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RESUMO 

 

 

 

Por muito tempo, o ATP foi considerado apenas como uma molécula capaz de 

fornecer energia química para reações metabólicas nas células. Entretanto, receptores 

para nucleotídeos vêm sendo demonstrados em vários sistemas biológicos, como, por 

exemplo, a retina. Em trabalhos anteriores, nosso grupo observou que, pelo menos um 

dos receptores purinérgicos envolvidos na proliferação celular na retina de galinha em 

desenvolvimento é o receptor P2Y1. Quando ativado, este receptor dispara, de forma 

independente, pelo menos duas vias de transdução de sinal que levam ao aumento na 

incorporação de [
3
H]-timidina. Uma delas é a ativação seqüencial da PLC, PKC e 

MAPK e a outra é a ativação da PI3K/AKT. Os resultados apresentados aqui mostram 

que o antagonista do receptor de IGF-I/Insulina, IOME AG-538, inibe completamente a 

proliferação celular induzida por ATP ou ADP. A ativação 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 fosforilação da ERK e de ~2.0 x na fosforilação da AKT. Estes efeitos foram 

inibidos por IOME AG-538. Recentemente, nós demonstramos que a proliferação 

celular induzida por ATP ocorre de forma concomitante com a dessensibilização da 

formação de [
3
H]-fosfoinositídeos induzida por receptores P2. Neste trabalho, nós 

mostramos que o tratamento das culturas de retina com os inibidores de endocitose 

mediada por clatrina monodansil-cadaverina e clorpromazina bloqueou completamente 

tanto a proliferação celular induzida por ATP quanto a fosforilação de receptores para 

IGF-I/Insulina, do IRS-I, da ERK e da AKT, sugerindo que a transativação de 

receptores IGF-I/Insulina por receptores P2 seja uma etapa necessária para a indução de 

proliferação celular mediada por ATP. A relação entre receptores tirosina cinase para 

IGF-I/In e a proliferação em culturas de células de retina foi observada somente em 

fases precoces do desenvolvimento de culturas de retina, uma vez que em culturas mais 

diferenciadas submetidas à lesão mecânica, nenhum efeito do antagonista de IGF-I foi 

observado na proliferação e crescimento celular induzido por ATP, sugerindo que a 

transativação de receptores para IGF-I/In por receptores P2 ocorra apenas em 

progenitores gliais em desenvolvimento precoce, mas não 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 P2Y1 receptor. When activated, this receptor triggers 

independently at least two pathways leading to increased incorporation of [
3
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-I/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 [
3
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-I/Insulin receptor, IRS-I, ERK and AKT, 

suggesting that trans-activation of IGF-I/Insulin receptors by P2 receptors is a necessary 

step for cell proliferation induced by ATP. The relationship between IGF-I/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-I 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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1-Introdução: 

1.1 – Estrutura e neurogênese da retina de galinha. 

O olho dos vertebrados origina-se da vesícula óptica, formada pela invaginação do 

tubo neural, formando uma estrutura de duas camadas, o copo óptico. A camada interna 

dá origem aos neurônios e a glia radial da retina neural, enquanto que a monocamada 

externa de células epiteliais forma o epitélio pigmentado da retina (EPR) (para revisão, 

Polyak, 1957; Cogan, 1966).  

O tecido retiniano é especializado em converter a energia luminosa do ambiente 

em sinais químicos e elétricos neurais, que são processados e interpretados pelo cérebro. 

Durante a formação da retina neural, o processo de mitose é confinado à camada de 

células progenitoras imediatamente adjacente ao epitélio pigmentado da retina, a zona 

ventricular (ZV). Os núcleos dos progenitores da retina se movimentam por migração 

nuclear intercinética, movendo-se da ZV em direção à camada de células ganglionares 

(CCG) durante a fase G1 do ciclo celular. Após a duplicação do DNA na fase S, os 

núcleos retornam a ZV durante a fase G2 para finalizar o ciclo com a mitose (Pearson et 

al., 2002). 

À medida que as células vão 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 direção ao vítreo, a retina é 

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 neurônios e 1 tipo celular glial na retina (para 

revisão: Rodieck, 1998). Na retina de galinha, a diferenciação das primeiras 
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Figura 1: A) Representação esquemática da retina, mostrando suas diferentes camadas

e tipos celulares. B) Curso temporal da neurogênese na retina embrionária de pinto. Em

A, as células desenhadas representam: laranja, fotorreceptores cones; marrom, bastonetes;

Amarelo, horizontais; Azul escuro, bipolares; Verde, amácrinas; Vermelho, ganglionares;

Azul claro, glia de Muller (Dyer e Bremner, 2005). Em B, as barras cinza e vermelho

representam as idades embrionárias onde o UTP e o ATP induzem proliferação na retina

embrionária 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.

Modificado de Michael A. Dyer & Rod Bremner, 2005 Modificado de Prada, 1991
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células ocorre a partir do segundo dia embrionário (E2), do centro para a periferia, 

começando pelas células ganglionares, seguidas pelos fotorreceptores e pelas células 

amácrinas e horizontais (Fujita e Hori, 1963; Morris, 1973; Spence e Robson, 1989; 

Prada et al., 1991). As últimas células a saírem do ciclo celular são as células bipolares 

e a glia de Müller, havendo o término de divisões celulares em E12 (Kahn, 1974; Prada 

et al., 1991) (Figura 1B). 

 Nesta tese, estudamos a proliferação celular induzida por nucleotídeos na retina 

em duas situações específicas. A primeira parte será focada no mecanismo deflagrado 

por ATP, ADP e IGF-I para a indução de proliferação celular em culturas mistas de 

retina, utilizando para isto, embriões com sete dias de desenvolvimento (E7). Na 

segunda etapa, iremos estudar o papel do ATP na proliferação e migração celular, em 

culturas de retinas mais diferenciadas (E8C7), submetidas à lesão mecânica. 

 

1.2- Caracterização do ATP como neuromodulador: um breve histórico. 

Durante o início do século XX, Drury e Szent Györgyi demonstraram pela primeira 

vez que o ATP e a Adenosina quando administrados por injeção intravenosa, poderiam 

agir sobre a fisiologia cardíaca, levando a diminuição da pressão arterial e redução da 

força de contração. 

Os efeitos de nucleotídeos extracelulares no sistema nervoso foram 

primeiramente demonstrados por Emmelin e Feldberg em 1948, que ao injetar ATP na 

corrente sanguínea de gatos, verificaram como resposta fisiológica fraqueza muscular, 

ataxia e sonolência. Ao mesmo tempo, Buchthal e Folkow (1948) reconheceram o papel 

fisiológico do ATP na junção neuromuscular, mostrando que a contração da fibra 

muscular esquelética induzida por acetilcolina era potencializada por ATP em sapos. 

Em seguida, Holton (1959) mostrou a ação neurotranmissora do ATP utilizando 
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terminais sensoriais como modelo e, Galindo e colaboradores (1967), aplicando ATP na 

medula espinhal de gatos, observaram que este nucleotídeo produzia mudanças 

eletrofisiológicas excitatórias. 

Nos últimos 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 específicos para ATP (Abbracchio e 

Burnstock, 1994) e adenosina (Fredholm e Dunwiddie, 1988) foram identificados. A 

ativação destes receptores pode promover efeitos tróficos incluindo eventos plásticos 

envolvidos na memória e aprendizado, crescimento de processos nervosos, 

neuroproteção contra estímulos tóxicos, regulação do número de células através de 

indução de morte celular e proliferação celular (Ralevic e Burnstock, 1998; Rathbone et 

al., 1999; Khakh, 2001; Burnstock, 2004). As purinas também regulam a contração 

muscular lisa, a agregação plaquetária e a mobilidade gastrintestinal, assim como 

participam na fisiologia respiratória e renal (Burnstock, 1991). No sistema nervoso, a 

ativação dos receptores purinérgicos pode regular o crescimento de neuritos (Gysbers e 

Rathbone, 1996), modular a proliferação 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; França et al., 2007; Nunes et al., 

2007) e de células do endotélio capilar cerebral (Rathbone et al. 1992). As purinas 

também podem participar na síntese e liberação de neurotrofinas (Ciccarelli et al., 

1997), ativação de microglia e formação de escara glial (Neary et al., 1996).  
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1.3- Liberação de nucleotídeos. 

  A concentração extracelular de purinas depende de uma série de fatores que 

incluem: o quanto é liberado para o meio extracelular, o volume de líquido extracelular 

no local de liberação, além dos mecanismos de captação de purinas e enzimas 

extracelulares que as metabolizam. No cérebro, as fontes de purinas extracelulares são 

as células neuronais, a glia, a microglia, células endoteliais e o sangue (Fields e 

Burnstock, 2006). 

Múltiplos mecanismos de liberação para nucleotídeos de adenina em neurônios e 

astrócitos têm sido discutidos até o momento. No primeiro deles, o ATP seria liberado 

no espaço extracelular através da lesão da membrana plasmática. Num segundo 

mecanismo, o ATP passaria pela membrana plasmática intacta através de hemicanais 

formados por conexinas (Cotrina et al., 2000) ou através de transportadores ligados a 

canais iônicos (Abdipranoto et al., 2003; Darby et al., 2003). Num terceiro mecanismo, 

o ATP seria liberado pela exocitose de vesículas sinápticas de neurônios ou de grânulos 

intracelulares de células não neuronais, de maneira dependente de Na
+
 e Ca

2+
 

(Richardson e Brown, 1987; Pintor et al., 1992). Neste mecanismo, ATP seria co-

liberado com neurotransmissores clássicos como adrenalina, acetilcolina, GABA, 

dopamina e glutamato no sistema nervoso central por mecanismos envolvendo a 

despolarização da membrana, podendo a concentração de ATP chegar a 100 M após 

estimulação elétrica contínua (para revisão: Fields e Burnstock, 2006). Os mecanismos 

mais recentes descritos para a liberação de ATP para o espaço extracelular envolvem a 

glicoproteína P e o regulador da condutância transmembrana da fibrose cística (CFTR) 

(Ballerini et al., 2002) bem como o óxido nítrico (NO) (Burnstock, 2004). 

No sistema nervoso central, os neurônios têm sido tradicionalmente considerados 

como a principal fonte de liberação de ATP. Segundo Zimmermann (1994), o ATP pode 
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ser liberado na fenda sináptica em conjunto com outros neurotransmissores, ativando 

receptores purinérgicos específicos 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 inibitório, aumentando a condutância de canais de potássio pós-

sinápticos e diminuindo a condutância de canais de cálcio pré-sinápticos (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 ativação de receptores purinérgicos.  

Na retina de coelho, foi demonstrado que o ATP é a principal purina endógena, 

sendo a [
3
H]-adenosina incorporada, rapidamente fosforilada em nucleotídeos de 

adenina neste tecido (Perez et al., 1986). Na retina de ratos, Newman (2001) mostrou 

que o estímulo de astrócitos e células de Müller resulta na liberação de ATP seguida da 

propagação de ondas de cálcio. Outros estudos ainda mostraram que o ATP pode ser 

liberado de células do epitélio pigmentado via hemicanais do tipo “gap junctions”, 

modulando a proliferação de progenitores (Pearson et al., 2005). Na retinha de galinha, 

observamos que o meio condicionado obtido de cultura de células em estágios 

avançados do desenvolvimento possui quantidade de ATP suficiente para promover a 

dessensibilização de receptores P2Y, um efeito que é revertido tanto por diálise do meio 

utilizando uma membrana permeável a moléculas menores do que 12KDa quanto pela 

incubação com PPADS 100 µM, um antagonista de receptores P2Y (figura 7 do artigo 

em anexo: França et al., 2007).  
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1.4- Receptores purinérgicos. 

  Receptores distintos para ATP, UTP e seus derivados e para adenosina, 

foram descritos pela primeira vez por Burnstock (1972, para revisão). Recentemente, 

Abbracchio e Burnstock (1994) classificaram os receptores purinérgicos como 

pertencentes a duas grandes famílias: 1- receptores acoplados à proteína-G 

(metabotrópicos) e 2-  receptores diretamente ligados a canais iônicos (ionotrópicos)  

(Di Virgilio, 2001; Abbracchio e Burnstock, 1994) (Figura 2). 

Com base na fisiologia, no perfil farmacológico, na seletividade de acoplamento 

com vias de segundos mensageiros e na clonagem molecular, Abbracchio e Burnstock 

(1994) descreveram múltiplos membros destas duas classes de receptores purinérgicos. 

Assim, os receptores para adenosina (P1) e ATP (P2Y) foram classificados como 

metabotrópicos e os receptores para ATP do tipo P2X foram classificados como 

ionotrópicos. 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 potência do agonista para os receptores purinérgicos P1 foi definida 

por adenosina > AMP > ADP > ATP. Já no grupo de receptores purinérgicos P2, o ATP 

é o principal agonista, sendo a ordem de potência do ligante ATP > ADP > AMP > 

adenosina (Abbracchio e Burnstock, 1994). Além disto, outros estudos com base na 

estrutura molecular, distribuição nos tecidos, características farmacológicas 

(Abbracchio e Burnstock, 1994) e vias de sinalização específicas (Palmer e Stiles, 

1995), estabeleceram que os receptores P1 de adenosina podem ser divididos em quatro 

subtipos, A1, A2A, A2B e A3, todos associados à proteína G. 

Os receptores P2X apresentam baixa afinidade para o ATP e são responsáveis pela 

neurotransmissão excitatória rápida já que, quando ativados, permitem a passagem de  
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Adaptado de: Fields e Burnstock, 2006;

Figura 2: Famílias de receptores purinérgicos P2. A direita, estão representados os

receptores metabotrópicos P2Y, que são estruturalmente compostos por 7 domínios

transmembrana, uma porção c- e n- terminal localizadas no meio intra e extracelular,

respectivamente. A esquerda, estão representados os receptores ionotrópicos P2X,

caracterizados por possuirem suas regiões carboxi e amino-terminais localizadas

intracelularmente e exibirem uma alça extracelular onde se ligam os agonistas. São formados

por hetero- ou homotrímeros que, ao serem ativados, permitem a passagem de cátions tais

como Ca2+, Na+ e K+ (Fields e Burnstock, 2006).
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cátions tais como Ca
2+

, Na
+
 e K

+
.  Até o momento, já foram descritos sete subtipos: 

P2X(1-7) (Ralevic e Burnstock, 1998; Illes et al., 2000; Burnstock, 2004), todos 

caracterizados por possuírem suas regiões carboxi- e amino-terminais localizadas 

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

moduladores (Khakh et al., 1999). 

Os receptores metabotrópicos P2Y são estruturalmente compostos por sete 

domínios transmembrana, tem a porção C-terminal localizada no meio intracelular e a 

porção N-terminal localizada extracelularmente. Até o momento foram identificados 

oito subtipos, podendo estar acoplados a proteína-Gq/11 (receptores P2Y1, P2Y2/4, P2Y6, 

P2Y11 e P2Y14), a proteína Gs (P2Y11) e a proteína Gi (P2Y12 e P2Y13). Enquanto os 

receptores P2Y1, 11, 12, 13 são ativados seletivamente por nucleotídeos de adenina (von 

Kügelgen e Wetter, 2000; Hollopeter et al., 2001; Fields e Burnstock., 2006), os 

receptores P2Y4 humano, P2Y6 e P2Y14 são estimulados por nucleotídeos de 

pirimidinas. Já o receptor P2Y2 responde igualmente bem a ATP e UTP (Fields e 

Burnstock., 2006). A tabela I sintetiza algumas das características dos receptores P2Y. 

 

1.5 – Dessensibilização de receptores acoplados à proteína G. 

 A resposta celular de receptores acoplados à proteína G ao agonista, geralmente, 

pode ser rapidamente atenuada. Os mecanismos que atenuam a sinalização destes 

receptores são considerados de grande interesse, uma vez que fornecem subsídios à 

célula para responder adequadamente a hormônios e neurotransmissores. 

O fenômeno de dessensibilização de receptores acoplados a proteína G (RPTG) 

envolve pelo menos dois processos principais, a fosforilação da alça carboxi-terminal do  

receptor e a internalização (endocitose) do receptor. Diversas proteínas cinases possuem 

como alvo os RPTGs. O principal alvo de proteínas cinases como a PKA, PKC e GRKs 

nos RPTGs são os resíduos serina e treonina localizados na cauda C-terminal (para
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Receptor Agonista Antagonista Sinalização

P2Y1 2MeSADP > ADP 

> ATP

MRS2179, PPADS Gq / PLCβ / Ca2+ / PKC

P2Y2 UTP = ATP Suramina > RB-2 Gq / PLCβ / Ca2+ / PKC

P2Y4 UTP > ATP RB-2 > Suramina Gq / Go / PLCβ / Ca2+ / PKC

P2Y6 UDP >> UTP > 

ATP

MRS2578,

PPADS,

Suramina

Gq / PLCβ / Ca2+ / PKC

P2Y11 ATP Suramina > RB-2 Gq / PLCβ / Ca2+ / PKC

Gs / AC / cAMP

P2Y12 ADP >> ATP Clopidogrel Gi / AC / cAMP

G12/13 / Rho A

P2Y13 ADP MRS2211 Gi/o / AC / cAMP

P2Y14 UDP-glicose - Gq / G11

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

receptores P2Y. (adaptado de Fields e Burnstock, 2006 e Erb et al., 2006).
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revisão: Barki-Harrington e Rockman, 2008). A fosforilação do receptor acaba por 

diminuir o acoplamento com a proteína G e, consequentemente, diminuir os efeitos 

biológicos clássicos gerados pela ativação do receptor. Geralmente a fosforilação do 

receptor por PKA e PKC não ocorre de maneira específica, levando a fosforilação de 

outros receptores. Este tipo de dessensibilização é conhecido como heteróloga (Koenig 

e Edwardson, 1997). Já a fosforilação dos RPTGs pelas GRKs afeta em sua maioria os 

receptores ligados ao agonista culminando na dessensibilização homóloga. Os resíduos 

fosforilados pelas GRKs são diferentes daqueles que são alvos de outras cinases 

(Krupnick e Benovic, 1998). Além disso, as GRKs promovem a ligação de arrestinas, 

que são proteínas intracelulares que bloqueiam a interação do receptor com as proteínas 

G e facilitam a endocitose (Figura 3). Durante a endocitose, as moléculas de ß-arrestina 

podem servir como proteínas acessórias adaptadoras, fazendo com que proteínas como a 

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

Células eucarióticas possuem duas vias bioquímicas distintas para realização de 

endocitose: uma via dependente e outra independente de clatrina. A formação de 

vesículas recobertas por clatrina ocorre através da interação de proteínas do citoplasma 

com componentes da superfície interna da membrana plasmática (para revisão: Mousavi 

et al., 2004). Neste caso, os fosfoinositídeos, especialmente (4,5)P2 e (3,4,5)P3, que são 

formados e metabolizados de maneira regular na superfície interna da membrana 

interagem com as proteínas adaptadoras capazes de promover o recobrimento de 

vesículas com clatrina, incluindo a proteína adaptadora heterotetramérica AP-2 (Ford et 

al., 2001). 

A via de endocitose dependente de clatrina foi claramente caracterizada nos 

terminais sinápticos, onde participa como o principal mecanismo para reciclagem de
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Adaptado de Ferguson., 2001

ligação com

adaptina

clatrina

Vesícula recoberta 

por clatrina

Desacoplamento 

da proteína G

Figura 3: Mecanismos moleculares envolvidos na dessensibilização e internalização de

RPTG dependente de GRKs e ß-arrestina. A ativação de RPTG leva a fosforilação do

receptor na alça carboxi-terminal mediada por GRKs ou PKC ou PKA. Este fenômeno

facilita a ligação de ß-arrestina ao receptor. ß-arrestinas, através da associação com a ß2-

adaptina do complexo adaptador AP-2, fixam os RPTGs em regiões recobertas por clatrina.

Estas regiões sofrem internalização durante a qual moléculas de ß-arrestina funcionam como

adaptadores, fazendo com que proteínas como a Raf e ERK sejam ativadas (adaptado de

Ferguson, 2001).
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vesículas sinápticas após a liberação de neurotransmissores em resposta a 

despolarização da membrana. De maneira geral, a endocitose mediada por clatrina pode 

ser morfologicamente definida por três estágios distintos: 1- recrutamento de moléculas 

de clatrina para a membrana plasmática, formando regiões recobertas por clatrina; (2) 

invaginação destas regiões recobertas; (3) rompimento das vesículas da membrana 

plasmática (para revisão: Schmid, 1997). A endocitose dependente de clatrina ocorre 

normalmente em sítios especializados da membrana e as proteínas mais abundantes 

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

 

1.6 – Dessensibilização de receptores P2Y. 

O papel da dessensibilização e endocitose de receptores purinérgicos vem sendo 

caracterizado. Hardy e colaboradores (2005), utilizando plaquetas humanas, mostraram 

que a ativação de receptores P2Y1 com ADP é capaz de induzir ou favorecer a 

agregação plaquetária. Este fenômeno é dependente da dessensibilização destes 

receptores, indicando a importância deste mecanismo para a resposta fisiológica. 

Mundell e colaboradores (2006), utilizando células de astrocitoma 1321N1 

transfectadas com receptores P2Y1 associados à hemaglutinina, mostraram pela primeira 

vez que as isoformas α e γ da PKC são capazes de fosforilar o receptor P2Y1 de maneira 

dependente ou independente de sua ativação. Suspeita-se que este receptor possa ser 

fosforilado na alça C-terminal, uma vez que esta região possui sítios passíveis de tal 

reação, incluindo a treonina 339. A cinética de reciclagem destes receptores na 

membrana foi estabelecida por Baurand e colaboradores (2005) utilizando células 

plaquetárias humanas. Estes receptores são rapidamente retirados da membrana 

plasmática por endocitose, cerca de 45 segundos após o estímulo com ADP, só 

retornando para a membrana 15 minutos após 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 dessensibilização heteróloga de receptores para tromboxano de 

maneira dependente de cálcio e independente de PKC. 

 No sistema dopaminérgico, foi demonstrado que a fosforilação da ERK é 

dependente da internalização dos receptores de dopamina induzida por agonistas. Kim e 

colaboradores (2004), utilizando células CHO transfectadas com plasmídeos para os 

receptores dopaminérgicos D2L e D2S, mostraram que a estimulação do receptor D2L, 

mas não do receptor D2S, induz a ativação da via da MAPK através da transativação do 

receptor tirosina cinase para PDGF. Por outro lado, a ativação da via da MAPK por D2S 

foi dependente da internalização destes receptores mediada por clatrina e dependente 

também de β-arrestina / dinamina. Recentemente, o nosso grupo demonstrou que a 

proliferação celular induzida por ATP na retina de galinha é dependente da ativação da 

via das ERKs (Sanches et al., 2002; Nunes et al., 2007) e ocorre simultaneamente com a 

dessensibilização de receptores P2 induzida por agonista, sugerindo a importância deste 

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

1.7- Vias de transdução de sinal ativadas por receptores de nucleosídeos e 

nucleotídeos. 

 Receptores A1 são classicamente envolvidos com a inibição da adenil ciclase 

(para revisão: Rathbone et al., 1999) através da ativação da proteína-Giα1 sensível à 

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

ativação de receptores A1. Estes incluem a guanilil ciclase, além de canais de potássio e 

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

Hicks, 1995). 
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Receptores A1 podem estar também ligados à fosfolipase A2 (Collis e Hourani, 

1993). Diferentemente dos receptores A1, os receptores A2 estimulam a adenil ciclase 

acoplando-se à proteína Gs e provocando o aumento da concentração de cAMP 

intracelular (Olah e Stiles, 1990). O receptor A3 foi o último subtipo a ser caracterizado, 

exibindo um perfil farmacológico da ativação e distribuição nos tecidos distintos nas 

diferentes espécies. Em células RBL-2H3, a ativação dos receptores A3 promove um 

aumento da concentração de Ca
2+

i através do aumento da formação de inositol trifosfato 

(Parekh e Penner, 1995). 

Classicamente, os receptores P2 da família P2X regulam as funções celulares 

através da abertura de canais de cátions (Abbracchio e Burnstock, 1994) (Figura 4). Em 

geral, estes canais iônicos mostram seletividade para cátions monovalentes como Na
+
, 

K
+
 (Harden et al., 1995) e em alguns casos para o Ca

2+
 (Cloues, 1995).  

O subtipo P2X7 difere dos demais receptores P2X em suas propriedades 

farmacológicas, sensibilidade à voltagem e condutância. Além disso, funções distintas 

dos demais subtipos de receptores desta família foram detectadas, uma vez que estes 

sítios possuem a habilidade de formar poros na membrana celular. A ativação de 

receptores P2X7 aumenta a permeabilidade da membrana para a passagem de cátions e 

ânions, bem como para moléculas com até 900 Da (Ballerini et al., 1995). Ballerini e 

colaboradores (1996) relataram a presença de receptores P2X7 em culturas de astrócitos 

de rato sendo a sua ativação capaz de aumentar a liberação de purinas destas culturas. 

Por outro lado, os receptores metabotrópicos P2Y1, 2, 4, 6, 11 estão acoplados a 

família de proteínas Gq/11 e estimulam a fosfolipase C, resultando na formação de 

inositol-(1,4,5)-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) com subsequente mobilização de 

estoques intracelulares de cálcio (Abbracchio e Burnstock, 1994;  von Kügelgen e 

Wetter, 2000) (Figura 4). Esta via de sinalização foi demonstrada em astrócitos corticais  
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Franke e Illes 2006

Figura 4: Diagrama esquemático ilustrando as possíveis ações do ATP

identificadas até o momento. Estão representados a liberação de ATP, o

metabolismo, a ativação de receptores ionotrópicos P2X e metabotrópicos P2Y e

algumas interações com vias de segundos mensageiros. A ativação destes

receptores é capaz de promover a transcrição de genes, resultando em diversas

respostas biológicas (Franke e Illes, 2006).

 



17 

 

(Neary et al., 1988; Kastritsis et al., 1992), medula de ratos (Salter e Hicks, 1995; Ho et 

al., 1995) e retina embrionária de galinha (Sanches et al., 2002; França et al., 2007; 

Nunes et al., 2007).  

O ATP e outros agonistas seletivos para receptores P2Y, adicionados a culturas de 

astrócitos de rato ativam a fosfolipase C e aumentam a concentração de Ca
2+ 

interno 

(Ballerini et al.,1995), sendo este aumento inibido por tapsigargina, uma droga que leva 

ao esvaziamento dos estoques de cálcio do retículo (Ballerini et al., 1995). Em conjunto 

com esses dados, Chen e Chen (1996) mostraram que a toxina pertussis inibe o acúmulo 

de [H
3
]-fosfoinositídeos induzido por ATP, UTP e 2-metil-tio-ATP em culturas de 

astrócitos. Estes experimentos sugeriram que, nestas células, receptores P2Y são 

capazes de se acoplar com a PCLb3 ou PCLb2 através da proteína Gi sensível a esta 

toxina. 

A ativação de receptores P2Y também foi relacionada com mudanças nos níveis 

intracelulares de AMPc (Figura 4). Em alguns tipos celulares, a ativação de receptores 

P2Y aumenta o acúmulo de AMPc (Gailly et al., 1993). Porém, este efeito poderia estar 

ocorrendo de forma indireta, uma vez que o ATP causa a liberação de transmissores que 

aumentam a atividade da adenil ciclase. Por outro lado, a ativação de receptores P2Y12, 

P2Y13 e P2Y14 promovem a inibição da adenil ciclase através da ativação da proteína 

Gi/o (para revisão: Franke e Illes, 2006) e o P2Y11 está envolvido tanto com a ativação 

da adenil ciclase quanto com o aumento de IP3 (Abbracchio et al., 2003). 

A ativação de receptores P2Y em cultura de astrócitos pode ativar a via das 

proteínas cinases ativadas por mitógeno (MAPKs) (Neary et al., 1996). Membros 

clássicos da família MAPK, como as proteínas cinases reguladas por sinal extracelular 

(ERKs), estão envolvidas no crescimento, diferenciação e proliferação celular (Neary et 

al., 1996; Neary et al., 1999). A ativação da cascata das MAPKs mediada por receptores 
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P2Y, em particular as ERK1/2 ou a cinase do N-terminal do c-Jun (JNKs), foi 

relacionada com a ativação da caspase-3 e apoptose (Neary et al., 1999; Sellers et al., 

2001). Além disso, outros estudos sugerem que a ativação do receptor P2Y acoplado a 

PLA2 seja acompanhada por um aumento na expressão da ciclooxigenase-2 (Abbracchio 

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

 

1.8 – Expressão e importância fisiológica de receptores P2 na retina. 

Os fotorreceptores, a maioria dos neurônios, células de Müller e o epitélio 

pigmentado expressam receptores P2.  Na retina adulta, a ativação de receptores P2X 

contribui com a neurotransmissão excitatória rápida e os receptores P2Y possuem 

funções neuromodulatórias (Housley et al., 2009, para revisão).  

Em ratos, os receptores P2X encontram-se distribuídos por diversas células 

retinianas. Nos fotorreceptores, o receptor P2X2 encontra-se presente no soma e 

segmentos externos com funções fisiológicas ainda não esclarecidas (Greenwood et al., 

1997). Já o receptor P2X7 participa no aumento da amplitude da onda A do 

eletroretinograma derivada de fotorreceptores, reduzindo de forma transitória as 

respostas pós-sinápticas derivadas de fotorreceptores (Puthussery e Fletcher, 2006). Em 

células bipolares, foram detectados os receptores P2X3, 4, 5. Porém suas respectivas 

funções fisiológicas ainda não foram determinadas (Housley et al., 2009, para revisão).  

Em células ganglionares, foram detectados os receptores P2X 2, 3, 4, 5, 7. Até o momento, 

as funções fisiológicas para estes receptores foram estudadas somente para o receptor 

P2X7. Estes, por sua vez, são responsáveis pelo aumento sustentado de cálcio 

intracelular, pela ativação de canais de cálcio do tipo L, seguido pela ativação de 

caspases e morte celular (Zhang et al., 2006). Em células amácrinas, foram detectados 

os receptores P2X1, 2, 3, 5, 7, sendo os receptores P2X2 localizados com maior frequência 
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em células amácrinas GABAérgicas. Entretanto, nenhuma correlação fisiológica foi 

encontrada até o momento para estes receptores (Housley et al., 2009, para revisão). Em 

células horizontais, somente os receptores P2X7 foram detectados até o momento 

(Puthussery e Fletcher, 2006), porém sua função fisiológica também não foi ainda 

determinada. Finalmente, na glia de Müller e astrócitos de humanos o receptor P2X7 

promove um aumento no influxo de cálcio, despolarização, ativação de canais de K
+
 

estimulados por Ca
2+

 e proliferação celular
 
(Pannicke et al., 2000).  

Na retina adulta, os receptores P2Y1, 2, 4 e 6 encontram-se distribuídos nos 

segmentos internos de fotorreceptores, células bipolares, ganglionares, astrócitos e 

células de Müller (Ward e Fletcher, 2008; Ward e Fletcher, 2009; Housley et al., 2009, 

para revisão). Em astrócitos e células de Müller, a ativação destes receptores está 

correlacionada com a propagação de ondas de Ca
2+ 

geradas por estímulo 

glutamatérgico, elétrico ou por lesão mecânica (Newman e Zarhs, 1997). Estes 

estímulos levam a liberação de ATP no espaço extracelular, que ativa os receptores 

P2Y. Além disso, o ATP pode sofrer hidrólise e ser convertido a adenosina, que através 

da ativação de receptores A1 presente em células ganglionares, resulta na diminuição da 

atividade espontânea destas células (Newman., 2003). 

Durante o desenvolvimento da retina, os receptores P2Y foram os mais estudados. 

Em retinas de camundongos em P0, ATP endógeno pode ativar o receptor P2Y1. A 

ativação deste receptor induz progenitores tardios a progredir no ciclo celular durante as 

fases G1 e S por um mecanismo que combina um aumento na expressão de ciclina D1 e 

uma diminuição na expressão de p27
kip1

, resultando em um aumento da proliferação 

celular, restrito a uma janela específica do desenvolvimento situada entre P0 e P2 

(Sholl-Franco et al., 2010). Na retina de galinha, ATP e UTP, através de receptores 

P2Y2/4, estimulam a proliferação de progenitores retinianos do 3º (E3) ao 5º (E5) dia de 



20 

 

desenvolvimento embrionário. Já em fases mais tardias do desenvolvimento (E7 a E9), 

somente o ATP estimula a proliferação de precursores de células bipolares e gliais, 

através do receptor P2Y1 (Sanches, et al., 2002; Nunes, et al., 2007). 

 

1.09 – Transativação de receptores para fatores tróficos por receptores acoplados à 

proteína G: Importância na proliferação e sobrevida celular. 

A proliferação celular induzida por ATP em células gliais pode ocorrer de 

maneira dependente da transativação de receptores tirosina cinase, como o receptor para 

PDGF e EGF. Milenkovic e colaboradores (2003) demonstraram este fenômeno 

utilizando culturas purificadas de glia de Müller obtidas de retinas de cobaios. Seus 

experimentos demonstraram que a ativação de receptores P2Y induz um aumento no 

influxo de cálcio intracelular que, por sua vez, ativa a PKC, promovendo a ativação da 

via das MAPKs, ou, de maneira ainda não muito bem esclarecida, leva a liberação de 

PDGF. Este fator, através da ativação de seu receptor, induz a ativação da via da PI3K e 

de uma metaloprotease que, por sua vez, cliva o EGF ancorado na face extracelular da 

membrana plasmática, promovendo então a transativação destes receptores. Uma vez 

ativados, estes receptores promovem a ativação da via das MAPKs, culminando em 

aumento da síntese de DNA.  

Duas classes de receptores para neurotrofinas foram identificadas: os receptores 

de alta afinidade, que compreendem os receptores relacionados à 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 família 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 embrionário, 

mostraram que o estímulo de receptores A2a com adenosina é capaz de promover a 
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fosforilação 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 fenômeno que é bloqueado por K252a e LY294002, 

sugerindo que o mecanismo de ação da adenosina sobre o resgate da morte celular de 

neurônios hipocampais de rato necessite da transativação de receptores do tipo Trk por 

receptores A2a e da ativação da PI3K/Akt. Posteriormente, Lee e colaboradores (2002) 

mostraram que receptores para PACAP (Polipeptideo Pituitário Ativador da Adenilato 

Ciclase), também são capazes de promover transativação de receptores Trk A e B, 

resultando em aumento de sobrevida de neurônios. Recentemente, utilizando a técnica 

de imunoprecipitação, Rajagopal e Chao (2006) mostraram que a proteína tirosina 

cinase solúvel Fyn, pertencente à família da Src, participa como intermediário entre a 

transativação do receptor A2a com receptores Trk A e B. 

Ligantes para receptores acoplados à proteína G, além de modular vias clássicas 

envolvendo adenil ciclase e PLC, são capazes de ativar a via das MAPKs.  Como 

exemplificado acima, a ativação de receptores do tipo tirosina cinase pode ocorrer 

através da sinalização de receptores acoplados a proteína G. Em particular, receptores 

para EGF (Daub et al., 1996), PDGF (Linseman et al., 1995) e IGF-I (Rao et al., 1995), 

podem ser transativados por receptores acoplados a proteína G. Recentemente, 

McCusker e colaboradores (2006) mostraram que receptores de IGF-I potenciam as 

ações tróficas do BDNF em neurônios corticais de ratos através da transativação destes 

receptores. Especificamente, ao tratar as culturas de células com IGF 50ng/mL durante 

24 horas, os autores observaram um aumento na fosforilação dos receptores Trk B e 

uma potenciação na ativação da via das MAPK. Além disso, a associação entre 

receptores P2Y e IGF-I vem sendo demonstrada em culturas de glioma C6 (van Kolen 

et al., 2006). Neste trabalho os autores mostraram que o receptor P2Y12 quando ativado 
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por ADP é capaz de promover a ativação do complexo Pyk2/Src/PLD-2 através da 

subunidade ßγ da proteína G e influxo de cálcio extracelular. Uma vez ativado, este 

complexo promove a ativação 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 é capaz de estimular a síntese de DNA sendo este 

mecanismo mediado por proteínas G. Eles mostraram que o receptor de IGF-I se associa 

à Giα, liberando assim as subunidades β e γ, sendo esse acoplamento do receptor de IGF 

com a proteína G essencial para a sinalização mitogênica desse fator. Estes autores 

igualmente demonstraram que os receptores de insulina e de IGF apresentam diferenças 

no acoplamento à proteína G. Essas diferenças podem explicar parcialmente as 

diferentes potências entre esses dois receptores com relação à sinalização mitogênica 

versus a resposta metabólica (Dalle et al., 2001). 

Nesta tese, pretendemos estudar a participação de fenômenos de transativação de 

receptores tirosina cinase do tipo IGF-I por receptores P2Y1. 

 

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

Em vertebrados, os fatores de crescimento relacionados à insulina incluem a insulina, 

seu precursor, a pró-insulina e os fatores de crescimento relacionados a insulina I e II 

(IGF-I e IGF-II). A maior parte dos efeitos biológicos do IGF é devido a ativação de 

receptores de IGF-I. O receptor para IGF-II é composto por uma cadeia polipeptídica 

com um pequeno domínio citoplasmático que não possui atividade catalítica (Russo et 

al., 2005). Já o receptor de IGF-I é estruturalmente homólogo ao receptor de insulina, 

apresentando-se como um heterotetrâmero glicosilado, composto por duas subunidades 

α e duas subunidades β. Localizadas na porção extracelular, as
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Figura 5: Ativação da PI3K/PKB mediada por receptores P2Y12. A ativação de

receptores P2Y12 induz a mobilização de cálcio mediada pela subunidade ßγ da proteína G

(1) levando a uma rápida ativação de Pyk2/Src (2). A via de sinalização da Pyk2/Src exige a

participação da PLD2 encontrada em cavéolas e que está associada com a atividade autócrina

e constitutiva de receptores para IGF-I servindo como uma plataforma para facilitar a

interação entre componentes de sinalização (3). Uma vez associadas, Pyk2/Src/PLD2 são

capazes de induzir a ativação da Rap1 (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 α são domínios protéicos ricos em cisteína, sendo esta a região responsável 

pela interação com o IGF. As subunidades β possuem grande parte de sua estrutura 

localizada na porção intracelular, sendo esta a região que apresenta atividade tirosina 

cinase (Butt et al., 1999, para revisão).  

As vias de sinalização desencadeadas pela ativação de receptores para IGF-I em 

diversos tipos celulares já foi caracterizada. A ativação deste receptor leva à sua 

autofosforilação com subseqüente acúmulo de [
3
H]-fosfoinoisitídeos (Thakker et al., 

1989; Guse et al., 1992). Além disso, a ativação de receptores de IGF-I envolve a 

fosforilação do substrato responsivo a insulina (IRS). Através de uma proteína 

adaptadora, a Grb2, ocorre o recrutamento da SOS formando um complexo IRS-1-

Grb2-SOS que ativa a Ras. A partir dessa associação, ocorre a estimulação da Raf que 

resulta na fosforilação e ativação das ERKs (Johnson-Farley et al., 2006). Ambos os 

receptores estão envolvidos também na ativação da via da PI3K, que pode ser 

estimulada pelo IRS-1 fosforilado. Um outro evento observado com a autofosforilação 

do receptor de IGF-I é a associação direta com a subunidade p85 da PI3K de forma 

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

 

1.11 - IGF-I na retina. 

A presença de receptores para IGF-I foi detectada tanto no cristalino e epitélio 

pigmentado quanto na retina embrionária de galinha (Bassnett e Beebe, 1990). A 

expressão de receptores para IGF-I neste tecido é regulada durante o desenvolvimento 

(Waldbillig et al., 1991). Retinas com 6 dias de desenvolvimento apresentam uma 

ampla distribuição de receptores de insulina (IR) e IGF-I. Além disso, o produto de 

amplificação do gene para pró-insulina é mais abundante em E6, com posterior 

diminuição (de la Rosa et al., 1994), enquanto que a amplificação do gene para IGF-I 
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aumenta de E6 para E7 e segue aumentando ainda mais em estágios embrionários 

tardios (Hernandez-Sánchez et al., 1995). Já os níveis de expressão dos receptores de 

insulina e IGF-IR mRNAs são praticamente constantes entre E6 e E8.  

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-I 10ng/mL, por 24 e 48 horas, induz um aumento dose- e tempo-

dependente de aproximadamente 50% na proliferação celular (Medina, 2008). Em 

culturas de explantes de retinas de embrião de galinha (E7-E9), o tratamento com IGF-I 

40 e 100 ng/mL por 48 horas promove um aumento na incorporação de [
3
H]-timidina de 

20% e 45% acima do nível basal, respectivamente. Além disso, o tratamento com IGF-

II em concentrações elevadas (200ng/mL) também aumenta a proliferação na retina 

(Calvaruso et al., 1996). 

 

1.12- Gliose reativa em células de Müller 

No sistema nervoso central, a ativação de astrócitos acontece em resposta a 

diversas formas de lesão ou doenças, 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 fisiológico do tecido nervoso. As ações protetoras e regenerativas da 

gliose envolvem, entre outros eventos, a produção de fatores neurotróficos, liberação de 

agentes anti-oxidantes, captação do excesso de glutamato, recuperação da barreira 

hematoencefálica, suporte para a regeneração axonal e remodelamento sináptico 

(Liberto et al., 2004). Por outro lado, a gliose reativa também contribui para a 
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neurodegeneração, impedindo a regeneração axonal e crescimento dendrítico através da 

formação da escara glial (Profirys et al., 2004). 

As respostas gliais a lesões assemelham-se no cérebro e na retina. O principal 

componente glial na retina é a célula de Müller, a qual se encontra ativada em diversas 

condições patológicas, tais como lesão por radiação luminosa, trauma mecânico, 

isquemia, retinopatia diabética e degeneração macular senil (Bringmann et al., 2006). 

Nestes processos, as células de Müller são capazes de re-entrar no ciclo celular (Dyer e 

Cepko, 2000; Bringmann e Reichenbach, 2001), podendo se tornar um progenitor 

neurogênico (Fischer e Reh, 2001; 2003). Entretanto, a gliose reativa de células de 

Müller também pode contribuir para a degeneração neural e formação de edema e 

escara glial que podem impedir o reparo e o remodelamento do tecido retiniano. A 

escara glial preenche o espaço deixado pela degeneração de fotorreceptores, neurônios, 

epitélio pigmentado e vasos sanguíneos (para revisão: Bringmann et al., 2006). 

A resposta das células de Müller às lesões ou doenças manifesta-se inicialmente 

com a produção de fatores tróficos, gerando um ambiente favorável ao resgate de 

neurônios.  Em particular, o FGFb é um dos principais fatores considerados como 

neuroprotetores efetivos na retina.  Os demais fatores relacionados com neuroproteção 

na retina, tais como o BDNF, GDNF e NT-3 agem estimulando as células de Müller a 

produzir o FGFb (para revisão: Zahs e Esguerra, 2006). Outra característica importante 

da resposta inicial da glia de Müller durante as lesões e doenças é a dramática redução 

na expressão de canais retificadores de K
+
. Esta redução na expressão destes canais é 

acompanhada por despolarização e aumento na resistência de sua membrana, 

fenômenos que estão diretamente relacionados com a proliferação destas células (para 

revisão: Zahs e Esguerra, 2006). Outras características apresentadas pela gliose de 

células de Müller são a ativação da via das ERKs (Tezel et al., 2003), hipertrofia, 
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proliferação, aumento na expressão de filamentos intermediários tais como a proteína 

ácída fibrilar glial (GFAP) e a vimentina (Lewis e Fisher, 2003).  

Na retina de galinha, foi observado que nem todas as células de Müller 

respondem de maneira homogênea ao estímulo lesivo. Fischer e Reh (2003) observaram 

que a lesão de retinas adultas com NMDA induz uma proliferação de ~ 65% das células 

de Müller. Além disso, as células que apresentam um aumento na expressão de GFAP 

induzida pela lesão não re-entram no ciclo celular, enquanto que as células que não 

apresentam um aumento na expressão de GFAP proliferam. 

Diversos autores relacionam fenômenos lesivos com a sinalização purinérgica no 

sistema nervoso central. Neary e colaboradores (2003), submetendo astrócitos à injúria 

causada por estiramento, observaram a ativação da via das ERKs de forma dependente 

da ativação de receptores P2Y1.  

A expressão de receptores P2 pode ser controlada durante diversos tipos de 

trauma no sistema nervoso central. Por exemplo, um aumento na expressão de 

receptores P2X2 e P2X4 em neurônios e microglia presentes em culturas de fatias de 

hipocampo de rato submetidos a isquemia foi detectado (Cavaliere et al., 2003). Já um 

aumento na expressão de receptores P2X7 em astrócitos, microglia e neurônios de 

córtex cerebral de ratos parece contribuir para os mecanismos de morte celular causada 

por isquemia (Franke et al., 2004) e receptores P2Y1 são intensamente expressos no 

hipocampo de ratos submetidos à isquemia (Moran-Jimenez e Matute, 2000). Lesão 

cerebelar unilateral em ratos provoca um aumento na expressão de receptores P2X1 e 

P2X2 em células neuronais e gliais (Viscomi et al., 2004), enquanto a axotomia do 

nervo facial em ratos adultos dispara a ativação de microglia, que se acumula em volta 

do nervo motor axotomizado como resultado da migração e proliferação celular 

associadas a um aumento na expressão de receptores P2Y12 (Sasaki et al., 2003).  
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Receptor Lesão Aumento da expressão de receptores P2Y em: 

(tipo celular)

P2Y1 Lesão Mecânica Astrócitos

Neurônios e Astrócitos

P2Y2 Lesão Mecânica Astrócitos

P2Y4 Hipoglicemia Neurônios Cerebelares

P2Y6 Hipoglicemia

Lesão Mecânica

Astrócitos

P2Y11 - -

P2Y12 Lesão Mecânica Neurônios e Astrócitos

P2Y13 - -

P2Y14 - -

Tabela II: Modulação da expressão de receptores P2Y durante lesão no sistema

nervoso central. Nesta tabela, são mostrados os subtipos de receptores, os tipos de lesão 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 está associada com um aumento 

funcional de receptores purinérgicos na glia de Müller. Um aumento nas correntes 

iônicas mediadas por receptores P2X7 em humanos (Bringmann e Rachelbach, 2001) e a 

ativação de receptores P2Y associada a um aumento na resposta do cálcio em outras 

espécies (Iandiev et al., 2006) foram descritos. Aumento na sinalização purinérgica, 

correspondente a um aumento de proliferação celular, em retinas submetidas 

previamente a lesão também foi observado (Bringmann et al., 2003; Dale, 2008). Na 

retina de galinha, a degeneração retiniana promovida por luz provoca uma gliose de 

células de Müller seguida por um aumento na expressão de receptores P2Y1 nestas 

células (Ward e Fletcher., 2009). A tabela II sintetiza algumas das características dos 

receptores P2Y durante fenômenos de lesão. 
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2 – Objetivos:  

Tendo em vista que a sinalização celular mediada por ATP e por IGF-I na retina 

de galinha é capaz de promover diversos efeitos celulares, muitos deles ainda não 

totalmente compreendidos, nosso presente objetivo é caracterizar a relação entre estes 

receptores durante a proliferação de progenitores tardios da retina e durante a 

proliferação induzida por à lesão mecânica de culturas de células de retina com estágios 

mais avançados de diferenciação. Para isto pretendemos: 

 

1- Estudar o envolvimento de receptores catalíticos, com ênfase em receptores de IGF-I 

e insulina, sobre a proliferação celular induzida por ADP; 

 

2- Estudar a participação de inibidores de endocitose via clatrina sobre a proliferação 

celular, acúmulo de [
3
H]-fosfoinositídeos, ativação da via das MAPK e AKT, e ativação 

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

 

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

 

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

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

3.1- Materiais:  

 [
3
H]-timidina (5 Ci/mmol), [

3
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-P2Y1, 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, Tübingen, 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 secundários, 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 embrião de galinha em diferentes fases do desenvolvimento (E7 e E8) 

foram dissecadas em ambiente estéril, em solução salina sem cálcio e magnésio (CMF). 

As retinas foram incubadas com tripsina 0.1 % por 20 min, a 37°C. A solução de 

tripsina foi retirada com auxílio de pipetas Pasteur e as células foram mecanicamente 

dissociadas em 5mL de meio MEM, suplementados ou não com 5 % de soro fetal 

bovino, antibióticos (0,1 µg/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 diâmetro 

ou sobre lamínulas em alguns casos, na densidade de aproximadamente 3x10
6
 células 

por placa para os ensaios de incorporação de [
3
H]-timidina, 5x10

6
 para os ensaios de 
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imunofluorescência e 10x10
6
 células para os ensaios de “western blotting” e acúmulo de 

[
3
H]-fosfoinositídeos.  

 

3.3- Lesão mecânica da monocamada de culturas de retina e determinação do 

crescimento celular: 

Cultura de células de retinas de embriões com 8 dias (E8), cultivadas na 

densidade de 10
7
 células/placa por 1 (E8C1) ou 7 dias (E8C7), foram lesadas com o 

auxílio de ponteira fina para micropipetas de 10 L, marca Axygen, sendo a 

monocamada celular riscada com a ponteira em posição oblíqua. Um risco se 

estendendo por todo diâmetro da placa foi realizado em cada cultura, gerando uma 

região 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 à apirase, RB-2, suramina ou PPADS durante 3 dias. A cada 24 horas de 

cultivo área de lesão foi fotografada e a área desprovida de células determinada 

utilizando o programa Scion Image, previamente calibrado para 1.06 pixel/ m. As áreas 

totais das culturas fotografadas com objetivas de 10 x e 20 x foram de 0,325 mm
2 

e 

0,08125 mm
2
, respectivamente. Após este procedimento, a área descoberta pela lesão 

foi calculada e o crescimento celular estimado pela diminuição na área livre de células 

em cada etapa do experimento. A proliferação celular nas áreas inicialmente 

desprovidas de células foi quantificada por imunocitoquímica para BrdU. O número de 

células BrdU
+
 em culturas lesadas ou não foi estimado e a proliferação celular expressa 

como a fração de células marcadas com DAPI que eram  BrdU
+
. Para realizar esta 

quantificação, utilizamos uma objetiva de 20x, com a qual realizamos um grupo de 

imagens mostrando ~100 µm da área de lesão, sendo o início das imagens as regiões 

desprovidas de neurônios. Para a obtenção da quantidade de células BrdU
+
 ou marcadas 
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com DAPI fora da área de lesão, obtivemos outro grupo de imagens da cultura distantes 

~ 5 mm da área de lesão. 

 

3.4- Acúmulo de [
3
H]-fosfoinositídeos: 

Cultura contendo 1 x10
7
 células de retina obtidas de embriões de galinha com 7 dias 

(E7) foram incubadas com 1 Ci de [
3
H]-myo-inositol durante 1,5 h, à 37

o
C, em 1 mL 

de meio MEM, sem soro. Em seguida, LiCl a uma concentração final de 10 mM foi 

adicionado às culturas e as células incubadas por mais 1h à 37ºC. As células foram pré-

incubadas com os inibidores MDC 300 µM, CPZ 10 µM e I-OME AG-538 10 M 

durante 10 minutos e estimuladas durante 1h à 37ºC com ATP e ADP, nas 

concentrações finais de 100 µM e 500 µM, respectivamente. O estímulo foi 

interrompido com a lavagem das culturas com 2 mL de solução de Hank’s completo 

tamponada com HEPES 20 mM (pH 7.4) por 3x, seguido pela adição de 2.5 mL de 

TCA (ácido tricloroacético) 15%. Os materiais das placas foram então transferidos para 

tubos de centrífuga e congelados “overnight” à -20°C. Após descongelamento, as 

amostras foram centrifugadas a 15000 rpm por 25 minutos à 4ºC. O sobrenadante foi 

transferido para tubos de vidro, lavado por três vezes com 2,5 mL de éter etílico e 

neutralizados com 2,5 mL de solução de Tris-HCl 20 mM, pH 7.4,  contendo 5 mM de 

EDTA. A solução final foi transferida para colunas de troca iônica contendo 1mL de 

resina Dowex X-8, previamente equilibrada com ácido fórmico 1 M. As frações foram 

seqüencialmente eluídas com (1) 5 mL de água deionizada, (2) 5 mL de solução 

tetraborato de sódio 5 mM / formiato de amônio 60 mM e (3) 4 mL de solução ácido 

fórmico 0,1 mM / formiato de amônio 1 M. Esta seqüência de eluição remove [
3
H]-

inositol (1), [
3
H]-glicerofosfoinositol (2) e derivados fosforilados de [

3
H]-inositol (3). A 

radioatividade foi determinada por cintilação líquida. 
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O precipitado obtido na centrifugação das amostras foi dissolvido em NaOH 1 N e o 

teor protéico dosado utilizando-se o método de Lowry e colaboradores (1951). Os 

resultados obtidos a partir da determinação da radioatividade foram normalizados para 

CPM/mg de proteína. 

 

3.5- Incorporação de [
3
H]-timidina: 

 Culturas de retina em E7C1 (7 dias de incubação, 1 dia de cultura) com 3x10
6
 

células, tratadas ou não durante 24h à 37°C, foram incubadas com [
3
H]-timidina (0,5 

µCi) por 1h, à 37°C. As culturas foram então 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 à 4°C, raspadas e transferidas para tubos de ensaio, 

lavando três vezes as placas com 1 mL de água deionizada gelada. Após a adição de 

TCA 50%, as amostras foram então incubadas à 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 à 100°C por 1h e a radioatividade 

determinada por cintilação líquida. 

 

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 à formazan púrpura pelas 

mitocôndrias de células vivas, uma vez que esta reação acontece somente quando a 

enzima redutase mitocondrial está ativa. Deste modo, a conversão do reagente MTT à 

formazan é diretamente relacionada ao número 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 não com ADP 500 μM; IOME 10 μM; 

MDC 3 e 30 μM, CPZ 1, 10 e 100 μM , por 24h à 37°C, foram incubadas com MTT na 

concentração de 1.5 mg/mL. Após 4 horas de incubação, as culturas foram lavadas com 

solução salina completa (Hank’s), à 37°C e a camada de células contendo o formazan 

insolúvel dissolvida numa mistura de HCl 12 N e álcool isopropílico absoluto (6:1000). 

Após este procedimento, a absorbância das amostras foi determinada em 

espectrofotômetro nos comprimentos de onda de 570 e 650 nm. 

 

3.7- Imunocitoquímica para BrdU e 2M6 em culturas de retinas que sofreram 

lesão de monocamada celular: 

Para a detecção de BrdU células de retina obtidas de E8 foram semeadas sobre 

lamínulas na densidade de 10
7
 células. Após 7 dias de cultivo, as culturas foram lesadas, 

cultivadas por mais dois dias sob tratamento de RB-2 40 µM ou não e expostas a 

solução de BrdU 100 µM por 4 h. As células foram então fixadas com paraformaldeído 

4 % em tampão fosfato 0,16 M por 30 minutos, à 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. Após este período de 

permeabilização, as células foram incubadas em HCL 2 N por mais 10 min, lavadas e 

incubadas em tampão borato, pH 8.0, por 10 min, seguido por 3 lavagens de 5 min com 

PBS pH 7.6. 

A solução de bloqueio composta de PBS pH 7.6 acrescido de Triton 1%, NGS 

3% e BSA 3%, foi aplicada durante 1.5 horas, à temperatura ambiente. Após este 

procedimento, as culturas foram incubadas com antisoro primário monoclonal de 

camundongo anti-BrdU, na diluição de 1:500 ou antisoro primário monoclonal de 

camundongo contra 2M6 durante a noite, à 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 secundário anti-camundongo fluorescente Alexa 568 (1:200) na 

ausência de luz. Antes do fechamento das lamínulas sobre as lâminas, 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 lamínulas foram montadas com 

solução de n-propilgalato e analisadas por microscopia de fluorescência, utilizando 

microscópio Nikon Eclipse TE2000-U. 

 

3.8- Imunocitoquímica para P2Y1 e 2M6 em cultura de retina: 

Células de retina obtidas de E7 foram semeadas sobre lamínulas, sem poli-

ornitina, e cultivadas durante 1 dia na densidade de 5x10
6
 células. Em seguida, as 

células foram fixadas em paraformaldeído 4% em tampão fosfato, por 5 min à 

temperatura de ambiente e lavadas 2 vezes com PBS pH 7.6 por 5 min. A solução de 

bloqueio composta de PBS pH 7.6, Triton 0.1% e BSA 1% foi aplicada durante 1.5 

horas à temperatura ambiente sob agitação leve. As células foram incubadas durante 

24h com anticorpo monoclonal anti-P2Y1 (1:75 - coelho) e 2M6 (1:500 - camundongo). 

As células foram então lavadas 3x por 5 min com PBS pH 7.6 e incubadas por mais 4 

horas com antisoro secundário anti-camundongo fluorescente-Alexa 568 (1:200) e anti-

coelho fluorescente-Alexa 488 (1:200) na ausência de luz. Antes do fechamento das 

lamínulas sobre as lâminas, 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 lamínulas foram montadas com solução de n-propilgalato e analisadas 

por microscopia de fluorescência. 

 

 



37 

 

3.9- Western Bloting: 

Retinas de embriões em E7 foram dissecadas e cultivadas por 1 ou 2 dias. Após 

este período, o meio de cultura MEM contendo soro fetal bovino 5 % foi substituído 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 µM, MDC 30 e 300 µM ou CPZ 10 µM 

por 25 min e estimuladas com ADP 500 µM ou IGF-I 100 ng/mL por mais 5 min. O 

estímulo foi interrompido por lise celular utilizando 70 µL de tampão de amostra 

Laemmli. As amostras foram então fervidas por 15 min e centrifugadas por 5 min à 

15.000 rpm utilizando-se centrífuga Eppendorf. O sobrenadante foi coletado e o 

conteúdo protéico determinado pelo método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando-se 

albumina sérica bovina como padrão. A curva padrão foi normalizada adicionando-se a 

mesma quantidade de tampão de amostra Laemmli presente nas amostras de proteínas a 

serem dosadas: 2 μL por tubo. Após a adição de azul de bromofenol, amostras contendo 

50 μg de proteína foram submetidas à eletroforese em gel SDS/PAGE 9% e transferidas 

para membranas de PVDF. A ativação do receptor de IGF-I/Insulina e a fosforilação 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 incubação com anticorpo secundário conjugado à peroxidase anti-

camundongo (1:1000) ou anti-coelho (1:2000). A visualização da reação enzimática foi 

realizada através da utilização do reagente ECL Plus (GE Healthcare) e exposição em 

filme fotográfico. 
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 3.10- Análises estatísticas:  

 Os dados foram quantificados por análise de variância ANOVA seguida pelo 

pós-teste de Bonferroni, utilizando-se o programa GraphPad Prism 5. Em todos os 

gráficos está representada a média e o erro padrão da média. 
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4- Resultados: 

 

4.1- Proliferação celular induzida por ADP depende da participação de receptores 

tirosina cinase. 

 A participação conjunta de receptores para nucleotídeos e fatores tróficos em 

fenômenos proliferativos na retina tem sido demonstrada (Milenkovic et al., 2003). 

Nesta tese investigamos a participação do sistema purinérgico associado a fatores 

tróficos sobre a proliferação celular na retina de galinha em desenvolvimento. 

Inicialmente, estudamos o efeito de diversos inibidores para receptores tirosina cinases 

sobre a proliferação celular induzida por ADP ou ATP. Retinas em E7 foram 

dissecadas, dissociadas e semeadas na densidade de 3x10
6
 células por placa. As células 

foram tratadas após um dia de cultivo com os inibidores K252a 50 nM (inibidor para 

receptores das neutrofinas NGF, BDNF e NT-3), Genisteína  5, 10 e 25 M (inibidor 

geral de tirosina cinases) e IOME AG-538 0.1, 1 e 10 µM (inibidor para receptores de 

IGF-I e Insulina) na presença ou não de ADP 500 µM por 24 horas (Figuras 6A e 6C) 

ou ATP 100 M (Figura 6B) e processadas para a incorporação de [
3
H]-timidina. Em 

todas as situações, a proliferação celular induzida pelo nucleotídeo foi completamente 

bloqueada por estes inibidores, sugerindo que o efeito proliferativo do ADP dependa da 

ativação destes receptores nesta fase do desenvolvimento. Além disto, IOME AG-538 

10 µM também promoveu um efeito inibitório significativo de ~ 71 % sobre a 

proliferação basal (Figura 6C). Uma justificativa para o efeito deste composto sobre a 

proliferação basal pode ser a indução 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 µM e IOME AG-538 10 µM 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 proliferação celular induzida

por ADP e sobre a viabilidade celular. Incorporação de [3H]-timidina induzida por ADP

500 µM em culturas de células de retina em E7C2 tratadas com K252a 50nM (A), Genisteína

5, 10 e 25µM (B) e IOME AG-538 0.1, 1 e 10 µM (C) durante 24 horas. (D) Ensaio de

viabilidade celular em culturas de células de retina em E7C2 tratadas com ADP 500 µM e

IOME AG-538 10 µM. Os gráficos em A e B representam a média em cpm/cultura de 4 e 2

experimentos independentes realizados em duplicata, respectivamente. O gráfico C

representa a média percentual de estímulo EPM de 4 experimentos independentes

realizados em duplicata. O gráfico D representa a média percentual da absorbância 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 redução significativa na viabilidade celular foi observada nas culturas tratadas 

com IOME AG-538 (média percentual de absorbância em relação ao controle ± EPM: 

controle: 100 ± 1; ADP: 95 ± 3; IOME: 90 ± 3; IOME + ADP: 90 ± 7; n = 2), 

reforçando a idéia de que o efeito inibitório deste composto sobre a incorporação de 

[
3
H]-timidina ocorra por mecanismos que interferem no controle de proliferação e não 

de viabilidade celular da cultura como um todo.  

Calvaruso e colaboradores (1996) demonstraram que o IGF-1 é um fator 

abundante na retina embrionária de pinto. Além disto, estes autores mostraram que este 

fator é capaz de aumentar cerca de 20 - 45% a incorporação de [
3
H]-timidina em 

explantes de retina cultivados por 2 dias em meio livre de soro. No presente trabalho, 

resolvemos investigar uma possível associação entre os efeitos proliferativos do ADP e 

a ativação de receptores de IGF-I/insulina. Para isto, células de retina em E7C1 foram 

tratadas com IGF-I 100ng/mL e ADP 500 µM durante 24 h na presença ou ausência de 

soro fetal bovino. Como observado na figura 7, não foi possível detectar proliferação 

celular induzida por IGF-I tanto nas culturas mantidas em meio livre de soro (média 

percentual de estímulo em relação ao controle ± EPM: controle: 100 ± 10; ADP: 276 ± 

5; IGF-I: 91 ± 13; IGF-I + ADP: 242 ± 10; n = 4), nem nas culturas acrescidas de 5% de 

soro fetal bovino (média percentual de estímulo em relação ao controle ± EPM: 

controle: 100 ± 6; ADP: 210 ± 4; IGF-I: 80 ± 7; IGF-I + ADP: 234 ± 7). Estes dados em 

conjunto sugerem que o tratamento com IGF sozinho por 24 h não é capaz de promover 

um aumento na incorporação de [
3
H]-timidina nas culturas.  
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Figura 7: Efeito de IGF-I sobre a proliferação celular induzida por ADP na presença e

ausência de soro fetal bovino. Incorporação de [3H]-timidina induzida por ADP 500 µM em

culturas de células de retina em E7C2 tratadas com IGF-I 100 ng/mL na ausência de soro (A)

e na presença de soro (B) durante 24 horas. Os dados representam a média percentual de

estímulo EPM em relação 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 proliferação induzida por ATP de progenitores tardios na retina embrionária de 

galinha é dependente da ativação da fosfolipase C, PKC e ERKs (Sanches et al., 2002; 

Nunes et al., 2007), assim como da ativação da via da PI3K/AKT (Ornelas, 2007). Por 

outro lado, inúmeras evidências mostraram que a estimulação do receptor de IGF-I pode 

desencadear a ativação de diversas proteínas intracelulares, incluindo a via das ERKs e 

da PI3K/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 

transdução de sinal em nossas culturas, 10
7
 células de retina de galinha de E7 foram 

semeadas em placas de Petri com 35 mm de diâmetro. Após 24 h de cultivo, as células 

foram estimuladas com IGF-I 100 ng/mL durante 5, 30 e 60 min e seus extratos 

protéicos analisados por western blotting (WB) para detecção da fosforilação do 

receptor de IGF-I/Insulina, do fator responsivo à insulina IRS-I e da AKT. Nas figuras 

8A e 8D, pode ser observado um aumento significativo e sustentado de ~2.5 x  na 

fosforilação do receptor para IGF-I/Insulina em comparação com os níveis basais 

(média percentual de p-IGF-I em relação a ERK total ± EPM: controle: 49 ± 0,7; IGF-I 

5’: 119 ± 0,8; IGF-I 30’: 126 ± 11; IGF-I 60’: 140 ± 32; n = 02). Já nas figuras 8A e 8E, 

pode ser observado uma aumento significativo de ~ 13 x na fosforilação do IRS-I em 

relação ao basal (média percentual de p-IRS-I em relação a ERK total ± EPM: controle: 

6 ± 1; IGF-I 5’: 80 ± 9; IGF-I 30’: 84 ± 8; IGF-I 60’: 50 ± 12; n = 02), um aumento que 

permaneceu sustentado durante os primeiros 30 min de estímulo, diminuindo cerca de 

38 % após 60 min de estimulação. Nas figuras 8B e 8F podemos observar um aumento 

de ~ 2.3 x na fosforilação da AKT em relação aos níveis basais (média percentual de p-

AKT em relação a AKT total ± EPM: controle: 49 ± 14; IGF-I 5’: 114 ± 24; IGF-I 30’: 

113 ± 35; IGF-I 60’: 144 ± 52. n = 02). O curso temporal de fosforilação da AKT foi 
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semelhante ao observado para a fosforilação do receptor de IGF-I, permanecendo 

fosforilada durante os 60 min de estímulo.  

A ativação da via das MAP cinases por IGF-I também foi estudada. Culturas de 

células de retina em E7 foram estimuladas com IGF-I 100 ng/mL durante 5 min e a 

fosforilação 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 fosforilação da ERK em comparação com os níveis 

basais (média em densidade ótica de p-ERK ± EPM: controle: 3860 ± 1333; IGF-I: 

16100 ± 2036. n = 2).  

Com o objetivo de correlacionar a ativação das vias das MAP cinases e da 

PI3K/AKT induzida por nucleotídeos observada anteriormente por nosso grupo (Nunes 

et al., 2007; Ornelas, 2007) e a ativação destas vias por IGF-I, resolvemos investigar o 

efeito de ATP sobre a fosforilação do receptor de IGF-I/In, sobre a fosforilação das 

ERKs e da AKT. Para isto, 10
7
 células de retina de galinha em E7 foram semeadas e 

após 24 h de cultivo, foram estimuladas com ATP 100 µM durante 5, 30 e 60 min. Os 

homogeneizados protéicos foram recolhidos e analisados por WB, utilizando anticorpos 

para detecção 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 fosforilação do 

receptor para IGF-I/In  (média em densidade ótica 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 fosforilação da ERK e da AKT (figuras 

9A, 9C e 9D). Como esperado, ATP induziu um aumento significativo de ~ 6.3 x na 

fosforilação da ERK (média em densidade ótica 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 fosforilação do receptor para IGF-I, ERK e

AKT. Culturas de retina contendo 107 células foram tratadas com ATP 500 µM

durante 5, 30 e 60 minutos. A) Fotomicrografias da marcação com anticorpos

monoclonais para o receptor de IGF-I/Insulina fosforilado (1:2000), anti-p-ERK

(1:1000) e anti-p-AKT. Os gráficos em B, C e D representam a média em

densidade ótica de 2 experimentos. *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 comparados

ao controle.
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2.0 x na fosforilação da AKT (média em densidade ótica de p-AKT ± EPM: controle: 

11620 ± 2123;  ATP 5’: 23450 ± 1714; ATP 30’: 14250 ± 1184; ATP 60’: 11610 ± 

5916; n=2). 

A proliferação de progenitores tardios induzida por ATP tanto na retina de 

embrião de pinto quanto na retina pós-natal de camundongos envolve a ativação de 

receptores para nucleotídeos do tipo P2Y1 (Sanches, et al., 2002; Nunes, et al., 2007; 

Sholl-Franco et al., 2010), sendo o ADP o nucleotídeo de maior afinidade por este 

receptor. Com base nisto, resolvemos investigar o efeito do ADP sobre as vias das 

ERKs e da PI3K/AKT em nossas culturas, assim como investigar se este nucleotídeo 

era capaz de induzir a fosforilação do receptor de IGF-I/Insulina como observado na 

incubação das culturas com ATP. Para isto, inicialmente as culturas de células de retina 

em E7C1 foram estimuladas com ADP 500 µM durante 5, 30 e 60 min e os 

homogeneizados analisados por WB para a detecção de p-ERK e p-AKT. Na figura 10, 

podemos observar que células estimuladas com ADP 500 µM durante 5, 30 e 60 

minutos apresentaram um aumento de ~ 3.1 x na fosforilação da ERK (média percentual 

de p-ERK em relação 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 fosforilação da AKT 

(média percentual de p-AKT em relação 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 transitório e semelhante ao efeito observado com ATP, sendo possível a 

detecção do estímulo somente no período de 5 min.  

Com objetivo de relacionar a ativação de receptores P2Y1, estimulados 

preferencialmente por ADP, com a sinalização mediada por IGF-I em nossas culturas, 

investigamos o efeito de IOME-AG538, um inibidor de receptores de IGF-I, sobre a 

fosforilação 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 fosforilação da ERK e AKT durante

intervalos de tempo crescentes. Culturas de retina contendo 107 células por

placa foram tratadas com ADP 500 µM durante 5, 30 e 60 minutos. A)

Fotomicrografias da marcação com anticorpos monoclonais para p-ERK

(1:1000), p-AKT (1:2000) e ERK total (1:2000). Os gráficos B e C representam

a média em densidade ótica de 2 experimentos. *p<0.05 comparados ao controle.

 



49 

 

nossas preparações. Para isto, culturas de retina foram pré-incubadas com IOME AG-

538 10 µM durante 25 min e estimuladas com ADP 500 µM por mais 5 min. Em 

seguida, as culturas foram submetidas ao ensaio de WB para a detecção destas 

proteínas. Nas figuras 11A e 11B, podemos observar que o tratamento com ADP 

promoveu um aumento de ~ 1.85 x na fosforilação do receptor para IGF-I/Insulina, um 

efeito que foi inibido pelo antagonista  IOME-AG-538 (média percentual p-IGF-I/In (r) 

em relação a ERK total ± EPM: controle: 60 ± 7; ADP: 111 ± 11; IOME: 59 ± 7; IOME 

+ ADP: 72 ± 7; n = 2). Além disto, tanto a fosforilação da AKT quanto da ERK foram 

inibidas pelo antagonista do receptor para IGF-I/Insulina (figura 11A, 11C e 11D). A 

adição de IOME AG-538 10 µM foi eficaz em diminuir consideravelmente a 

fosforilação, induzida por ADP, da AKT (média percentual de p-AKT em relação 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 relação 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 

ativação da via das MAP cinases e da PI3K/AKT induzida por ADP em nossas culturas. 

Sabendo que a ativação de receptores P2Y1 (França et al., 2007; Nunes et al., 2007) e 

receptores para IGF-I (Guse et al., 1992; Gao et al., 2005) promovem a ativação da 

fosfolipase C (PLC) e a consequente formação de IP3, resolvemos caracterizar o efeito 

de I-OME AG-538 sobre o acúmulo de [
3
H]-fosfoinositídeos induzido por ADP. Para 

isto, culturas de E7C2 contendo 10
7
 células foram pré-incubadas com I-OME-AG 538 

nas concentrações de 10, 50 e 100 µM por 10 min e estimuladas com ADP 500 µM por 

1 hora. Em seguida, as células foram submetidas ao ensaio de acúmulo de [
3
H]-

fosfoinositídeos. Em culturas tratadas com ADP 500 μM por 1h, um aumento na 

formação de [
3
H]-fosfoinositídeos de ~ 2.9 x em relação ao controle foi observado 
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Figura 11: Efeito de IOME AG-538 sobre a fosforilação do receptor para

IGF-I, ERK e AKT induzida por ADP. Culturas de retina contendo 107 células

foram pré incubadas com IOME AG-538 10 µM durante 25 min. e estimuladas

com ADP 500 µM durante 5 min. A) Fotomicrografias da marcação com

anticorpos monoclonais para o receptor de IGF-I/Insulina fosforilado (1:2000), p-

AKT (1:2000), p-ERK (1:1000), ERK total (1:2000) e AKT total (1:2000). Os

gráficos em B, C e D representam a média em densidade ótica em relação 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 concentrações de 10, 50 e 100 µM 

reduziu o acúmulo de [
3
H]-fosfoinositídeos induzida por ADP em ~ 21, 36 e 38% 

respectivamente (média em cpm/mg de proteína ± EPM: controle: 531 ± 25.5; ADP: 

1549 ± 32; IOME 10 μM + ADP: 1231 ± 117; IOME 50 μM + ADP: 987 ± 113; IOME 

100 μM + ADP: 969 ± 39). Estes dados sugerem que assim como a ativação da ERK e 

da AKT induzida por ADP, a formação de derivados fosforilados de inositol dependente 

deste nucleotídeo seja mediado, pelo menos parcialmente, pela ativação de receptores 

de IGF-I em culturas de células de embrião de pinto. 

Para explicar a participação de receptores de IGF-I na proliferação celular 

induzida por ADP em nossas culturas, diversos mecanismos celulares ou moléculas 

podem ser aventados como intermediários na interação entre receptores P2Y1 e 

receptores de IGF-I. Tendo em vista que, em vários modelos celulares, a estimulação de 

receptores de nucleotídeos P2Y é capaz de ativar a proteína Src (para revisão: Weisman, 

et al., 2005), um mecanismo simples para explicar esta interação seria o de que 

receptores P2Y1 estivessem estimulando a Src que, por sua vez, estaria estimulando 

receptores de IGF-I na ausência do ligante IGF. Segundo este mecanismo, inibidores da 

Src deveriam inibir a proliferação celular induzida por ADP em nossas culturas. Para 

investigar esta hipótese, culturas de retina de E7C1 foram tratadas por 24 horas com 

ATP 100 M ou ADP 500 µM, na presença ou não dos inibidores da Src Herbimicina A 

(10 ng/mL) ou PP1 (1 µM) e processadas para a incorporação de [
3
H]-timidina. 

Entretanto, nenhuma diminuição na incorporação de [
3
H]-timidina foi observada em 

culturas tratadas tanto com Herbimicina A quanto com PP1, na presença ou não de 

nucleotídeos (figura 13).  
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Figura 12: Efeito de concentrações crescentes de IOME AG-538 sobre o

acúmulo de [3H]-fosfoinositídeos induzido por ADP. A) Culturas de E7C2

contendo 107 células foram pré-incubadas com concentrações crescentes de

IOME AG-538 (10, 50, 100 µM) durante 10 minutos. Em seguida, as células

foram estimuladas com ADP 500 µM durante 1 hora (barra preta). B) Modelo

esquemático mostrando a ativação de receptores P2Y1 e a consequente formação

de IP3 de forma dependente da participação de receptores para IGF-I. Para cada

concentração 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 µM.
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Figura 13: Efeito de inibidores da Src sobre a proliferação celular induzida por

ADP. Culturas de E7C1 foram estimuladas por 24 h com ADP 500 µM na presença ou
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Estes resultados sugerem que a Src não esteja envolvida no efeito proliferativo do ATP 

em culturas de células de retina de embrião de pinto, descartando, portanto, uma 

possível transativação de receptores de IGF-I por nucleotídeos mediados pela Src. 

 

4.2- Envolvimento da dessensibilização de receptores P2Y e endocitose mediada por 

clatrina na resposta proliferativa do ADP. 

 Classicamente, um dos fenômenos associados à dessensibilização de receptores 

acoplados à proteína G é o fenômeno de endocitose, que ao diminuir a formação de 

segundos mensageiros induzida por estes sítios, provoca uma mudança no acoplamento 

destes receptores, que passam então a sinalizar através da via das MAP cinases 

(Maudsley, et al., 2007). Dados obtidos no período inicial de meu doutoramento (para 

complementar a publicação dos dados de meu mestrado) mostraram que a proliferação 

induzida por ATP de progenitores tardios da retina de pinto ocorria de forma 

concomitante com a dessensibilização da formação de derivados fosforilados de inositol 

(InsPs) induzida pelo agonista (França et al., 2007). Tendo em vista a proliferação de 

progenitores tardios induzida por ADP na retina embrionária de pinto é dependente da 

ativação de MAP cinases (Sanches et al., 2002; Nunes et al., 2007), resolvemos 

investigar a participação ou não do fenômeno de endocitose na proliferação 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 proliferação induzida por ADP (figura 14). Culturas 

em E7C1 foram estimuladas com ADP durante 24 h e tratadas com concentrações 

crescentes de monodansil-cadaverina (MDC; 3 e 30 µM), um inibidor genérico da 

formação de vesículas recobertas por clatrina (Phonphok e Rosenthal, 1991; Wang et 

al., 1993) ou clorpromazina (CPZ; 1 e 10 µM), um inibidor que bloqueia o recrutamento  
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Figura 14: Efeito de concentrações crescentes de MDC e CPZ sobre a incorporação de

[3H]-timidina (A e C) induzida por ADP 500 µM e sobre a viabilidade celular (B e D).

Culturas de células de retina em E7C2 foram tratadas com MDC (3 e 30 µM) na ausência ou

presença de ADP 500 µM (barras pretas), por 24 h ( A e B). Culturas de células de retina em

E7C2 foram tratadas com CPZ (1 e 10 µM) na presença ou não de ADP 500µM por 24 h (C e

D). Os dados representam a média em % EPM de 4 experimentos realizados em duplicata.

***p<0.001 comparado com ADP 500 µM.
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do complexo AP2 para a membrana (Yao et al., 2002; Tulapurkar et al., 2005). Os 

tratamentos com MDC 30 µM (media percentual em relação ao controle ± EPM: 

controle: 100 ± 6; ADP: 225,5 ± 59; ADP + MDC 30 µM: 79 ± 13; n=2) ou CPZ 10 µM 

(media em cpm/cultura ± EPM: controle: 1172 ± 143; ADP: 2459 ± 206; CPZ 10 µM: 

726 ± 135; ADP + CPZ 10 µM: 980 ± 190; n=3) inibiram de forma significativa a 

proliferação celular induzida por ADP 500 µM. Além disso, ensaios de viabilidade 

celular indicaram ausência de morte celular significativa nas culturas tratadas tanto com 

MDC quanto com CPZ (figuras 14B e 14D, respectivamente), descartando, portanto, a 

possibilidade que a redução na proliferação celular observada nas  culturas tratadas com 

MDC ou CPZ seja devida à efeitos tóxicos destes agentes. Estes resultados, em conjunto 

com os dados publicados pelo nosso grupo (França et al., 2007), sugerem que a 

dessensibilização de receptores P2Y seguida por endocitose seja um fenômeno 

necessário para proliferação celular induzida por ADP em nosso modelo. 

Sabendo que o receptor envolvido na proliferação celular em nossas culturas é o 

P2Y1 (Sanches et al., 2002) acoplado à formação do segundo mensageiro IP3 (Sanches 

et al., 2002; Nunes et al., 2007), resolvemos investigar o efeito de um destes inibidores 

de endocitose, o MDC, sobre o acúmulo de [
3
H]-fosfoinositídeos induzido por ADP. 

Para isto, culturas de E7C2 contendo 10
7
 células foram pré-incubadas com MDC 300 

µM por 10 min, estimuladas com ADP 500 µM por 1 hora e analisadas para o acúmulo 

de [
3
H]-fosfoinositídeos como descrito na seção de Materiais e Métodos. Em culturas 

tratadas com ADP 500 μM por 1h, um aumento na formação de [
3
H]-fosfoinositídeos de 

~ 80 % acima dos níveis basais foi observado (figura 15). Além disto, o tratamento com 

MDC 300 µM não foi capaz de reduzir a formação de fosfoinositídeos induzida por 

ADP, sugerindo que a endocitose não esteja envolvida na ativação inicial da fosfolipase 

C por ativação de receptores P2Y1 em nossas culturas.  
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Figura 15: Efeito de MDC sobre o acúmulo de [3H]-fosfoinositídeos induzido por ADP

em culturas de células de retina em E7. A) Culturas de E7C2 contendo 107 células foram

pré-incubadas com MDC 300 µM, durante 10 min. Em seguida, as células foram estimuladas

com ADP 500 µM e processadas para o acúmulo de [3H]-fosfoinositídeos. B) Modelo

esquemático mostrando a ativação de receptores P2Y1 e a formação de IP3 de forma

independente de endocitose. O gráfico representa a média percentual de estímulo ± EPM de 2

experimentos independentes realizados em duplicata. *p<0.05 e **p<0.01 comparado com o

controle.
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Com o objetivo de caracterizar a(s) via(s) de sinalização intracelular afetada(s) 

por MDC e CPZ, resolvemos investigar inicialmente o efeito destes inibidores de 

endocitose sobre a ativação da via das ERKs e da PI3 cinase/AKT induzida por ativação 

de receptores P2Y1. Para isto, culturas em E7C1 contendo 10
7
 células foram pré-

incubadas com MDC 30 e 300 µM ou CPZ 10 µM durante 25 min (figura 16A). Em 

seguida, as células foram estimuladas com ADP 500 µM por mais 5 min e processadas 

para ensaios de “WB” para detecção de ERK e AKT fosforiladas. A ativação da AKT 

foi estudada apenas com MDC 30 µM e para a ativação da ERK, tanto MDC 30 e 300 

µM quanto CPZ 10 µM foram investigados. Em todas as condições experimentais onde 

o tratamento das culturas com ADP foi realizado na presença dos inibidores de 

endocitose, observamos um bloqueio completo na fosforilação da AKT e da ERK, 

sugerindo fortemente que a endocitose dependente de clatrina seja necessária para a 

ativação da via das ERKs e da AKT estimulada por receptores P2Y1 e, 

consequentemente, para a indução da proliferação celular por ADP. 

 Como pode ser verificado no conjunto de resultados iniciais desta tese, a 

proliferação celular induzida por ADP parece ser dependente da ativação de receptores 

para IGF-I/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 fosforilação destes receptores induzida por ADP 

quanto a fosforilação da ERK e da AKT induzida pelo nucleotídeo (figura 11). Com 

objetivo de verificar se a endocitose mediada por clatrina estaria envolvida na ativação 

de receptores para IGF-I/In induzida por ADP, resolvemos investigar o efeito da 

monodansil-cadaverina sobre a fosforilação destes receptores e da proteína adaptadora 

IRS-1 induzida por ADP (figura 17).  Culturas de E7C1 contendo 10
7
 células foram pré-

incubadas com MDC 30 µM durante 25 min. Em seguida, as células foram estimuladas  
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Figura 16: Efeito de MDC e CPZ sobre a fosforilação da AKT e da ERK induzida por

ADP. Culturas de E7C2 contendo 107 células foram pré-incubadas com MDC 30 ou 300 µM

e CPZ 10 µM durante 25 min. Em seguida, as células foram estimuladas com ADP 500 µM e

processadas para western blot. A) Fotomicrografias revelando a marcação para anti-p-AKT

(1:2000) e anti-p-ERK (1:1000). Os gráficos representam a média percentual em densidade

ótica em relação 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 fosforilação do receptor de IGF-1/In e do fator

responsivo à insulina (IRS-1) induzida por ADP. Culturas em E7C1 contendo 107 células

foram pré-incubadas com MDC 30 µM durante 25 min. Em seguida, as células foram

estimuladas com ADP 500 µM e processadas para western blot. A) Fotomicrografias

mostrando a marcação 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 gráficos representam a média

percentual em densidade ótica em relação a ERK total ± EPM de 2 experimentos

independentes realizados em duplicata. *p<0.05 comparado com o controle e **p<0.01
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com ADP 500 µM por mais 5 min e processadas para ensaios de “WB” para detecção 

da fosforilação do receptor de IGF-I/In e da proteína IRS-I. Nas figuras 17A e 17B, 

podemos observar que, enquanto o ADP induziu um aumento ~ 1.77 x  na fosforilação 

do receptor para IGF-I/Insulina em comparação com os níveis basais, o tratamento com 

MDC foi capaz de inibir completamente a fosforilação deste receptor induzida por ADP 

(média percentual de p-IGF-I/In em relação 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 

fosforilação do IRS-I. Em acordo com os resultados do receptor, o tratamento das 

culturas com MDC 30 µM foi capaz de inibir completamente a fosforilação do IRS-I 

induzida por ADP (média percentual de p-IRS-I em relação à ERK total ± EPM: 

controle: 44 ± 7; ADP: 92 ± 9; MDC: 28 ± 6; ADP + MDC: 34 ± 6). Estes resultados 

sugerem que a transativação entre receptores P2Y1 e IGF-I/Insulina ocorre de forma 

dependente de endocitose. 

 Como a proliferação celular, a ativação de receptores de IGF-I/Insulina, a 

ativação do IRS-I e das vias da MAPK e da AKT foram dependentes de endocitose 

quando induzidas por ADP, resolvemos investigar se a ativação do receptor de IGF-

I/Insulina induzida pelo próprio agonista IGF-I também era dependente de endocitose 

mediada por clatrina. Para isto, culturas de E7C1 contendo 10
7
 células foram pré-

incubadas com MDC 30 µM durante 25 min (figura 18A). Em seguida, as células foram 

estimuladas com IGF-I 100 ng/mL por mais 5 min e processadas para ensaios de “WB” 

para detecção do receptor de IGF-I/In fosforilado e para a detecção da p-AKT e da p-

ERK. Culturas tratadas com IGF-I mostraram um aumento significativo de ~ 6.7, 3.0 e 

3.6 x na fosforilação do receptor de IGF-I/In, da AKT e da ERK, respectivamente. 

Entretanto, nenhuma redução na fosforilação destas proteínas foi observada nas culturas  
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Figura 18: Efeito de MDC sobre a fosforilação do receptor de IGF-I/In, da AKT e da

ERK induzida por IGF-I. Culturas de E7C1 contendo 107 células foram pré-incubadas com

MDC 30 µM durante 25 min. Em seguida, as células foram estimuladas com IGF-I 100

ng/mL e processadas para WB. A) Fotomicrografias mostrando a marcação 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 gráficos representam a média percentual em densidade ótica ± 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-I e MDC, que apresentaram aumentos de ~6.7x, 

3.0x e 3.6 na fosforilação do receptor, da AKT e da ERK, respectivamente. Estes dados 

sugerem que a ativação do receptor de IGF-I/In e das vias de transdução de sinal AKT e 

ERK quando induzida diretamente por IGF ocorra de forma independente do fenômeno 

de endocitose mediada por clatrina.  

 

4.3- Efeito de ATP sobre a proliferação celular em culturas de células de retina mais 

diferenciadas submetidas à lesão mecânica. 

Sanches e colaboradores (2002) mostraram que a proliferação celular induzida 

por ativação de receptores P2Y1 por ATP encontra-se restrita a um período do 

desenvolvimento compreendido entre o 6
o
 e o 9

o
 dia embrionário (E6-E9), uma etapa 

onde apenas progenitores de células gliais e bipolares ainda proliferam neste tecido. Por 

outro lado, durante meu mestrado e início desta tese, mostramos que células de retina de 

embriões de 7 dias mantidas em cultura também perdem sua capacidade de responder a 

este nucleotídeo, em termos de proliferação celular, após o 3
o
 dia de cultivo (figura 1 do 

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

Os dados relatados acima sugerem que o efeito proliferativo do ATP na retina 

ocorra apenas em progenitores de tecidos embrionários, mas não de células gliais de 

tecidos adultos. Entretanto, diversos trabalhos têm sugerido que o ATP esteja envolvido 

no fenômeno de gliose reativa induzida por lesão em tecidos adultos (Neary et al., 1996, 

Rathbone et al., 1999). Assim como em lesões do Sistema Nervoso Central por 

isquemia ou trauma, onde ocorre liberação de nucleotídeos e formação da cicatriz glial 

(para revisão, Franke e Illes, 2006), em culturas de células epiteliais, a lesão mecânica 

da monocamada de células provoca liberação significativa de ATP capaz de induzir 

proliferação celular dependente da ativação de receptores P2 (Yin et al, 2007).  Com o 
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objetivo de evidenciar um efeito proliferativo de ATP em estágios mais tardios do 

desenvolvimento in vitro de células da retina, resolvemos investigar a proliferação 

celular e as mudanças morfológicas induzidas por lesão da monocamada celular em 

culturas de retinas de embrião de galinha. Para isto, culturas de células de retinas de E8 

contendo 10
7
 células/placa e mantidas por 1 (E8C1) ou 7 dias (E8C7 foram lesadas 

mecanicamente com o auxílio de uma ponteira de micropipeta, gerando uma região 

desprovida de células. Após a lesão, o meio de cultura foi trocado e o crescimento 

celular sobre a área livre de células observado. Em culturas lesadas em E8C1, um 

aumento no preenchimento da área descoberta pela lesão foi detectado entre o 1º e o 8º 

dia após a lesão (área livre de células em mm
2
 x 10

2
 ± EPM: dia 0: 21 ± 0.4; dia 1: 17.6 

± 0.8; dia 2: 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 área de lesão 

foi detectado entre o 1º e o 7° dia pós-lesão (área livre de células em mm
2
 x 10

2
 ± EPM: 

dia 0: 22.4 ± 1.0; dia 1: 18 ± 0.9; dia 2: 13.6 ± 0.7; dia 3: 7.6 ± 0.9; dia 7: 5.4 ± 1.2; n = 

3) (Figura 19). 

A análise morfológica utilizando microscopia de contraste de fase revelou que as 

culturas lesadas em E8C1 apresentaram, durante os 3 primeiros dias após a lesão, uma 

intensa neuritogênese, com inúmeras conexões entre as bordas da região lesada, assim 

como diversas áreas recobertas por células com morfologia tanto neuronal quanto glial 

(Figura 20A). Já as culturas lesadas em E8C7 não apresentaram células com morfologia 

neuronal sobre a região lesada. Somente células com morfologia glial foram observadas 

(Figura 20B).  

Com objetivo de confirmar a natureza glial das células localizadas na área de lesão em 

culturas mais diferenciadas de E8C7, realizamos ensaios de imunocitoquímica para um 

marcador de células gliais de Muller de aves, o antígeno glial 2M6. Para  
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Figura 19: Cinética de recobrimento da área livre de células após lesão da

monocamada em cultura de retina com diferentes estágios de diferenciação.

Culturas de retina em E8C1 (vermelho) e E8C7 (preto) contendo 107 células foram

lesadas como descrito nos métodos. As imagens mostradas foram obtidas após 0, 1, 2 e

3 dias após a lesão em E8C1 (esquerda) ou E8C7 (direita). Destes experimentos, foram

obtidas ~ 25 imagens para cada intervalo de tempo, sendo a área livre de células

(mm2x102) medida utilizando o programa Scion Image. O gráfico representa 3

experimentos independentes, realizados em duplicata. Todos os pontos do gráfico

obtiveram diferença significativa com p< 0.001 em comparação ao controle. Barra = 20

µm
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Figura 20: Características morfológicas das células na área de lesão em culturas lesadas

em E8C1 e E8C7. A) Cultura de células de retina que sofreu lesão em E8C1. Imagem obtida

2 dias após a lesão. Note a presença de neurônios (setas brancas) e células gliais (setas

amarelas) sobre a área onde ocorreu a lesão. B) Cultura de células de retina que sofreu lesão

em E8C7. Imagem obtida 3 dias após a lesão. Note a ausência de neurônios e neuritos e

presença de células gliais (setas amarelas) sobre a área onde ocorreu a lesão. Barra vermelha

= 20 m.
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precursores neuronais, utilizamos o marcador TUJ-1. Após 7 dias de cultivo, culturas 

contendo 5x10
6
 células de retina em lamínulas de vidro foram lesadas com auxílio de 

ponteira para micropipeta e cultivadas por mais 3 dias. Após este período, 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 região da lesão foi complemente recoberta por 

células positivas para 2M6, indicando a presença de células gliais nesta área. Embora 

estas células na área da lesão também tenham apresentado imunoreatividade para o 

marcador TUJ-1, neurônios positivos para TUJ-1 mas negativos para 2M6
 
foram 

observados apenas fora da área de lesão. Estes resultados sugerem que o recobrimento 

da área descoberta pela lesão mecânica em nossas culturas de E8C7 deva ocorrer 

através de um processo de gliose reativa semelhante ao observado em lesões do sistema 

nervoso de animais adultos, uma vez que as culturas apresentaram uma região de 

cicatrização glial com ausência de neurônios ou processos nervosos. 

 Uma vez que a gliose reativa envolve, entre outros fenômenos, a proliferação celular, 

resolvemos investigar a incorporação 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 fixação 

com PFA 4%. As células foram então processadas para imunofluorescência, utilizando 

o antisoro contra BrdU (1:500). A quantificação da proliferação celular foi realizada 

através da relação número de células BrdU
+ 

 / número de núcleos DAPI
+
,
 
em campos 

fotográficos da borda das lesões,  de áreas distantes 5 mm da borda das lesões e de 

campos aleatórios de culturas que não sofreram lesão. Na borda da lesão, foi possível 

detectar um aumento significativo de ~ 2.8 x na incorporação de BrdU em relação a 

incorporação de BrdU em culturas controle não submetidas à lesão (Figura 22). Nas 

imagens obtidas em áreas distantes 5 mm da borda de lesão foi possível detectar um 
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Figura 21: Imunofluorescência para o antígeno glial 2M6 e para o marcador de

precursor neuronal TUJ 1 em culturas de células submetidas à lesão em E8C7. As

culturas foram lesadas, cultivadas por 3 dias, fixadas com PFA 4% e processadas para

imunocitoquímica. A) 2M6; B) TUJ-1; C) DAPI; D) Sobreposição das imagens. E)

Detalhe da área de lesão. Barra = 10 m.
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Figura 22: Incorporação de BrdU em culturas de células de retina com lesão da

monocamada. Culturas de células de retina foram lesadas em E8C7. Após 2 dias, as culturas

foram incubadas com BrdU por 4 h, lavadas, fixadas com PFA 4% e processadas para

imunocitoquímica em E8C9. As fotomicrografia mostram uma imagem representativa da

borda da lesão. A) contraste de fase; B) DAPI; C) BrdU. A seta vermelha evidencia uma

célula em mitose. D) Quantificação da proporção de células BrdU+ em culturas não lesadas

(barra branca), em áreas distantes 5 mm da borda da lesão de culturas lesadas (barra cinza) e

na borda da lesão 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 incorporação em áreas distantes 5 mm da borda da lesão e com o

controle, respectivamente. Barra branca = 10 µm.
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aumento significativo na incorporação de BrdU  de ~1.53 x em relação à culturas 

controle.  Núcleos pequenos de neurônios marcados positivamente para BrdU não 

foram detectados. Além disto, células BrdU
+
 com perfil mitótico (seta vermelha, figura 

22) foram observadas com freqüência na área de lesão. 

Como relatado anteriormente, lesões do SNC ou lesões mecânicas de células 

epiteliais em cultura induzem a liberação de ATP seguida por proliferação celular 

mediada por receptores P2 (Franke e Illes, 2006; Yin et al, 2007).  Com o objetivo de 

estudar a participação ou não deste nucleotídeo na proliferação celular induzida por 

lesão 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 hidrólise de 

ATP para AMP (para revisão: Fields e Burnstock 2006), por períodos de tempo 

crescentes. As respectivas áreas livre de células foram medidas como descrito 

anteriormente. Como pode ser observado na figura 23, esta enzima inibiu 

significativamente o crescimento celular sobre a área livre de células em 60, 57 e 73 %, 

após 1, 2 e 3 dias de tratamento, respectivamente. Estes resultados sugerem que o ATP 

presente em culturas de retina em estágios mais avançados de maturação submetidas à 

lesão mecânica esteja envolvido na proliferação de células gliais sobre a área de lesão. 

Dados recentes do nosso laboratório mostraram que os nucleotídeos ATP, ADP 

e UTP são capazes de induzir um aumento na formação [
3
H]-fosfoinositídeos na retina 

embrionária de pinto, além de induzir a ativação de ERKs neste tecido (Nunes et al., 

2007). Neste trabalho, foi verificado que apenas as respostas ao ADP, que ocorrem 

através da ativação de receptores P2Y1, foram inibidas pelos antagonistas PPADS e 

Suramina. Nenhuma inibição por estes compostos foi observados na ativação de 

receptores P2Y2/4 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 lesão. 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 presença de 5 U/mL de apirase. C)

Quantificação das áreas livres de células em função do tempo de cultivo após a lesão 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, não

tratadas com apirase. Barra = 20 µm
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Tendo em vista que tanto receptores P2Y1 quanto receptores P2Y2/4, dentre 

outros, foram identificados na retina (Housley, 2009, para revisão), resolvemos então 

verificar a participação ou não destes receptores no crescimento celular induzido pela 

lesão mecânica em nossas culturas. Para isto, resolvemos investigar o efeito dos 

antagonistas purinérgicos não seletivos PPADS e suramina e do antagonista seletivo 

para receptores P2Y2/4 reactive blue-2 (RB-2). Culturas de retina em E8C7 foram 

lesadas e tratadas com PPADS 100 µM, suramina 100 µM e RB-2 40 µM, por 3 dias. 

Em seguida, as respectivas áreas livre de células foram medidas como descrito 

anteriormente. A eficácia de inibição para o recobrimento da área livre de células foi 

maior para os antagonistas RB-2 e suramina. Já o PPADS foi o antagonista de menor 

eficácia (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 não tratadas, 

respectivamente. Além disto, a incubação de culturas submetidas à lesão com RB-2 por 

3 dias inibiu significativamente o crescimento de células 2M6
+
 sobre a área da lesão, 

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

A lesão mecânica na monocamada de células de retina promove uma aumento na 

incorporação de BrdU em células da borda da lesão (figura 22). Com o objetivo de 

investigar a participação de receptores P2 na proliferação celular induzida pela lesão 

mecânica, culturas de células de retina em E8C7 foram lesadas, tratadas com RB-2 40 

µM por 2 dias e incubadas com BrdU por 4 h antes do término da incubação. Após 

fixação, as células foram processadas para imunofluorescência para BrdU. A 

quantificação da proliferação celular foi realizada através da relação número de células 

BrdU
+ 

/ número de núcleos DAPI
+
,
 
em campos fotográficos da região da borda das 

lesões, de áreas distantes 5 mm da borda das lesões e de campos aleatórios de culturas 

não lesadas. Como observado na figura 25, RB-2 inibiu completamente a proliferação
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Figura 24: Efeito de antagonistas purinérgicos de receptores P2 sobre o crescimento

celular induzido por lesão. Culturas lesadas em E8C7 e cultivadas por 2 dias na ausência

(A) ou presença de 40 M de RB-2 (B) foram processadas por imunofluorescência para o

antígeno glial 2M6 (vermelho). Em azul, núcleos corados com DAPI. C) Quantificação das

áreas livres de células de culturas lesadas em E8C7 e tratadas com os antagonistas PPADS

(100 µM), suramina (100 µM) e RB-2 (40 µM) pelos tempos indicados após a lesão. 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, não

tratadas com os antagonistas. Barra = 20 m.
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Figura 25: Efeito de RB-2 sobre a proliferação celular induzida por lesão mecânica em

culturas de retina. Culturas de células de retina lesadas em E8C7 foram tratadas ou não com

RB-2 (40 µM) durante 2 dias. Após este períod, as culturas foram incubadas com BrdU por 4

h, fixadas com PFA 4% e processadas para imunocitoquímica em E8C9. A)

Imunorreatividade para BrdU na borda da lesão em culturas controle. B) Imunorreatividade

para BrdU na borda da lesão em culturas tratadas com RB-2. C e D) DAPI. E) Quantificação

da proporção de células BrdU+ em culturas tratadas ou não com RB-2. Barra branca =

culturas controle, não lesadas. Barras cinzas = quantificação em áreas distantes 5 mm da

borda da lesão. Barras pretas = bordas da lesão. 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 não tratadas com RB-2. Barra = 20 m.
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celular induzida pela lesão, tanto na borda da área livre de células, quando nas áreas 

distantes 5 mm da área de lesão (área livre de células em mm
2
 x 10

2
 ± EPM: controle 

0.03 ± 0.0027; 5 mm: 0.045 ± 0.005; área de lesão: 0.09 ± 0,007; 5 mm + RB-2: 0.027 ± 

0.002; área de lesão + RB-2: 0.04 ± 0.006; n = 2). Estes resultados em conjunto 

sugerem que células gliais em estágios de diferenciação mais avançados são capazes de 

proliferar em resposta ao ATP quando as culturas são submetidas à lesão mecânica. 

Além disto, estes resultados sugerem que o principal receptor purinérgico envolvido 

nesta resposta seja o receptor do tipo P2Y2/4. 

As evidências anteriores do nosso grupo sugerem que o receptor envolvido na 

proliferação de progenitores gliais seja o receptor do tipo P2Y1, uma vez que esta 

resposta das células pode ser induzida por ATP ou ADP, mas não por UTP (Sanches et 

al., 2002; Nunes et al., 2007). Para confirmar esta hipótese, resolvemos investigar a 

presença destes receptores em progenitores gliais mantidos em culturas. Para isto, 

culturas de células de retinas pouco diferenciadas (E7C1) foram submetidas ao ensaio 

de imunocitoquímica para o receptor P2Y1 e para o antígeno glial 2M6. Na figura 26, 

podemos observar a presença de células duplamente marcadas para o antígeno glial 

2M6 e para o receptor P2Y1 (setas brancas). Entretanto, receptores P2Y1 parecem não 

ser exclusivamente expressos em células gliais, uma vez que a marcação para o receptor 

P2Y1 ocorreu tanto em células 2M6 positivas quanto em células 2M6 negativas (seta 

amarela). As células duplamente marcadas tem corpo celular pequeno, além de 1 ou 2 

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

Em outra série de experimentos, analisamos a expressão de receptores P2Y1 em 

culturas de retinas lesadas em E8C7 com o objetivo de verificar se estes receptores 

seriam os sítios envolvidos no crescimento glial sobre a área descoberta pela lesão. Na 

figura 27, podemos observar que enquanto células da borda da lesão eram positivas para  
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Figura 26: Imunofluorescência para o receptor P2Y1 e para o antígeno 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 antígeno glial 2M6 (A) e

para o receptor P2Y1 (C). B) DAPI. D) Sobreposição das imagens em A e C. Setas brancas,

célula duplamente marcada para 2M6 e P2Y1. Setas amarelas: célula marcada somente para o

receptor P2Y1. Imagens representativas de 3 experimentos realizados em duplicata. Barra =

10 µm

D

A B

C D

2M6 DAPI

P2Y1 MERGE
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o antígeno 2M6, nenhuma imunoreatividade para o receptor P2Y1 foi observada nesta 

região (figura 27C) ou em outras áreas da cultura (dados não mostrados). Estes 

resultados sugerem que este receptor não seja o receptor P2 envolvido na proliferação 

glial decorrente da lesão mecânica em nossas culturas e reforçam a hipótese da 

participação de outros receptores, notadamente o receptor P2Y2/4, no fenômeno 

proliferação glial decorrente da lesão de culturas de células de retina. 

Como descrito na primeira parte desta tese, a proliferação de progenitores 

tardios induzida por ADP em culturas de retinas em E7C1 ocorre de forma dependente 

de receptores de IGF-I / Insulina. Com o objetivo de estudar a participação destes 

receptores durante a lesão mecânica em culturas mais diferenciadas, células de retina 

em E8C7 foram lesadas e incubadas ou não com IOME AG-538 10 µM durante 3 dias. 

As respectivas áreas livres de células e a incorporação de BrdU foram medidas como 

descrito anteriormente. Como observado na figura 28 e 29, nenhum efeito de IOME 

AG-538 sobre o recobrimento da área livre de células e sobre a incorporação de BrdU, 

respectivamente,  foi observado em nossas culturas, sugerindo que a sinalização 

mediada por receptores de IGF-I / insulina não esteja envolvida no crescimento e 

proliferação induzidos por lesão mecânica em culturas de células de retina em E8C7. 

Este resultado, mais uma vez, levanta a possibilidade de participação de outros 

receptores como o P2Y2/4 na proliferação induzida por lesão mecânica em nossas 

culturas.  
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Figura 27: Imunofluorescência para o receptor P2Y1 e 2M6 em cultura de células de

retina com lesão mecânica de monocamada. Culturas de retinas em E8C7 contendo 107

células por placa foram lesadas e fixadas após 2 dias de cultivo. A) Marcação para 2M6 na

borda da lesão (à direita). B) DAPI. C) Marcação para o receptor P2Y1. D) Sobreposição das

imagens A e C. Imagens representativas de 1 experimento realizado em duplicata. Barra = 10

µm
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C D
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Figura 28: Efeito de IOME AG-538 sobre o crescimento celular induzido por lesão. 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

presença de IOME AG-538 10 µM. C) Quantificação das áreas livres de células em função

do tempo de cultivo após a lesão 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, não tratadas com apirase. Barra preta = 20 µm
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Figura 29: Efeito de IOME AG-538 sobre a proliferação celular induzida por lesão

mecânica em culturas de retina. Culturas de células de retina lesadas em E8C7 foram

tratadas ou não com IOME (10 µM) durante 2 dias. Após este período, as culturas foram

incubadas com BrdU por 4 h, fixadas com PFA 4% e processadas para imunocitoquímica em

E8C9. A) Imunorreatividade para BrdU na borda da lesão em culturas controle. B)

Imunorreatividade para BrdU na borda da lesão em culturas tratadas com IOME. C e D)

DAPI. E) Quantificação da proporção de células BrdU+ em culturas tratadas ou não com

IOME. Barra branca = culturas controle, não lesadas. Barras cinzas = quantificação em áreas

distantes 5 mm da borda da lesão. Barras pretas = bordas da lesão. 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 não tratadas com IOME.

Barra branca = 10 m.
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5- Discussão: 

Em trabalhos anteriores, o nosso grupo demonstrou que um dos receptores 

purinérgicos envolvidos na proliferação celular na retina de galinha em 

desenvolvimento é o receptor P2Y1. Uma vez ativado este receptor dispara, de forma 

independente, pelo menos duas vias de transdução de sinal que levam ao aumento na 

incorporação de [
3
H]-timidina. Uma delas é a ativação seqüencial da PLC, PKC e 

MAPK (Sanches et al., 2002, Nunes et al., 2007) e a outra via é a ativação da 

PI3K/AKT (Ornelas 2007). Nesta tese, demonstramos que a proliferação celular 

induzida por ATP ou ADP depende da participação de receptores catalíticos do tipo 

tirosina cinase, incluindo os receptores de IGF-I/Insulina que foram abordados mais 

detalhadamente. A ativação de receptores P2Y1 por ATP/ADP promove um aumento na 

forma fosforilada do receptor de IGF-I/Insulina concomitante com um aumento 

dependente de endocitose na fosforilação de IRS-I, ERK e AKT. A associação entre 

estes receptores tirosina cinase e a proliferação celular em células de retina em cultura 

parece ocorrer somente em fases precoces do desenvolvimento, uma vez que, em 

culturas mais diferenciadas submetidas à lesão mecânica, somente o ATP parece 

participar do processo de crescimento e proliferação celular. 

Como pode ser observado na figura 6 desta tese, tanto o K252a quanto a 

genisteína e o IOME AG-538 inibiram completamente a proliferação celular induzida 

por ADP em culturas de células de retina. Este resultado sugere fortemente que 

receptores tirosina cinase participem, em conjunto com receptores P2, na proliferação 

de precursores tardios de retina de galinha. A participação conjunta de receptores para 

nucleotídeos e fatores tróficos em fenômenos proliferativos na retina de outras espécies 

também foi demonstrada (Milenkovic et al., 2003). Neste trabalho, foi observado que o 

estímulo de receptores P2Y em culturas purificadas de glia de Müller de coelho 
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promove um aumento na liberação de cálcio intracelular que acarreta a liberação de 

PDGF. Este, por sua vez, estimula receptores PDGF-α que induzem a ativação de 

metaloproteases que clivam moléculas de HB-EGF ancoradas à porção extracelular da 

membrana plasmática, estimulando receptores de EGF.  Estes receptores então ativam a 

via da Ras, Raf, MEK e ERK1/2 e da PI3K, resultando em aumento de proliferação 

celular. 

Em retina de ratos neonatos em cultura, o tratamento com IGF-I 10ng/mL, por 

24 e 48 horas, induz um aumento de aproximadamente 50% na proliferação celular 

(Medina, 2008). Na retina embrionária de pinto, Calvaruso e colaboradores (1996) 

demonstraram que o IGF-I é um fator abundante capaz de aumentar cerca de 20 - 45% a 

incorporação de [
3
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-I 100 ng/mL, 

tanto na presença, quanto na ausência de soro fetal bovino, não apresentaram alterações 

na incorporação de [
3
H]-timidina nas fases do desenvolvimento estudadas (Figura 7). 

Uma possibilidade para explicar a ausência de efeito de IGF-I em nossas culturas seria a 

liberação deste fator por células da retina e sua presença 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 embriões com 7 dias, uma concentração de IGF-I mais do que 

suficiente para ativar receptores de IGF-I em células de retina. Também de acordo com 

esta idéia, nossos dados mostraram que a adição do antagonista de receptores para IGF-

I/Insulina IOME AG-538 induz uma redução significativa de ~ 71% na incorporação de 

[
3
H]-timidina basal em nossas culturas (Figura 6C), sugerindo a presença deste fator no 

meio de cultura. Entretanto, a observação de que IGF-I sozinho não é capaz de aumentar 

a incorporação de [
3
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 indução de proliferação, tenha a 

função de dar competência às células para responder a outros fatores. Esta idéia é 

reforçada pela observação de que diversos fatores de crescimento como EGF, FGF e o 

próprio IGF-I são capazes de induzir proliferação de diversos tipos celulares quando 

associados, mas não quando adicionados sozinhos às células (para revisão: Ye e 

D’Ercole, 2006) 

 Os resultados desta tese também revelaram que tanto ATP/ADP (Figuras 9 e 10) 

quanto IGF-I (Figura 8) são capazes de ativar as vias das ERKs e da PI3K/AKT em 

culturas de células de retina de embrião de galinha. Entretanto, a cinética de ativação da 

AKT induzida por ATP/ADP ou por IGF-I foi diferente. Enquanto a fosforilação da 

AKT induzida por IGF-I pode ser observada até 60 min de estímulo, o curso temporal 

de fosforilação da AKT induzido por ATP/ADP foi transitório, sendo a fosforilação 

detectada somente nos primeiros 5 min de estímulo. Sabendo que diferenças no curso 

temporal de ativação da AKT podem resultar na ativação e/ou inibição de alvos 

intracelulares diferentes (Basso et al., 2002), é possível que a ativação sustentada da 

AKT por IGF-I induza a ativação de alvos distintos daqueles envolvidos na proliferação 

celular induzida por receptores P2 em nossas culturas, o que também poderia explicar a 

falta de efeito deste fator na proliferação celular em nossas culturas. A análise dos alvos 

intracelulares afetados pela ativação de receptores de IGF-I e por receptores de 

nucleotídeos em nossas culturas poderia esclarecer melhor esta questão. 

A ativação de receptores P2Y1 na retina embrionária de pinto (Sanches et al., 

2002; França et al., 2007; Nunes et al., 2007) e de receptores para IGF-I em outros tipos 

celulares (Guse et al., 1992; Gao et al., 2006) promove a ativação da fosfolipase C 

(PLC) e a consequente formação intracelular de IP3. Nossos dados mostraram que o 

tratamento com IOME AG-538 foi capaz de inibir parcialmente a formação de [
3
H]-
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fosfoinositídeos induzido por ADP em culturas de células da retina (Figura 12). Além 

disto, o estímulo de receptores P2Y por ATP/ADP promoveu um aumento na 

fosforilação de receptores para IGF-I/Insulina, além de um aumento na ativação 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 plausível 

postular a ocorrência de transativação entre receptores P2Y1 e receptores para IGF-

I/Insulina na indução de proliferação de progenitores tardios de células bipolares/glia de 

retina de galinha mantidos em cultura. Como relatado no início desta discussão, 

mecanismo semelhante de transativação entre receptores de nucleotídeos P2 e 

receptores para EGF foi observado em células de Müller de retina de coelho 

(Milenkovic et al., 2003).  Além disto, diversos trabalhos da literatura mostraram que 

receptores acoplados à proteína G são capazes de transativar receptores catalíticos (para 

revisão: Lee et al., 2002). Por exemplo, em 2005 van Kolen e colaboradores, mostraram 

que a ativação de receptores P2Y12 em culturas de células de glioma C6 de ratos, 

promove a transativação de receptores para IGF-I, o que resulta na ativação da AKT por 

um mecanismo dependente de cálcio, Src, Pyk2 e PLD2.  

A participação da via da Src em mecanismos de transativação de receptores 

acoplados à proteína 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 P2Y2 apresentam dois 

domínios para associação com a Src na cauda C-terminal (para revisão: Weisman et al., 

2005). Os dados relatados nesta tese sugerem que a proliferação 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, não apresentaram 

nenhum efeito sobre a proliferação celular induzida por ADP (Figura 13). Além disto, 
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tendo em vista que receptores de IGF-I parecem participar da proliferação de 

progenitores induzida por nucleotídeos em nossas culturas, estes dados também 

sugerem que a Src não esteja envolvida na transativação de receptores de IGF-I por 

receptores P2Y em nossas culturas. Entretanto, a participação de outras tirosinas cinases 

citoplasmáticas, insensíveis a estes inibidores, não pode ser descartada.  

 Dados recentemente publicados no início desta tese mostraram que a 

proliferação de progenitores tardios da retina de galinha induzida por ATP ocorre de 

forma concomitante com a dessensibilização da formação de derivados fosforilados de 

inositol (InsPs) induzida pelo agonista (França 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 proliferação celular induzida por ADP, 

sugerindo que a dessensibilização de receptores P2Y seguida por endocitose seja um 

fenômeno necessário para proliferação celular induzida por ADP em nosso modelo.  

A formação de segundos mensageiros mediada pela ativação por agonistas de 

receptores acoplados à proteína G muitas vezes é rapidamente atenuada por 

dessensibilização seguida de endocitose. Classicamente, a endocitose mediada por 

clatrina inicia-se com a fosforilação da cauda C-terminal do receptor pela PKA, PKC e 

GRKs (para revisão: Barki-Harrington e Rockman, 2008). As GRKs, quando ativadas, 

geram sítios de ligação de ß-arrestinas no receptor que bloqueiam a interação do 

receptor com as PTGs e mediam a interação do complexo AP-2 com a clatrina, 

facilitando a endocitose destes receptores.  Por outro lado, ß-arrestinas podem servir 

como moléculas adaptadoras que possibilitam que proteínas envolvidas em proliferação 

e crescimento celular como a Raf, a ERK e a AKT sejam ativadas durante a endocitose 

(para revisão: Sorkin e Zastrow, 2009). Estas observações têm levado diversos autores a 

relacionar a endocitose de receptores acoplados à proteína G com determinados 
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fenômenos tais como a síntese de DNA e migração celular (DeWire et al., 2007). No 

presente trabalho, além da inibição da proliferação celular induzida por ADP, 

observamos que inibidores de endocitose como o MDC são capazes de bloquear 

completamente a ativação das ERKs e da AKT induzida por ADP em nossas culturas, 

sugerindo que a ativação destas enzimas pelo nucleotídeo seja dependente de endocitose 

mediada por clatrina.  

 A relação entre transativação de receptores, endocitose e ativação da via das 

ERKs também vem sendo demonstrada. Pierce e colaboradores (2001) mostraram que a 

ativação da via das ERKs em células COS-7 transfectadas com receptores β2-

adrenérgicos ocorre de forma dependente de endocitose e transativação de receptores de 

EGF. Maudsley e colaboradores (2000) mostraram nestas células que a ativação 

prolongada de receptores β2-adrenérgicos com isoproterenol provoca a fosforilação da 

alça C-terminal do receptor β2-adrenérgico pela GRK2, ancoramento de β-arrestinas e 

da Src, a transativação de receptores para EGF, endocitose e ativação da via das ERKs. 

Kim e colaboradores (2009) ainda mostraram que a proliferação de células musculares 

lisas de ratos induzida por receptores para angiotensina 2 ocorre de forma independente 

da ativação de proteínas G, mas dependente de endocitose mediada por β-

arrestina/clatrina seguida de transativação de receptores de EGF e ativação da via das 

ERKs. Nesta tese, verificamos que tanto a proliferação celular quanto a fosforilação da 

ERK e da AKT induzida por ADP parecem ser dependentes da ativação de receptores 

para IGF-I/In. Além disto, observamos que a inibição da endocitose por MDC foi capaz 

de bloquear tanto a proliferação celular quanto a fosforilação do receptor de IGF-I/In, 

do IRS-I e das vias das ERKs e AKT induzidas pelo nucleotídeo (Figura 16 e 17). 

Entretanto, a fosforilação do receptor de IGF-I/In e das vias das ERKs e da AKT 

induzida pelo próprio IGF-I não foi bloqueada pelo inibidor MDC (Figura 18). Estes 
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resultados em conjunto sugerem que a proliferação induzida por ATP/ADP de 

precursores tardios de retina de galinha em cultura ocorre de forma dependente de 

endocitose, sendo este processo envolvido na transativação de receptores de IGF-I/In e 

na ativação da via das ERKs e da AKT. A observação de que a ativação direta da ERK e 

da AKT por IGF-I é independente do processo de endocitose mediada por clatrina não 

só reforça a idéia de que este processo seja necessário para a proliferação celular em 

nossas culturas como também poderia ser uma explicação para a ausência de detecção 

de proliferação em culturas tratadas somente com IGF-I. Experimentos complementares 

serão necessários para definir se receptores P2Y1 são endocitados durante a estimulação 

das culturas com nucleotídeos e de que maneira a endocitose destes sítios é capaz de 

induzir a transativação de receptores de IGF-I. 

 A importância fisiológica do fenômeno de gliose reativa na retina permanece 

ainda controversa. Se por um lado células de Müller, ao re-entrarem no ciclo celular, 

(Dyer e Cepko, 2000; Bringmann e Reichenbach, 2001) acabam gerando progenitores 

neurogênicos (Reh e Fischer, 2001; Fischer e Reh, 2003), por outro lado, a gliose 

reativa neste tecido pode contribuir para a degeneração neural e formação de regiões 

inativas neurofisiologicamente que preenchem o espaço deixado pela degeneração de 

fotorreceptores, neurônios, epitélio pigmentado e vasos sanguíneos, o que impede o 

reparo e remodelamento funcional do tecido retiniano (para revisão: Bringmann et al., 

2006).  

A proliferação celular induzida por ATP em culturas de retina ocorre durante um 

período restrito do desenvolvimento embrionário. 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 proliferação celular, após o 3
o
 dia de cultivo. Neste 

trabalho também mostramos que células mais diferenciadas liberam fatores solúveis 
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maiores do que 12 kDa que são capazes de inibir a proliferação celular induzida por 

ATP. Com base nestes achados, postulamos que o ATP, em condições não lesivas, é 

capaz de promover a proliferação de precursores retinianos tardios, sendo este efeito do 

nucleotídeo controlado pela própria retina que, na medida em que amadurece, bloqueia 

a re-entrada de células quiescentes no ciclo celular.  

Na última parte desta tese, analisamos o crescimento e proliferação de células 

gliais em culturas mais desenvolvidas (E8C7) submetidas à lesão mecânica da 

monocamada de células. Nossos dados revelaram que células de Müller destas culturas 

foram capazes de re-entrar no ciclo celular, proliferar e recobrir a área livre de células 

devido à lesão da monocamada. Isto porque um aumento consistente na incorporação de 

BrdU em células, principalmente em regiões da borda da lesão, foi observado (Figura 

22). Além disso, 3 dias após a lesão, um preenchimento quase completo da área de lesão 

por células positivas para o marcador 2M6 foi observado (Figura 21).  

Diversos trabalhos mostraram que células de Müller respondem inicialmente a 

lesões com a produção de fatores tróficos, em particular, o FGFb (para revisão: Zahs e 

Esguerra, 2006). No presente trabalho, nenhum efeito de FGFb foi detectado em 

culturas de retina de embrião de pinto lesadas em E8C7 e sequencialmente tratadas com 

este fator (dados não mostrados). Entretanto, o crescimento celular sobre a área de lesão 

foi inibido tanto por apirase, uma enzima que causa a hidrólise 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 

lesão mecânica da monocamada de células, esteja envolvido na proliferação e migração 

de células gliais sobre a área de lesão. Esta idéia está de acordo com diversos trabalhos 

que têm mostrado o envolvimento de ATP no fenômeno de gliose reativa induzida por 

lesão de astrócitos 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 estão de 

acordo com outros trabalhos que mostraram um aumento de proliferação celular em 

retinas que sofreram lesão que pode ser relacionado com um aumento de sinalização 

purinérgica neste tecido (Bringmann et al., 2003; Dale, 2008). Em retina de galinha, por 

exemplo, a degeneração promovida por luz provoca gliose de células de Müller seguida 

por um aumento na expressão de receptores P2Y1 (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 Müller 

em cultura. 

Como descrito anteriormente, o receptor purinérgico envolvido com a 

proliferação de progenitores tardios de células bipolares/glia na retina de galinha em 

desenvolvimento é o P2Y1 (Sanches et al., 2002; Nunes et al., 2007). Entre os 

antagonistas purinérgicos investigados nesta tese, o RB-2 e a suramina foram os 

compostos com maior eficácia na inibição do crescimento glial sobre a área de lesão nas 

culturas de retina (Figura 24). Além disso, o RB-2 foi capaz de inibir completamente a 

incorporação de BrdU em células localizadas na borda da lesão (Figura 25). Tendo em 

vista que RB-2 é um antagonista que inibe com maior eficácia a resposta de receptores 

P2Y2/4, nossos resultados sugerem que o principal receptor purinérgico ativado em 

resposta à lesão de culturas de retina de embrião de galinha mais diferenciadas seja o 

receptor purinérgico do tipo P2Y2/4 e não o receptor P2Y1 envolvido na proliferação de 

progenitores tardios. A favor desta hipótese está a nossa observação de que o receptor 

purinérgico P2Y1 não foi detectado através da técnica de imunocitoquímica em culturas 

mais diferenciadas de E8C9 previamente submetidas a lesão 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 imunocitoquímica para os receptores P2Y2 e P2Y4 podem 

ajudar a esclarecer esta questão. 

A proliferação de precursores tardios de células bipolares e glia (E7C1) depende 

de transativação 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 à lesão mecânica 

não resultou em nenhuma inibição no crescimento/migração ou proliferação celular 

determinada pela incorporação de BrdU (Figura 28 e 29). Este resultado, mais uma vez, 

levanta a possibilidade de participação de outros receptores purinérgicos ou 

mecanismos, distintos daqueles envolvidos na proliferação de progenitores, na 

proliferação glial induzida por lesão mecânica em nossas culturas mais diferenciadas. 

Enquanto durante o desenvolvimento precoce da retina, a proliferação celular induzida 

por ATP depende da participação conjunta de receptores P2Y1 e de fatores tróficos, 

como o receptor de IGF-I/insulina, em culturas de retina mais maduras o receptor P2Y1 

parece ser regulado negativamente e a proliferação de células gliais dependente de ATP 

envolver outros receptores purinérgicos. Novamente, experimentos adicionais de 

imunocitoquímica para os diversos subtipos de receptores purinérgicos poderão ajudar a 

desvendar este ponto.  
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6- Conclusão: 

 

1. A proliferação celular induzida por ATP/ADP depende da participação de 

receptores para IGF-I/Insulina; 

2. O tratamento de células de retina em cultura somente com IGF-I não promove 

estímulo da proliferação celular, porém o antagonista do receptor, IOME AG-

538 inibe a proliferação basal, sugerindo que o IGF-I, em nosso modelo, 

participe como um fator que proporciona um estado de competência 

proliferativa.  

3. A ação conjunta do ATP com o IGF-I na proliferação celular de precursores 

retinianos se dá por um mecanismo de transativação entre receptores P2 com 

receptores de IGF-I/Insulina.  

4. A transativação entre estes receptores ocorre por um mecanismo independente 

de Src, mas dependente de endocitose (Figura 30). 

5. Este mecanismo de proliferação celular mediado por transativação entre 

receptores P2 e IGF-I/Insulina parece estar restrito a proliferação de precursores 

tardios da retina (E7C1), uma vez que culturas de retina mais diferenciadas 

(E8C7) submetidas a lesão mecânica, proliferam de forma dependente de ATP, 

mais independente de IGF-I/Insulina (Figura 31).  

6. O receptor P2 envolvido na proliferação celular induzida por lesão é, 

provavelmente, o receptor P2Y2/4 uma vez que o antagonista RB-2 foi se 

mostrou mais eficaz no bloqueio do crescimento e da proliferação celular 

induzida por lesão. Além disso, o receptor P2Y1 foi detectado somente em 

culturas de precursores tardios.  
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