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Resumo

O neuropeptideo Y (NPY) é o peptideo mais abundante no sistema nervoso central
e periférico, e esta também presente na retina. Porém, a fungcdo do NPY na retina esta
ainda por esclarecer. Com esta tese, pretendeu-se aumentar o estado actual do

conhecimento sobre as fungdes que o NPY pode desempenhar na retina.

Neste estudo comegou-se por caracterizar a expressdo do NPY nas células da
retina, tendo-se utilizado diversos modelos experimentais (retina, cultura primaria mista de
células da retina, cultura primaria de células de microglia da retina e linhas celulares de
células de Miller e de células endoteliais de rato). Os resultados obtidos revelaram que o
NPY esta presente na retina de rato e, em particular, em diferentes tipos de células da
retina: neurénios, macroglia (células de Miller), microglia e células endoteliais. Além disso,
por RT-PCR, demonstrou-se que as culturas mistas de células da retina expressam o
ARNmM dos receptores Y4, Y2, Y4 € Y5 do NPY. As células endoteliais expressam o ARNm
dos receptores Y, Yo e Yy,

Nesta tese, investigou-se, em neurénios da retina de rato em cultura, o papel do
NPY nas alteragdes da [Ca2+]i e quais os receptores do NPY envolvidos. O NPY (100 nM)
inibiu os aumentos da [Ca®"}; induzidos por 30 mM de KCI em cerca de 50% dos neurénios
analisados. Assim, de acordo com as razdées A2/A1, e considerando que nos neurénios do
controlo A2/A1=0,80, os neurdnios foram divididos em dois grupos: grupo A - neurénios que
ndo respondem a NPY (A2/A120,80); grupo B - neurénios que respondem a NPY
(A2/A1<0,80). Utilizando ferramentas farmacolégicas, pretendeu-se identificar os receptores
que medeiam o efeito inibitério do NPY nos neurdnios da retina. Assim, os agonistas dos
receptores Y4/Ys ([Leu® ,Pro**INPY; 100 nM), Y4 (r-PP; 100 nM) e Ys (NPY1q25(Gly', Ser’,
GIn*, Thr®, Ala®', Aib*, GIn**)PP; 100 nM), mas ndo o agonista do receptor Y, (NPYs.s6;
300 nM), inibiram o aumento da [Ca2+]i induzida por KCI. Por outro lado, o efeito do NPY
nas alteragbes da [Ca2+]i foi inibido na presenca dos antagonistas dos receptores Y,
(BIBP3226; 1 uM) e Y5 (L-152,804; 1 uM). Deste modo, pode concluir-se que, nos
neurdénios da retina, o NPY inibe o aumento da [Ca2+]i induzido por KCI, através da
activagao dos receptores do NPY do subtipo Y4, Y4 e Y5, podendo este efeito ser visto
como um possivel mecanismo neuroprotector em doengas neurodegenerativas da retina,

de que é exemplo o glaucoma.
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Avaliou-se, ainda, o papel do NPY na proliferagdo de células da retina de rato. O
NPY (10-1000 nM) estimulou a proliferagédo celular, através da activagdo dos receptores do
NPY do subtipo Y4, Y, e Ys5. O NPY também aumentou o nimero de células progenitoras
em proliferagdo (células positivas para o 5-bromo-2'-deoxiuridina (BrdU) e para a nestina;
células BrdU*/nestina’). Com base nestes resultados, investigaram-se os mecanismos
intracelulares, associados a activagao dos receptores do NPY, envolvidos no aumento da
proliferacéo celular. O efeito estimulatério do NPY na proliferagédo celular foi reduzido pelo
L-NAME (500 uM), um inibidor da sintase do mondéxido de azoto (NO), pelo ODQ (20 uM),
um inibidor da isoforma soluvel da guanilil ciclase (sGC), e pelo U0126 (1 uM), um inibidor
da cinase extracelular induzida por factores mitogénicos (MEK) 1/2. Em conclus&o, o NPY
estimula a proliferacdo de células da retina, incluindo células progenitoras, sendo este
efeito mediado através das vias do NO-GMPc e da ERK 1/2.

A 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA,; “ecstasy”) tem efeitos estimulatérios
potentes no sistema nervoso central. Apesar de alguns estudos terem demonstrado a
presenca de quantidades apreciaveis de MDMA no humor vitreo e de poderem ocorrer
consequéncias visuais graves devido do consumo da MDMA, o efeito téxico da MDMA na
retina ainda ndo esta completamente esclarecido. Assim, investigou-se o efeito neurotoxico
da MDMA nas células da retina e avaliou-se, também, o potencial efeito protector do NPY
contra a toxicidade induzida pela MDMA. Nas culturas primarias mistas da retina, a MDMA
induziu a morte em todos os tipos de células presentes na cultura: neurénios, macroglia e
microglia. A MDMA induziu necrose (avaliada pela marcagdo com iodeto de propidio, Pl) e
apoptose (avaliada pelo aumento da imunorreactividade da caspase-3 activa), de forma
dependente da concentragdo. A toxicidade induzida pela MDMA foi potenciada pelo
aumento da temperatura (de 37°C para 40°C). O efeito toxico da MDMA nas células da
retina foi mediado, em parte, pela activagdo dos receptores 5-HT,5, uma vez que a
presenca do antagonista dos receptores 5-HT,n (quetanserina, 1 uM) inibiu
significativamente esse efeito. Além disso, o NPY também reduziu significativamente a
morte celular das células da retina de rato causada pela exposicdo a MDMA. Assim, os
resultados obtidos indicam que a MDMA causa um efeito tdxico ndo especifico nas células
da retina em cultura, que é potenciado pela elevagdo da temperatura, e que envolve a
activagado dos receptores 5-HToa. O NPY exerce um potente efeito protector contra a

neurotoxicidade induzida pela MDMA, pelo que o NPY ou analogos do NPY poderdo ser
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utilizados como agentes protectores contra a degeneracao retiniana induzida por drogas de

abuso ou em doencgas oculares.

Em resumo, o NPY e os seus receptores estdo presentes na retina de rato. O NPY
€ expresso em neurdnios, células da macroglia e microglia e também em células
endoteliais da retina. Esta distribuicdo do NPY por diferentes tipos de células na retina
sugere que o mesmo podera desempenhar multiplas fungdes fisioloégicas. De facto, o NPY
modula as alteragbes da [Ca2+]i e promove a proliferagdo de células da retina, incluindo
células progenitoras. Além disso, o NPY tem efeitos neuroprotectores potentes, que
poderdo ser aproveitados para desenvolver estratégias terapéuticas para o tratamento de

doencas degenerativas da retina, nomeadamente no tratamento do glaucoma.



Summary

Neuropeptide Y (NPY) is the most abundant peptide in the central and peripheral nervous
systems, and is also present in the retina. However, the function of NPY in the retina has
remained unknown. Thus, the present study aimed to investigate the role of NPY in the

retina.

Firstly, the characterization of the NPY expression in rat retinal cells was analyzed using
several experimental models [(retina, primary culture of retinal neural cells, microglial cell
cultures, and rat Mdiller cell line (TR-MUL) and retina endothelial cell line (TR-iBRB2)] was
investigated. The results obtained showed that NPY is present in the rat retina, namely in
different retinal cell types: neurons, macroglial (Mdller cells), microglial and endothelial cells.
Moreover, through RT-PCR, we detected the expression of NPY Y, Y;, Y, and Y5 receptors

in the retinal cells in culture, as well as NPY Y4, Y;, Y4 receptors in retinal endothelial cells.

Secondly, both the role of NPY on intracellular calcium ([Ca2+]i) changes in retinal neurons
and the NPY receptors involved in the process were studied. NPY (100 nM) decreased the
[Ca®]; amplitudes evoked by 30 mM KCI in nearly 50% of neurons analyzed. Therefore,
based on the A2/A1 ratios, and taking into account that control neurons A2/A120.80,
neurons were divided into two groups: group A - NPY-non-responsive neurons
(A2/A120.80); group B - NPY-responsive neurons (A2/A1<0.80). Using pharmacological
tools, the NPY receptors involved in the inhibitory effect induced by NPY in rat retinal
neurons were also identified. The NPY Y4/Y5 ([Leu® ,Pro*INPY; 100 nM), Y, (r-PP; 100 nM)
and Ys (NPY19_23(GIy1, Ser®, GIn*, Thr®, Ala®', Aib®, Gln34)PP; 100 nM) receptor agonists,
but not the Y, receptor agonist (NPY3.35; 300 nM), inhibited the [Ca2+]i increase induced by
elevated KCI. On the other hand, the inhibitory effect of NPY on the [Ca2+]i changes was
reduced in the presence of the Y, (BIBP3226; 1 uM) and Y5 (L-152,804; 1 uM) receptor
antagonists. In conclusion, NPY inhibits KCI-evoked [Ca2+]i in retinal neurons through the
activation of NPY Y4, Y, and Y5 receptors, and this effect may be viewed as a potential
neuroprotective mechanism of NPY in retinal neurodegenerative diseases, such as

glaucoma.

Thirdly, the role of NPY on the proliferation of rat retinal neural cells was evaluated. NPY (10
— 1000 nM) stimulated cell proliferation through the activation of NPY Y4, Y, and Ys
receptors and also increased the proliferation of neuronal progenitor cells (BrdU*/nestin”

cells).



Summary

Based on these results, the intracellular mechanisms coupled to NPY receptors activation
that mediate the increase in cell proliferation, were also investigated. The stimulatory effect
of NPY on cell proliferation was reduced by L-NAME (500 uM), a nitric oxide (NO) synthase
inhibitor, ODQ (20 uM), a soluble guanylyl cyclase (sGC) inhibitor or U0126 (1 uM), a
mitogen-induced extracellular kinase (MEK) 1/2 inhibitor. In conclusion, NPY stimulates
retinal neural cell proliferation, including neuronal precursor cells, and this effect is mediated
through NO-cGMP and ERK 1/2 pathways.

3,4-Methylenedioxymethamphetamine (MDMA; ecstasy) has potent central nervous system
stimulant effects. Although some studies have demonstrated that considerable amounts of
MDMA reach the vitreous humor and that serious visual consequences can result from
MDMA consumption, the toxic effect of MDMA on the retina is not completely elucidated.
Indeed, the neurotoxic effect of MDMA on rat retinal neural cells was evaluated, as well as
the potential neuroprotective role of NPY on MDMA-induced toxicity. In primary cultures of
rat retinal neural cells, MDMA-induced cell death was evident in all cell types present in the
culture: neurons, macroglial and microglial cells. MDMA induced necrosis (propidium iodide
assays) and apoptosis (increase of activated caspase-3 immunoreactivity) in retinal neural
cells in a concentration-dependent manner. MDMA-induced toxicity was potentiated at
higher temperatures (40°C, comparing to 37°C). In retinal cells, the toxic effect of MDMA
was mediated, at least in part, by the activation of 5HT, receptors, since the 5HTa-
receptor antagonist (ketanserin, 1 uM) significantly inhibited that effect. Interestingly,
necrotic and apoptotic cell death induced by MDMA was potently inhibited by NPY (100
nM). Therefore, these results suggest that MDMA induces a non-specific toxic effect in
retinal neural cells, which is potentiated by elevated temperature and involves the activation
of 5-HT,a-receptor. Moreover, NPY is a potent neuroprotector against the MDMA-induced
toxicity, suggesting that NPY or NPY analogues might be useful agents against retinal

degeneration induced by drugs or in eye diseases.

In summary, NPY and NPY receptors are present in rat retina. NPY is expressed in
neurons, macroglial and microglial cells, and also in retinal endothelial cells. The NPY
distribution by different retinal cell types suggests that this peptide could participate in
multiple physiological functions in the retina. In fact, NPY modulates the [Ca2+]i changes and
stimulates the proliferation of retinal cells, including progenitor cells. Furthermore, NPY
demonstrates potent neuroprotective effects that might be useful to develop new therapeutic

strategies to treat retinal degenerative diseases, such as in glaucoma.
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1.1 A Retina

A retina dos vertebrados, tal como outras regides do sistema nervoso central

|(Yang. 2004) A retina apresenta uma

(SNC), é derivada embriologicamente do tubo neura
complexidade tipica e a sua estrutura apresenta uma ordenagao e estratificagdo celular

Unicas.

1.1.1 Anatomia da retina

A retina é um tecido sensorial que, no homem, tem uma espessura aproximada de

(Gray. 1999) & que se localiza na parte posterior do olho, sendo constituida por

0,5 mm
diferentes tipos de células que se organizam em varias camadas. As células que
constituem a retina dos vertebrados podem ser agrupadas em trés grupos principais:
células epiteliais, neurénios e células da glia. As células constituintes da retina estédo

indicadas na tabela 1.1.

Tabela 1.1 — Células constituintes da retina dos vertebrados

Células da retina

Células epiteliais Epitélio pigmentado
Fotorreceptores
Células bipolares

Neurénios Células horizontais

Células amacrinas

Células ganglionares

Células de Miiller
Células da Glia Astrécitos

Células da microglia

A camada mais externa da retina é constituida pelo epitélio pigmentado, adjacente
a cordide. As células do epitélio pigmentado variam em tamanho e forma, consoante a sua
localizagcdo. Na zona central da retina, adoptam uma forma cubica e, na zona periférica da
retina, apresentam uma forma mais alongada. Estas células tém como principais fungdes
manter a adesdo da retina neurosensorial, fagocitar os segmentos externos dos
fotorreceptores, de modo a haver regeneragao dos pigmentos visuais, absorver a luz que
néo é absorvida pelos fotorreceptores, para impedir que haja reflexdo da luz, tendo também
funcbes de transporte e armazenamento de metabolitos e vitaminas, em especial da

vitamina A. O epitélio constitui, ainda, uma importante barreira entre a retina e o sistema
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vascular da coroéide, devido a existéncia de jungbes oclusivas entre as células epiteliais.

Esta barreira designa-se barreira hemato-retiniana externa.

) ) ) ) ) ) J ) 4 ) 4 } Epitélio pigmentado

) J
\ 3
}Segmentos externos
dos fotorreceptores
Bastonete4—< ?Cone
» Camada nuclear externa
) 7/
. ! 3

I\

2

Camada plexiforme externa
w -

Célula
de Muiller

Célula
Bipolar
> Camada nuclearintema

Camada plexiforme interna

Célula

I Neurénio Glutamatérgico Gangligpar » Camada de células ganglionares
B Neuronio GABAérgico

F Fotorreceptor
CH Célula horizontal
CB Célulabipolar

CA Célulaamacrina
" CGCélulaganglionar f|> Camada de fibras nervosas

1- segmento externo; 2- pediculo ciliar; 3- segmento interno; 4- corpo celular;
5- axonio; 6-terminais sinapticos

Figura 1.1 - Desenho esquematico representativo da organizacao da retina de vertebrados.

Os sinais gerados nos fotorreceptores (bastonetes e cones) sdo transmitidos através das células
bipolares até as células ganglionares que, por sua vez, enviam os sinais féticos da retina para os
centros visuais, através do nervo Optico, sendo este constituido pelos axoénios das células
ganglionares. A via de transmissdo de informacédo directa ou vertical € modulada pelas células
horizontais na camada plexiforme externa e pelas células amacrinas na camada plexiforme interna. O
glutamato e o GABA sao os mais importantes neurotransmissores excitatério e inibitério na retina,
respectivamente. Os neurdnios glutamatérgicos (fotorreceptores, células bipolares e células
ganglionares) estédo identificados a vermelho, enquanto que os neurdnios GABAérgicos (células
horizontais e células amacrinas) estéo identificados a azul. Na camada plexiforme externa, as células
horizontais recebem sinal dos fotorreceptores podendo, de seguida, fornecer um sinal negativo aos
fotorreceptores. As células bipolares recebem sinal de ambos os fotorreceptores e das células
horizontais. Na camada plexiforme interna, as células bipolares e amacrinas comunicam entre si,
através de sinapses reciprocas, e ambas as células enviam sinais para as células ganglionares. As
células de Miller sdo as principais células da glia e atravessam todas as camadas da retina. As
células da microglia n3o estdo representadas (adaptado de Yang et al., 2004(72"% 2004))
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Os fotorreceptores apresentam seis porgdes subcelulares: o segmento externo, o
pediculo ciliar, o segmento interno, que engloba o corpo celular e 0 axénio, e os terminais
sinapticos. O segmento externo é constituido por camadas de discos derivados da
membrana celular, impregnados de fotopigmentos responsaveis pela fototransdugdo. O
pediculo ciliar consiste num estrangulamento da membrana que separa o segmento
externo do segmento interno. Nos mamiferos, existem dois tipos de fotorreceptores, os
bastonetes e os cones, que se distinguem pela forma do segmento externo e dos terminais
sinapticos. Para além das diferengas anatdmicas, os bastonetes e os cones diferem ainda
nos fotopigmentos. Os bastonetes contém rodopsina e os cones contém diferentes opsinas.
Os cones podem ainda subdividir-se em trés tipos, consoante o comprimento de onda dos
fotdes absorvidos maximamente pelo pigmento. Os cones sensiveis a frequéncias mais
elevadas, também designados por cones azuis, absorvem maximamente a 419 nm, os
cones sensiveis a frequéncias médias, ou cones verdes, absorvem maximamente a 531
nm, e 0s cones sensiveis a frequéncias menos elevadas, ou cones vermelhos, absorvem

maximamente a 559 nm (Figura 1.2).

419nm 496 nm 531nm 559nm

AN
ol JA T\ N
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50 L AL\

S

Absorvancia relativa

\

400 450 500 550 600 650

Comprimento de onda (nm)

Figura 1.2 - Espectro de absorcao dos quatro fotopigmentos na retina humana.

A absorvancia relativa é definida como o logaritmo da raz&o entre a intensidade de luz incidente e a
intensidade de luz transmitida. Cada cone expressa apenas uma das trés opsinas presentes nos
cones. O espectro foi obtido por medicdo da Iluz absorvida por cada cone num
microespectrofotometro (adaptado de Nathans, J., 1989Naans. 1989))
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Os bastonetes sdo mais sensiveis a luz e também s&o sensiveis a uma gama
maior de comprimentos de onda de luz visivel. Por este motivo, sdo as principais células
responsaveis pela visdo nocturna. No entanto, como nao distinguem luz de diferentes
comprimentos de onda, ndo permitem a detecgéo de cor. Esta detecgao de cor é feita pelos
cones, uma vez que os diferentes tipos de cones sao sensiveis a gamas mais estreitas de
comprimento de onda®u"ves &l 2004)

A camada nuclear interna contém os corpos celulares das células bipolares, das
células horizontais e das células amacrinas e a camada de células ganglionares contém os
corpos celulares das células ganglionares e de células amacrinas deslocadas (Figura 1.1).

As células bipolares sdo neurénios orientados radialmente, em que uma ou mais
dendrites fazem sinapse com fotorreceptores ou células horizontais, € os terminais
nervosos fazem sinapse com células ganglionares ou células amacrinas.

As células horizontais sdo, na sua maioria, neurénios inibitorios, cujas dendrites e
axonios se distribuem na camada plexiforme externa, estabelecendo ligagdes com
fotorreceptores e células bipolares®™ues tal 2004)

As células amacrinas sao interneurdnios que estabelecem ligagdes com as células
bipolares ou com as células ganglionares. Existe uma grande diversidade de células
amacrinas, podendo ser classificadas de acordo com o tamanho da arvore dendritica, a
localizagdo na camada plexiforme interna e o neurotransmissor que segregam. A nivel
funcional, estas células sdo importantes na detecgdo de movimento e de diferencas de
luminosidade"urves etal 2004)

A dividir as camadas de corpos celulares, encontram-se duas camadas
intermediarias onde ocorrem as sinapses: as camadas plexiformes externa e interna
(Figura 1.1). Na camada plexiforme externa, ocorrem as sinapses entre os fotorreceptores
e as células horizontais e bipolares, enquanto que, na camada plexiforme interna, as
células amacrinas e bipolares transmitem a informagédo as células ganglionares (Figura
1.1). Por ultimo, os axénios das células ganglionares rednem-se para formar a camada de
fibras nervosas, culminando na formacado do nervo éptico que conduz a informagao dos
neurdnios da retina até ao cortex visual no cérebro (Figura 1.1).

As células ganglionares dividem-se em dois grupos, células P e células M, que se
projectam nas camadas parvocelulares e magnocelulares do corpo geniculado lateral,
respectivamente(®® 19%9),

As células de Miuller (Figura 1.1) dispéem-se ao longo de praticamente toda a

espessura da retina, formando as membranas limitantes externa e interna. Estas células
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sdo as principais células da glia presentes na retina e tém varias fungbes importantes,
nomeadamente controlar a homeostase da retina, fornecendo metabolitos aos neurénios
(principalmente provenientes da degradagdo de glicogénio), removendo metabolitos
celulares, tais como diéxido de carbono e aménia, e controlando concentragdes idnicas do

1999)

meio extracelular©®” As células de Miiller também protegem os neurénios da

exposicdo a concentragbes elevadas de neurotransmissores, em especial do

Garcia and Vecino, 2003) - Adicionalmente, as células de Miiller podem fagocitar detritos

glutamato(
celulares e segregar neurotransmissores e factores troficos, tais como GABA (&cido y-
aminobutirico), taurina, dopamina, BDNF (“Brain-Derived Neurotrophic Factor’ — Factor
neurotréfico derivado do cérebro) e GDNF (“Glial Cell line-Derived Neurotrophic Factor’ —
Factor neurotréfico derivado da linha celular de glia)®e’s #2007,

As células da microglia estao distribuidas ubiquamente, podendo ser encontradas em
todas as camadas da retina. Quando ocorre um trauma ou processos inflamatérios na
retina, as células da microglia podem ser estimuladas adquirindo capacidade de fagocitar

neurénios em degeneraggoFomester etal, 2002)

1.1.2 Vias de transmissao de sinal na retina

Os fotorreceptores dos vertebrados podem responder a luz, devido a presenga de
pigmentos visuais existentes nos discos membranares lipofilicos que compdem os
segmentos externos. O pigmento visual consiste no conjunto de uma proteina designada
opsina e de um croméforo derivado da vitamina A, designado retinol(®Yst" 19%9),

A absorgédo de luz pelos fotopigmentos inicia a cascata de fototransducgéo. A via
vertical, ou directa, de transmissdo de sinal engloba fotorreceptores, células bipolares e
células ganglionares e resulta da formacéo de sinapses entre fotorreceptores e células
bipolares (neurdénios de segunda ordem) e entre estas e células ganglionares (neurénios de
terceira ordem) (Figura 1.1). Apesar de também se estabelecerem extensas ligagbes
eléctricas entre os neurdnios da retina através de jun¢des em hiato, a transmissao quimica
mediada por neurotransmissores predomina no circuito neuronal da retina™a" e a- 199) Qg
principal neurotransmissor utilizado na via directa ou vertical é o glutamato. A libertagdo de
glutamato pelos fotorreceptores e pelas células bipolares promove e/ou altera a actividade
dos neurdnios poés-sinapticos (células horizontais e bipolares para os fotorreceptores na
retina externa; células amacrinas e ganglionares para as células bipolares na retina

interna), por alteracéo directa da permeabilidade membranar aos ides ou por activagéo de
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sistemas intracelulares, através dos receptores ionotropicos e metabotrépicos do
glutamato "% 2009,

Existem também vias laterais, ou indirectas, em dois niveis da retina. Uma destas
vias laterais € mediada pelas células horizontais, que estabelecem sinapses entre
fotorreceptores vizinhos, e também com as células bipolares. Desta forma, o sinal recebido
pelas células bipolares na via vertical resulta ndo sé da transmissdo directa dos
fotorreceptores, mas também da informagédo transmitida pelos fotorreceptores vizinhos,
através das células horizontais. Outra via lateral € mediada pelas células amacrinas. Estas
células recebem informagao de células bipolares, de outras células amacrinas e de células
ganglionares, e podem transmitir informagéo a células bipolares, amacrinas e ganglionares.
Nesta via, o GABA é utilizado por diversas células horizontais e amacrinas, modulando a
transmissao sinaptica em ambas as camadas plexiformes'2"%-20%4),

A retina contém uma grande variedade de neurotransmissores (acetilcolina,
dopamina, glicina, serotonina e purinas (ATP e adenosina, embora com predominancia do
glutamato e do GABA).

1.1.3 Principais neurotransmissores na retina
1.1.3.1  Glutamato

O glutamato, tal como referido anteriormente, é o principal neurotransmissor na via
vertical da retina. Estudos de imunohistoquimica demonstraram que o glutamato é
detectavel na retina de rato durante o desenvolvimento e o nascimento®™amns and Pearson, 2007) "
conteudo total de glutamato na retina aumenta durante o periodo pods-natal, em
sincronizagdo com a maturagdo das células glutamatérgicas Ve e @ 2004

Os receptores do glutamato agrupam-se em duas classes: 0s receptores
ionotrépicos, incluindo-se neste grupo os receptores AMPA (a-amino-3-hidroxi-5metil-
isoxazol-4-proprionato), KA (cainato) e N-metil-D-aspartato (NMDA), e os receptores
metabotrépicos (mMGIuRs), que se subdividem em 3 grupos distintos: grupo | (mGIuR1 e
mGIuR5), grupo Il (mGIuR2 e mGIuR3) e grupo Il (MGluR4 e mGIuR6-8)(co and Pin, 1997; Ozawa et
al. 1998 Yang, 2004) )5 receptores AMPA e KA caracterizam-se pela permeabilidade ao Na* e ao
K*, mas ndo ao Ca®*, na maioria das situagdes. A activagado destes receptores permite a
entrada de Na' nas células, provocando a despolarizacdo da membrana. Os receptores

NMDA, apesar de serem também permeaveis ao Na’, caracterizam-se pela sua
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permeabilidade ao ca®. A distribuicdo dos receptores do glutamato esta resumida na
tabela 1.2.

Tabela 1.2 - Localizacado de receptores do glutamato nos neurdnios da retina

Receptores do glutamato
lonotrépicos Metabotropicos
Tipos de células AMPA KA NMDA Gl Gl Gl
Fotorreceptores ? ? ? nd + +
Células horizontais + - - + n.d. ?
Células bipolares + +? - ? + ? +
Células amacrinas + + + + + +
Células ganglionares + ? + + n.d. ?

Nota: (+) Forte expresséo; (-) Auséncia de expressao; (?) Resultados inconclusivos (n.d.) Resultados nao
determinados; (Gl) grupo I; (Gll) grupo II; (GlII) grupo IIl (adaptado de Yang et al., 2004(72"%20%4)

Os receptores do glutamato estdo envolvidos na transmissdo sinaptica, mas a
activacdo excessiva de receptores ionotropicos do glutamato induz neurotoxicidade,

processo que se designa por excitotoxicidade, que podera estar envolvida na génese de

diversas doengas dO SNC(Choi, 1988; Choi and Rothman, 1990; Meldrum and Garthwaite, 1990)

Existem algumas evidéncias que sugerem que a excitotoxicidade também constitui

um factor importante na morte celular em determinadas doencas da retina, como, por

(Ullian et al., 2004

exemplo, na isquémia retiniana e no glaucoma ). A excitotoxicidade causada

pelo NMDA tem sido proposta como mediadora da morte celular das células ganglionares

(Ullian et al., 2004; Inomata et al., 2006; Xin et al., 2006

da retina ). No entanto, existem outros estudos que

contrariam estas evidéncias, sugerindo que as células ganglionares s&o insensiveis a
excitotoxicidade induzida pelo glutamato e NMDA, mas apenas as células amacrinas séo

sensiveis a excitotoxicidade-u° & a- 2004 Ullian et al. 2004) A mrte de células amacrinas causada

0(Olney, 1969 0(Osborne and Herrera, 1994;

pelo glutamato foi demonstrada na retina de murganh ) de coelh

Osborne et al., 1994; Osborne et al., 1995; Osborne et al., 1996) e de ratO (Lombardi et al., 1994)
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11.3.2 GABA

O GABA ¢ sintetizado a partir do glutamato pela acgao da enzima descarboxilase
do acido glutdmico (GAD). Na retina adulta, o GABA ¢é produzido e libertado pelas células
horizontais e amacrinas que expressam a GAD. A presenga deste neurotransmissor na
retina tem sido detectada durante a fase embrionaria da retina de pinto, nas camadas
nuclear interna e de células ganglionares (" evisaolXu and Tian, 2004; Martins and Pearson, 2007)) | Jm estudo
alternativo de sintese de GABA demonstra que o GABA esta presente durante a fase inicial
do desenvolvimento, mesmo antes da expressdo de GAD nas células horizontais e

ver revisdo(Xu and Tian, 2004; Martins and Pearson, 2007

amacrinagsYamasak et al. 1999) ). Os neurénios GABAgérgicos
incluem as células bipolares e amacrinas. Os receptores de GABA s&o divididos em dois
tipos distintos: os receptores ionotropicos, incluindo-se neste grupo os receptores GABA, e
GABA;, e os receptores metabotrépicos, onde se incluem os receptores GABAgz. A
activagdo dos receptores GABA, conduz a hiperpolarizagdo da membrana, em
consequéncia do influxo do ido cloreto (CI) através dos receptores, enquanto que a
activagcéo dos receptores GABAg leva a uma inibigdo da sintese de monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc). A activacdo deste receptor inibe a actividade de canais de ca” e K".
Os receptores GABA: distinguem-se farmacologica e estruturalmente dos receptores
GABA, e GABAg, embora sejam também canais idnicos, sendo, portanto, receptores
tipicamente ionotropicos, tendo sido detectados predominantemente na retina de
vertebrados Y% 2004,

Esta vasta distribuicdo dos receptores GABA confirma a extrema importancia do
GABA na retina, uma vez que este é o principal neurotransmissor inibitério. A tabela 1.3
resume, sem distinguir diferengas significativas entre espécies, a localizagdo dos diferentes

tipos de receptores de GABA, nos neurdnios e nas células de Miiller da reting@w"s and Yang.

1999; Biedermann et al., 2004; Yang, 2004)
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Tabela 1.3 — Localizagao de receptores de GABA nas células da retina

Receptores de GABA
lonotrépicos Metabotropicos
Tipo de células GABAA GABAc GABAg
Fotorreceptores + + +
Células horizontais + + -
Células bipolares + + ?
Células amacrinas + ? +
Células ganglionares + ? +
Células de Miiller + ? +

Nota: (+) Forte expresséo; (-) Auséncia de expressao; (?) Resultados inconclusivos
(adaptado de Yang et al., 2004729 20%9)

1.1.4 Rede vascular da retina

A retina é o tecido com maior consumo de oxigénio por unidade de peso, no
organismo. Para suportar esta exigéncia metabdlica, o oxigénio é fornecido através do
sistema vascular da retina e, também, pela circulagdo da coréide. Os fotorreceptores sao
irrigados pela circulagdo da cordide, que é exterior a retina, e as camadas mais internas da
retina sdo irrigadas pela circulagdo retiniana. Estes dois sistemas vasculares tém
caracteristicas fisioldgicas bastante diferentes. A circulagdo da cordide tem um fluxo
sanguineo elevado e taxa de circulagdo variavel, enquanto que a circulagéo retiniana tem
um fluxo sanguineo baixo e taxa de circulagdo aproximadamente constanteFmester et al. 2002)

Os vasos retinianos formam a barreira hemato-retiniana interna. Os capilares da
retina sdo formados por uma camada de células endoteliais, que estdo envolvidas pela

ldmina basal, na qual estéo inseridos os pericitos (Figura 1.3.).
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Lamina Basal
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Figura 1.3 — Estrutura de um capilar retiniano e suas interac¢cées com diferentes tipos de
células.

Esquema representativo de uma secgado transversal de um capilar retiniano. As células endoteliais
sdo revestidas pela lAmina basal, onde estdo inseridos os pericitos, e pelos pedicelos (terminais
perivasculares) dos astrécitos. No esquema é ainda Possivel observar a presenga das células da
microglia (adaptado de Abbott et al., 2006)°Pot etal- 2006)

As células endoteliais dos capilares retinianos formam jung¢des oclusivas entre si, que
funcionam como barreira a livre passagem de substancias, permitindo apenas a passagem
selectiva de algumas substancias por transporte paracelular. Os pericitos sdo células
alongadas que rodeiam, parcialmente, as células endoteliais (Figura 1.3). Os pericitos sédo
células contracteis que regulam o calibre dos capilares e, dessa forma, o fluxo sanguineo
na retina. Os pericitos tém também um papel importante na manutengdo da homeostase
microvascular. De facto, a morte ou disfungdo de pericitos tem sido considerado um
importante factor na patogénese de doencas como a retinopatia diabética, aterosclerose e

(Yamagishi and Imaizumi, 2005

angiogénese tumoral ). A membrana basal é uma estrutura fibrilhar
constituida por fibras de colagénio e tem como principal fungdo o suporte estrutural do
endotélio (Figura 1.3). Os capilares estdo ainda envolvidos pelos pedicelos dos astrocitos e
pelas células de Miller. O sistema vascular da coroide é constituido por capilares com
muitas fenestragdes, apresentando-se como uma rede vascular perfurada, tornando-os,

assim, muito permedveisForester etal- 2002)
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1.1.5 Neurogénese na retina

A neurogénese consiste na formacado de novos neurdnios, a partir de células
estaminais. Em termos gerais, as células estaminais podem definir-se como células
indiferenciadas de um tecido especifico, que apresentam a potencialidade de originar todo
o tipo de células diferenciadas associadas a um determinado tecido, e que sédo capazes de
se auto-renovar, ou seja, estas células tém a propriedade de gerar um vasto niumero de
células idénticas ao progenitor multipotente, através de clonagem amplificadora®"™® 2007,
Existem, ainda, outras propriedades atribuidas as células estaminais, tais como divisdo
assimétrica, proliferacdo mitética quiescente e capacidade de regeneracgéo, caracteristicas
estas que sdo partilhadas por muitas, mas ndo por todas as células estaminais. Deste
modo, as células progenitoras neuronais com capacidade de auto-renovagdo e com
potencialidade de originar os varios tipos de células do tecido nervoso, os neurénios,

astrécitos e oligodendrécitos, poderdo ser consideradas como células estaminais(/2e°rs @
Weissman, 2004)

As células estaminais classificam-se de acordo com a poténcia que uma célula
progenitora pode apresentar, relativamente ao tipo de células que é capaz de originar. As
células mais primitivas sao consideradas fotipotentes — capazes de formar um organismo
ou um tecido inteiro; as células dos embrides na fase de oito células (mérula) séo
totipotentes. As células estaminais poderdo ainda ser pluripotentes ou multipotentes
(capazes de originar muitos tipos de células, mas né&o todos), oligopotentes (originam

poucos tipos de células), ou unipotentes (originam um de tipo celular) (Figura 1.4){Tem'e 2009

o = com o dSP s oA = |

Zigoto Célula estaminal Célula estaminal Célula estaminal Célula estaminal
Célula totipotente embrionaria pluripotente embrionaria multipotente oligopotente unipotente

Figura 1.4 — Tipos de células estaminais.

As células estaminais sao classificadas segundo o seu potencial em termos de diferenciagdo como
totipotentes, pluripotentes, multipotentes, oligopotentes e unipotentes. As células totipotentes
definem-se como sendo células capazes de originar todo o tipo de células encontradas num
determinado organismo; as células estaminais pluripotentes caracterizam-se pela capacidade de se
diferenciarem em mais do que um tipo de células, mas ndo em todos; as células estaminais
multipotentes, tal como as células pluripotentes, apresentam a propriedade de originar todo o tipo de
células de um embrido, mas ndo as membranas extra-embriondrias; as células estaminais
oligopotentes tém a capacidade para originar um grupo de células mais especializado; as células
unipotentes apenas apresentam capacidade para originar um unico tipo de células diferenciadas

(Wagers and Weissman, 2004)
(adaptado de Wagers et al., 2004 )-
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Deste modo, as células estaminais apresentam capacidade de originar tecidos,
como o tecido nervoso, mas ainda é necessario definir as condigcbes que possibilitem a
reparacgao do sistema nervoso. De facto, a aquisicdo de caracteristicas de diferenciagdo de
tecidos lesados e 0 aumento da plasticidade das células estaminais poderao contribuir para
o beneficio terapéutico no combate a doengas neurodegenerativas, como a Doenga de

Parkinson, a esclerose multipla ou o glaucoma"ma® 2001 Temple, 2001)

1.1.5.1 Células estaminais no olho

O desenvolvimento do olho dos vertebrados esta intrinsecamente relacionado com a
formagdo do SNC(Chew and tang. 2000 5 neyroepitélio que delimita as paredes das vesiculas
Opticas é regionalizado em areas discretas, sob a influéncia de determinados genes,
originando o epitélio pigmentado da retina, a retina, o epitélio ciliar e o epitélio da iris
(Figura 1.5). Estes genes codificam as familias de factores de transcricdo Otx, Pax, Six, Rx
e Emx, fornecendo caracteristicas especificas as células estaminais no desenvolvimento da
vesicula optica e dos seus derivados#sher-Fadan and Gruss, 2001; Chuang and Raymond, 2002)

Estudos realizados em peixes, anfibios, aves e em roedores demonstraram que a
neurogénese da retina ndo cessa apods o estadio embrionario mas, pelo contrario, continua
a ocorrer ao longo da vida dos animais. Na verdade, a retina continua a crescer, sendo as
novas células continuamente adicionadas a margem ciliar (CMZ — "ciliary marginal zone”)

dO O|h0 de forma ConCéntrica (Figura 1 .5)(Straznicky and Gaze, 1971; Johns, 1977; Ahmad et al., 2000; Tropepe et al., 2000;

Reh and Fischer, 2001)

22



Introducao geral
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Nervo Optico

Margem Ciliar

Epitélio Pigmentado da Retina

Figura 1.5 — Representagcdo de uma secc¢ado sagital da regido da margem ciliar do olho de
murganho adulto.

A area delimitada pela caixa do lado esquerdo foi ampliada no esquema a direita. A zona da margem
ciliar é constituida por células pigmentadas que se situam sobre o musculo ciliar liso (verde), que esta
adjacente ao cristalino. Apenas as células pigmentadas provenientes da margem ciliar, e ndo as
células do epitélio pigmentado, proliferam de forma a originar colénias esféricas de células estaminais
(adaptado de Tropepe et al., 2000("™Pepe etal- 2000))

1.1.5.2 Células estaminais/progenitoras da retina

Alguns estudos in vivo ttm demonstrado que as células progenitoras da retina sao
multipotentes e possuem a capacidade de originar todos os tipos celulares neuronais da

9% As evidéncias de que as células

retina, incluindo as células de Miiller©eP et 2
progenitoras da retina respondem a mitogénicos, tal como o EGF (“Epidermic Growth
Factor” - Factor de Crescimento Epidérmico) e o FGF2 (“Fibroblast Growth Factor 2" -
Factor de Crescimento dos Fibroblastos 2), permitiram isolar e caracterizar as células
progenitoras da retina, na forma de neuroesferas. As neuroesferas, geradas a partir de
células da retina embrionaria na presenga de EGF/FGF2, s&o constituidas
predominantemente por células em proliferagdo que expressam o marcador de células
progenitoras, a nestina. Quando os mitogénicos sdo removidos e o meio é suplementado
com 1% de albumina bovina sérica, as células da neuroesfera diminuem a sua expressao

a(Bhattacharya et al., 2003). Porém, apesar

de nestina e diferenciam-se em neurdnios e células da gli
da evidente multipoténcia caracteristica das células progenitoras da retina, ainda é

controverso se estas células poderdo ser definidas como células estaminais, devido ao
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insucesso na tentativa de clonagem em série, ou seja, ndo apresentam a capacidade de
auto-renovagao. Contudo, existem estudos in vitro que sugerem que estas células podem
ser efectivamente células estaminais, mas ainda n&o foram identificadas as condigdes que
promovem a sua auto-renovagao in vitro"mad etal- 2004

As células da retina sdo geradas em sequéncia, ou seja, os diferentes tipos de
neurénios surgem numa ordem temporal precisa que é caracteristica de cada espécie ™'
2000 A ordem pela qual surgem os diferentes tipos de células é definida pelo dia em que
estas entram na fase S (fase de sintese). O dia em que células sofrem a sua ultima fase S
permite uma previsdo acerca do tipo de célula que se ira formar. A razdo pela qual este
evento acontece ainda ndo esta determinada; porém, € uma caracteristica comum no
desenvolvimento do SNC©ePke et a. 1996 Ng retina, esta informagdo temporal estd bem
definida e sabe-se a ordem exacta do aparecimento de cada tipo celular da retina. Assim,
como se pode observar na Figura 1.6, as células ganglionares sdo as primeiras a aparecer,
durante o processo de desenvolvimento da retina, embora os cones e as células horizontais

g(Cepko etal. 1996) “Assim, de acordo com o

e amacrinas também possam surgir na mesma altur
aparecimento das células retinianas, a histogénese inicial da retina caracteriza-se pelo
aparecimento das células ganglionares, cones e células horizontais e amacrinas, enquanto
que a fase tardia da histogénese se define pelo surgimento dos bastonetes, células
bipolares e células de Miller e ainda de algumas células amacrinas (Figura 1.6). Deste
modo, tal como no SNC, nas fases mais precoces, as células progenitoras geram
preferencialmente neurénios e, nas fases tardias da histogénese, as células progenitoras
originam preferencialmente células da glia, ou seja, a capacidade neurogénica diminui com
as fases mais tardias do desenvolvimento. Estas alteragdes na determinacao dos diferentes
tipos celulares reflecte a utilizagdo diferencial da sinalizagdo de diferentes genes pelas
células progenitoras iniciais e tardias, como é o caso da sinalizagdo do Notch*"mad etal 2004)
Durante a fase inicial do desenvolvimento, a sinalizagcdo do Notch funciona no sentido de
manter a populagdo de células progenitoras, enquanto que, na fase mais tardia do
desenvolvimento, quando a neurogénese € menor, o sinal intracelular do Notch é recrutado

para promover a gliogénese(Furukawa et al., 2000; Vetter and Moore, 2001)
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Figura 1.6 — Origem sequencial das células da retina de murganho.

O aparecimento sequencial das células foi determinado através da incorporagédo de timidina tritiada
([ H]timidina) durante o desenvolvimento da retina de murganho. As células que estavam em fase S
durante a adigao de [ H]timidina incorporaram o composto. As células que continuaram a dividir-se
apresentam uma marcagao pouco intensa, enquanto que as células que se encontram na ultima fase
S retém um nivel de marcagdo mais intenso. O dia de aparecimento (N) de cada tipo celular é
determinado através da analise das células da retina cuja marcagéo para [ Hitimidina é mais intensa
0 que indica que se encontram na sua ultima fase S. A percentagem de células que surge num
determinado dia para cada tipo de célula é representado nas ordenadas (adaptado de Cepko et al,,
1996)(Cepko etal, 19 6)

1.1.5.3 Epitélio ciliar adulto como fonte de células progenitoras neuronais

Varios estudos tém demonstrado que a retina de mamiferos adultos tem capacidade

(Wallace, 2007)

de autoregeneracgéo De facto, foi demonstrada a existéncia de células

progenitoras neuronais na zona marginal da cdrnea, na conjuntiva e no epitélio ciliar do

O|h0 de mamiferOS adultOS(Kenyon and Tseng, 1989; Pellegrini et al., 1999; Ahmad et al., 2000; Tropepe et al., 2000; Dogru and

Tsubota, 2005; Klassen et al. 2007) = A hipétese de que as células progenitoras neuronais estdo

presentes no epitélio ciliar adulto de mamiferos foi baseada no facto de existirem células

progenitoras neuronais numa regido analoga a zona da margem ciliar (CMZ; Figura 1.5) em

peixes réS adUltaS pintO e no homem(Straznicky and Gaze, 1971; Johns, 1977; Fischer and Reh, 2000; Perron and Harris,

2000; Mayer et al., 2003; Mayer et al. 2009) " Estiidos in vitro, através da analise de incorporacdo de BrdU,
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também revelaram a existéncia de células progenitoras neuronais no epitélio ciliar de ratos
adultosmad etal 2000 Aqsim quando estas células sdo cultivadas na presenca de EGF e/ou
FGF2 proliferam, dando origem a neuroesferas que contém células positivas para a
nestina, tal como sucede nas células progenitoras embrionarias. As células presentes no
epitélio ciliar adulto sdo multipotentes e podem diferenciar-se em ambas as linhagens,
neuronais ou gliais. Ao contrario das células progenitoras da retina embrionaria, as células
do epitélio ciliar adulto tém a capacidade de auto-renovagdo, formando neuroesferas.
Assim, fica preenchido o requisito basico para a defini¢do de células estaminais. As células
do epitélio ciliar adulto expressam os marcadores das células progenitoras da retina,
Chx10, Rx e Pax6, podendo mesmo diferenciar-se em neurénios da retina quando expostas

S(Ahmad et al.,, 2000; Engelhardt et al., 2004

a ambientes adequado ). A capacidade de auto-renovacdo

destas células, a sua plasticidade e o seu potencial para poderem expressar fenétipos da
retina sugerem a possibilidade de elas poderem representar uma populacédo residual de

células estaminais da retina.

1.1.5.4 Células de Miiller como células estaminais da retina

Diversos estudos tém sugerido que as células da glia, ou células que expressam
caracteristicas gliais, possuem potencial de diferenciagdo em neurdnios®*“™" 2% Qutros

estudos demonstraram que astrécitos localizados na zona subventricular do cérebro

1999; Sanai et al., 2004

humano e de roedores apresentam potencial neurogénico®oese et @ ). Além

disso, verificou-se que a maioria dos neurénios do SNC s&do gerados a partir de

progenitores que expressam GFAP (“Glial fibrillary acidic protein” - proteina acidica fibrilhar

)(Zhuo et al., 2001

da glia ) Neste contexto, na retina, as células de Miiller poderdo também ser

consideradas precursores neuronais na retina. Este facto foi demonstrado num estudo de

regeneracido dos fotorreceptores, ap6s lesdo induzida por laser, no peixe dourado®@sted eta-

9% Neste estudo, foi demonstrado que as células de Miiller proliferam em resposta a

lesdo, migram para o espago anteriormente ocupado pelos fotorreceptores danificados,
surgindo, assim, a possibilidade de desdiferenciagdo das células de Mdaller em
fotorreceptores, de modo a substituir os fotorreceptores que degeneraram. As células de

Muller adultas, quando expostas a mitogénicos, proliferam e originam neuroesferas com

capacidade de auto-renovagdo e multipoténcia, gerando neurdnios e gliasics an Courtois, 1990;

Monnin et al. 2090 ' Demonstrou-se ainda que as células de Miiller na retina de pinto®e" @ Fiseher

2001 0(Dyer and Cepko, 2000

) e de murganh ) também proliferam em resposta a uma les&o, indicando a
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existéncia de uma fonte de neurogénese regenerativa. Assim, tendo em conta estas
evidéncias, as células de Miiller, em resposta a um insulto téxico, possuem a capacidade

S(Fischer and Reh, 2001). DeSta

de substituir tipos celulares especificos previamente danificado
forma, estas observagdes sugerem que as células de Miiller, sob determinadas condigbes,
podem adquirir propriedades e potencial de células estaminais neuronais e, assim, poderao

ser utilizadas em estratégias de regeneragdo terapéutica nas doengas retinianas™°"" ¢ @~
2007)

1.1.5.5 Regeneragiao e terapia celular em doengas oculares

A identificacdo e caracterizagdo de células progenitoras neuronais podera abrir
novas perspectivas no tratamento de patologias da retina caracterizadas pela degeneracao

neuronal(Gage, 2000; Anderson, 2001; Engelhardt et al., 2004)

, tais como: retinitis pigmentosa (RP),
degenerescéncia macular associada a idade, retinopatia diabética e glaucoma. Assim, as
células estaminais neuronais poderao ser Uteis na recuperagdo da visdo em doentes que
sofram destas doencas, através da substituicdo das células danificadas e/ou através da

protecgdo dos neurdnios sobreviventes de degenerages™me et @ 2007)

O potencial
tratamento de doencas degenerativas retinianas, com recurso a células progenitoras
neuronais, podera ser efectuado utilizando duas estratégias diferentes, embora
complementares, nomeadamente a terapia de substituicdo celular e a terapia genética ex
vivo. Apesar destes procedimentos ainda n&o terem sido utilizados em doencgas
degenerativas da retina em humanos, os resultados obtidos em diversos estudos com
modelos animais indicam que estes poderao, de facto, constituir estratégias terapéuticas de
enorme potencial no tratamento de doengas degenerativas da retina. Além do mais, as
células progenitoras da retina, em combinagdo com a tecnologia de microarray de ADN,
poderdo ser utilizadas em estudos in vitro de diferenciagdo da retina e, assim, ser Uteis na
identificacdo de genes promotores da diferenciagdo e sobrevivéncia celular. Este
conhecimento podera ser usado como alvo terapéutico preferencial no tratamento de

degeneragdes da retina (Figura 1.7)A"mad, 2001 Fimbeletal., 2007)
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Figura 1.7 — Potencial utilizacdo de células estaminais neuronais no tratamento de doencgas
degenerativas oculares

As células progenitoras neuronais em cultura poderdo ser transplantadas na retina de forma a
substituir a retina danificada (fotorreceptores com tonalidade mais clara) através da sua diferenciacdo
em fotorreceptores (fotorreceptores azuis). Em alternativa, as células progenitoras neuronais
intrinsecas, tais como as células progenitoras do corpo ciliar, poderdo ser estimuladas a proliferar,
migrar para o local da leséo, e diferenciar-se nos fotorreceptores em falta. Paralelamente, as células
progenitoras neuronais em cultura poderdo também ser geneticamente modificadas no sentido de
promover a sobrevivéncia, podendo diferenciar-se em fotorreceptores (fotorreceptores azuis) e
regenerar a retina degenerada. Para tal, as células geneticamente modificadas sintetizam e libertam
factores neuroprotectores, protegendo assim os fotorreceptores danificados (fotorreceptores com
tonalidade mais clara). Adicionalmente, por intermédio da tecnologia de microarray de ADN, as
células progenitoras em cultura poderdo ainda ser utilizadas para monitorizar farmacos e factores
neuroprotectores que promovam a sobrevivéncia de células da retina, bem como identificar genes
envolvidos nos processos de diferenciagdo e sobrevivéncia das mesmas. Setas curvas, libertagédo de
factores neuroprotectores (adaptado de Ahmad et al., 2001 Anmad. 2001))

De facto, neste seguimento, estudos em retina de peixes sugerem que a eliminagéo
de fotorreceptores induzida por laser podera ser recuperada a partir de uma populagao de

Braisted et al., 1994
a(

células progenitoras presentes na retin ). Adicionalmente, na retina adulta de

murganho, foi também demonstrado que, apds uma lesédo na retina, é possivel introduzir
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células progenitoras, observando-se que as células transplantadas se integram e

diferenciam em bastonetes, formam sinapses e melhoram a acuidade visual"ctaren etal- 2006)
1.2 O Neuropeptideo Y (NPY)

1.2.1 O peptideo: estrutura, sintese, localizagao e metabolizagao

Estrutura

O neuropeptideo Y (NPY) é um peptideo constituido por 36 aminoacidos,
possuindo um terminal carboxilico amidado e muitos residuos de tirosina (designada
também por Y), presentes em ambos os terminais da molécula (Figura 1.8). O NPY foi

inicialmente isolado a partir de cérebro de porco, em 1982(Taemote. 1982)

Figura 1.8 — Estrutura do neuropeptideo Y (NPY)

O NPY pertence a uma familia de peptideos, a familia do NPY, que inclui o
peptideo YY (PYY) e o polipeptideo pancreéatico (PP)Taemete. 1982 Schwarz etal., 1990) i NPY ¢ um
dos neuropeptideos mais conservados evolutivamente, enquanto que o PP varia

consideravelmente entre as espécies(-2"ammar etal. 1992)

Sintese

A semelhanga de todos os polipeptideos e proteinas, o NPY é produzido por clivagem de
um peptideo precursor, que foi, por sua vez, sintetizado nos ribossomas e transportado

para o lumen do reticulo endoplasmatico e, deste, para o complexo de Golgi. O precursor
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y/Minth et al, 1984) \|og

do NPY é o propeptideo de 97 aminoacidos, designado por pré-pro-NP
granulos secretores, ocorre uma clivagem com a remoc¢ado do peptideo sinal de 28
aminoacidos, resultando o pro-NPY, constituido por 69 aminoacidos. O pro-NPY consiste
no NPY/.35, em que um grupo de trés aminoacidos no terminal carboxilico, Gly*’-Lys-Arg*,
esta flanqueado por um grupo de 33 aminoacidos (o CPON, “C-terminal Flanking Peptide of
NPY”, peptideo flanqueador do NPY, no terminal carboxilico). De seguida, o NPY,39 €
sujeito a acgdo da enzima carboxipeptidase B (CPB), resultando o NPYq37 que, por sua
vez, é o substrato da enzima de amidagédo peptil-glicina-amino-monoxigenase (PAM),
surgindo o NPY.3s amidado que é biologicamente activoMederos Mdos and Tumer, 1996) “ A g NPY/ 54,

designaremos simplesmente por NPY (Figura 1.9).

1 28 97
Pré-Pro-NPY hmmmﬁﬂ# NPY

:
|

Peptidase sinal
1 v 36
Pro-NPY | NPY

6

o

ag
|

Enzima de Converséo
v

1 39
Carboxipeptidase B
1 ' 37
NPY .37 | NPY 'Gly |
PAM
1 ' 36
NPY;.56 | NPY [-CONH,

Figura 1.9 — Esquema da sintese do NPY a partir do precursor pré-pro-NPY.

O pré-pro-NPY ¢é constituido pelo peptideo sinal de 28 aminoacidos, pelo NPY.39, por um grupo de 3
aminoacidos no terminal carboxilico, GIy37-Lys-Ar939 e pelo CPON. A remogédo do peptideo sinal
origina o pro-NPY. Este contém 69 residuos de aminoacidos, sendo constituido pelo NPY1.39 € pelo
peptideo CPON. Apods clivagem, pelas enzimas de conversdo, resulta a formagdo do NPYq.39. Este
peptideo é sujeito a ac¢do da enzima carboxipeptidase B originando o NPY1.37 que por sua vez é o
substrato da enzima PAM, resultando o ?eptideo biologicamente activo NPY4.3s, ou simplesmente
NPY (adaptado de Silva, 2002)S@ ¢ta! 2002)

Localizagao
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O NPY é considerado o neuropeptideo mais abundante nos mamiferos e esta
largamente distribuido no SNC e no sistema nervoso periférico (SNP)Mehe! et al 1998) " Ng
tabela 1.4 descreve-se, resumidamente, a distribuicdo do NPY no organismo, em varios
modelos.

Tabela 1.4 - Distribuicdo do NPY (adaptado de Salgado, 2007)2¢2d: 2007)

Distribuigao

Referéncias bibliograficas

Medula espinal, mesencéfalo, metencéfalo

Cortex, hipotalamo, ganglio basal, talamo, septo,
estriado, amigdala

Hipocampo, nomeadamente no giro dentado
Lobulo occipital e cortex temporal

Hipofise

Glandulas sebaceas e lacrimais

Mucosa nasal

Baco, pancreas, ilhéus de Langerhans, coragéo

Células endoteliais

Colon, neurénios entéricos, esfincter pildrico
Figado e timo

Glandulas supra-renais

ver revisao Silva et al., 2005a

Allen et al., 1983; de Quidt and
Emson, 19864, ver revisdo Silva et
al., 2005a

Caberlotto et al., 2000

Adrian et al., 1983; Beal et al., 1987;
Delalle et al., 1997

ver revisao Grunditz et al., 1984;
Jones et al., 1989; Silva et al., 2005a

Ebara et al., 1992; Kirch et al., 1996;
Seifert et al., 1996

Zhao et al., 1998; Knipping et al.,
2003

Ahmed et al., 1997; Ponery and
Adeghate, 2000; Adeghate et al.,
2001; Lambert et al., 2002
Jackerott and Larsson, 1997;
Jacques et al., 2003; Silva et al.,
2005b

Rettenbacher and Reubi, 2001; Cox
and Tough, 2002; Lindestrom and
Ekblad, 2002; Anitha et al., 2006

Kranz et al., 1997; Esteban et al.,
2001b

de Quidt and Emson, 1986b;
Fernandez-Vivero et al., 1993; Pelto-
Huikko, 1989; Cavadas et al., 2001

Metabolizagao do NPY

Entre as peptidases que apresentam alta afinidade para o NPY, a principal parece
ser a dipeptidil-peptidase 4 (DPP-4; DPP-IV). Esta exopeptidase da familia das propil-
oligopeptidases € uma protease ligada a membrana plasmatica, que cliva uma ligagéo
peptidica, quando no peptideo alvo existe o aminoacido prolina na pendultima posigao.
Assim, actuando no NPY, a DPP-4 cliva a ligacdo Pro*-Ser® do terminal aminico, dando

origem ao NPY;. 3. Este peptideo perde a afinidade para o receptor Y4 e torna-se agonista
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para os receptores Y, efou Y Medeiros and Tumer, 1994; Medeiros Mdos and Tumer, 1996) ' Eyistem, ainda, outras
aminopeptidases que podem clivar o NPY. A dipeptidil-peptidase V8 (DPP-8; DPP-VIII) e a
dipeptidil-peptidase V9 (DPP-9; DPP-IX), encontrando-se ambas localizadas no citoplasma,
e, tal como a DPP-4, ambas clivam o NPY na ligagdo peptidica no aminoacido prolina®®™®"®
al., 2000: Ajami etal. 2000) | A aminopeptidase P (AP-P) é outra peptidase que hidrolisa o NPY. A AP-
P hidrolisa a ligagao peptidica entre o primeiro e o segundo aminoacido no terminal aminico
do peptideo, sendo o segundo amino&cido a proling(Va™or et al. 1997 Venema et al. 1997) ' ragyjltando
em NPY,3. Os peptideos NPY;3;3 € NPY,3 podem ainda ser degradados pela
endopeptidase neutra-24-11, sendo os principais locais de clivagem a Tir’’-Tir”' e Leu®-

lle®’, dando origem aos peptideos biologicamente inactivos NPY .50 & NPYig;.gg raren and Minar

1968; Medeiros and Turner, 1994; Medeiros Mdos and Turner, 1996)

1.2.2 Receptores do NPY

O NPY exerce a sua actividade biolégica através de receptores acoplados a
proteinas-G, caracterizando-se estes pela existéncia de 7 dominios transmembranares. A
familia dos receptores do NPY é a mesma familia para todos os membros da familia do
NPY, o NPY, o PP e o PYY, e inclui: o receptor Y4, inicialmente caracterizado como um
receptor poés-sinaptico; o receptor Y,, que é considerado um receptor pré-sinaptico; o
receptor Y3, cuja clonagem ainda nao foi descrita; o receptor Y4, que foi o primeiro receptor
identificado para o PP; o receptor Ys, que esta envolvido na regulagdo do apetite; e o
receptor ys, que, apesar de ja ter sido clonado e a sua expressédo genética resultar em
proteinas funcionais em coelhos e murganhos, ainda ndo tem fungdo conhecida em

(Michel et al., 1998))

primatas (reviséo . Aos subtipos Y4, Y; e Y5 ligam preferencialmente o NPY e o

PYY, enquanto que ao Y, liga, preferencialmente, o PP.

1.2.21 O-receptor Y,

Para que o receptor do NPY do subtipo Y, seja activado pelo NPY, é essencial que
o terminal aminico esteja intacto. De facto, a remocdo de aminoacidos deste terminal,
resultando nos analogos NPY,.35, NPY;3 € NPYq33, conduz a uma perda evidente da
afinidade pelo receptor Y;. As modificagbes do NPY ao nivel do terminal carboxilico

S(Grundemar et al, 1993; Silva et al., 2002). O receptor Y1 e

S(Grundemar et al., 1992; Wahlestedt et al., 1993)

resultam em andlogos igualmente activo

abundantemente expresso no SNC e nos vasos sanguineo
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As suas principais fungdes estio associadas & vasoconstriggo!©aPure and Huidobro-Toro, 1999 Wiest et al.

2006 -Grojec et al., 1998b

). & proliferacéo de células do musculo liso!#*o"sk ) epitélio olfactivoHanse!- 2001

0(Howell et al,, 2003; Howell et al., 2005; Howell et al., 2007)

células progenitoras do hipocamp , Células B do

péncreaS(Cho and Kim, 2004), Cé|U|aS de MU”er(Milenkovic et al., 2004) e Cé|U|aS tU moraiS(KeIIey et al., 2001; Reubi et

al. 2001 Komer et al. 2004) - A gctivacdo deste receptor estd ainda associada & diminuicdo de

anSiedade e depreSSéO(Sajdyk et al., 1999; Redrobe et al., 2002), ao aUmentO de apetite(Corp et al., 2001; Lecklin et al.,

2003) |(Kelley et al., 2001; Thiele et al., 2002)

e ao consumo de alcoo

1.2.2.2 OvreceptorY,

O receptor Y, caracteriza-se farmacologicamente pela elevada afinidade pelo NPY
e pelo PYY, mas, em contraste com o receptor Y4, para ser activado, nado requer o terminal

aminico intacto, mantendo uma afinidade maxima por fragmentos de NPY com alteragdes

(Michel et al., 1998
6

no terminal aminico, ou seja, 0 NPY,.35, NPY33 € 0 NPY 33 ). O receptor Y,

estd localizado, principalmente, a nivel pré-sinaptico e esta implicado na inibicdo da

1998)

libertagdo de neurotransmissores™™ et 2 Este receptor tem atraido particular

interesse, devido ao seu envolvimento no controlo do apetite™aveihan et al., 1999: Batiernam et al., 2002;

Sainsbury et al., 2002) (El Bahh et al., 2002; Herzog, 2002; Vezzani and Sperk, 2004)

, ha excitabilidade neuronal e epilepsia e

. . Zukowska-Grojec et al., 1998b; A. Jonas Ekstrand, 2003; Lee et al., 2003a
na angiogénese' ) ).

1.2.2.3 OvreceptorY;

O receptor Y3 distingue-se dos restantes subtipos de receptores do NPY pelo facto

de apresentar muito mais baixa afinidade para o PYY do que para o NPY e por ainda nao

1998

ter sido clonado® - 19%) Farmacologicamente, demonstrou-se que o receptor Y; esta

presente em tecidos periféricos, como o ganglio cervical de rato{eucar et . 1993

ratO(Dumont et al., 1994

) célon de

1992; Norenberg et al., 1995; Cavadas et al., 2001)

) medula supra-renal bovina/anestedt et al. e

S(Cavadas et al., 2001

nas células cromafins humana ). Funcionalmente, o receptor Y; esta também

associado a hipotensao, bradicardia e inibigdo dos efeitos do glutamato!Gmndemar and Hakanson,
19%%) o ainda, como receptor responsavel pelo efeito estimulador do NPY, na libertacdo de

catecolaminas pelas células cromafins humanas(©avadas etal. 2001; Cavadas etal. 2006)
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1.2.24 OvreceptorY,

O receptor Y, tem maior afinidade para o PP do que para o PYY. O NPY n&o tem

r(Lundell et al., 1995)

afinidade para este recepto No homem, o ARNm do receptor Y, foi

encontrado na prostata, colon, pancreas, intestino delgado, células do musculo liso e em

determinadas regides do cérebro, como é o caso do hipotalamo®amos e al. 1999; Berglund et al., 2003a;

Misra etal. 2004) ' PP & conhecido por inibir a libertagdo exdcrina do pancreas, por induzir o

relaxamento da vesicula biliar e estimular a libertagdo da hormona luteinizante (LH)"v" ¢
al., 2001; Montet et al., 2005; Andersen, 2007)

1.2.2.5 Oreceptor Ys

O receptor Ys ¢ activado pelo NPY, PYY, [Leu® ,Pro*/-NPY, analogos do PYY, e

frag mentOS dOS peptl'deos, taiS ComO, NPY3_36 e PYY3_36(Gera|d et al., 1996; Hu et al., 1996; Borowsky et al., 1998;

Michel et al., 1998) 'Este receptor localiza-se no hipotalamo, estando envolvido na estimulagéo do

Hwa et al., 1999; Cabrele et al., 2000; Lecklin et al., 2003; Beck, 2006

apetite! ). Ao nivel periférico, este receptor esta

presente nas glandulas supra-renais humanas e de murganho(©aadas etal, 2001; Cavadas etal, 2006)

1.2.2.6 O receptor yg

O receptor yg ainda nao tem fungéo fisioldgica conhecida, mas esta presente em

murganhos, coelhos, primatas e humanos, tendo ja sido clonado, estando ausente em

S(Gregor et al., 1996; Matsumoto et al., 1996; Weinberg et al., 1996

rato ). O ARNm para este receptor foi detectado no

hipotalamo, hipocampo, intestino delgado e glandulas supra-renais de coelho, e no

Coragéo, ml.’]SCU|O esque|étiCO e hlpOta'amO de humanOS(GregoretalA, 1996; Matsumoto et al., 1996; Statnick et al.,

1998)

1.2.2.7 Vias de transducgiao de sinal acopladas aos receptores do NPY

Os receptores do NPY, na maioria dos casos, estdo associados a proteinas G

inibidoras (G; e/lou G,). No entanto, algumas respostas resultantes da activacdo dos

receptores de NPY parecem ser independentes das proteinas G inibidoras(©omers and Pittman. 1989;

Millar et al. 1991 Lemos and Takeda, 19%%) (g principais mecanismos intracelulares resultantes da

(Olasmaa and Terenius, 1986;

activacao dos receptores de NPY consistem na inibicdo da adenilciclase
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Michel, 1991) ) (Motulsky

e na modulagéo das variagdes da concentracdo intracelular de ca* ([Ca2+]i
and Michel, 1988; Pemey and Miller. 1989) - Adicionalmente, o NPY pode ainda actuar na sinalizagéo de
ca”, pela activagdo ou bloqueio de canais de Ca”" sensiveis a voltagem ao nivel da
membrana plasmética(Ewald et al., 1988; Gammon et al., 1990; Michel and Rascher, 1995). Tambem se demOﬂStrOU

que os canais de potassio (K') poderdo ser activados ou inibidos pelo NPYMiar etal., 1997; Xiong

and Cheung, 1999) ' Existem, ainda, evidéncias que sugerem que o NPY podera estar associado &

aCtivagéO da fOSfOIipase A2(Mar1in and Patterson, 1989) e daS MAPK(KeffeI etal, 1999).

1.2.3 O NPY e os seus receptores na retina

Num estudo realizado na populagdo finlandesa, demonstrou-se que um
polimorfismo no gene do NPY esta associado a uma predisposi¢do para o desenvolvimento

2(Niskanen et al, 2000). VerifiCOU—Se que

de retinopatia diabética em pacientes com diabetes tipo
uma substituicdo comum do aminoacido prolina por leucina no coddo 7 do gene do NPY
(Leu7Pro) aumenta o risco de desenvolvimento de retinopatia. No que diz respeito ao tipo
de receptor do NPY envolvido nesta doenga, algumas evidéncias sugerem que o receptor
Y, pode mediar o desenvolvimento de retinopatia diabética, nomeadamente ao nivel do
processo de neovascularizacdo da retina® & @ 2004

Estas evidéncias sugerem que o NPY tera fungdes importantes na retina. Contudo,
as fungdes do NPY em processos fisioldgicos e patoldgicos na retina sdo desconhecidas.

A presencga de NPY na retina foi detectada pela primeira vez em 1984 por Bruun et
g/ Bruun et al. 1984 am  cobaias. Estudos posteriores demonstraram a existéncia de
imunorreactividade para o NPY (NPY-ir), na retina de varias espécies de vertebrados e
mamiferos, nomeadamente em babuino, porco, gato, rato, murganhos, pombo, pinto, ra,
truta, carpa, peixe dourado, dourada e em retinas humanas®-" © @ 1986 Tomavist and Eninger, 1988;

Straznicky and Hiscock, 1989; Bruun et al., 1991; Jen et al., 1994; Hutsler and Chalupa, 1995; Ammar et al., 1998; Sinclair and Nirenberg, 2001; Oh et

al., 2002; Yoon et al., 2002; Pirone et al., 2008)

A NPY-ir, em modelos animais, esta presente na camada nuclear interna e na
camada de células ganglionares, tendo sido demonstrado que a NPY-ir esta localizada
predominantemente em células amacrinas e amacrinas deslocadas. Na camada nuclear
interna a NPY-ir surge nos corpos celulares, enquanto que, na camada plexiforme interna,
observou-se marcagdo para o NPY ao longo das dendrites S/ and Nirenberg, 2007; On etal,, 2002) 'y
retinas humanas, a NPY-ir esta preferencialmente nos corpos celulares e nos axonios das

células ganglionares e amacrinas, localizadas nas camadas de células ganglionares e
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e(Straznicky and Hiscock, 1989; Jen et al., 1994). ESte padréo de dlStrIbUlgéO

nuclear interna, respectivament
foi também detectado na retina de gatosts'e"and Chalupa, 1994, 1995)

Alguns estudos demonstraram a presenca de receptores de NPY na retina de
diversas espécies. No epitélio pigmentado da retina humana, foi detectado o ARNm para os
receptores Y4, Y, € Y5, €, no epitélio pigmentado de bovino, foi apenas detectado o ARNm

e Y Ammaretal 1998) N retina de rato, o receptor Y, do NPY foi detectado

para receptores Y
nos corpos celulares das células horizontais e nas suas ramificagdes na camada plexiforme
externg®Angele et al. 2002) Eqte estudo revelou ainda que a imunorreactividade para o receptor
Y, esta presente nas dendrites de células amacrinas colinérgicas. Na retina de rato,
atendendo a diferenca entre a distribuicdo do NPY e do receptor Y4, os autores sugerem
que o NPY podera actuar de forma paracrina nos receptores Y4, de forma a modular a

(DAngeloetal. 2092) posteriormente, confirmou-se

D'Angelo and
0( g

actividade das células amacrinas e horizontais

por RT-PCR a presenca dos receptores do NPY Y, Y,, Y4 e Y5, na retina de rat

Brecha, 2004) ' Até a0 momento, na retina de murganho, foi apenas identificado o ARNm do

Y(Yoon et al., 2002

receptor Y, e Y, do NP ). Por dltimo, é importante referir que a expressdo do

NPY e dos seus receptores, a nivel do SNC, ndo ocorre apenas em neurénios, podendo

também ocorrer em células da glia, nomeadamente em astrcitos ™' et al- 1993 Bamea et al., 1998; St-

Pierre et al., 2000)

1.2.4 Efeitos do NPY: da neuromodulagao a neuroprotecc¢ao
1.2.41 Efeito neuromodulador do NPY

Varios estudos tém demonstrado que o NPY €& um neuromodulador. O NPY regula
a excitabilidade neuronal, em diferentes areas do SNC, e a sua acgio pode ser mediada
por efeitos pré- ou pos-sinapticos. De facto, o NPY modula a libertagdo de diferentes
neurotransmissores e hormonas, tais como glutamato, GABA, noradrenalina, dopamina,

somatostatina, serotonina (5-HT), hormona de crescimento e o factor de libertagdo da

C (ver revisdo(Silva et al., 2005a

corticotrofina, em muiltiplas areas do SN ) Assim, estudos realizados

em modelos animais indicam que o NPY inibe a libertagdo de glutamato®'eakman etal. 1992 Greber et

al., 1994; Silva et al., 2001; Silva et al., 2003c) aspartato(Rodi et al., 2003) hormona de Crescimento(Rettori et al.,, 1990b)

a(Marﬁre et al., 1995; Tsuda et al., 1995; Bitran et al., 1999; Hastings et al., 2004 Gu et al., 1983;

noradrenalin ) e de acetilcolina’

Potter, 1987; Schwertfeger et al., 2004) ‘o diversas estruturas cerebrais. Por outro lado, este peptideo
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a(Rettori et al., 1990a a(Ault and Werling, 1999)

induz um aumento na libertagdo de somatostatin ) dopamin e

monéxido de aZOtO(Bitran etal.,, 1999) (ver revisdo(Silva et aIA,ZOOSa)).

O NPY esta co-localizado com outros neurotransmissores em diversas estruturas
nervosas, como o neocortex, hipotalamo, estriado, nucleus accumbens, regido ventral do
nucleus caudate (e revisto(Siva et al, 2005) - j4 foi demonstrada, em modelos animais, a co-
localizagdo do NPY e do GABA no “arcuate nucleus” do hipotalamo, neocdrtex, amigdala

medla eStriadO e C('theX Visual(Hendry et al., 1984; Jones and Hendry, 1986; Papadopoulos et al., 1987; Demeulemeester et al.,
b

1988; Aoki and Pickel, 1989; Vuillet et al., 1990; Horvath et al., 1997; Gao et al., 2003; Oberto et al., 2003) Vérias eVidénCiaS
apontam, ainda, para o co-armazenamento de NPY, GABA e somatostatina no cértex

cerebral, substancia branca subcortical, amigdala média e estriado!S™" and Parent, 1986; Acki and

Pickel, 1989; Schwartzberg et al., 1990; Oberto et al., 2003) O NPY esta co-localizado com os receptores do

glutamato GIluR2/4 ou GIuR5/6/7, no cértex temporal e no hipocampo!Gerzatez-Albe etal. 2001) N g
néo-cortex humano, verificou-se co-localizagdo dos neurénios NPY-ir com os neurénios

positivos para a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato diaforase (NADPH-d)®vneer @

Lange, 1992)

A semelhanca do que acontece noutras areas do SNC, a presenca de NPY nas
células amacrinas da retinas de mamiferos sugere que este peptideo pode funcionar como
um neuromodulador®Aneete etal. 2002 Oh etal. 2002) * A canacidade do NPY, em concentragdes da
ordem do nanomolar, em alterar a libertagdo de neurotransmissores na retina foi
demonstrada ha mais de uma década®™" @ E"neen 1999) - Aplicado exogenamente, o NPY
afecta a libertagdo de [°Higlicina, [*H]dopamina, [’H]5-HT e [°H]cloreto de colina na retina
de coelho e a libertagao de ["H]JGABA, [°H]5-HT e [*H]cloreto de colina na retina de pinto. A
libertagdo de neurotransmissores induzida pelo NPY é dependente de energia, sendo

2+(Bruun and Ehinger, 1993) Estudos

dependente da actividade da Na’-K* ATPase, e também de Ca
realizados em ratos e murganhos demonstraram que as células amacrinas imunorreactivas
ao NPY também s&o imunorreactivas ao GABA, a enzima descarboxilase do &cido
glutdmico (GAD) e aos transportadores de GABA (VGAT), indicando que estes neurdnios

g(Aoki and Pickel, 1990) A co-localizagdo de GABA e de NPY também sugere que as

sao inibitério
células amécrinas libertam as duas substancias®"a" and Nrenberg, 2001; Oh et al. 2002) " £ também
demonstrada a participacdo do NPY, na modulagdo do mecanismo de ajustamento espacial
na retina. O ajustamento espacial é realizado pelas células ganglionares e pensa-se que
este mecanismo é regulado ao nivel da camada plexiforme interna, envolvendo células

amacrinas. De facto, a remogdo de um subtipo destas células, nomeadamente células
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amacrinas que expressam NPY, provoca a perda de capacidade de ajustamento espacial

por parte das células ganglionares®"earetal, 2004)

1.2.4.2 Efeito proliferativo do NPY

O NPY parece ser um potencial candidato para estimular a proliferagao de células
progenitoras neuronais. A actividade neuroproliferativa do NPY foi demonstrada pela
primeira vez, in vitro e in vivo, em células neuronais progenitoras do epitélio olfactivo de
ratosa"s¢" 200 Este estudo mostrou que o NPY é expresso por uma subpopulacdo de
neuroblastos no epitélio olfactivo adulto e actua em células progenitoras neuronais, as
células basais, induzindo a activagéo do ciclo celular. O receptor Y parece ser responsavel
pela accao proliferativa do NPY nos precursores neuronais, sendo este efeito mediado por
activagdo de cascatas de cinases, envolvendo a proteina cinase C e as ERK1/2
(“Extracellular Signal-Regulated Kinases”), que pertence ao grupo das MAP (“Mitogen-
Activated Protein”) cinases """ 200",

Mais recentemente, foi evidenciada a actividade neuroproliferativa do NPY em
neurénios de hipocampo(Howell et al, 2003; Howell et al, 2005; Howell et al., 2007). O NPY estimula a
proliferacdo de células positivas para a nestina e de neuroblastos, em culturas de
hipocampo de ratos recém-nascidos, e a proliferagdo de precursores neuronais no giro
dentado do hipocampo de animais recém-nascidos e adultos, sendo esse efeito também
mediado pelo receptor Y via activacdo da sinalizagdo ERK1/2(Howell etal. 2005 Howell etal, 2007)

O NPY também tem actividade proliferativa sobre células da glia. Estudos
realizados em culturas de células de Miiller da retina de cobaias mostraram que o NPY tem
uma actividade proliferativa bifasica. Para baixas concentragdes (0,1 ng/mL e 1 ng/mL), o
NPY diminui a proliferagao celular, enquanto que, na presenca de elevadas concentragdes

Milenkovic et al., 2004) o express&o do receptor Y foi

(100 ng/mL), aumenta a proliferagéo celular'
detectada em células da glia de retinas de individuos com vitreoretinopatia proliferativa, o
que sugere que o NPY pode estar envolvido na estimulagdo da proliferagdo das células da

glia em situagées patologicasSoe et 2 2002),
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Tendo em consideragdo o envolvimento das MAPK na inducédo e regulacdo da
proliferacao celular e o efeito anti- e pré-proliferativo do NO, estudamos o efeito proliferativo
do NPY nas células da retina em cultura, com base nestes pressupostos. Assim, de

seguida, ira ser descrita a relagdo das MAPK e do NO com o efeito proliferativo do NPY.

1.2.4.21 Proteinas cinases activadas por agentes mitogénicos (MAPK) e o
efeito proliferativo do NPY
As proteinas cinases activadas por agentes mitogénicos (MAPK), encontram-se
presentes em todos os eucariotas e participam em vias de transdugao de sinal, desde as
membranas até ao nlcleoHerskowitz 1995 Lewis etal, 1998; Cobb, 199) 'Estag cinases sdo0 activadas num
processo designado em cascata, através de fosforilagbes em residuos de tirosina e
treonina(Lopez-llasaca, 1998; Cobb, 1999; English et al., 1999

). Cada cascata consiste em, pelo menos, trés

enzimas que sdo activadas em série (Figura 1.10).

39



Capitulo 1

Estimulo Extracelular

l Membrana Celular
Proliferagao/Diferenciagao Respostas de Stresse
e
Via das cinases Via das Via p38
ERK/MAPK JNK/SAPK LA
! / P
MEKK1,4, MLK3,
MAPKKK: Raf MLK3, ASK1 TAK,DLK
MAPKK: MEK 1/2 MKK 4/7 MKK 3/6
4 v v
E 38 MAPK
MAPK: ERK 1/2 INK 1,2,3 P
Respostas crescimento, inflamagao,
biolégicas: diferenciagéo, apoptose, crescimento,
desenvolvimento diferenciagao
Figura 1.10 - Activagcdo de diferentes vias de sinalizagdo de MAPK por estimulos

extracelulares.

As vias de sinalizagdo de MAPK contém pelo menos trés vias distintas de transdugéo de sinal que
actuam em paralelo. Estas incluem as cinases ERK 1/2, c-JUN (também designadas JNK/SAPK) e
p38. Na via da ERK 1/2, a Raf é a primeira cinase a ser activada apds diversas fosforilagbes. A Raf
pertence ao grupo das MAPKKK [MAP cinase cinase cinase ou MEK cinase (MEKK)], fosforilando 2
residuos, um de serina e outro de treonina, das MEK 1/2 [MAPKK (MAP cinase cinase)] que irdo
activar directamente as ERK 1/2 [MAP cinase (MAPK)]. As vias JNK e p38 sdo activadas de acordo

com a mesma organizacdo descrita para as ERK 1/2, embora por diferentes cinases-°Pez!asaca. 1998:
Cobb, 1999; English et al., 1999)

As MAPK s&o capazes de converter estimulos extracelulares em sinais
intracelulares que controlam a expressao génica e, eventualmente, a proliferacdo e
diferenciagéo celular(©@ and Mahadevan, 1995; Cohen, 1997) " Estas cinases estdo divididas em trés
subfamilias: as ERK, que incluem a ERK1 e a ERK2; as SAPK, também designadas
cinases N-terminal do c-jun (JNK); e as cinases p38-oPe*"®a@ 19%) Egtas trés familias de
cinases podem ser activadas simultaneamente, através de cascatas paralelas, mas as

respostas ao mesmo estimulo podem ser distintas 2" 2" Mahadevan, 1995)

No capitulo 5 deste trabalho, foi focada apenas a sinalizagdo envolvendo as ERK
1/2 ou MAPK, no processo de proliferagdo de células da retina. Deste modo, descreve-se,

de seguida, os mecanismos associados a estas cinases.
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As cinases ERK 1, 2 e 3 foram as trés primeiras MAPK de mamifero a serem
clonadas, no inicio da década de 90. As ERK 1 e 2 sdo consideradas, entre as MAPK, as

mais comuns nos processos de transdugéo de sinal, estando associadas a proliferagéo
Celular(Lewis et al., 1998; Cobb, 1999)

Os ligandos dos receptores do tipo tirosina-cinase estimulam a sua actividade,
aumentando a autofosforilagdo do receptor, que resulta em alteragdes de conformacgéo do
mesmo, criando locais de ligagdo para outras moléculas envolvidas numa determinada via
de sinalizagdo. As MAPK podem ser activadas através de varios mecanismos. A activagao

das ERK pode ocorrer através de proteinas G, da proteina cinase C (PKC)®#nderson et al. 1997

Howe and Marshall, 1993; Gutkind, 1998 (Farnsworth et al., 1995; Chen et al.,

). por mecanismos independentes da PKC
1998

) ou através do aumento do Ca®* intracelular livre (Burgerng etal. 1993b; Rosenetal. 1994) A 5ctivacso
de proteinas G pode induzir um aumento na produgcdo de AMPc que, dependendo do tipo
de célula, podera inibir ou activar as ERK. Estudos realizados em fibroblastos e células do
musculo liso revelaram que, apds a sua estimulagdo por factores de crescimento, o

aumento de producdo de AMPc pode inibir a activagio das ERK®B!reerng etal., 1993b; Burgering et al.

1993a; Cook and McCormick, 1993; Wu et al., 1993; Howell et al., 2007) Pelo contrério em células neuronais e

células p do pancreas, o AMPc estimula a activagéo das ERK o etal. 1994; Frodin et al, 1995; Khoo and
Cobb, 1997) A actividade méxima das MAPK esta dependente do nivel de fosforilagdo de
residuos de treonina e tirosina e, portanto, a remogdo do grupo fosfato inibe a sua
actividade. A desfosforilagdo de MAPK resulta da accdo de MAPK fosfatases (MKP)®©va" @
Dixon, 1993; Sun et al., 1993; Zheng and Guan, 1993) Estas enzimas desfosforilam selectivamente as MAPK
mas, embora possam ser desfosforilados ambos os residuos, o residuo de fosfotirosina é o

preferenCia'mente desfosforilado(Chu et al., 1996b; Groom et al., 1996; Mourey et al., 1996)

Os inibidores farmacoldgicos de componentes das vias das MAPK tém-se revelado
indispensaveis na determinacdo das fungdes destas proteinasPuc'e et 1995; Favata etal. 1998; Olsen et
21998 como, por exemplo, na proliferagéo celular, diferenciagdo neuronal e biossintese de
citocinas inflamatdrias, entre outros. No que diz respeito a proliferagdo, as ERK sao
activadas por agentes mitogénicos. Inimeros estudos indicam que as ERK desempenham
um papel essencial na sinalizagdo mitogénica. De facto, demonstrou-se que a expressao
constitutiva das formas activas das ERK1/2 leva a transformagao de fibroblastos e a

»n(Mansour et al., 1994

producdo de tumores em murganhos “knock-out ). Adicionalmente, uma

proteina resultante da fusdo da ERK2 e da MEK1, quando expressa no nucleo, é suficiente
para que ocorra transformacao dos fibroblastos, o que sugere que a activagdo da ERK2 é

1998

suficiente para a transformagdo de células imortalizadas®°"s" ¢t 2 19%) Eyistem, também,
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alguns estudos que demonstram o envolvimento das ERK 1/2 com o efeito proliferativo do
NPY, nomeadamente em células progenitoras do epitélio olfactivo e do hipocampo, células

da g|la eem Cé|U|aS B dO péncreaS(Hansel, 2001; Cho and Kim, 2004; Milenkovic et al., 2004; Howell et al., 2005)

1.2.4.2.2 O mondxido de azoto (NO) e o efeito proliferativo do NPY

O monoxido de azoto (NO) € uma molécula gasosa inorganica, que se caracteriza

como radical livre instavel, com um tempo de meia-vida muito curto (2 a 20

)(Ganhwaite and Boulton, 1995; Toda and Nakanishi-Toda, 2007) O NO fOI reCOﬂheCidO como um

Garthwaite et al.,
S(

segundos
mensageiro, no sistema nervoso central, ha, aproximadamente, duas década
'988) Uma propriedade chave do NO, que se destaca de outras moléculas sinalizadoras do
SNC, é a sua extrema difusibilidade em ambientes aquosos e lipidicos, o que permite uma
rapida distribuicdo do sinal e, também, alcancgar tecidos distantes do seu local de

produgéo(Gaﬂhwaite and Boulton, 1995)

Sintese e fungdes do NO

As enzimas responsaveis pela sintese do NO designam-se por sintases do
monoxido de azoto (NOS). Existem trés isoformas da NOS: NOS neuronal (ou NOS tipo I,
nNOS)(Bredt ot al, 1991 NOS indutivel (NOS 1I, iNOS)(Nunokawa et al, 1993; Nathan, 1994)’ e NOS
endotelial (NOS Ill, eNOS)vanssens etal. 1992) 'A hNOS & constitutivamente expressa no cérebro
e nervos periféricos € € uma enzima sollvel que, para a sua activagado, requer ca”,
calmodulina e cofactores como a tetrahidrobiopterina (BH,), um grupo heme, nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato (NADPH), flavina adenina dinucledtido (FAD) e flavina adenina
mononucleétido (FMN). A expresséo da iNOS pode ser induzida em varios tipos de células
e tecidos, mediante determinado tipo de estimulos. Por exemplo, a expressao da iNOS é

induzida nos macréfagos pelo lipopolissacarideo (LPS) e por citocinasteve! ¢t @l 1991; Stuehr etal,

1991 S(Fors,termann et

). A eNOS ¢ constitutivamente expressa, principalmente, por células endoteliai

al., 1991)

O NO é produzido por transformagdo do substrato L-arginina em N-hidroxi-L-
arginina por hidroxilagdo e esta em L-citrulina. As reac¢des catalisadas pelas NOS ocorrem

na presenca de oxigénio (O,) e de varios cofactores (Figura 1.11).
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+ NO
|l,|;{bp~ NA[%)PH NAT)P‘ r.lon!oxl:io
ae
Azoto
+ + +
HN COO HN COO HN COOr
L-arginina N-hidroxil-L-arginina L-citrulina

Figura 1.11 — Esquema representativo da biossintese do monoéxido de azoto.
A reaccado de sintese do NO inicia-se com a hidroxilagdo da L-arginina, originando um composto
intermediario, a N-hidroxil-L-arginina, que por sua vez é oxidado, dando origem a L-citrulina e ao NO.

As acgbes bioldgicas do NO s&o amplamente conhecidas, tendo-se vindo a
demonstrar que o NO tem acgdes benéficas ou citotdxicas, dependendo das concentragdes

(Keynes and Garthwaite, 2004

de NO e do ambiente celular ). Baixas concentracdes de NO tém acgdes

benéficas, enquanto que concentragbes excessivas ou a combinagdo de NO com espécies

S(Estrada and Murillo-Carretero, 2005). ASSim, ConSidera-

reactivas de oxigénio produzem efeitos deletério
se que as isoformas eNOS e nNOS, que produzem pequenas quantidades de NO, estado
mais associadas a processos fisioldgicos, estando a isoforma iNOS, que produz grandes
quantidades de NO, mais associada a processos patolégicos, incluindo processos
inflamatérios, lesdes de tecidos e morte celular por apoptose!Esirada and Murillo-Carretero, 2005)

O NO produzido pela eNOS no endotélio vascular causa vasodilatagédo, diminui¢ao
da resisténcia vascular, redugdo da pressao sanguinea, inibicdo da ades&o e agregagéo
das plaquetas, inibicio da adesdo de leucocitos e prevencgdo da aterosclerose (¢ evisée(Toda
and Nakanishi-Toda, 2007) ' No SNC, o NO actua como neuromodulador, regulando a actividade
neuronal. O glutamato, por exemplo, estimula a formagdo de NO através do aumento da
[Ca2+]i, podendo a producdo excessiva de NO conduzir a processos neurodegenerativos

-Carretero, 2005; Toda and Nakanishi-Toda, 2007

agudOS ou crénicos (ver revisdo(Estrada and Murillo: )). O NO gerado pela
iINOS modula os processos inflamatérios através de mudltiplas vias, desempenhando uma

funcéo importante na regulagéo de reacg¢des imunoldgicas.
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Regulagao da sintese de NO

A activagao das isoformas eNOS e nNOS depende da elevagao dos niveis de ca*

citoplasmatico, enquanto que a isoforma iNOS é regulada ao nivel da transcricdo e a sua

2+(Hayashi et al., 1999; Alderton et al., 2001) TOdaS as iSOformaS preCisam

O(Bredt and Snyder, 1994

activacéo é independente de Ca

de calmodulina para que ocorra a sua activaga ). A regulagdo das varias

isoformas da NOS pode ainda ocorrer por fosforilagdo, catalisada por diferentes proteinas

cinases, resultando numa modulagdo da sua actividade enzimatica ¢ 2 2007 Rameau etal. 2007)

Mecanismos intracelulares activados pelo NO

A maioria dos efeitos bioldgicos do NO sdo mediados pelo monofosfato ciclico de

)(Garthwaite, 1991

guanosina (GMPc ). A enzima solavel guanilil ciclase (GC) é o primeiro alvo do

NO, ligando-se a um grupo heme da GC e, desse modo, estimula a enzima a converter
trifosfato de guanosina (GTP) em GMPc®e 2 Swvder. 1989) "' GMPc pode actuar em canais
idbnicos dependentes de GMPc, activar a proteina cinase G (PKG) e fosfodiesterases
dependentes de GMPc (PDEs)!@ et @ 2000; Lincoln et al, 2001 " o qylando assim a actividade de

uma variedade de substratos celulares. O GMPc esta também envolvido na regulacdo do

2+(Archer et al., 1994; Alioua et al., 1995

conteldo intracelular de Ca ). Além dos efeitos mediados através

do GMPc, o NO pode ainda produzir efeitos através de um mecanismo independente de

GMPc, ou seja, através da S-nitrosilagdo de proteinas!S®ameretal- 2001

O NO e o GMPc na regulacgao da proliferagao celular

A proliferacdo celular é um processo que é modulado pelo NQ{Vacbo. 2006 = p

estimulagcdo da produgcdo enddogena de NO pela iNOS, induzida por factores como o

interferdo-y (IFNy), o LPS, o factor de necrose tumoral-a. (TNFa) ou interleucina (IL)-1,

S(Nunokawa and Tanaka, 1992; Goureau et

inibe a proliferagdo de varios tipos de células, incluindo linfocito

al,, 1993; Hajri et al., 1998) (Nunokawa and Tanaka, 1992; Stein et al., 1995)

, células do musculo liso , Células

Kawada et al., 1998 Haijri et al., 1998
S( S( j

hepatica )e células tumorais do pancrea ). A produgdo de NO pela

eNOS também ¢é capaz de inibir a proliferagdo celular, inibindo moléculas reguladoras do

1999

ciclo celular®"ma et a- 19 pgor exemplo, o NO inibe a via das MAPK e a actividade do

Maeda et al., 2000
S(

promotor do factor de transcri¢édo c-fo ). Por outro lado, apesar de se considerar
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que o principal efeito do NO na proliferagao celular € um efeito inibidor, existem evidéncias
que suportam uma acgao estimuladora do NO na proliferagao celular. Este comportamento
paradoxal aparente podera estar relacionado com a existéncia de diferentes concentragdes

de NO nas diferentes Condigées experimentaiS(Du et al.,, 1997; Hajri et al., 1998; Krischel et al., 1998; Ulibarri et al.,

1999; Frank et al., 2000; Luczak et al., 2004; Bal-Price et al., 2006)

A neurogénese em adultos também é modulada pelo NO. Na auséncia de
patologia, o NO sintetizado pela nNOS no cérebro pode inibir a proliferacdo de células
progenitoras neuronais s and Murlo-Caretero, 2005 -~ contydo, apés uma lesdo cerebral, a
producao excessiva de NO em diferentes tipos celulares esta associada a um aumento da

neurogénese(Estrada and Murillo-Carretero, 2005) (Figura 1 . 1 2)

: , Regulacdoda
proliferacédo celular

Figura 1.12 — Controlo da proliferacao celular pela NO.
A interacgéo de citocinas, como por exemplo o IFNy, ou de LPS bacteriano, com os seus receptores
(IFNYR e LPSR) na superficie celular, desencadeiam mecanismos de sinalizagao (A) que induzem a
expressado da iINOS e a consequente producéo de elevadas quantidades de NO. (B) O NO produzido
inibe a proliferagao de células vizinhas. Por outro lado, a expresséo de outras isoformas da NOS (n&do
representadas na figura) leva a produgdo de menores quantidades de NO. Nestes casos, o NO
estimula a proliferacéo celular (adaptado de Villalobo et al, 2006)""@°°- 2006)

O NO também esta envolvido na regulagéo da proliferacdo celular na retina. Este

facto sera abordado na secgéo seguinte (1.2.4.4.5).
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O GMPc, dependendo do tipo celular, também pode actuar como agente pro-
proliferativo ou anti-proliferativo. O efeito anti-proliferativo do GMPc é maioritariamente

mediado pela PKG, embora, em determinadas condi¢gbes, também envolva a proteina

Cinase A(Cornwell et al., 1994; Hutchinson et al., 1997; Hanada et al., 2001; Osinski et al., 2001) 'ESte efeito CorrelaCiona-Se

ainda, com a inibicdo da actividade da ERK 1/2, o aumento da expresséo da fosfatase-1

das proteinas cinases activadas por agentes mitogénicos (MKP-1){Hutchinson etal. 1997; Yu et al., 1997;

Suhasini etal. 1998) 2 modulagéo da regulagéo da expressdo genética associada ao ciclo celular

)(Fujisaki et al.,, 1995; Mitsutomi et al., 1999) O efeito pré—

e a redugéo da sintese de Endotelina-1 (ET-1
proliferativo do GMPc foi observado em células endoteliais, estando associado a um
aumento da actividade da ERK 1/2, podendo ainda estar relacionado com o aumento da

producdo do factor de crescimento do endotélio vascular (VEGF){Hood and Granger, 1998; Parenti et al,

1998; Zhang et al., 2003)

1.2.4.2.3 O NO naretina: localizagcido das isoformas da NOS e regulagao
fisiologica

O NO também contribui para a regulagéo fisioldgica ocular{Td ad Nakanishi-Teda, 2007) ‘N5

retina, foram identificadas todas as isoformas da NOS, sendo que as isoformas neuronal e

indutivel foram detectadas, principalmente, nas células amacrinas-cPezCosta et al. 1997; Gotzes et al.

1998; Honjo et al., 2002; Leal et al., 2007; Piehl et al., 2007)

Na retina, o NO pode também desempenhar fungdes neuroprotectoras,
nomeadamente apods situagdes de hipdxia ou isquémia. A isquémia retiniana, causada pela
oclusdo da artéria central da retina, induz alteragbes no electroretinograma. Estas
alteragdes podem ser eliminadas apds microinjecgdes, proximo de uma arteriola constrita
de um dador externo de NO, possivelmente resultando num fornecimento melhorado de
oxigénio e de nutrientes ao tecido lesado, o que sugere que o aumento do NO atenua os

a(Liu et al., 1995; Donati et al., 1998

efeitos de uma situagao isquémic ). O aumento de produgdo de NO

pela eNOS é também essencial na sobrevivéncia das células endoteliais na retina de rato,

g(fenie et al, 2002 "3 NO apresenta também um efeito neuroprotector, apés uma

apods isquémi
injeccdo de NMDA no vitreo. A activagédo dos receptores NMDA provoca uma redugao dos
niveis de ARNm e de proteina da tirosina hidroxilase (TH), que é atenuada na presenca de
um dador externo de NO (NOC-18). Kitaoka e autores (2003) sugerem que este efeito

neuroprotector do NO podera estar associado com a indugdo da expressdo de TH e o
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aumento dos niveis de dopamina®!ecka et al. 2003)

O efeito neuroprotector do NO foi
demonstrado também em neurdnios da retina, através da inibicdo da apoptose por uma via
dependente de GMPc e da proteina cinase G®™e/aGarcia and Paes-de-Carvalho, 2007) - Adjcionalmente,
na retina, o NO esta também associado a modulagéo da libertagdo de neurotransmissores.

De facto, o NO afecta a libertagdo de acetilcoling@s @ Prast. 2000 " g ;tamatgFrast and Phiippu, 2001)

dopamina(Segovia and Mora, 1998; Salum et al.,, 2006) e Serotonina(einap and Kilbinger, 1998; Straub et al., 2007

). Além
destes neurotransmissores, na retina de anfibios, foi demonstrado que o NO estimula a
libertagdo de GABA e inibe a libertagéo de glicing!e™e &t 1996; Yu and Eldred, 2005)

No entanto, na retina, o NO nao participa apenas em efeitos benéficos. De facto, na
disfungédo endotelial, a activagdo das NOS constitutivas causa desregulagédo do olho. Esta
desregulacdo estd associada ao desenvolvimento de diversas doengas, incluindo
glaucoma, isquémia e retinopatia diabética. A activacdo da iNOS, por endotoxinas,
inflamacao e citocinas, produz elevadas quantidades de NO, por longos periodos de tempo,
induzindo acgdes fisiopatoldgicas no nervo Optico e na retina. Do mesmo modo,
quantidades excessivas de NO produzido na retina em consequéncia da excitotoxicidade e
isquémia s&o lesivas para as células ganglionares e outros neurénios presentes no olho!™®
and Nakanishi-Toda, 2007) - Agsim, o conhecimento aprofundado acerca dos efeitos benéficos e

patoldgicos do NO & necessario para o desenvolvimento de novas terapias!'°% 2" Nakanishi-Toda,
2007)

Relativamente a regulacdo da proliferagdo celular na retina pelo NO, estudos
realizados em retina embrionaria de pinto demonstraram que dadores externos de NO
reduzem a proliferagdo celular de uma forma independente das vias de GMPc e das ERK
1/2Magalhaes et al. 2006) pqr outro lado, em retinas de ratos recém-nascidos tratadas com L-
arginina, observou-se um aumento da proliferagdo celular, sugerindo que o NO podera

desempenhar um papel importante na maturacéo da retina pds-natal®™ eta"2002)

47



Capitulo 1

1.2.4.3 Efeito neuroprotector do NPY

A neuroprotecgdo do SNC é um fenédmeno fundamental na prevencdo da morte
celular, como se verifica no caso das doengas neurodegenerativas. Os efeitos
neuroprotectores do NPY, apds a estimulagdo excessiva dos receptores do glutamato
(excitotoxicidade), estdo bem documentados. Em culturas organotipicas de rato e de

murganho, o NPY diminui a morte celular induzida por agonistas dos receptores do

gluta matO(SiIva et al., 2003c; Xapelli et al., 2007)

O NPY ¢é também capaz de reduzir a excitotoxicidade noutras areas do cérebro,

tais como na amigdala e no cortex®omn etal 2006)

Fortes evidéncias sugerem que o NPY pode desempenhar fungbes
neuroprotectoras, durante algumas situagdes patoldgicas do SNC, como por exemplo, na

epilepsia, isquémia ou doengas neurodegenerativas. Cérebros de individuos que sofriam de

epilepsia evidenciam uma sobre-expressdo de NPY nos interneurénios™ahem et a. 1995; Furtinger et

al. 2000 Do mesmo modo, em modelos animais de epilepsia, detectou-se um aumento do

ARNm do NPY no hipocampo, amigdala, estriado, cértex e em areas extralimbicas™™*stener et

al., 1989; Marksteiner et al., 1990c; Marksteiner et al., 1990a; Bellmann et al., 1991; Vezzani et al., 1996) ASSim a SObre—eXpreSSéO
- b

do NPY em ambos os casos, humanos e modelos animais, podera representar uma
resposta compensatéria enddégena a actividade epiléptica. De facto, farmacos anti-
convulsivantes previnem a frequéncia das convulsdes e o aumento dos niveis de

NPY(Marksteiner et al., 1989; Marksteiner et al., 1990b; Marksteiner et al., 1990a) A|em diSSO a administragéo de

injeccdes intracerebroventriculares (ICV) de NPY inibe a actividade epiléptica*'o'®ye e & 19%;
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Klemp and Woldbye, 2001) - Adicionalmente, murganhos “knock-out” para o NPY sdo incapazes de

terminar a actividade convulsiva espontinea e a administragdo de NPY, antes da indugao

S(Erickson et al., 1996; Baraban et al., 1997). A mOdU'agéO da

Kofler et al., 1997; Husum et al.,
Y, e Y5(

de convulsdes, previne a morte destes animai

actividade epiléptica parece envolver os receptores do NPY Y4,
2004)

1.3 A Neurotoxicidade na retina

1.3.1 Mecanismos de morte celular: necrose e apoptose

Nao obstante nem sempre ser facil a distingdo entre morte celular por apoptose ou
necrose, apoptose e necrose apresentam caracteristicas bioquimicas e morfologicas
particulares. A necrose, normalmente, resulta de uma lesdo severa, como por exemplo uma
exposicdo a agentes toxicos ou uma situagdo de stresse aguda. Caracteriza-se por um
esgotamento rapido de ATP, uma expansao da célula e ruptura da membrana plasmatica.
A necrose é, frequentemente, seguida de uma resposta inflamatéria no local da leséo,
devido a um derramamento do conteddo das células para o meio intercelular. A apoptose,
ou morte celular programada, representa o mecanismo mais comum na regulagdo da
homeostase relativa ao nimero de células de um determinado tecido no organismo,
extremamente importante durante o desenvolvimento, bem como em inumeras doencgas

g(Cellerinoetal. 20000 A apoptose é considerada um evento activo, no qual as células

degenerativa
em degeneragao activam um programa de auto-destruigdo, envolvendo a sintese de novo
de proteinas e, assim, o consumo de energia®®'®™ ¢ 2 209) (Figyra 1.13). Caracteriza-se
pela ruptura da membrana nuclear, fragmentagcdo de DNA, condensacdo de cromatina,
exposicéo de fosfatidilserina no folheto externo da membrana plasmatica e evaginag¢des da

membrana(Kerr etal, 1972; Wyllie et al., 1980).

49



Capitulo 1

1.3.1.1 Caspases

A familia de proteinas, denominadas caspases, € uma familia de proteases
cisteinicas, que clivam residuos de aspartato, sendo essenciais em determinados
processos apoptoticos. A apoptose pode ser desencadeada por sinais provenientes da
activacdo de receptores localizados na membrana plasmatica, sendo designada via
extrinsica, ou pela libertagcdo de moléculas mitocondriais para o citoplasma, designando-se

esta via por via intrinseca ou mitocondria|-" &2 1998; u etal. 1999)

As caspases estdo presentes nas células como precursores inactivos que
necessitam de ser clivados por outras caspases, um mecanismo comum a todas as

caspases, de forma a tornarem-se activas, num processo que ocorre em cascata.
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Figura 1.13 - Esquema representativo das caracteristicas morfolégicas do processo
apoptotico
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A- Célula intacta; B- O processo de apoptose inicia-se pela condensagdo do nucleo, contracgdo da
célula e pelas evaginagbes da membrana plasmatica; C- Na fase tardia da morte celular por
apoptose, observa-se a fragmentagdo do nucleo, a formagao de corpos apoptéticos e, finalmente, a
fagocitose dos corpos apoptéticos por células fagociticas.

A clivagem proteolitica ocorre pela remogao do pré-dominio da caspase e, dessa

a(Chan and Mattson, 1999; Leist and Jaattela, 2001). AS Caspases

forma, a caspase adquire actividade catalitic
podem ser divididas em caspases iniciais (caspases 2, 8, 9 e 10) e caspases efectoras
(caspases 3, 4, 5,6, 7, 11, 12 e 13). As caspases iniciais sdo activadas em resposta a um
insulto celular e sdo responsaveis pela clivagem e activagdo das caspases efectoras, que

s&0 responsaveis pelos eventos proteoliticos associados & morte celular por apoptose“™"

and Matison, 1999; Leist and Jaattela, 200) * A existéncia de caspases iniciais previne a activacdo directa
das caspases efectoras, existindo assim uma regulagdo mais rigorosa da cascata

apoptética.

A caspase-3 é considerada a principal caspase efectora e pode ser activada por
ambas as vias de apoptose, extrinseca e intrinseca. Na via extrinseca, a caspase-8
activada cliva e activa a caspase-3, bem como outras caspases. Na via mitocondrial, ocorre
a libertagcéo de citocromo ¢ da mitocondria para o citosol, que se vai ligar a pré-caspase-9 e
ao factor activador de proteases apoptoticas 1 (“apoptosis protease activating factor-17;
Apaf-1), formando um complexo designado de apoptossoma e resultando na activagao da

1997; Zou et al, 1999) A caspase-9 actua, de seguida, na pré-caspase-3,

caspase-9-' ° 2
activando-a. A caspase-3 activa é capaz de clivar diversos substratos intracelulares, tais
como proteinas do citoesqueleto, enzimas de reparagdo do ADN, proteinas cinases e

proteinas anti-apoptéticas, causando morte celular(cha" and Mattson. 1999)

1.3.2 Calcio: o mensageiro secundario intracelular na retina

O iao célcio pode funcionar como um sinal intracelular, sendo responsavel pelo
controlo de iniUmeros processos celulares, tais como, crescimento e diferenciagdo celular,
exocitose e excitabilidade neuronal. Devido a isto, os neurénios deverédo regular de forma
rigorosa a [Ca®*], de forma a estabelecerem um equilibrio eficiente para que a sinalizagdo
de Ca** ocorra adequadamente. A [Ca2+]i, numa célula em repouso, deve permanecer em
niveis muito baixos (cerca de 100 nM). Elevagdes relativamente pequenas ou localizadas
da [Ca2+]i sao suficientes para induzir a activagdo de enzimas ou de canais iénicos. Assim,

0s neuronios deverdo desenvolver mecanismos homeostaticos, de modo a regular a [Ca2+]i
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. ~ . 2 . . , . . .
ea IOcallzagaO de iBes Ca +’ no Interlor da Celula(Graham et al.,, 1990; Rahn et al., 1991; Zhou and Neher, 1993;

Bindokas and Miller, 1995)

A acumulagao de Ca” no citosol ou em compartimentos celulares podera activar

2+
processos dependentes de Ca“’, que se encontram latentes ou que operam, normalmente,
a niveis baixos. A activagdo excessiva destes processos, que incluem, por exemplo,
processos enzimaticos com o envolvimento de proteases, lipases ou endonucleases,
poderdo conduzir a lesdes celulares ou promover a formagdo de produtos de reaccao

téxicos que, em Ultima instancia, causam morte celular (Ve evisac(Sattier and Tymianski, 2000))

1.4 A MDMA

1.4.1 A histéria da MDMA — MDMA: sinénimo de “ecstasy”?

A 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA; “ecstasy”, “Adam”, “X”, “e”) & um

derivado da anfetamina (Figura 1.14).

NH, NHCH,
CH, CH,
anfetamina metanfetamina
<Oj©/\(NHCH3 <0©/\(NH2
o CH, 0O CH,
3,4-metilenodioximetanfetamina 3,4-metilenodioxianfetamina
(MDMA) (MDA)

Figura 1.14 — Estruturas quimicas de MDMA e de anfetaminas relacionadas.
As anfetaminas sao derivadas da feniletilamina, quimicamente relacionada com o composto
alucinogénico natural, a mescalina (adaptado de Green et al., 2003(Creen ¢t 2l 2003),

Originalmente, a MDMA foi sintetizada em 1912, mas apenas nos anos 50 foi
ConSiderada como uma droga psicoactiva(Shulgin and Nichols, 1978; Bernschneider-Reif et al., 2006). DeSde 1985
que a MDMA ¢é considerada uma droga ilicita, visto que pode apresentar um elevado
potencial de abuso, tem potencial neurotdxico e € desprovida de aplicagao
C| I'nica(wwwusdoj‘gov/dea)

A “ecstasy” é ilicitamente comercializada sob diversas cores, formas e tamanhos ou

S(wwwecstasyx)rg)

em pastilhas que s&o decoradas com as mais variadas imagens ou simbolo
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Contudo, atendendo a que se trata de uma droga ilicita, € necessario ter presente o grau de
pureza das pastilhas de ecstasy utilizadas, uma vez que estas n&o apresentam
exclusivamente MDMA na sua composi¢éo (80 a 150 mg de MDMA), contendo também,
por vezes, outras substincias psicoactivas, tais como, cafeina, cetamina e outros

Green et al.,, 2003
S(

compostos relacionados com as anfetamina ). Ndo obstante estes factos, a

ecstasy € uma droga recreativa altamente consumida, maioritariamente, por jovens

ad u |tOS(Parrott, 2005

) em festas. Estas festas incluem, principalmente, musica “techno” (som
gerado electronicamente), videos gerados por computador e espectaculos com luzes laser,

onde os participantes dangam durante toda a noite.

1.4.2 A farmacologia da MDMA
1.4.21 MDMA - Agonista monoaminérgico indirecto

Os primeiros estudos sobre a “ecstasy” sugeriram que esta droga causa toxicidade

(Stone et 2l 1986) Estudos posteriores demonstraram

selectiva nos neurdnios serotoninérgicos
ainda que, no cérebro de rato, a MDMA actua ao nivel do sistema monoaminérgico,
estimulando o efluxo de serotonina (5-HT) e de dopamina (DA), embora esta em menor

~ (Johnson et al., 1986; Schmidt et al., 1987; Amato et al., 2007
extensao'

). Na figura 1.15, esta representado o
mecanismo de ac¢do da MDMA, no terminal nervoso serotoninérgico. No entanto, é
importante referir que, no homem, ainda ndo estd completamente esclarecido o efeito do

consumo de MDMA na libertagcdo de monoaminas.
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Fenda

sinaptica QVQQ

00 scrr
“ - VMAT

Terminal pos-sinaptico

Figura 1.15 — Mecanismo de acgdo da MDMA ao nivel do terminal serotoninérgico.
A MDMA usa os transportadores de serotonina (SERT) para entrar no terminal nervoso, apesar de,
em elevadas concentragbes, conseguir entrar por difusdo (A). Uma vez no interior do terminal
nervoso pré-sinaptico, a MDMA entra nas vesiculas sinapticas através do transportador
monoaminérgico (VMAT), induzindo de forma rapida a libertacdo de serotonina (5-HT) das vesiculas
para o citosol, possivelmente através de um mecanismo de inverséo do transportador (B). Por outro
lado, a enzima MAO-A, localizada na membrana mitocondrial externa, é responsavel pela degradagao
da 5-HT, sendo a sua actividade parcialmente inibida pela MDMA (C). Consequentemente, ocorre um
aumento do conteudo citosdlico de 5-HT e a MDMA provoca uma rapida libertagdo de 5-HT para a
fenda sinaptica através da inversao do transportador SERT (D). Paralelamente, a MDMA liga-se aos
receptores 5-HT2a pds-sinapticos (E). Adicionalmente, a MDMA também inibe a enzima hidroxilase do
triptofano (TPH), o passo limitante na sintese de 5-HT (F), facto este que tera relevancia na reposi¢éo
dos niveis de 5-HT com o consumo crénico de MDMA (adaptado de"/1eam-genetics.utah.edu)y
No cérebro, a MDMA interage com ftransportadores vesiculares e

membranares®eee" et al. 1992 Crespietal. 1997) pogsivelmente, a MDMA entra nas vesiculas através
de VMAT, provocando a saida do conteddo das mesmas (5-HT, DA ou NA), através da
inversdo do transportador vesicular®e et a- 2008 'No que diz respeito aos transportadores
membranares de serotonina (SERT), tem sido demonstrado que a activagdo destes pela
MDMA tem um papel crucial na toxicidade que ocorre ao nivel dos terminais dos neurénios
serotoninérgicos, levando a deplegdo de 5-HT dos terminais. A administragéo de inibidores
dos SERT confirma este facto, na medida em que a toxicidade serotoninérgica causada
pela MDMA é completamente prevenida em areas como o cortex, o hipocampo e o estriado
de rato(Sanchez etal, 2001).

Para além do descrito anteriormente, estudos in vitro e in vivo demonstraram ainda

que a actividade da monoaminaoxidase A (MAO-A) é parcialmente inibida pela MDMA,
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'Yamamoto and
S(

causando, desta maneira, um aumento nos niveis extracelulares das monoamina

Spanos, 1988; Leonardi and Azmitia, 1994; Baumann et al., 2005) EStUdOS rea”zados em Cérebro de ratOS Conﬁrmam

que a inibicdo da MAO-A potencia a libertacdo de 5-HT induzida pela MDMA®Hewon et al. 2007)
Por outro lado, foi sugerido recentemente que a oxidagdo das monoaminas pela MAO-B
podera também contribuir para a neurotoxicidade induzida pela MDMA®Yes et a. 2007 = A
administracdo de MDMA a ratos também diminui a actividade da triptofano hidroxilase
(TPH), a enzima responsavel e limitante na sintese de 5-HT, em varias areas do cérebro,

taiS ComO, neo-estriado, hipoté|am0, hipocampo e CérteX(Stone et al., 1986; Schmidt and Taylor, 1987; Molliver et
al., 1990; O'Shea et al., 2006)

1.4.2.2 MDMA - Agonista dos receptores da serotonina tipo 2A

(Sadzot et al., 1989

A MDMA é um agonista dos receptores 5-HTza ' e, relativamente a sua

afinidade para estes receptores, apresenta um valor da constante Ki entre 1 e 10 pM®atediact

al., 1988)

1.4.2.3 MDMA - Farmacocinética

A MDMA ¢é uma base fraca, de baixo peso molecular, com grupos hidrofébicos® @

Tore et al, 2004) ' Estas propriedades permitem-lhe difundir com alguma facilidade, através de
membranas celulares. Estudos realizados em humanos sugerem que a concentracao
maxima (Cnax) da droga no plasma surge 1,5 a 3 h, apds a sua ingestgo'®® @ 7o ¢tal. 2000) g
tempo de meia-vida da MDMA no organismo € de 6 a 12 horas e a sua eliminagéo ocorre,
essencialmente, a nivel hepatico e renal. O metabolismo hepatico € a principal via de
metabolizagcédo da droga, apesar de uma percentagem significativa da mesma permanecer
inalterada'® '@ Tome et a. 2004 N3 reglidade, a metabolizagdo da MDMA depende da
idiossincrasia dos individuos, ndo se baseando numa farmacocinética linear' '@ o et 2., 2000
E também importante salientar que, em casos de consumo repetido de MDMA, as
concentragdes disponiveis da droga aumentam de forma desproporcional, tendo-se
verificado que a MDMA tem capacidade de inibir o seu préprio metabolismo ' eta! 2004,
Estas evidéncias foram também observadas em modelos animais, nomeadamente
em ratos. As diferengas na farmacocinética da MDMA entre animais de diferentes estirpes,
que estardo, em parte, relacionadas com diferengcas nas enzimas hepaticas responsaveis

pela metabolizagdo da MDMA nos animais, também permite justificar as diferencas
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observadas entre individuos, onde existem varios polimorfismos nas enzimas hepaticas,
que poderao reflectir-se em termos de actividade enzimatica©™ © @' 19%2),

Apesar das diferengas entre individuos, sexos e estirpes, o metabolismo da MDMA,
quer em humanos, quer em ratos, segue um padrdo semelhante para ambas as espécies.
Na figura 1.16, de forma resumida, estéo indicadas as principais vias de metabolizagédo da
MDMA.
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Figura 1.16 — Principais vias metabodlicas da MDMA.

A MDMA sofre uma N-desmetilagdo, dando origem ao composto 3,4-metilenedioxianfetamina (MDA),
e também uma O-desmetilagéo, originando a N-metil-a-metildopamina (N-Me-a-MeDA). Em ratos, a
MDA formada através de N-desmetilagdo é principal via metabdlica, enquanto que em humanos a O-
desmetilacado predomina. A MDA é O-desmetilada originando a-metildopamina (a-MeDA). Ambos os
compostos, N-Me-a-MeDA e o-MeDA sofrem  O-metilagdo originando  4-hidroxi-3-
metoximetanfetamina (HMMA) e 4-hidroxi-3-metoxianfetamina (HMA), respectivamente. Estas
reaccdes sdo reguladas pela enzima catecol-O-metiltransferase (COMT - “cathecol-O-
methyltransferase”). N-Me-a-MeDA, o-MeDA, HMMA e HMA poderdo sofrer sulfacdo e
glucuronidag&o por accao da sulfotransferase (SULT) e da uridina-difosfato-glucuronil transferase
(UDPGT), respectivamente. Por outro lado, a N-Me-a-MeDA e a a-MeDA poderdo sofrer uma
oxidagdo e formar quinonas, que por sua vez se poderdo conjugar com a glutationa. Reac¢des
metabdlicas posteriores poderdo ainda levar a producéo de derivados de N-Acetil-Cisteina (adaptado
de de la Torre et aI., 2004(de la Torre and Farre, 2004))

1.4.2.4 Efeitos agudos da MDMA em modelos animais e no homem

Os efeitos agudos causados pela MDMA em modelos animais, nomeadamente em
ratos, murganhos e macacos, inclui, fundamentalmente, hipertermia, hiperactividade e o

sindroma serotoninérgico. Este sindroma engloba alteragbes comportamentais, que
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resultam da deplecdo de 5-HT nos terminais nervosos, entre as quais se destacam o
aumento da actividade locomotora, movimentos da cabega em “zig-zag”, abdugédo dos

membrOS anteriores e proptoma(Yamamoto and Spanos, 1988; McNamara et al., 1995; De Souza et al., 1997; Shankaran and

Gudelsky, 1999) 'Na realidade, o aumento de temperatura de forma aguda devido 8 MDMA em
modelos animais € um dos poucos efeitos que pode ser directamente comparado com os
efeitos observados no homem. Na tabela 1.5, encontram-se descritos, de forma resumida,
os principais efeitos agudos detectados em diversos modelos animais e os sintomas
clinicos observados no homem, apds consumo de “ecstasy”’. O consumo excessivo de
“ecstasy” podera conduzir ao colapso cardiaco, faléncia hepatica e renal e mesmo a morte.
Casos de morte relacionados com o consumo de “ecstasy” s&o raros, sobretudo mortes
envolvendo somente o consumo exclusivo de MDMA. Contudo, na Europa, no ano de 2005,

foram registadas 77 mortes relacionadas com o consumo de “ecstasy”m 200,
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Tabela 1.5 — Efeitos agudos e sintomas causados pela administragcdo e/ou consumo de MDMA

Efeitos agudos

Modelos de estudo

Referéncias

Hipertermia

Homem

Cohen and Cocores, 1997;
Vollenweider et al., 1998; Liechti and
Vollenweider, 2000

Ratos

Broening et al., 1995; Malberg and
Seiden, 1998; Green et al., 2005

Murganhos

Miller and O'Callaghan, 1995;
Johnson et al., 2000; Colado et al.,
2001

Coelhos

Blessing and Seaman, 2003;
Blessing et al., 2003

Cobaia

Saadat et al., 2004

Porco

Fiege et al., 2003

Alteracao da actividade
locomotora

Homem

Cohen and Cocores, 1997;
Vollenweider et al., 1998; Liechti and
Vollenweider, 2000

Macacos

Taffe et al., 2006

Ratos

Yamamoto and Spanos, 1988;
McNamara et al., 1995; De Souza et
al., 1997; Shankaran and Gudelsky,
1999

Sindroma serotoninérgico

Ratos

Yamamoto and Spanos, 1988;
McNamara et al., 1995; De Souza et
al., 1997; Shankaran and Gudelsky,
1999

Taquicardia e arritmia

Homem

Cohen and Cocores, 1997;
Vollenweider et al., 1998; Liechti and
Vollenweider, 2000

Ratos

Gordon et al., 1991; O'Cain et al.,
2000

Vasoconstricao

Homem

Cohen and Cocores, 1997;
Vollenweider et al., 1998; Liechti and
Vollenweider, 2000

Ratos e coelhos

Fitzgerald and Reid, 1994

Alteragdes psicolégicas humor,

Cohen and Cocores, 1997;

interacgao social, euforia, Homem Vollenweider et al., 1998; Liechti and
tremores Vollenweider, 2000
Cohen and Cocores, 1997;
Nauseas, suores e espasmos Homem Vollenweider et al., 1998; Liechti and
Vollenweider, 2000
~ . H tal., 1998; dela T t al.
Alteraces neuroenddcrinas Homem enty etal, 1999, defa forre et al,

2000
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1.4.3 Efeitos créonicos da MDMA — Neurotoxicidade

1.4.3.1 Neurotoxicidade induzida por MDMA - evidéncias em modelos animais
e humanos

A toxicidade da MDMA e dos seus metabolitos em neurdnios serotoninérgicos foi

S(Ricaurte et al., 1985; Schmidt et al., 1986

demonstrada ha mais de duas década ). O consumo croénico da

MDMA diminui os niveis intracelulares de 5-HT e do seu principal metabolito, o acido 5-

hidroxiindolacético (5-HIIA), e diminui 0 nimero de SERTSehmidtand Taylor, 1987, lizhak et al,, 2003; O'Shea et

al. 2009 - Qutros estudos tém demonstrado que o sistema dopaminérgico também é

afectado(stone et al., 1987; O'Callaghan and Miller, 1994; Colado et al., 2001; Colado et al., 2004)
A Tabela 1.6 resume os efeitos neurotdxicos da MDMA, detectados em diferentes

modelos experimentais animais e em humanos.

1.4.3.2 Neurotoxicidade induzida por MDMA — mecanismos de neurotoxicidade

1.4.3.21 Hipertermia

As anfetaminas, incluindo a MDMA, s&o conhecidas por causar hipertermia (" eta"

1991; Dafters, 1995; Dafters and Lynch, 1998) N3 realidade, uma das principais causas da toxicidade em
humanos provocada pela MDMA é a elevagao da temperatura corporal, podendo atingir-se

3o (Green et al, 2003; Capela et al, 2006b) Eote facto & de uma grande importancia,

temperaturas de 4
uma vez que a MDMA é, normalmente, consumida em locais onde a temperatura ambiente
é geralmente elevada, o que podera exacerbar o efeito de toxicidade da MDMA.

pMalberg and Seiden. 1998) qemonstraram a importancia da temperatura

Malberg e Seide
ambiente na deplegdo crénica de 5-HT e 5-HIIA, apdés a administragado de MDMA.
Diminuigbes do conteddo de 5-HT e do seu principal metabolito (5-HIIA) ndo foram
observadas em nenhuma area cerebral, em ambientes cujas temperaturas variaram entre
os 20-24°C. Todavia, para temperaturas ambientes de 26°C ou superiores, a deplegao de
5-HT e 5-HIIA é significativa. Assim, pode afirmar-se que pequenos aumentos na
temperatura ambiente s&o suficientes para causar efeitos tdxicos significativamente

0(Malberg and Seiden, 1998)

maiores no sistema serotoninérgic A hipertermia tem sido ainda

associada ao aumento do efluxo de DA e 5-HT no estriado e nucleo accumbens de
ratO(O'Shea etal., 2005)_

Existem evidéncias de que a MDMA também provoca uma disfun¢do na regulagéo
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da temperatura, uma vez que ratos expostos a MDMA a temperaturas ambientais acima de

24°C apresentam hipertermia, enquanto que ratos em ambientes com temperatura de 10°C

apresentam hipotermi

Gordon et al., 1991
al )

Tabela 1.6 — Efeitos neurotéxicos da MDMA em diferentes modelos experimentais animais e em

humanos

Espécie

Marcador de neurodegeneragao e/ou areas do cérebro
afectadas

Rato

In Vitro

Apoptose em culturas de neurénios neo-corticais® " & a- 999
COmcals(Capela et al., 2006b; Cunha-Oliveira et al., 2006; Warren et al., 2006),

células granulares de cerebelo”™ene e al. 2004)
Duarte et al., 2002), ‘eem células PC,IZ(MlIhazes etal, 2006)

; culturas de

hepatécitos(M"”“e"

Cultura de células

Apoptose em neurénios serotoninérgicos!Smanev and Tauber, 1997)

Murganhos

Reducgado do conteudo de 5-HT no estriado e hlpocampo de DAT
no estriado e de SERT no cortex 2k etal- 2003)
Activacdo de microglia!™"omes e @l 2004)

Ratos

In vivo/ Ex vivo

Redugdo dos niveis de 5-HT, 5-HIAA e SERT no neo-cértex,
estriado e hipocampo; e da actividade da TPH no estriado,
hl pocampo, hCPotaIamo COrteX(Stone et al.,, 1986; Schmidt and Taylor, 1987
Molliver et al., 1990; O'Shea et al 2006)

Redug¢do na marcacéao para 5-HT, SERT e TPH no neo-cértex,
gosoglado, talamo, hipocampo, septo e amigdala‘©*eam etal 1988; Xie etal,

ZRoggugéo da densidade de receptores 5-HT2a no cortexereman et ar

Degeneragao neuronal no cortex parietal, coértex insular/”perirhinal’,

tdlamo ventromediano/ventrolateral, tenia tecta e sistema
”mbiCO(ComminS et al., 1987; Schmued, 2003; Armstrong and Noguchi, 2004; Meyer et al., 2004;

Tamburini et al., 2006)

Imu)norreactividade para a caspase-3 em areas do cortex”ere et

Activacédo de células da macro- e da mlcroglla na regido CA1 do
hipocampo %" &2 2009 hipotalamo e cortex© o ! 2%

Diminuicdo da actlwdade da glutationa peroxidase (GPx) e do
contetdo de glutationa (GSH) na retina™%@ ta.- 2007)

Risco de efeitos prejudiciais na aprendizagem e memoéria quando

ocorre exposm%ao pre -natal a MDMA (Broening et al., 1994; Koprich et al., 2003;
Galineau et al., 2005

Estudos
comportamentais

Disfungbes crénicas ao nivel da memodria e aprendizagem,
alucinagdes  visuais, ataques de panico, depresséo,
ImpuIsIv'dade(Crelghton et al 1991; McCann et al., 1996; Quednow et al 2006

Risco de defeitos congénitos para os fetos com exp03|g:ao a MDMA
(McElhatton et al., 1999; Ho et al., 2001)

Estudos post
mortem

{Kish et al., 2000)

Redugao de 5-HT no estnado e de 5-HIAA no cérebro .
(McCann et

Redugao da densidade e actividade de SERT em cérebro
al., 1998; Buchert et al., 2003; Buchert et al., 2004; McCann et al., 2005)
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1.4.3.2.2 A importancia do metabolismo da MDMA na sua toxicidade

No sentido de tentar esclarecer se é a presenga de MDMA ou dos seus metabolitos
que desencadeiam o processo de toxicidade no cérebro, realizaram-se estudos nos quais
se administrou MDMA, MDA, N-Me-o-MeDA e a-MeDA directamente no cérebro, tendo-se
demonstrado que, apesar de ocorrer um aumento de libertagdo de 5-HT, ndo se detecta

tOXiCidade Serotoninérgica(Paris and Cunningham, 1992; Esteban et al., 2001a)

. Estes resultados sugerem que o
metabolismo sistémico €& necessario para produzir compostos intermediarios
sucessivamente mais reactivos que os compostos originais que, por sua vez, induzem a
formagao de radicais livres e, em consequéncia, neurotoxicidade no cérebroEsteran etal, 2001a; de
la Torre and Farre, 2004) Resultados semelhantes foram obtidos com os metabolitos N-Me-a-MeDA
e o-MeDA. Caso sejam administrados directamente no cérebro, ndo causam toxicidade.
Contudo, se os metabolitos forem administrados perifericamente, ocorre

neurotoxicidade™'e" et & 19%)

. Assim, os metabolitos da MDMA e MDA, que incluem orto-
quinonas, conjugados de glutationa e derivados de N-Acetil-Cisteina (NAC), que séo
potencialmente neurotdxicos™erks and Lau. 1997; Jones etal. 2005) hqqerzo ter um papel importante na
toxicidade causada pela MDMA . A tabela 1.7 resume alguns dos estudos realizados em

modelos animais com metabolitos da MDMA.

Tabela 1.7 — Efeito dos metabolitos da MDMA em modelos animais.

Estudos In vivo Injecgdes ICV de 5-(NAC)-a-MeDA e 5-(GSH)-a-MeDA causam
3It1ega?oes de comportamento e aumentam os niveis de 5-HT e DAMer et
Injecg()es de 5-(NAC)-a-MeDA e 5-(GSH)-a-MeDA no estriado, cortex e
hipocampo causam alteraé:oes comportamentais e uma diminuigao
prolongada de 5-HT® ¢ta- 1999,
A administragdo de 2,5-(GSH)-a-MeDA reduz os niveis de 5-HT no
estriado, hipocampo e cortex('\’"IIer etal, 1997);
A aplicagdo de 5-(NAC)-N-Me-o-MeDA produz alteragbes agudas de
comportamento e outros conjugados de tio-éster da a-MeDA diminuem as
concentragdes de 5-HT e 5-HIIA no estriado e cortex/o"es ¢t 2009
Estudos In vitro Os metabolitos da MDMA causam morte celular em culturas de células
PC,IZ(MiIhazes et al, 2006) neurénios COmcals(Capela et al, 2006a) e de
hipocampo(Capela et al, 2006b), células Cardlacas(Carvalho et al, 2004)
hepatécitos(Hiramatsu etal, 1990).

e
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1.4.4 A MDMA na retina

Pouco se conhece acerca do efeito da MDMA no olho e, mais em particular, na
retina. Uma vez que a retina € um tecido nervoso, sera de prever que os danos causados
em consequéncia de uma exposi¢cdo a MDMA serdo semelhantes aos registados em outras
areas do cérebro.

Existem alguns estudos post mortem que demonstram a presenca de MDMA e
MDA em estruturas oculares, nomeadamente nas paredes do globo ocular e no humor

20028) - As concentracdes de MDMA

vitreo que estd em contacto com a retina®® teter et a-
detectadas no humor vitreo sdo proximas dos niveis detectados no sangue ante-mortem.
As concentragbes de farmacos no humor vitreo sdo muito mais estaveis do que no sangue,
tornando-se, assim, mais representativas dos niveis presentes no sangue ante-mortem®®
Letter et al., 2000) No entanto, existe apenas um trabalho, muito recente, que demonstra que a
administracdo de MDMA a ratos induz stresse oxidativo na reting™" et - 2000 - A MDMA
diminuiu a concentracdo de glutationa (GSH) e reduziu a actividade da glutationa
peroxidase (GPx), na retina. Além disso, aumentou o numero de células apoptéticas na
camada nuclear interna e na camada de células ganglionares. Assim, uma vez que o0s
efeitos da MDMA na retina sdo largamente desconhecidos, sera extremamente importante

avaliar os danos potenciais desta droga de abuso na retina.

1.4.41 Evidéncias de toxicidade da MDMA na retina - casos clinicos

Existem poucos relatos sobre o efeito da MDMA no sistema visual. Contudo, sédo

frequentes as descrigbes, por parte dos consumidores de “ecstasy”, de disfun¢des da

1991; Passie et al.,, 2002

percepcdo visual e visdes persistentes©eanton et a ). Existem evidéncias

clinicas que demonstram que o consumo de MDMA podera ter consequéncias graves a

nivel visual, apesar de alguns autores sugerirem que essas ocorréncias poderdo néo estar

Firth, 2006
o

relacionadas com drogas de abus ). Existe um caso em que foi relatada a ocorréncia

de uma hemorragia retiniana, na zona da macula, no olho esquerdo de uma mulher de 22

n(Jacks and Hykin, 1998

anos, apos a ingestdo de “ecstasy ). Outro estudo relata sintomas de viséo

central pouco nitida, no olho direito, num homem de 30 anos, apés consumo de varias

doses de uecstasyu(Michael etal, 2003).
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1.4.4.2 A Serotonina e os Receptores Serotoninérgicos na retina

Os niveis de 5-HT na retina de mamiferos s&o muito baixos. No entanto, existem
evidéncias que indicam que a 5-HT pode actuar na retina como neurotransmissor e

p(Poctanakit and Brunken 2001) 'Ne facto, alguns subtipos de receptores da 5-HT estdo

neuromodulado
presentes na retina de alguns modelos experimentais. O receptor 5-HT5 é expresso na
retina de peixe douradO(Lima etal., 1994)’ COG'hO(Chidlow et al., 1998) e rato(F‘ootanakit and Brunken, 2000). O ARNm
dos receptores 5-HT,, foi detectado na retina de coelho, nos fotorreceptores e nas células
bipolares®eetnakit et al. 199) “Mais recentemente, detectou-se ARNm dos receptores 5-HT,c,
nos corpos celulares de neurénios presentes na camada nuclear interna e na camada de

209 Os receptores 5-HT; foram detectados na retina

células ganglionares®erezteon et
humana e, também, nas retinas de rato e coelho. As isoformas A e B destes receptores
foram detectadas nos terminais dos fotorreceptores(Footenakit and Brunken. 2001) 5 ARNm dos
receptores 5-HT- foi detectado em retinas de coelho e rato!®"ow el 1998)

A acrescentar a estes factos, existem alguns estudos que demonstram que a
activacdo dos receptores de serotonina modula a libertagdo de neurotransmissores na
retina. O receptor 5-HT,a modula a libertagédo de dopamina e GABA, na retina de coelho™*®
etal 2000 Também se demonstrou que os receptores 5HT, e 5HT; modulam a transmissao

de sinal nas células bipolares®rnken and Jin. 1993)
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1.5 Objectivos do trabalho

Na retina, o NPY foi detectado em diferentes tipos de células, nomeadamente em

células amacrinas e ganglionareS(Straznicky and Hiscock, 1989; Jen et al., 1994; Sinclair and Nirenberg, 2001; Oh et al.,

2002 As fungdes do NPY na retina ainda estdio muito pouco esclarecidas. Todavia, alguns
estudos indicam que o NPY ¢é libertado da retina, apds estimulagcdo com luz de elevada
frequéncia, ou por despolarizagdo, participa em multiplos circuitos do processo de
informag&o visual e modula a libertacdo de neurotransmissores®™ " & a- 1991; Sinclair et al. 2004) - o
acrescentar, foi identificado um polimorfismo no gene do NPY que confere uma
predisposicdo para o desenvolvimento de retinopatia diabética. Assim, os objectivos desta

tese foram os seguintes:

1) Identificar a presenca de NPY e dos receptores do NPY na retina de rato e, em
particular, em diferentes tipos de células da retina de rato em cultura. Para tal, utilizaram-se
retinas, culturas primarias mistas de retina de rato e culturas de células de microglia e

linhas celulares de células de Miller e de células endoteliais.

2) Uma vez que o NPY é um neuromodulador e a regulagdo da [Ca2+]i tem um papel
central na fisiologia celular, investigou-se o papel do NPY e dos seus receptores na
regulacéo das alteragdes da [Ca2+]i em neuroénios da retina.

3) Varias evidéncias demonstram que o NPY regula a proliferacdo de diversos tipos de
células. Neste contexto, investigou-se o papel do NPY e dos seus receptores na
proliferacdo de células da retina e procurou-se esclarecer os mecanismos de sinalizagao
intracelular acoplados a activagdo dos receptores do NPY envolvidos na proliferagao
celular, mais particularmente as vias de sinalizagdo que envolvem o NO e as ERK 1/2.

4) Por ultimo, considerando que o NPY exerce efeitos neuroprotectores significativos no
SNC e que a MDMA causa neurotoxicidade, investigou-se o efeito neurotéxico da MDMA
em células da retina e o potencial papel neuroprotector do NPY, avaliando-se o tipo de
células da retina mais susceptiveis ao efeito neurotoxico da MDMA e o tipo de morte

celular.
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Materiais e Métodos

2.1 Materiais

O Meio Essencial Minimo de Eagle (MEM), o Meio Essencial Minimo de Eagle
Modificado (DMEM)/F-12 HAM, DMEM 31600, 5-bromo-2'-deoxiuridina (BrdU), éster
metilico de L-nitroarginina (L-NAME), inibidor da MEK 1/2 (U0126), reagente de Trizol
(Trizol), dietilpirocarbonato (DEPC), brometo de 2,5-difeniltetrazélio-3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)
(MTT), iodeto de propideo (PI), azul de tripano, fluoreto de fenilmetilsufonilo (PMSF),
quimostatina, leupetina, antiparina, pepstatina A (CLAP), ditiotreitol (DTT), brometo de
etidio e os anticorpos primarios anti-murganho, anti-GFAP e anti-MAP-2 (proteina-2
associada aos microtubulos) foram adquiridos a Sigma Chemical, St. Louis, MO, EUA. A
tripsina, a penicilina, a estreptomicina e kit de amplificacdo de ELISA (Immunoselect Kit),
foram obtidas da GIBCO BRL, Life Technologies, Escécia. O 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-
alquinoxalina-1-ona (ODQ) e o antagonista do receptor Ys do NPY, L-152,804, foram
adquiridos a Tocris, Bristol, Reino Unido. As membranas de polivinildieno (PVD), a solugéo
de quimiofluorescéncia melhorada (ECF) e a Taq® da ADN polimerase foram obtidos da
Amersham Pharmacia Biotec, Buckinghamshire, Inglaterra. Outros reagentes utilizados em
Western Blot foram adquiridos a BioRad, Hercules, EUA. As sequéncias de nucleétidos
(primers) utilizados foram fornecidas pela MWG-Biotech AG, Ebersberg, Alemanha. O kit de
sintese de ADNc (18' Strand cDNA Synthesis kit for RT-PCR) foi adquirido a Roche
Diagnostics Corporation, Indianapolis, EUA. O Neuropeptideo Y e os agonistas dos
receptores do NPY utilizados, NPYiss, [Leu® Pro®®]NPY, NPY  (19-23)-
(Gly1,SerB,GIn4,Thr6,AIa31,Aib32,GIn34)—PP e r-PP foram adquiridos a Bachem, Bubendorf,
Suica. Os antagonistas dos receptores do NPY, BIBP 3226 e BIIE 0246 foram obtidos dos
Laboratorios Peninsula, Belmont, CA, EUA e da Boehringer Ingelheim Pharma, Alemanha,
respectivamente. O soro fetal bovino (FBS) foi adquirido a Biochrom, Berlim, Alemanha. O
anticorpo primario anti-BrdU foi adquirido a Oxford Biotechnology, Raleigh, NC, EUA. O
anticorpo primario anti—caspase-3 foi obtido da Cell Signalling, Danvers, MA, EUA. Os
anticorpos primarios, anti-antigénio CD 68 (ED1) e o anti-antigénio-1 do macréfago (Mac-1)
foram fornecidos pela Serotec, Raleigh, NC, EUA. O meio de montagem e o anticorpo
primario GFAP anti-coelho foram obtidos da Dako Cytomation, DK-2600 Glostrup,
Dinamarca. O anticorpo anti-MAP-2 anti-coelho foi obtido na Chemicon International,
Hampshire, Reino Unido. O anticorpo anti-nestina foi adquirido a BD Biosciences
Pharmingen, San Jose, CA, EUA. O anticorpo anti-TUJ 1 (p-3-tubulina) foi obtido da

Covance Research Products Inc, Berkeley, CA, EUA. Os anticorpos primarios anti-NPYO05 e
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anti-NPY02 foram gentilmente cedidos pelo Dr. Eric Grouzmann do Centro Hospitalar
Universitario Vaudois, Lausanne, Suiga. Os anticorpos primarios, na forma fosforilada (ERK
1/2-fosf) e na forma total ERK 1/2, foram obtidos a Promega Corporation, Madison, WI,
EUA O Fura-2/AM, o Pluronic F-127, o Hoescht 33342 e os anticorpos secundarios
(Imunoglobulina G; IgG), produzidos em cabra, anti-murganho conjugado com o fluoréforo
Alexa-Fluor 488 ou com Alexa-Fluor 594, anti-rato conjugado com Alexa-Fluor 594, anti-
coelho conjugado com Alexa-Fluor 488 ou com Alexa-Fluor 594, foram adquiridos a
Molecular Probes, Leiden, Holanda. A albumina de soro bovino (BSA) foi obtida da
Calbiochem-Boehrinher, San Diego, CA, EUA. A 3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA,;
ecstasy) foi gentilmente cedida pelo Dr. Félix Carvalho do Departamento de Toxicologia da
Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto.

Todos os restantes reagentes foram obtidos da Sigma Chemical, St. Louis, MO,
EUA.

As solugdes de Fura-2/AM e de Pluronic F-127 foram preparadas em dimetil
sulfoxido (DMSO). A solugdo do antagonista do receptor Y, do NPY, BIBP 3226, foi
preparada em metanol, e a solugdo de BIIE 0246, antagonista do receptor Y, do NPY, em

30% de DMSO. As solugdes dos restantes reagentes foram preparadas em agua ultra-pura.

2.2 Animais

Todo o trabalho que envolveu animais foi realizado de forma a minimizar a dor e o
sofrimento dos mesmos, de acordo com as normas estabelecidas pelas comissdes de ética
para o uso de animais de laboratério pela Associagdo para a Investigagdo em Visédo e
Oftalmologia (Association for Research in Vision and Ophtalmology; ARVO). Os ratos da
estirpe Wistar foram mantidos no biotério em ciclo claro — escuro, de 12 em 12 horas, com

comida e agua ad libitum.

2.3 Modelos celulares

2.3.1 Cultura primaria de células da retina de rato

As células da retina foram isoladas de ratos Wistar com 3 a 5 dias de idade. Os
animais foram sacrificados por decapitagdo, os olhos foram enucleados e colocados numa

caixa de cultura, contendo uma solugdo sem Ca** e Mg” (solugdo CMF-calcium and
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magnesium free)1. Com o auxilio de uma lupa binocular e de uma fonte de luz, as retinas
foram dissecadas em condigbes estéreis. Posteriormente, as retinas foram transferidas
para uma solu¢do CMF contendo tripsina 0,1% (m/v) e incubadas, durante 15 minutos, a
37°C. No fim desse periodo, o tecido foi centrifugado a 130 x g, durante um minuto
(Centrifuga Sorval RT 6000B). Depois de se eliminar o sobrenadante, adicionou-se MEM
suplementado com penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 uyg/mL) e FBS inactivado
pelo calor (10% v/v), tamponizado com 25 mM de HEPES e 26 mM de NaHCOg;, pH 7,4, e
as células da retina foram dissociadas mecanicamente, pipetando o sedimento 10 a 14
vezes, com uma pipeta de 5 mL. Em seguida, contaram-se as células viaveis num
hemocitometro, através do teste de Azul de Tripano (0,4%), que permite identificar as
células nao viaveis. Apds uma diluicdo apropriada, as células foram cultivadas com uma
densidade de 2x10° células/cm® em lamelas de vidro de 16 mm de diametro, previamente
colocadas em caixas de cultura com 12 ou 24 pogos, ou em caixas de cultura de 35 mm ou
60 mm de didmetro, dependendo da finalidade das experiéncias a realizar. Em todos os
casos, as lamelas e as caixas de cultura foram previamente revestidas com poli-D-lisina
(0,1 mg/mL). As culturas foram mantidas, durante 9 dias, a 37°C, sob atmosfera
humidificada com 95% de ar e 5% de CO..

2.3.2 Cultura primaria de microglia da retina de rato

As culturas primarias de microglia da retina de rato foram isoladas a partir de ratos

Wistar, com 3 a 5 dias de idade, como descrito anteriormente por Wang et. al. (2005)"/a" ¢

2l 2009 " com algumas alteragdes. Tal como descrito no ponto 2.3.1, para a preparagéo de
culturas primarias da retina de rato, as retinas foram dissecadas em CMF, sob condi¢des
estéreis, com o auxilio de uma lupa. De seguida, procedeu-se a digestdo enzimatica das
retinas, numa solugdo de CMF suplementada com tripsina 0,1% (m/v) e DNase 0,001%
(m/v), durante 15 minutos, a 37°C. Apds a dissociagdo mecénica das células da retina com
uma pipeta de 5 mL, a tripsina foi inactivada com 10% (v/v) de FBS, previamente inactivado
pelo calor, e as células foram sedimentadas por centrifugacdo a 130 x g, durante um
minuto. As células foram ressuspensas em meio de cultura DMEM/F-12 HAM,
suplementado com penicilina (100 U/mL), estreptomicina (100 uyg/mL) e FBS inactivado
pelo calor (10% v/v), tamponizado com 25 mM de HEPES e 26 mM de NaHCO3, pH 7,4. De

seguida, apds contagem das células viaveis, através do teste de Azul de Tripano (0,4%), as

' CMF: 137 mM de NaCl; 5,4 mM de KCI; 0,45 mM de KH,PO,; 0,34 mM de Na,HPO,; 4 mM de NaHCO;; 5 mM
de glicose, pH 7,4.
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células foram cultivadas em frascos de cultura de plastico de 75 cm’ de superficie,
previamente revestidos com poli-D-lisina (0,1 mg/mL), com uma densidade de 1,56x10°
células/cm?. As células da retina de rato foram mantidas em cultura a 37°C, sob atmosfera
humidificada com 95% de ar e 5% de CO,, e o meio foi substituido de 3 em 3 dias. Apos
duas semanas, as microglias foram destacadas, por agitagéo, dos frascos de cultura a 150
r.p.m., durante 30 min, utilizando um meio de cultura novo, contendo soro, apds lavagem
das células. As células da microglia em suspenséo foram cultivadas em lamelas de vidro de
16 mm revestidas com poli-D-lisina (0,1 mg/mL), com uma densidade de 2,5x10°

células/cm?.

2.3.3 Cultura de células endoteliais da retina de rato (linha celular TR-iBRB2)

A linha celular TR-iIBRB2, de células endoteliais da retina de rato, € uma linha
celular condicionalmente imortalizada, obtida de células endoteliais de capilares retinianos
de ratos transgénicos ts SV 40 (Conditionally Immortalized Retinal Capillary Endothelial Cell
Line” - TR-iBRB - Transgenic Rat-inner Blood-Retinal Barrier). Esta linha celular expressa
um gene do antigénio da proteina T do virus SV 40 sensivel a temperatura (Temperature-
sensitive SV 40 large T-antigen gene), cujo peso molecular é de 94 kDa, que se torna

inaCtiVO a 370C(Hosoya et al., 2001)

e, assim, a temperatura 6ptima de proliferagdo é de 33°C. Esta
linha celular apresenta uma taxa de crescimento estavel, sendo o seu tempo de duplicagao
celular de 19 h a 21h.

As células foram cultivadas em DMEM (DMEM 31600), suplementado com 4 mM
de glutamina, 17,9 mM de bicarbonato de sédio, 111,65 unidades/mL de benzilpenicilina de
potassio, 0,1 mg/mL de estreptomicina de sulfato e 10% FBS (v/v) inactivado pelo calor, em
frascos de cultura de 75 cm? revestidos com colagénio (0,5 mg/mL). A cultura foi mantida a
33°C, sob uma atmosfera de 95% ar/5%CO,, durante 2-4 dias, até alcangcar uma
confluéncia de 80-90%. Apds esta fase, as células foram destacadas e dissociadas, através
de um processo de tripsinizagdo suave. A acgao da tripsina foi inibida através da adigéo de
DMEM com 10% (v/v) de FBS. As células vidveis foram contadas, utilizando o método de
exclusao de Azul de Tripano e, posteriormente, foram colocadas em caixas de cultura com

6 pocos, com uma densidade de 250 células/cm?, e mantidas a 33°C, durante 7 dias.
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2.3.4 Cultura de células de Miiller da retina de rato (linha celular TR-MUL)

As células de Miiller foram obtidas a partir da linha celular condicionalmente
imortalizada de células de Miiller da retina de ratos transgénicos ts A58 Tg. Esta linha
celular, tal como descrito no ponto 2.3.3, expressa um gene do antigénio da proteina T do
virus SV e, portanto, as condigbes de cultura destas células sdo semelhantes as condigdes
de cultura utilizadas para as células endoteliais TR-iBRB2, com excepg¢ao do meio de
cultura utilizado, DMEM com elevada glicose (4500 mg/mL). Por outro lado, em contraste
com a taxa de crescimento das TR-iBRB, esta linha celular apresenta um tempo de

duplicagao celular de 30h*asatoshi Tomi, 2003)

2.4 Experiéncias de libertagao de NPY em culturas primarias de retina

As experiéncias de libertagdo de NPY de células da retina em cultura foram
realizadas utilizando células cultivadas em caixas de cultura de 60 mm de didmetro, com 3
milhes de células/cm?. Determinou-se a quantidade de NPY libertado durante 10 minutos,
na auséncia ou na presenga do agente despolarizante cloreto de potassio (KCI, 50 mM).

Apds 9 dias em cultura, o meio de cultura foi removido, as células foram lavadas 2
vezes com tampdao de Krebs' e colocadas durante 20 minutos com o mesmo tampéo e,
posteriormente, incubadas na presenga de 50 mM de KCIl. Apés 10 minutos, o meio foi
recolhido e transferido para tubos Eppendorf mantidos em gelo e, posteriormente,
centrifugado (1000 x g; 7 minutos; 4 °C; Eppendorf 5415R), para eliminar células ou
residuos celulares que tenham sido recuperadas juntamente com o meio de incubacgéo.
Para o doseamento de NPY, o meio de incubagéo foi colocado em tubos Polysorp (Nunc®),
contendo 5% de Tween 20 (v/v) e 0,03 M de EDTA. No final da experiéncia, para se dosear
o conteudo intracelular de NPY, as células de cada pogo foram raspadas, utilizando tampé&o
Krebs, contendo 0,08% de Tween 20 e 50 mM de EDTA. A suspenséo celular foi congelada
a -20 °C. Antes de se realizar o doseamento de NPY, as amostras foram descongeladas,
sonicadas (6 pulsos de amplitude 50, durante 2 segundos cada pulso; Sonics e Materials,

Dambury, EUA) e centrifugadas a 16 000 x g, durante 8 minutos, a 4 °C.

' Tampao de Krebs: 132 mM de NaCl; 4 mM de KCI; 1,4 mM de MgCly; 1 mM de CaCl,; 10 mM de glicose; 10 mM
de Hepes, suplementado com 0,001% de Tween 20, pH 7,4.
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2.4.1 Doseamento do NPY

Para determinar a concentragcdo de NPY, utilizou-se um método de ELISA
(Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay; ensaio imunoenzimatico), com dois anticorpos
(NPY02 e NPY05), como descrito por Grouzmann et al. (1992), com algumas
modificagdes(®ovzman et al 1992) cada poco de microplaca de 96 pogos (Polysorp, Nunc®) foi
revestido com 130 ng (100 pl) do anticorpo monoclonal NPY02, diluido em 50 mM de
tampao Tris, pH 7,5, durante 16 h a 4 °C. Apds este periodo, os pogos foram lavados 3
vezes com tampdo Tris-Tween (50 mM de Tris, 0,08% de Tween 20, pH 7,5) e,
posteriormente, foram revestidos com 200 pl de uma solugdo 5% de leite desnatado em
tampéo Tris-Tween. Apds 4 lavagens com o tampéao Tris-Tween, foram adicionados 100 pl
das solugdes padrdo de NPY (curva de calibragdo) e as respectivas amostras a analisar,
seguindo-se um periodo de incubacao de 16 horas, a temperatura ambiente, sob agitagéo
suave. Apos 4 lavagens com tampédo Tris-Tween, adicionou-se o segundo anticorpo,
NPY05 (100 pl, 6 yg/mL), ligado a fosfatase alcalina, e procedeu-se a uma incubacao,
durante 7 horas, a temperatura ambiente. Apos 2 lavagens com tampéo Tris com 0,25% de
Tween 20 e 2 lavagens com tampéo Tris com 0,88% de NaCl, adicionaram-se 50 pl de
substrato (solugdo de NADPH do kit de amplificacdo de ELISA) a cada pogo. Apos 45
minutos de incubacéo, adicionaram-se 50 pl do amplificador (mistura de desidrogenase do
etanol e diaforase; kit de amplificagdo de ELISA) e a leitura de densidade optica foi
determinada a 492 nm (SLT spectra II). O limite de detecgao foi de 0,5 pM.

2.5 Imunocitoquimica

As células foram lavadas trés vezes num tampdo salino de fosfato (PBS -
phosphate buffered saline)1 a 37° C, depois do meio de cultura ser aspirado. Em seguida,
as células foram fixadas em paraformaldeido (4% paraformaldeido, 4% sacarose, em PBS),
durante 20 minutos, a temperatura ambiente. Apds a fixagdo, as células foram lavadas trés
vezes, a temperatura ambiente, com PBS. No caso das experiéncias de avaliagdo da
proliferacéo celular, as células foram sujeitas, nesta fase da experiéncia, a um processo de
desnaturagdo do ADN, utilizando HCI 1 M durante 30 minutos, a 37°C, seguindo-se 3
lavagens com PBS. De seguida, procedeu-se a permeabilizacdo das células, utilizando
uma solugdo de Triton X-100 (0,2%) em PBS, durante 5 minutos, também a temperatura

ambiente, assim como todos os passos seguintes. Para bloquear ligagdes inespecificas do

'PBS: 137 mM de NaCl; 2,7 mM de KCl; 10 mM de Na,HPO,; 1,8 mM de KH,PO,, pH 7,4.
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anticorpo primario, as células foram incubadas com 3% de BSA e 0,2% de Tween em PBS
(PBS-TB), durante 60 minutos. Em seguida, as células foram incubadas com uma solugéo
de anticorpo primario diluido em PBS-TB, durante 90 minutos. Todos os anticorpos
primarios utilizados nas diversas experiéncias de imunocitoquimica estdo indicados na
tabela 2.1.

Tabela 2.1. Lista de anticorpos primarios utilizados nas experiéncias de
imunocitoquimica.

Anticorpo Origem animal Diluigao
Anti-BrdU Rato 1:50
Anti-Caspase-3 activa (Asp 175) Coelho 1: 500
Anti-antigénio CD 28 (ED1) Murganho 1:200
Murganho 1:500
Anti-GFAP
Coelho 1:400
Anti-antigénio-1 do macréfago Rato 1-500
(Mac-1)
Murganho 1:500
Anti-MAP-2
Coelho 1:500
Anti-Nestina Murganho 1:300
Anti-NPY 05 Murganho 1:1000
Anti-NPY 02 Murganho 1:1000
Anti-p-3-tubulina (TUJ 1) Murganho 1:500

Ap6s a incubagdo com o anticorpo primario, as células foram lavadas trés vezes,
durante 5 minutos de cada vez, e incubadas, durante 60 minutos, com uma solugdo de
anticorpo secundario, também diluido em PBS-TB (os anticorpos secundarios utilizados s&o
policlonais, com especificidade para o animal no qual o anticorpo primario é produzido),
conjugado a um fluoréforo [cabra anti-murganho, conjugado com o fluoréforo Alexa-Fluor
488 (1:200) ou Alexa-Fluor 594 (1:200); cabra anti-rato conjugado com Alexa-Fluor 594

(1:150); cabra anti-coelho conjugado com Alexa-Fluor 488 (1:200) ou com Alexa-Fluor 594
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(1:200)], que permitiu a posterior visualizagdo da marcagao (imunorreactividade) por
microscopia de fluorescéncia. Por ultimo, apds lavagem de 5 minutos em PBS, os nucleos
foram marcados com Hoechst 33342 (1 ug/mL em PBS), durante 5 minutos e, apds duas
lavagens em PBS, as lamelas foram montadas em laminas de vidro, utilizando meio de
montagem. As células foram visualizadas com um microscopio de fluorescéncia Zeiss
Axioshop 2 Plus (Carl Zeiss, Inc.), adquiridas com uma cémara digital Cool Snap HQ
(Roper Scientific, Tucson), e as imagens foram guardadas em formato “.zvi” com uma
resolucao de 1388x1040 pixeis. Depois das imagens terem sido convertidas para formato
“jpg”, com uma resolucdo de 1388x1040 pixeis, foram analisadas usando o Adobe

Photoshop CS 8.0 (Adobe Systems Inc.).

2.5.1 Avaliagao da proliferagao celular por incorporagao de BrdU

A proliferagao celular foi avaliada pela incorporagdo do composto BrdU no acido
desoxirribonucleico (ADN) das células em cultura em divisdo, uma vez que este composto é
um analogo da timidina. Ao sétimo dia de cultura (48 horas antes de se fixarem as células),
adicionou-se NPY (1-1000 nM), agonistas e/ou antagonistas dos receptores do NPY ao

meio de cultura (Tabela 2.2).

Tabela 2.2 Agonistas e antagonistas de receptores do neuropeptideo Y

Farmaco Concentragao
,(A,\\glgs\r;:s;?&cj)o receptor Y> 100 nM
é?sgi)sta do receptor Y4 100 nM
(Af\?s\r;:s;i(dg|;1e,%e§%m,Thr6,A|a31 Aib* GIn**)PP) 100 M
,(Aér}ggzr;izgdo receptor Y 1000 nM
g}:;gggjtse;t)a do receptor Y2 1000 nM
,(6|\_r1t1a5gzo,giosia)do receptor Ys 1000 nM
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O efeito do inibidor da sintase do mondxido de azoto (NOS), L-NAME (éster
metilico de L-nitroarginina), do inibidor da guanilil ciclase, ODQ (1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-
alquinoxalina-1-ona) e do inibidor MEK 1/2, U0126 (1 uM), também foi estudado. Em todas
as condicoes testadas, a proliferagdo celular foi avaliada pela adigdo de BrdU (10 uM) ao
meio de cultura, 16 horas antes de se fixarem as células. Durante este periodo, as células
que sofrerem mitose irdo incorporar o BrdU, que sera detectado por imunocitoquimica,
através da utilizagcdo do anticorpo anti-BrdU (tabela 2.1). Apds a imunocitoquimica
(detalhes referidos na secc¢éo anterior), as células foram visualizadas com um microscopio
de fluorescéncia Zeiss Axioshop 2 Plus (Carl Zeiss, Inc.), adquiridas com uma camara
digital Cool Snap HQ (Roper Scientific, Tucson), e as imagens foram guardadas em formato
“zvi”, com uma resolucdo de 1388x1040 pixeis. Depois das imagens terem sido
convertidas para formato “.jpg”, com uma resolugédo de 1388x1040 pixeis, foram analisadas

usando o Adobe Photoshop CS 8.0 (Adobe Systems Inc.).

2.6 Extraccao de ARN e Reaccao de Polimerizacdo em Cadeia com
Transcricdo Reversa “Reverse-Transcriptase Polymerase Chain
Reaction” (RT-PCR)

O é&cido ribonucleico (ARN) total foi extraido a partir de culturas celulares ou
amostras de tecido, usando o reagente Trizol, de acordo com o protocolo fornecido pela

empresa.

2.6.1 Extraccao de ARN total de culturas celulares

As células da retina de rato, cultivadas em caixas de 35 mm de diametro, foram
lisadas com 1 mL de reagente de Trizol. De seguida, preparou-se um homogeneizado de
cada condigdo em estudo, fazendo-se passar o lisado celular diversas vezes pela ponta da
pipeta, que foi guardado em tubos eppendorf. Apés 5 minutos a temperatura ambiente,
adicionaram-se 0,2 mL de cloroférmio, por cada mL de reagente de Trizol utilizado
inicialmente. Os tubos foram agitados, vigorosamente, durante 15 segundos e deixados em
repouso, a temperatura ambiente, durante 2 a 3 minutos. Apds este passo, as amostras
foram centrifugadas a 12000 x g, durante 15 minutos, a 4°C (Eppendorf 5415R) e, em

seguida, recolheu-se a fase aquosa e transferiu-se para um novo tubo. O ARN, que se
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encontra disperso na fase aquosa, foi precipitado pela adi¢do de isopropanol (0,5 mL por
cada mL de reagente de Trizol), durante 10 minutos, seguindo-se uma centrifugagdo a
12000 x g, durante 10 minutos, a 4°C. Apdés a remogdo do sobrenadante, o ARN
precipitado foi lavado uma vez com etanol a 75% (pelo menos 1 mL por cada mL de
reagente de Trizol utilizado inicialmente). Para isso, agitaram-se vigorosamente os tubos e
centrifugaram-se as amostras a 7500 x g, durante 5 minutos, a 4°C. Por fim, deixou-se
evaporar o etanol residual e o ARN foi dissolvido em 20 ul de agua previamente tratada
com dietilpirocarbonato (DEPC), finalizando-se o processo com uma incubagédo a 60°C,
durante 10 minutos. As amostras foram armazenadas a -80°C.

2.6.2 Extraccao de ARN total de amostras de tecido

A homogeneizagdo de cada duas retinas extraidas de ratos Wistar decorreu num
homogeneizador de vidro, contendo 1 mL de reagente de Trizol, a 4 °C. O homogeneizado
de retina foi centrifugado a 12000 x g, durante 10 minutos, a 4°C, de forma a remover o
material insoluvel. O sobrenadante resultante, que contém o ARN e proteinas, foi
transferido para um novo tubo e deixado a temperatura ambiente, durante 5 minutos. Apds
a adicdo de 0,2 mL de cloroférmio (por cada mL de TRIzol adicionado inicialmente) a cada
amostra, os tubos foram vigorosamente agitados, durante 15 segundos, e mantidos a
temperatura ambiente, durante 15 minutos. Apds centrifugagdo a 12000 x g, durante 15
minutos, a 4°C (eppendorf 5415R), a fase aquosa, que contém o ARN, foi transferida para
um novo tubo, tendo-se acrescentado 0,5 mL de isopropanol por cada mL de TRIzol
utilizado inicialmente. As amostras mantiveram-se, durante 10 minutos, a temperatura
ambiente, ao que se seguiu uma centrifugacdo a 12000 g x durante 10 minutos a 4°C. Apds
a transferéncia do sobrenadante para um novo tubo, adicionou-se 0,45 mL de isopropanol,
permanecendo as amostras a temperatura ambiente, durante 15 minutos, seguindo-se uma
nova centrifugacdo a 12000 x g, durante 10 minutos, de modo a conseguir uma
precipitacdo adequada do ARN. O sobrenadante foi removido e o ARN foi lavado com
etanol a 75% (utilizando pelo menos 1 mL por cada mL de reagente de TRIzol), através de
agitagcao vigorosa dos tubos, seguida de uma centrifugagédo a 7500 x g, durante 5 minutos,
a 4°C. O tubo, contendo o ARN da amostra, foi deixado a temperatura ambiente em
contacto com o ar, de forma a permitir a evaporagao do etanol, durante 5 a 10 minutos. Por

fim, adicionaram-se 20 uL de agua previamente tratada com DEPC e homogeneizou-se o
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ARN, finalizando-se o processo com uma incubagdo a 60°C, durante 10 minutos. As

amostras foram armazenadas a - 80°C.

2.6.3 Quantificagdo de ARN

O ARN total extraido de culturas celulares ou de retina foi diluido previamente 100
x em agua livre de RNases. A quantificagédo realizou-se por medicdo da densidade 6ptica
(DO) para o comprimento de onda a 260 nm (amostras de ADN puras podem ler-se apenas
no comprimento de onda de 260 nm) e 280 nm (detecta a presenca de ARN). A pureza do
ARN foi determinada pela razdo da DO obtida a 260 e 280 nm (Azsonm/A2sonm) (RNA/DNA
calculator GeneQuantll, Pharmacia Biotech Amersham Biosciences AB, Uppsala, Sweden).
Preparagdes de ARN puras apresentam uma razao Aseonm/Azsonm de 2. A concentragdo de
ARN (ug/mL) foi calculada com base na DO, no coeficiente de extingdo molar para o ARN e

no factor de diluigao.

2.6.4 RT-PC
2.6.4.1 Transcricao Reversa

A cadeia simples de ADN complementar (ADNc) foi sintetizada, usando um kit de
sintese da cadeia de ADNc. A reaccao iniciou-se, apds a incubagéo de 2 ug de ARN total
de todos os modelos em estudo (retina intacta, cultura primaria mista da retina de rato, e
cultura de células endoteliais da retina de rato - linha cellular TR-iBRB2), com
oligonucleoétidos aleatérios (oligo (dT) primers), inibidor da enzima do ARN, e enzima de
transcricdo reversa (RT) produzida no virus mieloblastose de aves (AMV RT), fornecidos
pelo “kit”, durante 1 hora, a 42°C.

2.6.4.2 Reaccgao de Polimerizagao em Cadeia

A reaccgédo de polimerizagdo em cadeia (PCR) foi realizada, utilizando pares de
sequéncias de nucleétidos (primers) especificos para os genes do NPY, receptores do NPY
e actina de rato. Os pares de sequéncias de nucleotidos utilizados e os respectivos

tamanhos de produto estado indicados na tabela 2.3.
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Tabela 2.3 Sequéncias de nucledtidos utilizados na RT-PCR
Tamanho do
produto (bp)

Sequéncia de nucleétidos

NPY 5 — AGAGATCCAGCCCTGAGACA -3 236
5 — AACGACAACAAGGGAAATGG -3

Y 5 — AACCTCTCCTTCTCAGACTTGC -3 616
! 5 — CACAGTGTTGAAGATGGTAAGG -3

Y 5 — CTCCAAGCAAATCAGCTTCC - 3 318
2 5 - GTTTTGTGCCTTCGCTGATGG -3

Y 5 — AACCTACTCATTGCCAACCTG - 3 476
4 5 — ATGTAGCAGACCAGGATGAAG -3

Y 5 - GTGTTCCCGAGGTGCTTCTA - 3 248
s 5 — ATTCCGAGCAGCAGCTGTAT -3

actina 5 — GACTACCTCATGAAGATCCT -3 497
5 — ATCTTGATCTTCATGGTGCTG - 3

bp — pares de bases

Como controlos positivos, para o NPY e receptor Y, do NPY utilizou-se ADNc de
cérebro de rato e para os receptores Y4, Y, e Ys do NPY utilizaram-se plasmideos
especificos. Como controlo de quantidade do ADNc amplificado, também se realizaram
reacgbes de amplificagdo com as amostras em estudo na presenca das sequéncias
especificas para o gene da actina. Os ensaios realizados na auséncia de amostras de
ARN, que foram substituidas por agua, constituiram os controlos negativos.

Todas as amplificagbes ocorreram na presenga de um tampao de PCR, contendo 1,5
mM de MgCl,, 200 uM de sequéncias aleatérias de nucleétidos (oligo dT), 0,2 uM do par de
cada sequéncia especifica de nucledtidos (NPY e receptores do NPY), e 2,5 unidades/mL
de Tag® da ADN polimerase.

As reaccdes de polimerizagdo decorreram da seguinte forma: 1 min a 95 °C
(desnaturagado), 35 ciclos de 1 min a 95 °C (desnaturagédo), 55 °C durante 1 min
(emparelhamento dos primers) e uma extensédo durante 1 min a 72 °C. No final dos 35
ciclos, procedeu-se a uma extenséao final das cadeias durante 10 min a 72 °C. Os produtos
de PCR obtidos foram analisados por electroforese em gel de agarose a 2%, contendo
brometo de etidio. A andlise densitométrica das bandas foi realizada num sistema de

analise de imagem Versa-Doc (Modelo 3000, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA).
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2.7 Ensaios de Viabilidade celular

2.7.1 Ensaio da redugdo do MTT

Este ensaio colorimétrico avalia a viabilidade celular, uma vez que o sal de
tetrazolio (MTT) é reduzido pelas redutases mitocondriais de células vivas, passando de

)(Mosmann,

uma solugao de coloragdo amarela para um precipitado violeta (cristais de formazan
'983) A viabilidade das células da retina de rato em cultura foi avaliada na presenga e na
auséncia dos farmacos em estudo, indicados na seccao de Resultados e nas Figuras. Ao
fim de 9 dias em cultura, em placas de cultura de 24 pocgos, as células da retina de rato
foram lavadas com tampao de Krebs' e, posteriormente, foram incubadas com 300 uL de
MTT, 0,5 mg/mL) em tampao de Krebs, durante uma hora, a 37°C. Apods este periodo,
removeu-se 0 meio e os cristais de formazan formados foram dissolvidos em 0,04 M de HCI
em isopropanol. Por fim, transferiu-se 200 uL de cada pogo para uma placa de 96 pogos e
a absorvancia foi lida a 570 nm no leitor de ELISA (SLT spectra Il), usando um filtro de
referéncia de 620 nm. Todas as experiéncias foram efectuadas em triplicado e a extensao
da reducédo do MTT foi expressa como percentagem da absorvancia obtida nas condi¢des

controlo (sem farmacos).

2.7.2 Ensaio de lodeto de Propidio

O iodeto de propidio (PI) € uma substancia polar, que entra apenas nas células
cujas membranas celulares se encontram danificadas e que, por isso, ja ndo formam uma
barreira semi-permeavel efectiva, ligando-se ao ADN celular. O PI ligado ao ADN emite
fluorescéncia vermelha intensa e brilhante (630 nm), quando excitado com luz na gama
azul-verde (493 nm). Esta sonda fluorescente tem sido considerada uma sonda nao toxica
para os neurdniosFozze Miteretal 1994) ‘sando, por isso, largamente utilizada como um indicador
da integridade da membrana neuronal"@¢ @ 199) o de morte celular®ezze Mileretal. 1994; Pringle etal.
997 As células da retina cultivadas em lamelas de vidro de 16 mm de diametro, com uma
densidade de 2x10° células/cm?, foram incubadas com os farmacos em estudo, conforme
indicado na seccdo de Resultados e nas Figuras. Apdés 9 dias em cultura, as células
controlo e as células expostas aos farmacos foram incubadas com Pl (0,04 mg/mL) diluido

' Tampao de Krebs: 132 mM de NaCl; 4 mM de KCI; 1,4 mM de MgCly; 1 mM de CaCl,; 6 mM de glicose; 10 mM
de HEPES, pH 7.4.
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em tampao de Krebs', durante 4 a 5 minutos. Depois deste periodo, as células foram
observadas ao microscopio de fluorescéncia (Zeiss Axioshop 2 Plus), acoplado a uma

camara digital (Axiocam HRc), e contaram-se as células marcadas com PI.

2.8 SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

e “Western e Blot”

2.8.1 Preparacgao de extractos celulares

As células cultivadas em placas de cultura de 35 mm de didmetro foram lavadas 2
vezes com PBS frio e lisadas a 4 °C com um meio de lise? suplementado com 100 uM de
fluoreto de fenilmetilsulfonilo (PMSF), 1 mM de ditiotreitol (DTT), 1 ug/mL de quimostatina,
1 yg/mL de leupeptina, 1 pyg/mL de antiparina, 5 yg/mL de pepstatina A (CLAP), 1 mM de
ortovanadato, pH 7,4. Os inibidores de proteases (PMSF, DTT e CLAP) impediram a
degradagédo proteica, enquanto que a fosforilagdo foi prevenida pela presengca do
ortovanadato. A concentragdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford
(Biorad). Adicionou-se, a cada uma das amostras, uma solugéo desnaturante® 6x
concentrada e as mesmas foram aquecidas a 95 °C, durante 5 minutos. A BSA foi usada

como padréo para a determinacgéo da curva-padrao.

2.8.2 SDS-PAGE e “Western Blot”’

Os extractos celulares (60 ug de proteina total) foram aplicados num gel de
poliacrilamida descontinuo, cuja parte superior continha 4% de poliacrilamida e o gel
inferior com 10% de poliacrilamida (gel de corrida). A electroforese”* decorreu em condicbes
desnaturantes, permitindo a separagdo das proteinas aplicadas, na presenga de SDS
(SDS-PAGE), no sistema de electroforese Mini Protean Ill (Biorad, Hercules, EUA).

Posteriormente, as proteinas foram transferidas do gel de poliacrilamida para membranas

' Tampao de Krebs: 140 mM de NaCl; 5 mM de KCI; 1 mM de CaCly; 1 mM de MgCl,; 5,5 mM de glicose; 20 mM
de Hepes, 1 mM de NaH,PQO,, pH=7 4.

? Meio de lise: 50 mM de KCI; 50 mM de PIPES; 10 mM de EGTA; 2 mM de MgCl,; 0,5% de Triton X-100.

* Solugdo desnaturante: 0,5 M deTris; 30% de glicerol; 10% de SDS; 0,6 M de DTT; 0,0012% de azul de
bromofenol.

* Solugio de electroforese: 0,2 M de Tris; 1 M de Bicina; 0,017 M de SDS, pH=8,3.
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de difluoreto de poliviniideno (PVDF), previamente activadas com metanol, por
electrotransferéncia’, durante 90 minutos a 500 mA, a 4 °C. As membranas foram depois
bloqueadas, durante 1 hora, com 5% (m/v) de leite desnatado, com 0,1% Tween 20 em
PBS (TBS-T) e incubadas, durante 90 minutos, a temperatura ambiente, ou durante a noite
a 4 °C, com o anticorpo primario diluido em 1% (m/v) de leite desnatado em TBS-T. As
membranas foram depois lavadas, durante 30 minutos, com uma solugéo de 0,5% (m/v) de
leite desnatado em TBS-T, e incubadas, durante 30 minutos a temperatura ambiente, com
0 anticorpo secundario marcado com a fosfatase alcalina, diluido em 1% (m/v) de leite
desnatado em TBS-T. De seguida, as membranas foram lavadas com TBS-T, durante 30
minutos, e reveladas utiizando o método ECF (“Enhanced Chemifluorescence”,
Quimiofluorescéncia melhorada). A analise e quantificagdo da imunorreactividade das
bandas de interesse foram efectuadas por densitometria, usando o sistema Quantity One
(Biorad).

2.9 Imagiologia de calcio intracelular em células individuais com a sonda
Fura-2/AM

Para analisar as variagbes da concentragdo de calcio intracelular ([Ca’']) em

M(Grynkiewicz et al., 1985

células individuais, utilizou-se a sonda fluorescente Fura-2/A ). Esta sonda

pertence a familia de compostos derivados da molécula de EGTA, a qual foram

g (Gynkiewicz et al. 198%) ' composto Fura-2/AM é um

adicionados diferentes grupos cromdéforo
éster acetoximetilico da sonda Fura-2 que, apds incorporagédo nas células, é rapidamente
hidrolisado por esterases nao-especificas, formando acido acético e formaldeido, libertando
assim a sonda Fura-2, que é sensivel ao Ca” livre.

As células da retina de rato, cultivadas sobre lamelas de vidro, foram lavadas trés
vezes com tampao de Krebs®, suplementado com 0,1% BSA livre de acidos gordos, e
depois incubadas com a sonda Fura-2/AM (5 uM), em tampéo de Krebs suplementado com
0,1% de BSA livre de acidos gordos e 0,02% de Pluronic F-127, numa incubadora a 37°C,
sob uma atmosfera humidificada de 95% ar/5% CO,, durante 45 minutos. Apds a
incubacgao, as células foram lavadas duas vezes com tampéao de Krebs suplementado com

0,1% de BSA.

' Solugio de electrotransferéncia: 2 M de NaOH; 0,5% de metanol 10%, pH=11.
2 Tampao de Krebs: 132 mM de NaCl; 4 mM de KCI; 1,4 mM de MgCly; 1 mM de CaCl,; 6 mM de glicose; 10 mM
de Hepes; 10 mM de NaHCO3, pH=7,4.
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As lamelas contendo as células foram montadas rapidamente numa camara de
perfusdo (modelo P5, série 20, Warner Instruments) e, de imediato, adicionaram-se 150 uL
de tampao de Krebs aquecido (37°C) sobre a face da lamela com as células. A caAmara de
perfusdo foi instalada num microscopio Axiovert 200 (Zeiss) e ligada a um sistema de
perfusdo, com um fluxo de aproximadamente 2,5 mL/min. A experiéncia foi controlada e
seguida através de um computador acoplado a uma camara digital (Axiocam), sendo todos
os dados registados no computador, através do software Metafluor, versao 5.0 (Axiovision).

O registo das respostas celulares s6 se iniciou apds a estabilizagdo do fluxo do
tampao de Krebs e as células foram continuamente perfundidas durante o periodo das
experiéncias (20 minutos), a 37°C. As células foram visualizadas no modo de fluorescéncia
(Aemissgo: 10 NM; Aexcitagso: 340/380 nm) e o software foi registando as imagens de
fluorescéncia do campo de visualizagdo, resultantes da exposicado alternada a feixes de
excitagdo com 340 nm e 380 nm (Figura 2.1 C, D e E).

Na figura 2.1 A, onde esta apresentado um registo das alteragdes de calcio numa
célula da retina, também esta indicado o protocolo experimental utilizado e o método da
andlise da [Ca2+]i em cada célula. Apds a estabilizagcdo do fluxo, iniciou-se o registo. As
células continuaram a ser perfundidas com tampdo de Krebs, durante 5 minutos e,
exactamente aos 5 minutos, as células passaram a ser perfundidas com um tampao salino

com uma concentragédo de KCI elevada (30 mM)1, durante 30 segundos.

Este periodo foi considerado como o primeiro periodo de estimulagdo das células,
uma vez que as células sdo despolarizadas pelo KCI, ocorrendo por isso um aumento da
[Ca®*], visualizando-se uma diminuicdo de fluorescéncia a 380 nm, no corpo celular de
cada neurdnio (Figura 2.1 D). Apos este periodo, as células voltaram a ser perfundidas por
tampéo de Krebs, regressando aos valores basais da [Ca®*], até aos 15 minutos (Figura
2.1 B). Nesta altura, o tampé&o de Krebs foi novamente substituido por meio despolarizante
de KCI, durante 30 segundos. Nos 4 minutos e 30 segundos restantes, as células voltaram

a ser perfundidas com o tampao de Krebs.

' Tampao Krebs com 30 mM de KCI : 106 mM de NaCl; 30 mM de KCI; 1,4 mM de MgCl,; 1 mM de CaCly; 6 mM
de glicose; 10 mM de Hepes; 10 mM de NaHCO3, pH=7,4.
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Figura. 2.1 — Representagcdao esquematica do protocolo experimental usado nas experiéncias
de imagiologia de Ca® em células da retina em cultura

(A) As experiéncias de avaliagdo das variagdes de [Ca’*] nas células da retina em cultura decorreram
durante 20 minutos. As células foram estimuladas aos 5 e 15 minutos com o tampé&o de Krebs, com
30 mM de KCI. O efeito dos farmacos testados foi avaliado perfundindo as células apds o primeiro
estimulo com meio de Krebs com farmaco, sendo o segundo estimulo efectuado também na
presenga de farmaco. Os resultados obtidos foram expressos através da razdo A2/A1; (B) Imagem
representativa de uma cultura de células da retina obtida no modo de transmissdo (sem
fluorescéncia); (C) A mesma imagem que em (B), mas iluminada com fluorescéncia a 380 nm,
visualizando-se os corpos celulares de cada neuronio da retina, apresentando tonalidades de amarelo
(menos saturado) a vermelho (mais saturado), consoante a concentragdo da sonda Fura-2-AM. Nesta
fase da experiéncia consideramos a situagdo basal, ou seja, ainda ndo ocorreu estimulagédo das
células; (D) Ampliagdo da zona demarcada na imagem (B) apés a estimulagdo da cultura com 30 mM
de KCl aos 5 min, ocorrendo um aumento da [Ca”']; detectada pela diminui¢do de fluorescéncia nos
corpos celulares dos neurdnios, comparativamente a tonalidade na situagédo basal (B); (E) Ampliacdo
da zona demarcada na imagem (B) apds a estimulagdo da cultura com 30 mM de KCI + 100 nM de
NPY aos 15 min, ocorrendo um aumento da [Ca2+]i detectada pela diminui¢cdo de fluorescéncia nos
corpos celulares dos neurénios, comparativamente a tonalidade na situagdo basal (B), mas menor
que na situacao (D).
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Para avaliar o efeito de farmacos na [Ca2+]i, as células foram sujeitas a uma
perfusdo com tampao de Krebs com os farmacos em estudo, entre os 5 min e 30 segundos
e os 15 minutos; aos 15 minutos, as células voltaram a ser despolarizadas pela solugéo de
KCI contendo também o farmaco em estudo (Figura 2.1 E).

Os farmacos utilizados nestas experiéncias, bem como as respectivas

concentragoes, estdo enumerados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 Farmacos utilizados nas experiéncias de imagiologia de calcio em
células da retina de rato.

Farmaco Concentragao
NPY 100 nM
oS e mepores Y.
,(A,\\glgs\r;:s;;)cjo receptor Yz 300 nM
@?ggi)sta do receptor Y4 100 nM
(A,‘\?S\r;:s;i((jg&?,%eeﬁ%m,Thr6,A|a31 Aib* GIn**)PP) 100nM
ggg%rgzgdo receptor Y 1000 nM
,(Al\_rjt1a5gzo,g|osia)do receptor Ys 1000 nM

Para a analise dos resultados, utilizou-se o software Metafluor 2 (Axiovision).
Resumidamente, apds a selecgdo e demarcagdo dos corpos celulares de neurdnios
existentes na lamela em estudo, o software permitiu a obtengéo do registo das variagbes da
[Ca®];em cada um dos corpos celulares seleccionados (Figura 2.1 C). Através da analise
de cada registo, determinaram-se as duas amplitudes de resposta em cada célula,
resultantes dos estimulos com o meio despolarizante de KCI aos 5 (A1) e aos 15 minutos
(A2), e calculou-se a razao A2/A1. Para a analise dos resultados, uma vez que se observou
a existéncia de populagdes de neurdnios com respostas farmacolégicas diferentes, foram
considerados dois grupos de células, que correspondem a dois intervalos de variagdo da
razdo A2/A1, que serdo designados por grupo A — células que apresentam a razdo A2/A1
superior ou igual a 0,80 (A2/A1= 0,80) — e grupo B — células cuja razdo A2/A1 é inferior a
0,80 (A2/A1<0,80).
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2.10 Analise Estatistica

Os resultados apresentados sdo expressos como média + erro padrdo da média. A
significancia estatistica foi determinada através de uma analise de variancia (ANOVA),
seguida de testes a posteriori, nomeadamente de Dunnet e Bonferroni, como indicado nas

legendas das figuras.
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O Neuropeptideo Y e os seus receptores

na retina de rato






O NPY e os seus receptores na retina

3.1 Introducéo

Tal como descrito na Introdugao Geral (Capitulo 1), a retina € uma estrutura do
tecido nervoso muito organizada, que contém duas classes principais de células: neurénios

e células da glia, que se encontram estrategicamente localizadas ao longo de varias

camadas de células 2" 2004,

(Silva et al., 2005a)

O NPY é um peptideo presente em varias areas do SNC , existindo

igualmente na retina de diferentes eSpéCieS animaiS(Bruun et al., 1986; Jen et al., 1994; Hutsler and Chalupa, 1995;

Ohetal. 2002) Relativamente aos receptores do NPY, o ARNm para os receptores Y1, Yz, Ys €

o (DAngelo and Brecha, 2004) N5 entanto, ainda ndo esta esclarecida

Y5 foi detectado em retina de rat
a funcéo do sistema do NPY na retina. Algumas observagdes indicam que as células que
expressam NPY podem participar em multiplos circuitos do processo de informagao visual

olSinclair et al. 2004) - Adicionalmente, demonstrou-se que o NPY

na retina interna de murganh
modula a libertagdo de neurotransmissores na retina de coelho e de pinto® " @ Ehinger. 1993)
Contudo, a libertacdo de NPY, estimulada por luz de frequéncia elevada ou por

despolarizagdo, foi demonstrada apenas na retina de ra®wn et a- 1997

e, por isso, é
necessario um estudo mais aprofundado das condigdes necessarias para a libertagdo de
NPY.

Vaérias evidéncias indicam que o NPY estimula a proliferacdo e a migracédo de

. . . (Zukowska-Grojec et al., 1998a; Zukowska-Grojec et al., 1998b; Marion-Audibert et al., 2000; Ghersi et al., 2001;
células endoteliais !

A. Jonas Ekstrand, 2003) 'peocentemente, demonstrou-se que o receptor do NPY do subtipo Y, esta
envolvido na patogénese da retinopatia diabética®!" ¢ 2004,

Alguns estudos sugerem que a expressao do NPY e dos seus receptores no SNC
podera ndo estar confinada aos neurdénios e podera ocorrer também nas células da glia,

S(Gimpl et al., 1993; Barnea et al., 1998; St-Pierre et al., 2000). NO entanto, na retina,

nomeadamente nos astrécito
ndo existem evidéncias da presenca de NPY nas células da glia, nomeadamente nas

células de Mller, nos astrocitos ou nas células da microglia.

Assim, neste estudo, pretendeu-se: 1) identificar o tipo de células da retina que
expressam NPY. Para tal, utilizaram-se retinas intactas de rato, culturas primarias mistas
da retina de rato e de células de microglia da retina de rato e linhas celulares de células de
Muller e de células endoteliais da retina de rato; 2) investigar a presenca dos receptores do
NPY nas células da retina; 3) avaliar a libertagdo de NPY nas culturas primarias da retina
de rato.
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3.2 Resultados

3.2.1 Determinagao do contetiido de NPY na retina de rato e em culturas de células

da retina

As retinas isoladas a partir de ratos machos Wistar, com nove semanas de idade,
continham 15,1 = 1,4 fmol de NPY/ug de proteina (n=4). O conteudo intracelular de NPY,
nas culturas primarias da retina de rato, foi de 1,4 = 0,1 fmol de NPY/ug de proteina (n=3,
em duplicado de trés culturas independentes). Nas células endoteliais da retina de rato
(linha celular TR-IBRB2), os niveis de NPY encontravam-se abaixo do limite de deteccao do

ensaio de doseamento de NPY (< 0,5 pM).

3.2.2 A expressao de NPY em diferentes tipos de células da retina

A deteccdo de NPY e pro-NPY nas culturas primarias de retina foi realizada por
imunocitoquimica, utilizando um anticorpo monoclonal, o NPYQ2(Crouzmann et al. 1992) (Fiqyrg
3.1). Algumas das células positivas para o NPY foram identificadas como sendo neurénios
(marcagdo com um anticorpo anti-MAP-2), uma vez que se observou uma co-localizagédo
das marcagcbes para NPY e MAP-2. O NPY foi detectado nos corpos celulares dos
neurdnios, bem como em alguns prolongamentos (Figura 3.1, A-C). A imunorreactividade
de NPY também foi detectada em células positivas para GFAP, um marcador de astrécitos
e células de Muller (Figura 3.1, D-F), e em células da microglia, que foram identificadas
utilizando um anticorpo anti-Mac-1 (Figura 3.1, G-l). Quando se utilizou o anticorpo
NPYQ5(Crouzmann et al. 1992) " qe também é um anticorpo monoclonal que se liga ao terminal

carboxilico amidado do NPY, observou-se um padrdo de marcagdo semelhante.
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NPY

Co-localizagio

20 ym

Co-localizagiao

Co-localizagao

A
NPY

D
NPY

G

Figura 3.1 — O Neuropeptideo Y esta presente em diferentes tipos de células da retina.

O NPY foi detectado (verde) com o anticorpo NPY02, (1:1500) (A, D, G). As células da retina de rato
em cultura foram duplamente marcadas com o anticorpo anti-NPY e com os anticorpos marcadores
de neurdnios, macroglias e microglias. Assim, os neurdnios (vermelho) foram identificados pelo
anticorpo anti-MAP-2 (1:500) (B e C); os astrocitos e células de Muller foram detectados (vermelho)
com o anticorpo anti-GFAP (1:500) (E e F); as células da microglia foram marcadas (vermelho) com o
anticorpo anti-Mac-1 (H e I). As imagens s&o representativas de trés culturas independentes.

97



Capitulo 3

De forma a confirmar a presenca de NPY nas células da microglia, utilizou-se uma
cultura primaria de células de microglia, onde foi também possivel detectar a presencga de

imunorreactividade para o NPY (Figura 3.2).

Co-localizagio

Figura 3.2 — O NPY esta presente nas células da microglia da retina de rato.

O NPY foi detectado (verde) com o anticorpo monoclonal anti-NPY (NPY02, 1:1500) (A) e as células
da microglia foram marcadas com o anticorpo anti-Mac 1 (B). (C) Co-localizagdo de NPY e Mac-1. As
imagens séo representativas de trés culturas independentes.

A presenca de NPY nas células endoteliais da retina de rato foi também detectada
por imunocitoquimica com o anticorpo anti-NPY02. Observou-se uma marcagédo ponteada
ao longo de toda a célula, embora maioritariamente no citoplasma e na regiao perinuclear
(Figura 3.3 A).
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A presenca de NPY nas células de Miiller foi confirmada pela marcagdo de NPY na
linha celular de células de Muller de rato (TR-MUL) (Figura 3.3 B).

Figura 3.3 — O NPY esta presente nas células endoteliais e nas células de Miiller da retina de
rato.

A presenca de NPY foi detectada em células endoteliais da retina de rato (A) e em células de Miller
da retina de rato (B). A marcagdo de NPY (anticorpo NPY02, 1:1500) foi detectada nas linhas
celulares de células endoteliais (TR-iBRB2) e de células de Miller (TR-MUL) da retina de rato. As
imagens séo representativas de trés culturas independentes. Ampliagdo de 600x.

3.2.3 Presenga do ARNm do NPY e dos receptores do NPY por RT-PCR nas células

da retina de rato

O ARNm do NPY e dos receptores do NPY foi detectado nas retinas intactas de
rato, nas culturas primarias da retina de rato e na linha celular de células endoteliais da
retina de rato (Figura 3.4). Relativamente aos receptores do NPY, o ARNm para os
receptores Y4, Y,, Y4 e Y5 foi detectado quer na retina, quer nas células da retina em cultura
(Figura 3.4, A e B). Nas células endoteliais da retina de rato, também foi detectado o ARNm

para os mesmos receptores, com excepgao do receptor Ys (Figura 3.4 C).
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A. Retina de rato

NPY Y, Y, Y; Y5 actina

B. Células de retina de rato em
cultura

NPY Y, Y, Y, Ys actina

C. Células endoteliais de retina de
rato

NPY Y, Y, Y, Ys actina

Figura 3.4 — Expressdo de ARNm do NPY e dos receptores do NPY nas células da retina.

O ARNm do NPY e dos seus receptores foi detectado na retina de rato (A), nas células da retina em
cultura (B) e nas células endoteliais (C). A expressao do ARNm do NPY e dos seus receptores foi
investigada através da reacgdo de polimerizacdo em cadeia com transcricdo reversa (RT-PCR),
seguida de electroforese em gel de agarose. Os produtos de PCR resultantes foram: NPY, 236 bp;
Receptor Y4, 616 bp; Receptor Y2, 318 bp; Receptor Y4, 476 bp; Receptor Ys, 248 bp; actina, 427 bp.
Cada imagem é representativa de trés retinas de diferentes animais e de trés culturas independentes.

3.2.4 Libertagdo de NPY das células da retina em cultura

A quantidade de NPY libertado constitutivamente (libertagdo basal) estava abaixo
do limite de detecgédo do ensaio de doseamento de NPY. A incubagio das células durante
10 minutos com 50 mM de KCI induziu uma libertagdo de NPY de 7,8 = 4,2% do conteudo
intracelular total de NPY (n=3). A quantidade de NPY libertada foi entre 0,5-3,0 pM.

100



O NPY e os seus receptores na retina

3.3 Discussao

Apesar do NPY estar presente na retina de diversas espécies®"!" e @ 1986: Tomavist and

Ehinger, 1988; Jen et al., 1994; Hutsler and Chalupa, 1995; Oh et al., 2002), a fungéo deste peptlrdeo na retina néO esta'
esclarecida, devido, em parte, a falta de informacgéo acerca dos tipos de células da retina,
que expressam e libertam NPY, e sobre a expresséao e localizagdo dos seus receptores. O
objectivo do presente estudo, utilizando diferentes modelos celulares, consistiu em
identificar o tipo de células da retina que expressam o NPY e identificar o tipo de receptores
do NPY que sdo expressos pelas células da retina.

O NPY biologicamente activo, o NPY amidado, foi quantificado por um ensaio de
ELISA, através do qual se verificou que o peptideo esta presente na retina intacta e nas
células da retina em cultura. A presenca do NPY nas células da retina foi confirmada por
imunocitoquimica e por RT-PCR. Estudos anteriores ja tinham demonstrado que o NPY

202) o de outras espécies de

Marshak, 1989
S(

esta presente em retinas de rato(femer and Sagar, 1989 Oh et al,

S(Sinclair and Nirenberg, 2001) m(Tornqvist and

mamiferos, incluindo murganho )¢ 0 home

Ehinger, 1988; Jen et al., 1994)

, macaco

Nas células da retina em cultura, recorrendo a imunocitoquimica de dupla
marcacéo, verificou-se que o NPY esta presente nos neurdnios da retina. Esta observagao
esta de acordo com outros estudos que descrevem que a imunorreactividade do NPY se
localiza maioritariamente em neurdnios, especialmente nas células amacrinas e

S(Hutsler et al.,, 1993; Ammar et al., 1998; Sinclair and Nirenberg, 2001). Na retina de rato, demOﬂStrOU-Se

ganglionare
que a imunorreactividade ao NPY esta presente em duas populagdes de células amacrinas,
uma localizada na camada nuclear interna e a outra na camada de células ganglionares©"®
al.2002) Estas evidéncias sugerem que, na retina, e principalmente na retina interna, o NPY
podera participar em multiplos circuitos, mediando o processamento da informagao visual.
Outras evidéncias sugerem que a expressdo do NPY e dos seus receptores, no
sistema nervoso central, podera nao se encontrar apenas nos neurénios, podendo ocorrer

também nas células da glia, nomeadamente nos astrdcitos(®m! &t @ 1993 Bamea etal, 1998; St-Pierre etal.

209 De facto, no presente trabalho, verificou-se que a imunorreactividade do NPY também
foi detectada nas células da macroglia e da microglia. Estes resultados demonstram, pela
primeira vez, que na retina o NPY n&o é expresso somente nos neurénios, mas que esta
também presente nas células da glia. Alguns estudos sugerem, de forma inequivoca, que
tanto as células da macroglia como as da microglia estdo associadas a disfuncdes

retinianas, tais como a vitreoretinopatia, retinopatia diabética, refinitis pigmentosa e
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degenereSCénCia macular relaCionada com a idade(McGiIIem and Dacheux, 1998; Rungger-Brandle et al., 2000; Soler

et al, 2002; Gupta et al. 2003) por conseguinte, a presenga de NPY nas células da macro- e da
microglia sugere um possivel papel do peptideo nos processos inflamatérios detectados

nas patologias referidas anteriormente, o qual deveria ser objecto de estudo, no futuro®™
al., 2005; Meleth et al., 2005; Zhou et al., 2005)

Neste estudo, o NPY foi também detectado nas células endoteliais da retina (linha
celular TR-iBRB), por imunocitoquimica e pela expressdo do ARNm. A marcacgéo ponteada
foi particularmente evidente no citoplasma e a volta do ndcleo. Anteriormente, ja tinha sido
detectada a presenca de NPY noutras células endoteliais, tais como células endoteliais do

1993; Silva et al., 2005b)

corddo umbilical humano©® © - e nas células endoteliais cardiacas

(Caietal. 1993) Além do NPY, detectou-se também ARNm para os receptores Y1, Y, e

humanas
Y, do NPY, mas nao para o receptor Y5, nas células endoteliais da retina. A presenca dos
receptores Y e Y, em células endoteliais é consistente com estudos prévios realizados em
células endotelias do corddo umbilical humano (HUVECs)®@kowska-Groiec et al, 1998b; Siva et al., 2003b)
Pelo contrario, o ARNm para o receptor Y, do NPY néo foi detectado nas HUVECs e o

(Silva et al, 2003b)

receptor Ys apenas foi detectado apds tratamento com citocinas Estas

diferengas entre os dois tipos de células endoteliais na expressdo do ARNm dos receptores
do NPY podera influenciar a fisiologia celular®/maszewsid etal. 1992)

No presente trabalho, demonstrou-se que o ARNm dos receptores Y4, Y, Y4 € Y5
esta presente nas células da retina, tendo em consideragdo que foi detectado, quer na
retina, quer nas células da retina em cultura. Estes resultados estdo de acordo com estudos

o(P#Angelo and Brecha, 2004) ‘N3 retina de murganho, também

anteriores realizados com retina de rat
foi detectado o ARNm dos receptores Y; e Y, do NPY(eon e @ 2002 Egtudos de
imunohistoquimica, realizados em retina de rato, mostraram que o receptor Y, esta
presente nas células amacrinas localizadas na camada nuclear interna e também nos
corpos celulares e nas dendrites das células horizontais localizadas na camada plexiforme
externg®Angele etal. 2002) Alam disso, na retina de rato, existe uma diferenca na localizagéo da
imunorreactividade para o NPY e para o seu receptor Y4, o que sugere que o NPY podera
actuar de forma paracrina em células localizadas distantes do seu local de libertagéo®*"%"°
etal. 2002) por outro lado, a localizacdo dos receptores Y4 e Ys permanece por esclarecer.
Relativamente aos receptores Y,, foi descrito anteriormente que tanto o NPY como
agonistas dos receptores Y, inibem o influxo de Ca”, induzido por despolarizagao, para os

axonios das células bipolaresP*ngelo and Brecha, 2004)
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Neste estudo, quantificou-se, pela primeira vez, a libertagdo das formas
biologicamente activas do NPY (NPY .36, NPY,.35 € NPY3 36), induzida por concentragdes de
potassio elevadas, nas células da retina de rato em cultura. Estudos prévios ja tinham
demonstrado a libertagdo de NPY na retina de r&, de forma dependente de calcio, induzida
por concentracdes elevadas de potassio ou por luz de frequéncia elevada® " e a- 1997,

Em conclusdo, no presente trabalho, utilizando diversos modelos (retina de rato,
culturas primarias mistas e de células de microglia da retina de rato, e linhas celulares de
células de Miller e de células endoteliais da retina de rato), demonstrou-se que o NPY é
sintetizado e expresso por diferentes populagdes de células presentes na retina de rato. A
principal inferéncia deste estudo é, na verdade, o facto da marcacdo de NPY ter sido
detectada nas células da macroglia (células de Miller) e da microglia. Assim, o
desenvolvimento e caracterizagdo de novos modelos de células da retina, associados a um
estudo mais aprofundado do papel do NPY nas células da glia, poderao permitir esclarecer

o papel do NPY na fisiopatologia da retina.

103












Capitulo 4

O Neuropeptideo Y inibe as alteragées da [Ca**];
induzida por KCI nos neurénios da retina
de rato através da activacao dos

receptores de NPY Y;, Yse Ys






Efeito neuromodulador do NPY retina

4.1 Introdugao

A distribuicdo do NPY esta identificada em varias areas do SNC, sendo associada

S(Wetts,tein et al, 1995; Silva et al., 2005a)

com inumeras condi¢des fisiopatologica Na retina, a

imunorreactividade para o NPY foi detectada em diferentes espécies, nomeadamente em

mUrganhOS, ratOS, CObaiaS, gatOS, macacos e humanOS(Bruun et al., 1986; Straznicky and Hiscock, 1989; Jen et al.,

1994; Hutsler and Chalupa, 1995; Oh et al., 2002; Alvaro et al., 2007b) A presenga de NPY enCOﬂtra-Se

principalmente, nas células amacrinas e nas células ganglionaresHser and Chalupa, 1994; Ammar et al.

1998; Sinclairand Nirenberg, 2001) ‘Nio caso da retina de rato, o NPY localiza-se em duas populacdes de

células amacrinas: uma localizada na camada nuclear interna e a outra na camada de

(Sinclair and

células ganglionares, designando-se, neste caso, células amacrinas deslocadas
Nirenberg, 2001)

O efeito do NPY é mediado através da activagdo de seis subtipos de receptores

acoplados a proteinas G, designadamente os receptores Y4, Y2, Y3 Y4, Y5 € ys. Até ao

(Larhammar et

momento, todos os receptores se encontram clonados, a excepgéo do receptor ys
al., 1992; Lundell et al., 1995; Rose et al., 1995; Gerald et al., 1996; Weinberg et al., 1996) Na retina de ratO(D'AngeIo and Brecha, 2004;

Alvaro et al., 2007b) 0(Alvaro et al., 2007b)

e nas células da retina de rat em cultura, foi detectada a

expressdo do ARNm dos receptores do NPY do subtipo Y4, Yo, Yz € Ys.
No entanto, conforme descrito na Introdugao geral (Capitulo 1), a fungdo do NPY

na retina é ainda pouco conhecida. Todavia, diversos estudos tém indicado que o NPY

C(reviséo(Silva et al., 2005a

modula a excitabilidade neuronal em varias regiées do SN ). Por exemplo,

na retina de coelho e de pinto, o NPY afecta a libertagdo de varios neurotransmissores, tais

como, glutamato, GABA, glicina, adrenalina, dopamina e somatostating®™" 2" Eninger, 1993)

A fungdo do Ca®* nas vias de sinalizagdo intracelular é largamente conhecida.

Também esta bem documentado que a alteracdo da homeostase do ca* podera conduzir

2000

a morte celulgr(Sater and Tymianski, 2000) \/4rjo5 estudos tém demonstrado que o NPY inibe o

influxo de Ca®* em neurénios de hipocampo, talamo e “arcuate nucleus”®©u 2 Miler. 1999; Siiva et

al., 2001; Sun et al., 2001) (D'Angelo

, assim como nos terminais nervosos das células bipolares da retina
and Brecha, 2004)

Deste modo, os objectivos deste capitulo foram: 1) investigar o papel do NPY nas
variagbes da [Ca2+]i nos neurdnios da retina e 2) identificar os receptores do NPY

envolvidos na modulagao das alteragdes da [Ca2+]i.
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4.2 Resultados

4.2.1 O NPY inibe as alteragoes da [Caz"]i evocadas por KCl em neuroénios da retina

em cultura

As variagdes da [Ca2+]i foram analisadas exclusivamente nos corpos celulares dos
neurénios da retina em cultura, apés despolarizacdo dos mesmos com 30 mM de KCI. As
variagdes da [Ca2+]i reflectem as diferengas da razéo de fluorescéncia a 340 nm e 380 nm
(F340/F3s0) entre o valor basal (antes do estimulo) e o pico (o valor mais elevado, apés o
estimulo). As células foram estimuladas duas vezes, aos 5 e aos 15 min (Figura 4.1 B e C)
e, em todas as experiéncias, o primeiro estimulo foi utilizado como controlo interno. Os
resultados serdo apresentados como a raz&o entre as amplitudes do segundo e do primeiro
estimulo (A2/A1). Nas experiéncias controlo, os neurénios da retina foram estimulados na
auséncia de farmacos. Em todas as restantes condigdes, os farmacos estavam presentes,
apos o primeiro estimulo até ao final do segundo estimulo (durante 10 min; ver Figura 2.1
no Capitulo 2).

As células controlo apresentaram uma razdo A2/A1 de 0,91 = 0,1 (89 células
analisadas), tendo o valor das razdes variado entre 0,80 e 1,13 (Figura 4.1). Na presenca
de 100 nM de NPY, os valores da razdo A2/A1 situaram-se entre 0,53 e 0,95 (121 células
analisadas) e o valor médio obtido foi de 0,77 + 0,2 (média + SEM). Comparando os valores
médios da razdo A2/A1 entre as células controlo e as células expostas a NPY, verifica-se
que nao existem diferengas significativas entre ambos. Contudo, apesar das diferengas nao
serem significativas, analisando com atencdo a Figura 4.1, pode observar-se que o NPY
reduz as alteragdes de calcio em varias células. Assim sendo, os resultados sugerem que
existem dois grupos distintos de neurdnios: neurénios que nado respondem a NPY (A2/A1 =
0,80; grupo A) e neurdnios que respondem ao NPY (A2/A1 < 0,80; grupo B). De facto, pode
observar-se que existe um numero significativo de células cujas respostas apresentam
valores de A2/A1 inferiores a 0,80, quando sdo expostas a NPY, o que nunca se verifica
nas células controlo. As Figuras 4.1 B e C apresentam registos representativos de uma
célula controlo (Figura 4.1 B) e de uma célula exposta a NPY (Figura 4.1 C), onde se
evidencia que o NPY inibe significativamente as alteragbes da [Ca2+]i, pelo menos em
determinados neurdnios. Tendo em consideragdo o que foi referido anteriormente, nas
Figuras 4.1 D, 4.2 e 4.3, os resultados s&o apresentados em percentagem de células nos

grupos A e B relativamente ao total de células analisadas, para cada situagao experimental.
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Figura 4.1 — Efeito do NPY nas alteracoes da [Ca2+]i induzidas por KCI nos neurénios da retina.
(A) Representacgao da distribuicdo dos valores da razdo A2/A1 relativamente aos neurdnios da retina
analisados. As culturas de retina foram estimuladas na auséncia (controlo) ou na presenca de NPY
(100 nM). (B,C) Registos representativos das variagbes da [CaZ+]i de neurdnios da retina obtidos na
auséncia (B) ou na presenga de NPY (C). (D) Quantificacdo dos neurdnios da retina pertencentes ao
grupo A (A2/A1 = 0,80) e ao grupo B (A2/A1 < 0,80) na situagéo controlo e quando as células foram
expostas a NPY (100 nM). Os resultados sdo expressos em percentagem do numero total de células
analisadas em cada situagido experimental (controlo e na presenga de NPY), e representam a média
+ SEM de 74 a 138 células de 3 a 5 culturas independentes. *** p<0,001 comparativamente ao
controlo; ANOVA de duas vias com teste de Bonferroni a posteriori.
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Na presenca de NPY (100 nM), a percentagem de neurénios no grupo A (49,1 =
4,8%) diminuiu significativamente comparativamente ao controlo (100,0 = 0,0%) e,
consequentemente, aumentou a percentagem de neurénios no grupo B (50,9 = 4,8%;
Figura 4.1 D).

4.2.2 Efeito dos agonistas e antagonistas dos receptores do NPY nas variagdes da

[Caz"]i induzidas por KCI nos neurénios da retina

Na medida em que o efeito inibitério do NPY nas alteragdes da [Ca2+]i induzidas por
KCI podera ser devido a activagao de diferentes tipos de receptores do NPY, analisou-se o
efeito de varios agonistas (Figura 4.2) e antagonistas (Figura 4.3) dos receptores do NPY.
Todos os agonistas dos receptores do NPY utilizados, excepto o agonista do receptor Y
(NPY43.36; 300 nM), diminuiram significativamente a percentagem de células no grupo A e,
consequentemente, aumentaram a percentagem de células no grupo B (Figura 4.2). O
agonista dos receptores Y:/Ys ([Leu’’,Pro**INPY; 100 nM) diminuiu a percentagem de
células no grupo A para 38,7 = 6,3% comparativamente ao controlo (93,9 = 3,1%),
aumentando a percentagem de células no grupo B (61,3 = 6,3%) relativamente a situagéo
controlo (6,1 + 3,1%; Figura 4.2 A). Pelo contrario, o agonista do receptor Y, (NPY335; 300
nM) ndo induziu qualquer alteragdo significativa na distribuicdo dos neurénios da retina,
quer no grupo A (98,4 = 1,6% no controlo e 94,4 + 1,7% com NPY43.35), quer no grupo B
(1,6 = 1,6% no controlo e 5,6 + 1,7% com NPY335) (Figura 4.2 B). O agonista do receptor
Y4 (r-PP; 100 nM) reduziu a percentagem de células no grupo A de 95,9 + 0,4% no controlo
para 57,6 + 5,5% e, consequentemente, aumentou a percentagem de células no grupo B de
4,1 + 0,4% no controlo para 42,4 + 5,5% com o agonista o r-PP (Figura 4.2 C). O agonista
do receptor Ys [(NPY19.23(Gly', Ser’, GIn*, Thr®, Ala®', Aib** ,GIn*)PP; 100 nM)] também
diminuiu significativamente a percentagem de células no grupo A (93,5 + 3,6% no controlo
e 66,6 = 3,0% com o agonista do receptor Y5) e aumentou a percentagem de células no
grupo B (6,5 £3,6% no controlo e 33,4 + 3,0% com o agonista do receptor Ys) (Figura 4.2
D). Estes resultados, globalmente, sugerem que o efeito inibitério do NPY nas variagdes da

[Ca2+]i é mediado pela activagao dos receptores do NPY do subtipo Y4, Ys e Ys.
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Figura 4.2 — Efeito dos agonistas dos receptores do NPY nas variagoes da [Ca2+]i induzidas por
KCI nos neurénios da retina.

As células da retina foram expostas aos agonistas dos receptores do NPY, nomeadamente (A)
[Leu31Pr034]NPY (agonista dos receptores Y4/Ys; 100 nM), (B) NPY43.35 (agonista do receptor Y2; 300
nM), (C) r-PP (agonista do receptor Ys; 100 nM) e (D) NPY1923(Gly', Ser®, GIn*, Thr®, Ala®', Aib*
,GIn34)PP (agonista do receptor Ys; 100 nM). Os resultados sdo expressos como a percentagem de
neuroénios da retina no grupo A (A2/A1 = 0,80) e no grupo B (A2/A1 < 0,80) relativamente ao numero
total de células analisado, nas células controlo e nas células expostas a NPY, e representam a média
+ SEM de 53 a 240 células de 3 a 5 culturas independentes. n.s p>0,05, *** p<0,001
comparativamente ao controlo; ANOVA de duas vias com teste de Bonferroni a posteriori.

De forma a confirmar os resultados anteriores, as células da retina foram expostas
ao NPY (100 nM) em combinagédo com os antagonistas dos receptores Y4 ou Y5 (Figura 4.3
A e B). Na presenca do antagonista do receptor Y, (BIBP3226; 1 uM), o efeito inibitério do
NPY foi parcialmente abolido, dado que ocorreu um aumento na percentagem de células do
grupo A (70,1 = 7,2%) e um decréscimo na percentagem de células no grupo B (29,9 =
7,2%), comparativamente a percentagem de células em ambos os grupos, quando estas
sdo expostas apenas ao NPY (49,1 + 4,8% no grupo A e 50,9 = 4,8% no grupo B; Figura
4.3 A). Do mesmo modo, o antagonista do receptor Y5 (L-152,804; 1 uM) também reduziu o

efeito inibitério do NPY nas variagdes da [Ca2+]i (Figura 4.3 B), visto que a diminuicéo,
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induzida pelo NPY, da percentagem de células no grupo A (49,1 + 4,8%) relativamente ao
controlo (97, 2 + 1,4%) foi parcialmente prevenida pelo L-152,804 (76,3 = 1,9%). Por outro
lado, o aumento da percentagem de células no grupo B induzido pelo NPY (50,9 + 4,8%),
comparativamente ao controlo (2,8 £1,4% das células analisadas), foi inibido na presenca

do antagonista do receptor Y5 (23,7 = 1,9% das células analisadas) (Figura 4.3 B).
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Figura 4.3 — Efeito dos antagonistas dos receptores do NPY nas alteracoes da [Ca2+]i evocadas
por KCl e moduladas pelo NPY.

As células da retina em cultura foram incubadas com NPY (100 nM) na auséncia ou na presenca (A)
do antagonista do receptor Y1 (BIBP3226; 1 uM) ou (B) do antagonista do receptor Ys (L-152,804; 1
uM). Os resultados sdo expressos em percentagem de neurénios da retina presentes no grupo A
(A2/A1 2 0,80) e no grupo B (A2/A1 < 0,80) relativamente ao ndmero total de células analisadas em
cada situagéo experimental (controlo, células incubadas com NPY, ou células co-incubadas com NPY
e 0s antagonistas dos receptores do NPY), e representam a média + SEM de 73 a 168 células de 3 a
5 culturas independentes. ** p<0,01, *** p<0,001 comparativamente ao controlo; * p<0,01, *** p<0,001
comparativamente ao NPY. ANOVA de duas vias com teste de Bonferroni a posteriori.
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4.3 Discussao

Sabe-se que o NPY e os seus receptores, nomeadamente os receptores Yy, Yo, Yq

e Y5; estéo presentes na retina de diferentes espécieS(Bruun et al., 1986; Jen et al., 1994; Oh et al., 2002; Yoon et

al., 2002; D'Angelo and Brecha, 2004) “por gutro lado, existem estudos que sugerem que este peptideo é

provavelmente libertado da retina em resposta a determinados estimulos visuais,

nomeadamente estimulacdo com luz de elevada frequéncia ou por despolarizaggo® " ¢ -

99 Estas evidéncias indicam que o NPY podera mediar o processamento da informagéo

visual na retina(Sinclairet al., 2004)

No SNC, o NPY modula a excitabilidade neuronal através de multiplos mecanismos
pré- e poés-sinapticos, que estdo associados a modulagdo da libertacdo de
neurotransmissores, hormonas e neuromoduladores, tais como o glutamato, GABA,

adrenalina, dopamina, 5-HT, hormona do crescimento e somatostatina, entre outros®"? 2"

200%) Relativamente & retina, aplicagdes exdgenas de NPY também afectam a libertagdo de

alguns neurotransmissores, tais como a glicina, dopamina, 5-HT e GABA na retina de

0(Bruun and Ehinger, 1993; Ortrud Uckermann, 2006

coelho e de pint ). Além disso, o NPY inibe também a

actividade da adenilciclase, na retina de coelho®uneta- 1994)

O Ca* é um sinal intracelular ubiquo responsavel pelo controlo de iniumeras

(Berridge et al., 2000)

respostas celulares e, por isso, 0os neurdnios necessitam de regular

rigorosamente a [Ca®], de forma a evitar uma ineficiente sinalizagdo de Ca®* que, em

(Sattler and Tymianski, 2000)

ultima instancia, podera resultar em morte celular Em neurdnios e

sinaptossomas de hipocampo, os sinais de Ca®* s&o inibidos pela aplicagdo de NPY®leakman

et al, 1992 Siva et al, 2001, 20033) ' 1e jgual forma, na regido CA1 do hipocampo, a transmisséo

sinaptica excitatoria é inibida pelo NPY, através da redugéo do influxo de Cag®*(Coimers etal., 1988)
Mais ainda, em neuroénios talamicos e células ganglionares, a presenca de NPY reduz as

2+(Bleakman et al., 1991; Sun et al., 2001

correntes de Ca ). Outros estudos demonstraram ainda que o NPY

inibe correntes de Ca®* e de K" nos neurdnios do “arcuate nucleus”Sn 2 Miller. 1999)

No que diz respeito ao presente estudo, verificou-se que o NPY inibe as variagbes
da [Ca2+]i em neurénios da retina de rato despolarizados com KCI. No entanto, o efeito
inibitério do NPY nado é evidente em todos os neurdnios da retina e, por este motivo,
considerou-se a existéncia de dois grupos distintos de neurénios: um grupo de células que
ndo responde ao NPY e outro grupo de células que responde ao peptideo. De facto, é
provavel que alguns neurénios da retina ndo expressem receptores do NPY, ou entdo

possam expressar estes receptores, mas que ndo estejam acoplados a regulacdo da
[Ca2+]i. Assim, nos neurénios que respondem a NPY, o efeito inibitério induzido pelo NPY
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foi mediado pela activagdo dos receptores do NPY do subtipo Y4, Y4 € Y5, mas nao pelo
subtipo Ys.

Até ao momento, conhece-se apenas um trabalho que demonstra que o influxo de
Ca®* em células bipolares da retina ¢ inibido pelo NPY, através da activacdo do receptor
Y,(DAngelo and Brecha, 2004) ‘N5 cértex de rato, o receptor do NPY do subtipo Y, é responsavel pela
redugdo da entrada de Ca** e consequente inibicdo da libertacdo de glutamato!Va"s: 2099 A
modulagdo da [Ca®']; em neurénios do hipocampo de rato deve-se também & activagéo do
receptor Y4. Contudo, estudos realizados em sinaptossomas e neurdnios de hipocampo
demonstraram que, paralelamente a activacdo do receptor Y4, o receptor do NPY do
subtipo Y, também modula a [Ca®']; induzida por KCI(Siva et al. 2001, 20033) ‘Nais recentemente,
foi revelado que, em culturas organotipicas de hipocampo de rato, a activacdo dos
receptores Y, e Y, promove a activagdo de mecanismos neuroprotectores contra a

r(Xapelli et al., 2007

excitotoxicidade celula ). Em neurdnios talamicos, a inibicdo do influxo de ca*

(Sun et al., 2001) NO caso dOS

induzida pelo NPY é mediada pela activagao do receptor Y,
neurdnios do “arcuate nucleus”, multiplos receptores do NPY (Y4, Yz, Y4 e Ys) regulam as
condutancias de Ca* e de K, promovendo a redugdo da excitabilidade neuronal e da

and  Miler, 19%9)  NDegte modo, estas evidéncias,

libertagdo de neurotransmissores®™"
conjuntamente com os resultados apresentados neste capitulo, indicam que diferentes
subtipos de receptores do NPY poderdo mediar o mesmo efeito deste peptideo. De facto,
no presente trabalho, a modulagéo da [Ca2+]i nos neurénios da retina envolveu a activagao
dos receptores Y4, Y4 e Ys. O envolvimento destes receptores foi demonstrado através de
estudos farmacolégicos, com recurso a agonistas e antagonistas selectivos para os
diferentes subtipos de receptores do NPY, verificando-se que o bloqueio dos receptores do
subtipo Y, e Y5 foi capaz de reduzir o efeito inibitoério produzido pelo NPY. Apesar de tudo,
esta inibicdo ndo foi completa, devido ao facto de mais do que um receptor poder estar
envolvido na mesma funcido. Além disso, € provavel que tais receptores se encontrem
distribuidos heterogeneamente nos neurdnios da retina e, em alguns neuroénios, podera
haver um receptor com um papel predominante.

Esta estabelecido que a alteragdo da homeostase do ca* pode conduzir a morte

|(Sattier and Tymianski. 2000) pqr exemplo, a activagédo excessiva dos receptores ionotropicos

neurona
do glutamato causa um aumento na [Ca2+]i que podera desencadear processos que
resultam em morte celular. Este evento descreve a excitotoxicidade e pensa-se que seja
um dos principais mecanismos que contribuem para a neurodegeneragdo do SNC, em

situagdes de isquémia, trauma ou outras doencgas neurodegenerativasSter and Tymianski, 2000)
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De facto, a neurotoxicidade induzida pelo glutamato foi demonstrada na retina de
murganho ratO Coelho e pintO(OIney, 1969; Olney et al., 1986; Osbome et al., 1996; D'Angelo and Brecha, 2004) Sendo a

2+(Choi, 1988

mesma fortemente dependente da concentragdo extracelular de Ca ). Em células

ganglionares da retina, que expressam receptores ionotropicos do glutamato, também se
verificou a ocorréncia de apoptose em consequéncia do aumento da [Ca?*]Colombaioni etal. 1998)
Adicionalmente as propriedades moduladoras do NPY, este peptideo também exerce
efeitos neuroprotectores, os quais poderao estar associados com o seu efeito inibitério na
libertagdo de glutamato, tal como foi descrito no hipocampo de rato®'v ¢t @ 2003c; Siva et al,, 2005c;

Siva etal, 2007) De facto, nas células da retina em cultura, verificamos que o NPY previne a

20073 - Assim, o potencial efeito protector do

morte celular induzida por glutamato®ver et 2
NPY pode dever-se quer a redugdo da [Ca2+]i, quer a diminuicdo da libertacdo de
glutamato.

Em conclusdo, neste trabalho, demonstrou-se que o NPY inibe o aumento da
[Ca2+]i em neuronios da retina, através da activagao dos receptores do NPY do subtipo Y4,
Y4 e Ys. Além disso, o efeito inibitério do NPY nos aumentos da [Ca2+]i podera constituir um
potencial mecanismo neuroprotector do NPY na retina, nomeadamente na prevencédo da
morte das células ganglionares, caracteristica do glaucoma. A redug3o dos niveis de Ca®*
também podera contribuir para reduzir a libertagdo de glutamato nas células da retina e,
desse modo, prevenir a activagao excessiva dos receptores ionotrépicos do glutamato,
principalmente nas células ganglionares, onde estes receptores sdo abundantemente

eXpressos.
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O NPY estimula a proliferacdo celular na retina: o papel do NO

5.1 Introducgéo

Varias evidéncias sugerem que o NPY modula a proliferagéo celular. O NPY inibe a

Troger et al., 2003
a( g )

proliferacdo de células do epitélio pigmentado da retina human mas, por outro

lado, estimula a proliferagdo de células de Miillgr™ienkovic et al. 2004)

Hansel, 2001
O(

, heuroblastos do epitélio

S(Movafagh et al., 2006

) células endoteliai ) e células precursoras do hipocampo de

(Howell et al., 2003; Howell et al., 2005; Howell et al., 2007

olfactiv
rato ). A retina contém células precursoras, detectadas
por marcagao para a nestina, que continuam a dividir-se e a produzir novos neurénios,

durante o desenvolvimento pés-natal e na vida adulta (/o 1977 Tumer and Cepko, 1987; Perron and Harris,

2000; Mayeretal. 2005 Gontudo, o papel do NPY na proliferagéo de células da retina de rato ndo é
conhecido.
O NO desempenha um papel estimulador ou inibidor da proliferagdo celular,

O(Matarredona et al., 2005; Meini et al., 2006). O NO aCtiva a GCS, promovendo

dependendo da concentracga
o aumento dos niveis intracelulares de GMP¢(Scutham and Garthwaite, 1993) ‘N5 reting interna, a GCs
estd presente em niveis elevados, sugerindo que a via do NO-GMPc esta implicada na
modulagdo do processamento da informagéo visual(®ozes tal- 1998: Ding and Weinberg, 2007)

Por outro lado, a ERK 1/2 é capaz de converter estimulos extracelulares em sinais
intracelulares, que controlam a expressdo de genes reguladores da proliferacdo e da
diferenciagao celulares, os quais actuam ao nivel do bloqueio do ciclo celular entre as fases

G1 e S(Cano and Mahadevan, 1995; Sherr, 1996; English et al., 1999). Na retina a prO”feragéO e migragéo Ce'U'areS

2(Grant et al., 2001; Hecquet et al., 2002)

sdo também reguladas pela ERK 1/ Outros estudos

demonstraram que a activagdo dos receptores do NPY induz a fosforilagdo da ERK
1/2(Hansel, 2001; Milenkovic et al., 2004; Howell et al., 2005).

A proliferagdo e diferenciagdo de células progenitoras na retina podem constituir
uma possivel estratégia para a regeneracéo da retina em situagdes fisiopatoldgicas. Deste
modo, 0s objectivos deste capitulo foram: 1) investigar o papel do NPY e dos seus
receptores, na proliferacdo das células da retina de rato; 2) investigar o envolvimento das
vias de sinalizagdo do NO-GMPc e da ERK 1/2, no efeito proliferativo induzido pelo NPY

nas células da retina de rato.
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5.2 Resultados

5.2.1 O NPY estimula a proliferagao de células da retina de rato em cultura

A proliferagdo de células da retina de rato foi avaliada pela incorporagédo de BrdU.
Na situagdo controlo, detectaram-se 21 = 1 células positivas para o BrdU (células BrdU")

por campo (Figuras 5.1 A e B).
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Figura 5.1 — O NPY aumenta a proliferacido de células da retina.

A proliferagdo celular foi quantificada através da incorporagdo de BrdU ao longo de 16 h. (A)
Quantificagdo de células BrdU" por campo. As células da retina foram expostas a NPY (1 nM, 10 nM,
100 nM e 1000 nM) durante 48 h. Os resultados representam a média + SEM de pelo menos 4
experiéncias independentes. (B-D) Imagens representativas de células em cultura na situagéo
controlo e incubadas com NPY, onde se pode observar as células BrdU" (marcagéo a vermelho).
**p<0,01, ***p<0,001, comparativamente ao controlo; ANOVA de uma via e teste a posteriori de
Dunnet; *'p<0,01, "*p<0,001 comparativamente ao NPY (10 nM); ANOVA de uma via com teste de
Bonferroni a posteriori. Escala: 50 um.

NPY (1 nM) NPY (10 nM)
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No entanto, a incubagdo com NPY, durante 48 h, provocou um aumento do numero
de células BrdU* de um modo dependente da concentragdo. A concentragdo mais baixa de
NPY (1 nM) testada ndo induziu qualquer alteragdo no numero de células BrdU" por campo
(Figuras 5.1 A e C), comparativamente ao controlo. Contudo, quando as células foram
expostas a 10 nM de NPY, o nimero de células BrdU™ por campo (29 = 2 células BrdU")
aumentou 40,5%, em comparagédo com o controlo, e concentragdes mais elevadas de NPY
(100 e 1000 nM) duplicaram o numero de células BrdU" (39 = 1 e 40 = 3 células BrdU",
respectivamente), em comparagdo com a situagao controlo (Figuras 5.1 A, D, Ee F). O
NPY n&o causou morte celular, conforme verificado pelo ensaio de incorporagéo de Pl (ver
Figura 6.4).

5.2.2 O NPY promove a proliferacdo das células da retina através da activagido dos

receptores do NPY do subtipo Y4, Y2 e Y5

No sentido de se determinar quais os receptores do NPY que poderiam estar
envolvidos no efeito estimulador da proliferagdo celular induzido pelo NPY, recorreu-se a
ferramentas farmacoldgicas, designadamente a agonistas e antagonistas dos receptores do
NPY (Figura 5.2).
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+ NPY

Figura 5.2 — O efeito proliferativo do NPY nas células da retina é mediado pelos receptores Y4,
Yz e Y5.

Quantificagdo das células BrdU® por campo em culturas da retina tratadas com agonistas e
antagonistas dos receptores do NPY, durante 48 h, indicados por baixo de cada barra: agonista do
receptor Y2 (Y2 ag., NPY4336, 100 nM), agonista do receptor Y4 (2Y4 ag., r-PP, 100 nM), agonista do
receptor Ys (Ys ag., NPY1023(Gly’, Ser®, GIn*, Thr®, Ala®', Aib* ,GIn**), 300 nM), antagonista do
receptor Y4 (Y1 ant., BIBP3226, 1 uM), antagonista do receptor Y2 (Y2 ant., BIIE0246, 1 uM) e
antagonista do receptor Ys (Ys ant., L-152,804, 1 uM). Os resultados representam a média + SEM de
pelo menos 3 experiéncias independentes. **p<0,01, ***p<0,001, comparativamente ao controlo;
ANOVA de uma via com teste de Dunnet a posteriori; “'p<0,01, *""p<0,001, comparativamente ao
NPY, ANOVA de uma via com teste de Bonferroni a posteriori.
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O agonista do receptor Y, (NPYq3.35 100 nM, 48 h) induziu um efeito semelhante ao
observado com o NPY (100 nM), uma vez que aumentou duas vezes o numero de células
BrdU" por campo (38 = 1 células BrdU"). O antagonista do receptor Y,, BIIE0246 (1 uM)
inibiu completamente o efeito proliferativo do NPY (21 = 3 células BrdU"). O agonista do
receptor Ys [(NPY19.03(Gli', Ser’, GIn*, Thr®, Ala*', Aib**, GIn*)PP, 300 nM] aumentou 36%
o numero das células BrdU", em comparagdo com a situagdo controlo, e o antagonista do
receptor Ys, L-152,804, inibiu por completo a proliferagdo celular promovida pelo NPY (18 =
3 células BrdU"), comparativamente a situagdo controlo. O agonista do receptor Y, (r-PP,
100 nM) nao alterou o numero de células BrdU* por campo. Além disso, o antagonista do
receptor Y4, BIBP3226 (1 uM) também inibiu a proliferacdo celular induzida pelo NPY. Os

antagonistas dos receptores do NPY, por si s6, ndo causaram efeito na proliferagao celular.

5.2.3 O NPY aumenta a proliferagao de células precursoras da retina

O efeito do NPY, na proliferagdo das células progenitoras da retina presentes na
cultura, também foi avaliado. A nestina € um filamento intermédio marcador de células

gMaver et al. 2003)  Nesta cultura, detectaram-se diversas células, por

progenitoras neuronai
imunocitoquimica, que expressavam nestina, € que também eram positivas para BrdU
(células BrdU'/nestina”) (Figura 5.3). Na situagdo controlo, o numero de células
BrdU"/nestina” por campo foi de 14 = 2. No entanto, quando as células foram expostas a
NPY (100 nM), durante 48 h, observou-se um aumento de 65% no numero de células

BrdU’/nestina” (24 = 3 células BrdU"/nestina®).
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Sor 1 Controlo
sk I NPY (100 nM)
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2F
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Nr de células por campo

Células BrdU*/Nestina*

Controlo

Figura 5.3 — O NPY aumenta a proliferacdo das células progenitoras da retina.

(A) Quantificagdo do nimero de células positivas para BrdU e nestina (BrdU*/nestina”) por campo. As
culturas de células da retina foram expostas a NPY (100 nM) durante 48 h. Os resultados
representam a média =+ SEM de pelo menos 4 experiéncias independentes. **p<0,01,
comparativamente ao controlo, teste t de Student; (B, C) Imagens representativas de culturas de
células da retina mostrando células positivas para nestina (verde) e BrdU (vermelho). A co-
localizagédo (amarelo) de nestina e BrdU na situagdo controlo (B) e nas células incubadas com NPY
(C) esta indicada por setas. Escala: 50 um. (D) Imagem de maior ampliagdo da co-localizagdo de
nestina e BrdU nas células em proliferagdo (projeccdo ortogonal utilizando secg¢des o6ptica com 0,2
um de espessura). Escala: 20 um.
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5.2.4 O efeito proliferativo do NPY é mediado pela via do NO-GMPc

A fungdo do NO na proliferagcdo das células da retina induzida pelo NPY foi
investigada. Para tal, as células da retina em cultura foram incubadas simultaneamente
com NPY e com um inibidor da NOS (L-NAME, 500 uM), durante 48 h. Este inibidor reduziu
significativamente o efeito estimulador do NPY na proliferagdo celular, como se pode
verificar pelo decréscimo do nimero de células BrdU" por campo (27 = 5 células BrdU")
(Figura 5.4). Na presenca do inibidor da GCs (ODQ, 50 uM), ocorreu uma inibicdo completa
da proliferagéo celular induzida pelo NPY (23 = 3 células BrdU"). De forma a confirmar o
envolvimento do GMPc na proliferacédo celular, as células da retina foram incubadas com
um composto analogo do GMPc, o 8-Br-GMPc (20 uM, 48 h), tendo ocorrido uma
duplicagéo no numero de células BrdU" por campo (41 = 1 células BrdU"), em comparagao
com a situagdo controlo (21 = 1 células BrdU"). O efeito do 8-Br-GMPc foi semelhante ao
efeito do NPY (39 = 1 células BrdU"). Os compostos L-NAME e ODQ n&o alteraram o

numero de células BrdU* comparativamente ao controlo.

50

40 | —

+++

30 F

n.s n.s

20

Células BrdU* por campo

Controlo NPY L-NAME ODQ 8-Br-cGMPL-NAME ODQ
+ NPY

Figura 5.4 — A via do NO-GMPc medeia a proliferacdo das células da retina induzida pelo NPY.
Quantificagdo das células BrdU" por campo. As células foram incubadas com NPY (100 nM), ou co-
incubadas com NPY e com o inibidor da NOS (L-NAME, 500 uM, 48 h) ou com o inibidor da GCs
(ODQ, 50 uM, 48 h). As células foram também incubadas com o composto analogo do GMPc (8-Br-
GMPc, 20 uM, 48 h). Os resultados representam a média + SEM de pelo menos 3 experiéncias
independentes. n.s - p>0,05; ***p<0,001 comparativamente ao controlo; +++p<0,001
comparativamente ao NPY 100 nM; ANOVA de uma via com teste de Bonferroni a posteriori.
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5.2.5 O efeito proliferativo do NPY é mediado pela activa¢dao da ERK 1/2

No sentido de esclarecer melhor os mecanismos intracelulares envolvidos no efeito
proliferativo do NPY, investigou-se também o envolvimento da ERK 1/2. O inibidor da MEK
1/2 (U0126, 1 uM) inibiu o efeito estimulador do NPY e do 8-Br-GMPc (analogo activo do
GMPc) (Figura 5.5 A).

Além disso, por “western blot”, o NPY causou um aumento de 62,3 + 13,0% na
razéo entre a imunorreactividade da ERK 1/2 fosforilada e a da ERK 1/2 total (ERK 1/2-fosf
/ ERK 1/2-total), apés uma incubagao com NPY, durante 10 minutos, em comparagdo com
a situagao controlo (Figura 5.5 B). Do mesmo modo, demonstrou-se que o inibidor da MEK
1/2, U0126, aboliu o aumento na fosforilagdo da ERK 1/2 induzida pelo NPY. Por si s6, o
inibidor U0O126 ndo causou qualquer efeito na fosforilagdo da ERK 1/2 (Figura 5.5 B) e

também néo alterou a proliferagdo ou a viabilidade celular, avaliadas pelo ensaio do MTT.
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Figura 5.5 — A activacao da via de sinalizagdo da ERK 1/2 medeia o efeito proliferativo do NPY
nas células da retina.

(A) Quantificagao das células BrdU" por campo. As culturas da retina foram expostas a NPY (100 nM)
ou a 8-Br-GMPc (20 uM) durante 48 h, na auséncia ou na presenca do inibidor da ERK 1/2 (U0126, 1
uM, 48 h). Os resultados representam a média + SEM de pelo menos 3 experiéncias independentes.
(B) Efeito do NPY nos niveis de fosforilagdo da ERK 1/2. As culturas foram incubadas com NPY
durante 10 minutos, na auséncia ou na presenga do inibidor da ERK 1/2 (U0126). Os niveis de
fosforilagdo da ERK 1/2 foram detectados por “western blot”. Os valores estdo expressos como
percentagem da razdo entre a imunorreactividade da ERK 1/2 fosforilada (ERK 1/2-fosf) e a
imunorreactividade da ERK 1/2 total (ERK 1/2-total-IR) na situagdo controlo. As imagens
representativas dos “western blot’ relativos a ERK 1/2 fosforilada e a ERK 1/2 total encontram-se por
cima das respectivas barras do grafico. **p<0,01, ***p<0,001, comparativamente ao controlo, ANOVA
de uma via com teste de Dunnet & posteriori; “'p<0,01 comparativamente ao NPY; "*p<0,001
comparativamente ao NPY ou 8-Br-GMPc, ANOVA de uma via com teste de Bonferroni a posteriori.
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5.3 Discussao

Alguns estudos tém demonstrado que a expressdo do NPY ocorre em fases
precoces do desenvolvimento da retina, sugerindo que o NPY podera ter uma fungéo na

modulacdo do desenvolvimento dos circuitos retinianosFemer and Sagar. 1989; Jen et al., 1994; Jotwani et al.,
1994; Bagnoli et al., 2003)

No presente capitulo, demonstra-se que o NPY duplicou a proliferagdo das células
da retina. Além disso, o NPY estimulou a proliferagdo de células progenitoras neuronais
(células BrdU’/nestina’) da retina. Estes resultados sugerem que o NPY promove a
proliferacdo de células diferenciadas e de células imaturas neuronais da retina. Estudos
anteriores demonstraram que o NPY estda também envolvido na proliferagcdo de
neuroblastos do epitélio olfactivo, células precursoras do hipocampo e neurdnios entéricos
de ratO(HanseI, 2001; Howell et al., 2003; Howell et al., 2005; Anitha et al., 2006; Howell et al., 2007).

Farmacologicamente, demonstrou-se que o aumento da proliferagdo celular
promovido pelo NPY ocorreu por intermédio da activacdo dos receptores do NPY do
subtipo Y4, Y2 e Ys5. No entanto, o subtipo de receptores do NPY envolvidos no efeito
proliferativo induzido pelo NPY noutro tipo de células é, ainda, um assunto controverso. Na
maioria dos estudos, o receptor Y, parece ser aquele que desempenha um papel principal

no efeitO prO”feratiVO dO NPY(HanseI, 2001; Howell et al., 2003; Cho and Kim, 2004; Milenkovic et al., 2004; Howell et al., 2005;

Anitha et al., 2006; Howell et al, 2007) pqr gutro lado, nas células do musculo liso vasculares e nas
células endoteliais, o efeito mitogénico do NPY é mediado pelos receptores do NPY do
SUbtipO Y'I Y2 e Y5(Zukowska-Grojec et al., 1998a; Lee et al., 2003b; Kitinska et al., 2005; Movafagh et al., 2006) O

envolvimento de mais do que um receptor para o mesmo efeito ou fungdo podera sugerir a
formagéo de dimerOS(GomeS et al., 2000; Overton and Blumer, 2000; Dean et al., 2001; Devi, 2001; Angers et al., 2002) De faCtO
a dimerizagdo € um mecanismo adicional, na modulagido da fungdo de receptores, e uma
forma de comunicacgdo reciproca entre receptores acoplados a proteinas G(Gomes ¢t al. 2000
Em relagcédo aos receptores do NPY, alguns estudos funcionais e moleculares sugerem ou

demonstram que os homo- e heterodimeros s&o funcionais®e9n &' 20030 Dingeretal, 2003; Siva etal.,
2003a; Movafagh et al., 2006)

No sentido de compreender melhor os mecanismos intracelulares subjacentes a
estimulacdo da proliferacdo das células da retina pelo NPY, investigou-se também o
envolvimento do NO e das proteinas MAPK. Sabe-se que todas as isoformas da NOS estéo
presentes na retina(Lopez-Costa et al, 1997; Leal et al, 2007; Piehl et al., 2007). A nNOS fOI deteCtada,
maioritariamente, nas células amacrinas da camada nuclear interna e nos prolongamentos

celulares existentes nas camadas plexiformes interna e externa, enquanto que a iNOS esta
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presente nos corpos celulares localizados na camada nuclear interna e na camada de
células ganglionares e, também, nos prolongamentos das células de Miiller localizados nas
camadas plexiforme interna e de células ganglionares-oPe=costa etal. 1997

Tem sido demonstrado que o NO tem acg¢des quer anti-, quer pro-proliferativas,
dependendo dO tIpO Ce'U'ar e da Concentragéo de NO(Du et al., 1997; Hajri et al., 1998; Krischel et al., 1998; Ulibarri
et al., 1999; Frank et al., 2000; Kim et al., 2002; Packer et al., 2003; Luczak et al., 2004; Cayre et al., 2005; Matarredona et al., 2005; Bal-Price et al.,

2006; Magalhaes et al., 2006; Tao et al., 2006; Villalobo, 2006; Zhu et al., 2006; Mejia-Garcia and Paes-de-Carvalho, 2007) NeSte trabalho
- b

demonstrou-se que o aumento da proliferagdo das células da retina induzido pelo NPY foi
abolido na presenga do inibidor da NOS, L-NAME, e também pelo inibidor da GCs, ODQ,
sugerindo que a via NO-GC medeia a proliferacdo das células da retina estimulada pelo
NPY. O efeito proliferativo do NO ja tinha sido previamente demonstrado em retinas de
ratos recém-nascidos, tratados com um substrato da NOS, a L-arginina®™ © 2 292 Nao
obstante, recentemente, outro estudo refere que um dador externo de NO, o SNAP (“S-
nitroso-acetyl-d-I-penicillamine”), inibe a proliferagdo celular em retinas embrionarias de

“Garcia and Paes-de-Carvalho, 2007) A intercomunicagdo entre o NPY e o NO também foi

pintO(Mejia
detectada em outros sistemas, onde a producdo de NO é estimulada pela activagdo do
receptor do NPY do subtipo Y4, nomeadamente em culturas de granulécitos de rato e nas
células cromafins de murganhOS(Dimitrijevic et al., 2006; Rosmaninho-Salgado et al., 2007)_

Como foi referido anteriormente, o efeito proliferativo do NPY envolve a activacao
da GCs, uma vez que o ODQ inibiu o efeito proliferativo do NPY. Além disso, o analogo do
GMPc, o 8-Br-GMPc, produziu um efeito idéntico ao NPY. Em neurénios motores e em
células endoteliais humanas, o GMPc esta também envolvido no aumento da proliferagao

celulgr(tiood and Granger, 1998; Zhang et al., 2003)

Deste modo, os resultados obtidos sugerem,
consistentemente, que o efeito do NPY na proliferagao celular das células da retina de rato
em cultura esta relacionado com a activagao da via NO-GMPc.

O possivel envolvimento da ERK 1/2 na proliferagdo de células da retina induzida
pelo NPY foi, também, investigado. O inibidor da MEK 1/2, U0126, bloqueou o efeito
proliferativo do NPY e o aumento de fosforilagdo da ERK 1/2 induzida pelo NPY. Estes
resultados indicam que o efeito pro-proliferativo do NPY nas células da retina de rato é
mediado pela activagdo da ERK 1/2. O efeito proliferativo do NPY mediado pela via da ERK
1/2 foi também encontrado nas células precursoras do hipocampo de rato e da retina de
pinto e em neurdnios entéricos de rato, células de Miiller de cobaias e células do epitélio

pigmentado da retina (Cobb, 1999; Milenkovic et al., 2004; Howell et al., 2005; Anitha et al., 2006; Hashimoto et al., 2006; Spence et al.,

2007 - Além disso, tem vindo a ser demonstrado que a activacdo dos receptores do NPY do
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2(Mu|lins et al., 2002

subtipo Y4, Y,, Yse Y5 pode desencadear a fosforilagdo da ERK 1/ ) embora a

maioria dos estudos proponha que o efeito proliferativo do NPY esteja relacionado com a

activacdo do receptor do NPY do subtipo Y, acoplado a fosforilagdo da ERK 1/2(anse!. 2001; Cho

and Kim, 2004; Milenkovic et al., 2004; Howell etal., 2005) ‘Naste estudo, o efeito proliferativo do NPY foi mediado
pela activagdo dos receptores do NPY do subtipo Y4, Y, e Y5 e, provavelmente, com base
em estudos anteriores, todos estes receptores activam a ERK 1/2.

Em conclusdo, O NPY pode actuar como agente proliferativo nas células da retina,
incluindo as células progenitoras, através da activagdo dos receptores do NPY do subtipo
Y1, Yo e Ys. O efeito do NPY é mediado pela activagédo da via da NOS-GCs que, por sua
vez, activa a via de sinalizacdo da ERK 1/2 (Figura 5.6). A capacidade do NPY para
estimular a proliferacdo de células progenitoras da retina e a compreensdo dos
mecanismos intracelulares neste processo poderao permitir desenvolver novas estratégias
para o tratamento de doencas degenerativas da retina, tais como glaucoma e retinopatia

diabética.

uo126

Proliferagao
celular

Figura 5.6 — Esquema descritivo dos mecanismos intracelulares envolvidos na proliferagao de
células da retina em cultura estimulada pelo NPY.

O NPY activa os receptores Y4, Y2 e Y5 do NPY (NPY-R) que, por sua vez, vao estimular a sintase do
monoxido de azoto (NOS). O mondxido de azoto (NO) produzido activa a guanilil ciclase soluvel
(GCs) e, consequentemente, a sintese de GMPc a partir de GTP, que ira induzir a proliferagao celular
através da activagédo da cinase reguladora do sinal extracelular (ERK) 1/2. A activagdo dos NPY-R
também podera estimular a fosforilagdo da ERK 1/2, através de outras vias e, consequentemente,
estimular a proliferagdo celular. Os inibidores da NOS (L-NAME), GCs (ODQ) e ERK 1/2 (U0126)
previnem o efeito do NPY.
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O efeito protector do NPY na toxicidade induzida pela
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O efeito protector do NPY na retina

6.1 Introducao

A MDMA ¢é um derivado da anfetamina, que é usualmente consumida em bares e

discotecas, e cujos efeitos s&o, em parte, mediados pela libertagcdo de 5-HT e,

consequentemente, pela estimulagédo excessiva dos seus receptoresicaurte et al. 2000: Parrott, 2005;

Cadet et al., 2007 S(Stone et al., 1986;

) 0 que podera levar a degeneragao dos terminais serotoninérgico

Schmidt, 1987; Ricaurte et al. 19880) Ngste contexto, existem estudos em animais, nos quais se

utilizaram diversos marcadores serotoninérgicos, que demonstram a ocorréncia desta

degeneragéo (Commins et al., 1987; Ricaurte et al., 1988a; Ricaurte et al., 1988b; Ricaurte et al., 1992; Green et al., 2003; Xie et al., 2006)

Outros estudos relatam o envolvimento dos receptores poés-sinapticos 5-HT,a, no

mecanismo de tOXiCidade indUZida pela MDMA(Schmidt et al., 1990; Johnson et al., 1993; Malberg et al., 1996; Capela et

al. 2006b; Capela et al, 2007) - A morte celular ocorre principalmente por apoptose, através da

aCtivagéO da Caspase_B(Montiel-Duane et al,, 2002; Jimenez et al., 2004; Meyer et al., 2004; Cunha-Oliveira et al., 2006; Tamburini et al.,

2006; Warren et al., 2007)

Além do envolvimento da 5-HT, e principalmente do receptor 5-HT,a, na toxicidade

causada pela MDMA em células neuronais, sabe-se ainda que existe uma forte correlagao

entre a tOXiCidade da MDMA ea hipertermia(Henry, 1992; Malberg and Seiden, 1998; Carvalho et al., 2002; Green et al.,

2093) Apés o consumo de MDMA, a temperatura corporal pode atingir os 43 °C, podendo,

|(Henry, 1992; Green et al., 2003

nestas circunstancias, ser fata ). Esta evidéncia é importante, na medida

em que a MDMA é consumida em festas cujos ambientes atingem temperaturas elevadas,
0 que podera intensificar o efeito da MDMA na termorregulagéo. O efeito da hipertermia foi
analisado também em estudos animais, verificando-se que a administragdo de MDMA em

ratos provoca um aumento da temperatura corporal e, consequentemente, um aumento da

neurotoxicidade(Malberg and Seiden, 1998; Carvalho et al., 2002)

Apesar de ja terem sido detectadas quantidades significativas de MDMA no globo
OCUIar e maiS partiCU'armente no hUmor VitreO(CIauwaen et al., 2000; De Letter et al., 2000; De Letter et al., 2002b) e

de terem sido descritas algumas consequéncias visuais sérias em consumidores de

MD MAWacks and Hykin, 1998; Michael et al., 2003; Firth. 2006) ' 35an35 existe um estudo, muito recente, relativo

ao efeito da MDMA na reting™iranda etat. 2007)

O NPY é um dos neuropeptideos mais abundantes e amplamente distribuidos no

SNC dos mamiferos, estando envolvido em varias fungdes fisioldgicasVetsten et al. 1995: Siva etal,

2005a (Silva et al., 2003a; Silva et al., 2003c; Silva et al., 2005¢c

) sendo também um agente neuroprotector ). De facto,

foi recentemente descrito que o NPY inibe a apoptose neuronal, induzida por

(Thiriet et al., 2005

metanfetaminas (METH), no estriado de murganhos ). Considerando que o NPY
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e 0s seus receptores estdo presentes na retina de diversas espécies®\" ¢ al- 1986: Jen etal. 1994;

Hutsler and Chalupa, 1995; Oh et al., 2002; D'Angelo and Brecha, 2004; Alvaro et al., 2007b .
P g ) e, particularmente, no nosso
Bruun et al., 1986; Jen et al., 1994; Hutsler and Chalupa, 1995; Oh et al., 2002; D'Angelo and Brecha, 2004; Alvaro et al.,
modelo de estudo' P o

2007) " os objectivos deste trabalho foram: 1) avaliar a toxicidade induzida pela exposigéo a

MDMA durante 48 h, em condi¢gdes de normotermia (37°C) e hipertermia (40°C), nas
células da retina de rato em cultura; 2) identificar o tipo de morte celular (necrose/apoptose)
associada a exposicdo a MDMA e o tipo de células da retina que sdo afectadas pela
MDMA,; 3) estudar o possivel papel protector do NPY, na toxicidade induzida pela MDMA a
37°C.
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6.2 Resultados

6.2.1 A MDMA induz morte celular nas células da retina em cultura: efeito

dependente da concentragao e da temperatura

O efeito da MDMA na viabilidade das células da retina de rato em cultura foi
avaliado pelo ensaio de redugéo do MTT. As células foram expostas a MDMA (100 uM a
1600 uM), durante 48 h, em condi¢ées de normotermia (37°C) e hipertermia (40°C) (Figuras
6.1 A, B). A 37°C e 40°C, ocorreu uma diminui¢cdo significativa na viabilidade celular,
quando as células da retina foram expostas a 400 uM, 800 uM e 1600 uM de MDMA. A
concentragdo mais elevada de MDMA utilizada (1600 uM) causou uma diminuigdo mais
pronunciada da viabilidade celular em condi¢gées de hipertermia (40°C) (26,8 + 5,4% do
controlo; p<0,01) comparativamente a situagdo de normotermia (37 °C) (51,2 + 2,8% do
controlo; Figura 6.1 A e B).

A incorporagédo de iodeto de propidio (PI) - indicador de morte celular - pelas
células da retina foi também utilizada, para investigar o efeito da MDMA na viabilidade
celular (Figura 6.2). Concentragbes crescentes de MDMA (400 uM, 800 uM e 1600 uM)
aumentaram o numero de células positivas para o P1 (318,7 + 67,0%, 348,5 = 30,7%, 796,5

+ 100,0% comparativamente ao controlo, respectivamente).
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Figura 6.1 - A MDMA diminui a viabilidade das células da retina de forma dependente da
concentragao e da temperatura.

As células da retina em cultura foram expostas a diferentes concentragdes de MDMA (100, 200, 400,
800 e 1600 uM) durante 48 h, a 37°C (A) e a 40°C (B). (A,B) Os resultados sdo expressos como
percentagem da redugcdo de MTT na situagéo controlo (sem droga) e representam a média + SEM de
pelo menos 3 experiéncias independentes realizadas em ftriplicado. *p<0,05, **p<0,01,
comparativamente ao controlo; ANOVA de uma via com teste de Dunnet a posteriori.
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6.2.2 Efeito protector do antagonista selectivo do receptor 5-HT,5 na toxicidade
causada pela MDMA

O potencial efeito protector resultante do bloqueio dos receptores 5-HTa
relativamente a toxicidade induzida pela MDMA foi investigado, pré-incubando as células
da retina em cultura com quetanserina (1 uM), um antagonista selectivo dos receptores 5-
HT,s, 1 h antes e durante a incubagdo com MDMA. O aumento do numero de células
positivas para o Pl provocado pela MDMA foi significativamente inibido, na presenca de
quetanserina (Figura 6.2). Este composto, quando incubado sozinho, n&o provocou
qualquer alteragdo na incorporagédo de Pl em comparagdo com a situagéo controlo (Figura
6.2).

- com quetanserina (1 uM)
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[T i |
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(400 pM) (800 uM) (1600 uM)
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(% do controlo)

Figura 6.2 — A inibicado dos receptores 5-HT.a protege as células da retina contra a morte
celular induzida pela MDMA.

Os receptores 5-HT2a foram inibidos pela quetanserina (1 uM), tendo esta sido adicionada as culturas
1 h antes da incubagdo com MDMA. A morte celular foi avaliada pela incorporagédo de PI, tal como
descrito na seccdo de Materiais e Métodos, tendo sido comparada com a situagdo controlo (sem
droga). Os resultados sdo expressos como percentagem das células positivas para o Pl, na situagéo
controlo e representam a média + SEM de pelo menos 3 experiéncias independentes. **p<0,01,
comparativamente ao controlo, ANOVA de uma via com teste a posteriori de Dunnet; +p<0,05,
"p<0,01, "*p<0,001 comparativamente 8 MDMA, ANOVA de uma via com teste de Bonferroni a
posteriori.
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6.2.3 Efeito toxico da MDMA nos diferentes tipos de células da retina: neurénios,

células da macroglia e da microglia

O efeito toxico da MDMA nos diferentes tipos de células da retina foi avaliado
através de experiéncias de imunocitoquimica que permitiram avaliar alteragdes na
morfologia € no numero de cada tipo de células. Na Figura 6.3, pode observar-se o efeito
toxico da MDMA nos neurdnios (células positivas para TUJ1), nas células da macroglia
(células positivas para GFAP) e da microglia (células positivas para ED1). Na presenca de
MDMA (800 uM e 1600 uM, 48 h, 37°C), detectou-se uma reducdo do nimero de nucleos
celulares (marcagao para Hoechst 33342; Figuras 6.3 A, B e C). O niumero de neurénios
(células positivas para TUJ1) também diminuiu, observando-se também uma redugéo dos
prolongamentos celulares (Figuras 6.3 D, E e F). Além disso, registou-se, também, uma
reducédo do numero de células positivas para GFAP (células de Miiller e astrocitos; Figuras
6.3 G, H e I), que foi particularmente evidente, quando as células foram expostas a
concentracdo mais elevada de MDMA utilizada (1600 uM). O nimero de células da
microglia também diminuiu na presenca de MDMA, comparativamente a situagao controlo

(células positivas para ED1; Figuras 6.3 J, Ke L).
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MDMA (800 pM) MDMA (1600 uM)

Controlo

GFAP TUJ Hoechst

ED-1

Figura 6.3 — Efeito toxico da MDMA nos diferentes tipos de células da retina.

Os neurodnios, as células da macroglia (astrdcitos e células de Miiller) e as células da microglia foram
identificados por imunocitoquimica, através da utilizagao de anticorpos especificos contra TUJ1 (D, E,
F), GFAP (G, H, I) e ED1 (J, K, L), respectivamente. As culturas de células da retina foram expostas a
MDMA (800 e 1600 uM) durante 48 h. Os nucleos das células foram identificados pela marcagdo com
Hoechst 33342. As imagens séo representativas de 3 culturas independentes. Escala: 20 um.
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6.2.4 Efeito protector do NPY na toxicidade induzida pela MDMA nas células da

retina em cultura

Neste estudo, investigou-se o potencial efeito protector do NPY contra a toxicidade
induzida pela MDMA. A presenga de NPY (100 nM) inibiu o aumento do numero de células
da retina positivas para o Pl causado pela exposicdo a MDMA (Figura 6.4). Além disso,
também se detectou um aumento do numero de células positivas para PIl, quando as
células da retina foram expostas a glutamato (500 uM) durante 48 h (279,9 =+ 31,0%
comparativamente ao controlo), e uma inibicdo deste efeito na presenca de NPY (121,1 =
13,3% comparativamente ao controlo; p<0,001 comparativamente ao glutamato, n=6). A
exposicdo a NPY, por si sé, ndo provocou nenhuma alteracdo na incorporagdo de PI
comparativamente ao controlo (Figuras 6.4 A, B e C).

Para avaliar o efeito protector do NPY (100 nM) contra a morte por apoptose das
células da retina em cultura, causada pela exposicdio a MDMA, analisou-se a
imunorreactividade da caspase-3 activa, como marcador de apoptose. O anticorpo utilizado
detecta o fragmento maior (17/19 kDa) da caspase-3 activa, resultante da clivagem da pro-

caspase-3 no residuo de Asp'’”®

. O anticorpo nao reconhece a pro-caspase-3 ou outras
caspases activas. Na situagao controlo, e também quando as células da retina em cultura
foram expostas a NPY, o nimero de células positivas para a caspase-3 activa foi muito
reduzido (Figuras 6.5 B e C). Quando as células foram expostas a MDMA (400, 800 e 1600
uM), o numero de células positivas para a caspase-3 activa aumentou significativamente
(Figura 6.5). No entanto, quando as células foram expostas a MDMA na presenga de NPY
(100 nM), ocorreu uma inibicdo significativa do aumento do numero de células positivas

para a caspase-3 activa induzido pela MDMA (Figura 6.5).
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Figura 6.4 — O NPY protege as células da retina contra a morte celular induzida pela MDMA.

O NPY (100 nM) foi adicionado as culturas 1 h antes da incubagdo com MDMA (400, 800, 1600 uM,
48 h, 37°C). Os resultados sdo expressos como percentagem de células positivas para Pl
comparativamente a situagdo controlo (sem droga), e representam a média + SEM de pelo menos 3
experiéncias independentes. *p<0,05, **p<0,01; comparativamente ao controlo, ANOVA de uma via
com teste de Dunnet a posteriori. +p<0,05,
via com teste de Bonferroni a posteriori.

+++

p<0,001; comparativamente a MDMA, ANOVA de uma
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I com NPY (100 nM)
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Figura 6.5 — O NPY inibe o aumento da activagao da caspase-3 induzido pela MDMA.

O NPY (100 nM) foi adicionado as culturas 1 h antes das incubagées com MDMA (400, 800 e 1600
uM, 48 h, 37°C). Os resultados s&o expressos em percentagem de células positivas para a caspase-3
activa (verde) comparativamente a situagéo controlo (sem droga), e representam a média + SEM de
pelo menos 3 experiéncias independentes. *p<0,05, **p<0,01; comparativamente ao controlo, ANOVA
de uma via com teste a posteriori de Dunnet; “p<0,05, *"p<0,01, ***p<0,001; comparativamente a
MDMA, ANOVA de uma via com teste de Bonferroni a posteriori.
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6.3 Discussao

Os efeitos nocivos da MDMA em diversas areas do cérebro, incluindo o cértex,

S(Commins et al., 1987; Schmued, 2003

estriado e talamo, estdo bem documentado ). A neurotoxicidade

causada pela MDMA foi também demonstrada em culturas de neurénios corticais de

O(Capela et al., 2006b; Warren et al., 2006 S(Mc)ntieI-Duarte et al., 2002

rat ) células hepatica ) células do cerebelo”™*

et al. 200) o cglulas PC12Mihazes et al. 2006 Apasar de existirem evidéncias da presenca de

quantidades relativamente elevadas de MDMA no globo ocular € no humor vitreo em

(Clauwaert et al., 2000; De Letter et al., 2000; De Letter et al., 2002b

consumidores de ecstasy ), os efeitos toxicos da

MDMA na retina estdo muito pouco elucidados. No entanto, sabe-se que o consumo de

1998

MDMA pode causar hemorragia retiniana"?® @ k. 1998 qegregulagdo da fungdo da

Firth, 2006 (Michael et al., 2003)
a I .

retin e corioretinopatia centra

No presente trabalho, demonstrou-se que a MDMA causa toxicidade nas células da
retina de rato em cultura, de forma dependente da concentracdo e da temperatura. Estes
resultados poder-se-ao correlacionar com resultados obtidos em estudos in vivo, publicados
recentemente, onde se detectou um efeito neurotéxico causado pela MDMA na retina de

(Miranda et al., 2007

rato ) Nesse estudo, demonstrou-se que a administragdo de MDMA induz um

aumento na producado de espécies reactivas de oxigénio e de azoto e, consequentemente,
conduz a degeneragéo celular da retina.
A hipertermia causada pela MDMA em humanos e ratos é outro factor fulcral para o

(Henry, 1992; Green et al., 2003

efeito neurotéxico desta droga, podendo mesmo ser fatal ). Estudos

prévios demonstraram que a hipertermia associada ao consumo de MDMA potencia a

(Broening et al., 1995; Farfel and Seiden, 1995). NaS Cé|U|aS da retina de ratO o) mOdelO

morte neuronal
experimental utilizado neste trabalho, o efeito tdxico da MDMA foi potenciado quando a
temperatura de incubacao foi elevada para 40°C. Resultados semelhantes foram obtidos
por outros autores, utilizando culturas de neurénios corticais de rato(©@e et al- 20080 contydo,
apesar da neurodegeneracgdo induzida por MDMA ocorrer também em animais mantidos

1995; Farfel and Seiden, 1995)

sob condigdes de normotermia®renne e a- , os efeitos neurotéxicos, a

longo prazo apds a administracdo de MDMA, estdo também relacionados com a

1999 A reforgar estes argumentos, tem sido

hipertermia produzida pela droga®?e"e © @
revelado que a prevencgido da hipertermia induzida pela MDMA reduz a neurotoxicidade.
Além disso, verificou-se que alguns farmacos que reduzem a neurotoxicidade causada pela
MDMA também diminuem a temperatura corporal dos animais 2! and Seiden. 1995; Malberg et al, 1996)
Adicionalmente, apesar das vias patolégicas envolvidas no agravamento, associado a

hipertermia, da toxicidade causada pela MDMA nao estarem completamente esclarecidas,
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algumas evidéncias sugerem que o stresse oxidativo!“@vane et a. 2007 Carvaho et al, 2002)

2006)

e a
activacdo de processos inflamatérios®" ©t @- parecem desempenhar um papel
importante nesta interacgéo.

O modelo utilizado, cultura primaria de células da retina, é constituido por

glAvaro et al. 2007) Neste sentido, verificou-se que a MDMA é toxica

diferentes tipos de célula
para os neuronios, astrocitos e células de Muller (células positivas para GFAP) e células da
microglia. Além disso, verificou-se que os neurénios e as células da microglia sdo menos
resistentes a exposicdo a MDMA do que as células positivas para GFAP, uma vez que o
efeito toxico da MDMA nos neurdnios e nas células da microglia € mais evidente para as
concentragdes mais baixas de MDMA utilizadas. Estudos in vitro anteriores nao referem, no
entanto, o efeito toxico da MDMA nas células da glia. Contudo, nestes estudos in vitro,
apesar das células da glia também poderem ter sido afectadas, os métodos utilizados para
avaliar a toxicidade da MDMA nao permitem distinguir a morte celular entre neurénios e

(Stumm et al., 1999; Capela et al., 2006b; Cunha-Oliveira et al., 2006) Por OUtrO |ad0 na retina a morte daS

astrocitos
células da glia induzida por MDMA podera sugerir uma maior susceptibilidade deste tipo de
células, comparativamente as células da glia do cérebro. Além disso, no cérebro, os
estudos in vivo tém avaliado a reactividade das células da glia e ndo a sua degeneracgéo.
Na verdade, existem alguns resultados contraditérios, demonstrando que a administragéo
de MDMA no cérebro de rato ndo altera a expressdo de GFAPWa9 &t 22000 5 aumenta a

glOrio etal. 2004) " Agsim & necessario realizar

expressdo de GFAP e a activagdo das microglia
estudos adicionais, no sentido de clarificar se a MDMA apenas provoca reactividade das
células da glia ou se podera ocorrer morte das células da glia em paralelo com a morte
neuronal.

Neste estudo, observou-se que a exposicdo a MDMA causou, além da diminuigao
no numero de neurénios, uma redugdo no comprimento dos prolongamentos
citoplasmasticos dos neurénios, em comparacdo com as condigdes controlo. Existem
evidéncias, obtidas em estudos in vivo, de que a MDMA causa danos crénicos em
diferentes terminais nervosos, nomeadamente em terminais nervosos de neurdnios
dopaminérgicos e serotoninérgicos @™ and Yamamet, 2006) 'y sonjunto destes resultados sugere
que a morte neuronal pode ser precedida de processos de toxicidade sinaptica e de
regresséo dendritica.

Sabendo-se que a toxicidade da MDMA podera estar associada com a activagao

(Schmidt et al., 1990; Johnson et al., 1993; Malberg et al., 1996; Capela et al., 2006b; Capela et al., 2007)

dos receptores 5-HTop , €

a(Pootanakit etal.,, 1999)

uma vez que estes receptores estao presentes na retin , investigou-se o seu
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envolvimento na toxicidade causada pela MDMA nas células da retina em cultura. De facto,
os resultados indicam que a toxicidade causada pela MDMA nas células da retina é, em
parte, dependente da activagdo dos receptores 5-HT,5, uma vez que a incubacido das

células com quetanserina reduziu significativamente a morte celular induzida pela MDMA.

Neste contexto, foram obtidos resultados equivalentes em neurénios corticais de rato©**= !

al., 2008b: Capela et al. 2007) Est1dos jn vivo realizados em ratos demonstraram que a quetanserina

e outros antagonistas dos receptores 5-HT,n s@o eficazes na prevencédo das lesdes

1990; Johnson et al., 1993; Malberg et al. 19%) - Contydo, este efeito foi correlacionado

Schmidt et al., 1990; Johnson et al., 1993;

neuronaiS(Schmidt et al.,
com a diminuicdo de temperatura induzida pelos antagonistas(
Malberg et al. 199) - Além disso, estudos em humanos e em ratos também demonstraram que
administragées agudas e cronicas de MDMA diminuem a densidade dos receptores 5-
HTZA(Reneman etal., 2002)

No presente estudo, e pela primeira vez, descreve-se o efeito protector do NPY
contra a toxicidade da MDMA na retina. A fungao neuroprotectora do NPY no SNC esta
bem documentada. O NPY protege os neurénios do hipocampo e do cortex, quando estes

Séo eXpOStOS a Condigées de eXCitOtOXiCidade(Silva et al., 2003c; Silva et al., 2005a; Wu and Li, 2005; Domin et al., 2006;

Xapelli et al., 2007) "o tem também um papel protector na apoptose neuronal induzida por METH

em estriado de murganhos(™net et 2. 2005

Assim, os resultados obtidos neste estudo
demonstram o envolvimento dos receptores 5-HT,4 na toxicidade causada pela MDMA e o
papel protector do NPY na morte das células da retina.

A activagcdo dos receptores 5-HT,n promove a excitagdo neuronal, em
consequéncia do aumento da sensibilidade dos receptores do glutamato do tipo AMPA e

também devido ao aumento da [Ca®‘}Azmia 2001

De facto, tem sido sugerido que o
glutamato podera estar envolvido na toxicidade causada pela MDMA, uma vez que o
antagonista dos receptores NMDA, MK-801, protege contra a toxicidade causada por
MDMA Battaglia et al., 2002; Capela et al., 20060) - Agsim ~tal como previamente descrito no hipocampo de
rato, a neuroproteccdo conferida pelo NPY podera estar associada com o seu efeito

0(Silva et al., 2003a; Silva et al., 2005c). Neste eStUdO, demonstrou-se

inibitério na libertagcdo de glutamat
que o NPY previne a morte celular induzida por glutamato. Também se verificou que o NPY
inibe 0 aumento da [Ca®"]; (ver Capitulo 4) e a libertagdo de glutamato (dados preliminares
néo incluidos nesta tese). Assim, o possivel mecanismo da toxicidade causada pela MDMA
podera implicar uma libertagdo excessiva de glutamato induzida pela activagdo dos

receptores 5-HT,x €, consequentemente, um aumento da [Ca2+]i, que esta normalmente
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associado a processos de degeneragao celular, e que podera ser prevenido ou inibido na
presenca de NPY.

Além da morte por necrose, existem evidéncias que sugerem que a apoptose, que
é um tipo de morte celular frequentemente associada a activagdo de caspases, também
podera ocorrer no processo de neurotoxicidade causado por drogas de abuso. Na
realidade, os resultados apresentados neste Capitulo revelam que as células da retina,
quando expostas a MDMA, também morrem por uma via apoptoética dependente de
caspases, o0 que esta de acordo com estudos in vivo e in vitro, onde se demonstrou que a
morte celular por apoptose, devido a MDMA, ocorre através da activagdo de caspase-3 em

-Oliveira

neuréniOS Corticais e Cerebrocorticais de ratO(Stumm et al., 1999; Meyer et al., 2004; Capela et al., 2006b; Cunha:

et al., 2006; Capela et al., 2007 2(Mi|hazes et al., 2006 S(Simantov and

), células serotoninérgicas humana
(Tamburini et al., 2006

) células PC1

Tauber, 1997) ). A aplicagdo exégena de NPY

e no sistema limbico de ratos
diminuiu a imunorreactividade para a caspase-3 activa nas células da retina. O NPY
também inibiu a activagdo de caspase-3, induzida por cainato, em culturas primarias de
células do neocértex e do hipocampo®Pomn et ' 2006)

Em conclusédo, neste trabalho, demonstrou-se que a MDMA causa morte celular
por necrose e apoptose nas células da retina, de forma dependente da concentragao,
sendo este efeito potenciado pela elevagdo da temperatura. A toxicidade causada pela
MDMA ¢, parcialmente, dependente da activagdo dos receptores 5-HT.,n e é

significativamente reduzida pelo NPY.
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Discussdo e conclusio geral

O NPY esta presente na retina de diversas espécies, incluindo a espécie humana,

(Sinclair and

tendo sido detectado, principalmente, em células amacrinas e células ganglionares
Nirenberg, 2001; Oh et al. 2002) - g receptores do NPY do subtipo Yi, Ya, Y4 e Y5 estdo também
expressos na retina de diferentes espécies. Apesar de estar descrito que o NPY podera

(Ohetal, 2002) 55 fungdes do NPY na retina ainda sdo muito

modular alguns circuitos visuais
pouco conhecidas. De facto, foi demonstrado que, apds determinados estimulos,
nomeadamente apds despolarizagao ou estimulagdo com luz de alta frequéncia, a retina de
ra liberta NPY®n et 2 1990 “Alem disso, o NPY também podera modular a libertagdo de

VériOS neurotransmissores na retina(Bruun and Ehinger, 1993; Sinclair and Nirenberg, 2001; Oh et al., 2002)

Atendendo a vasta distribuicdo do NPY no sistema nervoso central e no sistema
nervoso periférico e as inumeras fungbes associadas a este peptideo, neste trabalho
pretendeu-se investigar e aprofundar o conhecimento sobre o papel do NPY, na retina.
Para tal, como modelo experimental, utilizaram-se retinas de rato, culturas primarias de
células da retina de rato, culturas primarias de células da microglia da retina de rato, e
linhas celulares de células de Miiller e de células endoteliais da retina de rato. Nas culturas
primarias de retina, quantificou-se o conteudo intracelular de NPY, bem como a quantidade
de NPY libertado apds despolarizagdo das células da retina. A cultura de células utilizada
contém diferentes tipos de células, nomeadamente neurénios, células da macroglia
(astrocitos e células de Miller) e células da microglia, e o NPY esta presente nos diferentes
tipos de células. De facto, por imunocitoquimica, observou-se uma co-localizagdo na
imunorreactividade para o NPY e para varios marcadores dos diferentes tipos de células
referidos anteriormente. Além disso, verificou-se que o NPY se localiza também em células
endoteliais da retina. Anteriormente, tinha sido demonstrada a expressdo de NPY em
células endoteliais da veia do corddo umbilical humano(©@ ¢t @l 1993 Sivaetal, 2005) o am células

s(Caietal. 1993) Relativamente aos receptores do NPY, detectou-

endoteliais cardiacas humana
se o ARN mensageiro dos receptores do NPY do subtipo Y4, Y,, Y4 e Y5, quer na retina,
quer na cultura primaria de células da retina. Nas células endoteliais da retina, detectou-se
o ARN mensageiro dos receptores Y4, Y, e Y4, mas ndo do receptor Ys. Em alguns estudos
anteriores, sugere-se que a expressdo do NPY e dos seus receptores podera nao estar
confinada aos neurdnios, podendo ocorrer também nas células da glia, nomeadamente nos

S(Gimpl et al., 1993; Barnea et al., 1998; St-Pierre et al., 2000). NeSte eStUdO demOﬂStrOU-Se, pela primeira

astrocito
vez, que o NPY ndo se localiza apenas nos neurénios, mas que esta também presente nas

células da glia da retina, nomeadamente nas células de Miiller e/ou astrécitos e nas células
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da microglia. A detec¢do do NPY nas células da microglia podera ainda sugerir um possivel
papel do NPY em processos inflamatérios que ocorrem em diversas patologias da retina,
tais como a retinopatia diabética, retinitis pigmentosa e degenerescéncia macular
relacionada com a idade-e? & @ 2005 Meleth etal, 2005; Zhou etal. 2005 ' Alom disso, a presenga do NPY
nos astrécitos da retina sugere que o mesmo podera modular as propriedades da barreira

hemato-retiniana.

No seguimento dos resultados obtidos, pretendeu-se estudar a fungdo dos
receptores do NPY presentes na cultura primaria de células da retina. Sabendo-se que o
Ca®* é um mediador de inlimeros processos celulares, investigou-se o efeito do NPY nas
alteracbes da [Ca2+]i por imagiologia de Ca”, utilizando a sonda Fura-2. As variagoes da
[Ca2+]i nos neurénios da retina induzidas por 30 mM de KCI foram inibidas na presenca de
NPY (100 nM), mas apenas em aproximadamente 50% de neurdnios. A inibicdo do
aumento da [Ca2+]i pelo NPY ja foi demonstrada noutros sistemas, designadamente em

O(Bleakman et al.,, 1992; Silva et al., 2001, 2003a)

culturas de neurdnios e sinaptossomas de hipocamp eem

oWane: 2099~ Além disso, recorrendo a agonistas e

neurdnios do coértex cerebral de rat
antagonistas dos receptores do NPY, foi possivel demonstrar que o efeito inibitério do NPY
nas variacoes da [Ca2+]i nos neurdnios da retina em cultura € mediado pela activagao dos
receptores do NPY do subtipo Y4, Y4 e Y5 (Figura 7.1). No cértex cerebral, foi demonstrado
que o efeito do NPY na inibicdo da [Ca2+]i é mediado pelo receptor do NPY do subtipo
Y, Wane: 2099 “anquanto que outros estudos efectuados em neurénios, sinaptossomas e fatias
de hipocampo, revelaram que, além do receptor Y4, o receptor Y, participa também na

(Silva et al.,, 2001, 2003a; Xapelli et al., 2007) NO caso dOS neuréniOS dO “afcuate

modulagdo da [Ca®'];
nucleus”, a modulagdo das condutancias de Ca® e de K é mediada pela activagao de
multiplos receptores do NPY, nomeadamente Y4, Y, Y; e Ys. Deste modo, varias
evidéncias sugerem que diferentes receptores do NPY podem modular a [Ca2+]i e que os
receptores envolvidos dependerédo do tipo de células. A desregulacdo da homeostase do

Ca” pode causar morte celular(Satier and Tymianski, 2000)

e, assim, o NPY podera ter uma acgao
neuroprotectora, particularmente na inibicdo da excitotoxicidade. Este processo de
excitotoxicidade compreende a activagdo excessiva dos receptores ionotropicos do
glutamato, que poderd promover um aumento excessivo da [Ca2+]i, causando danos
celulares. De facto, nas células da retina, a morte celular induzida pela exposi¢cdo a uma
concentragdo elevada de glutamato foi inibida pelo NPY (100 nM). Do mesmo modo, em
estudos anteriores realizados em hipocampo e cértex de rato, o NPY inibe a morte celular

de neurdnios induzida por excitotoxicidade e inibe a libertagdo de glutamatoS™ e @ 2003c: Siva
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et al., 2005¢c; Wu and Li, 2005; Domin et al., 2006; Xapelli et al., 2007) ASSim na retina de ratO o NPY pOderé exercer

um papel neuroprotector, diminuindo a libertacdo de glutamato e inibindo o aumento da

[Ca2+]i, através da activagao dos receptores Y, Y, € Ys.

No ambito do nosso objectivo, pretendeu-se, ainda, estudar o papel do NPY na
proliferacdo de células da retina de rato. A exposi¢gao a NPY, durante 48 h, aumentou
significativamente a proliferagdo de células da retina, avaliada pelo nimero de células
positivas para BrdU. No que diz respeito aos receptores do NPY envolvidos neste
processo, verificou-se que o efeito proliferativo do NPY foi mediado pelos receptores Y4, Y,
e Ys. Além disso, o NPY também estimulou a proliferagdo de células progenitoras da retina
de rato (células nestina®). Seguidamente, pretendeu-se identificar a(s) via(s) intracelular(es)
associada(s) ao efeito proliferativo do NPY, dando-se uma atencgéo particular ao potencial
envolvimento do monéxido de azoto e das proteinas cinases Erk 1 e 2. De facto, verificou-
se que a proliferagdo das células da retina induzida pelo NPY é mediada pela activacéo de
ambas as vias, ou seja, o NPY activa os receptores Y4, Yo e Y5 que, por sua vez,
promovem a formacgdo de NO, o qual activa a enzima GCs, aumentando dessa forma a
sintese de GMPc que, por sua vez, promove a estimulacdio da Erk 1/2 e,
consequentemente, a proliferagéo celular (Figura 7.1).

Neste trabalho, verificou-se que, quer o efeito modulador nas alteragdes da [Ca2+]i,
quer o efeito proliferativo do NPY, nas células da retina em cultura, sdo mediados pela
activagcdo de multiplos receptores do NPY. Interessantemente, é de realgar que, em ambos
os estudos, a activagdo de diferentes subtipos de receptores do NPY resulta no mesmo
efeito. Este facto podera ser devido a expresséo heterogénea de cada tipo de receptor em
diferentes tipos de células presentes no modelo celular usado. Outros estudos revelaram
também que o mesmo efeito pode ser mediado por varios subtipos do NPY. Por exemplo, a
[Ca®"; é regulada pela activagdo dos receptores Y, efou Y,(Sivaetal 2001 Sunetal. 2001; Silva etal., 2003a;
\Wang, 2005; Xapelli et al.. 2007) anquanto que, nos neurdnios do “arcuate nucleus” este mesmo efeito é
também regulado pelos receptores Y, e YsS'" @ Mler 199) Do mesmo modo, apesar da
maioria dos estudos realizados mostrar que é o receptor Y, que esta envolvido na

prO”feragéO Celular(Hansel, 2001; Howell et al., 2003; Cho and Kim, 2004; Milenkovic et al., 2004; Howell et al., 2005; Anitha et al., 2006;

Howell et al., 2007 S(Zukowska-Grojec et al., 1998a; Lee et al., 2003b; Kitlinska et al., 2005;

) a presente tese e outros trabalho

Movafagh et al. 2006) demonstram que a proliferacdo celular estimulada pelo NPY é mediada pela

activagao de multiplos receptores do NPY, nomeadamente os subtipos Y4, Y, e Ys. Este
facto podera ser explicado pela possivel formagdo de oligdmeros funcionais entre os

Y(Berglund et al,, 2003b; Dinger et al., 2003; Movafagh et al., 2006

receptores do NP ). Por este motivo, quando
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incubamos as células da retina com cada um dos antagonistas dos receptores do NPY, o
efeito proliferativo mediado pelo NPY neste oligémero é completamente bloqueado. Por
outro lado, devido a provavel distribuicdo heterogénea dos receptores do NPY nas células
da retina em cultura, o efeito proliferativo menos significativo mediado pelo receptor Ys
podera ser entendido com base na menor presenca de células da retina que expressem
exclusivamente receptores do Ys ou, ainda, porque a proliferagdo celular apenas podera
ocorrer apés a formacéo do oligdmero com os receptores Y4 e/ou Y5.

Resumindo, os receptores do NPY presentes nas células da retina sdo funcionais,
inibem os aumentos da [Ca2+]i e estimulam a proliferagao celular. A capacidade proliferativa
do NPY e o seu envolvimento na neurogénese podera constituir um papel importante do
NPY na regeneracdo da retina em situagdes patolégicas, como é o caso do glaucoma ou
da degenerescéncia macular associada a idade (Figura 7.1).

O papel protector do NPY na retina foi avaliado num modelo de toxicidade induzida
pela MDMA. Assim, foram avaliados os efeitos toxicos da MDMA nas células da retina em
cultura e também o potencial papel neuroprotector do NPY. Os resultados demonstram que
a MDMA causa toxicidade nas células da retina e que o aumento da temperatura (de 37°C
para 40°C) potencia o efeito toxico da MDMA. Este efeito potenciador da temperatura na
toxicidade da MDMA ja tinha sido detectado noutros modelos celularese": 1992 Green etal., 2003)
Por outro lado, como o modelo experimental utilizado na presente tese & constituido por
diferentes tipos de células, avaliou-se o efeito toxico da MDMA nos neurdnios, células de
Muller e astrécitos, e células da microglia e concluiu-se que os neurénios e as células da
microglia sdo mais susceptiveis a accao toxica da MDMA. Pelo contrario, as células de
Miller e os astrécitos parecem ser mais resistentes a toxicidade causada pela MDMA,
embora se observem igualmente alteracbes de morfologia e uma diminui¢do do niumero de
células presentes na cultura. Em suma, neste trabalho demonstrou-se, pela primeira vez,
que a toxicidade da MDMA nao afecta exclusivamente os neurénios, afectando também
células de Mudller, astrocitos e células da microglia. No entanto, estudos anteriores

realizados no cérebro ndo demonstraram efeitos da MDMA nas células da glia®vm™ e @ 1999

Capela et al., 2006b; Cunha-Oliveira et al., 2006) ' Fsta gparente contradigdo com os resultados desta tese
podera ser explicada pelo facto das células da retina poderem ter uma maior sensibilidade
comparativamente as do cérebro. Além disso, a auséncia de referéncia ao efeito da MDMA
nas células da glia também pode ser devido ao facto de os autores n&o terem distinguido o
tlpO de Cé|U|aS que Séo afeCtadaS pela MDMA (Stumm et al., 1999; Capela et al., 2006b; Cunha-Oliveira et al., 2006),

embora as células da glia possam ser igualmente afectadas.
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Estudos anteriores demonstraram que a morte celular por apoptose, através da
activacdo da caspase-3, é caracteristica da toxicidade causada pela MDMA®MentieiDuarte et al.
2002; Jimenez et al., 2004; Meyer et al., 2004; Cunha-Oliveira et al., 2006; Tamburini et al., 2006; Warren et al., 2007). NO mOde|0
experimental utilizado, a morte das células da retina também ocorreu por apoptose, através
da activacao da caspase-3, mas também por necrose. A morte celular induzida pela MDMA
foi significativamente diminuida pelo NPY, embora ndo se conhegcam, até ao momento,
quais os receptores do NPY envolvidos neste processo. Sabendo-se que a MDMA provoca

um aumento da [Ca2+]i(Tiangco et al., 2005

) poder-se-a relacionar este facto com um possivel
mecanismo de activagado de apoptose dependente de caspases. Por outro lado, sabe-se
que o efeito da MDMA é, em parte, devido a activagdo dos receptores 5-HT,,, € a activagao

0(Azmitia et al., 1990), que’ numa

destes receptores induz um aumento da libertagdo de glutamat
concentracdo elevada, podera induzir excitotoxicidade. Tendo em consideragéo todos este
factos, poder-se-a sugerir que as células da retina em cultura, apés uma exposicéo a
MDMA, estardo sujeitas a concentracbes excessivas de glutamato que irdo induzir um
aumento da [Ca2+]i e, consequentemente, activar processos apoptoticos dependentes de
caspases. No entanto, a morte celular induzida pela MDMA ¢ inibida na presenca de NPY.
Assim, o efeito neuroprotector do NPY podera ser devido, pelo menos em parte, aos efeitos
inibitérios do NPY na libertacdo de glutamato e nas alteragdes da [Ca2+]i nas células da
retina, prevenindo a activagdo de caspases e, consequentemente, a morte celular por
apoptose. Por outro lado, sabe-se que a toxicidade da MDMA também se deve ao stresse
oxidativo causado pela formagdo de espécies reactivas de oxigénio em resultado do
metabolismo da MDMA@e 'a Torre and Farre, 2004; Jones et al. 2005) |jm @studo recente demonstrou que,
apos a administragdo de um agente antioxidante, ocorre um aumento dos niveis de NPY na

artéria mesentérica de ratosMacathr et al. 2008)

, 0 que sugere que o NPY podera também
exercer proteccdo nas células da retina em condigbes de stresse oxidativo. O efeito
neuroprotector do NPY ja tinha sido demonstrado na morte neuronal por apoptose induzida

0(Thiriet et al, 2005)

por metanfetamina no estriado de murganh , bem como contra a

eXCitOtOXiCidade no hipocampo(Silva et al., 2003a; Silva et al., 2003c; Silva et al., 2005c)

Em concluséo, neste trabalho, demonstrou-se que o NPY e os receptores Y4, Y, Y4
e Y5 estdo presentes nas células da retina, nomeadamente em neurdnios, astrécitos e
células de Miiller, e células da microglia. Os resultados obtidos sugerem que os receptores
do NPY se distribuem, de forma heterogénea, nas células da retina. De facto, o NPY inibe
de uma forma heterogénea as variagbes da [Ca2+]i nos neurdnios da retina, através da

activagao dos receptores Y4, Y4 € Ys. Por outro lado, a estimulagdo da proliferacdo de
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células da retina, incluindo células progenitoras, induzida pelo NPY, ocorre através da
activagao dos receptores Y4, Y, e Y5, e, neste caso em particular, o efeito do NPY é
mediado pela activagdo da via da NOS-GCs que, por sua vez, activa a via de sinalizagao
da ERK 1/2. Os resultados também permitem concluir que o NPY pode actuar como
neuroprotector nas células da retina. Na verdade, o NPY diminuiu a morte celular induzida
pelo glutamato e pela MDMA. Na Figura 7.1 esquematizam-se as principais acg¢des do
NPY, nas células da retina de rato, investigadas neste trabalho, e os respectivos receptores
envolvidos, podendo-se concluir que o NPY participa na modulagdo da [Ca2+]i, estimula a

proliferacéo celular e protege as células da retina da morte causada pela MDMA.

Por ultimo, os resultados apresentados nesta tese contribuem para elucidar o papel
do NPY na retina e, fundamentalmente, para esclarecer o porqué do NPY estar presente na
retina. Contudo, apesar de haver ainda muito por conhecer e esclarecer, este trabalho abriu
novas perspectivas sobre a importancia do NPY na retina e, particularmente no potencial
terapéutico do NPY, ou de agonistas dos seus receptores, em doengas neurodegenerativas

da retina.
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Figura 7.1 — Representacao esquematlca das funcoes do NPY nas células da retina.

A - O NPY inibe o aumento da [Ca ") através da activagao dos receptores do NPY do subtipo Y1, Yz e
Ys. B - Por outro lado, o NPY estimula a proliferagdo de células da retina. Este efeito é mediado
através da activacao dos receptores Y1, Y2 € Y5, que, por sua vez, irdo desencadear processos de
sinalizagéo intracelular. A activacdo destes receptores induz um aumento da produgdo de NO e,
consequentemente, um aumento da sintese de GMPc, ocorrendo posteriormente a estimulagao da
ERK 1/2 e, desta forma, um aumento da proliferagdo celular. C - Na retina, a MDMA activa os
receptores 5-HT2a, induzindo desta forma a activagdo da caspase-3 e a morte celular por apoptose.
Paralelamente, o NPY é capaz de inibir a activagdo da caspase-3 inibindo a morte das células da
retina, embora, até ao momento, nao estejam identificados os receptores do NPY que participam
neste processo. Em suma, nas células da retina, o NPY pode exercer efeitos neuroprotectores que,
glutamato. Além disso, o NPY estimula a proliferagdo de celulas da retina, num mecanismo
dependente do NO e da ERK 1/2. Esta propriedade do NPY podera ser eventualmente utilizada no
desenvolvimento de estratégias para promover a regeneracgao celular em doengas degenerativas da
retina.
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