-HCI 20 mM, pH 7.4, contendo 5 mM de
EDTA. A solugéo final foi transferida para colunas de troca ionica contendo 1mL de
resina Dowex X-8, previamente equilibrada com acido formico 1 M. As fracdes foram
sequencialmente eluidas com (1) 5 mL de agua deionizada, (2) 5 mL de solugéo
tetraborato de sodio 5 mM / formiato de amonio 60 mM e (3) 4 mL de solucdo acido
férmico 0,1 mM / formiato de amdnio 1 M. Esta seqiiéncia de eluicdo remove [*H]-
inositol (1), [*H]-glicerofosfoinositol (2) e derivados fosforilados de [*H]-inositol (3). A

radioatividade foi determinada por cintilacdo liquida.
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O precipitado obtido na centrifugacdo das amostras foi dissolvido em NaOH 1 N e o
teor protéico dosado utilizando-se 0 método de Lowry e colaboradores (1951). Os
resultados obtidos a partir da determinagdo da radioatividade foram normalizados para

CPM/mg de proteina.

3.5- Incorporacéo de [*H]-timidina:

Culturas de retina em E7C1 (7 dias de incubagdo, 1 dia de cultura) com 3x10°
células, tratadas ou ndo durante 24h & 37°C, foram incubadas com [*H]-timidina (0,5
uCi) por 1h, a 37°C. As culturas foram entdo lavadas 3 vezes com 2 mL de BME
tamponado com HEPES 25 mM, pH 7.4. As células foram dissolvidas com 0.2 mL de
NaOH 0.4 N durante 15 min a 4°C, raspadas e transferidas para tubos de ensaio,
lavando trés vezes as placas com 1 mL de &gua deionizada gelada. Apds a adicdo de
TCA 50%, as amostras foram entdo incubadas a 4°C, durante 30 min. As amostras
foram filtradas em filtros de fibra de vidro do tipo Whatmann GF/B e lavadas 3 vezes
com 2 mL de TCA 5 % gelado. Os filtros foram secos a 100°C por 1h e a radioatividade

determinada por cintilagdo liquida.

3.6- Ensaio de Viabilidade Celular:

A morte celular foi estudada através do ensaio colorimétrico de viabilidade
celular descrito por Mosmann (1983). Neste método, o reagente MTT (brometo de 3-
4,5-Dimetiltiazol-2-il-2,5-difeniltetrazol: tetrazol) é reduzido a formazan purpura pelas
mitocondrias de células vivas, uma vez que esta reacdo acontece somente quando a
enzima redutase mitocondrial esta ativa. Deste modo, a conversdo do reagente MTT a
formazan é diretamente relacionada ao numero de células vivas e a efetividade do

agente em teste para causar a morte das células pode ser medido através de uma curva
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dose resposta. As células em E7C1, tratadas ou ndo com ADP 500 uM; IOME 10 pM;
MDC 3 ¢ 30 uM, CPZ 1, 10 e 100 uM , por 24h a 37°C, foram incubadas com MTT na
concentracdo de 1.5 mg/mL. Apos 4 horas de incubacdo, as culturas foram lavadas com
solugdo salina completa (Hank’s), a 37°C e a camada de células contendo o formazan
insoltvel dissolvida numa mistura de HCI 12 N e alcool isopropilico absoluto (6:1000).
ApoOs este procedimento, a absorbancia das amostras foi determinada em

espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda de 570 e 650 nm.

3.7- Imunocitoquimica para BrdU e 2M6 em culturas de retinas que sofreram
lesdo de monocamada celular:

Para a deteccdo de BrdU células de retina obtidas de E8 foram semeadas sobre
laminulas na densidade de 10" células. Apés 7 dias de cultivo, as culturas foram lesadas,
cultivadas por mais dois dias sob tratamento de RB-2 40 pM ou néo e expostas a
solucdo de BrdU 100 uM por 4 h. As células foram entdo fixadas com paraformaldeido
4 % em tampao fosfato 0,16 M por 30 minutos, a temperatura de ambiente e lavadas 2
vezes com PBS pH 7.6 por 5 min. Em seguida, as células forma permeabilizadas em
PBS, pH 7.6, contendo Triton 1% durante 30 min. AplOs este periodo de
permeabilizacdo, as células foram incubadas em HCL 2 N por mais 10 min, lavadas e
incubadas em tampé&o borato, pH 8.0, por 10 min, seguido por 3 lavagens de 5 min com
PBS pH 7.6.

A solucdo de bloqueio composta de PBS pH 7.6 acrescido de Triton 1%, NGS
3% e BSA 3%, foi aplicada durante 1.5 horas, a temperatura ambiente. Apds este
procedimento, as culturas foram incubadas com antisoro primario monoclonal de
camundongo anti-BrdU, na diluicdo de 1:500 ou antisoro primario monoclonal de

camundongo contra 2M6 durante a noite, a temperatura ambiente. Em seguida, as
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células foram lavadas 3 vezes por cinco min com PBS pH 7.6 e incubadas por mais 4
horas com antisoro secundéario anti-camundongo fluorescente Alexa 568 (1:200) na
auséncia de luz. Antes do fechamento das laminulas sobre as Iaminas, as células foram
lavadas 2x com PBS pH 7.6, expostas ao marcador nuclear DAPI (1:1000) durante 20
segundos e lavadas 2x novamente com PBS pH 7.6. As laminulas foram montadas com
solugdo de n-propilgalato e analisadas por microscopia de fluorescéncia, utilizando

microscopio Nikon Eclipse TE2000-U.

3.8- Imunocitoquimica para P,Y; e 2M6 em cultura de retina:

Células de retina obtidas de E7 foram semeadas sobre laminulas, sem poli-
ornitina, e cultivadas durante 1 dia na densidade de 5x10° células. Em seguida, as
celulas foram fixadas em paraformaldeido 4% em tampdo fosfato, por 5 min a
temperatura de ambiente e lavadas 2 vezes com PBS pH 7.6 por 5 min. A solucgéo de
bloqueio composta de PBS pH 7.6, Triton 0.1% e BSA 1% foi aplicada durante 1.5
horas a temperatura ambiente sob agitacdo leve. As células foram incubadas durante
24h com anticorpo monoclonal anti-P,Y; (1:75 - coelho) e 2M6 (1:500 - camundongo).
As células foram entdo lavadas 3x por 5 min com PBS pH 7.6 e incubadas por mais 4
horas com antisoro secundario anti-camundongo fluorescente-Alexa 568 (1:200) e anti-
coelho fluorescente-Alexa 488 (1:200) na auséncia de luz. Antes do fechamento das
laminulas sobre as laminas, as células foram lavadas com PBS pH 7.6 (2x), expostas ao
marcador nuclear DAPI (1:1000) durante 20 segundos e lavadas novamente com PBS
pH 7.6 (2x). As laminulas foram montadas com solucéo de n-propilgalato e analisadas

por microscopia de fluorescéncia.
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3.9- Western Bloting:

Retinas de embrides em E7 foram dissecadas e cultivadas por 1 ou 2 dias. Apos
este periodo, o meio de cultura MEM contendo soro fetal bovino 5 % foi substituido por
meio MEM livre de soro e as células cultivadas por mais 1 h. Em seguida, as células
foram pré-incubadas com I-OME AG-538 10 uM, MDC 30 e 300 uM ou CPZ 10 pM
por 25 min e estimuladas com ADP 500 uM ou IGF-I 100 ng/mL por mais 5 min. O
estimulo foi interrompido por lise celular utilizando 70 pL de tampdo de amostra
Laemmli. As amostras foram entdo fervidas por 15 min e centrifugadas por 5 min a
15.000 rpm utilizando-se centrifuga Eppendorf. O sobrenadante foi coletado e o
contetdo protéico determinado pelo método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando-se
albumina sérica bovina como padrdo. A curva padrdo foi normalizada adicionando-se a
mesma quantidade de tampéo de amostra Laemmli presente nas amostras de proteinas a
serem dosadas: 2 pL por tubo. Apds a adi¢dao de azul de bromofenol, amostras contendo
50 pg de proteina foram submetidas a eletroforese em gel SDS/PAGE 9% e transferidas
para membranas de PVDF. A ativacao do receptor de IGF-I/Insulina e a fosforilacdo do
IRS-1, da ERK e da AKT foram determinados utilizando-se anticorpo monoclonal de
coelho para o receptor de IGF/insulina na sua forma fosforilada (1:2000), anticorpo
monoclonal de coelho para o p-IRS (1:2000), anticorpo monoclonal de coelho para
pAKT (1:4000) e anticorpo monoclonal de camundongo para fosfo-ERK (1:1000)
seguida de incubacdo com anticorpo secundario conjugado a peroxidase anti-
camundongo (1:1000) ou anti-coelho (1:2000). A visualizacdo da reacdo enzimatica foi
realizada atraves da utilizacdo do reagente ECL Plus (GE Healthcare) e exposi¢do em

filme fotografico.
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3.10- Andlises estatisticas:
Os dados foram quantificados por analise de varidncia ANOVA seguida pelo
pos-teste de Bonferroni, utilizando-se o programa GraphPad Prism 5. Em todos os

gréaficos esta representada a média e o erro padrdo da média.
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4- Resultados:

4.1- Proliferacdo celular induzida por ADP depende da participagdo de receptores
tirosina cinase.

A participacdo conjunta de receptores para nucleotideos e fatores troficos em
fendmenos proliferativos na retina tem sido demonstrada (Milenkovic et al., 2003).
Nesta tese investigamos a participacdo do sistema purinérgico associado a fatores
tréficos sobre a proliferacdo celular na retina de galinha em desenvolvimento.
Inicialmente, estudamos o efeito de diversos inibidores para receptores tirosina cinases
sobre a proliferacdo celular induzida por ADP ou ATP. Retinas em E7 foram
dissecadas, dissociadas e semeadas na densidade de 3x10° células por placa. As células
foram tratadas apds um dia de cultivo com os inibidores K252a 50 nM (inibidor para
receptores das neutrofinas NGF, BDNF e NT-3), Genisteina 5, 10 e 25 uM (inibidor
geral de tirosina cinases) e IOME AG-538 0.1, 1 e 10 uM (inibidor para receptores de
IGF-1 e Insulina) na presenca ou ndo de ADP 500 uM por 24 horas (Figuras 6A e 6C)
ou ATP 100 uM (Figura 6B) e processadas para a incorporacdo de [*H]-timidina. Em
todas as situacdes, a proliferacdo celular induzida pelo nucleotideo foi completamente
bloqueada por estes inibidores, sugerindo que o efeito proliferativo do ADP dependa da
ativacdo destes receptores nesta fase do desenvolvimento. Além disto, IOME AG-538
10 pM também promoveu um efeito inibitorio significativo de ~ 71 % sobre a
proliferacdo basal (Figura 6C). Uma justificativa para o efeito deste composto sobre a
proliferac@o basal pode ser a inducdo de morte celular promovida pelo tratamento com a
droga. Para verificar esta possibilidade, culturas de células de retina em E7C1 foram
incubadas com ADP 500 uM e IOME AG-538 10 uM durante 24 horas e submetidas ao

ensaio colorimétrico para viabilidade celular descrito por Mosmann (1983) (Figura 6D).
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Figura 6: Efeito de inibidores de tirosina cinases sobre a proliferacéo celular induzida
por ADP e sobre a viabilidade celular. Incorporacdo de [*H]-timidina induzida por ADP
500 uM em culturas de células de retina em E7C2 tratadas com K252a 50nM (A), Genisteina
5, 10 e 25uM (B) e IOME AG-538 0.1, 1 e 10 uM (C) durante 24 horas. (D) Ensaio de
viabilidade celular em culturas de células de retina em E7C2 tratadas com ADP 500 uM e
IOME AG-538 10 uM. Os graficos em A e B representam a média em cpm/cultura de 4 e 2
experimentos independentes realizados em duplicata, respectivamente. O grafico C
representa a media percentual de estimulo EPM de 4 experimentos independentes
realizados em duplicata. O grafico D representa a média percentual da absorbancia EPM de
2 experimentos realizados em duplicata. *p<0.001 comparado ao controle; ***p<0.001
comparados com ADP, ATP ou com o controle em C.
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Nenhuma reducéo significativa na viabilidade celular foi observada nas culturas tratadas
com IOME AG-538 (média percentual de absorbancia em relagdo ao controle £+ EPM:
controle: 100 + 1; ADP: 95 £ 3; IOME: 90 £ 3; IOME + ADP: 90 = 7; n = 2),
reforcando a idéia de que o efeito inibitorio deste composto sobre a incorporacdo de
[*H]-timidina ocorra por mecanismos que interferem no controle de proliferacio e ndo
de viabilidade celular da cultura como um todo.

Calvaruso e colaboradores (1996) demonstraram que o IGF-1 é um fator
abundante na retina embrionéaria de pinto. Além disto, estes autores mostraram que este
fator é capaz de aumentar cerca de 20 - 45% a incorporacdo de [*H]-timidina em
explantes de retina cultivados por 2 dias em meio livre de soro. No presente trabalho,
resolvemos investigar uma possivel associacdo entre os efeitos proliferativos do ADP e
a ativacao de receptores de IGF-I/insulina. Para isto, células de retina em E7C1 foram
tratadas com IGF-1 100ng/mL e ADP 500 pM durante 24 h na presenca ou auséncia de
soro fetal bovino. Como observado na figura 7, ndo foi possivel detectar proliferacéo
celular induzida por IGF-I tanto nas culturas mantidas em meio livre de soro (média
percentual de estimulo em relacdo ao controle £ EPM: controle: 100 + 10; ADP: 276 +
5; IGF-I: 91 + 13; IGF-1 + ADP: 242 + 10; n = 4), nem nas culturas acrescidas de 5% de
soro fetal bovino (media percentual de estimulo em relacdo ao controle = EPM:
controle: 100 + 6; ADP: 210 + 4; IGF-1: 80 £ 7; IGF-1 + ADP: 234 + 7). Estes dados em
conjunto sugerem que o tratamento com IGF sozinho por 24 h ndo é capaz de promover

um aumento na incorporacao de [°H]-timidina nas culturas.
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Figura 7: Efeito de IGF-1 sobre a proliferacéo celular induzida por ADP na presenca e
auséncia de soro fetal bovino. Incorporagdo de [3H]-timidina induzida por ADP 500 M em
culturas de células de retina em E7C2 tratadas com IGF-1 100 ng/mL na auséncia de soro (A)
e na presenca de soro (B) durante 24 horas. Os dados representam a média percentual de
estimulo EPM em relacdo ao controle de 4 e 3 (A e B respectivamente) experimentos
independentes realizados em duplicata. **p<0,01 e *** p<0,001 comparados ao controle.
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A proliferagdo induzida por ATP de progenitores tardios na retina embrionaria de
galinha é dependente da ativacdo da fosfolipase C, PKC e ERKs (Sanches et al., 2002;
Nunes et al., 2007), assim como da ativagédo da via da PISBK/AKT (Ornelas, 2007). Por
outro lado, inimeras evidéncias mostraram que a estimulacdo do receptor de IGF-1 pode
desencadear a ativagdo de diversas proteinas intracelulares, incluindo a via das ERKSs e
da PIBK/AKT (Cobb e Goldsmith, 1995; Otaegi et al., 2006; Kim et al., 2007). Com o
objetivo de caracterizar se este fator era capaz de ativar algumas destas vias de
transducdo de sinal em nossas culturas, 107 células de retina de galinha de E7 foram
semeadas em placas de Petri com 35 mm de didametro. Ap6s 24 h de cultivo, as células
foram estimuladas com IGF-1 100 ng/mL durante 5, 30 e 60 min e seus extratos
protéicos analisados por western blotting (WB) para deteccdo da fosforilagdo do
receptor de IGF-I/Insulina, do fator responsivo a insulina IRS-I e da AKT. Nas figuras
8A e 8D, pode ser observado um aumento significativo e sustentado de ~2.5 x na
fosforilacdo do receptor para IGF-1/Insulina em comparacdo com 0s niveis basais
(média percentual de p-IGF-I em relacdo a ERK total + EPM: controle: 49 + 0,7; IGF-I
57:119£0,8; IGF-130’: 126 + 11; IGF-160’: 140 + 32; n = 02). Ja nas figuras 8A e 8E,
pode ser observado uma aumento significativo de ~ 13 x na fosforilacdo do IRS-1 em
relacdo ao basal (média percentual de p-IRS-1 em relacdo a ERK total £ EPM: controle:
6+1; IGF-15:80+9; IGF-I130’: 84 + 8; IGF-1 60’: 50 + 12; n = 02), um aumento que
permaneceu sustentado durante os primeiros 30 min de estimulo, diminuindo cerca de
38 % apds 60 min de estimulacdo. Nas figuras 8B e 8F podemos observar um aumento
de ~ 2.3 x na fosforilacdo da AKT em relacdo aos niveis basais (média percentual de p-
AKT em relacdo a AKT total £ EPM: controle: 49 + 14; IGF-1 5’: 114 + 24; IGF-1 30’:

113 + 35; IGF-1 60’: 144 £ 52. n = 02). O curso temporal de fosforilagdo da AKT foi
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Figura 8: Efeito de IGF-I sobre a fosforilagdo do receptor para IGF-I/Insulina, IRS-1,
ERK e AKT. Culturas de retina contendo 107 células por placa foram tratadas com IGF-1 100
ng/mL durante 5, 30 e 60 minutos. A) Fotomicrografias revelando a marcacdo com
anticorpos monoclonais para o receptor de IGF-I/Insulina fosforilado (1:2000), anti-p-IRS-1
(1:2000) e anti-ERK (1:1000). B) Fotomicrografias revelando a marcagdo com anticorpos
monoclonais para p-AKT (1:2000) e anti-AKT (1:2000). C) Fotomicrografias revelando a
marcagdo com anticorpo monoclonal para p-ERK (1:1000). Os graficos representam a média
percentual em densidade 6tica em relacdo a ERK (D, E) e AKT total (F) de 2 experimentos
em duplicata. O grafico G representa a média em densidade ética de 2 experimentos em
duplicata realizados separadamente. *p<0.05 comparado ao controle (D) e IGF-1 100 ng/mL
no tempo de 5 min (E). **p<0.01 e ***p<0.001 comparados ao controle.
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semelhante ao observado para a fosforilagdo do receptor de IGF-I, permanecendo
fosforilada durante os 60 min de estimulo.

A ativacgdo da via das MAP cinases por IGF-1 também foi estudada. Culturas de
células de retina em E7 foram estimuladas com IGF-1 100 ng/mL durante 5 min e a
fosforilagéo da ERK estimada por WB, utilizando um anticorpo monoclonal anti-p-ERK
(1:1000). Nas figuras 8C e 8G podemos observar que o IGF-I foi capaz de induzir um
aumento significativo de ~ 4.2 x na fosforilacdo da ERK em comparagdo com os niveis
basais (média em densidade Otica de p-ERK + EPM: controle: 3860 + 1333; IGF-I:
16100 + 2036. n = 2).

Com o objetivo de correlacionar a ativagdo das vias das MAP cinases e da
PI3K/AKT induzida por nucleotideos observada anteriormente por nosso grupo (Nunes
et al., 2007; Ornelas, 2007) e a ativagdo destas vias por IGF-I, resolvemos investigar o
efeito de ATP sobre a fosforilacdo do receptor de IGF-I/In, sobre a fosforilagdo das
ERKs e da AKT. Para isto, 10’ células de retina de galinha em E7 foram semeadas e
apos 24 h de cultivo, foram estimuladas com ATP 100 uM durante 5, 30 e 60 min. Os
homogeneizados protéicos foram recolhidos e analisados por WB, utilizando anticorpos
para deteccdo de p-IGF-I/In (r), p-ERK e p-AKT. Nas figuras 9A e 9B, podemos
observar que ATP induziu um aumento significativo de ~ 2.1 x na fosforilagdo do
receptor para IGF-I/In (média em densidade ética de p-IGF-I/In (r) + EPM: controle:
9793 + 2228; ATP 5°: 20310 + 2178; ATP 30’: 21110 + 1697; ATP 60’: 21300 +
2566), permanecendo sustentado durante todos os intervalos de tempo estudados.
Nestes homogeneizados, analisamos também a fosforilagdo da ERK e da AKT (figuras
9A, 9C e 9D). Como esperado, ATP induziu um aumento significativo de ~ 6.3 x na
fosforilagdo da ERK (média em densidade otica de p-ERK = EPM: controle: 3400 +

540.6; ATP 5°: 21390 + 2951; ATP 30°: 5792 + 886.1; ATP 60°: 7982 + 1543; n=2) e ~
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Figura 9: Efeito de ATP sobre a fosforilagdo do receptor para IGF-1, ERK e
AKT. Culturas de retina contendo 107 células foram tratadas com ATP 500 uM
durante 5, 30 e 60 minutos. A) Fotomicrografias da marca¢do com anticorpos
monoclonais para o receptor de IGF-I/Insulina fosforilado (1:2000), anti-p-ERK
(1:1000) e anti-p-AKT. Os graficos em B, C e D representam a média em
densidade Otica de 2 experimentos. *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 comparados
ao controle.
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2.0 x na fosforilagdo da AKT (média em densidade Otica de p-AKT + EPM: controle:
11620 + 2123; ATP 5°: 23450 + 1714; ATP 30’: 14250 + 1184; ATP 60’: 11610 *
5916; n=2).

A proliferacdo de progenitores tardios induzida por ATP tanto na retina de
embrido de pinto quanto na retina pds-natal de camundongos envolve a ativacdo de
receptores para nucleotideos do tipo P2Y; (Sanches, et al., 2002; Nunes, et al., 2007;
Sholl-Franco et al., 2010), sendo o ADP o nucleotideo de maior afinidade por este
receptor. Com base nisto, resolvemos investigar o efeito do ADP sobre as vias das
ERKSs e da PIBK/AKT em nossas culturas, assim como investigar se este nucleotideo
era capaz de induzir a fosforilagdo do receptor de IGF-I/Insulina como observado na
incubagdo das culturas com ATP. Para isto, inicialmente as culturas de células de retina
em E7C1 foram estimuladas com ADP 500 pM durante 5, 30 e 60 min e 0s
homogeneizados analisados por WB para a deteccdo de p-ERK e p-AKT. Na figura 10,
podemos observar que células estimuladas com ADP 500 uM durante 5, 30 e 60
minutos apresentaram um aumento de ~ 3.1 x na fosforilacdo da ERK (média percentual
de p-ERK em relagao a ERK total = EPM: controle: 16 + 3.5; ADP 5’: 51 + 12; ADP
30’: 19+ 4; ADP 60°: 2.6 + 0.8; n = 2) e um aumento de ~ 2.3 x na fosforilagcdo da AKT
(média percentual de p-AKT em relagdo a ERK total £ EPM: controle: 23 + 4; ADP 5:
54 +10; ADP 30’: 28 + 3; ADP 60°: 19 + 3.5. n = 2). Para ambas as enzimas, o efeito do
ADP foi transitorio e semelhante ao efeito observado com ATP, sendo possivel a
deteccdo do estimulo somente no periodo de 5 min.

Com objetivo de relacionar a ativacdo de receptores P2Y,, estimulados
preferencialmente por ADP, com a sinalizacdo mediada por IGF-1 em nossas culturas,
investigamos o efeito de IOME-AG538, um inibidor de receptores de IGF-I, sobre a

fosforilacédo do receptor para IGF-I/Insulina, da ERK e da AKT induzida por ADP em
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Figura 10: Efeito de ADP sobre a fosforilacdo da ERK e AKT durante
intervalos de tempo crescentes. Culturas de retina contendo 107 células por
placa foram tratadas com ADP 500 puM durante 5, 30 e 60 minutos. A)
Fotomicrografias da marcacdo com anticorpos monoclonais para p-ERK
(1:1000), p-AKT (1:2000) e ERK total (1:2000). Os gréaficos B e C representam
a média em densidade Gtica de 2 experimentos. *p<0.05 comparados ao controle.
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nossas preparagdes. Para isto, culturas de retina foram pré-incubadas com IOME AG-
538 10 pM durante 25 min e estimuladas com ADP 500 pM por mais 5 min. Em
sequida, as culturas foram submetidas ao ensaio de WB para a detecgdo destas
proteinas. Nas figuras 11A e 11B, podemos observar que o tratamento com ADP
promoveu um aumento de ~ 1.85 x na fosforilag&o do receptor para IGF-1/Insulina, um
efeito que foi inibido pelo antagonista IOME-AG-538 (média percentual p-1GF-1/In (r)
em relacdo a ERK total £ EPM: controle: 60 £ 7; ADP: 111 £ 11; IOME: 59 = 7; IOME
+ ADP: 72 £ 7; n = 2). Além disto, tanto a fosforilacdo da AKT quanto da ERK foram
inibidas pelo antagonista do receptor para IGF-I/Insulina (figura 11A, 11C e 11D). A
adicdo de IOME AG-538 10 pM foi eficaz em diminuir consideravelmente a
fosforilagcdo, induzida por ADP, da AKT (média percentual de p-AKT em relacdo a
ERK total + EPM: controle: 27 + 3.6; ADP: 60 + 8.5; IOME: 11,.5 + 0.3; IOME +
ADP: 28 + 3; n = 2) e da ERK (média percentual de p-ERK em relacdo a AKT total +
EPM: controle: 43.5 £ 7.5; ADP: 167.5 £ 6.5; IOME: 47.5 £ 7.5; IOME + ADP: 57.5 +
0.5; n = 2). Estes dados sugerem que receptores de IGF-I/Insulina estejam envolvidos na
ativacdo da via das MAP cinases e da PI3K/AKT induzida por ADP em nossas culturas.
Sabendo que a ativagao de receptores P2Y; (Franga et al., 2007; Nunes et al., 2007) e
receptores para IGF-I (Guse et al., 1992; Gao et al., 2005) promovem a ativacdo da
fosfolipase C (PLC) e a consequente formagéo de IP3, resolvemos caracterizar o efeito
de I-OME AG-538 sobre o acimulo de [*H]-fosfoinositideos induzido por ADP. Para
isto, culturas de E7C2 contendo 10’ células foram pré-incubadas com I-OME-AG 538
nas concentracdes de 10, 50 e 100 uM por 10 min e estimuladas com ADP 500 uM por
1 hora. Em seguida, as células foram submetidas ao ensaio de actmulo de [*H]-
fosfoinositideos. Em culturas tratadas com ADP 500 uM por 1h, um aumento na

formacdo de [*H]-fosfoinositideos de ~ 2.9 x em relacdo ao controle foi observado
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Figura 11: Efeito de IOME AG-538 sobre a fosforilagdo do receptor para
IGF-1, ERK e AKT induzida por ADP. Culturas de retina contendo 107 células
foram pré incubadas com IOME AG-538 10 uM durante 25 min. e estimuladas
com ADP 500 pM durante 5 min. A) Fotomicrografias da marcagdo com
anticorpos monoclonais para o receptor de IGF-1/Insulina fosforilado (1:2000), p-
AKT (1:2000), p-ERK (1:1000), ERK total (1:2000) e AKT total (1:2000). Os
graficos em B, C e D representam a média em densidade o6tica em relacdo a ERK
e a AKT total de 2 experimentos realizados em duplicata. *p<0.05 e ***p<0.001
comparados ao controle.
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(figura 12). O tratamento com IOME AG-538 nas concentracfes de 10, 50 e 100 uM
reduziu o acimulo de [*H]-fosfoinositideos induzida por ADP em ~ 21, 36 e 38%
respectivamente (média em cpm/mg de proteina + EPM: controle: 531 + 25.5; ADP:
1549 + 32; IOME 10 uM + ADP: 1231 + 117; IOME 50 uM + ADP: 987 = 113; IOME
100 uM + ADP: 969 * 39). Estes dados sugerem que assim como a ativacdo da ERK e
da AKT induzida por ADP, a formacao de derivados fosforilados de inositol dependente
deste nucleotideo seja mediado, pelo menos parcialmente, pela ativacdo de receptores
de IGF-1 em culturas de células de embrido de pinto.

Para explicar a participagcdo de receptores de IGF-I na proliferacdo celular
induzida por ADP em nossas culturas, diversos mecanismos celulares ou moléculas
podem ser aventados como intermediarios na interacdo entre receptores P2Y; e
receptores de IGF-I. Tendo em vista que, em varios modelos celulares, a estimulacédo de
receptores de nucleotideos P2Y é capaz de ativar a proteina Src (para revisdo: Weisman,
et al., 2005), um mecanismo simples para explicar esta interacdo seria o de que
receptores P2Y; estivessem estimulando a Src que, por sua vez, estaria estimulando
receptores de IGF-I na auséncia do ligante IGF. Segundo este mecanismo, inibidores da
Src deveriam inibir a proliferacdo celular induzida por ADP em nossas culturas. Para
investigar esta hipotese, culturas de retina de E7C1 foram tratadas por 24 horas com
ATP 100 uM ou ADP 500 uM, na presenca ou nao dos inibidores da Src Herbimicina A
(10 ng/mL) ou PP1 (1 pM) e processadas para a incorporagdo de [*H]-timidina.
Entretanto, nenhuma diminuicdo na incorporacdo de [*H]-timidina foi observada em
culturas tratadas tanto com Herbimicina A quanto com PP1, na presenca ou ndo de

nucleotideos (figura 13).
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Figura 12: Efeito de concentrac6es crescentes de IOME AG-538 sobre o
acumulo de [*H]-fosfoinositideos induzido por ADP. A) Culturas de E7C2
contendo 107 células foram pré-incubadas com concentracBes crescentes de
IOME AG-538 (10, 50, 100 pM) durante 10 minutos. Em seguida, as células
foram estimuladas com ADP 500 puM durante 1 hora (barra preta). B) Modelo
esquematico mostrando a ativagédo de receptores P2Y, e a consequente formacao
de IP; de forma dependente da participacdo de receptores para IGF-1. Para cada
concentragdo de IOME, foi realizado 1 experimento separado em duplicata. Os
dados representam a média EPM dos dados obtidos. ** p < 0.01 e *** p <
0.001 comparados com ADP 500 pM.

52



>

5000

4000

N w
o (=]
o (=]
o o

1000

ncorporagéo de [3H]-timidina
(cpm/cultura)

0

ATP 100 uM - + - +
Herb. A 10 ng/mL - - + +

B

3000+

)
N
o
o
i

(cpm/cultural

=

o

o

o
1

Incorporacao de [3H]-timidina

ADP 500 pM - + - +
PP11uM - - + +

Figura 13: Efeito de inibidores da Src sobre a proliferacdo celular induzida por
ADP. Culturas de E7C1 foram estimuladas por 24 h com ADP 500 uM na presenca ou
auséncia dos inibidores Herbimicina A 10 ng/mL (A) ou PP1 1 uM (B). Os dados
representam a média EPM de 2 experimentos realizados em duplicata. *p< 0.05 versus
o controle.

53



Estes resultados sugerem que a Src ndo esteja envolvida no efeito proliferativo do ATP
em culturas de células de retina de embrido de pinto, descartando, portanto, uma

possivel transativacao de receptores de IGF-1 por nucleotideos mediados pela Src.

4.2- Envolvimento da dessensibilizagdo de receptores P2Y e endocitose mediada por
clatrina na resposta proliferativa do ADP.

Classicamente, um dos fendmenos associados a dessensibilizacdo de receptores
acoplados a proteina G € o fendmeno de endocitose, que ao diminuir a formagdo de
segundos mensageiros induzida por estes sitios, provoca uma mudanga no acoplamento
destes receptores, que passam entdo a sinalizar através da via das MAP cinases
(Maudsley, et al., 2007). Dados obtidos no periodo inicial de meu doutoramento (para
complementar a publicacdo dos dados de meu mestrado) mostraram que a proliferagéo
induzida por ATP de progenitores tardios da retina de pinto ocorria de forma
concomitante com a dessensibilizacdo da formacao de derivados fosforilados de inositol
(InsPs) induzida pelo agonista (Franca et al., 2007). Tendo em vista a proliferacdo de
progenitores tardios induzida por ADP na retina embrionaria de pinto é dependente da
ativacdo de MAP cinases (Sanches et al., 2002; Nunes et al., 2007), resolvemos
investigar a participacdo ou ndo do fenbmeno de endocitose na proliferacdo de
progenitores tardios da retina. Para isto, avaliamos o efeito de monodansil-cadaverina
(MDC) e clorpromazina, 2 compostos capazes de inibir a endocitose via clatrina através
de mecanismos distintos, sobre a proliferacdo induzida por ADP (figura 14). Culturas
em E7C1 foram estimuladas com ADP durante 24 h e tratadas com concentragdes
crescentes de monodansil-cadaverina (MDC; 3 e 30 uM), um inibidor genérico da
formagéo de vesiculas recobertas por clatrina (Phonphok e Rosenthal, 1991; Wang et

al., 1993) ou clorpromazina (CPZ; 1 e 10 uM), um inibidor que blogueia o recrutamento
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Figura 14: Efeito de concentracfes crescentes de MDC e CPZ sobre a incorporacéo de
[*H]-timidina (A e C) induzida por ADP 500 uM e sobre a viabilidade celular (B e D).
Culturas de células de retina em E7C2 foram tratadas com MDC (3 e 30 uM) na auséncia ou
presenca de ADP 500 uM (barras pretas), por 24 h ( A e B). Culturas de células de retina em
E7C2 foram tratadas com CPZ (1 e 10 uM) na presenca ou ndo de ADP 500uM por 24 h (Ce
D). Os dados representam a médiaem % EPM de 4 experimentos realizados em duplicata.

***p<0.001 comparado com ADP 500 pM.
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do complexo AP2 para a membrana (Yao et al., 2002; Tulapurkar et al., 2005). Os
tratamentos com MDC 30 puM (media percentual em relacdo ao controle + EPM:
controle: 100 + 6; ADP: 225,5 = 59; ADP + MDC 30 pM: 79 + 13; n=2) ou CPZ 10 uM
(media em cpm/cultura £ EPM: controle: 1172 + 143; ADP: 2459 + 206; CPZ 10 puM:
726 + 135; ADP + CPZ 10 puM: 980 = 190; n=3) inibiram de forma significativa a
proliferacdo celular induzida por ADP 500 uM. Além disso, ensaios de viabilidade
celular indicaram auséncia de morte celular significativa nas culturas tratadas tanto com
MDC quanto com CPZ (figuras 14B e 14D, respectivamente), descartando, portanto, a
possibilidade que a reducdo na proliferacéo celular observada nas culturas tratadas com
MDC ou CPZ seja devida a efeitos toxicos destes agentes. Estes resultados, em conjunto
com os dados publicados pelo nosso grupo (Franga et al., 2007), sugerem que a
dessensibilizacdo de receptores P2Y seguida por endocitose seja um fenémeno
necessario para proliferacdo celular induzida por ADP em nosso modelo.

Sabendo que o receptor envolvido na proliferacdo celular em nossas culturas é o
P2Y; (Sanches et al., 2002) acoplado a formacdo do segundo mensageiro IP; (Sanches
et al., 2002; Nunes et al., 2007), resolvemos investigar o efeito de um destes inibidores
de endocitose, 0 MDC, sobre o actimulo de [*H]-fosfoinositideos induzido por ADP.
Para isto, culturas de E7C2 contendo 10’ células foram pré-incubadas com MDC 300
MM por 10 min, estimuladas com ADP 500 uM por 1 hora e analisadas para o acimulo
de [®H]-fosfoinositideos como descrito na secdo de Materiais e Métodos. Em culturas
tratadas com ADP 500 pM por 1h, um aumento na formacéo de [*H]-fosfoinositideos de
~ 80 % acima dos niveis basais foi observado (figura 15). Além disto, o tratamento com
MDC 300 uM néo foi capaz de reduzir a formacdo de fosfoinositideos induzida por
ADP, sugerindo que a endocitose ndo esteja envolvida na ativacdo inicial da fosfolipase

C por ativacgéo de receptores P,Y; em nossas culturas.
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Figura 15: Efeito de MDC sobre o acimulo de [3H]-fosfoinositideos induzido por ADP
em culturas de células de retina em E7. A) Culturas de E7C2 contendo 107 células foram
pré-incubadas com MDC 300 pM, durante 10 min. Em seguida, as células foram estimuladas
com ADP 500 uM e processadas para 0 acumulo de [3H]-fosfoinositideos. B) Modelo
esquematico mostrando a ativagdo de receptores P2Y, e a formacdo de IP3 de forma
independente de endocitose. O gréfico representa a média percentual de estimulo + EPM de 2
experimentos independentes realizados em duplicata. *p<0.05 e **p<0.01 comparado com 0
controle.
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Com o objetivo de caracterizar a(s) via(s) de sinalizacdo intracelular afetada(s)
por MDC e CPZ, resolvemos investigar inicialmente o efeito destes inibidores de
endocitose sobre a ativacao da via das ERKSs e da PI3 cinase/AKT induzida por ativagédo
de receptores P2Y;. Para isto, culturas em E7C1 contendo 10’ células foram pré-
incubadas com MDC 30 e 300 uM ou CPZ 10 pM durante 25 min (figura 16A). Em
seguida, as células foram estimuladas com ADP 500 pM por mais 5 min e processadas
para ensaios de “WB” para detecgdo de ERK e AKT fosforiladas. A ativacdo da AKT
foi estudada apenas com MDC 30 uM e para a ativacdo da ERK, tanto MDC 30 e 300
UM quanto CPZ 10 uM foram investigados. Em todas as condic¢des experimentais onde
0 tratamento das culturas com ADP foi realizado na presenca dos inibidores de
endocitose, observamos um bloqueio completo na fosforilacdo da AKT e da ERK,
sugerindo fortemente que a endocitose dependente de clatrina seja necessaria para a
ativacdo da via das ERKs e da AKT estimulada por receptores P,Y; e,
consequentemente, para a inducédo da proliferacéo celular por ADP.

Como pode ser verificado no conjunto de resultados iniciais desta tese, a
proliferacdo celular induzida por ADP parece ser dependente da ativacdo de receptores
para IGF-1/In, uma vez que o inibidor deste receptor, o IOME-AG-538, foi capaz de
bloquear a resposta proliferativa do ADP em nossas culturas (figura 6). Além disto, este
inibidor foi capaz de diminuir a tanto a fosforilacéo destes receptores induzida por ADP
quanto a fosforilagdo da ERK e da AKT induzida pelo nucleotideo (figura 11). Com
objetivo de verificar se a endocitose mediada por clatrina estaria envolvida na ativagédo
de receptores para IGF-I/In induzida por ADP, resolvemos investigar o efeito da
monodansil-cadaverina sobre a fosforilacdo destes receptores e da proteina adaptadora
IRS-1 induzida por ADP (figura 17). Culturas de E7C1 contendo 10’ células foram pré-

incubadas com MDC 30 uM durante 25 min. Em seguida, as células foram estimuladas
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Figura 16: Efeito de MDC e CPZ sobre a fosforilacdo da AKT e da ERK induzida por
ADP. Culturas de E7C2 contendo 107 células foram pré-incubadas com MDC 30 ou 300 puM
e CPZ 10 uM durante 25 min. Em seguida, as células foram estimuladas com ADP 500 uM e
processadas para western blot. A) Fotomicrografias revelando a marcacdo para anti-p-AKT
(1:2000) e anti-p-ERK (1:1000). Os graficos representam a média percentual em densidade
Gtica em relacdo a ERK total + EPM de 2 experimentos independentes realizados em
duplicata. *p<0.05 e **p<0.01 comparado com o controle.
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Figura 17: Efeito de MDC sobre a fosforilacdo do receptor de IGF-1/In e do fator
responsivo a insulina (IRS-1) induzida por ADP. Culturas em E7C1 contendo 107 células
foram pré-incubadas com MDC 30 puM durante 25 min. Em seguida, as células foram
estimuladas com ADP 500 uM e processadas para western blot. A) Fotomicrografias
mostrando a marcacdo para o receptor de IGF/In (1:2000) e para IRS-1 (1:2000) fosforilados
. B) e C) Densitometria dos ensaios mostrados em A).Os graficos representam a média
percentual em densidade O6tica em relacdo a ERK total + EPM de 2 experimentos
independentes realizados em duplicata. *p<0.05 comparado com o controle e **p<0.01
comparado com ADP 500 pM.
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com ADP 500 uM por mais 5 min e processadas para ensaios de “WB” para detec¢ao
da fosforilacdo do receptor de IGF-I/In e da proteina IRS-I. Nas figuras 17A e 17B,
podemos observar que, enquanto o ADP induziu um aumento ~ 1.77 x na fosforilagdo
do receptor para IGF-I/Insulina em comparagdo com 0s niveis basais, o tratamento com
MDC foi capaz de inibir completamente a fosforilagdo deste receptor induzida por ADP
(média percentual de p-IGF-1/In em relacdo a ERK total £ EPM: controle: 47 + 7; ADP:
83+ 8; MDC: 19 + 4; ADP + MDC: 23 £ 3; n = 02). Além disto, nas figuras 17A e 17C,
podemos observar que o ADP promoveu uma aumento significativo de ~ 2.10 x na
fosforilagdo do IRS-l1. Em acordo com os resultados do receptor, o tratamento das
culturas com MDC 30 uM foi capaz de inibir completamente a fosforilacdo do IRS-I
induzida por ADP (média percentual de p-IRS-I em relagdo a ERK total + EPM:
controle: 44 + 7; ADP: 92 £ 9; MDC: 28 + 6; ADP + MDC: 34 + 6). Estes resultados
sugerem que a transativacdo entre receptores P2Y; e IGF-I/Insulina ocorre de forma
dependente de endocitose.

Como a proliferacdo celular, a ativacdo de receptores de IGF-I/Insulina, a
ativacdo do IRS-I e das vias da MAPK e da AKT foram dependentes de endocitose
quando induzidas por ADP, resolvemos investigar se a ativacdo do receptor de IGF-
I/Insulina induzida pelo proprio agonista IGF-1 também era dependente de endocitose
mediada por clatrina. Para isto, culturas de E7C1 contendo 10’ células foram pré-
incubadas com MDC 30 uM durante 25 min (figura 18A). Em seguida, as células foram
estimuladas com IGF-1 100 ng/mL por mais 5 min e processadas para ensaios de “WB”
para deteccdo do receptor de IGF-I/In fosforilado e para a deteccdo da p-AKT e da p-
ERK. Culturas tratadas com IGF-1 mostraram um aumento significativo de ~ 6.7, 3.0 e
3.6 x na fosforilacdo do receptor de IGF-1/In, da AKT e da ERK, respectivamente.

Entretanto, nenhuma reducéo na fosforilacdo destas proteinas foi observada nas culturas
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Figura 18: Efeito de MDC sobre a fosforilacdo do receptor de IGF-1/In, da AKT e da
ERK induzida por IGF-I. Culturas de E7C1 contendo 107 células foram pré-incubadas com
MDC 30 pM durante 25 min. Em seguida, as células foram estimuladas com IGF-I 100
ng/mL e processadas para WB. A) Fotomicrografias mostrando a marcacdo para o receptor
de IGF-I/In (1:2000), AKT (1:4000) e ERK (1:1000) fosforilados. B), C) e D) Densitometria
dos ensaios de WB. Os gréaficos representam a média percentual em densidade 6tica £+ EPM
de 2 experimentos independentes realizados em duplicata. *p<0.05 e **p<0.01 comparados
com o controle.
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tratadas concomitantemente com IGF-1 e MDC, que apresentaram aumentos de ~6.7x,
3.0x e 3.6 na fosforilagdo do receptor, da AKT e da ERK, respectivamente. Estes dados
sugerem que a ativagédo do receptor de IGF-I/In e das vias de transducéo de sinal AKT e
ERK quando induzida diretamente por IGF ocorra de forma independente do fendbmeno

de endocitose mediada por clatrina.

4.3- Efeito de ATP sobre a proliferacao celular em culturas de células de retina mais
diferenciadas submetidas a lesdo mecanica.

Sanches e colaboradores (2002) mostraram que a proliferacdo celular induzida
por ativacdo de receptores P2Y; por ATP encontra-se restrita a um periodo do
desenvolvimento compreendido entre 0 6° e 0 9° dia embrionario (E6-E9), uma etapa
onde apenas progenitores de células gliais e bipolares ainda proliferam neste tecido. Por
outro lado, durante meu mestrado e inicio desta tese, mostramos que células de retina de
embrides de 7 dias mantidas em cultura também perdem sua capacidade de responder a
este nucleotideo, em termos de proliferacédo celular, apés o 3° dia de cultivo (figura 1 do

trabalho em anexo, Franga et al., 2007).

Os dados relatados acima sugerem que o efeito proliferativo do ATP na retina
ocorra apenas em progenitores de tecidos embrionarios, mas ndo de células gliais de
tecidos adultos. Entretanto, diversos trabalhos tém sugerido que o ATP esteja envolvido
no fendmeno de gliose reativa induzida por lesdo em tecidos adultos (Neary et al., 1996,
Rathbone et al., 1999). Assim como em lesdes do Sistema Nervoso Central por
isquemia ou trauma, onde ocorre liberacdo de nucleotideos e formacéo da cicatriz glial
(para revisao, Franke e llles, 2006), em culturas de células epiteliais, a lesdo mecéanica
da monocamada de células provoca liberagdo significativa de ATP capaz de induzir

proliferacdo celular dependente da ativacéo de receptores P2 (Yin et al, 2007). Com o

63



objetivo de evidenciar um efeito proliferativo de ATP em estagios mais tardios do
desenvolvimento in vitro de células da retina, resolvemos investigar a proliferagdo
celular e as mudancas morfoldgicas induzidas por lesdo da monocamada celular em
culturas de retinas de embrido de galinha. Para isto, culturas de células de retinas de E8
contendo 10° células/placa e mantidas por 1 (E8C1) ou 7 dias (E8C7 foram lesadas
mecanicamente com o auxilio de uma ponteira de micropipeta, gerando uma regido
desprovida de células. Apds a lesdo, o meio de cultura foi trocado e o crescimento
celular sobre a area livre de células observado. Em culturas lesadas em E8C1, um
aumento no preenchimento da area descoberta pela lesdo foi detectado entre 0 1° e 0 8°
dia apds a leséo (area livre de células em mm? x 10° + EPM: dia 0: 21 + 0.4; dia 1: 17.6
+0.8; dia2:12.3+0.9; dia 3: 9.0 £ 0.7; dia 8: 6.3 £ 0.8, n = 3). Da mesma maneira, em
culturas mais diferenciadas em E8C7, um recobrimento significativo da area de lesdo
foi detectado entre 0 1° e 0 7° dia p6s-lesdo (4rea livre de células em mm? x 102 + EPM:
dia0:224+1.0;dial:18+0.9;dia2:13.6 +0.7;dia3: 7.6 +0.9;dia7: 54+ 1.2; n=

3) (Figura 19).

A analise morfoldgica utilizando microscopia de contraste de fase revelou que as
culturas lesadas em E8C1 apresentaram, durante os 3 primeiros dias apos a lesdo, uma
intensa neuritogénese, com inimeras conexdes entre as bordas da regido lesada, assim
como diversas areas recobertas por células com morfologia tanto neuronal quanto glial
(Figura 20A). Ja as culturas lesadas em E8C7 néo apresentaram células com morfologia
neuronal sobre a regido lesada. Somente células com morfologia glial foram observadas

(Figura 20B).

Com objetivo de confirmar a natureza glial das células localizadas na area de lesdo em
culturas mais diferenciadas de E8C7, realizamos ensaios de imunocitoquimica para um

marcador de células gliais de Muller de aves, o antigeno glial 2M6. Para
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Figura 19: Cinética de recobrimento da area livre de células apds lesdo da
monocamada em cultura de retina com diferentes estagios de diferenciagao.
Culturas de retina em E8C1 (vermelho) e E8C7 (preto) contendo 107 células foram
lesadas como descrito nos métodos. As imagens mostradas foram obtidas ap6s 0, 1, 2 e
3 dias apos a lesdo em E8C1 (esquerda) ou E8C7 (direita). Destes experimentos, foram
obtidas ~ 25 imagens para cada intervalo de tempo, sendo a area livre de células
(mm2x10%) medida utilizando o programa Scion Image. O grafico representa 3
experimentos independentes, realizados em duplicata. Todos os pontos do grafico
obtiveram diferenca significativa com p< 0.001 em comparagdo ao controle. Barra = 20

um

65



Figura 20: Caracteristicas morfoldgicas das células na area de lesdo em culturas lesadas
em E8CL1 e E8C7. A) Cultura de células de retina que sofreu lesdo em E8C1. Imagem obtida
2 dias apds a lesdo. Note a presenca de neurdnios (setas brancas) e células gliais (setas
amarelas) sobre a area onde ocorreu a lesdo. B) Cultura de células de retina que sofreu lesdo
em E8C7. Imagem obtida 3 dias ap6s a lesdo. Note a auséncia de neur6nios e neuritos e
presenca de células gliais (setas amarelas) sobre a area onde ocorreu a lesdo. Barra vermelha
=20 pm.
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precursores neuronais, utilizamos o marcador TUJ-1. Ap6s 7 dias de cultivo, culturas
contendo 5x10° células de retina em laminulas de vidro foram lesadas com auxilio de
ponteira para micropipeta e cultivadas por mais 3 dias. Apos este periodo, as células
foram fixadas com PFA 4% e incubadas com os antisoros contra 2M6 (1:500) e TUJ-1
(1:200). Como observado na figura 21, a regido da lesdo foi complemente recoberta por
células positivas para 2M6, indicando a presenca de células gliais nesta &rea. Embora
estas células na area da lesdo também tenham apresentado imunoreatividade para o
marcador TUJ-1, neurdnios positivos para TUJ-1 mas negativos para 2M6 foram
observados apenas fora da area de lesdo. Estes resultados sugerem que o recobrimento
da éarea descoberta pela lesdo mecénica em nossas culturas de E8C7 deva ocorrer
através de um processo de gliose reativa semelhante ao observado em lesGes do sistema
nervoso de animais adultos, uma vez que as culturas apresentaram uma regido de

cicatrizacao glial com auséncia de neurdnios ou processos Nervosos.

Uma vez que a gliose reativa envolve, entre outros fendmenos, a proliferacdo celular,
resolvemos investigar a incorporagdo de BrdU, um marcador da fase S do ciclo celular,
em nosso modelo. Para isto, células de E8C7 foram lesadas como descrito
anteriormente, cultivadas por 2 dias e incubadas com BrdU por 4 h, antes da fixagéo
com PFA 4%. As células foram entdo processadas para imunofluorescéncia, utilizando
0 antisoro contra BrdU (1:500). A quantificacdo da proliferacdo celular foi realizada
através da relagdo nimero de células BrdU™ / niimero de nicleos DAPI*, em campos
fotograficos da borda das lesdes, de areas distantes 5 mm da borda das lesdes e de
campos aleatdrios de culturas que ndo sofreram lesdo. Na borda da lesdo, foi possivel
detectar um aumento significativo de ~ 2.8 x na incorporacdo de BrdU em relacdo a
incorporacdo de BrdU em culturas controle ndo submetidas a lesdo (Figura 22). Nas

imagens obtidas em areas distantes 5 mm da borda de lesdo foi possivel detectar um
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Figura 21: Imunofluorescéncia para o antigeno glial 2M6 e para o marcador de
precursor neuronal TUJ 1 em culturas de células submetidas a lesdo em E8C7. As
culturas foram lesadas, cultivadas por 3 dias, fixadas com PFA 4% e processadas para
imunocitoquimica. A) 2M6; B) TUJ-1; C) DAPI; D) Sobreposicdo das imagens. E)
Detalhe da area de leséo. Barra = 10 pm.
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Figura 22: Incorporacdo de BrdU em culturas de células de retina com lesdo da
monocamada. Culturas de células de retina foram lesadas em E8C7. Apo0s 2 dias, as culturas
foram incubadas com BrdU por 4 h, lavadas, fixadas com PFA 4% e processadas para
imunocitoquimica em E8C9. As fotomicrografia mostram uma imagem representativa da
borda da lesdo. A) contraste de fase; B) DAPI; C) BrdU. A seta vermelha evidencia uma
célula em mitose. D) Quantificacdo da proporcdo de células BrdU* em culturas ndo lesadas
(barra branca), em areas distantes 5 mm da borda da lesdo de culturas lesadas (barra cinza) e
na borda da lesdo de culturas lesadas (barra preta). Os dados representam a média de 7 a 19
imagens obtidas de 3 experimentos independentes realizados em duplicata. *p < 0.05 e *p <
0.001, comparado com a incorporacdo em areas distantes 5 mm da borda da lesdo e com o
controle, respectivamente. Barra branca = 10 um.
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aumento significativo na incorporacdo de BrdU de ~1.53 x em relacdo a culturas
controle. Nucleos pequenos de neurdnios marcados positivamente para BrdU néo
foram detectados. Além disto, células BrdU™ com perfil mitético (seta vermelha, figura

22) foram observadas com frequéncia na rea de leséo.

Como relatado anteriormente, lesdes do SNC ou lesdes mecénicas de células
epiteliais em cultura induzem a liberacdo de ATP seguida por proliferacéo celular
mediada por receptores P2 (Franke e llles, 2006; Yin et al, 2007). Com o0 objetivo de
estudar a participacdo ou ndo deste nucleotideo na proliferagdo celular induzida por
lesdo da monocamada em nossas culturas mais diferenciadas, culturas de E8C7 foram
lesadas como descrito anteriormente e tratadas com Adenosina 5'-difosfatase /
Adenosina 5'-trifosfatase (apirase) 5 U/mL, uma enzima que promove a hidrélise de
ATP para AMP (para revisdo: Fields e Burnstock 2006), por periodos de tempo
crescentes. As respectivas areas livre de células foram medidas como descrito
anteriormente. Como pode ser observado na figura 23, esta enzima inibiu
significativamente o crescimento celular sobre a &rea livre de células em 60, 57 e 73 %,
apos 1, 2 e 3 dias de tratamento, respectivamente. Estes resultados sugerem que o ATP
presente em culturas de retina em estagios mais avancados de maturacdo submetidas a

lesdo mecanica esteja envolvido na proliferacao de células gliais sobre a area de lesdo.

Dados recentes do nosso laboratério mostraram que os nucleotideos ATP, ADP
e UTP séo capazes de induzir um aumento na formacéo [*H]-fosfoinositideos na retina
embrionaria de pinto, além de induzir a ativacdo de ERKSs neste tecido (Nunes et al.,
2007). Neste trabalho, foi verificado que apenas as respostas ao ADP, que ocorrem
através da ativacdo de receptores P2Y,, foram inibidas pelos antagonistas PPADS e
Suramina. Nenhuma inibicdo por estes compostos foi observados na ativacdo de

receptores P2Y y, por UTP.
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Figura 23: Efeito de Adenosina 5'-difosfatase / Adenosina 5'-trifosfatase (apirase) 5
U/mL sobre o crescimento celular induzido por lesdo. A) Fotomicrografia em contraste de
fase de culturas lesadas em E8C7 e cultivadas por 3 dias (controle). B) Fotomicrografia de
culturas lesadas em E8C7 e cultivadas por 3 dias na presenca de 5 U/mL de apirase. C)
Quantificacdo das areas livres de células em funcdo do tempo de cultivo ap6s a lesdo das
culturas. Os dados representam a média de ~40 imagens obtidas em 2 experimentos
independentes realizados em duplicata. ***p < 0.001, comparado com culturas controle, ndo
tratadas com apirase. Barra = 20 um
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Tendo em vista que tanto receptores P2Y; quanto receptores P2Y3,, dentre
outros, foram identificados na retina (Housley, 2009, para reviséo), resolvemos entéo
verificar a participagdo ou ndo destes receptores no crescimento celular induzido pela
lesdo mecénica em nossas culturas. Para isto, resolvemos investigar o efeito dos
antagonistas purinérgicos ndo seletivos PPADS e suramina e do antagonista seletivo
para receptores P2Y,, reactive blue-2 (RB-2). Culturas de retina em E8C7 foram
lesadas e tratadas com PPADS 100 pM, suramina 100 uM e RB-2 40 pM, por 3 dias.
Em seguida, as respectivas &reas livre de células foram medidas como descrito
anteriormente. A eficacia de inibicdo para o recobrimento da area livre de células foi
maior para os antagonistas RB-2 e suramina. J& o PPADS foi o antagonista de menor
eficacia (Figura 24). RB-2, suramina e PPADS foram capazes de inibir em 65.4 £+ 2.7%,
63 £ 6% e 20.8 + 2.6% o crescimento observado em culturas ndo tratadas,
respectivamente. Além disto, a incubacdo de culturas submetidas a lesdo com RB-2 por
3 dias inibiu significativamente o crescimento de células 2M6" sobre a area da lesdo,

sugerindo que estes antagonistas inibam o crescimento de células gliais sobre esta érea.

A lesdo mecénica na monocamada de células de retina promove uma aumento na
incorporacdo de BrdU em células da borda da lesdo (figura 22). Com o objetivo de
investigar a participacdo de receptores P2 na proliferacdo celular induzida pela leséo
mecénica, culturas de células de retina em E8C7 foram lesadas, tratadas com RB-2 40
MM por 2 dias e incubadas com BrdU por 4 h antes do término da incubacdo. Apos
fixacdo, as células foram processadas para imunofluorescéncia para BrdU. A
quantificagdo da proliferagdo celular foi realizada através da relagdo numero de células
BrdU" / nimero de ndcleos DAPI*, em campos fotograficos da regido da borda das
lesGes, de areas distantes 5 mm da borda das lesdes e de campos aleatorios de culturas

ndo lesadas. Como observado na figura 25, RB-2 inibiu completamente a proliferacao
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Figura 24: Efeito de antagonistas purinérgicos de receptores P2 sobre o crescimento
celular induzido por lesdo. Culturas lesadas em E8C7 e cultivadas por 2 dias na auséncia
(A) ou presenca de 40 uM de RB-2 (B) foram processadas por imunofluorescéncia para o
antigeno glial 2M6 (vermelho). Em azul, nucleos corados com DAPI. C) Quantificagdo das
areas livres de células de culturas lesadas em E8C7 e tratadas com os antagonistas PPADS
(100 puM), suramina (100 puM) e RB-2 (40 uM) pelos tempos indicados apds a lesdo. Os
dados representam a média de ~ 40 imagens obtidas em 2 experimentos independentes
realizados em duplicata. **p < 0.01 e ***p < 0.001 comparado com culturas controle, ndo
tratadas com os antagonistas. Barra = 20 um.
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Figura 25: Efeito de RB-2 sobre a proliferacdo celular induzida por lesdo mecénica em
culturas de retina. Culturas de células de retina lesadas em E8C7 foram tratadas ou ndo com
RB-2 (40 uM) durante 2 dias. Apds este period, as culturas foram incubadas com BrdU por 4
h, fixadas com PFA 4% e processadas para imunocitoquimica em E8C9. A)
Imunorreatividade para BrdU na borda da lesdo em culturas controle. B) Imunorreatividade
para BrdU na borda da lesdo em culturas tratadas com RB-2. C e D) DAPI. E) Quantificagéo
da propor¢cdo de células BrdU* em culturas tratadas ou ndo com RB-2. Barra branca =
culturas controle, ndo lesadas. Barras cinzas = quantificacdo em areas distantes 5 mm da
borda da lesdo. Barras pretas = bordas da lesdo. Os dados representam a média de ~ 8 a 16
imagens obtidas de 2 experimentos independentes realizados em duplicata. *p < 0.05 e ***p
< 0.001, comparado com as culturas ndo tratadas com RB-2. Barra = 20 um.
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celular induzida pela lesdo, tanto na borda da area livre de células, quando nas areas
distantes 5 mm da area de lesdo (area livre de células em mm? x 10> + EPM: controle
0.03 £ 0.0027; 5 mm: 0.045 + 0.005; area de lesdo: 0.09 £ 0,007; 5 mm + RB-2: 0.027 =
0.002; &rea de lesdo + RB-2: 0.04 £ 0.006; n = 2). Estes resultados em conjunto
sugerem que células gliais em estdgios de diferenciacdo mais avancgados sdo capazes de
proliferar em resposta ao ATP quando as culturas sdo submetidas a lesdo mecénica.
Além disto, estes resultados sugerem que o principal receptor purinérgico envolvido

nesta resposta seja o receptor do tipo P2Y y.

As evidéncias anteriores do nosso grupo sugerem que o receptor envolvido na
proliferacdo de progenitores gliais seja o receptor do tipo P2Y;, uma vez que esta
resposta das células pode ser induzida por ATP ou ADP, mas ndo por UTP (Sanches et
al., 2002; Nunes et al., 2007). Para confirmar esta hipétese, resolvemos investigar a
presenca destes receptores em progenitores gliais mantidos em culturas. Para isto,
culturas de células de retinas pouco diferenciadas (E7C1) foram submetidas ao ensaio
de imunocitoquimica para o receptor P2Y; e para o antigeno glial 2M6. Na figura 26,
podemos observar a presenca de células duplamente marcadas para o antigeno glial
2M6 e para o receptor P2Y (setas brancas). Entretanto, receptores P2Y; parecem néo
ser exclusivamente expressos em células gliais, uma vez que a marcagdo para o receptor
P2Y; ocorreu tanto em células 2M6 positivas quanto em celulas 2M6 negativas (seta
amarela). As células duplamente marcadas tem corpo celular pequeno, além de 1 ou 2

processos grossos, ambos caracteristicos de progenitores gliais nesta etapa do cultivo.

Em outra série de experimentos, analisamos a expressao de receptores P2Y; em
culturas de retinas lesadas em E8C7 com o objetivo de verificar se estes receptores
seriam os sitios envolvidos no crescimento glial sobre a area descoberta pela lesdo. Na

figura 27, podemos observar que enquanto células da borda da lesdo eram positivas para
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Figura 26: Imunofluorescéncia para o receptor P2Y, e para o antigeno glial 2M6 em
culturas pouco diferenciadas de células de retina. Culturas de retinas em E7C1 contendo
5x106 células por placa foram imunorreagidas com antisoros para o antigeno glial 2M6 (A) e
para o receptor P2Y, (C). B) DAPI. D) Sobreposicdo das imagens em A e C. Setas brancas,
celula duplamente marcada para 2M6 e P2Y . Setas amarelas: célula marcada somente para o
receptor P2Y,. Imagens representativas de 3 experimentos realizados em duplicata. Barra =
10 pm

76



0 antigeno 2M6, nenhuma imunoreatividade para o receptor P2Y; foi observada nesta
regido (figura 27C) ou em outras areas da cultura (dados ndo mostrados). Estes
resultados sugerem que este receptor ndo seja o receptor P2 envolvido na proliferacdo
glial decorrente da lesdo mecéanica em nossas culturas e reforcam a hipétese da
participacdo de outros receptores, notadamente o receptor P2Yys, no fendémeno

proliferacdo glial decorrente da lesdo de culturas de células de retina.

Como descrito na primeira parte desta tese, a proliferagdo de progenitores
tardios induzida por ADP em culturas de retinas em E7C1 ocorre de forma dependente
de receptores de IGF-I / Insulina. Com 0 objetivo de estudar a participacdo destes
receptores durante a lesdo mecanica em culturas mais diferenciadas, células de retina
em E8C7 foram lesadas e incubadas ou ndo com IOME AG-538 10 uM durante 3 dias.
As respectivas areas livres de células e a incorporacdo de BrdU foram medidas como
descrito anteriormente. Como observado na figura 28 e 29, nenhum efeito de IOME
AG-538 sobre o recobrimento da area livre de células e sobre a incorporacdo de BrdU,
respectivamente, foi observado em nossas culturas, sugerindo que a sinalizacdo
mediada por receptores de IGF-1 / insulina ndo esteja envolvida no crescimento e
proliferacdo induzidos por lesdo mecénica em culturas de células de retina em E8CY.
Este resultado, mais uma vez, levanta a possibilidade de participacdo de outros
receptores como o P2Y,, na proliferacdo induzida por lesdo mecanica em nossas

culturas.
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Figura 27: Imunofluorescéncia para o receptor P2Y,; e 2M6 em cultura de células de
retina com lesdo mecanica de monocamada. Culturas de retinas em E8C7 contendo 10’
células por placa foram lesadas e fixadas apds 2 dias de cultivo. A) Marcacdo para 2M6 na
borda da lesdo (& direita). B) DAPI. C) Marcagdo para o receptor P2Y,. D) Sobreposicao das
imagens A e C. Imagens representativas de 1 experimento realizado em duplicata. Barra = 10

um
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Figura 28: Efeito de IOME AG-538 sobre o crescimento celular induzido por lesdo. A)
Fotomicrografia em contraste de fase de culturas lesadas em E8C7 e cultivadas por 3 dias
(controle). B) Fotomicrografia de culturas lesadas em E8C7 e cultivadas por 3 dias na
presenca de IOME AG-538 10 uM. C) Quantificacdo das areas livres de células em fungéo
do tempo de cultivo apds a lesdo das culturas. Os dados representam a média EPM de ~70
imagens obtidas em 3 experimentos independentes realizados em duplicata. ***p < 0.001,
comparado com culturas controle, ndo tratadas com apirase. Barra preta = 20 pum
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Figura 29: Efeito de IOME AG-538 sobre a proliferacdo celular induzida por leséo
mecanica em culturas de retina. Culturas de células de retina lesadas em E8C7 foram
tratadas ou ndo com IOME (10 uM) durante 2 dias. Apos este periodo, as culturas foram
incubadas com BrdU por 4 h, fixadas com PFA 4% e processadas para imunocitoquimica em
E8C9. A) Imunorreatividade para BrdU na borda da lesdo em culturas controle. B)
Imunorreatividade para BrdU na borda da lesdo em culturas tratadas com IOME. C e D)
DAPI. E) Quantificacdo da proporcdo de células BrdU* em culturas tratadas ou ndo com
IOME. Barra branca = culturas controle, ndo lesadas. Barras cinzas = quantificacdo em &reas
distantes 5 mm da borda da lesdo. Barras pretas = bordas da lesdo. Os dados representam a
média de ~ 6 a 11 imagens obtidas de 2 experimentos independentes realizados em duplicata.
*p < 0.05, **p < 0.01 e ***p < 0.001, comparado com as culturas ndo tratadas com IOME.
Barra branca = 10 um.
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5- Discussao:

Em trabalhos anteriores, o nosso grupo demonstrou que um dos receptores
purinérgicos envolvidos na proliferacdo celular na retina de galinha em
desenvolvimento é o receptor P2Y;. Uma vez ativado este receptor dispara, de forma
independente, pelo menos duas vias de transducdo de sinal que levam ao aumento na
incorporacdo de [*H]-timidina. Uma delas é a ativacdo seqiiencial da PLC, PKC e
MAPK (Sanches et al., 2002, Nunes et al., 2007) e a outra via é a ativacdo da
PISBK/AKT (Ornelas 2007). Nesta tese, demonstramos que a proliferagdo celular
induzida por ATP ou ADP depende da participacdo de receptores cataliticos do tipo
tirosina cinase, incluindo os receptores de IGF-I/Insulina que foram abordados mais
detalhadamente. A ativagéo de receptores P2Y; por ATP/ADP promove um aumento na
forma fosforilada do receptor de IGF-I/Insulina concomitante com um aumento
dependente de endocitose na fosforilagdo de IRS-I, ERK e AKT. A associagdo entre
estes receptores tirosina cinase e a proliferacdo celular em células de retina em cultura
parece ocorrer somente em fases precoces do desenvolvimento, uma vez que, em
culturas mais diferenciadas submetidas a lesdo mecanica, somente o ATP parece
participar do processo de crescimento e proliferacdo celular.

Como pode ser observado na figura 6 desta tese, tanto o K252a quanto a
genisteina e 0 IOME AG-538 inibiram completamente a proliferacdo celular induzida
por ADP em culturas de celulas de retina. Este resultado sugere fortemente que
receptores tirosina cinase participem, em conjunto com receptores P2, na proliferacdo
de precursores tardios de retina de galinha. A participacdo conjunta de receptores para
nucleotideos e fatores troficos em fendmenos proliferativos na retina de outras espécies
também foi demonstrada (Milenkovic et al., 2003). Neste trabalho, foi observado que o

estimulo de receptores P2Y em culturas purificadas de glia de Mdller de coelho
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promove um aumento na liberacdo de célcio intracelular que acarreta a liberacdo de
PDGF. Este, por sua vez, estimula receptores PDGF-a que induzem a ativagdo de
metaloproteases que clivam moléculas de HB-EGF ancoradas a porcéo extracelular da
membrana plasmaética, estimulando receptores de EGF. Estes receptores entdo ativam a
via da Ras, Raf, MEK e ERKj, e da PI3K, resultando em aumento de proliferacéo
celular.

Em retina de ratos neonatos em cultura, o tratamento com IGF-1 10ng/mL, por
24 e 48 horas, induz um aumento de aproximadamente 50% na proliferacdo celular
(Medina, 2008). Na retina embrionaria de pinto, Calvaruso e colaboradores (1996)
demonstraram que o IGF-1 é um fator abundante capaz de aumentar cerca de 20 - 45% a
incorporacdo de [*H]-timidina em explantes de retina cultivados por 2 dias em meio
livre de soro. Nesta tese, culturas de células de retina tratadas com IGF-1 100 ng/mL,
tanto na presenca, quanto na auséncia de soro fetal bovino, ndo apresentaram alteragdes
na incorporacdo de [*H]-timidina nas fases do desenvolvimento estudadas (Figura 7).
Uma possibilidade para explicar a auséncia de efeito de IGF-I em nossas culturas seria a
liberacdo deste fator por células da retina e sua presenca no meio extracelular durante o
cultivo. Corroborando esta idéia, Calvaruso e colaboradores (1996) detectaram cerca de
110 - 115 ng/mL de IGF-I em meios condicionados de culturas de retina de galinha
obtidas a partir de embrides com 7 dias, uma concentracdo de IGF-I mais do que
suficiente para ativar receptores de IGF-1 em células de retina. Também de acordo com
esta idéia, nossos dados mostraram que a adi¢cdo do antagonista de receptores para IGF-
I/Insulina IOME AG-538 induz uma reducao significativa de ~ 71% na incorporacéo de
[*H]-timidina basal em nossas culturas (Figura 6C), sugerindo a presenca deste fator no
meio de cultura. Entretanto, a observacgédo de que IGF-I sozinho ndo é capaz de aumentar

a incorporacdo de [*H]-timidina em nossas culturas como ocorre com ATP ou ADP
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sugere que este fator em vez de ter um papel direto na inducdo de proliferacéo, tenha a
funcdo de dar competéncia as células para responder a outros fatores. Esta idéia é
reforcada pela observacdo de que diversos fatores de crescimento como EGF, FGF e o
proprio IGF-1 sdo capazes de induzir proliferagdo de diversos tipos celulares quando
associados, mas ndo quando adicionados sozinhos as células (para revisdo: Ye e
D’Ercole, 2006)

Os resultados desta tese tambem revelaram que tanto ATP/ADP (Figuras 9 e 10)
quanto IGF-I (Figura 8) sdo capazes de ativar as vias das ERKs e da PI3BK/AKT em
culturas de células de retina de embrido de galinha. Entretanto, a cinética de ativacdo da
AKT induzida por ATP/ADP ou por IGF-I foi diferente. Enquanto a fosforilagdo da
AKT induzida por IGF-1 pode ser observada até 60 min de estimulo, o curso temporal
de fosforilagdo da AKT induzido por ATP/ADP foi transitorio, sendo a fosforilacdo
detectada somente nos primeiros 5 min de estimulo. Sabendo que diferencas no curso
temporal de ativacdo da AKT podem resultar na ativacdo e/ou inibicdo de alvos
intracelulares diferentes (Basso et al., 2002), é possivel que a ativacdo sustentada da
AKT por IGF-I induza a ativacao de alvos distintos daqueles envolvidos na proliferacao
celular induzida por receptores P2 em nossas culturas, o que também poderia explicar a
falta de efeito deste fator na proliferacdo celular em nossas culturas. A analise dos alvos
intracelulares afetados pela ativagdo de receptores de IGF-1 e por receptores de
nucleotideos em nossas culturas poderia esclarecer melhor esta questéo.

A ativacdo de receptores P2Y; na retina embrionaria de pinto (Sanches et al.,
2002; Franca et al., 2007; Nunes et al., 2007) e de receptores para IGF-1 em outros tipos
celulares (Guse et al., 1992; Gao et al., 2006) promove a ativacdo da fosfolipase C
(PLC) e a consequente formacdo intracelular de IP;. Nossos dados mostraram que 0

tratamento com IOME AG-538 foi capaz de inibir parcialmente a formacéo de [*H]-
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fosfoinositideos induzido por ADP em culturas de células da retina (Figura 12). Além
disto, o estimulo de receptores P2Y por ATP/ADP promoveu um aumento na
fosforilacdo de receptores para IGF-I/Insulina, além de um aumento na ativacéo de IRS-
I, da ERK e da AKT. Todos estes efeitos foram inibidos pelo antagonista de receptores
para IGF/Insulina, IOME AG-538. Com base nestes resultados, consideramos plausivel
postular a ocorréncia de transativacdo entre receptores P2Y; e receptores para IGF-
I/Insulina na inducdo de proliferacdo de progenitores tardios de células bipolares/glia de
retina de galinha mantidos em cultura. Como relatado no inicio desta discussao,
mecanismo semelhante de transativacdo entre receptores de nucleotideos P2 e
receptores para EGF foi observado em células de Miller de retina de coelho
(Milenkovic et al., 2003). Além disto, diversos trabalhos da literatura mostraram que
receptores acoplados a proteina G sdo capazes de transativar receptores cataliticos (para
revisdo: Lee et al., 2002). Por exemplo, em 2005 van Kolen e colaboradores, mostraram
que a ativacdo de receptores P2Y, em culturas de células de glioma C6 de ratos,
promove a transativacdo de receptores para IGF-I, o que resulta na ativacdo da AKT por
um mecanismo dependente de célcio, Src, Pyk2 e PLD2.

A participagdo da via da Src em mecanismos de transativagdo de receptores
acoplados a proteina G e receptores tirosina cinase vem sendo exaustivamente
demonstrada (Lee e Chao, 2001; Lee et al., 2002; Rajagopal et al., 2004; Rajagopal e
Chao, 2006). Além disso, no sistema purinérgico, receptores P2Y, apresentam dois
dominios para associagcdo com a Src na cauda C-terminal (para revisdo: Weisman et al.,
2005). Os dados relatados nesta tese sugerem que a proliferacdo celular induzida por
ADP na retina de galinha em desenvolvimento ocorra de forma independente da Src,
uma vez que os inibidores desta enzima, a Herbimicina A e o PP1, ndo apresentaram

nenhum efeito sobre a proliferacdo celular induzida por ADP (Figura 13). Além disto,
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tendo em vista que receptores de IGF-1 parecem participar da proliferacdo de
progenitores induzida por nucleotideos em nossas culturas, estes dados também
sugerem que a Src ndo esteja envolvida na transativacdo de receptores de IGF-I por
receptores P2Y em nossas culturas. Entretanto, a participacdo de outras tirosinas cinases
citoplasmaticas, insensiveis a estes inibidores, ndo pode ser descartada.

Dados recentemente publicados no inicio desta tese mostraram que a
proliferagdo de progenitores tardios da retina de galinha induzida por ATP ocorre de
forma concomitante com a dessensibilizacdo da formacdo de derivados fosforilados de
inositol (InsPs) induzida pelo agonista (Franga et al., 2007). Os resultados relatados
aqui mostraram que o tratamento de culturas de retina de galinha com os inibidores de
endocitose MDC e CPZ foi capaz de inibir a proliferagéo celular induzida por ADP,
sugerindo que a dessensibilizagdo de receptores P2Y seguida por endocitose seja um
fendmeno necessario para proliferagdo celular induzida por ADP em nosso modelo.

A formagéo de segundos mensageiros mediada pela ativacdo por agonistas de
receptores acoplados a proteina G muitas vezes € rapidamente atenuada por
dessensibilizacdo seguida de endocitose. Classicamente, a endocitose mediada por
clatrina inicia-se com a fosforilagdo da cauda C-terminal do receptor pela PKA, PKC e
GRKSs (para revisdo: Barki-Harrington e Rockman, 2008). As GRKs, quando ativadas,
geram sitios de ligacdo de R-arrestinas no receptor que blogueiam a interacdo do
receptor com as PTGs e mediam a interagdo do complexo AP-2 com a clatrina,
facilitando a endocitose destes receptores. Por outro lado, [3-arrestinas podem servir
como moléculas adaptadoras que possibilitam que proteinas envolvidas em proliferagdo
e crescimento celular como a Raf, a ERK e a AKT sejam ativadas durante a endocitose
(para revisdo: Sorkin e Zastrow, 2009). Estas observacdes tém levado diversos autores a

relacionar a endocitose de receptores acoplados a proteina G com determinados
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fendmenos tais como a sintese de DNA e migragdo celular (DeWire et al., 2007). No
presente trabalho, além da inibicdo da proliferacdo celular induzida por ADP,
observamos que inibidores de endocitose como o MDC sdo capazes de bloquear
completamente a ativacdo das ERKs e da AKT induzida por ADP em nossas culturas,
sugerindo que a ativacdo destas enzimas pelo nucleotideo seja dependente de endocitose
mediada por clatrina.

A relagéo entre transativacdo de receptores, endocitose e ativacdo da via das
ERKs também vem sendo demonstrada. Pierce e colaboradores (2001) mostraram que a
ativacdo da via das ERKs em células COS-7 transfectadas com receptores -
adrenérgicos ocorre de forma dependente de endocitose e transativacdo de receptores de
EGF. Maudsley e colaboradores (2000) mostraram nestas células que a ativacdo
prolongada de receptores Po-adrenérgicos com isoproterenol provoca a fosforilagdo da
alca C-terminal do receptor B,-adrenérgico pela GRK2, ancoramento de [-arrestinas e
da Src, a transativagéo de receptores para EGF, endocitose e ativacdo da via das ERKSs.
Kim e colaboradores (2009) ainda mostraram que a proliferacdo de células musculares
lisas de ratos induzida por receptores para angiotensina 2 ocorre de forma independente
da ativagdo de proteinas G, mas dependente de endocitose mediada por pB-
arrestina/clatrina seguida de transativacao de receptores de EGF e ativacdo da via das
ERKSs. Nesta tese, verificamos que tanto a proliferacdo celular quanto a fosforilagcdo da
ERK e da AKT induzida por ADP parecem ser dependentes da ativacdo de receptores
para IGF-1/In. Além disto, observamos que a inibicdo da endocitose por MDC foi capaz
de bloquear tanto a proliferacdo celular quanto a fosforilagdo do receptor de IGF-I/In,
do IRS-I e das vias das ERKs e AKT induzidas pelo nucleotideo (Figura 16 e 17).
Entretanto, a fosforilacdo do receptor de IGF-I/In e das vias das ERKs e da AKT

induzida pelo proprio IGF-1 nao foi blogueada pelo inibidor MDC (Figura 18). Estes
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resultados em conjunto sugerem que a proliferacdo induzida por ATP/ADP de
precursores tardios de retina de galinha em cultura ocorre de forma dependente de
endocitose, sendo este processo envolvido na transativagdo de receptores de IGF-1/In e
na ativacao da via das ERKs e da AKT. A observacao de que a ativagdo direta da ERK e
da AKT por IGF-1 € independente do processo de endocitose mediada por clatrina ndo
sO reforga a idéia de que este processo seja necessario para a proliferacdo celular em
nossas culturas como também poderia ser uma explicacdo para a auséncia de detecgdo
de proliferacdo em culturas tratadas somente com IGF-I. Experimentos complementares
serdo necessarios para definir se receptores P2Y; sdo endocitados durante a estimulagao
das culturas com nucleotideos e de que maneira a endocitose destes sitios é capaz de
induzir a transativacao de receptores de IGF-I.

A importancia fisioldgica do fendbmeno de gliose reativa na retina permanece
ainda controversa. Se por um lado células de Miiller, ao re-entrarem no ciclo celular,
(Dyer e Cepko, 2000; Bringmann e Reichenbach, 2001) acabam gerando progenitores
neurogénicos (Reh e Fischer, 2001; Fischer e Reh, 2003), por outro lado, a gliose
reativa neste tecido pode contribuir para a degeneracdo neural e formacdo de regides
inativas neurofisiologicamente que preenchem o espaco deixado pela degeneracdo de
fotorreceptores, neurdnios, epitélio pigmentado e vasos sanguineos, o que impede 0
reparo e remodelamento funcional do tecido retiniano (para revisdo: Bringmann et al.,
2006).

A proliferagéo celular induzida por ATP em culturas de retina ocorre durante um
periodo restrito do desenvolvimento embrionario. Na figura 1 do artigo em anexo,
observamos que células de retina de E7 mantidas em cultura perdem a capacidade de
responder ao ATP, em termos de proliferacdo celular, apés o 3° dia de cultivo. Neste

trabalho também mostramos que células mais diferenciadas liberam fatores sollveis
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maiores do que 12 kDa que s@o capazes de inibir a proliferacdo celular induzida por
ATP. Com base nestes achados, postulamos que o ATP, em condigdes ndo lesivas, é
capaz de promover a proliferagéo de precursores retinianos tardios, sendo este efeito do
nucleotideo controlado pela propria retina que, na medida em que amadurece, bloqueia
a re-entrada de células quiescentes no ciclo celular.

Na Ultima parte desta tese, analisamos o crescimento e proliferacdo de células
gliais em culturas mais desenvolvidas (E8C7) submetidas a lesdo mecanica da
monocamada de células. Nossos dados revelaram que células de Muller destas culturas
foram capazes de re-entrar no ciclo celular, proliferar e recobrir a area livre de células
devido a lesdo da monocamada. Isto porque um aumento consistente na incorporacao de
BrdU em células, principalmente em regides da borda da lesédo, foi observado (Figura
22). Além disso, 3 dias apds a lesdo, um preenchimento quase completo da area de lesdo
por células positivas para 0 marcador 2M6 foi observado (Figura 21).

Diversos trabalhos mostraram que células de Miller respondem inicialmente a
lesbes com a producédo de fatores troficos, em particular, o FGFb (para revisao: Zahs e
Esguerra, 2006). No presente trabalho, nenhum efeito de FGFb foi detectado em
culturas de retina de embri&o de pinto lesadas em E8C7 e sequencialmente tratadas com
este fator (dados ndo mostrados). Entretanto, o crescimento celular sobre a area de leséo
foi inibido tanto por apirase, uma enzima que causa a hidrolise do ATP em AMP
(Figura 23), quanto por antagonistas de receptores purinérgicos (RB-2, suramina e
PPADS). Estes resultados sugerem que ATP, presente nas culturas ou liberado durante a
lesdo mecénica da monocamada de células, esteja envolvido na proliferacdo e migracéo
de células gliais sobre a area de lesdo. Esta idéia estad de acordo com diversos trabalhos
que tém mostrado o envolvimento de ATP no fenémeno de gliose reativa induzida por

lesdo de astrdcitos obtidos do sistema nervoso central de ratos adultos (Neary et al.,
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1996, Rathbone et al., 1999; Neary et al., 2003). Além disto, nossos resultados estéo de
acordo com outros trabalhos que mostraram um aumento de proliferagdo celular em
retinas que sofreram lesdo que pode ser relacionado com um aumento de sinalizagdo
purinérgica neste tecido (Bringmann et al., 2003; Dale, 2008). Em retina de galinha, por
exemplo, a degeneracdo promovida por luz provoca gliose de células de Mdiller seguida
por um aumento na expressdo de receptores P2Y; (Ward e Fletcher., 2009). Desta
forma, nossos dados em conjunto com os dados da literatura sugerem fortemente que o
ATP seja um dos principais fatores que participam na gliose reativa de células de Miiller
em cultura.

Como descrito anteriormente, o receptor purinérgico envolvido com a
proliferacdo de progenitores tardios de células bipolares/glia na retina de galinha em
desenvolvimento é o P2Y; (Sanches et al., 2002; Nunes et al., 2007). Entre os
antagonistas purinérgicos investigados nesta tese, 0 RB-2 e a suramina foram os
compostos com maior eficacia na inibicdo do crescimento glial sobre a area de lesdo nas
culturas de retina (Figura 24). Além disso, o RB-2 foi capaz de inibir completamente a
incorporacdo de BrdU em células localizadas na borda da lesdo (Figura 25). Tendo em
vista que RB-2 é um antagonista que inibe com maior eficécia a resposta de receptores
P2Y 4, Nossos resultados sugerem que o principal receptor purinérgico ativado em
resposta a lesdo de culturas de retina de embrido de galinha mais diferenciadas seja o
receptor purinérgico do tipo P2Y 4 € ndo o receptor P2Y; envolvido na proliferacdo de
progenitores tardios. A favor desta hipotese esta a nossa observacdo de que o receptor
purinérgico P2Y; néo foi detectado através da técnica de imunocitoquimica em culturas
mais diferenciadas de E8C9 previamente submetidas a lesdo em E8C7, mas foi
nitidamente detectado em culturas pouco diferenciadas de E7C1, tanto em células 2M6

positivas (Figura 26, seta branca) quanto 2M6 negativas (Figura 26, seta amarela).
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Experimentos adicionais de imunocitoquimica para os receptores P2Y, e P2Y, podem
ajudar a esclarecer esta questéo.

A proliferacdo de precursores tardios de células bipolares e glia (E7C1) depende
de transativacdo de receptores purinérgicos com receptores para IGF-I/Insulina, como
descrito na primeira parte desta tese. Entretanto, o tratamento com o antagonista IOME
AG-538 de culturas de retinas mais diferenciadas (E8C7) submetidas a lesdo mecanica
ndo resultou em nenhuma inibicdo no crescimento/migragdo ou proliferacdo celular
determinada pela incorporacdo de BrdU (Figura 28 e 29). Este resultado, mais uma vez,
levanta a possibilidade de participacdo de outros receptores purinérgicos ou
mecanismos, distintos daqueles envolvidos na proliferagdo de progenitores, na
proliferacéo glial induzida por lesdo mecéanica em nossas culturas mais diferenciadas.
Enquanto durante o desenvolvimento precoce da retina, a proliferacdo celular induzida
por ATP depende da participagdo conjunta de receptores P2Y; e de fatores troficos,
como o receptor de IGF-1/insulina, em culturas de retina mais maduras o receptor P2Y
parece ser regulado negativamente e a proliferacdo de células gliais dependente de ATP
envolver outros receptores purinérgicos. Novamente, experimentos adicionais de
imunocitoquimica para os diversos subtipos de receptores purinérgicos poderdo ajudar a

desvendar este ponto.
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6- Conclusao:

1. A proliferacdo celular induzida por ATP/ADP depende da participacdo de
receptores para IGF-I/Insulina;

2. O tratamento de células de retina em cultura somente com IGF-I ndo promove
estimulo da proliferacdo celular, porém o antagonista do receptor, IOME AG-
538 inibe a proliferacdo basal, sugerindo que o IGF-I, em nosso modelo,
participe como um fator que proporciona um estado de competéncia
proliferativa.

3. A acdo conjunta do ATP com o IGF-I na proliferacdo celular de precursores
retinianos se da por um mecanismo de transativacdo entre receptores P2 com
receptores de IGF-1/Insulina.

4. A transativacdo entre estes receptores ocorre por um mecanismo independente
de Src, mas dependente de endocitose (Figura 30).

5. Este mecanismo de proliferacdo celular mediado por transativagdo entre
receptores P2 e IGF-1/Insulina parece estar restrito a proliferacdo de precursores
tardios da retina (E7C1), uma vez que culturas de retina mais diferenciadas
(E8C7) submetidas a lesdo mecénica, proliferam de forma dependente de ATP,
mais independente de IGF-I/Insulina (Figura 31).

6. O receptor P2 envolvido na proliferacdo celular induzida por lesdo &,
provavelmente, o receptor P2Yy, uma vez que o antagonista RB-2 foi se
mostrou mais eficaz no bloqueio do crescimento e da proliferagdo celular
induzida por lesdo. Além disso, o receptor P2Y; foi detectado somente em

culturas de precursores tardios.
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Abstract

ATP is an important mitogen in the developing retina and its proliferative response decreases as chick retinal cells differentiate in culture. Both
non-stimulated or ATP-induced proliferative response was abolished if cycling cells were cocultured with cells from older embryos or cultured
with conditioned medium (CM) from postmitotic cells. The effect of CM was dose-dependent and reversible, as removal of CM from the cultures
restored both basal and ATP-induced incorporation of [*H]-thymidine. The effect of CM was also dependent on the developmental stage of the
retina used to prepare the medium. As tissues from older embryos were used, inhibition of the basal and ATP-induced proliferative response of the
cells increased. Similar inhibition of ATP-induced increase in [*H]-thymidine incorporation was observed using CM from purified glial cultures.
Neither ARL 67156, an ecto-ATPase inhibitor, prevented nor TGF-(1 and TGF-(2 mimicked the inhibitory effect of conditioned medium.
Incubation of cells with CM or ATP for 24 h completely abolished the formation of [*H|-phosphoinositides induced by ATP. These effects were
blocked by the P2 receptor antagonist PPADS and were not observed with dialysed CM, suggesting that agonist-dependent desensitization of P2
receptors occured in cultures incubated with CM. However, removal of small molecules such as nucleotides by dialysis did not affect the decline in
the proliferative activity induced by CM, suggesting that desensitization is not responsible for the conditioned medium-dependent cell cycle arrest
of early developing retinal cells in culture. These results suggest that factors released from postmitotic cells induce the arrest of retinal cells in the

mitotic state, a phenomenon that is concomitant with agonist-dependent P2 receptor desensitization.

) 2007 ISDN. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Nucleotide P2 receptors; Retinal cells proliferation; Receptor desensitization; Chick retina; Differentiated retinal cells

1. Introduction

In the retina, ATP is the predominant endogenous purine that
is released through a calcium-dependent mechanism when
retina is light-stimulated or depolarized with high extracellular
[K*] or when retinal cells in culture are incubated with
glutamate agonists (Newman, 2005; Perez et al., 1986; Santos
et al., 1999). Moreover, ATP can also be released from the
pigment epithelium (Pearson et al., 2005) or retinal Miiller cells
in culture (Newman, 2001).

Expression of several P2Y receptors that are G protein-
coupled receptors was detected in the retina (Fries et al., 2004).
Activation of these sites by ATP and UTP was shown to induce
the formation of phosphoinositides (Sanches et al., 2002) and

* Corresponding author. Tel.: +55 21 26292274, fax: +55 21 26292268,
E-mail address: almv@vm.uff.br ( A LM. Ventura).

0736-5748/$30.00 @ 2007 ISDN. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

doi: 10, 1016/) 1jdevnen. 2007 .05 006

the mobilization of intracellular calcium (Sakaki et al., 1996;
Sugioka et al., 1996) in the chick embryo retina.

Retinal response to ATP is predominant in the begining of
embryonic development and the involvement of P2 purino-
ceptors in the regulation of DNA synthesis in the retina was
already demonstrated (Sugioka et al., 1999a.b; Pearson et al.,
2002; Sanches et al., 2002). This effect is primarily associated
with Ca®* mobilization from intracellular stores, capacitive
Ca™* entry (Sugioka et al., 1996, 1999a,b) and activation of
PKC and MAP kinases (Sanches et al., 2002).

Glial expression of P2Y receptors was first demonstrated by
experiments showing that a P2Y receptor agonist induces the
mobilization of intracellular calcium in purified rabbit Muller
cells (Liu and Wakakura, 1998) and that P2 receptor antagonists
inhibit the propagation of intercellular calcium waves induced
by ATP in cultured rat Miiller cells (Newman, 2001). In cultures
of these cells, activation of P2Y receptors was clearly
demonstrated to increase DNA synthesis (Milenkovic et al.,
2003; Moll et al., 2002).
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In the retina, all cell types cease mitosis in an early, close and
overlapping succession (Khan, 1974). In the chick embryo,
during embryonic days 7 and 8, >75% of the ganglion,
horizontal, photoreceptor and amacrine cell precursors are
already postmitotic. Two or three days later, most Miiller and
bipolar cells are also postmitotic (Prada et al., 1991). In a
similar way, the number of cycling cells also decreases as
development proceeds in the rodent retina (Alexiades and
Cepko, 1996; Young. 1985).

In the chick, ATP increases DNA synthesis in retinal cultures
prepared from embryos with no more than 7 or 8 days in ovo
(Sanches et al., 2002). The decrease in the proliferative
response to ATP is coincident with the decline in the
proliferative activity observed late in retinogenesis. In the
present study, we investigated if postmitotic retinal cells could
influence the proliferative response of early developing cells to
ATP. Our results show that conditioned medium from more
differentiated cells decreases the incorporation of [*H]-
thymidine and abolish the proliferative effect of ATP in early
developing retinal cells. Desensitization of P2Y receptors was
also observed in cultures treated with conditioned medium.

2. Experimental procedures
2.1. Marerials

|*H]-[hymidine (5 Ciyfmmol) and |xH]-!I!_\-‘rJ-inORiEO| (22.2 Cifmmol) were
from Amersham Biosciences; ATP, pyridoxal-phosphate-6-azophenyl-2',4'-dis-
ulphonic acid (PPADS), glutamine, penicillin G, streptomycin sulfate were
from Sigma Chemical Co. (5t. Louis, MO, USA): Basal Medium of Eagle
(BME), Dulbecco’s Modified Eagle's Medium (DMEM) and Minimal Essential
Medium (MEM) were from Invitrogen; Recombinant Human TGF-B1 and -2
were from PeproTech Mexico (Mexico, DF). Trypsin was from Worthington
Bichemical (Freehold, NJ, USA). All other reagents were of analytical grade.

2.2, Retinal cultures

Retinas from White-Leghorn chick embryos were used and monolayer
retinal cultures containing both neurons and glial cells (mixed cultures)
prepared according to a previously published procedure (De Mello et al.,
1982). Neuroretinas from embryos at several stages were dissected from other
structures of the eye and immediately transfered to | mL of Ca** and .\1g"’+-free
balanced salt solution (CMF). Trypsin, at a final concentration of 0.1%, was
then added and the suspension incubated at 37 “C for 20-25 min. Trypsin
solution was removed and the retinas resuspended in BME or MEM containing
2% fetal calf serum, 2 mM glutamine, 100 U/mL penicillin and 100 pg/mL
streptomycin. The tissues were mechanically dissociated by successive aspira-
tions of the medium. For experiments measuring the formation of [PH]-
phosphoinositides, 107 cells were seeded on plastic 35 mm culture dishes
(1.04 5 10% cellsymm?). For experiments measuring the incorporation of
[*H]-thymidine, cells were seeded on culture dishes at a density of
3 % 10° cells/dish (3.1 x 107 cellsymm?). Drugs were added at least 24 h after
the preparation of the cultures. Cells were, then, incubated at 37 °C for the
indicated periods of time. in humidified atmosphere of 95% air/5% CO,. The
culture medium was changed every other day. When TGF-f1 or - 32 were used,
cells were treated | day after the onset of the cultures and cultivated for an
additional 24 h period in the presence of the factors.

2.3, Glial cultures

Glial culmres were obtained according to a previous published procedure
(Cossenza and Paes de Carvalho, 2000). Briefly, retinas from [l-day-old

embryos were dissected and the cells dissociated as described for the mixed
cultures. The cells were seeded in 35 mm culture dishes at a density of
2 % 107 cells/mm? and cultured for 18-21 days. After this time, neurons die
and glial cells turn confluent. Medium was changed every 3 days.

2.4. Cocultures

Retinas from 7-day-old (E7) and 9-day-old (E%) embryos were separately
dissected, dissociated and 3 » 10° cells of E7 mixed with increasing amounts of
cells of E9. The resulting mixture was seeded in 35 mm culture dishes and the
cells incubated for 24 h in the presence or absence of 0.1 mM ATP. After this
period, cultures were processed for the incorporation of |XH]-thymidine using
the standard protocol.

2.5, Preparation of conditioned medium

For preparation of conditioned medium (CM) mixed retinal cultures con-
taining 107 cells/dish (1.04 = 10 cellx!mm"’) were used. Cells were cultivated
for 2 or more days, the medium collected and immediately used or frozen at
—80 “C. For all experiments, the duration of CM collection was 24 h, as the
medium of the cultures was changed 24 h before CM was collected. Before use,
CM was supplemented with I mM glutamine, 2 mM glucose and 2% bovine
fetal serum, diluted with fresh medium containing 2% serum and filtered.
Unless otherwise stated, CM was added to retinal cells of E7 24 h after the onset
of the cultures. Cells were then cultivated in this medium for an additional
period of 24 h in the presence or not of 0.1 mM ATP and processed for the
incorporation nflaH]-thymidine. According to a previous work (Sanches etal.,
2002), this concentration of ATP induces maximal incorporation of |3H]—
thymidine in the cultures. For |3H]-phnsphninmitides. cultures of ET with
107 cell¥/dish were used. Filtering of molecules above 12 kDa was performed
by dialysis of CM through a < 12 kDa permeable membrane. Samples of 20 or
25 mL of CM inside the membrane were incubated under constant agitation in
1.5 L of fresh culture medium without serum or any other supplementation for
24-36 h, at 4 "C. After this period, dialysed CM was supplemented and diluted
as described for the nondialysed medium.

2.6. [PHj-thymidine incorporation

Treated cultures were incubated with |3H]-thymidine (0.5 wCi) for 60 min,
at 37 "C. Cultures were then washed four times with 2 mL BME buffered with
25 mM Hepes, pH 7.4 and the cells dissolved with 0.2 mL of (L4N NaOH. Atter
dilution of the samples with 3 mL H;0O, 0.6 mL of 50% trichloroacetic acid
(TCA) was added and the mixtures incubated, at 4 “C, for at least 30 min. The
samples were filtered through Whatmann GF/B glass fiber filters and washed
three times with 5% TCA. Filters were dried and the radioactivity determined
by scintillation spectroscopy.

2.7. Cell viability

Cell viability was determined by the MTT reduction method first described
by Mosmann (1983). Solubilized formazan product was estimated by the
absorbance at 570 nm after subtracting the absorbance at 650 nm. The mor-
phology of the cultures was determined in cultures containing 3 = 10° retinal
cells at E7 seeded over coverslips. Four hours after the onset of the cultures,
medium was substituted by fresh or diluted CM (1:1) from cultures at ERCS,
containing or not 0.1 mM ATP. After 24 h, cells were fixed with 1% parat-
ormaldehyde/2% glutaraldehyde in phosphate buffer (0.1 M) for 30 min,
washed with PBS, dehydrated in ethanol series and mounted over slides. Cells
were photographed using a Nikon Coolpix digital camera under phase contrast
illumination.

2.8, Accumudation of [PH]-phophoinositides
Cultures were incubated for 25h, at 37 °C. in 1 mL of inositol-free
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), containing | pCi |3H]-

myo-inositol. LiCl, to a final concentration of 10 mM, was added 1.5 h after
beginning of incubation. ATP was added and the cultures further incubated for

109



G.R. Franca et al./Int. J. Devl Neuroscience 25 (2007) 283291 285

an additional 1 h period. Incubations were interrupted by washing the dishes
three times with 2 mL of Hank’s balanced salt solution and the addition of
trichloroacetic acid (15% final concentration).

Protein content of the samples was removed by centrifugation at 27,000 = g
for 30 min, dissolved in [N NaOH and guantified as described { Lowry et al.,
1951). The agueous phase of the samples was washed three times with ether and
neutralized with an equal volume of 20 mM Tris—HC] (pH 7.4), containing
5 mM EDTA. The mixture was added to a | mL Dowex X-8 column (formate
form). Fractions were sequentially eluted with water, 5 mM sodium tetraborate/
60 mM ammonium formate and 0.1 mM formic acid/l M ammonium formate.
This sequence removed [*H]-inositol, [*H]-glycerophosphoinositol and [*H]-
InsPs, that were extracted in the same fraction by the “batch”™ method (Berridge
etal., 1983). Radioactivity was determined by liquid scintillation spectroscopy.

2.9, Swatistical analysis

Comparisons were made by one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by the Bonferroni post-test. Data were considered statistically differ-

ent when p values were </(.05. When statistical difference was obtained, the p
value obtained in the post-test was shown in the legend of the figure.

3. Results

Sanches et al. (2002) have demonstrated that chick retinal
cultures obtained from embryos at increasing stages of
development incorporated less [FH]-thymidine when stimu-
lated by ATP. In order to investigate if the decrease in ATP-
induced [*H]-thymidine incorporation could also be observed
in retinal cells developing in cultures, the effect of ATP on
proliferation was characterized in cells cultured for increasing
periods of time (Fig. 1). In retinal cells obtained from 7-day-
old embryos and cultured for 24 h (E7C1), a97.1% increase in
[*H]-thymidine incorporation was observed over basal values
when cells were incubated with 0.1 mM ATP. Although both
basal and ATP-induced [";H]—thymidine incorporation
decreased in the next 24 h by ~68% and ~52%, respectively,
ATP still induced a ~140% increase over the basal ["H]—
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Fig. 1. ATP-induced incorporation of |3H]-thymidine in retinal cells cultured
for increasing periods of time. Cells obtained from retinas of 7-day-old embryos
(ET) were cultured at adensity of 3 x 10° cells/dish (3.12 % 10° cells/mm?) for
increasing periods of time. The cultures were pre-treated with (.1 mM ATP 24 h
betore [*H]-thymidine assay. Data represent the mean = S.E.M. of two or three
experiments performed in duplicate for each time point. Statistical differences
are indicated: "p < 0.001, compared to basal levels; ""p < 0.001 vs. basal levels
observed in other periods of culure. After 3 days, ATP-stimulated levels were
not signiflcantly different from basal levels.

thymidine incorporation. A decrease in ATP-stimulated [*H]-
thymidine incorporation was observed in the next 3 days in
culture. While in cultures at E7C3 the effect of ATP was 55.1%
over basal, in cultures at E7CS5 the response of cells to this
nucleotide was only 20.9% over the basal incorporation of
[*H]-thymidine.

The progressive decrease in the proliferative response of
retinal cells to ATP could be due to the appearance of inhibitory
factors in more differentiated cultures. In order to test this
possibility, we investigated the effect of coculturing proliferating
retinal cells at E7 with cells from older embryos at E9 (Fig. 2A).
When retinal cells at E7 were incubated with 0.1 mM ATP, for
24 h, anincrease in [RH]—thymidi ne incorporation corresponding
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Fig. 2. Incorporation ot |3H]-thymidine in cocultures of retinal cells obtained
trom embryos with 7 and 9 days of incubation. (A) Cocultures were established
by mixing 3 = 10° dissociated retinal cells of E7 with 9 x 10° cells of retinas
from E9 and seeding the mixture in 35 mm dishes. Cultures were treated or not
with 0.1 mM ATP 4 h after the onset of the cultures. After 24 h, the incorpora-
tion of |3H]-thymidine was measured as described n Section 2. Data represent
the mean = S.E.M. of at least three experiments performed in triplicate.
Statistical differences are indicated: 'p < 0.01, compared to cultures of E7
treated or not with ATP; "p < (L0010, compared to cultures of E7 treated with
ATP. (B) Retinal cocultures were established by mixing or not 3 x 10° retinal
cells of E7 with 3 % 10°, 9 3 10° or 1.8 % 107 cells of E9 before plating.
Treatment with ATP and [*H]-thymidine assay were performed as in panel A.
Data represent the mean = S.EM. of 6-8 cultures. "p < (.01, compared to
control; *“p < 0.001, compared to ATP-treated cultures containing only cells of
E7. Inser: Incorporation of [*H]-thymidine as a function of the amount of E7
cells in the culure. Each point represents the mean = S.EM. of two experi-
ments performed in duplicate or triplicate. Empty bars: control; filled bars: ATP.
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to 186.5% of the basal levels was observed (control =
2275 £ 168.5 cpmv/culture; ATP =4245 + 850.2 cpm/culture).
No increase in [3H]-thymidine incorporation was observed
in ATP-treated cultures of retinal cells of E9 (control = 1392.7 +
143.4 cpm/culture; ATP 1408.5 4= 123.4 cpm/culture) or in
cells from embryos at E7 cocultured with cells from embryos
at E9 (control = 1650 = 161.1 cpm/culture; ATP=1841 +
130.8 cpm/culture).

The inhibitory effect of more differentiated retinal cells (E9)
on the ATP-dependent proliferative effect in cell at E7 was

G.R. Franca et al./Int. J. Devi Neuroscience 25 (2007) 283-291

dependent on the number of more differentiated cells added to
the cocultures (Fig. 2B). A progressive decrease in both basal
and ATP-induced [3H]-thymidine incorporation was observed
when cells at E7 were cocultured with increasing amounts of
cells at E9. While ATP induced an increase of ~210% in [*H]-
thymidine incorporation in retinal cultures containing 3 x 10°
cells at E7, the effect of this nucleotide was only 131.7% and
135.2% when the same amount of cells at E7 were cultured,
respectively, in the presence of 9 x 10° and 1.8 x 107 retinal
cells at E9. As the amount of older cells added to the cultures
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Fig. 3. Effect of conditioned medium (CM) obtained from cultures of more diferentiated cells on the incorporation of [*H]-thymidine and cell survival in retinal
cultures of E7. (A) CM was obtained from cultures prepared with retinas of 8-day-old embryos containing 107 cells/dish (1.04 x 10* cell/mm?) and mantained for 2
days (E8C2). Medium was conditioned during the last 24 h. Cultures at E7C1 and containing 3 x 10° cells were incubated for 24 h in diluted CM (1:1) in the presence
or absence of 0.1 mM ATP. After this period, the incorporation of [*]-thymidine was determined. CM-2% = CM obtained from cultures with 2% serum. CM-
0% = CM obtained from cultures without serum. Inser: Incorporation of [*H]-thymidine in cultures of E7 as a function of increasing doses of CM. Basal (open circle).
ATP (closed circle). (B) Cell viability of the cultures estimated by the MTT reduction assay. Cultures at E7C1 were incubated for 24 h with CM from cultures at ESC8
in the presence or absence of 0.1 mM ATP. (C-F) Morphology of retinal cultures at E7C1 cultivated for 24 h under different conditions: (C) control: (D) 0.1 mM ATP;
(E) CM from cultures at ESC5: (F) ATP + CM. Scale = 30 um. Data in (A) represent the mean = S.E.M. of values from 13 to 14 cultures or two or three independent
experiments performed in duplicate (inset). Statistical differences are indicated: “p < 0.05, as compared to control or MC-treated cultures stimulated with ATP. Data
in (B) represent the mean = S E.M. of values from three independent experiments performed in duplicate.
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increased, the basal, non-stimulated incorporation of [RH]—
thymidine also progressively decreased to 41.7% of the control
levels in cultures containing 1.8 x 107 retinal cells at E9.

The large number of cells in the cultures was not responsible
for the progressive decrease in the proliferative activity of the
E7 retinal cells (Fig. 2B, inset). ["H]—lhymidine incorporation
induced by 0.1 mM ATP increased proportionally with the
increase in the amount of E7 cells added to the culture dishes,
up to a density of 1.2 x 107 cells/dish (1.25 x 10* cellsfmmzj,

The inhibitory effect of more differentiated cells on the
incorporation of [*H]-thymidine of retinal cultures could be due
to the contact between proliferating and non-proliferating cells
or to an inhibitory action of factors released from more
differentiated cells. In order to investigate between these two
possibilities, we cultivated 107 cells/dish from embryos at E8
for 2 or more days, collected the conditioned medium (CM) and
analysed the proliferation of cells from embryos at E7. When
retinal cells at E7 were incubated with 0.1 mM ATP, for 24 h.in
the presence of CM from cells of embryos at E8 cultured for 2
days (E8C2), ATP-dependent stimulation of [:‘H]—lhymidine
incorporation decreased from 220% in the untreated cultures to
136.2% of the control levels in the CM-treated cultures (from
4044.2 +£ 821.5 to 1911 + 490.3 cpm/culture) (Fig. 3A). No
difference in the inhibitory effect of CM was observed if this
medium was collected from cultures that were mantained
without serum during the 24 h collection period (CM-0%). The
inhibitory effect of the CM was dose-dependent (Fig. 3A,
inset). Maximal attenuation of ATP response was observed with
50% or higher doses of CM. Basal proliferation was also
affected. It decreased by ~50% in cultures incubated with 25%
or higher doses of CM. In all subsequent experiments, 50% of
CM in the culture dishes was used.

Fig. 3B shows that the incubation of the cultures with CM
did not decrease cell viability as measured by the MTT
reduction assay. This finding is confirmed by the morphology of
the cells at E7 cultured for 24 h in the presence of CM from
retinal cultures of ESCS5 (Fig. 3C-F). Besides an increase in the
amount of flat cells under neurons noticed in the cultures treated
with ATP alone, no obvious change in gross morphology of the
cultures was observed by treating the cells with 0.1 mM ATP
(panel D), CM (panel E) or both (panel F).

In order to investigate if the effect of CM was reversible,
retinal cells at E7 were incubated with CM in the 1st day of
culture and then cultivated in fresh medium for an additional
period of 24 h (Fig. 4A). While ATP-induced response decreased
to control levels when cells were treated with CM in the last 24 h
or during the entire period studied (108.7 &= 22.5% and 78.5 =
3.5%, respectively), both basal and ATP-induced incorporation
of [:‘H]—lhymidine increased significantly when CM was added at
the begining of the cultures and removed after 24 h (204.3 £
24.2% and 252.0 £ 31.9%, respectively).

Dyer and Cepko (2001) suggested that cell proliferation in
the retina is regulated by the population of cells that already
withdrawed cell cycle and began differentiation. Previous data
from our group strongly suggest that glia Miiller cells are the
cells affected by ATP (Sanches et al., 2002). In order to
investigate which would be the cell type responsible for the
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Fig. 4. Effect of CM removal on the incnrpnrati[m[11'[3II]-thymidine in cultures
of embryos at E7. Cultures containing 3 = 10° retinal cells of E7 were
established as described. After 4 h, culture medium was substituted by CM
(1:1 dilution) of cultures of ERCE (A) or CM from purified glial cultures (B).
After 24 h, CM was removed, fresh medium was added and the cells cultivated
for anadditional 24 h period. ATP (0.1 mM) treatment was performed in the 2nd
day. In (A), data represent the mean values = S.EM. of 3—6 cultures. Statistical

differences are indicated: p < 0.01, compared to control without CM treat-
ment; “p < 0.001, compared to ATP without CM treatment in the 2nd day. In

(B), data represent the mean values £ S.EM. of 4-6 cultures. p < 0.001,
compared to control without CM treatment;  p < 0.01, compared to ATP
without CM treatment in the 2nd day.

release of factor (s) that inhibit ATP-induced increase in [RH]—
thymidine incorporation, we prepared CM from glial purified
cultures. These cultures were prepared as described previously
(Cossenza and Paes de Carvalho, 2000) and culture medium
was prepared as for mixed cultures containing neurons and glial
cells. As shown in Fig. 4B, CM from glial cells promoted a
similar, but not identical, effect that was observed with CM
from differentiated mixed cultures. Incubation of cells with CM
for the last 24 h or during 48 h inhibited the increase in [:‘H]—
thymidine incorporation induced by 0.1 mM ATP (71.0 £
12.0% and 60.0 &= 5.0% of basal levels observed in untreated
cultures, respectively). However, incubation of cells with CM
in the 1st day followed by change to fresh medium in the 2nd
day resulted in a 178.0 £5.0% increase in ATP-induced
incorporation of [:‘H]—lhymidine, Basal incorporation was not
affected (101.0 £ 5.0%).
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Fig. 5. Inhibition of basal (A) or ATP-induced (B) incorporation of |3H]-
thymidine induced by CM from cultures prepared from retinas of embryos at
increasing stages of development. CMs were obtained 1n the 2nd day after the
onset of the cultures containing 107 cells prepared tfrom 7-, 8- or 9-day-old
embryos. The inhibitory effect of CM tfrom retinal cultures of embryos at E8
cultured for 8 days (ERCS) or CM from cultures enriched in glial cells was also
determined. Data represent the mean values = S.EM. of three independent
experiments performed in duplicate. In (A), 'p < 0.001 and "p < (.05, com-
pared to culmres not treated with CM. In (B), 'p < 0.001 and "p < 0.01,
compared to ATP-stimulated cultures not treated with CM.

The inhibitory effect of CM was dependent on the
developmental stage of the retinas used to prepare CM.
Cultures were established using 7-, 8- or 9-day-old embryos.
Culture medium conditioned for 24 h was collected in the 2nd
day after the onset of the cultures or from cultures with 8 days
(E8CS8). Fig. 5 shows that, as retinas from older embryos were
used, both basal (Fig. 5A) and ATP-induced (Fig. 5B)
incorporation of [";H]—thymidine decreased. CM prepared from
8-day-old or older embryos decreased basal and ATP-
dependent ["sl-l]—thymidine incorporation by 38% and ~60%,
respectively. A similar decrease of ~05% was observed
with CM from retinal cells from embryos at E8 cultured for 8
days (E8CS) or from purified glial cell cultures, except that this
CM did not affect the basal levels of [3H]7thymidine
incorporation.

One possibility to explain the inhibitory effect of CM would
be the release of ectonucleotidases by older cultures that could
degrade ATP added to the cultures in the proliferation assays.
However, ARL 67156, an ecto-ATPase inhibitor, at a
concentration of (0.1 mM, did not block the inhibitory effect
of CM (Fig. 6). While in CM-treated cultures, basal and ATP-
induced incorporation of [";H]—thymidine decreased to
26.1 £3.2% and 37.6 £ 54%, respectively, in CM + ARL
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Fig. 6. Effect of ARL 67156 on CM-induced inhibition of IlH]-thymidine
incorporation in retinal cell cultures at ETC2. Retinal cultures at ETC| were
cultivated tor 24 h with CM from cultures at ESCT in the presence or absence of
0.1 mM ARL 67156, Data represent the mean values = S.E.M. of three
independent experiments performed in duplicate. Statistical differences are
indicated: “p < 0.01 and “"p < 0.05, as compared to control; "™p < 0.001, as
compared to ATP-stimulated cultures not treated with CM.

67156 condition, basal and ATP-induced incorporation of [3H]—
thymidine were 25.7 £4.3% and 36.4 &+ 6.5%, respectively.

Activation of purinergic receptors by nucleotides induces
the accumulation of phosphoinositides in chick embryo retinal
cells in culture (Sanches et al., 2002). Since the proliferative
response to ATP decreased with time in culture, an effect
that was mimicked by incubation of proliferating cells with
conditioned medium from more differentiated cells, we
investigated the effect of CM on the accumulation of
phosphoinositides induced by ATP in the cultures. Cultures
at E7C2 were preincubated with CM of E8CS cultures, for 24 h,
in the absence or presence of the P2 antagonist PPADS
(0.1 mM). After this period, cultures were stimulated with
0.1 mM ATP (Fig. 7). Incubation of cells with CM completely
attenuated the accumulation of [3H]—phosphoi nositides induced
by 0.1 mM ATP. This effect was blocked by the addition of the
antagonist or by dialysis of CM across a membrane permeable
to molecules <12 kDa. Moreover, the preincubation of the cells
with 0.1 mM ATP, for 24 h, also abolished the accumulation of
[*H]-InsPs induced by ATP, a response that was also prevented
by the addition of the P2 receptor antagonist PPADS.

In order to investigate the possibility that agonist-dependent
desensitization of P2 receptors was responsible for the absence of
ATP-induced proliferation in cultures treated with conditioned
medium, the effect of dialysed CM on the incorporation of [H]-
thymidine was investigated (Fig. 8). As previously observed, CM
reduced both basal and ATP-induced [* H]-thymidine incorpora-
tion by ~65% (from 2387 +331.7 to 745.3 + 281.7 cpm/
culture) and ~75% (from 4724 = 443.6 10 1135.1 £ 165.3 cpm/
culture), respectively. No attenuation of the inhibitory effect of
CM was observed due to dialysis of this medium. As observed
with CM, dialysed CM decreased the basal incorporation of
[";H]—thymidine by ~57% (from 2387 +331.7 to 1023.0 =
171.4 cpm/culture). Also, dialysis of CM did not increase the
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Fig. 7. Accumulation nf[311]-ph0sph0innsitide< in cultures of E7 treated with
CM or ATP for 24 h. Cultures at E7C] were cultured for 24 h with CM from
cultures at EBCS, in the presence or not of 0.1 mM PPADS, with CM of cultures
at ERCS that was previously dialysed for 24 h across a membrane permeable to
molecules <12 kDaor with (.1 mM ATP in the presence or not of PPADS. Atter
this period, CM was removed and the cells stimulated with 0.1 mM ATP and
assayed for the accumulation of | 3]1]-phnsphninnsitides as described in Section
2. Data represent mean values == S.E.M. of three to seven independent experi-
ments performed in duplicate or triplicate. Statistical differences are indicated:
.IH < 0.001 vs. control levels; “p < .01, compared to cultures incubated with
ATP and not treated with CM, cultures treated with CM in the presence of
PPADS or culmures incubated with ATP and treated with dialysed CM:
“.lf) < (.01, as compared to cultures stimulated with ATP in control or
ATP + PPADS treated cultures: ““p = 0.01, as compared to ATP-stimulated
cultures treated with CM or with ATP for 24 h.

response of the cells to ATP. A decrease of ~66% (from
4724 + 443.6 to 1587.3 £ 254.5 cpm/culture) in [:‘H]—Lhymi—
dine incorporation was observed when cells were treated with
0.1 mM ATP in the presence of dialysed CM.

Close et al. (2005) have shown that TGF-B2 decreases the
proliferation of progenitors and Miiller cells of the rat retina in
culture (Close etal., 2005). A similar inhibitory effect of TGF-B 1
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Fig. 8. Effect of CM previously dialysed on the incorporation of [3II]-thymi-
dine in cultures of E7. Cultures at E7CI were incubated for 24 h with CM from
cultures at EXCH that was dialysed or not across a membrane permeable to
molecules <12 kDa. After this period, CM was removed and the incorporation
of [PH]-thymidine determined. The treatment with ATP was performed in the
2nd day of culture. Data represent the mean values = S.E.M. of three inde-
pendent experiments performed in duplicate or triplicate. Statistical ditferences
are: "p < 0.001 vs. control or ATP-stimulated levels in cultures treated with
CM; p < 0.05, compared to control levels of cultures not treated with CM.
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Fig. 9. Effect of TGF-B1 and TGF-B2 on the proliferation of retinal cells
induced by ATP. Cultures at E7C1 were incubated for 24 h with 5 ng/mL of
TGF-B1 or TGF-B2 in the presence or absence of (.1 mM ATP. After this
period, cells were processed for [311]-thy'midine incorporation. Data represent
the mean values & S.E.M. of three separate experiments performed in duplicate.

p < 0.001, as compared to control.

was observed in chick retinal cells and human Miiller cells in
culture (Calvaruso et al., 1997; Ikeda and Puro, 1995). In an
attempt to characterize the nature of the inhibitory factor(s)
presentinCM, we investigated the effect of TGF-1 and TGF-32
in retinal cell proliferation induced by 0.1 mM ATP. No
significant decrease in basal or ATP-induced incorporation of
[‘H]—Lhy midine was detected when cells were incubated for 24 h,
in the presence of 5 ng/mL (Fig. 9) or 20 ng/mL (datanot shown)
of these factors. Also, no inhibitory effect on basal or ATP-
induced increase in [:‘H]—Lhymidine incorporation in our cultures
was observed using 20 ng/mL of CNTF (data not shown).

4. Discussion

The decline in proliferative activity of retinal cells during
development was demonstrated in the rodent (Alexiades and
Cepko, 1996; Close et al., 2005; Young, 1985) and chick retina
(Prada et al., 1991). In the present study, we show that both
basal and ATP-induced incorporation of [*H]-thymidine in
chick embryo retinal cells in culture decreases as cells mature
in culture. Although significant proliferation of cells was
observed in stimulated retina from post-hatched chicken
submitted or not to toxic treatment (Fisher and Reh, 2001;
Fisheretal., 2004), our data showing that after 4 days in culture,
no proliferative effect of ATP occurs suggest that the
proliferation of cells induced by ATP declined due to the
development of the cells in culture. Accordingly, our previous
observation showed that no proliferative effect of ATP was
obtained when retinas from 9-day-old or older embryos were
used to make the cultures (Sanches et al., 2002). Moreover,
since in the intact chick retina, more than 80% of the cells
already abandoned cell cycle by the embryonic day 9 (Prada
et al., 1991), our data suggest that treatment of cultures with
ATP increases the incorporation of [:‘H]—Lhymidine in cells that
are still cycling and does not induce quiescent cells to re-enter
cell cycle.
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We also showed that cells or conditioned medium from
cultures of retinas from older embryos attenuated the
proliferation of young chick embryo retina cells in culture,
an effect that was dependent on the amount of older cells or the
dose of CM added to the cultures. The effect of CM was
reversible, that is, both control and ATP-induced incorporation
of ["‘H]—thymidine in cells increased as CM was removed from
the cultures. Besides reinforcing the idea that the inhibitory
effect of CM was not due to cell death in the cultures (see
Fig. 3), these results suggest that one or more factors released
from older retinal cells are able to reduce the proliferation of
young retinal cells. These observations are in good agreement
with data from Close et al. (2005) showing that older rat retinal
cells were able to decrease the proliferation of nestin-positive
retinal progenitors and glial cells in culture.

The effect of CM was dependent on the stage of the chick
embryo used to prepare the retinal cultures in which the
conditioned medium was produced. It decreased [3]-1]—
thymidine incorporation until the developmental stage of 8
days, after which maximal inhibitory effect was observed
(Fig. 5). Since by this stage, most cell types of the retina already
became postmitotic (Prada et al., 1991), it is reasonable to
suggest that factors released from postmitotic cells are
responsible for the decrease in DNA synthesis in our cultures.

Newman (2001) has shown that glial cells in culture release
ATP that can trigger calcium waves. Moreover, Sugioka et al.
(1999b) have shown that ATP is accumulated in the extracelular
medium when chick retinal cells are cultured for 24 h. Thus, one
posssible mechanism to explain the decrease of the ATP-induced
incorporation of [3H]—thymidine in CM-treated cultures would
be that ATP accumulated in CM and induced the desensitization
of P2 receptors responsible for the proliferative response.
Actually, we observed that P2 receptor function, as determined
by the ATP-dependent increase in the accumulation of [*H]-
phosphoinositides, was completely inhibited in the cultures
treated with CM for 24 h, but not in cultures incubated with CM
plus the P2 receptor antagonist PPADS. Inhibition was also not
observed in cultures that were incubated with CM that has been
previously dialysed across a <12 kDa permeable membrane.
Thus, our results suggest that the incubation of the cells for 24 h
with CM induces an agonist-dependent receptor desensitization,
an idea that is reinforced by the observation that a 24 h
preincubation of the cells with the agonist, but not with the
agonist plus PPADS, completely abolished the ATP-induced
accumulation of [le]—phosphoinositides, Since in ["‘H]—thymi—
dine assays, cells were incubated with ATP for 24 h, a condition
that might also induce the desensitization of ATP-dependent
accumulation of phosphoinositides, our data suggest that P2
receptor desensitization might not be the mechanism responsible
for CM-induced inhibition of the ATP-dependent increase in cell
proliferation. Accordingly, inhibition of basal or ATP-induced
increase in [*H]-thymidine incorporation was observed in
cultures incubated either with CM or with CM that has been
previously dialysed (see Fig. §).

If ATP released from the cells accumulated in CM., one
would expect that CM induced an increase in both the
incorporation ["‘H]—thymidine and accumulation of [PH]-

phosphoinositides in the retinal cultures. However, no increase
in ["!H]—thymidine incorporation or accumulation of [3H]—
phosphoinositides was ever observed in the cultures incubated
with CM. Thus, our data suggest that, although receptor
desensitization might occur, the mechanism associated with
CM-induced attenuation of the ATP-induced proliferation
likely involves other molecules different from ATP that are also
accumulated in the conditioned medium.

The mechanism of inhibition induced by CM should involve
molecules >12 kDa that remained in dialysed CM from mixed
cultures and that affected both basal and ATP-induced
proliferation of retinal cells. Two good candidates would be
TGF-B1 and -p2, since these factors were shown to decrease
the proliferation of retinal cells in culture (Ikeda and Puro,
1995; Calvaruso et al., 1997; Close et al.. 2005). However, our
data showed no effect of these factors on basal or ATP-induced
incorporation of [*H]-thymidine. Interestingly, Close et al.
(2005) showed that TGF-p2 that affects retinal proliferation
comes from neurons. As opposed to this, our data showed that
CM from purified glial cultures also inhibited ATP-induced
increase in [*H]-thymidine incorporation, suggesting that
inhibitory factor(s) present in CM could come from glial cells.
Moreover, our data showing that TGF-1 does not decrease the
basal incorporation of [*H]-thymidine in chick retinal cells in
culture do not agree with data from Calvaruso et al. (1997)
showing an inhibitory effect of this factor in cell proliferation in
chick retinal explants. One possible explanation for this
discrepancy lies in the fact that retinal explants were incubated
with this factor for 4 days, a much longer incubation period than
the 24 h incubation used in the present work. In a 4 days
incubation protocol, TGF-$1 could be promoting the death of
early developing retinal cells, an effect that has been
demonstrated in the developing chick retina (Diinker et al.,
2001).
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC
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