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“Dé mais as pessoas, MAIS do que elas esperam, e faga com alegria.

- Decore seu poema favorito.

- Ndo acredite em tudo que vocé ouve, gaste tudo o que vocé tem e durma tanto quanto vocé queira.

- Quando disser "Eu te amo" olhe as pessoas nos olhos.

- Fique noivo pelo menos seis meses antes de se casar.

- Acredite em amor a primeira vista.

- Nunca ria dos sonhos de outras pessoas.

- Ame profundamente e com paixao.

- Vocé pode se machucar, mas é a unica forma de viver a vida completamente.

- Em desentendimento, brigue de forma justa, ndo use palavrées.

- No julgue as pessoas pelo seus parentes.

- Fale devagar mas pense com rapidez.

- Quando alguém perguntar algo que vocé ndo quer responder, sorria e pergunte: "Porque vocé quer saber?".
- Lembre-se que grandes amores e grandes conquistas envolvem riscos.

- Ligue para sua mae.

- Diga "saude" quando alguém espirrar.

- Quando vocé se deu conta que cometeu um erro, tome as atitudes necessarias.

- Quando vocé perder, ndo perca a ligao.

- Lembre-se dos trés Rs: Respeito por si proprio, respeito ao préximo e responsabilidade pelas agbes.

- Ndo deixe uma pequena disputa ferir uma grande amizade.

- Sorria ao atender o telefone, a pessoa que estiver chamando ouvird isso em sua voz.

- Case com alguém que vocé goste de conversar. Ao envelhecerem suas aptidées de conversagao serdo tao
importantes quanto qualquer outra.

- Passe mais tempo sozinho.

- Abra seus bragos para as mudangas, mas ndo abra mao de seus valores.

- Lembre-se de que o siléncio, as vezes, é a melhor resposta.

- Leia mais livros e assista menos TV.

- Viva uma vida boa e honrada. Assim, quando vocé ficar mais velho e olhar para tras, vocé podera aproveita-
la mais uma vez.

- Confie em Deus, mas tranque o carro.

- Uma atmosfera de amor em sua casa € muito importante. Faga tudo que puder para criar um lar tranquilo e
com harmonia.

- Em desentendimento com entes queridos, enfoque a situagao atual.

- Nao fale do passado.

- Leia o que esta nas entrelinhas.

- Reparta o seu conhecimento. E uma forma de alcangar a imortalidade.

- Seja gentil com o planeta.

- Reze. Ha um poder incomensuravel nisso.

- Nunca interrompa enquanto estiver sendo elogiado.

- Cuide da sua prdpria vida.

- Nao confie em alguém que néo fecha os olhos enquanto beija.

- Uma vez por ano, va a algum lugar onde nunca esteve antes.

- Se vocé ganhar muito dinheiro, coloque-o a servigo de ajudar os outros, enquanto vocé for vivo. Esta é a
maior satisfacdo de riqueza.

- Lembre-se que o melhor relacionamento é aquele em que o amor de um pelo outro é maior do que a
necessidade de um pelo outro.

- Julgue seu sucesso pelas coisas que vocé teve que renunciar para conseguir.

- Lembre-se de que seu carater é seu destino.

- Usufrua o amor e a culinaria com abandono total.”

Dalai Lama
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RESUMO

A (Na*/K*)-ATPase é a proteina responsavel pelo transporte eletrogénico de
Na* e de K* acoplado a hidrélise 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 constituida de duas
cadeias polipeptidicas, o e B, que podem existir em quatro e trés isoformas
distintas, respectivamente. A proposta do nosso trabalho foi analisar o perfil da
atividade (Na'/K*)-ATPasica durante o desenvolvimento do sistema nervoso de
ratos pigmentados Lister Hooded, bem como o papel do IGF-I na modulacao desta
atividade na retina. Nossos resultados demonstram que as atividades cataliticas
da (Na'/K*)-ATPase de retina e de cortex cerebral de ratos aumentam
significativamente durante o periodo de desenvolvimento pés-natal, atingindo um
aumento de trés vezes entre PO/P1 e P14. Este aumento ndo corresponde a uma
diferenca de expressao das subunidades a1 e a3 da (Na*/K*)-ATPase nas idades
de PO e P14. O IGF-I foi capaz de induzir aumento significante da atividade
enzimatica na retina de animais P7, apesar de nao ter manifestado nenhuma
influéncia sobre a atividade em retinas de animais P1 e P14. Além disso, as vias
da PI3 cinase e Src cinase parecem estar envolvidas na modulagcao da atividade
(Na*/K*)-ATPasica basal no tecido retiniano. Estes dados indicam que o aumento
da atividade enzimatica observada até o 14° dia pode estar relacionado com a
diferenciacéo cortical e retiniana, além de um importante papel regulatério do IGF-I

na atividade (Na*/K*)-ATPasica 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, a and B, 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 PO/P1 and P14. This increase does not
correspond to a difference in expression of subunits a1 and a3 (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. INTRODUCAO

1.1) A (Na‘/K*)-ATPase

A enzima (Na'/K*)-ATPase, descoberta por Jens Christian Skou em
1957, esta presente na membrana plasmatica de células animais e tem a
funcéo catalitica de acoplar a hidrélise de ATP a movimentacao simultanea de
2 ions K" para dentro e 3 ions Na* para fora da célula, contra seus gradientes
eletroquimicos (Skou, 1957). Pertencente ao grupo das ATPases do tipo “P”,
apresentam como caracteristica comum a inibicdo por vanadato (VO,®), um
analogo de fosfato, e a auto-fosforilagcao por ATP em um residuo de aspartato

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

O mecanismo de transporte realizado por esta enzima inicia-se quando
ocorre a ligacao de trés ions Na* a sitios de alta afinidade na subunidade o da
proteina transportadora, na superficie citossolica da membrana (Fig.1). Essa
mesma subunidade também possui o sitio de ligagdo para o ATP. A
fosforilacdo do transportador (1) altera sua conformacdo (2) e diminui sua
afinidade por Na*, levando a liberagdo do Na" na superficie extracelular. Em
seguida, dois ions K* ligam-se a sitios de alta afinidade na porgao extracelular
da mesma subunidade (3), a enzima €& desfosforilada (4), reduzindo sua
afinidade para os ions K", que sao liberados no interior da célula. Ao final, a
proteina de transporte esta agora pronta para um novo ciclo de bombeamento
de Na* e K" (Devlin, 2007).

Esta enzima eletrogénica tem como uma de suas fungdes manter
diferencas de concentracdes dos ions Na" e K™ entre os compartimentos extra
e intracelulares, permitindo a manutencao das caracteristicas eletrofisiologicas
das células. Assim, a (Na*/K*)-ATPase desempenha uma fungédo importante
na regulagédo do volume celular, no transporte ativo secundario de glicose e
aminoacidos, nos niveis de H* (pH citoplasmatico) e Ca?* intracelulares
(através dos trocadores Na*/H* e Na*/Ca?*, respectivamente) (Blanco e Mercer,
1998).
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Figura 1: Mecanismo de transporte da (Na*/K*)-ATPase (Devlin, 2007). Detalhes sobre o ciclo
catalitico da enzima no texto.

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

A unidade funcional minima da (Na'/K")-ATPase é constituida de uma
subunidade maior denominada o, e outra menor, denominada B (Crambert et
al., 2000; Aperia, 2007), que estdo ligadas de modo nao covalente. A
subunidade FXYD pode estar associada a essa unidade funcional minima
(Geering, 2008) (Fig. 2).
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Figura 2: Esquema da estrutura molecular da (Na*/K*)-ATPase (Geering, 2008).

A subunidade o é uma proteina de 110-KDa que apresenta em torno de
dez segmentos em alfa-hélice transmembrana, além de dois dominios
citoplasmaticos. Esta subunidade contém o sitio catalitico, onde se ligam ATP,
sédio, potassio e inibidores especificos (glicosideos cardiacos) (Glynn, 1993;
Pressley, 1996).

A subunidade B é uma glicoproteina de peso molecular entre 40 e 60
KDa, dependendo do seu nivel de glicosilacdo nos diferentes tecidos.
Apresenta uma unica hélice transmembrana e um dominio extracelular. Esta
subunidade parece estar envolvida na oclusdo de K* e modulagao da afinidade
da enzima por K* e Na'. Além disso, funciona como uma “chaperona”
molecular em ATPases do tipo “P”, estabilizando o polipeptideo o e facilitando
sua distribuicdo e insercdo na membrana plasmatica (Mcdonough et al., 1990;

Chow e Forte, 1995; Geering, 2001). Esta subunidade parece ter uma
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relevancia fisiolégica na inducao da polaridade celular, na formacéao de “tight
junctions” e desmossomos, na motilidade celular e na transformacéo

oncogénica (Geering, 2008).

A concentragdo intracelular de sodio € um fator limitante para a atividade
da (Na'/K*)-ATPase. Hormoénios e neurotransmissores podem modular a
distribuicdo e o numero de unidades funcionais da enzima entre a membrana
plasmatica e os estoques intracelulares em vesiculas, além de modular
diretamente a transcricdo dos genes codificantes das subunidades o e
B (Feraille e Doucet, 2001). Um mecanismo regulatério diferente, envolvendo
interagdes especificas dependentes de tecido e de isoenzima da (Na'/K")-
ATPase com uma familia de pequenas proteinas de membrana denominadas
FXYD foi proposto por Crambert e colaboradores (Crambert e Geering, 2003).
Esta familia de proteinas contém 7 membros (FXYD1 — FXYD7), apresenta
peso molecular variando de 7 a 17-KDa, e é caracterizada por uma regiao
conservada FXYD na porcao N-terminal, dois residuos de glicina internos e um
residuo de serina no final do dominio transmembrana. Foi inicialmente
identificada no rim (FXYD2 ou subunidade y) e apresenta um importante papel
regulatério na fungdo (Na'/K")-ATPasica, 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 modulacao da ligacdo da
ouabaina (Fontes et al., 1999). A regulacdo da (Na'/K")-ATPase pode ser
definida ainda por diferentes fatores, tais como composicao das subunidades e
interacdo com a membrana (Blanco e Mercer, 1998; Lopina, 2001; Cornelius e
Mahmmoud, 2003).

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

A introducao de técnicas de biologia molecular levou a identificacdo de

diferentes isoformas para as subunidades o e B da (Na'/K")-ATPase. A
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heterogeneidade molecular observada pode ser explicada em funcdo da
expressao e associagao de diferentes tipos de subunidades o e B, que sao
expressas de modo dependente de tecido e de estagio do desenvolvimento,
em diferentes organismos.

Multiplas isoformas de ambas subunidades o (a1, o2, a3, ad) e B (B1,
B2, B3) (Orlowski e Lingrel, 1988; Martin-Vasallo et al, 1989; Shyjan e
Levenson, 1989; Malik et al, 1996) foram identificadas e diferem em
composicao de aminoacidos, peso molecular e sensibilidade para ions, agentes
alquilantes e glicosideos cardiacos (como exemplo podemos citar que a
isoforma o3 apresenta menor afinidade por Na* que as outras, enquanto a
isoforma a1 € a mais resistente a ouabaina) (Lingrel, 1992; Malik et al., 1996;
Blanco et al., 1999). As combinacdées de diferentes isoformas para as
subunidades a e B podem resultar em pelo menos nove diferentes isoenzimas
para a (Na*/K*)-ATPase em humanos (Crambert e Geering, 2003).

A dimerizacdo da enzima exibe um modelo de associacdo tecido-
especifico. A isoforma a1 associada com a subunidade 1 é encontrada em
todos os tecidos e € a principal isoenzima do rim (Lingrel, 1992; Levenson,
1994). A isoforma a2 predomina em adipdcitos, musculos, coracao e cérebro
(Mcgrail et al., 1991; Zahler et al., 1992), a3 é abundante no tecido nervoso
(Mcgrail et al, 1991), e a isoforma a4 foi encontrada somente em
espermatozoides (Shamraj e Lingrel, 1994). A isoforma B1, como a of,
apresenta ubiquidade. A isoforma B2 é encontrada em musculo esquelético,
glandula pineal e tecido nervoso (Lavoie et al., 1997; Peng et al., 1997),
enquanto B3 estd presente na retina, figado e pulméo (Arystarkhova e
Sweadner, 1997; Lavoie et al., 1997).

No Sistema Nervoso, a expressao de diferentes isoformas da (Na*/K")-
ATPase alcanca maior complexidade. Células neuronais podem expressar uma
ou mais isoenzimas, resultando em diferentes combinacées de heterodimeros
(Sweadner, 1979; Lingrel, 1992; Levenson, 1994). A subunidade o3 é a
subunidade mais abundante no cérebro, embora a presenca de al e a2 em
alguns tipos celulares deste tecido tenha sido reportada (Peng et al., 1997).
Interessantemente, a2 parece ser a subunidade mais abundante em células
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gliais (Levenson, 1994). A subunidade B1 parece ser a mais abundante no
sistema nervoso central, enquanto B2 parece estar presente apenas em alguns
tipos celulares especificos (Blanco e Mercer, 1998).

A expressao das isoformas da (Na*/K*)-ATPase esta sujeita a regulagéao
hormonal, bem como mudancas no decorrer do desenvolvimento, podendo
também ser alterada em algumas patologias (Blanco e Mercer, 1998).

As sete proteinas da familia FXYD que constituem a subunidade
regulatéria da (Na'/K*)-ATPase sdo: FXYD1 (phospholemman), encontrada no
coracdo e musculo esquelético; FXYD2 (subunidade yda (Na'/K")-ATPase)
encontrada nos rins; FXYD3 (Marcador de tumor mamario - Mat-8) expressa
no estdbmago e célon; FXYD4 (Fator Induzido por Horménio Corticosterdide —
CHIF) observada em rins e colon; FXYDS5 (proteina relacionada a canal i6nico -
RIC ou ainda “dysadherin”) é expressa no intestino, pulmao e rim, FXYD6
(phosphohippolin) e FXYD7, ambas observadas no cérebro (Geering, 2008).
As diferentes isoformas e distribuicées estdo resumidas na tabela a seguir
(Tab.1).

ol Ubiqua
o2 Adipécitos, musculos, coragéo e cérebro
a3 Tecido nervoso
o4 Espermatozdides
B1 Ubiqua
B2 Musculo esque_lético, glandula pineal e
tecido nervoso
B3 Retina, figado e puiméao
FXYD1 Coragéao e musculo esquelético
FXYD2 Rins
FXYD3 Estdbmago e colon
FXYD4 Rins e célon
FXYD5 Intestino, pulmé&o e rim
FXYD6 Cérebro
FXYD7 Cérebro

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



1.4) Papel da (Na*/K*)-ATPase no Sistema Nervoso

A inibicdo da enzima (Na'/K*)-ATPase em neurbnios induzida por
digitalicos tem efeitos na funcao neuronal. O potencial de repouso da
membrana plasmatica é baseado nos gradientes de concentracdo de sbdio e
potassio, e ndo surpreende o fato de que a dissipacado desses gradientes pela
inibicdo da (Na'/K*)-ATPase cause despolarizagdo (Lichtstein e Samuelov,
1982). Estudos demonstram que a inibicdo da (Na*/K*)-ATPase pode resultar
em liberag@o de neurotransmissores nos terminais nervosos (Vizi et al., 1982).

A inibicdo da (Na'/K*)-ATPase por ouabaina ou mudangas na
composicao id6nica extracelular estimulam a liberacdo de acetilcolina,
noradrenalina e GABA em fatias de cérebro (Vizi, 1972). Essa liberacao nao
vesicular e independente Ca*? foi demonstrada em fatias do hipocampo e
outras regides do cérebro (Vizi, 1972; 1977). Por outro lado, a estimulacao da
atividade (Na'/K*)-ATPasica inibe a liberagdo de neurotransmissores (Vizi e
Vyskocil, 1979).

Nos ultimos anos tem sido demonstrado um papel adicional para
(Na*/K*)-ATPase como transdutora de sinais envolvidos na modulagdo de
crescimento, apoptose, adesdo e mobilidade celular (Aperia, 2007). A via de
sinalizacao disparada pela (Na'/K")-ATPase é ativada por ouabaina enddgena,
um horménio esterdide produzido pelo coértex adrenal e pelo hipotalamo
incapaz de inibir sua atividade de transporte ibnico em concentracdes
fisiolégicas. A ligacdo da ouabaina endégena a (Na'/K*)-ATPase (receptor
protéico de alta afinidade presente na membrana plasmatica) resulta em um
efeito alostérico sobre o receptor promovendo a interacao fisica deste com
proteinas sinalizadoras e ativacdo de uma cascata de sinalizacdo quimica
(Harwood e Yaqgoob, 2005; Aperia, 2007).



1.5) Retina

A retina caracteriza-se por ser um tecido muito bem organizado, que tem
sua origem no ectoderma neural embrionario, 0 mesmo que origina o sistema
nervoso central (Dowling, 1991). Possui uma localizacdo privilegiada,
permitindo sua facil obtencéo, ja que é relativamente facil separa-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 informacdes sobre este tecido,
permitindo a comparacdo e correlagdo de resultados experimentais (Adler,
1993).

O tecido retiniano é uma estrutura laminar composta de camadas de
corpos celulares denominadas de nucleares e camadas de terminacgdes
nervosas denominadas de plexiformes. Compdem a retina: fotorreceptores,
células horizontais, células bipolares, células amacrinas, células ganglionares e

uma célula glial caracteristica denominada de célula de Muller (Dowling, 1991).

As camadas do tecido retiniano apresentam a seguinte constituicdo
celular (Fig. 3):

e (Camada Nuclear Externa (CNE) — nesta camada estao presentes
0s corpos celulares dos fotorreceptores que se dividem em dois
subtipos: 0s cones, que possuem baixa sensibilidade a luz e
permitem a visdo cromatica, € os bastonetes, que possuem
apenas um tipo de pigmento visual, a rodopsina responsavel pela
adaptacao da visdo ao claro-escuro (Yau, 1994);

e (Camada Plexiforme Externa (CPE) - €& formada pelos
prolongamentos das células bipolares, horizontais e dos
fotorreceptores, que fazem contatos sinapticos entre si;

e (Camada Nuclear Interna (CNI) — é constituida por células
bipolares, horizontais, améacrinas e as ganglionares deslocadas.



Células de Miiller apresentam seus corpos celulares nesta regiao
€ Seus processos perpassam as demais camadas da retina;

e (Camada Plexiforme Interna (CPl) - nesta camada os
prolongamentos de células bipolares, amacrinas e ganglionares
fazem contatos sinapticos;

e (Camada de Células Ganglionares (CCG) — nela estao localizadas
as células amacrinas deslocadas e as células ganglionares
(Dowling, 1991).

CNI

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



A organizacao estrutural deste tecido é praticamente a mesma em todos
os vertebrados (Wassle e Boycott, 1991). Em ratos, o periodo de gestacao € de
22 dias (Farah, 2006) e nesta fase as células da retina sdo geradas
obedecendo a uma determinada seqiiéncia. A neurogénese ocorre da seguinte
maneira: inicialmente sdo formadas as células ganglionares no periodo E14 a
E20; em seguida as amacrinas (E16 a P0) e horizontais entre E16 a E18; os
cones sao gerados a seguir (E15 a P0) e por fim as bipolares, bastonetes e as
células de Miller no periodo entre E20 a P13 (Reese e Colello, 1992; Farah,
2006). Esse processo de diferenciacéo retiniana depende nédo apenas de um
programa genético pré-determinado, com a expressao de moléculas de adeséo

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

A transducgéao do sinal luminoso em um sinal elétrico se da ao nivel dos
fotorreceptores e para tal a luz precisa atravessar o humor vitreo 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 informacado é levada através do nervo O6ptico para outras

estruturas do sistema nervoso central (Dowling, 1991).

1.6) Fatores troficos e o desenvolvimento da retina

A formacado do SNC depende de um balanco entre a neurogénese e a
morte celular durante o desenvolvimento. No SNC de mamiferos a interacao de
varios tipos neuronais e suas terminacdes sinapticas, bem como a plasticidade
e a rede de sinalizagdo que envolve diferentes citocinas e neurotransmissores,
sao responsaveis pelos processos de desenvolvimento e funcionamento deste

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

Fatores troficos sdo essenciais para o desenvolvimento, manutengéo e
sobrevida de neurdnios do SNC. A presenca e os efeitos de fatores tréficos no
tecido retiniano como EGF, IGF, dentre outros, vem sendo descrita na literatura
(Fontaine et al., 1998). Lillien e Cepko, em 1992, relataram que varios fatores

de crescimento sdo normalmente produzidos pela retina e pelo tecido ocular
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que a cerca, estimulando a proliferacdo dos progenitores dessas células in
vivo. Entretanto, a responsividade das células da retina a estes fatores muda
em funcdo do estagio de desenvolvimento e maturacdo do tecido (Lillien e
Cepko, 1992).

Os fatores de crescimento sédo polipeptideos que interagem com seus
receptores de membrana e estimulam cascatas de sinalizacdo mediadas por
proteinas intracelulares. Sdo capazes de estimular respostas citoplasmaticas,
modulando a transcricdo génica e o ciclo celular. Dentre os varios 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 a insulina (IGF)
(Chesik, 2004).

O IGF-1 é um fator de crescimento envolvido em processos de sobrevida,
proliferacdo e diferenciacdo celular (Chesik, 2004). Na retina, dados obtidos
recentemente demonstraram que o tratamento de células com IGF-l aumenta a
proliferacao celular em aproximadamente 50%, sendo esse efeito dependente
de tempo e concentracdo (Medina, 2008), o que demonstra o papel deste fator

sobre o desenvolvimento do tecido retiniano.

1.7) Fator de Crescimento Semelhante a Insulina (IGF)

O IGF foi o segundo fator trofico descrito na literatura. No entanto, antes
de ser chamado de IGF, recebeu outras denominacdes relacionadas ao seu
efeito bioldégico. Em 1957, Salmon e Daughaday descobriram no soro um fator
capaz de mediar o efeito do hormdénio somatotréfico no processo de sulfatacao
de cartilagem que ocorre durante o crescimento longitudinal do 0sso, por isso,
foi denominado fator de sulfatacéo, 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 presenca de um fator com

atividade estimulatéria multipla. Inicialmente, pensou-se na insulina, pois este
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horménio esta presente no soro e poderia estar mediando tais efeitos.
Entretanto, quando foi feito o tratamento com anticorpos anti-insulina o efeito
nao foi abolido. Os fatores isolados receberam entdo os nomes de “fatores
cujas atividades nao eram inibidas pelos anticorpos anti-insulina” (NSILA I e ).
Os NSILAs foram renomeados e chamados de somatomedinas.
Posteriormente, as semelhancas estruturais entre as cadeias polipeptidicas
destes fatores e a cadeia B da insulina foi demonstrada. Por este motivo, os
fatores passaram a receber a denominacdo de fatores de crescimento
semelhantes a insulina | e Il (IGF-I e IGF-11) (Russo et al., 2005).

As sequéncias completas de aminoacidos do IGF-I e do IGF-Il foram
determinadas em 1978. O IGF-I apresenta uma Unica cadeia polipeptidica
composta por 70 residuos de aminoacidos com peso molecular de 7,5-KDa
(Fig. 4). A estrutura do IGF-Il se assemelha a do IGF-l em 45 dos 73
aminoacidos presentes (Rinderknecht e Humbel, 1978).

Figura 4: Estrutura tridimensional da molécula de IGF-I. As regides de a-hélice estdo representadas
nas cores amarelo-vermelho e as regides em azul correspondem as regides B-pregueadas. Figura retirada
do “site” www.biochem.szoteu.u-szeged.hu/astrojan/pro2t.htm

A sintese do IGF, observada inicialmente nos hepatécitos, € modulada
pelo horménio somatotréfico. A maior parte do IGF-I que se encontra na
circulagdo € proveniente do figado, porém este fator ndo esta diretamente
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relacionado com o crescimento do corpo, sendo esta funcdo induzida
diretamente pelo horménio do crescimento (GH) (Russo et al., 2005).

O fator tréfico IGF-I apresenta uma caracteristica muito peculiar no seu
mecanismo de sinalizacao, pois além de existirem os receptores também estao
presentes proteinas extracelulares que se ligam a esta molécula e
desempenham um papel regulatério sobre sua atividade. Deste modo, pode-se
dizer que a sinalizacdo depende de um conjunto de moléculas participando
deste processo: os dois fatores (IGF-I e Il), seis proteinas que ligam IGF e dois
tipos diferentes de receptores de membrana (Chesik, 2004; Pavelic et al.,
2007).

Os RNAms (acido ribonucléico mensageiro) para o IGF-I, IGF-Il e
IGFBPs 2, 4 e 5 sdo encontrados em regides distintas do sistema nervoso
central. No cerebelo, no bulbo olfatério, no talamo, no hipocampo e na retina, o
RNAm para o IGF-1l é detectado no inicio do desenvolvimento e 0 RNAm para
IGF-I, aparece em periodos 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 cortex cerebral. Uma observacao interessante, diz
respeito a observacdo de que a expressdo do IGF-I esta associada a
elementos neuronais, a expressao do IGF-ll a elementos ndo neuronais e 0s
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 localizacdo do RNAm
para o IGF-I, para o receptor de IGF-I e para proteinas de ligacao 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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Camada de Células
Ganglionares
Camada Nuclear
Interna
Camada Nuclear
Externa
Membrana Limitante
Externa

++ - - - - ++ +

Epitélio Pigmentar
Retiniano

Células Endoteliais - - - - - - +

Tabela 2: Localizagdo do RNAm dos membros da grande familia de IGF na retina. Adaptado de
(Burren et al., 1996)

O IGF-I desempenha diferentes fungdes tais como estimular a
proliferacdo de células progenitoras neurais e favorecer tanto a sobrevida
neuronal como a dos oligodendrécitos. Igualmente, o IGF-I1 é capaz de regular
a diferenciacdo neuronal no aspecto do crescimento de neuritos e

sinaptogénese (O'kusky et al., 2003).

Os efeitos da auséncia de IGF-I sobre o sistema nervoso séo
extremamente graves. Camundongos que nao expressam IGF-I apresentam
uma diminuicdo no comprimento dos dendritos bem como alteragdes no
crescimento axonal e na arborizacao dendritica (Cediel et al., 2006). Mutagdes
que levam a perda da expressao do receptor de IGF-I induzem o aparecimento
de microencefalia e retardo mental em cérebros de humanos (Abuzzahab et al.,
2003).
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1.7.1) Receptor do IGF

Para desempenhar sua funcdo, IGF-1 e Il necessitam de receptores
especificos que se dividem em dois tipos, denominados | e Il. Cabe ressaltar
que a expressao de receptores de IGF pode ser observada entre invertebrados
e mamiferos (Le Roith, 2003; Russo et al., 2005; Pavelic et al., 2007).

O receptor do tipo | € o Unico da familia dos receptores cataliticos e
apresenta grande homologia com o receptor de insulina. Tanto o receptor do
tipo | quanto o de insulina sdo compostos por duas cadeias o extracelulares
com dominios ricos em cisteina, regido onde ocorrem as ligagdes especificas.
Apresentam também duas cadeias B citoplasmaticas com residuos com
atividade tirosina cinase (Chesik et al., 2007). O gene para o receptor do tipo |
€ expresso de forma constitutiva, em varios tecidos, mas também pode ser
regulado tanto in vivo quanto in vitro por fatores de transcricao tais como sp1 e
p53 (Russo et al., 2005).

O receptor do tipo Il para IGF apresenta semelhanca ao receptor de
manose 6 fosfato independente de cation (Jones e Clemmons, 1995; Russo et
al., 2005). Sua estrutura apresenta uma cadeia polipeptidica com um pequeno
dominio citoplasmatico, sem atividade tirosina cinase. Esses receptores estao
envolvidos em diferentes fungdes tais como o trafego de enzimas lisossomais,
a endocitose e a degradacéo lisossomal de ligantes extracelulares, a regulacéao
de efeitos apoptdticos/ mitogénicos e a possivel transducao de sinais (Russo et
al., 2005).

A maioria dos efeitos dos IGF-| e |l se da através da ativacado do receptor
catalitico do tipo |, que é uma glicoproteina de membrana. Apds ocorrer a
ligacdo do IGF ao receptor, ocorre a ativagao de tirosinas cinases, na porcao
intracelular do mesmo. A partir deste momento, diferentes cascatas de
sinalizacao sao ativadas tais como: as IRS1-IRSA4, que culminam na ativacao
da via da PI-3 cinase (fosfatidil-inositol-3-cinase), e das MAP cinases (proteinas
cinases ativadoras de mitose) (Russo et al., 2005).
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1.7.2) Proteinas de ligacao ao IGF (IGFBPs)

Os IGFs estao presentes na circulagdo sanguinea, bem como no espaco
intersticial. Nestes compartimentos sado encontradas proteinas com alta
afinidade por IGF, denominadas de IGFBPs (Van Obberghen et al., 2001).

As IGFBPs sdao macromoléculas protéicas que apresentam homologia
sequencial de 80%, sendo que a seletividade de ligacdo com o IGFI ou IGFII
varia de uma proteina para outra (Rajaram et al., 1997).

As IGFBPs desempenham um importante papel em modular as a¢des do
IGF. No soro, por exemplo, elas sdo capazes de regular as funcdées endécrinas
dos IGFs. As funcdes propostas para essa regulagao sao as seguintes:

1) Inibicdo da atividade semelhante a insulina;

2) Aumento da meia vida plasmatica dos IGFs;

3) Regulacao da taxa de transporte do IGF do compartimento vascular
para aumentar assim o efeito tréfico deste fator (Rajaram et al., 1997).

A funcdo modulatéria das IGFBPs pode ser visualizada na tabela a
abaixo (Tab. 3).

B Inibicao e/ou Superficie Celular
IGFBP-1 = Potenciacéo (5B 1 integrina)
IGFBP-2 > 1 Inibicao Indeterminada
GFBP-3| 1= | Mnbicaoelou | o o e Celular

Potenciagéo
IGFBP-4 =1 Inibigao
. Matriz Extracelular e

IGFBP-5 II>1 Potenciagéo Superficie Celular
IGFBP-6 > 1 Inibicdo

Tabela 3: Descricao das IGFBPs, seus efeitos e suas localizac6es celulares (Rajaram et al., 1997).
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Os niveis de IGFBPs sao regulados em diferentes condices fisiologicas
e patologicas. Ja foi demonstrado que exercicios, cirurgia, gravidez e
envelhecimento sao capazes de modular os niveis de uma ou mais IGFBPs,
tanto no soro como nos fluidos biolégicos. Entre as condicdes patolégicas que
envolvem a regulacdo de algumas IGFBPs podemos destacar as seguintes:
diabetes, tumores, deficiéncia de receptores GH, acromegalia, osteoporose,
faléncia renal entre outras (Rajaram et al., 1997). Na tabela a seguir podemos
observar a distribuicao das principais IGFBPs nos fluidos biolégicos (Tab.4).

Soro IGFBP-3
Fluido Aminiético IGFBP-1
Fluido Folicular IGFBP-3

Fluido Cerebro-espinhal

(CSF) IGFBP-2 e IGFBP-6

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

1.7.3) Sinalizacao Quimica por IGF e modulacao da atividade
(Na*/K*)-ATPasica

As duas principais vias envolvidas na sinalizagdo através dos receptores
de insulina e IGF-I (Fig. 5) envolvem a fosforilagdo do substrato IRS e/ou
Shc. Através de uma proteina adaptadora, Grb2 ocorre o recrutamento da
SOS formando um complexo IRS-1-Grb2-SOS que ativa a Ras. Neste
momento ocorre a estimulacdo da Raf (proteina cinase ativadora da MEK)
que resulta na fosforilacdo e ativacdo das ERKs (cinases reguladas por
sinais extracelulares) culminando em efeitos biolégicos como mitogénese e
diferenciacao, por exemplo (Jones e Clemmons, 1995; Bateman e Mcneill,

2006).
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Figura 5: Algumas vias de sinalizacao envolvidas no efeito do IGF (Chesik et al. , 2007).

Ambos os receptores estdo envolvidos também na ativacdo da via da
PI3 cinase, que pode ser estimulada pela IRS-1 fosforilada. Ressalta-se que
esta via, em muitos casos, esta relacionada ao crescimento celular. Um outro
evento observado com a auto-fosforilagdo do receptor de IGF do tipo 1 é a

associagao 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*)-
ATPésica em células de musculo liso de modo dependente de concentragao (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*)-ATPasica 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*)-ATPasica no
desenvolvimento da retina, bem como compreender o envolvimento do IGF-I

em sua modulagao.

2.2) Objetivos Especificos

e Comparar os niveis de atividade (Na*/K")-ATPasica no cortex cerebral e

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

e Investigar a expresséo das diferentes isoformas da subunidade catalitica
da (Na*/K")-ATPase durante o desenvolvimento p6s-natal da retina;

e Auvaliar o efeito do IGF-I sobre a atividade (Na*/K*)-ATPésica em retinas
de animais recém-nascidos, bem como a expressao deste fator tréfico

em diferentes etapas do desenvolvimento pds-natal;

e |dentificar via(s) de sinalizacdo envolvidas(s) com a modulagdo da
atividade (Na*/K*)-ATPasica na retina.
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3. MATERIAS E METODOS

3.1) Materiais

O IGF-I foi comprado da PeproTech (Rocky Hill, USA). O ATP, a
ouabaina, o IOMEAG 538 e o anti-a3 foram comprados da Sigma (St. Louis,
USA). A albumina do soro bovino, anti-a1, 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 experiéncias de Western blot foi comprado da GE
Healthcare (CT-EUA). O carvao ativado, o comassie briliant blue G-250 e o

vermelho de Ponceau foram comprados da VETEC.

3.2) Preparacao 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 (PO e P1)
foram sacrificados por decapitacdo e os animais mais velhos foram colocados
em uma camara e sacrificados com uso de isofurano. O cértex cerebral e os
olhos dos animais foram removidos para estudos. Todos 0Ss nossos
procedimentos experimentais foram realizados em conformidade com as
normas estabelecidas pelo Comité de Etica da Universidade Federal

Fluminense.

Os cértices cerebrais foram lavados rapidamente em solucdo gelada de
homogeneizacado de tecido (Sacarose 250 mM, Hepes-Tris (pH 7,6) 10 mM,
EDTA 2 mM e PMSF 1 mM). Os olhos foram colocados em solugéo salina CMF
(livre de Ca*™® e Mg*?) pH 7,4 (NaCl 131 mM, KCI 4,09 mM, NazHPO,.7H,0 0,92
mM, KH2PO4 0,45 mM, Glicose.H,O 12,2 mM, NaHCO3; 9,4 mM e vermelho de
fenol 10 mg/mL) para posterior dissec¢ao das retinas.
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Nos experimentos de incubacéao realizados com IGF-1, 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 antibiético: estreptomicina 100,0 pg.mL -
1 + penicilina 100 U.mL -1 , Sigma) acrescido do fator tréfico ou dos inibidores
nas seguintes concentragdes: IGF-1 10 ng/mL e 100 ng/mL, 20 uM IOMEAG
538, 25 uM Ly 294002 e 1 uM PP1. Em seguida, as retinas foram incubadas
em estufa, a 37°C por 1 hora, em atmosfera umidificada contendo 5 % de CO;
e 95 % de ar.

As homogeneizagbes de coértex e retina foram feitas em Dounce
Wheaton de 1mL, respeitando a proporcdo de 4mL de tampao de
homogeneizagao 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. E
importante ressaltar que a solugcdo de homogeneizacdo para retina continha,
ainda, 0,1% de deoxicolato de sddio.

Os homogeneizados de cértex cerebral e de retina foram centrifugados a
1500g, em centrifuga Eppendorf, a 4°C por 10 minutos. Aliquotas de
sobrenadante dos homogeneizados de cérebro e retina foram recolhidas para
ensaios. volumes restantes dos sobrenadantes e o0s precipitados foram
descartados.

3.3) Dosagem de Proteina

O volume de homogeneizado utilizado no ensaio de medida da atividade
(Na'/K")-ATPasica foi definido pela concentragdo de proteina em cada
sobrenadante, determinada através Método de Bradford (Bradford, 1976). A
curva padréo foi feita com 5, 10, 15, 20 e 25 ug de uma solugédo de albumina
bovina na concentragdo de 1 mg/mL. A leitura das amostras era feita em
espectrofotobmetro no comprimento de onda de 595 nm.
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3.4) Medida da atividade (Na*/K*)-ATPasica

Os ensaios de dosagem da atividade (Na'/K")-ATPasica em cértex
cerebral e retina foram padronizados em termos de concentracdo de proteinas
e tempo de reacdo com base em ensaios anteriores realizados no laboratorio,
de modo a garantir condicdo de velocidades iniciais de reacdo, bem como

concentragdes saturantes de substrato em relagcao a concentragao de enzima.

A atividade (Na*/K*)-ATPasica foi determinada em meio de reacéo (0,2
mL) contendo MgCl, 10 mM, Hepes-Tris 20 mM pH7, NaCl 100 mM e KCI 20
mM. Aliquotas de 20 ul dos homogeneizados diluidos (200 pug de proteina/ mL)
de cortex ou de retina foram incubados com meio de reagéo a 37°C em banho-
maria por 5 minutos. Em alguns tubos foi adicionado ouabaina (concentracédo
final de 1 mM). A reacao foi iniciada pela adicdo de 10 ul de ATP-Na (pH 7,0)
(concentracgao final de 5 mM). Apds 10 minutos, a reagao foi interrompida com
a adicao de 0,3 mL de HCI 0,1N. Em seguida, transferiu-se 0,4 mL da mistura
(reacdo) para tubos eppendorfes contendo 0,6 mL de carvao ativado com HCI
0,1N (descrito abaixo). Os tubos foram centrifugados em centrifuga clinica 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 incubacéo a temperatura ambiente.

O fosfato inorganico (Pi) produzido na reacao foi determinado por leitura
em espectrofotdbmetro, no comprimento de onda em 660 nm (Taussky e Shorr,
1953). A atividade ATPasica foi calculada pela diferenca entre o Pi liberado na
auséncia e na presenca de ouabaina 1 mM e expressa em nanomoles de
fosfato inorganico por mg de proteina por minuto (nmoles Pi x mg ptn™ x min™).
A ouabaina 1 mM foi usada como um bloqueador especifico da atividade
(Na*/K*)-ATPasica.
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3.5) Preparo do carvao ativado

259 de carvao vegetal foi misturado a 150 mL de HCI 0,1 N (diluido em
H.O MILLIQ). Agitou-se bem e esperou-se decantar até o dia seguinte. Retirou-
se cuidadosamente o sobrenadante e adicionou-se 150 mL de HCI 0,1 N,
repetindo diariamente todo o procedimento por uma semana, quando O
conteudo do Pi contaminante foi medido por espectrofotometria. A solucao de
carvao ativado foi considerada adequada ao uso no ensaio de atividade
ATPésica quando a absorbancia do Pi do sobrenadante foi igual a 2 vezes o
valor do branco da reacédo (esperado em torno de 0,40). Ao final, deixa-se
cerca de 2 volumes de HCI 0,1 N para 1 volume de carvao decantado.

3.6) Preparo do Reativo de Fiske-Subarow

A solucao de Fiske-Subarow foi preparada de acordo com o numero 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 Acido
Sulfurico (H2SO4) 1N, adicionando-se ainda 0,25 mL de Solucdo de Molibdato
(descrita abaixo) e 0,15 mL de H-O MILLI-Q.

A Solucdo de Molibdato foi preparada do seguinte modo: dissolveu-se
25g de Molibdato de Aménio Tetrahidratado em 300 mL de H,O MILLI-Q, em
seguida, adicionou-se 133,3 mL de H.SO, 37,5 N (PA), completando o volume
para 1000 mL com H-O MILLI-Q.

A solucdo padrdao de fosfato (1mM) usada para construcdo da curva
padrao foi preparada dissolvendo-se 68 mg de KH.PO4, em 500 mL de H.O
MILLI-Q.
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3.7) Imunodeteccao de proteinas por Western Blot

Apos dissecgdo, como descrito no item 3.1, as retinas foram colocadas
diretamente em eppendorfs contendo 200 uL de tampao de amostra contendo
SDS, sendo adicionadas 3 retinas por ponto nas idades PO e P4 e 2 retinas por
ponto nas demais idades. Em seguida, os eppendorfs foram fervidos a 100°C
por cerca de 10 minutos para desnaturacdao das proteinas. Realizou-se a
dosagem de proteinas, como descrito no item 3.3, e apds, a cada 100uL de
amostra foi adicionado 2uL de azul de bromofenol. Ao final, as amostras foram
congeladas em freezer -20° C.

As proteinas da retina (60ug por poco) foram separadas em gel de
poliacrilamida contendo SDS, sendo preparados géis com 6% de poliacrilamida
para imunodeteccdo das subunidades a1 e a3 da (Na‘'/K*)-ATPase, géis com
7% de poliacrilamida para imunodeteccdo de p-IGF-R e géis com 16% de
poliacrilamida para imunodeteccao do IGF-I. Em seguida, as proteinas dos géis
foram transferidas eletroforeticamente para membranas de PVDF segundo
método descrito por (Towbin et al., 1979). As membranas contendo proteinas
do gel foram incubadas por duas horas em solu¢do 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 sitios inespecificos de ligacao de
anticorpos.

Em seguida, as membranas foram incubadas, overnight, com anticorpo
primario contra os antigenos especificos nas seguintes diluicbes: anti-
a1(1:500), anti-a3 (1:2000), anti-p-IGF-R (1:200), anti-IGF (0,25 ug/mL) e anti-
actina (1:2000). O complexo antigeno-anticorpo primario era reconhecido por
anticorpo secundario conjugado a enzima peroxidase. Utilizou-se como
anticorpo secundario o anti-mouse (1:2000) para os experimentos com anti-a1e
anti-a3, e o anti-rabbit (1:3000) para os demais experimentos.

A imunodeteccdo do complexo ternario formado entre o antigeno,
anticorpo primario e anticorpo secundario foi realizada por quimiluminescéncia
(kit ECL), segundo orientag¢édo do fabricante. A membrana era entdo exposta ao
filme fotografico (Hiperfilme — Amersham) e logo apdés, revelado com revelador

GBX Kodak (1:10), seguido de fixagdo com fixador Kodak (1:5). As bandas de
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proteinas visualizadas no filme auto-radiografico. A intensidade de cada banda
nos filmes foi analisada pelo programa Scion Image e quantificadas

relativamente a uma proteina usada como padrao interno de carregamento.

3.8) Analise dos dados

Os experimentos foram representados graficamente utilizando o
programa Sigma Plot. Os valores demonstrados representam a média * erro
padrdo. As analises estatisticas 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*)-ATPasica durante o desenvolvimento pos-
natal do cértex cerebral de ratos.

Com objetivo de determinar a atividade (Na'/K*)-ATPasica no cérebro
de ratos em diferentes etapas do desenvolvimento pds-natal, os ratos com
diferentes idades foram sacrificados, seus cortices cerebrais removidos e
homogeneizados em tampao apropriado. Em seguida, a atividade (Na'/K*)-
ATPasica foi determinada por dosagem colorimétrica da producdo de Pi
sensivel a 1TmM ouabaina, conforme descrito em materiais e métodos. Nossos
resultados demonstraram que a atividade (Na*/K*)-ATPésica no cértex cerebral
de animais com menos de um dia de nascimento (P0), era 37,59+2,63 nmoles
Pi x mg ptn" x min". Esta atividade foi mantida relativamente estavel em
animais P1 e P7. No entanto, a atividade enzimatica em cérebros de animais
P14 (139,25+12,05 nmoles Pi x mg ptn™ x min™") atingiu um valor superior a
trés vezes aquele obtido para animais PO (Fig. 6). O Nivel de atividade

permaneceu mais elevado e estavel em animais entre P14 e P9O0.
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Figura 6: Atividade (Na*/K*)-ATPasica durante o desenvolvimento pos-natal de cortex cerebral
de ratos. A determinagéo da atividade (Na*/K*)-ATPasica foi realizada segundo protocolo descrito em
materiais e métodos. Os valores expressos representam média + erro padrdo. Numero de
experimentos independentes: (n) > 3. (*) p< 0.001 comparados a PO.

27



4.2) Atividade (Na'/K*)-ATPasica durante o desenvolvimento
pés-natal da retina de ratos.

Com obijetivo de avaliar a atividade (Na*/K*)-ATPasica na retina de ratos
em diferentes etapas do desenvolvimento pés-natal, animais foram
sacrificados, seus olhos foram removidos, dissecados para obtengéo de retinas
e preparados para homogeneizagdo em tampao apropriado. Em seguida, a
atividade (Na'/K*)-ATPasica foi determinada por dosagem colorimétrica da
producédo de Pi sensivel a 1mM ouabaina, conforme descrito em materiais e
métodos. Nossos dados demonstraram que a atividade (Na*/K*)-ATPasica na
retina dos ratos P1, era de 62,02+8,49 nmoles Pi x mg ptn” x min"'. Esta
atividade praticamente dobrou em animais na idade de P7 (119,5313,24
nmoles Pi x mg ptn”' x min™"). Animais P14 apresentaram atividade ainda maior,
cerca de trés vezes o valor observado em animais P1 (178,48+11,55 nmoles Pi
x mg ptn” x min™) (Fig. 7). O Nivel de atividade permaneceu estavel entre
animais P14 e P90.
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Figura 7: Atividade (Na*/K*)-ATPasica durante o desenvolvimento pds-natal de retina de ratos. A
determinagéo da atividade (Na'/K*)-ATPasica foi realizada segundo protocolo descrito em materiais e
métodos. Os valores expressos representam média + erro padrdo. Numero de experimentos
independentes: (n) > 3. (*) p< 0.005 comparados a P1.
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4.3) Expressao de diferentes isoformas da subunidade catalitica da
(Na*/K*)-ATPase durante o desenvolvimento pos-natal da retina de ratos.

Diante dos resultados que demonstraram aumento na atividade (Na*/K*)-
ATPasica na retina durante o desenvolvimento pds-natal dos ratos, decidimos
investigar a possibilidade de uma correlacao entre a variacdo de atividade da
enzima e os niveis proteicos de duas diferentes isoformas para a subunidade a
(catalitica) da enzima em diferentes etapas do desenvolvimento pés-natal. A
expressdo da subunidade ol,comum a todos os tipos celulares do SNC
(Levenson, 1994), e da subunidade o3, cuja expressdao é caracteristica de
neurdnios (Mcgrail et al., 1991), foi avaliada a partir da separacao de proteinas
por eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida e imunodetecgdo das
proteinas por western blot, utilizando anticorpos especificos em reagao de

quimiluminescéncia, conforme descrito em materiais e métodos.

Na figura 8, podemos observar os dados relativos a uma analise
densitométrica das bandas correspondentes a imunodeteccdo da subunidade
al da (Na'/K*)-ATPase em filme auto-radiografico por western blot. A
expressdo da subunidade al aumenta significativamente entre animais PO e
P4. No entanto, o nivel desta proteina parece reverter para uma tendéncia de
queda em etapas mais adiantadas do desenvolvimento (animais P30),

retornando ao nivel préximo aquele observado em animais PO.
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Figura 8: Expressao da subunidade o1 da (Na*/K*)-ATPase durante o desenvolvimento pos-natal
da retina. As retinas foram dissecadas e homogeneizadas em tampao de amostra. As proteinas da retina
(60ug) foram separadas em gel de poliacrilamida contendo SDS e transferidas para membrana PVDF.
Figura A: analise densitométrica da imunodeteccdo da subunidade al em diferentes etapas do
desenvolvimento, revelada por quimiluminescéncia, em filme auto-radiogréafico. Figura B: Imagem de um
filme auto-radiografico representativo da imunodetecgdo da subunidade ol em diferentes etapas do
desenvolvimento. O anticorpo anti-subunidade a1 foi utilizado na concentragédo de (1:500) e o anticorpo
secundario, anti-mouse, na concentragdo de (1:2000). Os valores foram expressos em média + erro
padrdo. Nimero de experimentos independentes: (n) > 8. (*) p< 0.005 comparados a P0.
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A analise da expressao da subunidade a3 ao longo do desenvolvimento
animal revelou um perfil contrario aquele observado para a subunidade al.
Podemos verificar reducédo do nivel de expressdo da subunidade a3 entre os
animais PO e P4, revertendo para uma tendéncia de alta, que culmina com o
retorno ao nivel de PO em animais P30 (Fig. 9).
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Figura 9: Expressdo da subunidade a3 da (Na*/K*)-ATPase durante o desenvolvimento pds-natal da
retina. As retinas foram dissecadas e homogeneizadas em tampao de amostra. As proteinas da retina
(60ug) foram separadas em gel de poliacrilamida contendo SDS e transferidas para membrana PVDF.
Figura A: analise densitométrica da imunodeteccdo da subunidade a3 em diferentes etapas do
desenvolvimento, revelada por quimiluminescéncia, em filme auto-radiogréafico. Figura B: Imagem de um
filme auto-radiografico representativo da imunodetecgdo da subunidade a3 em diferentes etapas do
desenvolvimento. O anticorpo anti-subunidade o3 foi utilizado na concentracdo de (1:2000) e o seu
anticorpo secundario, anti-mouse, na concentragado de (1:2000). Os valores foram expressos em média
erro padrdo. Nimero de experimentos independentes: (n) > 7. (*) p< 0.001 comparados a PO.
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4.4) Efeito do IGF-lI exdgeno sobre a atividade (Na*/K*)-ATPasica da
retina durante o desenvolvimento pds-natal da retina de ratos.

A atividade, bem como a expressdo, da (Na‘'/K*)-ATPase pode ser
modulada por diferentes horménios e autacéides (Feraille e Doucet, 2001). Por
outro lado, o IGF-I, um importante mediador dos efeitos do horménio 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
relacao entre o desenvolvimento do sistema nervoso, em particular da retina, e
as alteracoes nos niveis de atividade (Na*/K")-ATPésica, decidimos avaliar o
papel do IGF-1 sobre a atividade (Na'/K*)-ATPasica 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 periodo de 1 hora. Cabe destacar que a escolha
destas idades se deve a observacdo de diferenga significativa na atividade
(Na*/K")-ATPasica entre animais P1 e P14, demonstradas acima.

Nossos resultados demonstram que ambas as concentragdes de IGF-I
(10 ng/mL ou 100 ng/mL) ndo causaram mudanca na atividade enzimatica 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, apds incubagdao com IGF-l. A
determinagéo da atividade (Na‘'/K*)-ATPasica foi realizada segundo protocolo descrito em materiais e
métodos. Os valores expressos representam média + erro padrdo de trés experimentos independentes.
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Em contraste, ao analisarmos o efeito do IGF-1 em retinas de ratos P7,
nossos resultados demonstram que 10 ng/mL de IGF-I estimulou a atividade
(Na*/K*)-ATPasica em cerca de 33%; passando de 107,58+9,48 nmoles Pi x
mg ptn™ x min” no controle, para 143,25+13,93 nmoles Pi x mg ptn™ x min™.
Um aumento também significativo, embora menor, foi observado na atividade
enzimatica de retinas incubadas com 100 ng/mL de IGF-l. Neste caso, o
aumento foi de 26%, atingindo 135,95+10,02 nmoles Pi x mg ptn™ x min™" (Fig.
11).
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Figura 11: Atividade da (Na'/K*)-ATPase em retina de animais P7, apds incubagcdo com IGF-l. A
determinagédo da atividade (Na'/K*)-ATPasica foi realizada segundo protocolo descrito em materiais e
métodos. Os valores expressos representam média * erro padrdao de onze experimentos independentes.
(*) p< 0.05 comparados ao controle.
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De modo similar ao observado para animais P1, a atividade enzimatica
presente na retina de ratos P14 nao foi alterada por nenhuma das duas
concentragdes de IGF-I (10 ng/mL ou 100 ng/mL), quando comparadas ao
controle (Fig. 12).
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Figura 12: Atividade da (Na*/K*)-ATPase em retina de animais P14, ap6s incubacdo com IGF-l. A
determinagéo da atividade (Na‘/K*)-ATPasica foi realizada segundo protocolo descrito em materiais e
métodos. Os valores expressos representam média + erro padrdo de seis experimentos independentes.
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4.5) Efeito do IGF-l endégeno sobre a atividade (Na'/K*)-ATPasica da

retina de animais P7

O efeito modulatério do IGF-I exégeno sobre a atividade (Na'/K*)-
ATPasica da retina de animais P7 demonstrou o potencial estimulatério deste
horménio sobre a enzima. Deste modo, decidimos realizar um experimento
para avaliar o papel do IGF-I endégeno na modulacdo 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 especifico do

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

Nossos resultados demonstraram que a incubagcao de retinas com 10
uM de IOMEAG 538 resultou em significativa inibicado da atividade (Na*/K")-
ATPasica, em torno de 31%, passando de 60,71+5,2 nmoles Pi x mg ptn™ x

min™' no controle, para 41,51+2,4 nmoles Pi x mg ptn™ x min™* (Fig. 13).
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Figura 13: Atividade (Na*/K*")-ATPasica em retina de animais P7, apds incubagdo com 10 uM de
IOMEAG 538. A determinagio da atividade (Na*/K")-ATPasica foi realizada segundo protocolo descrito
em materiais e métodos. Os valores expressos representam média + erro padrao de trés experimentos
independentes. (*) p< 0.05 comparados ao controle.
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4.6) Alteracoes nos niveis de IGF-l durante o desenvolvimento pos-
natal da retina de ratos.

Nossos resultados demonstraram que o IGF-1 pode estar envolvido na
modulacdo da atividade basal da (Na'/K*)-ATPase. Deste modo, tornou-se
necessaria uma avaliacdo sobre a presenca de IGF-I na retina em diferentes
etapas do desenvolvimento pés-natal. Esta andlise foi realizada a partir de
uma analise densitométrica das bandas correspondentes a imunodeteccéo de
IGF-I em homogeneizados de retina de animais de diferentes idades, por
western blot. Nossos resultados demonstram que 0s niveis de expressao de
IGF-1 na retina sofreram uma reducao significativa em animais P14, quando
comparados aos niveis observados em animais P0-P4-P7. Apds a queda, em
animais P14, o nivel de IGF-1 permanece estavel em animais P30 (Fig. 14).

39



25000
A )
8.
@
2 20000 -
T
_ =
T B
Q E 15000 4
©
35
n s
‘T B 10000
-
[aal { ¥
< W
o8}
T 5000 *
o
C
=
— 0 -
PO P4 PT P14 P30
Dias pés-natal
P14 P30
B
7,5-KDa o IGF-I
49-KDa |wie e S R Actina

Figura 14: Expressao de IGF-l durante o desenvolvimento pds-natal da retina. As retinas foram
dissecadas e homogeneizadas em tamp&o de amostra. As proteinas da retina (60ug) foram separadas
em gel de poliacrilamida contendo SDS e ftransferidas para membrana PVDF. Figura A: andlise
densitométrica da imunodetecgdo de IGF-1 em diferentes etapas do desenvolvimento, revelada por
quimiluminescéncia, em filme auto-radiografico. Figura B: Imagem de um filme auto-radiografico
representativo da imunodeteccdo de IGF-I em diferentes etapas do desenvolvimento. O anticorpo anti-IGF
foi utilizado na concentragao de (0,25 pg/mL) e o seu anticorpo secundario, anti-rabbit, na concentragao
de (1:3000). Os valores foram expressos em média + erro padrdo. Numero de experimentos
independentes: (n) > 3. (*) p< 0.001 comparados a PO.
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4.7) Avaliacao do nivel de receptor de IGF-l fosforilado durante o

desenvolvimento pdés-natal da retina.

IGF-I pode se ligar a receptores de insulina, bem como ao seu receptor
especifico (IGF-I1 R) (Bondy e Cheng, 2004). No entanto, IGF-I R parece ser o
receptor fisiolégico para este horménio, uma vez que apresenta maior afinidade
por este ultimo (Russo et al., 2005). O receptor de IGF-I apresenta atividade
catalitica do tipo tirosina-cinase. De modo similar a outros receptores tirosina-
cinase, sua ativagao inicia-se por um evento de auto-fosforilacdo (Chesik et al.,
2007). Considerando nossos resultados que demonstram que IGF-I endbégeno
modula a atividade basal da (Na'/K*)-ATPase, procuramos iniciar o estudo da
via de sinalizagao envolvida neste processo. Nossa abordagem inicial consistiu
em avaliar o nivel de fosforilacdo do receptor de IGF-I em retinas de animais
em diferentes estadgios do desenvolvimento, através da imunodeteccdo da
fosfo-proteina (p-IGF-I R) por western blot, utilizando anticorpo especifico.
Nossos dados demonstram diminuigdo gradativa no nivel de p-IGF-I R ao longo
do desenvolvimento pés-natal (Fig. 15).
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Figura. 15: Expressao de p-IGF-lI R durante o desenvolvimento pds-natal da retina. As retinas foram
dissecadas e homogeneizadas em tamp&o de amostra. As proteinas da retina (60ug) foram separadas
em gel de poliacrilamida contendo SDS e transferidas para membrana PVDF. Figura A: analise
densitométrica da imunodetec¢do de fosfo-receptor de IGF-I (p-IGF-I1 R) em diferentes etapas do
desenvolvimento, revelada por quimiluminescéncia, em filme auto-radiografico. Figura B: Imagem de um
filme auto-radiografico representativo da imunodetecgdo de (p-IGF-I R) em diferentes etapas do
desenvolvimento. O anticorpo anti- p-IGF-I R foi utilizado na concentragéo de (1:200) e o seu secundario,
anti-rabbit, na concentracédo de (1:3000). Os valores foram expressos em média + erro padrdo. NUmero de
experimentos independentes: (n) > 3. (*) p< 0.0001 comparados a PO.
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4.8) Envolvimento de PI3 cinase e Src cinase na modulacao da
atividade (Na*/K*)-ATPasica basal de retina de ratos P7

Dados na literatura demonstram que IGF-I estimula o aumento da
atividade (Na'/K")-ATPasica através da via da PI3 cinase em células do
musculo liso (Li et al., 1999; Isenovic et al., 2004). Além disso, foi demonstrado
recentemente, a participacdo de Src cinase na estimulacdo da atividade
(Na*/K*)-ATPasica por leptina e pelo horménio T3 (triiodotironina) (Bhargava et al.,
2007; Jamroz-Wisniewska et al., 2008). Sendo assim, decidimos investigar a
participacao de PI3 cinase e Src cinase na manutencao da atividade (Na*/K")-
ATPasica basal. Nosso experimento consistiu em incubar, por 1 hora, as
retinas de animal P7 com 25 uM Ly 294002 (inibidor de enzima especifico da
via da PI3 cinase) ou 1 uM de PP1 (inibidor especifico da via da Src cinase).
Nossos resultados demonstraram que a atividade basal da enzima (59,61+2,33
nmoles Pi x mg ptn™ x min™) foi reduzida em cerca de 43% na presenca de Ly
294002 (33,88+4,02 nmoles Pi x mg ptn” x min™). Inibicdo de intensidade
similar foi observada em retinas incubadas com PP1 (33,21+8,17 nmoles Pi x

mg ptn™ x min™) (Fig. 16).
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Figura 16: Atividade (Na*/K*)-ATPasica em retina de animais P7, apés incubacdo com Ly 294002
(25 uM) e PP1 (1uM). A determinagio da atividade (Na‘/K*)-ATPasica foi realizada segundo protocolo
descrito em materiais e métodos. Os valores expressos representam média + erro padrdo de quatro
experimentos independentes. (*) p< 0.001 comparados ao controle e (**) p< 0.05 comparados ao controle.
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho, avaliamos o perfil da atividade (Na'/K*)-ATPasica
durante o desenvolvimento do sistema nervoso de ratos pigmentados,
utilizando a retina como modelo de estudos. Em paralelo, determinamos os
niveis protéicos de duas isoformas da subunidade catalitica da enzima. Nossos
dados indicaram aumento na atividade enzimatica na primeira quinzena de vida
dos animais, apesar nao haver alteracao dos niveis protéicos de qualquer uma
das isoformas avaliadas. Deste modo, decidimos iniciar um estudo sobre
possiveis moduladores da atividade enzimatica 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
investigacado visando encontrar elementos envolvidos na via de sinalizagéo
capaz de modular a atividade (Na*/K*)-ATPaésica basal. A participacado de duas
enzimas foi demonstrada com uso de inibidores especificos, 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*)-ATPésica no

desenvolvimento do sistema nervoso.

Com a finalidade de conhecer o perfil da atividade (Na*/K*)-ATPésica no
desenvolvimento da retina, decidimos fazer uma avaliacdo comparativa com o
perfil da enzima no cortex cerebral. Em acordo com relatos anteriores (De
Sousa et al., 1978; Lopez et al., 2002), nossos dados revelaram aumento
significativo da atividade enzimatica no cértex cerebral, durante os primeiros 14
dias de vida. Seguindo nosso objetivo principal, observamos ainda que a
atividade (Na'/K")-ATPasica na retina segue padrdo similar de alteragdo no
mesmo periodo, demonstrando estreita correlacdo entre o padrdao de
expressao desta atividade catalitica em ambos os segmentos do sistema
nervoso. Cabe destacar que a abertura dos olhos dos animais ocorre em torno
do 14° dia de vida (P14) (Farah, 2006), acarretando aumento significativo do
processamento da resposta visual ao nivel retiniano. Sendo o funcionamento
da (Na'/K*)-ATPase importante para a excitabilidade neuronal, uma vez que é
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responsavel pela manutencdo dos gradientes de sédio e potassio através da
membrana plasmatica, € plausivel esperar um aumento em sua atividade em
funcdo do aumento da excitabilidade no tecido. Da mesma maneira, a medida
que o tecido cortical vai sofrendo o seu processo de diferenciacdo, também
deve haver um aumento na atividade enzimatica como observado. A correlacao
temporal entre os aumentos de atividade em ambos os tecidos, atingindo valor
maximo em torno do 14° dia, nos leva a questionar ainda se o aumento da
atividade elétrica no sistema visual poderia ter como consequiéncias a elevagao

da atividade enzimatica em ambos os tecidos.

O aumento observado na atividade (Na*/K*)-ATPasica na retina durante
o desenvolvimento pds-natal dos ratos poderia estar relacionado a um aumento
na atividade catalitica ou no nivel de expressdo das isoformas para as
subunidades cataliticas. Quatro diferentes isoformas para a subunidade
catalitica da (Na*/K*)-ATPase foram descritas, denominadas al—o4 (Shamraj e
Lingrel, 1994; Malik et al., 1996). Nossos dados demonstram que a subunidade
al, que apresenta expressao ubiquitaria (Lingrel, 1992), e a subunidade
a3, cuja expressao é caracteristica de tecido nervoso (Mcgrail et al., 1991), nao
apresentaram diferencas em seus niveis protéicos entre animais PO e P14,
descartando a hipétese de alteracdo na expressao destas subunidades e
sugerindo alteracdo nas propriedades cataliticas da enzima durante o
desenvolvimento da retina. No entanto, cabe ressaltar que nossa concluséao
final a este respeito ainda depende de uma avaliacdo da expressdo da
isoforma o2, caracteristica das células gliais (Dowling, 1991; Levenson, 1994)

presentes na retina, denominadas células de Muller.

A distribuicdo das isoformas da subunidade catalitica para (Na*/K")-
ATPase em diferentes tipos celulares das retinas de ratos e camundongos
adultos ja foi descrita (Mcgrail e Sweadner, 1990; Wetzel et al., 1999). Os
fotorreceptores, as células bipolares e as amacrinas possuem expressao
exclusiva da isoforma a3; as células horizontais e ganglionares expressam o1
e a3; as células de Miller expressam ol e a2 (Wetzel et al,, 1999). Uma

analise detalhada dos nossos resultados revelou ainda uma alteracédo pontual e
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invertida nas expressdes das isoformas a1 e a3 na retina de animais entre PO e
P4. Enquanto observamos um aumento na expressao da subunidade al entre
PO e P4, com posterior reversao ao nivel controle, a expressao da subunidade
o3 é reduzida entre PO e P4, com posterior reversao ao nivel controle. Nossos
dados ndo nos permitem ainda entender o motivo ou as conseqliéncias

fisiolégicas destas alteragées.

A atividade e a expressdo da (Na'/K")-ATPase estdo sujeitas a
regulacdo por diferentes horménios, bem como alteragdes decorrentes do
desenvolvimento de 6rgaos e tecidos (Blanco e Mercer, 1998). No entanto,
nenhum estudo prévio havia sido desenvolvido com objetivo de conhecer o
perfil da atividade (Na'/K*)-ATPasica durante o desenvolvimento do tecido
retiniano. Nossos dados revelam um mecanismo de regulacdo da atividade
basal da enzima nesta porcdo do sistema nervoso. O IGF-1 é o principal
mediador dos efeitos do horménio do crescimento (GH). Diferentes fatores
interferem nos niveis circulantes de GH e IGF-I, dentre eles podemos destacar
a idade, ou estagio de desenvolvimento do organismo (Bondy e Cheng, 2004).
O IGF-I esta envolvido em diferentes processos no desenvolvimento do
sistema nervoso, tais como neurogénese, mielinizacdo e sinaptogénese
(Gunnell et al., 2005). Em particular, este horménio desempenha importantes
funcdes no controle de processos celulares do tipo proliferacao, sobrevida e
diferenciacao (Chesik, 2004). Por este motivo, decidimos iniciar nossos estudos
sobre possiveis moduladores envolvidos no aumento da atividade (Na*/K")-
ATPasica focalizando o IGF-l. Nossos resultados demonstraram que a
atividade (Na'/K")-ATPésica da retina é capaz de responder ao estimulo deste
hormé6nio. No entanto, observamos ainda que esta resposta pode ser
observada somente em animais P7, uma vez que somente nesta idade o IGF-I
exégeno foi capaz de estimular a atividade da enzima.

Ao demonstrarmos o envolvimento do IGF-I na modulagédo da atividade
basal da (Na'/K")-ATPase, tornou-se necessaria uma avaliacdo sobre a
presenca de IGF-l na retina em diferentes etapas do desenvolvimento pés-
natal. Popken e colaboradores mostraram que o IGF-I € 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 expressao do IGF-l1 acontece no periodo embrionario, entre E11 e E17,
periodo este em que também ocorre a proliferacao dos progenitores neuronais
(Chrysis et al., 2001). No cortex visual de ratos, a expressao de IGF-I aumenta
entre P15 e P21, periodo de intensa sinaptogénese em todas as camadas
corticais e que corresponde ao inicio do periodo critico para uma remodelagem
de conexdes visuais dependente de experiéncia (Ciucci et al., 2007). Nossos
resultados mostram que os niveis de expressado de IGF-1 na retina caem em
animais com idade entre P7 e P14, o que esta de acordo com um estudo
desenvolvido por outros autores, onde a expressao de RNA mensageiro para
IGF-1 diminui com o desenvolvimento pds-natal em ratos Sprague-Dawley (Cao
et al., 2001). Como dito anteriormente, algumas células, como bipolares,
bastonetes e células de Miiller estdo se diferenciando entre E20 e P13 (Reese
e Colello, 1992; Farah, 2006), sugerindo que o IGF-I poderia estar relacionado
ao crescimento e diferenciacdo destes tipos celulares, explicando os niveis
elevados de expressao de IGF-I no inicio do desenvolvimento em retinas de
ratos.

Para desempenhar sua fungdo hormonal, IGF-l liga-se a receptor
especifico (do tipo I, IGF-I R) na membrana plasmatica. Este receptor,
pertencente a familia de receptores cataliticos com atividade tirosina cinase,
apresenta significativa homologia estrutural com receptores de insulina (Chesik
et al., 2007). Apds a ligacao do IGF, ocorre a ativagdo de tirosina cinase na
porcao intracelular do receptor. Em seguida, diferentes cascatas de sinalizacéao
sdo ativadas, culminando na ativacédo de vias envolvendo PI-3 e MAP cinases
(Russo et al., 2005).

O papel funcional do IGF-1 endbégeno na estimulagdo da atividade
(Na*/K")-ATPasica 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 reducdo da atividade basal da (Na'/K*)-ATPase.
Concluindo nossa proposta para explicar o papel do IGF-1 na estimulagao da
atividade (Na'/K*)-ATPésica basal em retinas de animais, devemos destacar

que o IGF-I endbégeno pode estar envolvido no aumento da atividade
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enzimatica somente até a idade de P7, por dois motivos: 1) Apesar da atividade
enzimatica basal aumentar entre P7 e P14, a enzima de animais P14 nao
responde ao IGF-I exdgeno, 2) os niveis de IGF-I endbégeno caem
significativamente entre P7 e P14. Deste modo, acreditamos que o aumento na
atividade enzimatica observado entre animais P7 e P14 pode estar relacionado

a outro fator.

Nossa investigacdo em relacdo a modulacdo da atividade (Na'/K*)-
ATPésica basal por IGF-I foi iniciada através de uma avaliagdo do nivel de
fosforilacdo endogena do receptor de IGF-I em retinas de animais em
diferentes estagios do desenvolvimento péds-natal. Cabe destacar que
definimos “fosforilagdo enddgena” do receptor, aquela promovida pelo IGF-I
enddgeno. Nossos dados preliminares demonstraram queda gradativa no nivel
fosfo-receptor. No entanto, nossa estimativa sobre o nivel de fosforilagdo do
receptor sera concluida somente ap6s avaliacao do nivel de receptor total, que
permitird uma avaliagdo relativa da proporcao entre os niveis de fosfo-receptor
e receptor total. Os niveis de receptores de IGF-I e insulina no cérebro de fetos
de ratos sdo de quatro a dez vezes mais abundantes que em animais adultos,
sugerindo assim, a importancia destes fatores para o desenvolvimento do SNC
(De Pablo e De La Rosa, 1995). No entanto, os niveis de expressao de
receptor de IGF-I no desenvolvimento da retina ndo sao conhecidos e por este
motivo ndo dispomos de informacao sobre possiveis variacbes na expressao

deste receptor durante o desenvolvimento da retina.

A via de sinalizagcao responsavel pela modulacédo da atividade (Na*/K")-
ATPasica basal por IGF-I endégeno envolve um receptor sensivel ao inibidor
especifico IOMEAG 538, como evidenciado em nossos resultados. O proximo
objetivo nesta linha de investigacdo era identificar as enzimas envolvidas na
modulacdo da (Na'/K")-ATPase pelo IGF-I. Dados na literatura demonstram
envolvimento de uma lipideo cinase e uma tirosina cinase em vias de
sinalizacao ativadas por IGF-I, bem como envolvimento das mesmas na
modulacdo da (Na'/K*)-ATPase. O envolvimento da via PI3 cinase na
estimulacdo da atividade (Na'/K")-ATPasica em células do musculo liso por

IGF-1 (Li et al., 1999; Isenovic et al., 2004), bem como a participacdo de Src
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cinase na estimulagdo da atividade (Na'/K*)-ATPasica por leptina e pelo
hormonio T3 foi demonstrada nos ultimos anos (Bhargava et al., 2007; Jamroz-
Wisniewska et al., 2008). Apesar de nao termos demonstrado ainda o
envolvimento da PI3 cinase e Src cinase no mecanismo de ativacao da
(Na*/K*)-ATPase por IGF-l, nossos dados demonstraram que a atividade
(Na*/K*)-ATPasica basal é sensivel a inibidores destas enzimas (Ly 294002 e
PP1, respectivamente), indicando a participacdo das mesmas na manutencao
da atividade (Na*/K")-ATPasica basal e o possivel envolvimento de IGF-I.
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6. PERSPECTIVAS

Determinar o perfil de expressdo da subunidade o2 durante o
desenvolvimento da retina com a finalidade de avaliar a possibilidade de sua
relagcdo com aumento da atividade (Na'/K*)-ATPasica basal entre PO e P14;

Elucidar o mecanismo de sinalizacdo por IGF-I responsavel pela
modulacdo da (Na'/K")-ATPase na retina, destacando papel de receptores,

enzimas e segundos mensageiros;

Identificar outros fatores envolvidos na maturacédo do SNC que poderiam
atuar como moduladores da atividade (Na'/K*)-ATPésica basal, possivelmente
envolvendo participacao de PI3 e Src cinases;

Identificar outro(s) fator(es) envolvidos na modulacdo da (Na'/K")-
ATPase entre P7 e P14, uma vez que nossos dados indicam envolvimento de
IGF-1 apenas entre as idades de PO e P7.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC
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