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RESUMO 

 
 

A (Na+/K+)-ATPase é a proteína responsável pelo transporte eletrogênico de 

Na+ e de K+ acoplado a hidrólise do ATP. A excitabilidade de células nervosas, o 

controle da osmolaridade celular, entre outros efeitos, depende do potencial de 

membrana gerado pela (Na+/K+)-ATPase. Esta ATPase é constituída de duas 

cadeias polipeptídicas, α e β, que podem existir em quatro e três isoformas 

distintas, respectivamente. A proposta do nosso trabalho foi analisar o perfil da 

atividade (Na+/K+)-ATPásica durante o desenvolvimento do sistema nervoso de 

ratos pigmentados Lister Hooded, bem como o papel do IGF-I na modulação desta 

atividade na retina. Nossos resultados demonstram que as atividades catalíticas 

da (Na+/K+)-ATPase de retina e de córtex cerebral de ratos aumentam 

significativamente durante o período de desenvolvimento pós-natal, atingindo um 

aumento de três vezes entre P0/P1 e P14. Este aumento não corresponde a uma 

diferença de expressão das subunidades α1 e α3 da (Na+/K+)-ATPase nas idades 

de P0 e P14. O IGF-I foi capaz de induzir aumento significante da atividade 

enzimática na retina de animais P7, apesar de não ter manifestado nenhuma 

influência sobre a atividade em retinas de animais P1 e P14. Além disso, as vias 

da PI3 cinase e Src cinase parecem estar envolvidas na modulação da atividade 

(Na+/K+)-ATPásica basal no tecido retiniano. Estes dados indicam que o aumento 

da atividade enzimática observada até o 14o dia pode estar relacionado com a 

diferenciação cortical e retiniana, além de um importante papel regulatório do IGF-I 

na atividade (Na+/K+)-ATPásica na retina. 
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ABSTRACT 
 
 
 

The (Na+/K+)-ATPase is the protein responsible for the eletrogenic transport 

of Na+ and K+ coupled to ATP hydrolysis. The excitability of nerve cells, control of 

cell osmolarity, among other purposes, depends on the membrane potential 

generated by (Na+/K+)-ATPase. This ATPase is composed of two polypeptide 

chains, α and β, that can exist as four and three distinct isoforms, respectively. The 

proposal of our work was to analyze the (Na+/K+)-ATPase activity pattern 

throughout development of the nervous system of pigmented rats of the Lister 

Hooded lineage, and the role of IGF-I in the modulation of this activity in retina. Our 

results show that the catalytic activity of (Na+/K+)-ATPase from retina and brain 

cortex of rats increased significantly during the post-natal development, achieving 

an increase of three times between P0/P1 and P14. This increase does not 

correspond to a difference in expression of subunits α1 and α3 (Na+/K+)-ATPase in 

the same period. IGF-I led to a significant increase of enzyme activity in the retina 

of P7 animals, although it had no influence on retina activity in P1 and P14 

animals. Moreover, PI3 kinase and Src kinase seem to be involved in modulating 

the basal (Na+/K+)-ATPase activity in retina. These data indicate that increased 

enzyme activity observed until the post-natal 14th day can be correlated with 

cortical and retinal differentiation, as well as an important regulatory role of IGF-I in 

(Na+/K+)-ATPase activity in the retina. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1) A (Na+/K+)-ATPase 

A enzima (Na+/K+)-ATPase, descoberta por Jens Christian Skou em 

1957, está presente na membrana plasmática de células animais e tem a 

função catalítica de acoplar a hidrólise de ATP à movimentação simultânea de 

2 íons K+ para dentro e 3 íons Na+ para fora da célula, contra seus gradientes 

eletroquímicos (Skou, 1957). Pertencente ao grupo das ATPases do tipo “P”, 

apresentam como característica comum a inibição por vanadato (VO4
-3), um 

análogo de fosfato, e a auto-fosforilação por ATP em um resíduo de aspartato 

durante o ciclo catalítico (Feraille e Doucet, 2001).  

O mecanismo de transporte realizado por esta enzima inicia-se quando 

ocorre a ligação de três íons Na+ a sítios de alta afinidade na subunidade α da 

proteína transportadora, na superfície citossólica da membrana (Fig.1). Essa 

mesma subunidade também possui o sítio de ligação para o ATP. A 

fosforilação do transportador (1) altera sua conformação (2) e diminui sua 

afinidade por Na+, levando à liberação do Na+ na superfície extracelular. Em 

seguida, dois íons K+ ligam-se à sítios de alta afinidade na porção extracelular 

da mesma subunidade (3), a enzima é desfosforilada (4), reduzindo sua 

afinidade para os íons K+, que são liberados no interior da célula. Ao final, a 

proteína de transporte está agora pronta para um novo ciclo de bombeamento 

de Na+ e K+ (Devlin, 2007).  

  Esta enzima eletrogênica tem como uma de suas funções manter 

diferenças de concentrações dos íons Na+ e K+ entre os compartimentos extra 

e intracelulares, permitindo a manutenção das características eletrofisiológicas 

das células. Assim, a (Na+/K+)-ATPase desempenha uma  função importante 

na regulação do volume celular, no transporte ativo secundário de glicose e 

aminoácidos, nos níveis de H+ (pH citoplasmático) e Ca2+ intracelulares 

(através dos trocadores Na+/H+ e Na+/Ca2+, respectivamente) (Blanco e Mercer, 

1998).  
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Figura 1: Mecanismo de transporte da (Na+/K+)-ATPase  (Devlin, 2007). Detalhes sobre o ciclo 
catalítico da enzima no texto. 

 

 

 

 

1.2) Estrutura molecular da (Na+/K+)-ATPase e controle de sua 
atividade 

A unidade funcional mínima da (Na+/K+)-ATPase é constituída de uma 

subunidade maior denominada α, e outra menor, denominada β (Crambert et 

al., 2000; Aperia, 2007), que estão ligadas de modo não covalente. A 

subunidade FXYD pode estar associada a essa unidade funcional mínima 

(Geering, 2008) (Fig. 2). 
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Figura 2: Esquema da estrutura molecular da (Na+/K+)-ATPase  (Geering, 2008). 
 

 

A subunidade α é uma proteína de 110-KDa que apresenta em torno de 

dez segmentos em alfa-hélice transmembrana, além de dois domínios 

citoplasmáticos. Esta subunidade contém o sítio catalítico, onde se ligam ATP, 

sódio, potássio e inibidores específicos (glicosídeos cardíacos) (Glynn, 1993; 

Pressley, 1996).  

A subunidade β é uma glicoproteína de peso molecular entre 40 e 60 

KDa, dependendo do seu nível de glicosilação nos diferentes tecidos. 

Apresenta uma única hélice transmembrana e um domínio extracelular. Esta 

subunidade parece estar envolvida na oclusão de K+ e modulação da afinidade 

da enzima por K+ e Na+. Além disso, funciona como uma “chaperona” 

molecular em ATPases do tipo “P”, estabilizando o polipeptídeo α e facilitando 

sua distribuição e inserção na membrana plasmática (Mcdonough et al., 1990; 

Chow e Forte, 1995; Geering, 2001). Esta subunidade parece ter uma 



4 

 

relevância fisiológica na indução da polaridade celular, na formação de “tight 

junctions” e desmossomos, na motilidade celular e na transformação 

oncogênica (Geering, 2008).  

A concentração intracelular de sódio é um fator limitante para a atividade 

da (Na+/K+)-ATPase. Hormônios e neurotransmissores podem modular a 

distribuição e o número de unidades funcionais da enzima entre a membrana 

plasmática e os estoques intracelulares em vesículas, além de modular 

diretamente a transcrição dos genes codificantes das subunidades α e 

β (Feraille e Doucet, 2001). Um mecanismo regulatório diferente, envolvendo 

interações específicas dependentes de tecido e de isoenzima da (Na+/K+)-

ATPase com uma família de pequenas proteínas de membrana denominadas 

FXYD foi proposto por Crambert e colaboradores (Crambert e Geering, 2003). 

Esta família de proteínas contém 7 membros (FXYD1 – FXYD7), apresenta 

peso molecular variando de 7 a 17-KDa, e é caracterizada por uma região 

conservada FXYD na porção N-terminal, dois resíduos de glicina internos e um 

resíduo de serina no final do domínio transmembrana. Foi inicialmente 

identificada no rim (FXYD2 ou subunidade γ) e apresenta um importante papel 

regulatório na função (Na+/K+)-ATPásica, uma vez que pode modular a 

afinidade ao Na+, K+ e ATP (Mercer et al., 1993; Beguin et al., 1997; Geering, 

2008), além de desempenhar um papel crucial no ancoramento da enzima na 

membrana (Cornelius e Mahmmoud, 2003) e na modulação da ligação da 

ouabaína (Fontes et al., 1999). A regulação da (Na+/K+)-ATPase pode ser 

definida ainda por diferentes fatores, tais como composição das subunidades e 

interação com a membrana (Blanco e Mercer, 1998; Lopina, 2001; Cornelius e 

Mahmmoud, 2003).  

 

 

1.2) Heterogeneidade Molecular da (Na+/K+)-ATPase 

A introdução de técnicas de biologia molecular levou a identificação de 

diferentes isoformas para as subunidades α e β da (Na+/K+)-ATPase. A 
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heterogeneidade molecular observada pode ser explicada em função da 

expressão e associação de diferentes tipos de subunidades α e β, que são 

expressas de modo dependente de tecido e de estágio do desenvolvimento, 

em diferentes organismos.   

Múltiplas isoformas de ambas subunidades α (α1, α2, α3, α4) e β (β1, 

β2, β3) (Orlowski e Lingrel, 1988; Martin-Vasallo et al., 1989; Shyjan e 

Levenson, 1989; Malik et al., 1996) foram identificadas e diferem em 

composição de aminoácidos, peso molecular e sensibilidade para íons, agentes 

alquilantes e glicosídeos cardíacos (como exemplo podemos citar que a 

isoforma α3 apresenta menor afinidade por Na+ que as outras, enquanto a 

isoforma α1 é a mais resistente a ouabaína) (Lingrel, 1992; Malik et al., 1996; 

Blanco et al., 1999). As combinações de diferentes isoformas para as 

subunidades α e β podem resultar em pelo menos nove diferentes isoenzimas 

para a (Na+/K+)-ATPase em humanos (Crambert e Geering, 2003).  

A dimerização da enzima exibe um modelo de associação tecido-

específico. A isoforma α1 associada com a subunidade β1 é encontrada em 

todos os tecidos e é a principal isoenzima do rim (Lingrel, 1992; Levenson, 

1994). A isoforma α2 predomina em adipócitos, músculos, coração e cérebro 

(Mcgrail et al., 1991; Zahler et al., 1992), α3 é abundante no tecido nervoso 

(Mcgrail et al., 1991), e a isoforma α4 foi encontrada somente em 

espermatozóides (Shamraj e Lingrel, 1994). A isoforma β1, como a α1, 

apresenta ubiquidade. A isoforma β2 é encontrada em músculo esquelético, 

glândula pineal e tecido nervoso (Lavoie et al., 1997; Peng et al., 1997), 

enquanto β3 está presente na retina, fígado e pulmão (Arystarkhova e 

Sweadner, 1997; Lavoie et al., 1997).  

No Sistema Nervoso, a expressão de diferentes isoformas da (Na+/K+)-

ATPase alcança maior complexidade. Células neuronais podem expressar uma 

ou mais isoenzimas, resultando em diferentes combinações de heterodímeros 

(Sweadner, 1979; Lingrel, 1992; Levenson, 1994). A subunidade α3 é a 

subunidade mais abundante no cérebro, embora a presença de α1 e α2 em 

alguns tipos celulares deste tecido tenha sido reportada (Peng et al., 1997). 

Interessantemente, α2 parece ser a subunidade mais abundante em células 



6 

 

gliais (Levenson, 1994). A subunidade β1 parece ser a mais abundante no 

sistema nervoso central, enquanto β2 parece estar presente apenas em alguns 

tipos celulares específicos (Blanco e Mercer, 1998).  

A expressão das isoformas da (Na+/K+)-ATPase está sujeita a regulação 

hormonal, bem como mudanças no decorrer do desenvolvimento, podendo 

também ser alterada em algumas patologias (Blanco e Mercer, 1998).  

As sete proteínas da família FXYD que constituem a subunidade 

regulatória da (Na+/K+)-ATPase são: FXYD1 (phospholemman), encontrada no 

coração e músculo esquelético; FXYD2 (subunidade γ da (Na+/K+)-ATPase) 

encontrada nos rins; FXYD3 (Marcador de tumor mamário -  Mat-8) expressa 

no estômago e cólon; FXYD4 (Fator Induzido por Hormônio Corticosteróide – 

CHIF) observada em rins e cólon; FXYD5 (proteína relacionada a canal iônico - 

RIC ou ainda “dysadherin”) é expressa no intestino, pulmão e rim, FXYD6 

(phosphohippolin) e FXYD7, ambas observadas no cérebro (Geering, 2008).  

As diferentes isoformas e distribuições estão resumidas na tabela a seguir 

(Tab.1). 

 

 

Tabela 1: Distribuição das isoformas da (Na+/K+)-ATPase nos tecidos. 

Isoformas Tecidos

α1 Ubíqua

α2 Adipócitos, músculos, coração e cérebro

α3 Tecido nervoso

α4 Espermatozóides

β1 Ubíqua

β2
Músculo esquelético, glândula pineal e 

tecido nervoso 

β3 Retina, fígado e pulmão

FXYD1 Coração e músculo esquelético

FXYD2 Rins

FXYD3 Estômago e cólon

FXYD4 Rins e cólon

FXYD5 Intestino, pulmão e rim

FXYD6 Cérebro

FXYD7 Cérebro
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1.4) Papel da (Na+/K+)-ATPase  no Sistema Nervoso 

A inibição da enzima (Na+/K+)-ATPase em neurônios induzida por 

digitálicos tem efeitos na função neuronal. O potencial de repouso da 

membrana plasmática é baseado nos gradientes de concentração de sódio e 

potássio, e não surpreende o fato de que a dissipação desses gradientes pela 

inibição da (Na+/K+)-ATPase cause despolarização (Lichtstein e Samuelov, 

1982). Estudos demonstram que a inibição da (Na+/K+)-ATPase pode resultar 

em liberação de neurotransmissores nos terminais nervosos (Vizi et al., 1982).  

A inibição da (Na+/K+)-ATPase por ouabaína ou mudanças na 

composição iônica extracelular estimulam a liberação de acetilcolina, 

noradrenalina e GABA em fatias de cérebro (Vizi, 1972). Essa liberação não 

vesicular e independente Ca+2 foi demonstrada em fatias do hipocampo e 

outras regiões do cérebro (Vizi, 1972; 1977). Por outro lado, a estimulação da 

atividade (Na+/K+)-ATPásica inibe a liberação de neurotransmissores (Vizi e 

Vyskocil, 1979).  

Nos últimos anos tem sido demonstrado um papel adicional para 

(Na+/K+)-ATPase como transdutora de sinais envolvidos na modulação de 

crescimento, apoptose, adesão e mobilidade celular (Aperia, 2007). A via de 

sinalização disparada pela (Na+/K+)-ATPase é ativada por ouabaína endógena, 

um hormônio esteróide produzido pelo córtex adrenal e pelo hipotálamo 

incapaz de inibir sua atividade de transporte iônico em concentrações 

fisiológicas. A ligação da ouabaína endógena a (Na+/K+)-ATPase (receptor 

protéico de alta afinidade presente na membrana plasmática) resulta em um 

efeito alostérico sobre o receptor promovendo a interação física deste com 

proteínas sinalizadoras e ativação de uma cascata de sinalização química 

(Harwood e Yaqoob, 2005; Aperia, 2007). 
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1.5) Retina 

A retina caracteriza-se por ser um tecido muito bem organizado, que tem 

sua origem no ectoderma neural embrionário, o mesmo que origina o sistema 

nervoso central (Dowling, 1991). Possui uma localização privilegiada, 

permitindo sua fácil obtenção, já que é relativamente fácil separá-la do tecido 

conjuntivo adjacente, tornando-se assim um excelente modelo experimental 

para estudos visando conhecer os mecanismos envolvidos no desenvolvimento 

e na funcionalidade do SNC. Além do mais, como muitos grupos fazem uso 

deste modelo, existe um grande volume de informações sobre este tecido, 

permitindo a comparação e correlação de resultados experimentais (Adler, 

1993). 

O tecido retiniano é uma estrutura laminar composta de camadas de 

corpos celulares denominadas de nucleares e camadas de terminações 

nervosas denominadas de plexiformes. Compõem a retina: fotorreceptores, 

células horizontais, células bipolares, células amácrinas, células ganglionares e 

uma célula glial característica denominada de célula de Müller (Dowling, 1991).  

As camadas do tecido retiniano apresentam a seguinte constituição 

celular (Fig. 3): 

• Camada Nuclear Externa (CNE) – nesta camada estão presentes 

os corpos celulares dos fotorreceptores que se dividem em dois 

subtipos: os cones, que possuem baixa sensibilidade à luz e 

permitem a visão cromática, e os bastonetes, que possuem 

apenas um tipo de pigmento visual, a rodopsina responsável pela 

adaptação da visão ao claro-escuro (Yau, 1994); 

• Camada Plexiforme Externa (CPE) – é formada pelos 

prolongamentos das células bipolares, horizontais e dos 

fotorreceptores, que fazem contatos sinápticos entre si; 

• Camada Nuclear Interna (CNI) – é constituída por células 

bipolares, horizontais, amácrinas e as ganglionares deslocadas. 
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Células de Müller apresentam seus corpos celulares nesta região 

e seus processos perpassam as demais camadas da retina; 

• Camada Plexiforme Interna (CPI) – nesta camada os 

prolongamentos de células bipolares, amácrinas e ganglionares 

fazem contatos sinápticos; 

• Camada de Células Ganglionares (CCG) – nela estão localizadas 

as células amácrinas deslocadas e as células ganglionares 

(Dowling, 1991). 

 

 

 

 

Figura 3: Esquema simplificado da retina de vertebrados recém-nascidos (A) e adultos (B). 
Representação dos diferentes tipos celulares, bem como as camadas celulares e sinápticas da retina 
neural (CNE, camada nuclear externa; CPE, camada plexiforme externa; CNI,camada nuclear interna; 
CPI, camada plexiforme interna; CCG, camada de células ganglionares) e a camada de células 
neuroblásticas (CN). Modificado de Dowling, 1991. 

 



10 

 

A organização estrutural deste tecido é praticamente a mesma em todos 

os vertebrados (Wassle e Boycott, 1991). Em ratos, o período de gestação é de 

22 dias (Farah, 2006) e nesta fase as células da retina são geradas 

obedecendo a uma determinada seqüência. A neurogênese ocorre da seguinte 

maneira: inicialmente são formadas as células ganglionares no período E14 a 

E20; em seguida as amácrinas (E16 a P0) e horizontais entre E16 a E18; os 

cones são gerados a seguir (E15 a P0) e por fim as bipolares, bastonetes e as 

células de Müller no período entre E20 a P13 (Reese e Colello, 1992; Farah, 

2006). Esse processo de diferenciação retiniana depende não apenas de um 

programa genético pré-determinado, com a expressão de moléculas de adesão 

e da matriz extracelular, mas também da liberação de diferentes citocinas. 

A transdução do sinal luminoso em um sinal elétrico se dá ao nível dos 

fotorreceptores e para tal a luz precisa atravessar o humor vítreo e passar por 

todas as camadas da retina até atingir o segmento externo dos fotorreceptores. 

O sinal elétrico gerado nas células receptoras é processado pelas células 

retinianas e a informação é levada através do nervo óptico para outras 

estruturas do sistema nervoso central (Dowling, 1991). 
           

 

 

            1.6) Fatores tróficos e o desenvolvimento da retina  

A formação do SNC depende de um balanço entre a neurogênese e a 

morte celular durante o desenvolvimento. No SNC de mamíferos a interação de 

vários tipos neuronais e suas terminações sinápticas, bem como a plasticidade 

e a rede de sinalização que envolve diferentes citocinas e neurotransmissores, 

são responsáveis pelos processos de desenvolvimento e funcionamento deste 

complexo sistema (Reuss e Von Bohlen Und Halbach, 2003). 

Fatores tróficos são essenciais para o desenvolvimento, manutenção e 

sobrevida de neurônios do SNC. A presença e os efeitos de fatores tróficos no 

tecido retiniano como EGF, IGF, dentre outros, vem sendo descrita na literatura 

(Fontaine et al., 1998). Lillien e Cepko, em 1992, relataram que vários fatores 

de crescimento são normalmente produzidos pela retina e pelo tecido ocular 
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que a cerca, estimulando a proliferação dos progenitores dessas células in 

vivo. Entretanto, a responsividade das células da retina a estes fatores muda 

em função do estágio de desenvolvimento e maturação do tecido (Lillien e 

Cepko, 1992). 

Os fatores de crescimento são polipeptídeos que interagem com seus 

receptores de membrana e estimulam cascatas de sinalização mediadas por 

proteínas intracelulares. São capazes de estimular respostas citoplasmáticas, 

modulando a transcrição gênica e o ciclo celular. Dentre os vários fatores de 

crescimento podemos destacar: o fator de crescimento epidermal (EGF), o fator 

de crescimento de fibroblasto (FGF), o fator de crescimento derivado de 

plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento semelhante à insulina (IGF) 

(Chesik, 2004). 

O IGF-I é um fator de crescimento envolvido em processos de sobrevida, 

proliferação e diferenciação celular (Chesik, 2004). Na retina, dados obtidos 

recentemente demonstraram que o tratamento de células com IGF-I aumenta a 

proliferação celular em aproximadamente 50%, sendo esse efeito dependente 

de tempo e concentração (Medina, 2008), o que demonstra o papel deste fator 

sobre o desenvolvimento do tecido retiniano. 

 

1.7) Fator de Crescimento Semelhante à Insulina (IGF) 

O IGF foi o segundo fator trófico descrito na literatura. No entanto, antes 

de ser chamado de IGF, recebeu outras denominações relacionadas ao seu 

efeito biológico. Em 1957, Salmon e Daughaday descobriram no soro um fator 

capaz de mediar o efeito do hormônio somatotrófico no processo de sulfatação 

de cartilagem que ocorre durante o crescimento longitudinal do osso, por isso, 

foi denominado fator de sulfatação, citado em (Kermer et al., 2000; Russo et 

al., 2005).  

Algum tempo depois, Dulak e Termin, investigando os fatores de 

crescimento presentes no soro, identificaram a presença de um fator com 

atividade estimulatória múltipla. Inicialmente, pensou-se na insulina, pois este 
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hormônio está presente no soro e poderia estar mediando tais efeitos. 

Entretanto, quando foi feito o tratamento com anticorpos anti-insulina o efeito 

não foi abolido. Os fatores isolados receberam então os nomes de “fatores 

cujas atividades não eram inibidas pelos anticorpos anti-insulina” (NSILA I e II). 

Os NSILAs foram renomeados e chamados de somatomedinas. 

Posteriormente, as semelhanças estruturais entre as cadeias polipeptídicas 

destes fatores e à cadeia β da insulina foi demonstrada. Por este motivo, os 

fatores passaram a receber a denominação de fatores de crescimento 

semelhantes à insulina I e II (IGF-I e IGF-II) (Russo et al., 2005). 

As seqüências completas de aminoácidos do IGF-I e do IGF-II foram 

determinadas em 1978. O IGF-I apresenta uma única cadeia polipeptídica 

composta por 70 resíduos de aminoácidos com peso molecular de 7,5-KDa 

(Fig. 4). A estrutura do IGF-II se assemelha à do IGF-I em 45 dos 73 

aminoácidos presentes (Rinderknecht e Humbel, 1978). 

 

Figura 4: Estrutura tridimensional da molécula de IGF-I. As regiões de α-hélice estão representadas 

nas cores amarelo-vermelho e as regiões em azul correspondem às regiões β-pregueadas. Figura retirada 
do “site” www.biochem.szoteu.u-szeged.hu/astrojan/pro2t.htm 

 

A síntese do IGF, observada inicialmente nos hepatócitos, é modulada 

pelo hormônio somatotrófico. A maior parte do IGF-I que se encontra na 

circulação é proveniente do fígado, porém este fator não está diretamente 
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relacionado com o crescimento do corpo, sendo esta função induzida 

diretamente pelo hormônio do crescimento (GH) (Russo et al., 2005).  

O fator trófico IGF-I apresenta uma característica muito peculiar no seu 

mecanismo de sinalização, pois além de existirem os receptores também estão 

presentes proteínas extracelulares que se ligam a esta molécula e 

desempenham um papel regulatório sobre sua atividade. Deste modo, pode-se 

dizer que a sinalização depende de um conjunto de moléculas participando 

deste processo: os dois fatores (IGF-I e II), seis proteínas que ligam IGF e dois 

tipos diferentes de receptores de membrana (Chesik, 2004; Pavelic et al., 

2007).  

Os RNAms (ácido ribonucléico mensageiro) para o IGF-I, IGF-II e 

IGFBPs 2, 4 e 5 são encontrados em regiões distintas do sistema nervoso 

central. No cerebelo, no bulbo olfatório, no tálamo, no hipocampo e na retina, o 

RNAm para o IGF-II é detectado no início do desenvolvimento e o RNAm para 

IGF-I, aparece em períodos mais tardios. O RNAm para IGF-I foi detectado em 

ratos, no primeiro dia de nascimento, nas células de Purkinje e em outros 

elementos celulares no córtex cerebral. Uma observação interessante, diz 

respeito à observação de que a expressão do IGF-I está associada a 

elementos neuronais, a expressão do IGF-II a elementos não neuronais e os 

IGFBPs a elementos mesenquimais, neuronais e a células gliais (De Pablo e 

De La Rosa, 1995). 

Um estudo publicado em 1996, realizado com ratos da linhagem 

sprague-dawley entre 12 a 14 semanas, demonstrou a localização do RNAm 

para o IGF-I, para o receptor de IGF-I e para proteínas de ligação ao IGF em 

retinas de ratos (Burren et al., 1996). A tabela a seguir, sintetiza os resultados 

obtidos pelos pesquisadores (Tab. 2). 
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Tabela 2: Localização do RNAm dos membros da grande família de IGF na retina. Adaptado de 

(Burren et al., 1996) 

 

 

O IGF-I desempenha diferentes funções tais como estimular a 

proliferação de células progenitoras neurais e favorecer tanto a sobrevida 

neuronal como a dos oligodendrócitos. Igualmente, o IGF-I é capaz de regular 

a diferenciação neuronal no aspecto do crescimento de neuritos e 

sinaptogênese (O'kusky et al., 2003).  

Os efeitos da ausência de IGF-I sobre o sistema nervoso são 

extremamente graves. Camundongos que não expressam IGF-I apresentam 

uma diminuição no comprimento dos dendritos bem como alterações no 

crescimento axonal e na arborização dendrítica (Cediel et al., 2006). Mutações 

que levam à perda da expressão do receptor de IGF-I induzem o aparecimento 

de microencefalia e retardo mental em cérebros de humanos (Abuzzahab et al., 

2003). 

 

 

 

 

 

Retina IGF-I IGF-RI IGFBP-1 IGFBP-2 IGFBP-3 IGFBP-4 IGFBP-5 IGFBP-6
Camada de Células 

Ganglionares
 +  ++ - - - -  +  +

Camada Nuclear 
Interna

-  ++ - - - -  ++  +

Camada Nuclear 
Externa

- - - - - - - -

Membrana Limitante 
Externa

-  + - - - - - -

Epitélio Pigmentar 
Retiniano

- - - - - - - -

Células Endoteliais - - - - - -  + -
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1.7.1) Receptor do IGF 

Para desempenhar sua função, IGF-I e II necessitam de receptores 

específicos que se dividem em dois tipos, denominados I e II.  Cabe ressaltar 

que a expressão de receptores de IGF pode ser observada entre invertebrados 

e mamíferos (Le Roith, 2003; Russo et al., 2005; Pavelic et al., 2007). 

O receptor do tipo I é o único da família dos receptores catalíticos e 

apresenta grande homologia com o receptor de insulina. Tanto o receptor do 

tipo I quanto o de insulina são compostos por duas cadeias α extracelulares 

com domínios ricos em cisteína, região onde ocorrem as ligações específicas. 

Apresentam também duas cadeias β citoplasmáticas com resíduos com 

atividade tirosina cinase (Chesik et al., 2007). O gene para o receptor do tipo I 

é expresso de forma constitutiva, em vários tecidos, mas também pode ser 

regulado tanto in vivo quanto in vitro por fatores de transcrição tais como sp1 e 

p53 (Russo et al., 2005). 

O receptor do tipo II para IGF apresenta semelhança ao receptor de 

manose 6 fosfato independente de cátion (Jones e Clemmons, 1995; Russo et 

al., 2005). Sua estrutura apresenta uma cadeia polipeptídica com um pequeno 

domínio citoplasmático, sem atividade tirosina cinase. Esses receptores estão 

envolvidos em diferentes funções tais como o tráfego de enzimas lisossomais, 

a endocitose e a degradação lisossomal de ligantes extracelulares, a regulação 

de efeitos apoptóticos/ mitogênicos e a possível transdução de sinais (Russo et 

al., 2005). 

A maioria dos efeitos dos IGF-I e II se dá através da ativação do receptor 

catalítico do tipo I, que é uma glicoproteína de membrana. Após ocorrer a 

ligação do IGF ao receptor, ocorre a ativação de tirosinas cinases, na porção 

intracelular do mesmo. A partir deste momento, diferentes cascatas de 

sinalização são ativadas tais como: as IRS1-IRSA4, que culminam na ativação 

da via da PI-3 cinase (fosfatidil-inositol-3-cinase), e das MAP cinases (proteínas 

cinases ativadoras de mitose) (Russo et al., 2005). 
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1.7.2) Proteínas de ligação ao IGF (IGFBPs) 

Os IGFs estão presentes na circulação sanguínea, bem como no espaço 

intersticial. Nestes compartimentos são encontradas proteínas com alta 

afinidade por IGF, denominadas de IGFBPs (Van Obberghen et al., 2001). 

As IGFBPs são macromoléculas protéicas que apresentam homologia 

seqüencial de 80%, sendo que a seletividade de ligação com o IGFI ou IGFII 

varia de uma proteína para outra (Rajaram et al., 1997).  

As IGFBPs desempenham um importante papel em modular as ações do 

IGF. No soro, por exemplo, elas são capazes de regular as funções endócrinas 

dos IGFs. As funções propostas para essa regulação são as seguintes:  

1) Inibição da atividade semelhante à insulina;  

2) Aumento da meia vida plasmática dos IGFs;  

3) Regulação da taxa de transporte do IGF do compartimento vascular 

para aumentar assim o efeito trófico deste fator (Rajaram et al., 1997).  

A função modulatória das IGFBPs pode ser visualizada na tabela a 

abaixo (Tab. 3). 

 

Tabela 3: Descrição das IGFBPs, seus efeitos e suas localizações celulares (Rajaram et al., 1997). 

 

IGFBPs
Afinidade 
com o IGF

Modulação da 
ação do IGF

Localização 
Pericelular

IGFBP-1 I = II
Inibição e/ou 
Potenciação

Superfície Celular           
(α5β1 integrina)

IGFBP-2 II > I Inibição Indeterminada

IGFBP-3 I = II
Inibição e/ou 
Potenciação

Superfície Celular 

IGFBP-4 I = II Inibição 

IGFBP-5 II > I Potenciação
Matriz Extracelular e 

Superfície Celular

IGFBP-6 II > I Inibição 
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Os níveis de IGFBPs são regulados em diferentes condições fisiológicas 

e patológicas. Já foi demonstrado que exercícios, cirurgia, gravidez e 

envelhecimento são capazes de modular os níveis de uma ou mais IGFBPs, 

tanto no soro como nos fluídos biológicos. Entre as condições patológicas que 

envolvem a regulação de algumas IGFBPs podemos destacar as seguintes: 

diabetes, tumores, deficiência de receptores GH, acromegalia, osteoporose, 

falência renal entre outras (Rajaram et al., 1997). Na tabela a seguir podemos 

observar a distribuição das principais IGFBPs nos fluídos biológicos (Tab.4). 

 

 

Tabela 4: Distribuição das IGFBPs em diferentes fluidos biológicos (Rajaram et al., 1997). 

 

 

1.7.3) Sinalização Química por IGF e modulação da atividade 

(Na+/K+)-ATPásica  

As duas principais vias envolvidas na sinalização através dos receptores 

de insulina e IGF-I (Fig. 5) envolvem a fosforilação do substrato IRS e/ou 

Shc. Através de uma proteína adaptadora, Grb2 ocorre o recrutamento da 

SOS formando um complexo IRS-1-Grb2-SOS que ativa a Ras. Neste 

momento ocorre a estimulação da Raf (proteína cinase ativadora da MEK) 

que resulta na fosforilação e ativação das ERKs (cinases reguladas por 

sinais extracelulares) culminando em efeitos biológicos como mitogênese e 

diferenciação, por exemplo (Jones e Clemmons, 1995; Bateman e Mcneill, 

2006). 

Fluido Principal (is) IGFBPs

Soro IGFBP-3

Fluido Aminiótico IGFBP-1

Fluido Folicular IGFBP-3

Fluido Cerebro-espinhal 
(CSF)

IGFBP-2 e IGFBP-6
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Figura 5: Algumas vias de sinalização envolvidas no efeito do IGF  (Chesik et al. , 2007). 

 

Ambos os receptores estão envolvidos também na ativação da via da 

PI3 cinase, que pode ser estimulada pela IRS-1 fosforilada. Ressalta-se que 

esta via, em muitos casos, está relacionada ao crescimento celular. Um outro 

evento observado com a auto-fosforilação do receptor de IGF do tipo 1 é a 

associação direta com a subunidade p85 da PI3 cinase (Jones e Clemmons, 

1995; Chesik, 2004). 

Em 1999, um estudo mostrou que o IGF-I aumenta a atividade (Na+/K+)-

ATPásica em células de músculo liso de modo dependente de concentração (Li 

et al., 1999).  Mais tarde, Isenovic e colaboradores demonstraram que o 

tratamento dessas células com IGF-I (100 nM) por 30 minutos, aumentava a 

atividade (Na+/K+)-ATPásica através do envolvimento das vias da PI3 cinase e 

Akt (Isenovic et al., 2004).  
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2. OBJETIVOS 
 
 
2.1) Objetivo Geral 
 

Avaliar o papel funcional da atividade (Na+/K+)-ATPásica no 

desenvolvimento da retina, bem como compreender o envolvimento do IGF-I 

em sua modulação.  

 

2.2) Objetivos Específicos 

 

• Comparar os níveis de atividade (Na+/K+)-ATPásica no córtex cerebral e 

na retina de ratos, em diferentes etapas do desenvolvimento pós-natal; 

• Investigar a expressão das diferentes isoformas da subunidade catalítica 

da (Na+/K+)-ATPase durante o desenvolvimento pós-natal da retina; 

• Avaliar o efeito do IGF-I sobre a atividade (Na+/K+)-ATPásica em retinas 

de animais recém-nascidos, bem como a expressão deste fator trófico 

em diferentes etapas do desenvolvimento pós-natal; 

• Identificar via(s) de sinalização envolvidas(s) com a modulação da 

atividade (Na+/K+)-ATPásica na retina. 
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3. MATERIAS E MÉTODOS 

 

3.1) Materiais 

 O IGF-I foi comprado da PeproTech (Rocky Hill, USA). O ATP, a 

ouabaína, o IOMEAG 538 e o anti-α3 foram comprados da Sigma (St. Louis, 

USA). A albumina do soro bovino, anti-α1, anti-p-IGF-R e anti-actina foram 

comprados da Santa Cruz (CA, EUA). O 2-(4-morpholynil)-8-phenyl-4H-1-

benzopiran-4 one (Ly 294002) e o PP1 foram comprados da Biomol (Plymouth 

Meeting, USA). O meio 199 e o soro fetal bovino foram comprados da Gibco 

(Gaithersburg, USA). Sais e reagentes utilizados tinham pureza determinada. 

Todo o material utilizado nas experiências de Western blot foi comprado da GE 

Healthcare (CT-EUA). O carvão ativado, o comassie briliant blue G-250 e o 

vermelho de Ponceau foram comprados da VETEC.  

 

 

3.2) Preparação dos homogeneizados de tecido 

Ratos pigmentados da linhagem Lister Hooded de ambos os sexos, com 

idades entre 0 e 90 dias (P0 a P90), foram sacrificados. Os neonatos (P0 e P1) 

foram sacrificados por decapitação e os animais mais velhos foram colocados 

em uma câmara e sacrificados com uso de isofurano. O córtex cerebral e os 

olhos dos animais foram removidos para estudos. Todos os nossos 

procedimentos experimentais foram realizados em conformidade com as 

normas estabelecidas pelo Comitê de Ética da Universidade Federal 

Fluminense. 

Os córtices cerebrais foram lavados rapidamente em solução gelada de 

homogeneização de tecido (Sacarose 250 mM, Hepes-Tris (pH 7,6) 10 mM, 

EDTA 2 mM e PMSF 1 mM). Os olhos foram colocados em solução salina CMF 

(livre de Ca+2 e Mg+2) pH 7,4 (NaCl 131 mM, KCl 4,09 mM, Na2HPO4.7H2O 0,92 

mM, KH2PO4 0,45 mM, Glicose.H2O 12,2 mM, NaHCO3 9,4 mM e vermelho de 

fenol 10 mg/mL) para posterior dissecção das retinas.  
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Nos experimentos de incubação realizados com IGF-I, IOMEAG 538, Ly 

294002 e PP1, as retinas dissecadas em CMF foram transferidas para placas 

contendo 1mL de meio de cultura completo (199 Gibco, acrescido de 5 % de 

soro fetal bovino, glutamina 2,0 mM e antibiótico: estreptomicina 100,0 µg.mL -

1 + penicilina 100 U.mL -1 , Sigma) acrescido do fator trófico ou dos inibidores 

nas seguintes concentrações: IGF-I 10 ng/mL e 100 ng/mL, 20 µM IOMEAG 

538, 25 µM Ly 294002 e 1 µM PP1. Em seguida, as retinas foram incubadas 

em estufa, a 37°C por 1 hora, em atmosfera umidificada contendo 5 % de CO2 

e 95 % de ar. 

As homogeneizações de córtex e retina foram feitas em Dounce 

Wheaton de 1mL, respeitando a proporção de 4mL de tampão de 

homogeneização para cada grama de tecido (4mL/g tecido), sendo realizado, 

em torno de 20 vezes, o movimento de vai-e-vem do pistilo no Dounce. É 

importante ressaltar que a solução de homogeneização para retina continha, 

ainda, 0,1% de deoxicolato de sódio.  

Os homogeneizados de córtex cerebral e de retina foram centrifugados a 

1500g, em centrífuga Eppendorf, a 4°C por 10 minutos. Alíquotas de 

sobrenadante dos homogeneizados de cérebro e retina foram recolhidas para 

ensaios. volumes restantes dos sobrenadantes e os precipitados foram 

descartados.  

 

3.3) Dosagem de Proteína 

O volume de homogeneizado utilizado no ensaio de medida da atividade 

(Na+/K+)-ATPásica foi definido pela concentração de proteína em cada 

sobrenadante, determinada através Método de Bradford (Bradford, 1976). A 

curva padrão foi feita com 5, 10, 15, 20 e 25 µg de uma solução de albumina 

bovina na concentração de 1 mg/mL. A leitura das amostras era feita em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 595 nm. 
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3.4) Medida da atividade (Na+/K+)-ATPásica 

Os ensaios de dosagem da atividade (Na+/K+)-ATPásica em córtex 

cerebral e retina foram padronizados em termos de concentração de proteínas 

e tempo de reação com base em ensaios anteriores realizados no laboratório, 

de modo a garantir condição de velocidades iniciais de reação, bem como 

concentrações saturantes de substrato em relação a concentração de enzima.  

A atividade (Na+/K+)-ATPásica foi determinada em meio de reação (0,2 

mL) contendo MgCl2 10 mM, Hepes-Tris 20 mM pH7, NaCl 100 mM e KCl 20 

mM. Alíquotas de 20 µl dos homogeneizados diluídos (200 µg de proteína/ mL) 

de córtex ou de retina foram incubados com meio de reação à 37ºC em banho-

maria por 5 minutos. Em alguns tubos foi adicionado ouabaína (concentração 

final de 1 mM). A reação foi iniciada pela adição de 10 µl de ATP-Na (pH 7,0) 

(concentração final de 5 mM). Após 10 minutos, a reação foi interrompida com 

a adição de 0,3 mL de HCl 0,1N. Em seguida, transferiu-se 0,4 mL da mistura 

(reação) para tubos eppendorfes contendo 0,6 mL de carvão ativado com HCl 

0,1N (descrito abaixo). Os tubos foram centrifugados em centrífuga clínica a 

10000 rpm (temperatura ambiente) por 10 minutos. Retirou-se 0,5 mL do 

sobrenadante e adicionou 0,5 mL de reativo de Fiske-Subarow (descrito 

abaixo), aguardando 20 minutos de incubação a temperatura ambiente.  

O fosfato inorgânico (Pi) produzido na reação foi determinado por leitura 

em espectrofotômetro, no comprimento de onda em 660 nm (Taussky e Shorr, 

1953). A atividade ATPásica foi calculada pela diferença entre o Pi liberado na 

ausência e na presença de ouabaína 1 mM e expressa em nanomoles de 

fosfato inorgânico por mg de proteína por minuto (nmoles Pi x mg ptn-1 x min-1). 

A ouabaína 1 mM foi usada como um bloqueador específico da atividade 

(Na+/K+)-ATPásica.  
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3.5) Preparo do carvão ativado 

25g de carvão vegetal foi misturado a 150 mL de HCl 0,1 N (diluído em 

H2O MILLIQ). Agitou-se bem e esperou-se decantar até o dia seguinte. Retirou-

se cuidadosamente o sobrenadante e adicionou-se 150 mL de HCl 0,1 N, 

repetindo diariamente todo o procedimento por uma semana, quando o 

conteúdo do Pi contaminante foi medido por espectrofotometria. A solução de 

carvão ativado foi considerada adequada ao uso no ensaio de atividade 

ATPásica quando a absorbância do Pi do sobrenadante foi igual a 2 vezes o 

valor do branco da reação (esperado em torno de 0,40). Ao final, deixa-se 

cerca de 2 volumes de HCl 0,1 N para 1 volume de carvão decantado. 

 

3.6) Preparo do Reativo de Fiske-Subarow 

 A solução de Fiske-Subarow foi preparada de acordo com o número de 

tubos utilizados em cada experimento. Para cada tubo (0,5 mL) dissolveu-se 

0,04g de Sulfato Ferroso Heptahidratado (FeSO4) em 0,10 mL de Ácido 

Sulfúrico (H2SO4) 1N, adicionando-se ainda 0,25 mL de Solução de Molibdato 

(descrita abaixo) e 0,15 mL de H2O MILLI-Q. 

A Solução de Molibdato foi preparada do seguinte modo: dissolveu-se 

25g de Molibdato de Amônio Tetrahidratado em 300 mL de H2O MILLI-Q, em 

seguida, adicionou-se 133,3 mL de H2SO4 37,5 N (PA), completando o volume 

para 1000 mL com H2O MILLI-Q. 

A solução padrão de fosfato (1mM) usada para construção da curva 

padrão foi preparada dissolvendo-se 68 mg de KH2PO4 em 500 mL de H2O 

MILLI-Q. 
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3.7) Imunodetecção de proteínas por Western Blot 

 

Após dissecção, como descrito no item 3.1, as retinas foram colocadas 

diretamente em eppendorfs contendo 200 µL de tampão de amostra contendo 

SDS, sendo adicionadas 3 retinas por ponto nas idades P0 e P4 e 2 retinas por 

ponto nas demais idades. Em seguida, os eppendorfs foram fervidos a 100ºC 

por cerca de 10 minutos para desnaturação das proteínas. Realizou-se a 

dosagem de proteínas, como descrito no item 3.3, e após, à cada 100µL de 

amostra foi adicionado 2µL de azul de bromofenol. Ao final, as amostras foram 

congeladas em freezer -20º C. 

As proteínas da retina (60µg por poço) foram separadas em gel de 

poliacrilamida contendo SDS, sendo preparados géis com 6% de poliacrilamida 

para imunodetecção das subunidades α1 e α3 da (Na+/K+)-ATPase, géis com 

7% de poliacrilamida para imunodetecção de p-IGF-R e géis com 16% de 

poliacrilamida para imunodetecção do IGF-I. Em seguida, as proteínas dos géis 

foram transferidas eletroforeticamente para membranas de PVDF segundo 

método descrito por (Towbin et al., 1979). As membranas contendo proteínas 

do gel foram incubadas por duas horas em solução TBS-T (Salina Tamponada 

de Tris pH 7,4 mais 0,1% de Tween 20) contendo 5% de leite desnatado ou em 

1% de albumina para bloqueio dos sítios inespecíficos de ligação de 

anticorpos. 

Em seguida, as membranas foram incubadas, overnight, com anticorpo 

primário contra os antígenos específicos nas seguintes diluições: anti-

α1(1:500), anti-α3 (1:2000), anti-p-IGF-R (1:200), anti-IGF (0,25 µg/mL) e anti-

actina (1:2000). O complexo antígeno-anticorpo primário era reconhecido por 

anticorpo secundário conjugado à enzima peroxidase. Utilizou-se como 

anticorpo secundário o anti-mouse (1:2000) para os experimentos com anti-α1e 

anti-α3, e o anti-rabbit (1:3000) para os demais experimentos. 

A imunodetecção do complexo ternário formado entre o antígeno, 

anticorpo primário e anticorpo secundário foi realizada por quimiluminescência 

(kit ECL), segundo orientação do fabricante. A membrana era então exposta ao 

filme fotográfico (Hiperfilme – Amersham) e logo após, revelado com revelador 

GBX Kodak (1:10), seguido de fixação  com fixador Kodak (1:5). As bandas de 
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proteínas visualizadas no filme auto-radiográfico. A intensidade de cada banda 

nos filmes foi analisada pelo programa Scion Image e quantificadas 

relativamente a uma proteína usada como padrão interno de carregamento.  

 

3.8) Análise dos dados 

Os experimentos foram representados graficamente utilizando o 

programa Sigma Plot. Os valores demonstrados representam a média ± erro 

padrão. As análises estatísticas foram feitas pelo método de Student e os 

dados foram considerados significativos quando P ≤ 0,05 ou ≤ 0,01. 
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4. RESULTADOS 
 

4.1) Atividade (Na+/K+)-ATPásica durante o desenvolvimento pós-

natal do córtex cerebral de ratos. 

 

 Com objetivo de determinar a atividade (Na+/K+)-ATPásica no cérebro 

de ratos em diferentes etapas do desenvolvimento pós-natal, os ratos com 

diferentes idades foram sacrificados, seus córtices cerebrais removidos e 

homogeneizados em tampão apropriado. Em seguida, a atividade (Na+/K+)-

ATPásica foi determinada por dosagem colorimétrica da produção de Pi 

sensível à 1mM ouabaína, conforme descrito em materiais e métodos. Nossos 

resultados demonstraram que a atividade (Na+/K+)-ATPásica no córtex cerebral 

de animais com menos de um dia de nascimento (P0), era 37,59±2,63  nmoles 

Pi x mg ptn-1 x min-1. Esta atividade foi mantida relativamente estável em 

animais P1 e P7. No entanto, a atividade enzimática em cérebros de animais 

P14 (139,25±12,05 nmoles Pi x mg ptn-1 x min-1) atingiu um valor superior a 

três vezes aquele obtido para animais P0 (Fig. 6). O Nível de atividade 

permaneceu mais elevado e estável em animais entre P14 e P90. 
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Figura 6: Atividade (Na+/K+)-ATPásica durante o desenvolvimento pós-natal de córtex cerebral 
de ratos. A determinação da atividade (Na+/K+)-ATPásica foi realizada segundo protocolo descrito em 
materiais e métodos. Os valores expressos representam média ± erro padrão. Número de 
experimentos independentes: (n) ≥ 3. (*) p< 0.001 comparados a P0. 
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       4.2) Atividade (Na+/K+)-ATPásica durante o desenvolvimento 

pós-natal da retina de ratos. 

Com objetivo de avaliar a atividade (Na+/K+)-ATPásica na retina de ratos 

em diferentes etapas do desenvolvimento pós-natal, animais foram 

sacrificados, seus olhos foram removidos, dissecados para obtenção de retinas 

e preparados para homogeneização em tampão apropriado. Em seguida, a 

atividade (Na+/K+)-ATPásica foi determinada por dosagem colorimétrica da 

produção de Pi sensível à 1mM ouabaína, conforme descrito em materiais e 

métodos. Nossos dados demonstraram que a atividade (Na+/K+)-ATPásica na 

retina dos ratos P1, era de 62,02±8,49 nmoles Pi x mg ptn-1 x min-1. Esta 

atividade praticamente dobrou em animais na idade de P7 (119,53±3,24 

nmoles Pi x mg ptn-1 x min-1). Animais P14 apresentaram atividade ainda maior, 

cerca de três vezes o valor observado em animais P1 (178,48±11,55 nmoles Pi 

x mg ptn-1 x min-1) (Fig. 7). O Nível de atividade permaneceu estável entre 

animais P14 e P90. 
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Figura 7: Atividade (Na+/K+)-ATPásica durante o desenvolvimento pós-natal de retina de ratos.  A 
determinação da atividade (Na+/K+)-ATPásica foi realizada segundo protocolo descrito em materiais e 
métodos. Os valores expressos representam média ± erro padrão. Número de experimentos 
independentes: (n) ≥ 3. (*) p< 0.005 comparados a P1. 
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4.3) Expressão de diferentes isoformas da subunidade catalítica da 

(Na+/K+)-ATPase durante o desenvolvimento pós-natal da retina de ratos. 

 Diante dos resultados que demonstraram aumento na atividade (Na+/K+)-

ATPásica na retina durante o desenvolvimento pós-natal dos ratos, decidimos 

investigar a possibilidade de uma correlação entre a variação de atividade da 

enzima e os níveis proteicos de duas diferentes isoformas para a subunidade α 

(catalítica) da enzima em diferentes etapas do desenvolvimento pós-natal. A 

expressão da subunidade α1, comum a todos os tipos celulares do SNC 

(Levenson, 1994), e da subunidade α3, cuja expressão é característica de 

neurônios (Mcgrail et al., 1991), foi avaliada a partir da separação de proteínas 

por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida e imunodetecção das 

proteínas por western blot, utilizando anticorpos específicos em reação de 

quimiluminescência, conforme descrito em materiais e métodos.  

Na figura 8, podemos observar os dados relativos a uma análise 

densitométrica das bandas correspondentes a imunodetecção da subunidade 

α1 da (Na+/K+)-ATPase em filme auto-radiográfico por western blot. A 

expressão da subunidade α1 aumenta significativamente entre animais P0 e 

P4. No entanto, o nível desta proteína parece reverter para uma tendência de 

queda em etapas mais adiantadas do desenvolvimento (animais P30), 

retornando ao nível próximo aquele observado em animais P0. 
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Figura 8: Expressão da subunidade αααα1 da (Na+/K+)-ATPase durante o desenvolvimento pós-natal 
da retina. As retinas foram dissecadas e homogeneizadas em tampão de amostra. As proteínas da retina 
(60µg) foram separadas em gel de poliacrilamida contendo SDS e transferidas para membrana PVDF. 
Figura A: análise densitométrica da imunodetecção da subunidade α1 em diferentes etapas do 
desenvolvimento, revelada por quimiluminescência, em filme auto-radiográfico. Figura B: Imagem de um 
filme auto-radiográfico representativo da imunodetecção da subunidade α1 em diferentes etapas do 
desenvolvimento. O anticorpo anti-subunidade α1 foi utilizado na concentração  de (1:500) e o anticorpo 
secundário, anti-mouse, na concentração de (1:2000). Os valores foram expressos em média ± erro 
padrão. Número de experimentos independentes: (n) ≥ 8. (*) p< 0.005 comparados a P0. 
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A análise da expressão da subunidade α3 ao longo do desenvolvimento 

animal revelou um perfil contrário aquele observado para a subunidade α1. 

Podemos verificar redução do nível de expressão da subunidade α3 entre os 

animais P0 e P4, revertendo para uma tendência de alta, que culmina com o 

retorno ao nível de P0 em animais P30 (Fig. 9).   

 

Figura 9: Expressão da subunidade αααα3333 da (Na+/K+)-ATPase durante o desenvolvimento pós-natal da 
retina. As retinas foram dissecadas e homogeneizadas em tampão de amostra. As proteínas da retina 
(60µg) foram separadas em gel de poliacrilamida contendo SDS e transferidas para membrana PVDF. 
Figura A: análise densitométrica da imunodetecção da subunidade α3 em diferentes etapas do 
desenvolvimento, revelada por quimiluminescência, em filme auto-radiográfico. Figura B: Imagem de um 
filme auto-radiográfico representativo da imunodetecção da subunidade α3 em diferentes etapas do 
desenvolvimento. O anticorpo anti-subunidade α3 foi utilizado na concentração  de (1:2000) e o seu 
anticorpo secundário, anti-mouse, na concentração de (1:2000). Os valores foram expressos em média ± 
erro padrão. Número de experimentos independentes: (n) ≥ 7. (*) p< 0.001 comparados a P0. 
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 4.4) Efeito do IGF-I exógeno sobre a atividade (Na+/K+)-ATPásica da 

retina durante o desenvolvimento pós-natal da retina de ratos. 

 A atividade, bem como a expressão, da (Na+/K+)-ATPase pode ser 

modulada por diferentes hormônios e autacóides (Feraille e Doucet, 2001). Por 

outro lado, o IGF-I, um importante mediador dos efeitos do hormônio do 

crescimento (GH), tem sido indicado como promotor dos efeitos de crescimento 

em diferentes tipos celulares, entre os quais podemos citar as células do tecido 

nervoso (Russo et al., 2005). 

Com objetivo de buscar um fator comum no estabelecimento de uma 

relação entre o desenvolvimento do sistema nervoso, em particular da retina, e 

as alterações nos níveis de atividade (Na+/K+)-ATPásica, decidimos avaliar o 

papel do IGF-I sobre a atividade (Na+/K+)-ATPásica de retinas de ratos em 

diferentes etapas do desenvolvimento. Nossa abordagem experimental 

consistiu em incubar as retinas de animais P1, P7 e P14 em meio de cultivo 

suplementado com IGF-I, por período de 1 hora. Cabe destacar que a escolha 

destas idades se deve a observação de diferença significativa na atividade 

(Na+/K+)-ATPásica entre animais P1 e P14, demonstradas acima. 

Nossos resultados demonstram que ambas as concentrações de IGF-I 

(10 ng/mL ou 100 ng/mL) não causaram mudança na atividade enzimática de 

retinas de ratos P1, quando comparadas ao controle (Fig. 10). 
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Figura 10: Atividade da (Na+/K+)-ATPase em retina de ratos P1, após incubação com IGF-I.  A 
determinação da atividade (Na+/K+)-ATPásica foi realizada segundo protocolo descrito em materiais e 
métodos. Os valores expressos representam média ± erro padrão de três experimentos independentes. 
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Em contraste, ao analisarmos o efeito do IGF-I em retinas de ratos P7, 

nossos resultados demonstram que 10 ng/mL de IGF-I estimulou a atividade 

(Na+/K+)-ATPásica em cerca de 33%; passando de 107,58±9,48 nmoles Pi x 

mg ptn-1 x min-1 no controle,  para 143,25±13,93 nmoles Pi x mg ptn-1 x min-1. 

Um aumento também significativo, embora menor, foi observado na atividade 

enzimática de retinas incubadas com 100 ng/mL de IGF-I. Neste caso, o 

aumento foi de 26%, atingindo 135,95±10,02 nmoles Pi x mg ptn-1 x min-1 (Fig. 

11). 

 

Figura 11: Atividade da (Na+/K+)-ATPase em retina de animais P7, após incubação com IGF-I.  A 
determinação da atividade (Na+/K+)-ATPásica foi realizada segundo protocolo descrito em materiais e 
métodos. Os valores expressos representam média ± erro padrão de onze experimentos independentes. 
(*) p< 0.05 comparados ao controle. 
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De modo similar ao observado para animais P1, a atividade enzimática 

presente na retina de ratos P14 não foi alterada por nenhuma das duas 

concentrações de IGF-I (10 ng/mL ou 100 ng/mL), quando comparadas ao 

controle (Fig. 12).  

 

 

 

Figura 12: Atividade da (Na+/K+)-ATPase em retina de animais P14, após incubação com IGF-I.  A 
determinação da atividade (Na+/K+)-ATPásica foi realizada segundo protocolo descrito em materiais e 
métodos. Os valores expressos representam média ± erro padrão de seis experimentos independentes. 
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4.5) Efeito do IGF-I endógeno sobre a atividade (Na+/K+)-ATPásica da 

retina de animais P7 

 O efeito modulatório do IGF-I exógeno sobre a atividade (Na+/K+)-

ATPásica da retina de animais P7 demonstrou o potencial estimulatório deste 

hormônio sobre a enzima. Deste modo, decidimos realizar um experimento 

para avaliar o papel do IGF-I endógeno na modulação da atividade basal da 

(Na+/K+)-ATPase. Nossa abordagem consistiu em incubar as retinas de animais 

P7 em meio de cultura acrescido de IOMEAG 538 (inibidor específico do 

receptor de IGF-I), por período de 1 hora. 

 Nossos resultados demonstraram que a incubação de retinas com 10 

µM de IOMEAG 538 resultou em significativa inibição da atividade (Na+/K+)-

ATPásica, em torno de 31%, passando de 60,71±5,2 nmoles Pi x mg ptn-1 x 

min-1 no controle,  para 41,51±2,4 nmoles Pi x mg ptn-1 x min-1 (Fig. 13). 
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Figura 13: Atividade (Na+/K+)-ATPásica em retina de animais P7, após incubação com 10 µµµµM de 
IOMEAG 538.  A determinação da atividade (Na+/K+)-ATPásica foi realizada segundo protocolo descrito 
em materiais e métodos. Os valores expressos representam média ± erro padrão de três experimentos 
independentes. (*) p< 0.05 comparados ao controle. 
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 4.6) Alterações nos níveis de IGF-I durante o desenvolvimento pós-

natal da retina de ratos.  

Nossos resultados demonstraram que o IGF-I pode estar envolvido na 

modulação da atividade basal da (Na+/K+)-ATPase. Deste modo, tornou-se 

necessária uma avaliação sobre a presença de IGF-I na retina em diferentes 

etapas do desenvolvimento pós-natal.  Esta análise foi realizada a partir de 

uma análise densitométrica das bandas correspondentes a imunodetecção de 

IGF-I em homogeneizados de retina de animais de diferentes idades, por 

western blot. Nossos resultados demonstram que os níveis de expressão de 

IGF-I na retina sofreram uma redução significativa em animais P14, quando 

comparados aos níveis observados em animais P0-P4-P7. Após a queda, em 

animais P14, o nível de IGF-I permanece estável em animais P30 (Fig. 14). 
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Figura 14: Expressão de IGF-I durante o desenvolvimento pós-natal da retina. As retinas foram 
dissecadas e homogeneizadas em tampão de amostra. As proteínas da retina (60µg) foram separadas 
em gel de poliacrilamida contendo SDS e transferidas para membrana PVDF. Figura A: análise 
densitométrica da imunodetecção de IGF-I em diferentes etapas do desenvolvimento, revelada por 
quimiluminescência, em filme auto-radiográfico. Figura B: Imagem de um filme auto-radiográfico 
representativo da imunodetecção de IGF-I em diferentes etapas do desenvolvimento. O anticorpo anti-IGF 
foi utilizado na concentração de (0,25 µg/mL) e o seu anticorpo secundário, anti-rabbit, na concentração 
de (1:3000). Os valores foram expressos em média ± erro padrão. Número de experimentos 
independentes: (n) ≥ 3. (*) p< 0.001 comparados a P0. 
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4.7) Avaliação do nível de receptor de IGF-I fosforilado durante o 

desenvolvimento pós-natal da retina. 

 IGF-I pode se ligar a receptores de insulina, bem como ao seu receptor 

específico (IGF-I R) (Bondy e Cheng, 2004). No entanto, IGF-I R parece ser o 

receptor fisiológico para este hormônio, uma vez que apresenta maior afinidade 

por este último (Russo et al., 2005). O receptor de IGF-I apresenta atividade 

catalítica do tipo tirosina-cinase. De modo similar a outros receptores tirosina-

cinase, sua ativação inicia-se por um evento de auto-fosforilação (Chesik et al., 

2007). Considerando nossos resultados que demonstram que IGF-I endógeno 

modula a atividade basal da (Na+/K+)-ATPase, procuramos iniciar o estudo da 

via de sinalização envolvida neste processo. Nossa abordagem inicial consistiu 

em avaliar o nível de fosforilação do receptor de IGF-I em retinas de animais 

em diferentes estágios do desenvolvimento, através da imunodetecção da 

fosfo-proteína (p-IGF-I R) por western blot, utilizando anticorpo específico. 

Nossos dados demonstram diminuição gradativa no nível de p-IGF-I R ao longo 

do desenvolvimento pós-natal (Fig. 15). 
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Figura. 15: Expressão de p-IGF-I R durante o desenvolvimento pós-natal da retina. As retinas foram 
dissecadas e homogeneizadas em tampão de amostra. As proteínas da retina (60µg) foram separadas 
em gel de poliacrilamida contendo SDS e transferidas para membrana PVDF. Figura A: análise 
densitométrica da imunodetecção de fosfo-receptor de IGF-I (p-IGF-I R) em diferentes etapas do 
desenvolvimento, revelada por quimiluminescência, em filme auto-radiográfico. Figura B: Imagem de um 
filme auto-radiográfico representativo da imunodetecção de (p-IGF-I R) em diferentes etapas do 
desenvolvimento. O anticorpo anti- p-IGF-I R foi utilizado na concentração de (1:200) e o seu secundário, 
anti-rabbit, na concentração de (1:3000). Os valores foram expressos em média ± erro padrão. Número de 
experimentos independentes: (n) ≥ 3. (*) p< 0.0001 comparados a P0. 
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 4.8)  Envolvimento de PI3 cinase e Src cinase na modulação da 

atividade (Na+/K+)-ATPásica basal de retina de ratos P7 

 Dados na literatura demonstram que IGF-I estimula o aumento da 

atividade (Na+/K+)-ATPásica através da via da PI3 cinase em células do 

músculo liso (Li et al., 1999; Isenovic et al., 2004). Além disso, foi demonstrado 

recentemente, a participação de Src cinase na estimulação da atividade 

(Na+/K+)-ATPásica por leptina e pelo hormônio T3 (triiodotironina) (Bhargava et al., 

2007; Jamroz-Wisniewska et al., 2008). Sendo assim, decidimos investigar a 

participação de PI3 cinase e Src cinase na manutenção da atividade (Na+/K+)-

ATPásica basal. Nosso experimento consistiu em incubar, por 1 hora, as 

retinas de animal P7 com 25 µM Ly 294002 (inibidor de enzima específico da 

via da PI3 cinase) ou 1 µM de PP1 (inibidor específico da via da Src cinase). 

Nossos resultados demonstraram que a atividade basal da enzima (59,61±2,33 

nmoles Pi x mg ptn-1 x min-1 ) foi reduzida em cerca de 43% na presença de Ly 

294002 (33,88±4,02 nmoles Pi x mg ptn-1 x min-1).  Inibição de intensidade 

similar foi observada em retinas incubadas com PP1 (33,21±8,17 nmoles Pi x 

mg ptn-1 x min-1) (Fig. 16). 
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Figura 16: Atividade (Na+/K+)-ATPásica em retina de animais P7, após incubação com Ly 294002 
(25 µµµµM) e PP1 (1µµµµM).  A determinação da atividade (Na+/K+)-ATPásica foi realizada segundo protocolo 

descrito em materiais e métodos. Os valores expressos representam média ± erro padrão de quatro 
experimentos independentes. (*) p< 0.001 comparados ao controle e (**) p< 0.05 comparados ao controle. 
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5. DISCUSSÃO 
 

Neste trabalho, avaliamos o perfil da atividade (Na+/K+)-ATPásica 

durante o desenvolvimento do sistema nervoso de ratos pigmentados, 

utilizando a retina como modelo de estudos. Em paralelo, determinamos os 

níveis protéicos de duas isoformas da subunidade catalítica da enzima. Nossos 

dados indicaram aumento na atividade enzimática na primeira quinzena de vida 

dos animais, apesar não haver alteração dos níveis protéicos de qualquer uma 

das isoformas avaliadas. Deste modo, decidimos iniciar um estudo sobre 

possíveis moduladores da atividade enzimática basal envolvidos neste 

processo. Nossos dados indicam que o IGF-I pode contribuir com o aumento 

desta atividade durante a primeira semana de vida. Iniciamos, ainda, uma 

investigação visando encontrar elementos envolvidos na via de sinalização 

capaz de modular a atividade (Na+/K+)-ATPásica basal. A participação de duas 

enzimas foi demonstrada com uso de inibidores específicos, sendo elas a PI3 

cinase e a  Src cinase. Estes dados, ainda em fase preliminar, podem contribuir 

para o entendimento do papel funcional da atividade (Na+/K+)-ATPásica no 

desenvolvimento do sistema nervoso. 

Com a finalidade de conhecer o perfil da atividade (Na+/K+)-ATPásica no 

desenvolvimento da retina, decidimos fazer uma avaliação comparativa com o 

perfil da enzima no córtex cerebral. Em acordo com relatos anteriores (De 

Sousa et al., 1978; Lopez et al., 2002), nossos dados revelaram aumento 

significativo da atividade enzimática no córtex cerebral, durante os primeiros 14 

dias de vida. Seguindo nosso objetivo principal, observamos ainda que a 

atividade (Na+/K+)-ATPásica na retina segue padrão similar de alteração no 

mesmo período, demonstrando estreita correlação entre o padrão de 

expressão desta atividade catalítica em ambos os segmentos do sistema 

nervoso. Cabe destacar que a abertura dos olhos dos animais ocorre em torno 

do 14º dia de vida (P14) (Farah, 2006), acarretando aumento significativo do 

processamento da resposta visual ao nível retiniano. Sendo o funcionamento 

da (Na+/K+)-ATPase importante para a excitabilidade neuronal, uma vez que é 
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responsável pela manutenção dos gradientes de sódio e potássio através da 

membrana plasmática,  é plausível esperar um aumento em sua atividade em 

função do aumento da excitabilidade no tecido. Da mesma maneira, à medida 

que o tecido cortical vai sofrendo o seu processo de diferenciação, também 

deve haver um aumento na atividade enzimática como observado. A correlação 

temporal entre os aumentos de atividade em ambos os tecidos, atingindo valor 

máximo em torno do 14º dia, nos leva a questionar ainda se o aumento da 

atividade elétrica no sistema visual poderia ter como conseqüências a elevação 

da atividade enzimática em ambos os tecidos.  

O aumento observado na atividade (Na+/K+)-ATPásica na retina durante 

o desenvolvimento pós-natal dos ratos poderia estar relacionado a um aumento 

na atividade catalítica ou no nível de expressão das isoformas para as 

subunidades catalíticas. Quatro diferentes isoformas para a subunidade 

catalítica da (Na+/K+)-ATPase foram descritas, denominadas α1−α4 (Shamraj e 

Lingrel, 1994; Malik et al., 1996). Nossos dados demonstram que a subunidade 

α1, que apresenta expressão ubiquitária (Lingrel, 1992), e a subunidade 

α3, cuja expressão é característica de tecido nervoso (Mcgrail et al., 1991), não 

apresentaram diferenças em seus níveis protéicos entre animais P0 e P14, 

descartando a hipótese de alteração na expressão destas subunidades e 

sugerindo alteração nas propriedades catalíticas da enzima durante o 

desenvolvimento da retina. No entanto, cabe ressaltar que nossa conclusão 

final a este respeito ainda depende de uma avaliação da expressão da 

isoforma α2,  característica das células gliais (Dowling, 1991; Levenson, 1994) 

presentes na retina, denominadas células de Müller. 

A distribuição das isoformas da subunidade catalítica para (Na+/K+)-

ATPase em diferentes tipos celulares das retinas de ratos e camundongos 

adultos já foi descrita (Mcgrail e Sweadner, 1990; Wetzel et al., 1999). Os 

fotorreceptores, as células bipolares e as amácrinas possuem expressão 

exclusiva da isoforma α3; as células horizontais e ganglionares expressam α1 

e α3; as células de Müller expressam α1 e α2 (Wetzel et al., 1999). Uma 

análise detalhada dos nossos resultados revelou ainda uma alteração pontual e 
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invertida nas expressões das isoformas α1 e α3 na retina de animais entre P0 e 

P4. Enquanto observamos um aumento na expressão da subunidade α1 entre 

P0 e P4, com posterior reversão ao nível controle, a expressão da subunidade 

α3 é reduzida entre P0 e P4, com posterior reversão ao nível controle. Nossos 

dados não nos permitem ainda entender o motivo ou as conseqüências 

fisiológicas destas alterações. 

A atividade e a expressão da (Na+/K+)-ATPase estão sujeitas a 

regulação por diferentes hormônios, bem como alterações decorrentes do 

desenvolvimento de órgãos e tecidos (Blanco e Mercer, 1998). No entanto, 

nenhum estudo prévio havia sido desenvolvido com objetivo de conhecer o 

perfil da atividade (Na+/K+)-ATPásica durante o desenvolvimento do tecido 

retiniano. Nossos dados revelam um mecanismo de regulação da atividade 

basal da enzima nesta porção do sistema nervoso. O IGF-I é o principal 

mediador dos efeitos do hormônio do crescimento (GH). Diferentes fatores 

interferem nos níveis circulantes de GH e IGF-I, dentre eles podemos destacar 

a idade, ou estágio de desenvolvimento do organismo (Bondy e Cheng, 2004). 

O IGF-I está envolvido em diferentes processos no desenvolvimento do 

sistema nervoso, tais como neurogênese, mielinização e sinaptogênese 

(Gunnell et al., 2005). Em particular, este hormônio desempenha importantes 

funções no controle de processos celulares do tipo proliferação, sobrevida e 

diferenciação (Chesik, 2004). Por este motivo, decidimos iniciar nossos estudos 

sobre possíveis moduladores envolvidos no aumento da atividade (Na+/K+)-

ATPásica focalizando o IGF-I. Nossos resultados demonstraram que a 

atividade (Na+/K+)-ATPásica da retina é capaz de responder ao estímulo deste 

hormônio. No entanto, observamos ainda que esta resposta pode ser 

observada somente em animais P7, uma vez que somente nesta idade o IGF-I 

exógeno foi capaz de estimular a atividade da enzima. 

Ao demonstrarmos o envolvimento do IGF-I na modulação da atividade 

basal da (Na+/K+)-ATPase, tornou-se necessária uma avaliação sobre a 

presença de IGF-I na retina em diferentes etapas do desenvolvimento pós-

natal. Popken e colaboradores mostraram que o IGF-I é amplamente expresso 

no SNC, de maneira tempo dependente e coincidente com o desenvolvimento 
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neuronal (Popken et al., 2005). Em camundongos, foi demonstrado que o pico 

de expressão do IGF-I acontece no período embrionário, entre E11 e E17, 

período este em que também ocorre a proliferação dos progenitores neuronais 

(Chrysis et al., 2001). No córtex visual de ratos, a expressão de IGF-I aumenta 

entre P15 e P21, período de intensa sinaptogênese em todas as camadas 

corticais e que corresponde ao início do período crítico para uma remodelagem 

de conexões visuais dependente de experiência (Ciucci et al., 2007). Nossos 

resultados mostram que os níveis de expressão de IGF-I na retina caem em 

animais com idade entre P7 e P14, o que está de acordo com um estudo 

desenvolvido por outros autores, onde a expressão de RNA mensageiro para 

IGF-I diminui com o desenvolvimento pós-natal em ratos Sprague-Dawley (Cao 

et al., 2001). Como dito anteriormente, algumas células, como bipolares, 

bastonetes e células de Müller estão se diferenciando entre E20 e P13 (Reese 

e Colello, 1992; Farah, 2006), sugerindo que o IGF-I poderia estar relacionado 

ao crescimento e diferenciação destes tipos celulares, explicando os níveis 

elevados de expressão de IGF-I no início do desenvolvimento em retinas de 

ratos. 

Para desempenhar sua função hormonal, IGF-I liga-se a receptor 

específico (do tipo I, IGF-I R) na membrana plasmática. Este receptor, 

pertencente à família de receptores catalíticos com atividade tirosina cinase, 

apresenta significativa homologia estrutural com receptores de insulina (Chesik 

et al., 2007). Após a ligação do IGF, ocorre a ativação de tirosina cinase na 

porção intracelular do receptor. Em seguida, diferentes cascatas de sinalização 

são ativadas, culminando na ativação de vias envolvendo PI-3 e MAP cinases 

(Russo et al., 2005).  

O papel funcional do IGF-I endógeno na estimulação da atividade 

(Na+/K+)-ATPásica foi demonstrado ao incubarmos as retinas com um inibidor 

especifico para o receptor de IGF-I (IOMEAG 538), onde pudemos observar 

que a droga levou a uma redução da atividade basal da (Na+/K+)-ATPase. 

Concluindo nossa proposta para explicar o papel do IGF-I na estimulação da 

atividade (Na+/K+)-ATPásica basal em retinas de animais, devemos destacar 

que o IGF-I endógeno pode estar envolvido no aumento da atividade 
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enzimática somente até a idade de P7, por dois motivos: 1) Apesar da atividade 

enzimática basal aumentar entre P7 e P14, a enzima de animais P14 não 

responde ao IGF-I exógeno, 2) os níveis de IGF-I endógeno caem 

significativamente entre P7 e P14. Deste modo, acreditamos que o aumento na 

atividade enzimática observado entre animais P7 e P14 pode estar relacionado 

a outro fator.  

Nossa investigação em relação à modulação da atividade (Na+/K+)-

ATPásica basal por IGF-I foi iniciada através de uma avaliação do nível de 

fosforilação endógena do receptor de IGF-I em retinas de animais em 

diferentes estágios do desenvolvimento pós-natal. Cabe destacar que 

definimos “fosforilação endógena” do receptor, aquela promovida pelo IGF-I 

endógeno.  Nossos dados preliminares demonstraram queda gradativa no nível 

fosfo-receptor. No entanto, nossa estimativa sobre o nível de fosforilação do 

receptor será concluída somente após avaliação do nível de receptor total, que 

permitirá uma avaliação relativa da proporção entre os níveis de fosfo-receptor 

e receptor total. Os níveis de receptores de IGF-I e insulina no cérebro de fetos 

de ratos são de quatro a dez vezes mais abundantes que em animais adultos, 

sugerindo assim, a importância destes fatores para o desenvolvimento do SNC 

(De Pablo e De La Rosa, 1995). No entanto, os níveis de expressão de 

receptor de IGF-I no desenvolvimento da retina não são conhecidos e por este 

motivo não dispomos de informação sobre possíveis variações na expressão 

deste receptor durante o desenvolvimento da retina. 

A via de sinalização responsável pela modulação da atividade (Na+/K+)-

ATPásica basal por IGF-I endógeno envolve um receptor sensível ao inibidor 

específico IOMEAG 538, como evidenciado em nossos resultados. O próximo 

objetivo nesta linha de investigação era identificar as enzimas envolvidas na 

modulação da (Na+/K+)-ATPase pelo IGF-I. Dados na literatura demonstram 

envolvimento de uma lipídeo cinase e uma tirosina cinase em vias de 

sinalização ativadas por IGF-I, bem como envolvimento das mesmas na 

modulação da (Na+/K+)-ATPase. O envolvimento da via PI3 cinase na 

estimulação da atividade (Na+/K+)-ATPásica em células do músculo liso por 

IGF-I (Li et al., 1999; Isenovic et al., 2004), bem como a participação de Src 
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cinase na estimulação da atividade (Na+/K+)-ATPásica por leptina e pelo 

hormônio T3 foi demonstrada nos últimos anos (Bhargava et al., 2007; Jamroz-

Wisniewska et al., 2008). Apesar de não termos demonstrado ainda o 

envolvimento da PI3 cinase e Src cinase no mecanismo de ativação da 

(Na+/K+)-ATPase por IGF-I, nossos dados demonstraram que a atividade 

(Na+/K+)-ATPásica basal é sensível a inibidores destas enzimas (Ly 294002 e 

PP1, respectivamente), indicando a participação das mesmas na manutenção 

da atividade (Na+/K+)-ATPásica basal e o possível envolvimento de IGF-I.  
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6. PERSPECTIVAS 

Determinar o perfil de expressão da subunidade α2 durante o 

desenvolvimento da retina com a finalidade de avaliar a possibilidade de sua 

relação com aumento da atividade (Na+/K+)-ATPásica basal entre P0 e P14; 

Elucidar o mecanismo de sinalização por IGF-I responsável pela 

modulação da (Na+/K+)-ATPase na retina, destacando papel de receptores, 

enzimas e segundos mensageiros; 

Identificar outros fatores envolvidos na maturação do SNC que poderiam 

atuar como moduladores da atividade (Na+/K+)-ATPásica basal, possivelmente 

envolvendo participação de PI3 e Src cinases; 

Identificar outro(s) fator(es) envolvidos na modulação da (Na+/K+)-

ATPase entre P7 e P14, uma vez que nossos dados indicam envolvimento de 

IGF-I apenas entre as idades de P0 e P7.  
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