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RESUMO

A retina é um tecido localizado na parte posterior do olho e é responsavel pela conversao
de um estimulo luminoso em sinais elétricos, um processo conhecido como fototransducéo,
sendo responsavel pelo sentido da visdo. Nucleotideos como o ATP e o ADP sdo essenciais
para o desenvolvimento da retina, realizando diversos eventos atraves da ativagdo dos seus
receptores especificos. Nosso grupo demonstrou a importancia do receptor P2Y; e das E-
NTPDases na proliferacdo de neuroblastos da retina com 5 dias pds-natais (P5). Nessa idade, a
inibicdo das ectonucleotidases aumentou a proliferacdo na retina em 30%, enquanto o blogueio
do P2Y 1R diminuiu o nimero de células em proliferacdo em aproximadamente 35%. Com isso,
nosso objetivo foi analisar os efeitos do aumento da disponibilidade de nucleotideos de adenina
e da inibi¢do de P2Y na retina de ratos P4 in vivo, idade em que a taxa de proliferacdo celular
é baixa. Foram utilizados ratos da linhagem Lister Hooded com idades de P4 a P7. Este projeto
foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (UFF) sob nimero 2311120422. Ratos
Lister Hooded P4 foram anestesiados por hipotermia e foram realizadas inje¢des intravitreas de
ARL 67156 (inibidor das ectonucleotidases), MRS 2179 (antagonista seletivo do receptor
P2Y1), LY294002 (inibidor da P13K) e salina tamponada com fosfato concentrada (PBS) 0,01M
nos experimentos referentes ao ciclo celular, ou DMSO 1% nos experimentos referentes as vias
de sinalizacdo. A proliferacdo celular foi avaliada por imuno-histoquimica para Ki-67, fosfo-
histona H3 (mitose), ciclina D1 e 27 (fase G1) e ciclina A (fases S/G2). A expressdo das
proteinas do ciclo celular ciclina D1 e 27 (fase G1), ap6s os tratamentos, foram analisadas
através da técnica de Western Blot. Inicialmente, ao analisar as etapas do ciclo celular por
imuno-histoquimica, tanto o tratamento com ARL 67156 quanto com MRS 2179 pareceram ser
incapazes de alterar a expresséo das proteinas fosfo-histona H3, ciclina D1, p27¥™ e ciclina A.
O ensaio de Western Blot corrobora com esse dado, ja que na andlise a expressao proteica de
ciclina D1 e 27 permaneceu inalterada apds os tratamentos. Por fim, verificamos por qual via
de sinalizacdo acontecia 0 aumento de células proliferantes causado pelo uso do ARL in vivo.
O resultado preliminar sugere que a inibicdo da via da PI3K/AKT pode ser capaz de reverter o
efeito proliferativo causado pela inibicdo das ectonucleotidases. Portanto, nossos dados
sugerem que E-NTPDases e o receptor P2Y1 modulam a proliferacdo, porém sem afetar as
proteinas do ciclo celular analisadas nas retinas de ratos recém-nascidos in vivo. Porém, mais
experimentos sdo necessarios para analisar outros marcadores do ciclo celular e também de
diferenciacdo, além de avaliar outras vias de sinalizacdo que possam estar envolvidas.

Palavras-chave: Retina, sinaliza¢do purinérgica, receptor P2Y1, E-NTPDases e ciclo celular
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ABSTRACT

The retina is a tissue located at the back of the eye and is responsible for converting a light
stimulus into electrical signals, a process known as phototransduction, being responsible for the
sense of vision. Nucleotides such as ATP and ADP are essential for the development of the
retina, carrying out various events through the activation of their specific receptors. Our group
demonstrated the importance of the P2Y: receptor and E-NTPDases in the proliferation of
retinal neuroblasts at 5 postnatal days (P5). At this age, inhibition of ectonucleotidases
increased proliferation in the retina by 30%, while blocking P2Y(R decreased the number of
proliferating cells by approximately 35%. Therefore, our objective was to analyze the effects
of increasing the availability of adenine nucleotides and inhibiting P2Y in the retina of P4 rats
in vivo, an age at which the cell proliferation rate is low. Lister Hooded rats aged P4 to P7 were
used. The Animal Ethics Committee (UFF) under number 2311120422 approved this project.
Lister Hooded P4 rats were anesthetized by hypothermia and intravitreal injections of ARL
67156 (ectonucleotidases inhibitor), MRS 2179 (selective P2Y1 receptor antagonist) were
performed. LY?294002 (PI3K inhibitor) and 0.01M concentrated phosphate buffered saline
(PBS) in experiments referring to the cell cycle, or 1% DMSO in experiments referring to
signaling pathways. Cell proliferation was assessed by immunohistochemistry for Ki-67,
phospho-histone H3 (mitosis), cyclin D1 and 27 (G1 phase) and cyclin A (S/G2 phases). The
expression of the cell cycle proteins cyclin D1 and 27 (G1 phase), after treatments, was
analyzed using the Western Blot technique. Initially, when analyzing the stages of the cell cycle
by immunohistochemistry, both treatment with ARL 67156 and MRS 2179 appeared to be
incapable of altering the expression of phospho-histone H3, cyclin D1, p27X!™* and cyclin A
proteins. Western Blot analysis corroborates this data, since in the analysis the protein
expression of cyclin D1 and 27 remained unchanged after the treatments. Finally, we verified
which signaling pathway caused the increase in proliferating cells caused by the use of ARL in
vivo. The preliminary result suggests that inhibition of the PI3K/AKT pathway may be capable
of reversing the proliferative effect caused by inhibition of ectonucleotidases. Therefore, our
data suggest that E-NTPDases and the P2Y: receptor modulate proliferation, but without
affecting cell cycle proteins analyzed in the retinas of newborn rats in vivo. However, more
experiments are needed to analyze other cell cycle and differentiation markers, in addition to

evaluating other signaling pathways that may be involved.

Keywords: Retina, purinergic signaling, P2Y1 receptor, E-NTPDases and cell cycle.
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1. INTRODUCAO

1.1. ARETINA

1.1.1. Aretina como modelo de estudo do Sistema Nervoso Central (SNC)

O olho consiste em estruturas fisicas Unicas, contendo células com uma colecdo de
moléculas com uma bioquimica complexa, sendo local de respostas fisiologicas Unicas
(LONDON; BENHAR; SCHWARTZ, 2013). A retina é um tecido que esta localizado na parte
posterior do olho e é responsavel pela conversdo de estimulos luminosos em sinais elétricos,
um processo conhecido como fototransducdo, sendo responsavel pelo sentido da visdo
(VINBERG e cols., 2018).

Em mamiferos, a retina é composta por tipos celulares especificos, dentre os quais estdo o0s
fotorreceptores, interneurdnios, células ganglionares e células gliais (DEMB; SINGER, 2015).
Durante o desenvolvimento embrionario, a retina e o nervo dptico projetam-se do diencéfalo e,
portanto, sdo considerados parte do SNC (LONDON; BENHAR; SCHWARTZ, 2013). Além
disso, por possuir uma localizagdo mais acessivel, sua manipulagédo facilitada com métodos
menos invasivos a tornam um modelo ideal para o estudo do Sistema Nervoso Central, em
eventos como proliferacdo, diferenciacdo e morte celular desses neurénios (AGRANOFF e
cols., 1980).

1.1.2. Estrutura da retina madura de vertebrados

A retina de vertebrados € uma estrutura estratificada e formada por 6 tipos celulares
distintos: os fotorreceptores (cones e bastonetes), células ganglionares, bipolares e
interneurdnios (células amacrinas e horizontais). Além deles, as células gliais (microglia, Glia
de Muller e astrocitos) também estdo presentes para preservar a homeostase do tecido (HOON
e cols., 2014).

A retina é extremamente organizada e seus tipos celulares se organizam em camadas.
Os corpos celulares dos fotorreceptores cones e bastonetes compdem a camada nuclear externa
(CNE). Ja a camada nuclear interna (CNI) apresenta os corpos celulares das células amécrinas,

bipolares e horizontais. A camada mais interna da retina, chamada de camada de células



ganglionares (CCG), compreende as células ganglionares, cujos axénios originam 0 nervo
Optico, que conduz a informacéo visual aos centros superiores da visdo, e também algumas
celulas amécrinas deslocadas. Entre essas diferentes camadas celulares encontram-se as
camadas plexiformes externa e interna (CPE e CPI), onde ocorrem 0s contatos sinapticos entre
as células da retina (HOON e cols., 2014; KEELEY e cols., 2013). O corpo celular da glia de
Miiller, por sua vez, também se localiza na camada nuclear interna, porém seus prolongamentos
percorrem todas as camadas da retina (WASSLE, 2004). Ademais, o epitélio pigmentar da
retina esta presente em contato com o segmento externo dos fotorreceptores, e sua funcdo é
absorver a energia luminosa e fornecer suporte vascular ao tecido (AO e cols., 2018;
STRAUSS, 2005) (Figura 3).

Cco
EPR

SEF

ChE

CPE

Figura 1: Esquema da estrutura da retina madura. A imagem mostra a divisao das células da retina
de um mamifero adulto em camadas: CO: cordide; EPR: epitélio pigmentar da retina; SEF: segmento externo dos
fotorreceptores; CNE: camada nuclear externa; CPE: camada plexiforme externa; CNI: camada nuclear interna;
CPI: camada plexiforme interna; CCG: camada de células ganglionares; NO: nervo éptico; VS: vasos sanguineos.

Nessa divisdo. Existem 7 tipos celulares: bastonetes (B), cones (c), horizontais (H), Astrdcitos (As), bipolares (Bi),
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amécrinas (A), ganglionares (G). Além desses, outros tipos celulares que sdo encontrados ao longo da retina sdo a
Microglia (Mi), Glia de Muller (M) Esquema modificado de VECINO e cols., 2015.

Na visdo, os fotorreceptores transformam energia luminosa em sinais elétricos para que
a imagem consiga ser formada nos centros superiores do cérebro. Essa informacdo visual é
transferida através de conexdes sinapticas pelas células horizontais e bipolares para as células
ganglionares, cujos axonios se unem para formar o nervo éptico e carregar o sinal elétrico até
o centro visual do cérebro (MOORE e cols., 2016; SELHORST; CHEN, 2009).

Apesar de estruturas e tipos celulares semelhantes, ha algumas especializages
neuronais ao longo das espécies, principalmente quando se trata da circuitaria associada aos
fotorreceptores. A retina de camundongos, por exemplo, além dos bastonetes, contém a divisdo
dos fotorreceptores do tipo cone em dois tipos: 0s que contém opsinas de onda curta (cerca de
5%) e 0s que coexpressam opsinas de onda média e longa — verde e vermelho (cerca de 95%)
(APPLEBURY e cols., 2000; HAVERKAMP e cols., 2005; NIKONOV e cols., 2006;
ROHLICH; VAN VEEN; SZEL, 1994). Retinas de macaco, por sua vez, possuem trés tipos de
cones, cada um com um tipo diferente de opsina (para as cores azul, verde e vermelho), que séo
igualmente expressas na retina. Ja o peixe-zebra contém quatro tipos de fotorreceptores do tipo

cone, sendo um deles sensivel a luz ultravioleta (HOON e cols., 2014).

1.1.3. Ciclo Celular e desenvolvimento da retina

Na retina em desenvolvimento, ha a presenca de células multipotentes que podem dar
origem a qualquer um dos tipos celulares da retina, chamadas de células neuroblasticas. Essas
células estdo em constante processo de divisdo celular, no entanto nem todos os tipos surgem
ao mesmo tempo (STENKAMP, 2015; TURNER; SNYDER; CEPKO, 1990).

Em uma etapa do desenvolvimento onde a proliferacdo celular é tdo importante, o
entendimento do funcionamento ciclo celular torna-se crucial para entender a formacéo da
retina. O ciclo celular envolve proteinas regulatorias que impactam diretamente a progressdo
por uma sequéncia especifica de eventos que culmina na mitose e geracao de duas celulas filhas.
De um modo geral, o ciclo pode ser morfologicamente dividido em duas fases gerais: a interfase
(subdividida em G1, S e G2) e a fase M (que € subdividida em préfase, metéafase, anafase e
telofase). Nos eucariontes, a replicagdo do DNA ocorre na fase S, e a segregacdo cromossomica

ocorre na mitose ou fase M. Duas fases chamados ‘Gap’ separam a fase S e a mitose, conhecidas
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como G1 e G2. Estes ndo sdo periodos de inatividade, mas sim periodos em que as células
ganham massa, integram sinais de crescimento, organizam um genoma replicado e se preparar
para a segregacdo cromossémica. (DALTON, 2015; GAO; LIU, 2019; SCHAFER, 1998).

Esse processo € catalizado por enzimas que formam complexos para definir a progressao
pelo ciclo: as proteinas cinases dependentes de ciclinas (CDKSs) e as ciclinas. As CDKs séo
proteinas serina/treonina cinases que fosforilam substratos-chave para promover a sintese de
DNA e a progressdao mitotica. A ligacdo a ciclina permite que CDKs inativas adotem uma
configuracdo ativa semelhante as quinases monoméricas e ativas. Sobreposta a esta regulacéo,
a atividade do CDK também pode ser regulada negativamente pela ligagdo de pequenas
proteinas inibitdrias, as CKIs, ou por fosforilacdo inibitoria da tirosina que bloqueia a
transferéncia de fosfato para substratos (figura 2) (BARNUM, 2016; DALTON, 2015).
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M checkpoint
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Cyclin D
QoW CDK4
s DNA Cell G,
synthesis growth
Cyclin A
CDK2

- Cyclin E

T . -
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Figura 2: Esquema do ciclo celular. A imagem mostra as etapas que compdem o ciclo celular, assim
como as proteinas que estdo envolvidas nesse processo. De um modo geral, o ciclo pode ser morfologicamente
dividido em duas fases gerais: a interfase (subdividida em G1, S e G2) e a fase M (mitose). As proteinas que

comandam esse processo cinases dependentes de ciclinas (CDKSs) e as ciclinas (em amarelo), além de proteinas
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inibitérias desse complexo, as CKls (em vermelho). Esquema modificado do livro texto OpenStax Anatomy and
Physiology, 2016.

Durante o desenvolvimento da retina, os neuroblastos que comp&em a camada neurobléstica
(CNB) estdo em constante movimento e divisdo celular. Essa é a chamada migracéo nuclear
intercinética, em que os nucleos dos neuroblastos adotam uma movimentagdo vertical que é
diretamente relacionada ao ciclo celular. Durante a fase G1, 0s nucleos se deslocam em direcao
a parte mais basal da camada neuroblastica, onde duplicam seu DNA na fase S. Apds isso, 0s
nucleos migram para a porcdo apical ao longo da fase G2, até chegarem proximos ao epitélio
pigmentar, local em que ocorrera a mitose (figura 3) (BELLE e cols., 2016; BILITOU;
OHNUMA, 2010).
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Figura 3: Esquema da estrutura da retina de um vertebrado recém-nascido. A imagem mostra a
divisdo das células da retina de um vertebrado recém-nascido em camadas: Na CNBe, 0s progenitores estdo em
proliferacdo, onde em cada fase do ciclo 0 seu ndcleo se encontra em uma posic¢ao na retina, um evento chamado
de migracéo nuclear intercinética. Neste caso, durante a mitose, o nlcleo esté localizado na regido apical da retina
(a e f), enquanto que na fase S o nucleo esté na regido mais basal (c, d e €). Durante as fases G1 e G2, os nucleos
transitam entre a regido apical e basal (b). Ap6s a mitose, o progenitor pode continuar no ciclo celular ou se tornar
uma célula pés-mitética (g). Caso o progenitor se torne pés-mitotico ele migra em direcdo a CNBI, onde iniciara
seu processo de diferenciagdo (h). CNBE: camada neuroblastica externa; CNBI: camada neuroblastica interna;
CPI: camada plexiforme interna; CCG: camada de células ganglionares. Esquema modificado de DYER &
BREMMER., 2005.
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Especificamente durante o desenvolvimento da retina, 0s neuroblastos estdo
constantemente sob a influéncia de fatores de crescimento extrinsecos, e as células precursoras
da retina realizam uma série de mitoses para produzir um numero suficiente de progenitores.
Ativadores do ciclo celular, como ciclinas, CDKs e antigeno nuclear de células proliferantes
(PCNA), sdo fortemente ativados e conduzem esse estagio proliferativo (BARTON; LEVINE,
2008). Os fatores de transcri¢do entdo decidem o destino dos retinoblastos, que finalmente se
comprometem aos seis tipos principais de neurdnios da retina (células ganglionares, amécrinas,
horizontal, bipolares fotorreceptores do tipo cone e bastonetes) e um tipo de glia (células gliais

de Mauller), em um processo conhecido como neurogénese (GRIGORY AN, 2022).

1.1.4. Neurogénese da retina de vertebrados

Neurogénese € um processo cronoldgico no qual as células neuroblasticas comecam a
expressar fatores de transcri¢do que as levam a se comprometer com um determinado tipo de
célula da retina para que, quando o momento for propicio, essas células se diferenciem e
desempenhem uma funcgéo especifica (LANG, 2001). Esse processo é determinado por diversos
fatores e genes que sdo expressos em etapas especificas do desenvolvimento pré e pos-natal
(fases embrionaria e tardia, respectivamente), determinando a ativacao ou inibicdo de fatores
que no futuro gerardo a diferenciagéo celular (LIVESEY; CEPKO, 2001; PERRON; HARRIS,
2000).

Em ratos, a neurogénese da retina se inicia no 9o dia embrionario (E9) e é finalizado
120 dia pds-natal (P12) (REESE, 2010). As primeiras células a iniciarem esse processo sao as
progenitoras das células ganglionares (E9 e E20) seguidas pelas progenitoras das células
amacrinas comegam a surgir, embora sua formacao termine por volta do 20 dia pos-natal. As
células horizontais sdo formadas entre 0 120 e 170 dias embrionarios, 0s cones sdo gerados
entre 0 140 dia embrionario e o 1° dia pés-natal. Os fotorreceptores do tipo bastonete se formam
no final do periodo embrionario, podendo ter sua génese até o 60 dia pos-natal. Os progenitores
da glia de Muiller e as células bipolares comegam sua formacdo durante o periodo pos-natal
podendo chegar até o 100 dia pos-natal (Figura 4) (RAPAPORT e cols., 2004; CEPKO, 2014).
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Figura 4: Neurogénese da retina de ratos. O grafico mostra cronologicamente 0 nascimento dos
progenitores retinianos, prosseguindo pelo processo de neurogénese dos tipos celulares da retina madura. Os
progenitores das células ganglionares sdo os primeiros a deixar o ciclo celular em E9, e terminam a neurogénese
por volta de E18. Por Gltimo nos temos os progenitores das células bipolares e a glia de Miiller deixando o ciclo
celular também no final do periodo embrionario, podendo ter sua formacdo até o 7° dia pés-natal. CG: células
ganglionares; HO: células horizontais; FC: fotorreceptores do tipo cone; AM: células amécrinas; FB:
fotorreceptores do tipo bastonete; Bl: células bipolares; GM: glia de Miiller. Esquema modificado de RAPAPORT
e cols., 2004.

Apesar desse padrdo ser seguido de forma similar entre as espécies, os fatores que
determinam o tempo de saida das células do ciclo celular e o inicio da diferenciacdo variam.
Em sapos, por exemplo, a diferenciagdo ocorre de maneira rapida (aproximadamente 2 dias
desde a saida da primeira célula) (HOLT e cols., 1988). Ja em camundongos, esse processo
ocorre em, aproximadamente, duas semanas. Isso mostra que, apesar da neurogénese ser um
processo observado em todos os vertebrados, o padrédo de ativacdo de fatores e genes de
diferenciacdo ndo é o mesmo (AGATHOCLEOUS; HARRIS, 2009; TURNER; SNYDER;
CEPKO, 1990). Uma outra caracteristica importante da retina € que a mesma segue um
gradiente de diferenciacdo, no qual células da regido central se diferenciam primeiro que células
da regido periférica. (KIM e cols., 2002; VECINO e cols., 2004).

Com o passar do desenvolvimento, eventualmente a frequéncia de divisfes celulares e do

numero de células progenitoras irdo diminuir, j& que a maioria terd se comprometido com um
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certo tipo celular ou tera completado o processo de diferenciacéo, ou seja, tera se tornado o tipo
celular ao qual se comprometeu. Porém, essa ndo € a Unica fonte de diferenciacdo na retina, ja
que as Glia de Muller séo as Ultimas a se diferenciarem, e elas rettm uma série de fatores
favoraveis a divisdo. Assim, quando expostas aos fatores favoraveis como, por exemplo, o Fator
de Crescimento Transformador beta (TGF-pB), essas células podem entrar novamente no ciclo
celular e dar origem a novos neurénios, ja que possuem fatores intrinsecos que possibilitam a
volta ao ciclo celular e a configuram como células tronco (AGATHOCLEOUS; HARRIS,
2009; CEPKO; DYER, 2000; FISCHER; REH, 2002).

1.2. SINALIZACAO PURINERGICA

Fatores extrinsecos e intrinsecos do organismo modulam o desenvolvimento da retina, e
qualquer mudanga que ocorra nesses mecanismos pode acarretar déficits funcionais e
morfoldgicos (CEPKO; DYER, 2000). Entre os fatores extrinsecos estdo os nucleotideos de
adenina, como ATP, ADP, adenosina e adenina, constituindo o sistema purinérgico que ja foi
provado estar envolvido em diversos processos celulares tais como proliferacdo, diferenciagdo
e morte celular (L1U e cols., 2016).

O ATP pode ser liberado no meio extracelular de diversas maneiras. Basicamente, todos
os tecidos e tipos celulares liberam ATP, principalmente, por meio de vesiculas ou mecanismos
de conducgdo, como os hemicanais de panexina, além de por meio de lesdes celulares (KAR e
cols., 2012). Depois de liberado, o ATP pode ser degradado por enzimas presentes no meio
extracelular, conforme sera explicado adiante, gerando ADP, AMP, adenosina e adenina. ATP
e ADP ativam seus receptores P2 e a adenosina ativa os receptores P1 (figura 5) (KAEBISCH
e cols., 2015).
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Hemicanais P2X

Figura 5: Receptores purinérgicos. Os receptores purinérgicos séo divididos em receptores P1 e P2. Os
P1, também conhecidos como receptores de adenosina (A), sdo receptores metabotropicos subdivididos em A,
Aoa, Az € as. Os receptores P2 sdo subdivididos em P2X e P2Y. Os receptores P2X (1-7) séo ionotropicos ativados
pelo ATP, e os P2Y (1, 2, 4, 6, 11-14) sdo metabotropicos e podem ser ativados por ATP, ADP, UTP e UDP.
Esquema modificado de KAEBISCH e cols., 2015.

Receptores P1, também conhecidos como receptores de adenosina (A), sdo uma familia
de receptores ligados a proteina G que sdo expressos em, praticamente, todos os tipos celulares
e participam de diversos processos fisioldgicos no sistema cardiovascular, muscular, sistema
nervoso, durante um processo inflamatdrio e de dor, entre outros (KAEBISCH e cols., 2015).
Essa familia de receptores é dividida em receptores A1, A2a, A2 € Az. A adenosina age como
um ligante natural dos receptores P1 e contribui para processos fisiolégicos como a proliferacéo

celular e migracdo em diversos sistemas (BURNSTOCK, 2002).

Receptores P2X sdo canais i6nicos permeaveis a cations e dependentes do seu ligante
especifico, o ATP. Até hoje, sete subtipos de receptores (P2X 1-7) sdo conhecidos (Kaebisch e
cols., 2015). Esses receptores estdo envolvidos em diversos processos fisiologicos, como a
modulacdo do ténus vascular, dor cronica, contracdo da bexiga urinéria, agregacao plaquetaria,
ativacdo de macrdfagos, processos apoptéticos e interacdo neuro-glial (KAWANO e cols.,
2012; WEWERS; SARKAR, 2009).

Receptores P2Y também sdo receptores ligados a proteina G. Porém, em contraste ao
receptor P1, eles sdo ativados por nucleotideos, como ATP, ADP, UTP e UDP (BOEYNAEMS
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e cols., 2005). Existem 8 subtipos conhecidos desses receptores em tecidos humanos,
conhecidos como P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Ys, P2Y 11, P2Y12, P2Y 13 € P2Y14. Os nUMeros que sao
pulados nessa sequéncia representam receptores nao estdo presentes em mamiferos ou
receptores que ndo apresentam nenhuma resposta funcional quando expostos aos nucleotideos
citados (Figura 4). Os receptores P2Y sdo expressos em varios tipos de células e desempenham
papeis importantes na fisiologia e fisiopatologia, incluindo respostas inflamatorias e dor
neuropatica (VON KUGELGEN, 2019), e proliferacdo de células endoteliais, por exemplo
(MUHLEDRER e cols., 2020). Em especifico o receptor P2Y1 foi encontrado na retina de ratos
de ratos recém-nascidos nas células neurobléasticas (DE ALMEIDA-PEREIRA e cols., 2016).
Na retina de ratos adultos, esse receptor foi encontrado nas células bipolares, ganglionares e
glias de Miller por RT-PCR, sendo que esse receptor estd expresso em 80% das células
ganglionares, 60% das células bipolares e 60% das glias de Muller. Além disso ja esta clara na
literatura a sua participacdo em processos chave do desenvolvimento do SNC, como
proliferacéo e controle do ciclo celular.

A regulacdo da sinalizacdo purinérgica no meio extracelular é de extrema importancia no
desenvolvimento da retina, sendo que o controle da concentracdo de nucleotideos de adenina é
essencial para manutencdo da homeostase do tecido. Com esse propdsito, existem as
ectonucleotidases, enzimas presentes na membrana plasmatica que Sdo responsaveis por
hidrolisar uma série de nucleotideos em nucleosideos. De modo geral, existem 4 tipos de
extonucleotidases: as Ectonucleosideos trifosfato difosfohidrolases (E-NTPDases), Ecto-
nucleotideo pirofosfatases (NPPs), Fosfatases alcalinas (AP) e Ecto-5’-nucleotidase (5’-NT ou
CD73) (Zimmermann, 2012).

As Ectonucleosideos trifosfato difosfohidrolases (E-NTPDases) sdo responsaveis por
catalisar nucleotideos que possuem somente dois ou trés fosfatos associados, sendo que 0s
nucleotideos monofosfatados ndo sdo hidrolizados por essas enzimas. O ATP pode ser
primeiramente convertido em ADP e depois perder outro fostato para se tornar AMP
(MANSOOR e cols., 2016). Existem oito tipos de NTPDases (também conhecidas como
CD39): NTPDase 1, NTPDase 2, NTPDase 3, NTPDase 4, NTPDase 5, NTPDase 6, NTPDase
7 e NTPDase 8. Porém, dentre estas, somente quatro estdo ancoradas a superficie celular via
dominios transmembrana, contendo sitios ativos extracelulares: NTPDase 1, NTPDase 2,
NTPDase 3 e NTPDase 8, enquanto as outras quatro estdo localizadas intracelularmente (figura
6) (KISHORE; ROBSON; DWYER, 2018).
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Figura 6: Tipos de ectonucleotidases. Depois do ATP ser liberado para o meio extracelular, pode ativar
receptores purinergicos ou ser hidrolisado por diferentes tipos de ectonucleotidases. As Ecto-nucleotideo
pirofosfatases (E-NPPs) sdo ectonucleotidases que conseguem hidrolisar o ATP em AMP diretamente, enquanto
as Ectonucleosideos trifosfato difosfohidrolases (E-NTPDases/CD39) quebram o ATP em ADP e ADP em AMP.
A ectonucleotidase ecto-5’-nucleotidase (5’-NT/CD73) hidrolisa 0 AMP em adenosina que ativa os receptores P1.
NT: Transportador de nucleotideo; CNX: Conexina; PNX: Panexina. Esquema modificado de KISHORE, B. K. e
cols., 2018.

As enzimas Ecto-nucleotideo pirofosfatases (NPPs) quebram o ATP diretamente em
AMP. Existem sete tipos de NPPs (NPP1-7), porém, do ponto de vista da sinalizacdo
purinérgica, apenas trés NPPs sdo relevantes, jA& que somente essas possuem dominios
extracelular largo: NPP1, NPP2 e NPP3. Com excecdo da NPP2, todas as outras NPPs sdo
proteinas transmembrana (BOLLEN e cols., 2000; GODING; GROBBEN; SLEGERS, 2003).
Essas enzimas hidrolisam uma variedade de substratos, incluindo polifosfatos de diadenosina e

ligacbes fosfodiéster e pirofosfato de nucleotideos (AL-RASHIDA e cols., 2017). S&o
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responsaveis também pelo controle de nucleotideos de adenina no meio extracelular,
convertendo ATP em AMP (KISHORE; ROBSON; DWYER, 2018).

Fosfatases alcalinas (AP) séo divididas em dois tipos: a fosfatase alcalina nédo tecido-
especifica (TNAP) e a fosfatase alcalina tecido-especifica. Essa Gltima é subdividida em trés
tipos: fosfatase alcalina intestinal (IAP), fosfatase alcalina de células germinativas (GCAP) e a
fosfatase alcalina placentaria (PLAP). Essas enzimas hidrolisam uma grande variedade de
substratos fosfatados, sendo espalhadas por todo o corpo. Sdo responsaveis pela hidrélise de

nucleotideos purinergicos monofosfatados (AL-RASHIDA e cols., 2017).

A Ecto-5"-nucleotidase (5°-NT ou CD73) é uma enzima ancorada & membrana celular
via ligacdo com glicosil fosfatidilinositol (GPI). Essa enzima é responsavel pela hidrolise do
AMP em adenosina (AL-RASHIDA e cols., 2017).

Apesar de existirem essas quatro familias diferentes de ectonucleotidases, focaremos
nas E-NTPDases, j& que estas sdo estdo presentes em diversos tipos celulares da retina, além de
serem as ectonucleotidases que hidrolisam o ATP e ADP, os nucleotideos fosfatados com maior
abundancia na retina (ZIMMERMANN; ZEBISCH; STRATER, 2012).

1.3. SINALIZACAO PURINERGICA E O DESENVOLVIMENTO DA RETINA

Nosso grupo ja vem trabalhando com o desenvolvimento de progenitores retinianos de
ratos ha alguns anos, utilizando outras idades de roedores e obtendo resultados que ja foram
publicados em revistas internacionais (DE ALMEIDA-PEREIRA e cols., 2017, 2018). Os
resultados mostram a participagéo de receptores purinérgicos, como por exemplo os receptores
P2Y1 e P2Y1, com o desenvolvimento da retina. Foi visto também que quaisquer alteragdes na
concentracdo dos nucleotideos de adenina, que podem ser provenientes, por exemplo, da
desregulacdo das ectonucleotidases, pode impactar de maneira significativa o desenvolvimento

dos progenitores retinianos.

Resultados prévios do nosso grupo vém mostrando que ratos com quatro dias pés-natal
(P4) da linhagem Lister Hooded, apds injecdo intravitrea de 200 uM de ARL 67156, inibidor
das E-NTPDases, tiveram aumento significativo de cerca de 30% no numero de células Ki-67
positivas (marcador de proliferacao celular) no centro e na periferia da retina apds 24 horas.
Mas, quando analisamos essas regifes 48 e 72 horas depois, observamos que o0 nimero de
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células proliferantes eram iguais ao seu controle. Por outro lado, a avaliagdo de morte celular
nessas celulas por ensaio de TUNEL, mostrou que, ap6s 24 horas, 0s animais tratados com ARL
67156 200 uM apresentam uma redug@o de 40% no numero de células apoptoticas em relacdo
ao seu controle. Porém, apds 72 horas, os animais tratados com esse farmaco apresentam um
aumento de células marcadas para TUNEL. Além disso, observamos que a inibigéo tanto da via
da ERK quanto da AKT in vitro reverteu o efeito causado pela inibicdo das ectonucleotidases,
enguanto que o inibidor da PKC néo reverteu o seu efeito. Em virtude dos dados mencionados,
sugerimos que o aumento dos niveis de ATP e ADP enddgenos, gerado pela inibicéo das E-
NTPDases, leva a proliferacdo dos progenitores retinianos mediado pelas vias da ERK e AKT
mas ndo pela via da PKC. Por fim, trabalhos antigos do grupo ja comprovaram a participacdo
dos receptores P2Y1 e P2Y12 em processos chave do desenvolvimento de retina de ratos com

dois dias pos-natal (P2).

Sabendo disso, é de grande importancia para compreensao do desenvolvimento da retina
esclarecer os mecanismos pelos quais essa proliferacdo celular ocorre, de modo a entender
melhor o destino dessas células durante essa etapa tardia do desenvolvimento. Assim, para dar
continuidade a essa linha de pesquisa, visamos avaliar quais receptores purinérgicos e vias de
sinalizacdo celular estdo envolvidos no processo de proliferacédo celular e qual etapa do ciclo
celular encontra-se alterada ap6s o tratamento apresentado, por meio de estudos in vivo. Os
resultados obtidos podem servir como base para futuras estratégias terapéuticas quando se trata

de doencgas retinianas, como o retinoblastoma, e ma formacao da retina.

26



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Analisar como a modulacédo da sinalizacdo purinérgica in vivo afeta a proliferagéo e o

ciclo celular em progenitores tardios da retina de ratos recém-nascidos.

2.2. Objetivos Especificos

e Verificar alteragbes nas etapas do ciclo celular apds o tratamento dos animais com o
inibidor das ectonucleotidases ou inibidor do receptor P2Y;

e Verificar alteracfes na expressdo de proteinas do ciclo celular apds o tratamento dos
animais com o inibidor das ectonucleotidases e bloqueio do receptor P2Y7;

e Investigar a possivel participacdo da via PISBK/AKT na proliferacdo induzida pelo
inibidor das ectonucleotidases apds o tratamento dos animais com o antagonista do
receptor P2Y e inibidor da via da PI3K.
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3. MATERIAIS E METODOS
Esse projeto envolve ratos da linhagem Lister Hooded e foi submetido ao Comité de
Etica e Pesquisa com Animais da Universidade Federal Fluminense (CEUA/UFF) e recebeu
autorizacdo para sua execugdo sob o nimero de protocolo CEUA no 2311120422. Todos 0s
procedimentos seguem as normas de acordo com os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de
2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo

Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA).

3.1. MATERIAIS UTILIZADOS

e 6-N,N-Dietil-D-B-y-dibromometileno adenosina trifosfato (ARL67156), cat#A265;

e 2'-Deoxi-N6-metil adenosina (MRS2179), cat#3808;

e 2-(4-Morfolinil)-8-fenil-1(4H)-benzopiran-4-onehidroclorido(LY294002), cat#L9908;

e Albumina sérica bovina (BSA), cat#A2153;

e Triton X-100, cat#23,472-9;

e 4’ 6-Diamidino-2-penlindole (DAPI), cat#D9542;

e Gelatina de glicerol cat#GG1,;

e Paraformaldeido cat#158127 produzidos pela Sigma-Aldrich;

e OCT produzido pela Tissue-Tek, Sakura;

e Anticorpo primario anti-Ki-67, cat#556003, produzido pela BD Biosciences;

e Anticorpo primario anti-Ciclina D1, cat#2978, produzido pela Cell Signalling;

e Anticorpo primario anti- p27<'"!, cat#610241, produzido pela BD Biosciences;

e Anticorpo primario anti-Ciclina A, cat#4656, produzido pela Cell Signalling;

e Anticorpo primario anti-Fosfo-Histona H3, cat#9701, produzido pela Cell Signalling;

e Anticorpo secundario policlonal biotinilado anti-camundongo, do kit ABC cat#PK-
6101, produzido pela Vector Laboratories;

e Anticorpo secundario fluorescente anti-camundongo Alexa Fluor™ 488, cat# A-21202,
produzido pela Invitrogen;

e Anticorpo secundario fluorescente anti-coelho Alexa Fluor™ 546, cat# A-11010,
produzido pela Invitrogen;

e Microseringa Hamilton modelo 95;
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3.2. ANIMAIS

Foram utilizados ratos da linhagem Lister Hooded com 4, 5 ou 6 dias p6s-natal,
dependendo do objetivo do experimento. Para os experimentos de injecdo intravitrea foram
utilizados ratos P4 com 24, 48 ou 72h de sobrevida. Os animais foram mantidos no Biotério
Experimental do Instituto de Biologia da Universidade Federal Fluminense, sob um ciclo claro-
escuro de 12h/12h, com acesso a &gua e comida ad libitum. Antes do preparo do material
bioldgico, os animais foram anestesiados por hipotermia e eutanasiados por decapitacdo

seguida de enucleacédo dos olhos.

3.3. INJECAO INTRAVITREA

A injecdo foi realizada na cavidade intravitrea com uma microseringa Hamilton #95,
calibre 26S, em animais anestesiados por hipotermia (DE ALMEIDA-PEREIRA e cols., 2017,
2018; SILVERMAN, 2008). Para ndo haver nenhuma lesdo na retina durante a injecdo
intravitrea, a agulha da seringa foi posicionada no limbo, area de unido entre a cornea e a
esclera. Em cada olho foi injetado 1 pl dos farmacos ou combinacgdo dos seguintes farmacos:
ARL 67156 (inibidor das ectonucleotidases), MRS 2179 (antagonista seletivo do receptor
P2Y1), LY294002 (inibidor da PI3K) e salina tamponada com fosfato concentrada (PBS) 0,01M
nos experimentos referentes ao ciclo celular ou DMSO 1% nos experimentos referentes as vias
de sinalizagdo como farmacos controle. Os farmacos utilizados foram previamente diluidos em
agua ultrapura ou DMSO 1% (Ly294002) e armazenados a -4°C. Ap0s a injecao intravitrea os
animais foram submetidos a 24, 48 ou 72 horas de sobrevida de acordo com experimento
realizado. Uma injecdo intravitrea de farmaco foi realizada em ambos os olhos de um animal
de cada ninhada, portanto, considerando isso como uma duplicata. Para cada ponto

experimental, usamos pelo menos trés filhotes diferentes de trés ninhadas diferentes.

Para analise do envolvimento das vias de sinalizagéo na proliferacdo de progenitores na
retina apos inibicdo das ectonucleotidases e do receptor P2Y1, foi necesséaria a realizagdo de
uma curva de concentragdo, uma vez que ndo existem na literatura dados sobre a injecédo
intravitrea dos farmacos que serédo utilizados. Com esse objetivo, foi injetado 1 pl dos farmacos
ou combinacgéo dos seguintes farmacos: ARL 67156 200 uM; LY294002 na concentracao de 1

uM, 50 uM ou 100 uM; ARL 67156 200 uM + LY294002 na concentragdo de 1 uM, 50 uM ou
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100 uM; e DMSO 1% no grupo controle.

3.4. PREPARACAO DO MATERIAL HISTOLOGICO

Apos o tempo de sobrevida, os animais foram eutanasiados por decapitagdo seguida da
remocdo dos olhos. Os olhos tiveram a cdérnea e o cristalino retirados e o restante do globo
ocular foi fixado com paraformaldeido 4% diluido em tampéo fosfato 0,1M pH 7,4 por 1 hora
a temperatura ambiente. Em seguida, os olhos foram lavados trés vezes com tampdo fosfato
0,1M pH 7,4 e armazenados nesta mesma solugédo a 4°C. No dia anterior a criosec¢éo, os olhos
e os explantes foram colocados em sacarose 30% diluida em tampéo fosfato 0,1M pH 7,4. No
dia seguinte, os olhos foram colocados em OCT (meio de congelamento) durante 30 minutos e
congelados em nitrogénio liquido. Posteriormente, os olhos foram cortados sagitalmente de
maneira seriada no criostato em uma espessura de 10 pum e recolhidos em laminas previamente
tratadas com poli-L-lisina (200ug/ml). Os cortes das retinas foram coletados ha mesma lamina,

ou seja, cada lamina possuira cortes do grupo controle e dos grupos experimentais.

3.5. IMUNOHISTOQUIMICA

As laminas com os cortes de retina foram imersas em tampdo citrato 10 mM pH 6,0 e
levadas no forno de micro-ondas em poténcia alta até levantar fervura. Esse passo € crucial para
a exposicao dos epitopos, facilitando a deteccdo pelo anticorpo. As ldaminas com os cortes foram
incubadas com Triton X-100 0,5% em PBS por 15 minutos. Entdo, foram lavadas duas vezes
com PBS por 5 minutos para retirada do excesso de Triton X-100. O bloqueio dos sitios
inespecificos foi realizado com 1% de albumina sérica bovina (BSA) em 0,01M PBS por 30
minutos. Apos o bloqueio, os cortes foram incubados com o anticorpo primario em questdo (Ki-
67 [1:200] ou fosfo-histona H3 [1:100]) overnight a 37°C. No dia subsequente, foi adicionado
o0 anticorpo secundario policlonal biotinilado anti-camundongo ou anti-coelho, por 45 minutos,
a 37°C. Posteriormente, lavamos novamente, duas vezes com PBS por 5 minutos e incubamos
com os reagentes A e B do kit ABC por 30 minutos, a temperatura ambiente. Por fim, a
imunomarcacdo foi visualizada pela utilizacdo do substrato da peroxidase, o cromdgeno

diaminobenzidina (DAB), na presenca de perdxido de hidrogénio. Para isso utilizamos 1 ml de
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DAB 1 mg/ml em Tris-HCL e misturamos com 1 ml de agua oxigenada 0,02%, colocamos nas
laminas durante 7 minutos e lavamos duas vezes de 5 minutos com PBS. Em seguida, as laminas
foram montadas com gelatina de glicerol. Ap6s a montagem, os cortes foram analisados,

quantificados e fotografados utilizando microscépio dptico de campo claro.

3.6. IMUNOFLUORESCENCIA

As laminas com os cortes de retina foram submetidas aos mesmos procedimentos
iniciais descritos no topico imunohistoquimica. Sendo que apds o bloqueio, os cortes foram
incubados com o anticorpo priméario (Ciclina D1 [1:100], ciclina A [1:100] ou p27X'™* [1:100])
a temperatura ambiente overnight. Posteriormente, foi adicionado o anticorpo secundario
policlonal fluorescente anti-camundongo ou anti-coelho, por 2 horas, a temperatura ambiente.
Em seguida, lavamos novamente, duas vezes com PBS por 5 minutos e incubamos com DAPI,
durante 2-3 minutos a temperatura ambiente. Por fim, as laminas foram montadas com N-propil
galato e vedadas com esmalte. ApGs a montagem, os cortes foram analisados, quantificados e

fotografados utilizando microscépio fluorescente Leica.

3.7. QUANTIFICACAO DAS CELULAS

As fotomicrografias foram obtidas no microscépio Leica SP5 através do programa
LasV3.7, utilizando uma ampliagdo 400x para fluorescéncia com a area da foto de 151 x 113
um. Para os experimentos com imunohistoquimica, foi utilizado microscopio Leica DM2500
para obtencdo das fotomicrografias com o programa LasV 3.7. Com isso, utilizamos uma
ampliagdo de 400x para campo claro com area da foto de 596 x 447 um. Para cada corte de
retina foram fotografados seis campos, seguindo uma orientacdo periferia-centro, no qual dois
campos sdo referentes a periferia da retina, dois campos referentes ao centro da retina e dois
campos referentes a regido entre o centro e a periferia da retina. Ambos os olhos, direito e
esquerdo, foram utilizados nas quantificagdes, gerando um total de doze campos analisados por
tratamento. Uma média desses doze campos foi realizada, correspondendo a um ponto
experimental da retina total (n=1). Para o grafico da periferia da retina foi utilizado a média dos

campos periféricos sendo no total quatro campos, dois campos do olho esquerdo e dois do olho
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direito. Essa média correspondeu a um ponto experimental da periferia da retina (n=1). O
gréfico do centro da retina foi feito do mesmo modo que o gréfico da periferia, mudando
somente a regido. Depois das fotos quantificadas, a area de cada campo fotografado foi estimada
usando o programa Image J 1.50i. Nos experimentos de campo claro calculamos por mm? da
retina enquanto nos experimentos os microscopios de fluorescéncia utilizamos mm? da camada
neuroblastica. Nos experimentos de imunofluorescéncia foi feita a medicdo da intensidade de
fluorescéncia com auxilio do programa Photoshop CS6, onde foi feita a média da intensidade

dos pixels pela &rea da imagem selecionada (camada neuroblastica)

Iris_

Cornea

Cristalino

Figura 7: Esquema mostrando a localizagdo dos campos quantificados por retina. Para cada retina
foram utilizados seis campos, seguindo uma orientacao centro-periferia. Considerando o nervo éptico como retina
central, os campos C1 e C6 foram considerados periferia, os campos C2 e C5 intermediarios entre centro e periferia
e 0s campos C3 e C4, centrais. Esquema modificado de ALVES, E.F., 2015.

3.8. WESTERN BLOTTING

Ratos P4 tiveram suas retinas dissecadas em PBS ap0s injecao intravitrea por 24 horas
de 1 pl de ARL 67156 200 uM (inibidor das ectonucleotidases), 1 pl de MRS 2179 100 uM
(antagonista seletivo do receptor P2Y1), ARL 67156 200 uM + MRS 2179 100 pM e 1pl de
0,01 M de salina tamponada com fosfato concentrada (PBS) nos animais controle. Em seguida
foi adicionado, nas duas retinas, 70 pl do tampao de extragdo RIPA (NP-40 1%, Triton-X 100
1%, deoxicolato de sddio 1%, Tris HCI 10 mM, NaCl 100 mM, SDS 0,1%, EDTA 5 mM, PMSF
57,5 mM, aprotinina 10 pg/ml, leupeptina 10 pg/ml, pepstatina 10 pg/ml, ortovanadato de sodio
10,2 mM e NaF 0,5mM). As retinas foram dissociadas com o auxilio de uma seringa de insulina
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de 100 U enguanto mantidas em gelo. Para a dosagem do conteddo proteico das amostras,
utilizamos o método de Bradford, no qual foi empregado albumina sérica bovina (BSA 1 pug/ml)
para a curva padrao nas concentracdes de 2, 4, 6, 8, 12 e 16 pg/mL. A curva padrdo e as amostras
foram medidas em um espectrofotdmetro regulado no comprimento de onda de 595 nm. Apds
a dosagem adicionamos tampao de amostra (glicerol 40%, dodecilsulfato de sodio (SDS) 8%,
Tris-HCI 200 mM, dithiothreitol (DTT) 400 mM, azul de bromofenol 5%) e as amostras

proteicas foram fervidas por 5 minutos.

Para a eletroforese utilizamos o gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 10% concentrado e
em cada raia do gel foi aplicado 30 pg de proteina de cada amostra, sendo 0s volumes
padronizados com tampéo de extracdo RIPA. Para a corrida foi aplicada uma voltagem de
80mV até a saida das proteinas do gel stacking e entrada no gel running, em seguida a voltagem
foi mantida a 100mV até o término da eletroforese. Apds a corrida, as proteinas foram
transferidas para a membrana de nitrocelulose utilizando a transferéncia semi-seca a 25V. Para
a imunodeteccdo, as membranas foram bloqueadas em solugdo salina tamponada com Tris-
HCL (TBS, pH 7,6) contendo 0,1% Tween (TBS-T) e 5% de leite desnatado ou 5% de BSA,
por uma hora e meia, sob agitacdo constante e a temperatura ambiente. Apos o bloqueio, a
membrana foi incubada com os anticorpos primarios anti-Ciclina D1 [1:1000], anti- p27K'™
[1:1000] ou anti-a-tubulina [1:100.000] seguido da incubagdo com 0s respectivos anticorpos
secundarios. Para a revelacdo utilizamos o ensaio de quimioluminescéncia, utilizando ECL-

primer.

3.9. ANALISES ESTATISTICAS

Em todos os casos, as analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa
GraphPad Prism verséo 8.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Todos os resultados
apresentados com n igual ou superior a 3 passaram no teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
Os testes de analise de variancia aplicados foram o One-Way ANOVA ou Two-Way ANOVA,
seguido de comparacBes multiplas, empregando o pés-teste de Tukey. Valores de P menores
que 0,05 foram considerados significativos. Todos os dados quantitativos sdo expressos como
média = erro padrdo da média (SEM) de, no minimo, trés experimentos independentes

realizados.
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4. RESULTADOS

4.1. INIBICAO DAS ECTONUCLEOTIDASES E ANTAGONISMO DO
RECEPTOR P2Y1 PARECE NAO ALTERAR O CICLO CELULAR NA RETINA
EM DESENVOLVIMENTO

J& foi descrito extensamente na literatura como os nucleotideos de adenina influenciam
processos chave no desenvolvimento da retina (DE ALMEIDA-PEREIRA e cols., 2017, 2018;
SHOLL-FRANCO e cols., 2010). A partir dessa premissa, verificamos em dados previamente
obtidos pelo grupo que, apds o bloqueio das ectonucleotidases com o farmaco ARL 67156 na
retina de ratos P4, houve um aumento inicial no nimero de células proliferantes, seguido de um
declinio nessa proliferacdo. Além disso, o tratamento diminuiu inicialmente a taxa de morte
celular na retina, seguido de um aumento. Nossa hipotese era de que o tratamento provocava
um atraso na morte celular na retina e induzia as células a entrarem novamente no ciclo celular,

aumentando a taxa proliferativa.

Além disso, também foi visto previamente que o bloqueio do receptor P2Y; com o
farmaco MRS 2179 na retina de ratos P4 provocou uma diminui¢do duradoura no nimero de
células proliferantes, sem apresentar alteragfes na taxa de morte celular. Ndo sabemos qual o
destino dessas células ap6s a diminuicdo da taxa de proliferacdo, visto que ndo houve um
aumento no numero de células apoptoticas. Nossa hipotese era que o bloqueio do receptor P2Y
estivesse impedindo a progressdo no ciclo celular, talvez levando essas células para a

diferenciacéo.

Considerando esses dados, tornou-se necessaria a analise do ciclo celular ap6s os
tratamentos com inibidor das ectonucleotidases ou do receptor P2Yi. Para analisar isso,
anticorpos especificos para cada etapa do ciclo celular foram utilizados para verificar possiveis

alteragcdes em pontos chave da proliferacéo celular.

Injecdes intravitreas de ARL 67156 200 uM (inibidor das ectonucleotidases) ou MRS 2179
100 uM (antagonista seletivo do receptor P2Y) foram realizadas em ratos P4. Os animais
tiveram uma sobrevida de 24, 48 ou 72 horas e depois foram eutanasiados para andlise do ciclo
celular. A analise foi realizada por imunohistoquimica, utilizando diferentes marcadores para

etapas do ciclo celular: fosfo-histona H3, que marca células em processo de mitose; Ciclina D1
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e p27KP1 que analisam a progressdo pela etapa G1; e Ciclina A, que marca células na fase
SIG2.

Analisando primeiramente a células em mitose, as fotomicrografias em campo claro
(figuras 7 e 8) mostram as células fosfo-histona H3 positivas concentradas majoritariamente na
porcao apical da camada neuroblastica, condizente com o movimento nuclear intercinético,
apesar de algumas células ja expressarem essa proteina na transi¢do da fase G2 para a mitose.
A quantificacdo do numero de células marcadas para fosfo-histona H3 foi realizada, néo
indicando alteracGes na taxa mitotica apos os tratamentos, tanto no centro quando na periferia

da retina (figura 9).

Seguindo para analise da progressao pela fase G1 do ciclo celular, as fotomicrografias
fluorescentes mostram as células Ciclina D1 positivas concentradas em uma regido
intermediaria da CNB (figuras 10 e 11). A intensidade de fluorescéncia da marcacdo para
Ciclina D1 foi realizada e, aparentemente, ndo houve diferenca ap06s os tratamentos, tanto no

centro quando na periferia da retina (figura 12).

Em seguida, analisando novamente alteracdes na progressdo pela fase G1 do ciclo
celular, realizamos a imunofluorescéncia para a proteina p27<'"1. As fotomicrografias mostram
as células p27"'P* positivas concentradas em uma regido intermediaria da CNB, condizente com
a fase G1 (figuras 13 e 14). A intensidade de fluorescéncia da marcacgdo para p27K*! foi
realizada e, aparentemente ndo indicando alteragdes na progressdo pela fase G1 ap6s 0s

tratamentos, tanto no centro quando na periferia da retina (figura 15).

Por fim, analisando a progressdo pelas fases S/G2, as fotomicrografias fluorescentes
mostram as células Ciclina A positivas concentradas majoritariamente na por¢cdo basal da
camada neurobléastica (figuras 16 e 17). A intensidade de fluorescéncia da marcacdo para
Ciclina A foi realizada e, aparentemente né&o indicando altera¢Ges na progresséo pela fase S/G2

apos os tratamentos, tanto no centro quando na periferia da retina (figura 18).

Até o momento ndo foi observada uma alteracdo significativa na etapa do ciclo celular em
nenhuma das andlises nas idades observadas. Apesar dos experimentos nao estarem totalmente
finalizados, os resultados obtidos sugerem que o tratamento com o farmaco inibidor das
ectonucleotidases ou blogueador do receptor P2Y: ndo alteram a expressam das proteinas
relacionadas as etapas mitotica, G1 e S/G2 na retina de ratos recém-nascidos.
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Figura 8: Fotomicrografia de imunohistoquimica para fosfo-histona H3 na periferia da retina de
ratos apds injecdo intravitrea de inibidor das ectonucleotidases ou do bloqueador do receptor P2Y1. A,Be
C: retinas controle ap6s 24, 48 e 72h de tratamento, respectivamente; D, E e F: retinas apds 24, 48 e 72h de
tratamento com ARL 67156, respectivamente; H, | e J: retinas ap6s 24, 48 e 72h de tratamento com MRS 2179,
respectivamente. CNB: camada neuroblastica; EPR: epitélio pigmentado da retina; CTR: controle. Barra de

calibracdo = 100 uM. Fotomicrografias em 400x.
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Figura 9: Fotomicrografia de imunohistoquimica para fosfo-histona H3 no centro da retina de ratos
apos injecado intravitrea de inibidor das ectonucleotidases ou do blogueador do receptor P2Y1. A, B e C:
retinas controle apos 24, 48 e 72h de tratamento, respectivamente; D, E e F: retinas apos 24, 48 e 72h de tratamento
com ARL 67156, respectivamente; H, | e J: retinas apés 24, 48 e 72h de tratamento com MRS 2179,
respectivamente. CNB: camada neuroblastica; EPR: epitélio pigmentado da retina; CTR: controle. Barra de

calibragdo = 100 uM. Fotomicrografias em 400x.
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Figura 10: O bloqueio das E-NTPDases e do receptor P2Y1 aparentemente ndo altera o nimero de

células mitdticas tanto no centro quanto na periferia da retina. O tratamento com ARL 67156 200 uM e MRS

2179 100 pM, durante 24, 48 ou 72 horas, aparentemente ndo altera o nimero de células PH3 positivas, em relagido

ao controle. Tanto na retina total (A) quanto no centro (B, D) e na periferia (C, E) da retina. CTR - 24h n=5; 48h
n=5; 72h n=3; ARL - 24h n=3; 48h n=4; 72h n=3; MRS - 24h n=3; 48h n=3; 72h n=3.

38



CTRL

ARL

MRS

24 horas 48 horas 72 horas

Sebreposigio

Figura 11: Fotomicrografia de imunofluorescéncia para Ciclina D1 no centro da retina de ratos apés inje¢ao intravitrea de inibidor das ectonucleotidases e
bloqueador do receptor P2Y1. A: painel com micrografias de retinas ap6s 24 horas de tratamento com PBS 0,01M, ARL 67156 200 uM ou MRS 2179 100 uM. B: painel com
micrografias de retinas apos 48 horas de tratamento com PBS 0,01M, ARL 67156 200 uM ou MRS 2179 100 uM; C: painel com micrografias de retinas ap6s 72 horas de
tratamento com PBS 0,01M, ARL 67156 200 uM ou MRS 2179 100 uM. CNB: camada neuroblastica; CCG: camada de células ganglionares; CTR: controle. Barra de calibragao

=100 um. Fotomicrografias em 400x.
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Figura 12: Fotomicrografia de imunofluorescéncia para Ciclina D1 na periferia da retina de ratos ap6s injecao intravitrea de inibidor das ectonucleotidases
e bloqueador do receptor P2Y:1. A: painel com micrografias de retinas apos 24 horas de tratamento com PBS 0,01M, ARL 67156 200 uM ou MRS 2179 100 uM. B: painel
com micrografias de retinas apds 48 horas de tratamento com PBS 0,01M, ARL 67156 200 uM ou MRS 2179 100 uM; C: painel com micrografias de retinas apds 72 horas de
tratamento com PBS 0,01M, ARL 67156 200 uM ou MRS 2179 100 uM. CNB: camada neuroblastica; CCG: camada de células ganglionares; CTR: controle. Barra de calibragdo

=100 pm. Fotomicrografias em 400x.
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Figura 23: O bloqueio das E-NTPDases ou do receptor P2Y: aparentemente ndo alterou a expressdo de
ciclina D1 na fase G1 tanto no centro quanto na periferia da retina. O tratamento com ARL 67156 200 uM ou
MRS 2179 100 puM, durante 24, 48 ou 72 horas, aparentemente ndo altera a intensidade de fluorescéncia para
ciclina D1 positivas, em relagdo ao controle. Tanto na retina total (A) quanto no centro (B, D) e na periferia (C, E)
da retina. CTR - 24h n=3; 48h n=3; 72h n=2; ARL - 24h n=2; 48h n=3; 72h n=2; MRS - 24h n=3; 48h n=3; 72h

n=2;
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Figura 14: Fotomicrografia de imunofluorescéncia para p27X'™ no centro da retina de ratos apés injecéo intravitrea de inibidor das ectonucleotidases e inibidor do
receptor P2Y1. A: painel com micrografias de retinas apds 24 horas de tratamento com PBS 0,01M, ARL 67156 200 uM ou MRS 2179 100 uM. B: painel com micrografias
de retinas apos 48 horas de tratamento com PBS 0,01M, ARL 67156 200 uM ou MRS 2179 100 uM; C: painel com micrografias de retinas apds 72 horas de tratamento com
PBS 0,01M, ARL 67156 200 uM ou MRS 2179 100 uM. CNB: camada neuroblastica; CCG: camada de células ganglionares; CTR: controle. Barra de calibragdo = 100 pm.

Fotomicrografias em 400x.
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Figura 15: Fotomicrografia de imunofluorescéncia para p27X'™ na periferia da retina de ratos apés injecéo intravitrea de inibidor das ectonucleotidases e inibidor
do receptor P2Y1. A: painel com micrografias de retinas apds 24 horas de tratamento com PBS 0,01M, ARL 67156 200 uM ou MRS 2179 100 uM. B: painel com micrografias
de retinas apos 48 horas de tratamento com PBS 0,01M, ARL 67156 200 uM ou MRS 2179 100 uM; C: painel com micrografias de retinas apds 72 horas de tratamento com
PBS 0,01M, ARL 67156 200 uM ou MRS 2179 100 uM. CNB: camada neuroblastica; CCG: camada de células ganglionares; CTR: controle. Barra de calibragdo = 100 pum.

Fotomicrografias em 400x.
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Figura 16: O bloqueio das E-NTPDases ou do receptor P2Y1 aparentemente ndo alterou a expressao de
p27K!P! na fase G1 tanto no centro quanto na periferia da retina. O tratamento com ARL 67156 200 uM e
MRS 2179 100 uM, durante 24, 48 ou 72 horas, aparentemente ndo altera a intensidade de fluorescéncia para
p27X1P1 positivas, em relagéo ao controle. Tanto na retina total (A) quanto no centro (B, D) e na periferia (C, E) da
retina. CTR - 24h n=3; 48h n=3; 72h n=2; ARL - 24h n=2; 48h n=3; 72h n=2; MRS - 24h n=3; 48h n=3; 72h n=2.
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Figura 17: Fotomicrografia de imunofluorescéncia para Ciclina A no centro da retina de ratos apos injecéo intravitrea de inibidor das ectonucleotidases ou inibidor
do receptor P2Y1. A: painel com micrografias de retinas apos 24 horas de tratamento com PBS 0,01M, ARL 67156 200 uM ou MRS 2179 100 uM. B: painel com micrografias
de retinas ap0s 48 horas de tratamento com PBS 0,01M, ARL 67156 200 uM ou MRS 2179 100 uM; C: painel com micrografias de retinas apds 72 horas de tratamento com
PBS 0,01M, ARL 67156 200 uM ou MRS 2179 100 uM. CNB: camada neurobléstica; CCG: camada de células ganglionares; CTR: controle. Barra de calibragdo = 100 pum.

Fotomicrografias em 400x.
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Figura 18: Fotomicrografia de imunofluorescéncia para Ciclina A na periferia da retina de ratos apés injecdo intravitrea de inibidor das ectonucleotidases ou inibidor
do receptor P2Y1. A: painel com micrografias de retinas apds 24 horas de tratamento com PBS 0,01M, ARL 67156 200 uM ou MRS 2179 100 uM. B: painel com micrografias
de retinas apos 48 horas de tratamento com PBS 0,01M, ARL 67156 200 uM ou MRS 2179 100 uM; C: painel com micrografias de retinas apds 72 horas de tratamento com
PBS 0,01M, ARL 67156 200 uM ou MRS 2179 100 uM. CNB: camada neuroblastica; CCG: camada de células ganglionares; CTR: controle. Barra de calibragdo = 100 pm.

Fotomicrografias em 400x.
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Figura 19: O bloqueio das E-NTPDases e do receptor P2Y1 aparentemente nédo altera a expresséo de ciclina
A na fase S/G2 tanto no centro quanto na periferia da retina. O tratamento com ARL 67156 200 uM e MRS
2179 100 uM, durante 24, 48 ou 72 horas, aparentemente ndo altera a intensidade de fluorescéncia para ciclina A
positivas, em relacdo ao controle. Tanto na retina total (A) quanto no centro (B, D) e na periferia (C, E) da retina.
CTR - 24h n=3; 48h n=3; 72h n=2; ARL - 24h n=2; 48h n=3; 72h n=2; MRS - 24h n=3; 48h n=3; 72h n=2.
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As analises por imunohistoquimica vistas anteriormente foram bem sucedidas em
mostrar a posicao das células na retina em desenvolvimento, porém a quantificacdo por
intensidade de fluorescéncia possui uma confiabilidade questionavel devido a grande flutuacéo
nos valores obtidos. Assim, como forma de confirmar o que foi visto nos resultados anteriores
sobre o ciclo celular, utilizamos a técnica de Western Blot para analisar a expressdo das
proteinas relacionadas ao ciclo celular apés o tratamento com ARL 67156 200 uM, MRS 2179

100 uM ou os dois farmacos em conjunto.

Injecdes intravitreas de ARL 67156 200 uM (inibidor das ectonucleotidases) ou MRS
2179 100 pM (antagonista seletivo do receptor P2Y1) foram realizadas em ratos P4. Os animais
tiveram uma sobrevida de 24 horas, tempo suficiente para serem observadas possiveis
alteracBes na expressdo de proteinas. Depois, 0s animais foram eutanasiados para analise da
expressao de proteinas do ciclo celular pela técnica de Western Blot. Analisamos inicialmente
a expressdo das proteinas Ciclina D1 e p27X'™, relacionadas respectivamente a progressio ou
impedimento da fase G1 do ciclo celular. Apesar do tratamento com MRS parecer diminuir a
expressdo tanto de ciclina D1 quanto p27X*, a analise estatistica dos resultados obtidos n&o

apontou para diferencas significativas provocadas pelos tratamentos (figuras 19 e 21).

Dados prévios do nosso grupo (Repossi, 2018) mostram que o tratamento da retina de
ratos P4 com inibidor das ectonucleotidases (ARL) em conjunto com antagonista do receptor
P2Y1 (MRS) impede o efeito proliferativo na periferia dessas retinas. Sendo assim, também
utilizamos a aplicacdo conjunta desses dois farmacos na analise da expressdo das proteinas do
ciclo celular por Western Blot. Assim como observado nos outros grupos, a analise estatistica
dos resultados obtidos ndo apontou para diferencas significativas na expressao tanto de ciclina
D1 quanto p27X'®! entre o controle e o tratado com ARL + MRS (figuras 19 e 20).
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Figura 20: Expressao da proteina Ciclina D1 permanece inalterada apos inibicéo das ectonucleotidases e/ou
bloqueio de P2Y1 em retina de rato com quatro dias p6s-natais. Apos 24 h de tratamento com 100 uM de MRS
2179 e/ou ARL 67156, o0 extrato proteico da retina foi obtido e as amostras foram analisadas por Western blotting.
A: imagem representativas da expressdo das proteinas Ciclina D1. B: Foi realizada analise densitométrica da
proteina Ciclina D1, e os valores expressos em densidade Optica, utilizando a-tubulina como controle de

carregamento. Os dados sdo apresentados como média + SEM. B: n=5.
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Figura 21: Expressdo da proteina p27X'®! do ciclo celular permanece inalterada apos inibicdo das
ectonucleotidases e/ou bloqueio de P2Y: em retina de rato com quatro dias poés-natais. Apds 24 h de
tratamento com 100 uM de MRS 2179 e/ou ARL 67156, o extrato proteico da retina foi obtido e as amostras foram
analisadas por Western blotting. A: imagem representativas da expressdo das proteinas p27X'*1. B: Foi realizada
analise densitométrica da proteina p27X'™, e os valores expressos em densidade 6ptica, utilizando a-tubulina como

controle de carregamento. Os dados sdo apresentados como média £ SEM. B: n=5.
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4.2. AVIA DE SINALIZACAO DA PI3K/AKT PODE ESTAR ENVOLVIDA NA
PROLIFERACAO INDUZIDA PELO BLOQUEIO DAS
ECTONUCLEOTIDASES IN VIVO

Resultados prévios do grupo, realizados em culturas de explantes de retina, mostraram
que a proliferacéo induzida pelo bloqueio das ectonucleotidases envolvia as vias de sinalizagdo
da PIBK/AKT e a via da ERK. Para confirmar o papel dessas vias de sinalizacdo in vivo, foi
realizado inicialmente o tratamento intravitreo com o farmaco Ly49002 (inibidor da via

PI3BK/AKT), em conjunto ou ndo com o farmaco ARL67156 (inibidor das ectonucleotidases).

Como ainda ndo se haviam dados sobre a concentracgdo ideal a ser utilizada do farmaco
in vivo, foi necessaria a execucdo de uma curva de concentra¢do. Assim, foram realizadas
injecBes intravitreas de ARL 67156 200 uM e Ly49002 em diferentes concentra¢des (1 uM, 50
UM e 100 puM). Apobs o tratamento, os animais tiveram uma sobrevida de 24 horas e depois

foram eutanasiados para analise da proliferagdo celular por imunohistoquimica.

As fotomicrografias em campo claro mostram as células Ki-67 positivas, indicando as
células proliferantes al longo da camada neuroblastica (figura 21). A quantificacdo do numero
de ceélulas proliferantes foi realizada, aparentemente havendo um aumento na proliferacdo
porovocada pelo blogqueio das ectonucleotidases, que foi revertido pelo farmaco inibidor da via
PI3K/AKT de uma forma dose dependente (figura 8)

Os resultados preliminares sugerem que o bloqueio da via de sinalizagédo PISK/AKT
apresenta efeito sobre a proliferacdo induzida pelo ARL67156 nas concentracdes de 1 uM e 50
uM, tendo um efeito mais acentuado na maior concentragdo, sugerindo um efeito dose
dependente. A expectativa é de que uma resposta semelhante ocorrerd com na concentracao de
100 uM e, apoés um numero satisfatorio de repetigdes do experimento, se consiga definir a

concentracdo ideal para uso do Ly49002 in vivo.
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Figura 22: Fotomicrografia de imunohistoquimica para Ki-67 em retina de ratos apés injecéo intravitrea
de inibidor das ectonucleotidases e inibidor da via Pi3K em diferentes concentragdes. Fotos representativas
da periferia da retina. ARL: ARL 67156 (inibidor das ectonucleotidases); LY: LY294002 (inibidor da via da
PI3K);CNB: camada neuroblastica. CTR: controle. Barra de calibragao = 100 pM. Fotomicrografias em 400x.
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Figura 23: O bloqueio da via Pi3k pode estar envolvida na proliferacdo induzida pela inibicdo das
ectonucleotidases. Quantificagdo do ndmero de células proliferantes marcadas para Ki-67 apds 24 horas do
blogueio das ectonucleotidases em retina de ratos P4. CTR: controle; ARL: ARL 67156 (inibidor das
ectonucleotidases); LY: LY294002 (inibidor da via da PI13K). N=1
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5. DISCUSSAO

Ja foi extensamente descrito na literatura que nucleotideos de adenina como o ATP e ADP
estdo envolvidos em processos de proliferacéo celular, mostrando a importancia da modulagéo
da sinalizac&o purinérgica no desenvolvimento. Por exemplo, a indugdo da proliferacéo celular
mediada por nucleotideos é observada em células de Miller cultivadas de cobaia
(MILENKOVIC e cols., 2003), progenitores do embrido de galinha (PEARSON e cols., 2005;
SANCHES; ALENCAR; VENTURA, 2002); e na retina em desenvolvimento de ratos (DE
ALMEIDA-PEREIRA e cols., 2017). Ja foi visto em explantes de camundongos recém-
nascidos, que o efeito proliferativo mediado pelo ADP exdgeno esta associado a entrada dos
progenitores na fase S do ciclo celular sem qualquer alteracdo na dinamica do ciclo celular
através das fases G2 e M (SHOLL-FRANCO e cols., 2010; VENTURA e cols., 2019).

Considerando dados prévios do nosso grupo, especificamente na retina de ratos na idade de
4 dias pés-natal, onde a taxa proliferativa é considerada baixa, os nucleotideos de adenina
provocam uma proliferagdo transitoria na camada de células neuroblésticas (Repossi, 2017).
Esse sinal pode ser interpretado pelas células como estimulos para retorno ao ciclo celular,
desviando de vias de morte e voltando a proliferar. Teve-se, entdo, a necessidade de analisar
cada etapa do ciclo celular para testar essa hipdtese, onde o aumento de células progredindo
pelo ciclo celular poderia confirma-la. Entretanto, ndo foi observada uma diferenca no nimero
de células marcadas para Fosfo-histona H3 (mitose), Ciclina D1 e p27X'*! (Fase G1) ou Ciclina
A (Fase S/G2). De forma semelhante, a analise da expressio das proteinas Ciclina D1 e p27XI™

por Western Blot também ndo indicou qualquer diferenca provocada pelo ARL 67156.

Apesar desses resultados, o papel dos nucleotideos de adenina na proliferacdo depende de
diversos fatores, e a dinamica proliferativa sofre alteracfes dependendo do estdgio do
desenvolvimento do tecido. Na retina de embrides de galinha, por exemplo, os nucleotideos de
adenina induzem a liberacdo de célcio de vesiculas intracelulares, sinalizando a duplicacéo do
DNA e progressdo da célula no ciclo celular. Porém, no periodo tardio do desenvolvimento
embrionario, ha uma queda nessa liberagdo e os progenitores retinianos saem do ciclo celular,
iniciando processo de diferenciacdo (YAMASHITA, 2013). Por isso, é necessario analisar
outras proteinas do ciclo celular além das que ja foram descritas, de forma a se ter um panorama
completo sobre as alteragdes na dindmica proliferativa desses progenitores retinianos tardios.
Algumas dessas proteinas sdo a p57 e a p-Rb, proteinas cuja expressdo estava aumentada e

diminuida, respectivamente, com o bloqueio do receptor P2Y1 na retina de ratos p2 (DE
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ALMEIDA-PEREIRA e cols., 2017); além de outras proteinas do complexo Ciclina/CDK,
como Ciclina E, Ciclina B, CDK 2 e CDK 4/6; e proteinas inibitdrias (CKIs), como p15, p16,
p19 e p21.

Além da resposta celular observada, é interessante observar através de qual receptor ocorre
a resposta induzida pelos nucleotideos de adenina. J& foi visto que, em retinas de embrido de
galinha, a ativacdo dos receptores P2Y2/4 por ATP exdgeno ou UTP induz a proliferacdo de
progenitores retinianos que irdo gerar fotorreceptores, células amécrinas, ganglionares e
horizontais (PEARSON e cols., 2005; SUGIOKA e cols., 1999; SUGIOKA; FUKUDA,
YAMASHITA, 1996).

Uma aposta para o receptor purinérgico envolvido no aumento de proliferacdo celular
induzido pela inibicdo das ectonucleotidases é o receptor P2Y1, j& que diversos trabalhos
mostram que esse receptor esta envolvido na progressao do ciclo celular (HEO; HAN, 2006;
JACOBSON; MULLER, 2016; ORNELAS; VENTURA, 2010). Nunes e colaboradores
demonstraram que a estimulacéo de explantes de retina de galinha E7 por ATP e ADP induzia
0 aumento de ERK fosforilada via PKC e PLC, além de sugerir o envolvimento do receptor
P2Y1 na proliferacdo (NUNES e cols., 2007). Sholl e colaboradores mostraram em 2010 que
mais do que 80% dos progenitores gliais da retina de camundongos recém-nascidos expressam
0 receptor P2Y 1. Ademais, o tratamento de explantes de retina de camundongos recém-nascidos
(p0) com ATP induz progenitores retinianos tardios a prosseguir da fase G1 para a fase S do
ciclo celular por um mecanismo que combina um aumento na expressao da ciclina D1 com uma
diminuicio na expressdo de p27P, envolvendo um aumento na expressdo de P2Y; (SHOLL-
FRANCO e cols., 2010). Em um estudo mais recente, Almeida-Pereira e colaboradores
revelaram que os nucleotideos de adenina controlam a proliferacdo de células progenitores
retinianos in vivo em ratos P2. Foi mostrado que o bloqueio do receptor P2Y: aumenta as
expressdes das proteinas Ciclina D1 e p57, além de diminuir a expressdo de p-Rb, indicando
que esse receptor modula a transicdo da fase G1 para S (DE ALMEIDA-PEREIRA e cols.,
2017).

Foi visto em resultados prévios do grupo que o bloqueio do receptor P2Y1, utilizando o
farmaco MRS2179, diminui a proliferagdo na retina de ratos recém-nascidos e impede a
resposta proliferativa induzida pelo bloqueio das ectonucleotidases na periferia da retina
(Repossi, 2018). Com justificativa semelhante ao que foi feita com o tratamento com ARL

67156 foi realizada a andlise do ciclo celular para observar alteragcBes na progressao pelas
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diferentes fases apos o tratamento. Nao foram observadas alteragfes no nimero de células
marcadas para Fosfo-histona H3 (mitose), Ciclina D1 e p27X'™* (Fase G1) ou Ciclina A (Fase
SIG2), e a andlise por Western Blot também ndo indicou divergéncias. Aqui também se torna
necessario analisar outras proteinas do ciclo celular além das que j& foram descritas, de forma

a se ter um panorama completo sobre as alteragdes na dindmica proliferativa dessas células.

Outros dados do grupo mostram que o blogueio do receptor P2Y1 néo altera a morte celular
na retina de ratos recém-nascidos, apesar de diminuir o niamero de células proliferantes.
Sabendo disso e considerando os resultados obtidos, uma hipotese seria que o bloqueio desse
receptor estaria levando as células a se diferenciarem. De acordo com a neurogénese dos
diferentes tipos celulares da retina (LIVESEY; CEPKO, 2001), na idade de 4 dias pds-natal, 0s
tipos celulares que restam serem formados séo as células da glia de Muller, células bipolares e
bastonetes. Assim, para testar essa hipotese, é necessaria a realizacdo de experimentos para a
deteccdo dessas células na retina de ratos recem-nascidos através de marcadores fenotipicos

apos o tratamento com inibidor do receptor P2Y1.

Além da resposta celular proliferativa e o receptor ativado, também € interessante saber qual
a via ativada pelo receptor P2Y que leva a tal resposta. A via fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 3-
quinase / proteina quinase B (PI3K/Akt) é uma via de sinalizacdo envolvida na proliferacdo
induzida por nucleotideos de progenitores da retina. No desenvolvimento de células da retina
em cultura, tanto o ADP quanto o ATP podem induzir a fosforilacdo da Akt, efeito que é
prevenido pelos inibidores da PI3K e que provoca o aumento da ciclina D1, componente d que
regula a progressao da fase G1 do ciclo celular dos progenitores (Ornelas e Ventura, 2010). A
Akt fosforilada também esta presente durante a mitose dos progenitores da retina e é necessaria
para a expressdo de CDK1, uma enzima que controla a transicdo celular da fase G2 para a
mitose (ORNELAS e cols., 2013).

Ja foi visto em trabalhos prévios do grupo realizados em explantes de retina, que as vias da
PISBK/AKT e da ERK estdo envolvidas na sinalizacdo induzida pelo blogueio das
ectonucleotidases. Nesse trabalho investigamos qual via de sinalizacdo estaria envolvida no
controle da proliferacao celular causado pelo ARL67156 in vivo. Os resultados até 0 momento
podem seguir 0 mesmo caminho que foi observado in vitro, indicando que a via da PISK/AKT

pode estar envolvida na resposta celular.
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CONCLUSOES

A proliferacdo celular estimulada pelo bloqueio das E-NTPDases parece ndo envolver
as proteinas Fosfo-histona H3, Ciclina D1, p27¥'"! e Ciclina A;

A reducdo da proliferacdo celular apos blogueio do receptor P2Y; também parece ndo
envolver nenhuma das proteinas analisadas;

A via de sinalizagdo da PIBK/AKT pode estar envolvida na proliferagéo induzida pelo
bloqueio das ectonucleotidases in vivo
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