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RESUMO

O fator de crescimento do nervo (NGF) pode retardar a degeneracao celular na
retina de ratos em diferentes injurias retinianas. O acumulo de agua em células da
retina contribui para o desenvolvimento de edema retiniano e degeneracao neuronal.
Em atribuicdo ao seu efeito protetor, este trabalho teve por objetivo avaliar se o NGF
influencia o edema celular osmoético em células de Miller e células bipolares. Assim,
montagens planas, fatias de retina e células isoladas da retina de ratos foram
superfundidas com solug¢ao hipo-osmaética na presenca de BaCl,. Secgdes retinianas
foram utilizadas para imunomarcacgoes, e a liberagdo de adenosina foi medida por
cromatografia liquida de alta eficacia, em montagens planas. A area de secg¢ao
transversal celular foi medida antes e ap6s a superfusdo em meio hipo-osmético, em
fatias de retina e suspensdes celulares. Tanto células de Miller quanto células
bipolares foram imunopositivas para TrkA, mas somente células de Muller foram
marcadas contra p75"'~ e NGF. A hipo-osmolaridade induziu um rapido e
significativo aumento da liberagcdo de adenosina endégena em retinas controle, mas
nao em retinas perfundidas com BaCl,. O NGF inibiu o edema citotoxico em células
de Mdiller e em células bipolares em fatias de retina controle e retinas péds-
isquémicas submetidas a condi¢des hipo-osmaticas. Por outro lado, NGF impediu o
edema citotoxico da célula de Muller isolada, mas nao da célula bipolar isolada (em
meio hipo-osmético contendo ions Ba?*). Isto sugere que NGF induz a liberagdo de
fatores por células de Miller, os quais inibem o edema citotoxico de células
bipolares em fatias de retina. O efeito inibitério do NGF sobre o edema citotdxico de
células de Miiller foi mediado pela ativagdo do receptor TrkA, mas nédo de p75"'\, e
foi anulado por bloqueadores de receptores metabotropicos de glutamato,
receptores de adenosina A4, e receptores do fator de crescimento de fibroblasto
(FGF). O bFGF evitou o edema citotoxico de células de Mdller isoladas, mas inibiu
somente em parte o edema citotoxico de células bipolares isoladas. O bloqueio de
FGFR impediu o efeito inibidor de edema celular da adenosina, sugerindo que a
liberacdo de bFGF ocorre ap6s a ativagcdo autdcrina/paracrina de receptores Aj.
Além de bFGF, GDNF e TGF-B1 reduziram em parte o edema citotoxico da célula
bipolar. Estes dados sugerem que o efeito neuroprotetor do NGF é em parte
mediado pela prevencao de edema citotoxico de células gliais e bipolares da retina.

Palavras-chave: NGF, estresse osmético, isquemia, edema celular, retina.



ABSTRACT

Nerve growth factor (NGF) stimulates two types of receptors (TrkA and p75""%), and
it delays cell degeneration in rats under several retinal injuries, including retinitis
pigmentosa, glaucoma and retinal ischemia. Because water accumulation in retinal
neurons and glial cells are pathogenic factors involved in retinal degeneration under
ischemic-hypoxic and inflammatory conditions, we tested whether NGF may
influence the osmotic swelling of rat Muller glial and bipolar cells. Retinal slices and
freshly isolated cells were perfused with hypoosmotic solution in the presence of
BaCl,. Post-ischemic retinal cells were also superfused with hypoosmotic solution in
the absence of BaCl,. We observed that NGF inhibits the osmotic swelling of rat
retinal glial (Mdller) and bipolar cells induced by superfusion of retinal slices with a
hypoosmotic solution containing barium ions. NGF also reduced the hypoosmotic
swelling of Muller and bipolar cells in the post-ischemic retina. On the other hand,
NGF prevented the swelling of freshly isolated Mller cells, but not of isolated bipolar
cells. This suggests that NGF induces a release of factors from Miuller cells which
inhibit the swelling of bipolar cells in retinal slices. The inhibitory effect of NGF on the
Muller cell swelling was mediated by activation of TrkA, but not p75"'%, and was
prevented by blockers of metabotropic glutamate receptors, purinergic P2Y4
receptors, adenosine A4 receptors, and fibroblast growth factor (FGF) receptors.
bFGF fully prevented the osmotic swelling of isolated Miuiller cells, but inhibited only
in part the swelling of isolated bipolar cells. Because inhibition of FGF receptors
prevented the swelling-inhibitory effect of adenosine, it is suggested that NGF-
induced autocrine/paracrine activation of adenosine A receptors induces a release
of bFGF from Muiller cells. In addition to bFGF, GDNF and TGF-B1 reduced in part
the swelling of bipolar cells. Both Miller and bipolar cells displayed TrkA
immunoreactivity, while Miiller cells were also immunostained for p75"™* and NGF.
The data may suggest that the neuroprotective effect of NGF in the retina is in part

mediated by prevention of the cytotoxic swelling of retinal glial and bipolar cells.

Key words: NGF, osmotic stress, ischemia, cell swelling, retina.
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1 INTRODUGAO

O desenvolvimento de edema tecidual € uma complicagdo notéria em
doencgas hipoxico-isquémicas e inflamatérias retinianas, incluindo a retinopatia
diabética, uveite e doenga vascular aterosclerética. Devido a compressao mecanica
de neurdnios retinianos, fibras nervosas e vasos sanguineos, o edema contribui para
condi¢gbes hipdxico-isquémicas, bem como, enfraquecimento funcional e morte de
fotorreceptores e neurénios (BRINGMANN et al., 2004, 2005).

Somado ao desarranjo da barreira hematoencefalica (edema vasogénico) e a
liberacéo irregular de fluido através das células gliais e do epitélio pigmentar
retinianos, o inchago osmotico de neurdnios e células gliais (edema citotdxico) € um
mecanismo patogénico associado ao desenvolvimento de edema retiniano
(BRINGMANN et al., 2004, 2005). Em modelos animais de hipdxia-isquemia
retiniana e retinopatia diabética experimental, observa-se o acumulo de agua no
espaco intersticial da retina e no interior de células gliais de Muller (STEPINAC et
al., 2005; KAUR et al., 2007; KUMAR et al., 2013).

Células gliais de Miller e bipolares da retina se diferenciam fisiologicamente
em sua resposta a mudanga de volume celular em situagcéo de estresse osmdtico.
Enquanto as células de Miller ndo incham quando sujeitas a estresse osmdtico,
células bipolares exibem um rapido inchago de seus corpos celulares sob essas
condi¢cdes (VOGLER et al., 2013). O inchago hipo-osmoético de células bipolares é
induzido pela ativacao de receptores metabotrdpicos de glutamato e transportadores
de glutamato dependentes de Na®. A atividade destas proteinas resulta em influxo
de Na®, o qual esta associado com fluxo de agua (VOGLER et al., 2013). Em
condigbes homeostasicas, o inchago celular é controlado por canais de K"
retificadores de influxo, os quais podem ser bloqueados por ions Ba** (NEWMAN,
1989). Células de Miuller submetidas a condigdes hipo-osmoéticas na presenca de
ions Ba®* apresentam inchaco imediato de seus somas. Assim, sugere-se que O
fluxo transmembrana passivo de K* é uma forma de regulagéo de volume destas
células (PANNICKE et al., 2004). Além disso, as células de Muller possuem um
mecanismo de sinalizacdo glutamatérgico-purinérgico endégeno que impede o
inchaco osmoético (UCKERMANN et al., 2006; WURM et al., 2008). Alguns fatores
neuroprotetores, como o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), ativam

a cascata de sinalizagao inibidora de inchago de células de Muller (WURM et al.,
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2008; KRUGEL et al., 2010; WAHL et al., 2013), o que pode representar um dos
seus mecanismos de neuroprotegao.

Varios fatores de crescimento e citocinas, incluindo o fator de crescimento de
fibroblasto basico (bFGF ou FGF-2), fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF)
e fator neurotréfico derivado de linhagem celular glial (GDNF), promovem a
sobrevivéncia de fotorreceptores, células ganglionares e bipolares, em condigdes
patogénicas (SIEVERS et a., 1987; FAKTOROVICH et al.,, 1992; MANSOUR-
ROBAEY et al.,, 1994; WEXLER et al., 1998; Revisado em BRINGMANN et al.,
2009a). Sabe-se que as agbes simultdneas de varios fatores tréficos é necessaria
para promover efetivamente a sobrevivéncia de fotorreceptores (OGILVIE et al.,
2000), e que a sobrevivéncia destas células e neurbnios €, pelo menos em parte,
diretamente influenciada pela regulacéo da producado de fatores troficos por células
gliais de Muller (WEXLER et al., 1998; HARADA et al., 2002).

O fator de crescimento do nervo (NGF) é expresso na retina, onde controla a
sobrevivéncia neuronal por dois tipos de receptores: o receptor de alta-afinidade,
tirosina-cinase subtipo A (TrkA) e o receptor de baixa-afinidade pan-NT (p75"'")
(COASSIN et al., 2008; LEBRUN-JULIEN et al., 2009; BAI et al., 2010).

Os resultados de estudos in vitro sobre os efeitos do NGF na sobrevivéncia de
neurdnios retinianos sdo contraditorios. Primeiramente, verificou-se que NGF diminui
a producao de bFGF por células de Miuller, resultando em elevada apoptose de
fotorreceptores (HARADA et al., 2000; NAKAMURA et al., 2005). Em outro estudo, a

ativagdo de p75""

parece ter engatilhado a liberagdo de bFGF por células de
Mdiller, resultando em maior sobrevivéncia de células bipolares (WEXLER et al.,
1998). Em ratos diabéticos, a apoptose retiniana estad associada com o aumento da
expressdo de p75"'~, entretanto o tratamento com NGF impede a morte de células
ganglionares da retina e células de Muller (HAMMES et al., 1995). Por fim, o NGF
tem se mostrado como um fator significativamente protetor em diferentes modelos
experimentais de injuria retiniana (CARMIGNOTO et al., 1989; SILIPRANDI et al.,
1993; LENZI et al., 2005; SUN et al., 2007; SIVILIA et al., 2009; COLAFRANCESCO
et al., 2011; KOKONA et al., 2012). Uma vez que, o acumulo de agua em neurénios
e células gliais da retina é um fator patogénico envolvido na degeneragéo retiniana,
em condi¢des hipdxico-isquémicas e inflamatorias, no presente trabalho testamos se
o NGF pode influenciar o inchago de células gliais de Muller e células bipolares da

retina de rato em condigdes hipoxico-isquémicas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 RETINA

A retina é uma parte do sistema nervoso central (SNC), caracterizada
como uma fina camada de tecido nervoso, responsavel pela conversdo de
energia luminosa em atividade neural (DOWLING, 1970; WU, 2010; ERSKINE;
HERRERA, 2014).

A retina de mamiferos € composta por mais de 60 tipos celulares
diferentes, cada um exercendo um papel especifico no processamento da
informacéo visual (MASLAND, 2011, 2012). Estas células estdo agrupadas em
categorias distintas que, por sua vez, apresentam varias subclassificagdes.
Dentre as principais classes, destacam-se os fotorreceptores (cones e
bastonetes), células horizontais, células bipolares, células amacrinas, células
ganglionares da retina (CGR) e glia de Miller (DONOVAN; DYER, 2005;
MASLAND, 2011).

As células da retina estdo organizadas em camadas, designadas com
relacédo ao centro do globo ocular (Fig. 1). Assim, a camada mais interna é a
camada de células ganglionares (CCG), onde estdo os corpos celulares das
CGR. A seguir estd a camada nuclear interna (CNI), que contém os corpos
celulares das células bipolares, células horizontais e amacrinas. A camada
posterior € denominada camada nuclear externa (CNE), onde estdo os corpos
celulares dos fotorreceptores. Por fim, encontra-se a camada dos segmentos
externos dos fotorreceptores (SFR), (ou camada de cones e bastonetes), que
contém os elementos sensiveis a luz, embebidos em um epitélio pigmentar.
Entre a camada de células ganglionares e a camada nuclear interna esta a
camada plexiforme interna (CPl) — onde se estabelecem contatos sinapticos
entre células bipolares, amacrinas e ganglionares. Ja entre as camadas nuclear
interna e externa encontra-se a camada plexiforme externa (CPE), onde os
fotorreceptores estabelecem contatos sinapticos com células bipolares e
horizontais (DOWLING, 1970; WU, 2010).

Para separar a retina neural da circulagcdo sanguinea, uma barreira

hemato-retiniana (BHR) é formada, restringindo o transporte de substéncias e
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Figura 1. Organizagdo laminar da retina de vertebrados. A retina neural & formada por diferentes
camadas. Na camada nuclear externa (CNE), podem ser observados os corpos celulares de
fotorreceptores, cones (C) e bastonetes (Bt); Na camada nuclear interna (CNI), observam-se os
corpos celulares de células bipolares (B), horizontais (H), amacrinas (A) e células de Muller (M); Na
camada de células ganglionares (CCG), estdo localizados os corpos celulares de células
ganglionares (G); Na camada plexiforme externa (CPE) observam-se os contatos sinapticos entre
fotorreceptores e células bipolares e horizontais; Na camada plexiforme interna (CPI) se estabelecem
contatos sinapticos entre células bipolares, amacrinas e ganglionares. A camada de segmentos dos
fotorreceptores (SFR) se estende em direcdo ao espacgo subretiniano; os segmentos externos séo
circundados por microvilosidades do epitélio pigmentar retiniano (EPR). Em retinas vascularizadas, a
parte mais interna da retina contém vasos sanguineos (VS), com pericitos (P), bem como, astrécitos
(AS), os quais fazem contato com fibras nervosas e vasos sanguineos. Os processos citoplasmaticos
mais externos das células de Miller circundam os somas de fotorreceptores, enquanto que seus
processos citoplasmaticos mais internos formam pés-terminais (PT). A transmiss&o dos sinais visuais
€ mediada por fotorreceptores, células bipolares ON e OFF, e células ganglionares. O processamento
de informacao lateral & mediado por células horizontais e amacrinas. A luz deve passar através de
diversas camadas de células antes de atingir os fotorreceptores na parte posterior da retina. Fonte:

Modificado e adaptado de Bringmann et al., 2009a.
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assim proporcionando um meio seguro e constante (HOSOYA; TOMI, 2005). A
BHR é subdividida em duas barreiras celulares: a barreira hemato-retiniana
interna, formada pela jungdo ocludente das células endoteliais dos capilares
retinianos, recobertos por pericitos e células gliais; e a barreira hemato-
retiniana externa, formada por células do epitélio pigmentar retiniano (EPR)
(KUBO; HOSOYA, 2012).

A via mais direta para o processamento da informacao visual na retina, a
via radial, parte dos fotorreceptores em diregcdo as células bipolares e, por
conseguinte para as células ganglionares. Estas ultimas disparam potenciais
de acdo em resposta a luz, que se propagam para o restante do encéfalo,
através do nervo 6Optico. As células horizontais e as células amacrinas também
participam do processamento visual na retina, compondo as vias laterais. Estas
primeiras recebem aferentes dos fotorreceptores e projetam neuritos
lateralmente para influenciar as células bipolares vizinhas e os fotorreceptores,
enquanto que as ultimas recebem aferentes das células bipolares e projetam
lateralmente para influenciar células ganglionares, células bipolares e outras

células amacrinas adjacentes (WU, 2010).

2.1.1 Células de Miiller

Presente na retina de todos os vertebrados, a célula de Muller é a
glia radial, a qual se estende verticalmente por toda a profundidade da
retina (DOWLING, 1970). Seu corpo celular esta localizado na parte
central da CNI, de onde partem dois processos citoplasmaticos diretos.
Um deles termina em um dilatado pé-terminal na borda interna da retina,
adjacente ao humor vitreo, enquanto que o outro termina na camada dos
segmentos de fotorreceptores (Fig. 1, NEWMAN; REICHENBACH, 1996).

As células de Midller interagem, virtualmente, com todos os
neurdnios da retina (BRINGMANN et al., 2006), formando um vinculo
anatémico e funcional entre os neurdnios retinianos e os compartimentos
com 0s quais eles precisam realizar trocas de moléculas, incluindo os
vasos sanguineos e a camara vitrea. Podem também fornecer

substancias tréficas aos neurdnios e remover os residuos metabodlicos
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(BRINGMANN et al., 2009a). Juntamente com os astrocitos, as células de
Mdaller removem a maior parte do glutamato presente no espaco
extracelular, incluindo o conteddo que se difunde para fora da fenda
sinaptica, desta forma, impedindo a propagacdo lateral do
neurotransmissor (RAUEN et al., 1998). A remocéo de glutamato e acido
y-aminobutirico (GABA) do espaco extracelular e a metabolizagcdo destes
transmissores por células de Miuller fazem parte do ciclo glutamato-
glutamina, e estdo relacionadas com outras fungdes celulares como o
suporte metabolico aos neurbnios e a detoxificagdo do excesso de
amonia (BRINGMANN et al., 2013).

Como outras células gliais, as células de Miller também expressam
diversos tipos de canais ibnicos controlados por voltagem, bem como,
canais de K* retificadores de influxo e canais de K* ativados por Ca*
(NEWMAN; REICHENBACH, 1996). Muitos tipos de receptores e
transportadores de neurotransmissores (glutamatérgicos, gabaérgicos e
purinérgicos) também podem ser observados na membrana das células
de Miller (BELECKY-ADAMS, 2013).

Interagdes neurdnio-glia sdo mediadas em parte pela liberacdo de
substancias por células gliais (NEWMAN, 2004a). Sugere-se que o
estimulo luminoso pode levar a liberacdo de adenosina trifosfato (ATP)
neuronal, a qual pode ativar receptores P2Y na membrana de células de
Mller na retina de rato (NEWMAN, 2005). Ja o ATP liberado por células
de Miller também pode influenciar a atividade de disparo de células
ganglionares da retina (NEWMAN, 2004Db).

As células de Miller da retina de rato apresentam um trocador
cistina-glutamato independente de Na* (POW, 2001; TOMI et al., 2003).
Normalmente cistina € captada por meio deste trocador e reduzida a
cisteina, usada para a producdo do tripeptideo antioxidante glutationa
(GSH). Na retina recém-isolada, a maior parte da GSH esta presente
principalmente em células de Miller, as quais podem disponibilizar a
molécula antioxidante para neurénios em condi¢gdes isquémicas na retina
(SCHUTTE; WERNER, 1998).

Novas fungbes foram recentemente atribuidas as células de Miller,

incluindo: dispersao de luz — reduzindo-se a acuidade e sensibilidade a
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luz em areas fora da fovea; direcionamento de luz — agindo como fibras
oticas que guiam a luz através das camadas retinianas mais internas em
direcdo aos fotorreceptores; formacdo de um substrato macio para
protecdo de neurbnios em caso de um trauma mecanico e para
plasticidade neuronal; liberagdo de moléculas de sinalizagcdo neuroativas;
regulagdo autocrina de volume celular; e funcionamento como células-
tronco/progenitoras para a neuroregeneracao (REICHENBACH;
BRINGMANN, 2013).

A figura 2A reune as principais fungdes da célula glial de Muller na

retina de mamiferos.

2.1.2 Células bipolares

Células bipolares sao interneurénios retinianos, cruciais para a
sinalizagdo visual. A partir do corpo destas células dois grupos de
processos citoplasmaticos sado originados (EGGERS; LUKASIEWICZ,
2011).

Enquanto seus dendritos residem na CPE, os terminais sinapticos
das células bipolares encontram-se na CPI (Fig. 1), onde estdo expostos
a uma variedade de circuitos que modulam as aferéncias sinapticas
(WAN; HEIDELBERGE, 2011).

Na retina de vertebrados, as células bipolares fazem contato com
todos os outros tipos neuronais e formam a principal via através da qual a
informacgéo visual codificada por fotorreceptores € transmitida da retina
externa para a retina interna e entdo para os neurdnios eferentes da
retina, as células ganglionares. (WAN; HEIDELBERGE, 2011; EULER et
al., 2014).

Morfologicamente as células bipolares séo classificadas de acordo
com seu padréao de ramificagdo, numero de fotorreceptores com os quais
fazem contato, bem como, a forma e a estratificagcdo de seus axdnios na
CPl (WASSLE et al, 2009). Até pouco tempo, 12 subtipos de células
bipolares haviam sido identificadas em camundongos, sendo 11 células

bipolares dos cones e 1 célula bipolar dos bastonetes (Fig. 2B, WASSLE
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Figura 2. Célula de Miiller e célula bipolar da retina. (a) Fungdes das células de Mdller na retina de
mamiferos. O lado direito mostra os sistemas de captagdo de neurotransmissores e algumas vias
metabolicas. Glutamato, acido y-aminobutirico (GABA) e aménia (NH,") sdo captados e podem ser
convertidos a glutamina pela enzima glutamina sintetase (GS). Cistina pode ser captada e reduzida a
cisteina, utilizada na sintese do antioxidante glutationa (GSH). Em condi¢des de estresse oxidativo,
GSH pode ser liberada pelas células de Miiller e captada por neurénios. As células de Miller podem
ainda contribuir com a regulagéo de volume osmético por meio da remogé&o do fluido retiniano, com o
transporte de K* e agua pelo canal Kir4.1 e por meio do canal de agua glial, aquaporina-4 (AQ-4),
respectivamente. GDNF, fator neurotrofico derivado de linhagem celular glial; IL, interleucina; VEGF,
fator de crescimento do endotélio vascular; CGA, trocador cistina-glutamato; CyT, transportador de
cistina; GLAST, transportador de glutamato/aspartato; GAT, transportador de GABA; GP, glutationa
peroxidase; GR, glutationa redutase, GSSG, glutationa dissulfeto. Fonte: Modificado de Bringmann et
al., 2009 e Belecky-Adams et al.,, 2013. (b) Representacdo esquematica dos Tipos de células
bipolares da retina de camundongo determinados por Ghosh et al. (2004), complementados por
Waéssle et al. (2009). BB, célula bipolar dos bastonetes. Fonte: Modificado de Wassle et al. (2009).
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et al, 2009; MASLAND, 2012). Mais recentemente, uma ultima pesquisa
descreveu um novo tipo de célula bipolar, a qual foi denominada ‘XBC’
(HELMSTAEDTER et al., 2013).Funcionalmente, as células bipolares
podem ser classificadas, de acordo com suas respostas a luz, em células
bipolares ON e células bipolares OFF. Esta diferenca se da pela
expressdo de distintos receptores de glutamato nas sinapses entre
fotorreceptores e células bipolares (EGGERS; LUKASIEWICZ, 2011).

Tipos diferentes de células bipolares retnem e moldam os sinais
provenientes de fotorreceptores para processamento adicional na retina
interna, e com isso realizam as primeiras operagdes basicas do sistema
visual (EULER et al., 2014).

2.2 PROPRIEDADES OSMOTICAS E ALTERACAO DO VOLUME CELULAR

Com raras excecbes, a membrana citoplasmatica da célula animal é
altamente permeavel a agua e pouco permeavel aos ions Na*, K" e CI” (LANG,
1998; HOFFMANN; LAMBERT; PEDERSEN, 2008). O movimento de agua
através de uma membrana semipermeavel, a partir de uma solugdo com menor
concentracéo de soluto para uma solugédo com maior concentracéo de soluto, é
chamado osmose, e a pressdo requerida para deter tal movimento é
denominada pressao osmoética (LORD, 1999; STRANGE, 2004). Este fluxo de
agua devera continuar até que a concentracdo do soluto em ambas as
solugdes seja igualada e o equilibrio termodindmico seja alcangado (KAHLE et
al., 2009). Ademais, o fluxo de agua dependera da diferenca de concentracéo
do soluto e da natureza da permeabilidade da membrana.

A pressdo osmoética é determinada pelo numero total de particulas
presentes na solugdo independente da natureza molecular. Ja o numero total
de particulas ird depender do grau de dissociacdo do soluto (LORD, 1999;
STRANGE, 2004). O numero de particulas presentes na solu¢cdo é chamado de
concentracdo osmolar, a qual pode ser expressa de duas maneiras:
osmolalidade — numero total de particulas em um quilograma de solvente
(mmol/Kg) — e osmolaridade — numero total de particulas em um litro de
solvente (mmol/L) (LORD, 1999; STRANGE, 2004).
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Os termos osmolalidade/osmolaridade e tonicidade s&o usados para
descrever a relagdo osmotica entre as células e seu ambiente circundante.
Contudo uma distingdo deve ser feita: a osmolalidade/osmolaridade depende
do numero de particulas do soluto presente em uma solugédo, enquanto que a
tonicidade depende das caracteristicas de permeabilidade da membrana e
consequentemente do gradiente osmotico através desta membrana (LORD,
1999). A tonicidade pode ser definida como o efeito que a solugéo extracelular
exerce sobre o movimento osmético de agua para dentro ou fora das células
(LORD, 1999; PEDERSEN; KAPUS; HOFFMANN, 2011). Assim, o volume
celular sera determinado pelo teor de compostos osmoticamente ativos, bem
como, pela tonicidade extracelular (HOFFMANN; LAMBERT; PEDERSEN,
2008).

As alteracdes de volume celular podem ser classificadas em duas amplas
categorias: alteracdo de volume iso-osmoética — ocorre apdés modificagdes do
conteudo de soluto intracelular — e alteragcéo de volume aniso-osmética — a qual
ocorre apdés mudancas do conteudo de soluto extracelular (STRANGE, 1992,
2004; KAHLE et al., 2009). Se os fluidos intra e extracelular possuem a mesma
concentracdo osmoética, nenhum movimento liquido ocorrera, a presséo
osmotica sera a mesma e a solugao extracelular sera denominada isotdnica ou
iso-osmotica. Quando a concentragao osmotica da solugao extracelular € maior
que aquela do fluido intracelular, o fluido extracelular é dito hipertbnico ou
hiperosmético, e por definicdo esta exposicéo hipertbnica causa uma perda de
agua pela célula e diminuicdo no volume celular (retragdo ou encolhimento
celular). De maneira oposta, quando a concentragdo osmoética da solugéo
extracelular € menor que aquela do fluido intracelular, a solugédo extracelular é
caracterizada como hipoténica ou hipo-osmoética. Esta exposi¢cado hipoténica
resulta em ganho de agua pela célula levando ao aumento do volume celular
(inchagco ou turgidez celular) (LANG et al., 1998; PEDERSEN; KAPUS;
HOFFMANN, 2011). A diminuicdo da osmolaridade do fluido extracelular é
considerada a forma mais simples de se induzir o inchago celular
(KIMELBERG, 2005).
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2.3 EDEMA

O equilibrio da composigado de solutos e volume cerebral € providenciado
por uma rigorosa regulacéo do transporte de ions e agua em todos os quatro
compartimentos de fluido cerebral: no sangue e nos fluidos cerebroespinal,
intersticial e intracelular (STRANGE, 1992). O acumulo anormal de fluido em
qualquer um destes compartimentos apds diversas injurias é denominado
edema cerebral (SHARMA, 2006). O equivalente retiniano do edema cerebral é
chamado edema macular, resultante do acumulo de fluido nas camadas
retinianas ao redor da fovea (COSCAS; CUNHA-VAZ; SOUBRANE, 2010).

O edema pode ser classificado em diferentes subtipos dependendo da
sua origem (JOO; KLATZO, 1989; MARMAROU, 2004; COSCAS; CUNHA-
VAZ; SOUBRANE, 2010). O edema vasogénico ocorre devido ao acumulo de
fluido proveniente dos vasos sanguineos adjacentes as células, subsequente a
danos em vasos cerebrais, ocorrendo extravazamento de agua e proteinas
plasmaticas. Ja o edema citotdoxico ou inchago celular € um acumulo de agua
dentro da célula ap6s mudangas no metabolismo celular ou injuria (Fig. 3A)
(KLATZO, 1987). Normalmente, os edemas vasogénico e citotoxico ocorrem
concomitantemente no encéfalo (KIMELBERG, 2005), e ambos os tipos podem
ocorrer na retina neurosensorial (BRINGMANN et al., 2004).

O edema cerebral esta associado a diferentes condi¢des de doencga,
incluindo trauma, neoplasma, abscesso ou condicbes potencialmente
patogénicas como hipdxia (MARMAROU et al., 2006; LIANG et al., 2009).
Durante o acidente vascular encefalico e injuria encefalica traumatica, o edema
citotoxico (inchacgo astrocitico) é rapidamente observado (GARCIA et al., 1994;
KIMELBERG, 2005). De fato, a maior parte do fluido no SNC esta contida no
compartimento de fluido intracelular. Logo, altera¢des na quantidade de solutos
intra e extracelulares podem levar a mudangas no volume celular cerebral
(KAHLE et al., 2009).

O edema retiniano também estad associado a doengas oculares e
retinianas, contribuindo para a degeneracao de fotorreceptores e morte celular
neuronal (ROTSOS; MOSCHOS, 2008). Nos quadros de retinopatia diabética e
uveite, por exemplo, o edema retiniano € a principal causa de deterioracéo
visual (BRESNICK, 1983; ROTHOVA et al., 1996).
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Figura 3. Tipos de edema e regulacdo de volume osmético. (a) Mudangas na homeostase ibnica
formam a base para o desenvolvimento de diferentes tipos de edema que contribuem para o inchago
encefalico apos diferentes injurias isquémicas. O edema citotoxico ocorre pela entrada de Na® (e
outros solutos), estabelecendo gradientes ibnicos e osmoticos entre o plasma e o fluido intersticial. O
edema ibnico ocorre quando o edema citotéxico acontece em células endoteliais, com
extravazamento de Na® do compartimento intravascular para o espaco extracelular. O edema
vasogénico resulta da quebra de jungdes de oclusdo entre as células endoteliais, permitindo o
extravazamento de fluido rico em proteinas para o fluido extracelular do cérebro. (b) O encolhimento
celular agudo é contornado por mecanismos de aumento regulador de volume (ARV), o qual engatilha
a ativagdo do influxo de Na* (com CI" e K) e agua, assim aumentando o volume celular. Outras vias
de influxo, como o trocador Na‘/H*, trabalhando em conjunto com o trocador CI/HCOj5, estdo
envolvidas. Ja o inchacgo celular agudo é contornado por mecanismos de diminuigdo reguladora de
volume (DRV), envolvendo a perda celular de CI" e K* por co-transportadores de K*/CI e canais de K*
e CI ativados por inchago. Fonte: Adaptado de Kahle et al., 2009. Originais em (a) McManus et al.,
1995 e (b) Simard et al., 2007.
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Tanto um aumento no volume do fluido extracelular quanto o inchago de
células gliais de Miller podem contribuir para o desenvolvimento de edema
retiniano (ROTSOS; MOSCHOS, 2008; COSCAS; CUNHA-VAZ; SOUBRANE,
2010). O inchaco de células de Muller parece preceder a formacdo de edema
extracelular, que por sua vez, estd associado com uma abertura na BHR,
devido a quebra da barreira hemato-retiniana interna ou externa. O rompimento
destas barreiras pode ser induzido pela liberagdo de citocinas inflamatorias
locais e pode levar a liberagao adicional de citocinas e fatores de crescimento
pelas células que compdéem a BHR (COSCAS; CUNHA-VAZ; SOUBRANE,
2010).

2.4 MANUTENCAO E REGULAGCAO DO VOLUME OSMOTICO

A manutencdo do gradiente ibnico e osmoético é critica para o
funcionamento adequado do SNC, uma vez que, mudancas de volume celular
estdo associadas a muitos processos fisiologicos, como crescimento,
proliferacdo, diferenciacdo e migracao (OKADA et al., 2001; WEHNER et al.,
2003).

Para manter suas fungbes metabdlicas, as células acumulam varias
substancias, incluindo proteinas, aminoacidos e carboidratos. A concentracéo
celular em excesso destes compostos organicos é entdo contrabalanceada
pela diminuicdo da concentracéo idnica intracelular (LANG et al., 1998). Desta
forma, muitas células acionam bombas dependentes de energia para o
transporte ativo de ions para fora da célula, contra seus gradientes
eletroquimicos (OKADA et al., 2001). As bombas Na*-K*-ATPase e Ca*-
ATPase, por exemplo, impedem respectivamente o acimulo de Na* e Ca?*
dentro da célula, e em paralelo geram gradientes eletroquimicos necessarios
para o transporte idnico passivo e ativo secundario (KAHLE et al., 2009).

Além desta manutencgéo idnica homeostatica acima descrita, o cérebro
exibe mecanismos osmorregulatoérios rigorosos que lhe permitem, em
condigbes fisioldgicas, manter sua composicdo i6nica e volume dentro de

limites estreitos, quando a composi¢cdo de soluto e a osmolaridade sofrem
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constantes variagdes (STRANGE, 1992; LANG et al., 1998; WEHNER et al.,
2003).

O volume celular pode ser regulado pelo ganho ou perda de compostos
osmoticamente ativos, primariamente ions inorganicos (Na*, K e CI") e/ou
pequenas moléculas organicas denominadas osmdlitos organicos, os quais
estdo agrupados em trés classes distintas, poliois, metilaminas e aminoacidos
como o mio-inositol, a betaina e a taurina, respectivamente (WEHNER et al.,
2003; STRANGE, 2004). A agua naturalmente acompanha o movimento destes
osmolitos organicos e inorganicos pela membrana, desta forma, restaurando o
volume da célula (KAHLE et al., 2009). O transporte de agua pode ser
acelerado por uma classe de canais de agua especializados, as aquoporinas
(KIMELBERG, 2005; LIANG et al., 2009).

Os processos de regulacdo do volume fisiologico, em conjunto, séo
denominados: Diminuicdo reguladora de volume (DRV) e Aumento regulador
de volume (ARV), os quais podem ser efetuados dentro de poucos segundos
ou minutos apos exposicdo a meio anisoténico (Fig. 3B) (LANG et al., 1998;
OKADA et al.,, 2001; STRANGE, 2004; KAHLE et al., 2009). O processo de
DRV leva ao aumento da saida de CI” e K" e osmodlitos organicos, enquanto
que o processo de ARV leva ao aumento da entrada de Na®, pela indugdo do
cotransporte de Na*-K*-2CI, pela troca Na’/H" e ativacéo de canais catiénicos
ndo seletivos (OKADA et al., 2001; HOFFMANN; LAMBERT; PEDERSEN,
2008).

O volume celular € normalmente regulado por meio de alteragdes na
expressao e atividade de canais i6nicos e transportadores — em nivel de
osmolitos inorgénico — e por mudangas no transporte de membrana e/ou no
metabolismo celular — em nivel de osmdlitos organicos (KAHLE et al., 2009).

Os mecanismos de regulagdo de volume celular podem ser eliciados por
pelo menos trés tipos de sinais desencadeados pelo estresse osmético: (1) alta
concentracdo de macromoléculas, (2) forga ibnica e (3) mudangas quimicas ou
mecanicas na bicamada lipidica ou matriz extracelular e o citoesqueleto ao qual
ela esta acoplada (PEDERSEN; KAPUS; HOFFMANN, 2011).

Em condi¢des patoldgicas, as células mostram uma regulagdo de volume

enfraquecida e consequentemente exibem inchaco ou retracdo celular
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persistentes, normalmente acoplados a morte celular necrética ou apoptotica
(OKADA et al., 2001).

2.4.1 Regulacao do volume celular na retina de roedores

Atividade neuronal intensa esta associada com o decrescimento na
osmolaridade do fluido extracelular (DMITRIEV et al., 1999). A hipo-
osmolaridade, por sua vez, pode causar um aumento dos niveis
extracelulares de glutamato no tecido neural (HASKEW-LAYTON et al.,
2008). Sugere-se que o meio hipo-osmoético induza a liberacdo de
glutamato endégeno no tecido retiniano, o que pode levar ao inchago de
células bipolares (VOGLER et al., 2013). Na retina de ratos e
camundongos, o glutamato liberado por células de Muller induz o inchago
do soma de células ganglionares independente de um estimulo hipo-
osmotico (WURM et al. 2008; SLEZAK et al. 2012). Na retina de
porquinho-da-india, a aplicagdo de glutamato leva a um rapido inchago de
corpos celulares neuronais na CCG e na INL. Esse inchago induzido por
glutamato & causado por um influxo de ions através de receptores
ionotropicos, o0s quais estdo associados com fluxo de agua
(UCKERMANN et al., 2004).

Em condi¢des homeostaticas, as células de Miuller conseguem
regular seu volume celular ainda que a osmolaridade do meio seja
reduzida (HIRRLINGER et al., 2008). Esta regulagdo, em animais sadios
(e na auséncia de bloqueadores de canais de K¥), é possivelmente
mediada por um mecanismo endodgeno de sinalizagcdo purinérgica, uma
vez que, a delecdo do receptor purinérgico P2Y1 e do receptor de
adenosina A1 resulta em uma regulagdo de volume enfraquecida por
células de Miuller (WURM et al., 2010). Esta cascata purinérgica de
inibicdo de inchago, em condigdes hipo-osmdticas, pode ser engatilhada
por glutamato apos ativagdo de seus receptores metabotrdpicos.
(UCKERMANN et al., 2006; WURM et al., 2008). Tal fato sugere um papel
dual para este neurotransmissor: enquanto glutamato induz o inchago de

neurdnios, ele inibe o inchago de células de Muller (WURM et al., 2011).
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Porém, uma variedade de condi¢gbes patofisiologicas pode modificar
0s mecanismos osmorregulatérios das células de Muller da retina. E bem
estabelecido que o estimulo hipoténico induz o inchago osmético de
células gliais de Muller em modelos de retinopatia diabética e isquémica
(PANNICKE et al., 2004, 2006). Em retinas pés-isquémicas, a proteina
Kir4.1 — o principal canal de K" das células gliais retinianas — é regulada
negativamente. Por este motivo, as células ndo podem mais liberar ions
K" rapidamente, em condigbes hipotdnicas (o que iria dirigir o fluxo de
agua para fora da célula). A concentragcdo de K" intracelular & entdo
fixada em um nivel constante, a relativa osmolaridade do citoplasma
aumenta em comparagcdo ao ambiente hipoténico, agua entra na célula
via aquoporinas, e consequentemente as células incham (PANNICKE et
al., 2004). Condigbes de estresse oxidativo (na presenca de Hy0O, e
SNAP), presenca de mediadores inflamatérios (Acido araquidénico e
Prostaglandina E,) e bloqueadores de canais de K* (BaCl,) também
induzem inchago do soma de células de Muller em condi¢des hipotdnicas
(PANNICKE et al., 2004, 2005, 2006; KRUGEL et al., 2011)

Por outro lado, em condigbes nas quais as células de Mauller
perderam sua capacidade para a regulacdo de volume celular em meio
hipo-osmético, uma série de ligantes de receptores se mostraram efetivos
para recompor esta habilidade de regulacao de volume osmético (WURM
et al., 2011). Tal inibicdo de inchago hipo-osmoético ocorre por um
mecanismo de regulacdo de volume glutamatérgico-purinérgico mediado
por receptor. Resumidamente, a ativagcdo de receptores metabotrépicos
de glutamato (mGIuRs) pode estimular a liberacdo de ATP e adenosina.
Entdo, a respectiva ativagado autdcrina dos receptores P2Y1 e A1 leva a
abertura de canais de K* e CI gliais, evitando o inchago hipo-osmético
(UCKERMANN et al., 2006; WURM et al., 2008, 2010; KRUGEL et al.,
2010; BRUCKNER et al., 2012). Sugere-se que a principal forma de
remogédo do fluido retiniano é o transporte simultdneo de K e agua por
Kir4.1 e por meio do canal de agua glial, aquoporina-4, respectivamente
(KOFUJI et al., 2000; BRINGMANN et al., 2004).

Dentre os ligantes de receptores que se mostraram efetivos para

inibir o inchago osmatico retiniano, por meio da liberacdo de glutamato,
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ATP e adenosina, destacam-se o peptideo natriurético atrial,
neuropeptideo Y, esteroides sexuais e o fator de crescimento VEGF
(KALISCH et al., 2006; WEUSTE et al., 2006; UCKERMANN et al., 2006;
WURM et al., 2008; NEUMANN et al., 2010). A glicoproteina osteopontina
(OPN) e o fator de sobrevivéncia eritropoietina (EPO) s&o aptos para inibir
o inchago do soma de células gliais em condi¢gbes hipo-osmaticas, via
liberagcdo glial de VEGF, na retina de animais diabéticos e daqueles
submetidos & isquemia transitoria, respectivamente (KRUGEL et al., 2010;
WAHL et al., 2013).

Em meio hipertonico, as células de Muller exibem uma diminuicéo de
seus somas, sugerindo que estas células sédo desprovidas de um
mecanismo de regulacdo de volume enddégeno em condi¢cdes de
hiperosmolaridade (PANNICKE et al., 2004; VOGLER et al., 2013). Ja as
células bipolares da retina sao desprovidas de um mecanismo de
regulacdo de volume endégeno em ambos os casos (hiper e hipo-
osmolaridade). O soma destas células incha significativamente quando
submetido a condi¢des hipo-osmobticas ou ainda em meio iso-osmaético na
presenca de glutamato, como previamente mencionado. Além disso,
quando submetidas a um meio hiperosmético, seus somas diminuem de
tamanho (VOGLER et al., 2013).

2.5 O PAPEL DOS FATORES NEUROTROFICOS NA RETINA

Fatores neurotroficos sdo importantes agentes para a sobrevivéncia,
proliferacao, diferenciagcédo e fungédo de popula¢des neuronais e outras células
do sistema nervoso (WEN et al.,, 2012). Algumas classes de fatores de
crescimento, atualmente com efeitos bem estabelecidos em neurbnios e
células gliais, foram antes pensadas agirem somente em células do sistema
imune (SIEGEL et al., 2006). De fato, as citocinas s&o frequentemente referidas
como fatores de crescimento, mas o reverso ndo € necessariamente o caso.
Citocinas e fatores de crescimento sdo de alguma maneira similares em sua

estrutura e mecanismo de acdo. Ambos se ligam a receptores de superficie
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especificos e podem ainda compartiihar os mesmos componentes de
sinalizagdo intracelular (FRIES, 2009). Nos ultimos anos estes compostos
foram categorizados em varias classes, familias e superfamilias. O quadro 1
lista os principais fatores tréficos com reconhecida fungéo no sistema nervoso.

Diversos fatores de crescimento exibindo efeito neuroprotetor na retina
foram identificados. Observou-se que muitos deles se ligam a receptores com
atividade cinase, principalmente a classe das tirosino-cinases (Fig. 4, CHAUM,
2003). Alguns fatores Neurotréficos s&o aptos para inibir a apoptose e
promover a sobrevivéncia de neurbnios retinianos e fotorreceptores
(FAKTOROVICH et al.,1990; LAVAIL et al.,, 1992; DI POLO et al.,, 1998;
FRASSON et al, 1999; CHONG et al, 1999; DELYFER et al.,, 2005;
BRINGMANN et al., 2006; KOEBERLE; BAHR, 2008). Pela liberacéo de fatores
troficos, as células de Mdiller podem regular a morte e sobrevivéncia destas
células (KIRSCH et al., 1997; WAHLIN et al., 2001; BRINGMANN et al., 2006).
A tabela 1 mostra as func¢des de diferentes fatores tréficos na retina de ratos.

A seguir serao descritas as principais caracteristicas dos fatores troficos e
citocinas estudados no presente trabalho, bem como, alguns dos principais

papéis por eles exercidos no tecido retiniano.

2.5.1 Fator de crescimento do nervo (NGF)

Por volta de 1952, Levi-Montalcini sugeriu que certos tumores
liberavam fatores humorais, que ao atingirem os ganglios, promoviam um
crescimento intenso de fibras. Para testar esta hipotese, neurbnios
ganglionares simpaticos e sensoriais de embrides de galinha foram
cultivados em meio semi-solido, envolvidos por fragmentos de sarcomas
murinos. Em resposta, eles produziram um halo denso de fibras nervosas
entre 12-24 horas (LEVI-MONTALCINI, 1982).

O fator humoral liberado pelos dois sarcomas de camundongos foi
identificado pelo bioquimico Stanley Cohen. Por sua habilidade em induzir
um crescimento macigo de neuritos, este fator foi batizado como “Fator de

Promocédo do Crescimento do Nervo”, nome posteriormente encurtado
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Quadro 1. Fatores tréficos com reconhecidas atividades no sistema nervoso.

Neurotrofinas

Fator de crescimento do nervo (NGF)

Fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF)
Neurotrofina 3 (NT-3)

Neurotrofina 4 (NT-4)

Fator neurotréfico ciliar (CNTF)

Fator inibidor de leucemia (LIF)

Neurocinas Interleucina 6 (IL-6)

Cardiotrofina 1

Fator 1 de crescimento de fibroblasto
Fatores de

crescimento de
Fibroblasto

(acido, aFGF ou FGF-1)
Fator 2 de crescimento de fibroblasto
(basico, bFGF ou FGF-2)

Superfamilia do fator
de crescimento

transformante 8

Familia dos fatores de crescimento transformante 3
(TGF-B)

Proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs)

Fator neurotréfico derivado de linhagem celular glial
(GDNF)

Neurturina

Superfamilia do fator

de crescimento

Fator de crescimento epidérmico (EGF)

Fator de crescimento transformante a (TGF-a)

epidérmico Neuregulinas
Familia do fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF)
Grupo VEGF/PDGF

Familia do fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF)

Outros fatores

Fator de crescimento semelhante a insulina (IGF)
Eritropoietina (EPO)
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Dominio
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ss
Membrana
CITOSOL plasmatica
Dominio ‘ ‘ ‘ ‘ |
tirosina- | X
-cinase Dominio
serina —
treonina-
Receptor Receptor de Receptor Receptor ’ R
de EGF insulina, de NGF de FGF Receptor
receptor Receptor Receptor de TGFB
deIGF1 de PDGF, de VEGF
receptor
de MCSF
TIROSINA-CINASES SERINATREONINA-CINASE

Figura 4. Receptores com atividade cinase. Representacdo esquematica dos receptores tirosina-
cinases e receptor serinatreonina-cinase ativados por fatores de crescimento e citocinas com
reconhecidas atividades neuroprotetoras na retina. Sdo mostrados o tamanho e a localizagdo de seus
dominios cataliticos (em vermelho). Muitos destes receptores tém um dominio catalitico com 250
aminoacidos e sequéncia semelhante, sugerindo que tenham evoluido de uma cinase ancestral
comum. A regido N-terminal destes receptores estd voltada para o lado extracelular da membrana,
enquanto que a regido C-terminal esta localizada no lado citoplasmatico da membrana plasmatica.
EGF, Fator de crescimento epidérmico; IGF-1, fator de crescimento 1 semelhante a insulina; NGF,
fator de crescimento do nervo; PDGF, fator de crescimento derivado de plaquetas; MCSF, fator
estimulador de colénia de macroéfagos; FGF, Fator de crescimento de fibroblasto; VEGF, fator de
crescimento do endotélio vascular; TGF-3, Fator de crescimento transformante (3. Fonte: Modificado
de Alberts et al., 2010.
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Tabela 1. Efeitos Protetores de varios fatores neurotréficos em diferentes tipos celulares da retina de
rato, investigados na ultima década. CGR, células ganglionares da retina; CNTF, fator neurotréfico
ciliar; NT-4, neurotrofina 4; BDNF, fator neurotréfico derivado do encéfalo; TGF-B1, fator de
crescimento transformante B; NGF, fator de crescimento do nervo; VEGF, fator de crescimento do
endotélio vascular; IGF, fator de crescimento semelhante a insulina; EPO, eritropoietina; GDNF, fator
neurotréfico derivado de linhagem celular glial; PDGF, fator de crescimento derivado de plaquetas;
FGF-2, Fator 2 de crescimento de fibroblasto; IL-6, interleucina 6; GLAST, transportador de

glutamato/aspartato.

Efeito Tipo celular Fator Referéncia
Fotorreceptores VEGF Liliekvist-Soltic et al., 2008
CNTF, NT-4,
CGR BDNF Parrilla-Reverter et al., 2009
CGR TGF-B1 Walshe et al., 2011
CGR NGF Lambiase et al., 2009
Anti-apoptoético
CGR VEGF Foxton et al., 2013
CGR IGF-1 Yang et al., 2013
CGR EPO Chang et al., 2013
Nao determinado BDNF, NT-4 Oshitari et al., 2010, 2011
Nao determinado GDNF Wang et al., 2013
Fotorreceptores CNTF Lietal., 2010
Regeneragao CGR FGF-2 Sapieha et al., 2006
CGR IL-6 Leibinger et al., 2013
Diferenciagao CGR TGF-B1 Walshe et al., 2011
Proliferagao Células de Miiller PDGF Moon et al., 2009
Regulacio positiva Células de Miller BDNF Dai et al., 2012
de GLAST Células de Miiller GDNF Wang et al., 2013
Regulagﬁo de Células de Muller VEGF Wurm et al., 2008
Volume osmético gy ias de Miller EPO Krugel et al., 2010
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para “Fator de Crescimento do Nervo” (COHEN; LEVI-MONTALCINI;
HAMBURGER, 1954).

O NGF é uma proteina pertencente a familia das neurotrofinas,
responsavel pelo crescimento, proliferacéo, diferenciacéo, sobrevivéncia e
morte de diferentes tipos celulares (LEVI-MONTALCINI et al., 1996).

Duas classes de receptores transmembrana completamente distintas
podem mediar os efeitos do NGF: o receptor tirosina-cinase de alta
afinidade, TrkA, e o receptor de baixa afinidade, p75""~ (FREUND-
MICHEL; FROSSARD, 2008). Estes receptores podem funcionar
independentemente e com frequéncia desencadeiam resultados opostos,
onde TrkA quase sempre promove sobrevivéncia e diferenciacéo, e
p75N™R promove apoptose (ALl et al., 2008; COASSIN et al., 2008;
LEBRUN-JULIEN et al., 2009; BAI et al., 2010). No entanto, quando estes
receptores sao co-expressos podem formar complexos, alterando a
sinalizacdo de ambas as partes (HUANG; REICHARDT, 2003). Ademais,
observou-se que a ativacdo de p75"'" pode ter efeitos de pré ou anti-
sobrevivéncia na retina, dependendo do modelo experimental estudado
(WEXLER et al., 1998; HARADA et al., 2000, 2002; ALLINGTON et al.,
2001). Atualmente, sabe-se que a partir da ligagcado ao seu receptor TrkA,
o NGF pode estimular multiplas vias de sinalizagdo. Ao contrario, o papel
de p75"™R & consideravelmente mais enigmatico, em parte porque p75"™}
€ desprovido de atividade cinase, ndo utilizando vias de sinalizagao
convencionais, e pode também interagir com varios co-receptores (CUI,

5NTR esta no fato de

2006). Outra diferenga interessante entre TrkA e p7
que cada uma das pré-neurotrofinas e neurotrofinas maduras € capaz de
ser ligar e ativar o receptor p75"'~, enquanto que TrkA é especifico para
NGF (REICHARDT, 2006).

A ativacéo do receptor TrkA por NGF leva a dimerizacéo do receptor
e ativacdo de sua atividade cinase. Cada dominio cinase de ambos
mondmeros induz a fosforilacdo de residuos de tirosina do dominio
contralateral. Outras tirosinas expressas fora do dominio cinase levam a
ativacdo de trés principais vias de sinalizagdo, a via cinase do
fosfatidilinositol 3 (PI3K)/Akt, a via Ras/Map-cinase (Ras/ERK), e a via da

fosfolipase C (PLC), que leva ao aumento dos niveis intracelulares de
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Ca?* e ativacdo de (1) proteina cinase dependente de Ca** e calmodulina
(CaMK) e/ou (2) Proteina cinase C (PKC) (REICHARDT, 2006).

A ativacdo de p75""R por NGF desencadeia duas principais vias de
sinalizagdo, por meio da ativacdo de c-Jun N-terminal cinase (JNK) ou
pela ativagcdo do fator de transcrigdo NF-kB. A primeira envolve a
fosforilacdo de proteinas apoptoticas, liberagdo de citocromo c e ativagéo
de caspases (ROUX; BARKER, 2002). Ja ativacdo de NF-kB resulta da
inducdo de trés principais vias: pelo recrutamento de TRAF6 (Fator 6
Associado ao Receptor TNF), com ativacdo da proteina cinase associada
a IL-1 (IRAK), pelo recrutamento de RIP-2, e pela ativagao de PI3K e Akt
(FREUND-MICHEL; FROSSARD, 2008).

O NGF e seus receptores estéo localizados em numerosas areas do
sistema visual. No tecido retiniano, é produzido por algumas células
neuronais e glia de Mduller, bem como pelo epitélio pigmentar (RUIZ-
EDERRA et al.. 2003; MICERA et al., 2004; AGARWAL et al., 2007;
LEBRUN-JULIEN et al., 2009; MORILLO et al., 2010).

Em modelos de diabetes experimental e humano, o estresse
oxidativo engatilhado por peroxinitrito leva a neurodegeneracgao retiniana,
pela diminuigdo da fosforilagdo de TrkA, devido a nitragdo de tirosinas e
consequente inibicao da sinalizagdo de sobrevivéncia do NGF (ALl et al.,
2008). Além disso, o tratamento de ratos diabéticos com NGF previne a
apoptose em células de Miller e ganglionares, e também a perda de
pericitos (HAMMES et al., 1995). O NGF retarda a degeneragdo de
células retinianas em ratos com retinose pigmentada (LENZI et al., 2005)
e protege as células ganglionares da retina da morte celular em glaucoma
experimental e isquemia retiniana, bem como, ap6s descolamento da
retina e transecgdo do nervo Optico (SILIPRANDI et al, 1993;
CARMIGNOTO et al.,, 1989; SUN et al.,, 2007; SIVILIA et al., 2009;
COLAFRANCESCO et al., 2011a,b). Igualmente, o NGF, via ativacédo de
TrkA, protege os neurdnios retinianos da excitotoxicidade (KOKONA et
al., 2012), e age também como antioxidante, protegendo neurdnios e
células do EPR contra o estresse oxidativo. Ademais, impede a apoptose
de células de Miller induzida por oxidantes (PAN; PEREZ-POLO, 1993;
SAMPATH et al., 1994; MATTSON et al., 1995; GIARDINO et al., 1998;
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CAO et al., 2011). A tabela 2 exibe alguns trabalhos que mostram o efeito
protetor do NGF sobre a redugdo do numero de células nas diferentes

camadas da retina em varios modelos de degeneracgao retiniana.

2.5.2 Fator 2 de crescimento de fibroblasto (FGF-2, bFGF)

O fator de crescimento do fibroblasto 2 (FGF-2), também conhecido
como FGF basico (bFGF) € um fator de crescimento multifuncional o qual
pertence a familia FGF1-2 da superfamilia dos fatores de crescimento de
fibroblasto (FGFs) (WOODBURY; IKEZU, 2014). Em humanos, FGFs sao
codificados por 22 genes, FGF-1-14 e FGF16-23, e sdo subdivididos em
sete subfamilias (RAJU et al., 2014).

bFGF possui efeitos pleiotropicos em diferentes tecidos e o6rgaos,
incluindo efeitos angiogénicos e um importante papel na diferenciacao e
funcionalidade do SNC (WOODBURY:; IKEZU, 2014). Este fator exerce
seus efeitos por meio da ativacédo de receptores tirosina-cinases de FGF
(FGFR1-4) em cooperagdo com heparina ou proteoglicano de heparam
sulfato (RAJU et al., 2014). Na retina, bFGF foi encontrado em astrécitos,
células de Miuller, células ganglionares e células do epitélio pigmentar
(WALSH; VALTER; STONE, 2001). A expresséo de bFGF é aumentada e
este fator & rapidamente liberado no tecido retiniano em condicdes
hipoxico-isquémicas e injuria retiniana (GELLER;LEWIS; FISHER, 2001;
WALSH; VALTER; STONE, 2001; YAFAI et al., 2013).

bFGF promove a sobrevivéncia de fotorreceptores em ratos
distréficos (FAKTOROVICH et al., 1990; SAKAI et al., 2007), bem como,
protege fotorreceptores de ratos e camundongos contra danos induzidos
por exposicdo a luz (LIU et al., 1998; O’'DRISCOLL et al., 2008) e também
de camundongos expostos a hiperoxia (YAMADA et al., 2001).

A principio, bFGF é considerado neuroprotetor na retina e a sua
liberacdo em condigbes de injuria ou doenga poder representar uma
tentativa de regeneracéo celular, entretanto, bFGF pode também causar
danos secundarios ao tecido. Este fator pode induzir o crescimento de

vasos aberrantes durante a neovascularizagcdo, a proliferacdo e
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Tabela 2 — Efeito protetor do NGF sobre a reducgdo de diferentes tipos celulares na retina em varios
modelos de injuria retiniana em ratos. O numero de células na retina foi contado apds o tratamento
com NGF. Todos os ftrabalhos mostraram um numero maior de células retinianas apds a
administragdo de NGF quando comparados a retinas n&o-tratadas. *A sobrevivéncia de
fotorreceptores foi estimada pela espessura da CNE. FR, fotorreceptores; CNE, camada nuclear
externa; CH, células horizontais; CGR, células, ganglionares da retina; CNI, camada nuclear interna,

CCG, camada de células ganglionares.

Administragao de NGF

Célula/ A
Modelo Referéncia
Camada s o Tempo de
Aplicacao
tratamento
Retinose * Injecao Dias alternados ;
Pigmentada FR(CNE)"™  (etrobulbar (8 dias) Lenzi et al., 2005
Excitotoxicidade CH _Injecao 241 Kokona et al.,
intravitrea 2012
Topica 2 vezes ao dia Colafrancesco et
CGR (colirio) (3 semanas) al., 2011a
Glaucoma CGR Topica 2 vezes ao dia Colafrancesco et
(colirio) (7 dias) al.,, 2011b
CGR Topica 4 vezes ao dia Lambiase
(colirio) (7 semanas) et al., 2009
Isquemia retiniana CGR . Injegfao Injegag unica .24h Sivilia et al., 2009
intravitrea pos-isquemia
. Injegéo A cada 2.3 dias Carmignoto
Qxoteis CEiR intraocular (5-7 semanas) et al., 1989
Retinopatia CGR Topica 2 vezes ao dia Colafrancesco et
Diabética (colirio) (3 semanas) al., 2011a
Descolamento CNE/ CNI/ Injecao .
Retiniano CCG intravitrea ~ /\C3da4dias - Sunetal, 2007
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desdiferenciacdo de células de Miller, e possivelmente o aumento dos
niveis de glutamato devido a regulacdo negativa de glutamina sintetase
(BRINGMANN et al., 2009b).

2.5.3 Fator de crescimento epidérmico (EGF)

O fator de crescimento epidérmico (EGF) foi descoberto em 1962
por Stanley Cohen, isolado e identificado como uma pequena proteina
secretada, rica em pontes dissulfeto, capaz de aumentar o crescimento
epidérmico e a queratinizacdo (RONGO, 2011).

O EGF se liga ao receptor de EGF (EGFR), pertencente a familia do
receptor tirosina-cinase ERBB (homologo do oncogene viral da leucemia
eritroblastica), uma familia composta por quatro membros: EGFR (ErbB1),
ErbB2, ErbB3 e ErbB4. Outros ligantes para estes receptores incluem o
fator de crescimento semelhante ao EGF ligado a heparina (HB-EGF), o
fator de crescimento transformante-a (TGF-a), a anfiregulina, betacelulina,
epiregulina e as neuregulinas 1 a 4 (NRGs) (LU; KANG, 2010).

As pesquisas sobre o papel exercido pelo EGF na retina estiveram
principalmente direcionadas para o efeito proliferativo deste fator em
células do epitélio pigmentar (LIANG et al., 2010) e células gliais de Miller
(KARL et al., 2008). Muitos destes estudos buscaram investigar os
mecanismos subjacentes ao desenvolvimento de doencgas oculares
proliferativas e neurogénese.

Em experimentos in vitro observou-se que a sinalizagéo engatilhada
por EGF-EGFR esta envolvida no crescimento, diferenciacao, proliferagéo
e sobrevivéncia de células do RPE (LESCHEY et al., 1990; DEFOE;
GRINDSTAFF, 2004; SPRAUL et al., 2004; LIANG et al., 2010).

Ambos EGF e o receptor tirosina-cinase de EGF s&o expressos na
retina em desenvolvimento (ANCHAN et al.,1991; LILLIEN 1995) e estdo
envolvidos na neurogénese retiniana promovendo a proliferacdo de
progenitores retinianos (ANCHAN et al.,1991), tanto quanto, retardando a
diferenciacdo destes progenitores em bastonetes (AHMAD; DOOLEY;
AFIAT, 1998). O efeito mitogénico do EGF em células de Muller foi
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observado em diferentes espécies de mamiferos (UEKI;, REH, 2013;
CLOSE et al. 2005; SCHERER; SCHNITZER 1994; MILENKOVIC et al.
2003; HOLLBORN et al. 2005). Ap6s dano retiniano induzido por NMDA,
in vivo, EGF aumenta a proliferacdo de células de Mdiller as quais se

diferenciam em células amacrinas (KARL et al., 2008).

2.5.4 Fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) foi identificado
em 1974 como um fator de crescimento sérico para fibroblastos, células
musculares lisas e células gliais. Os membros da familia PDGF incluem
os homodimeros PDGF-AA, -BB, -CC, -DD, e o heterodimero PDGF-AB
(ANDRAE; GALLINI; BETSHOLTZ, 2008; FUNA; SASAHARA, 2014).

As isoformas de PDGF exercem seus efeitos por meio da ligacéo a
dois tipos de receptores tirosina-cinase: o receptor PDGFR-a, o qual liga
as cadeias A-, B- e —C, e o receptor PDGFR-3, o qual liga as cadeias B- e
D- (ANDRAE; GALLINI; BETSHOLTZ, 2008). A ligacdo de PDGF a estes
receptores leva a dimerizagdo dos mesmos, sendo que PDGF-AA, -AB, -
BB e -CC induzem a formacdo de homodimeros de receptores-aaq,
enquanto que PDGF-BB e PDGF-DD levam a dimerizagédo de receptores-
BB, e por fim, PDGF-AB, -BB, -CC e —DD promovem a formagédo de
heterodimeros de receptores-af3 (HELDIN, 2013).

Durante o desenvolvimento da retina, a inibicdo da sinalizagdo de
PDGF reduz a proliferacdo e migracdo de astrocitos, sugerindo que este
fator é importante para a formagcdo de uma rede de interacdo entre
astrocitos e RGC (FRUTTIGER et al.,, 1996). Por outro lado, alguns
trabalhos sugerem que a aumentada proliferacéo de astrocitos (YAMADA
et al., 2000) e células de Muller (MOON et al., 2009) estimulada por PDGF
pode contribuir para a indugao de gliose reativa com efeitos protetores,
mas também prejudiciais (BRINGMANN et al., 2009b).

Na retina adulta, a isoforma PDGF-C exibe efeitos protetores em
CGR e neurénios localizados na CNI e CNE, reduzindo a morte neuronal

induzida por axotomia e excitotoxicidade (TANG et al., 2010). Em modelo
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de degeneracédo retiniana focal e progressiva, que simula certas
caracteristicas da degeneragdo macular relacionada a idade (DMRI), a
isoforma PDGF-C igualmente inibe a degeneracao de fotorreceptores pela
supressao de vias apoptéticas (WANG et al., 2014). Injecbes intravitreas
das isoformas PDGF-AA e -AB também exibiram efeitos neuroprotetores
na retina, aumentando a sobrevivéncia de CGR em modelo de glaucoma
(JOHNSON et al., 2014).

2.5.5 Fator neurotrofico derivado de linhagem celular glial (GDNF)

O GDNF foi purificado em 1993 a partir de linhagem celular de
glioma de rato e caracterizado como um fator capaz de promover a
sobrevivéncia de neurdnios dopaminérgicos embrionarios (LIN et al.,
1993).

O GDNF e outros ligantes da familia GDNF (artemina, neurturina e
persefina) pertencem a superfamilia do fator de crescimento
transformante- (TGF-B) (ALLEN et al., 2013). Estes quatro ligantes agem
por meio do acoplamento ao receptor RET (Receptor Tirosina-cinase),
que para ser ativado requer a associagcao com um dos quatro subtipos de
uma classe de co-receptores conhecidos como receptores-a da familia
GDNF (GFRa1-4). Assim, o GDNF exerce seus efeitos por meio da
ligacdo a GFRa1 e formagdo de um complexo com RET (AIRAKSINEN;
SAARMA, 2002).

Na retina, GDNF foi localizado em CGR, nos segmentos externos de
fotorreceptores, em células do EPR, bem como, em células de Muller e
astrocitos (KOEBERLE; BALL, 2002; BRINGMANN et al., 2009b). Este
fator reduz a apoptose e aumenta a sobrevivéncia de CGR ap6s axotomia
(KOEBERLE; BALL, 2002), e igualmente diminui a degeneragdo de
fotorreceptores em modelo murino de retinose pigmentada (FRASSON et
al., 1999) e descolamento retiniano (WU et al., 2002). GDNF também se
mostrou protetor em modelo de retinopatia diabética, diminuindo o

numero de células apoptéticas (WANG et al., 2013).
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O papel neuroprotetor do GDNF na retina foi sugerido acontecer por
efeitos diretos e indiretos. Seus efeitos indiretos poderiam ocorrer por
meio da ativacéo de células de Muller (HAUCK et al., 2006). Isto porque,
o GDNF modula a liberacao de fatores troficos por células de Miuller
(HARADA et al.,, 2003) e aumenta os niveis proteicos (KOEBERLE;
BAHR, 2008) e RNAm (DELYFER et al., 2005) dos transportadores de
glutamato em cultura de células de Mailler. Ademais, GFRa-1 é
predominantemente expresso por células de Miller, sugerindo que estas
células sédo o principal alvo para o fator (KOEBERLE; BALL, 2002). Nao
obstante, efeitos diretos do GDNF sobre a sobrevivéncia de
fotorreceptores também foram reportados (POLITI; ROTSTEIN; CARRI,
2001).

2.5.6 Fator de crescimento transformante-1 (TGF-31)

Originalmente chamado fator de crescimento de sarcoma, TGF- foi
descoberto em 1983 em células neoplasicas. Posteriormente observou-se
que este fator era capaz de induzir o crescimento de fibroblastos e a
producao de colageno (KUBICZKOVA et al., 2012).

TGF-B € um participante-chave nas cascatas de sinalizacdo que
precedem eventos apoptoéticos e aqueles de proliferacado e diferenciagéo
celular, tanto durante o desenvolvimento embrionario quanto na
homeostase do tecido adulto (KUBICZKOVA et al., 2012; ZHAO; CHEN,
2014). Este fator pertence a uma superfamilia de citocinas composta por
mais de 30 membros estruturalmente relacionados, incluindo o TGF-[3, as
ativinas, a proteina nodal, as proteinas morfogenéticas ésseas (BMPs), a
familia GDNF, entre outros (BOECK; DIJKE, 2012; ZHAO; CHEN, 2014).

Trés isoformas deste fator foram identificadas em mamiferos (TGF-
B1-3) e dentre elas TGF-B1 destaca-se como uma citocina pleiotrépica
com importantes propriedades imunoreguladoras. Todas trés isoformas
do TGF-B funcionam por meio das mesmas vias de sinalizagao ativadas
por receptor (YOSHIMURA; WAKABAYASHI; MORI, 2010; KUBICZKOVA

et al., 2012). A transdugao dos sinais eliciados por TGF-3 ocorre por meio
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de receptores serina-treonina-cinases pertencentes a familia dos
receptores TGF-B (TGF-BR), dividida em trés subfamilias: tipo | (TBRI), Il
(TBRI) e 1l (TBRIII) (ZHAO; CHEN, 2014; KUBICZKOVA et al., 2012).

Sabe-se que as células de Miuller liberam TGF-B1 in vitro
(ABUKAWA et al., 2009) e que as CGR de rato e camundongo expressam
TGF-B1 durante o desenvolvimento poés-natal (GORDON-THOMSON et
al., 1998; GUERIN et al., 2001; CLOSE et al., 2005). Contudo, a
participacéo da sinalizacdo de TGF-B na sobrevivéncia e diferenciacao de
CGR em cultura é conflitante, uma vez que, TGF-1 (WALSHE; LEACH;
D’AMORE, 2011) e TGF-p2 (BRAUNGER et al., 2013) foram mostrados
diminuir a morte celular programa de CGR quando administrados em
baixa concentracdo (até 10 ng/ml), mas quando ambas as isoformas
foram administradas em uma concentragdo cinco vezes maior, nenhum
efeito protetor em CRG foi observado (KERRISON et al., 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do NGF sobre a regulagdo do volume celular glial e
neuronal em condi¢des hipotdnicas em retinas isquémicas ou perfundidas com
cloreto de bario, bem como, identificar a via de sinalizagcdo envolvida neste

fenémeno.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a distribuigdo da proteina NGF e a localizagdo de seus
receptores TrkA e p75"'R no tecido retiniano e células isoladas da retina
de rato, observando-se a sobreposicdo com anticorpos direcionados
contra proteina fibrilar glial acida (GFAP), glutamina sintetase (células

gliais) e PKC-a (células bipolares);

e Analisar o perfil temporal de liberacdo de adenosina em retinas controles
e retinas pré-tratadas com BaCl,, submetidas a perifusdo em solugéo

hipo-osmolar.

e Investigar as mudancas de volume celular do soma das células de Muller
e células bipolares da retina, em resposta a perfusdo com solugéo
hipoténica contendo BaCl,, na presenca de NGF, utilizando-se fatias de

retina, bem como, células isoladas;

e Examinar a dependéncia de concentracédo do efeito do NGF sobre as
mudancgas de volume celular osmoético em células de Miller e células

bipolares da retina;

e Verificar as mudangas de volume celular do soma das células de Miller e
células bipolares, em resposta a perfusdo com solugdo hipoténica, na

presenca de NGF, utilizando-se fatias de retinas pds- isquémicas;
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Avaliar se o efeito do NGF sobre o volume celular glial é mediado pelos
receptores TrkA ou p75"'R, utilizando-se o inibidor de TrkA ou TAT-Pep5,
( antagonista de p75""?);

Determinar se o efeito do NGF & mediado pela transativagdo de
receptores de glutamato usando-se o bloqueador de mGIluRs (LY341495);

Confirmar se o efeito do NGF é dependente da sinalizacéo de receptores
purinérgicos, pela perfusdo com o antagonista seletivo de P2Y1
(MRS2179) e com o antagonista do receptor de adenosina A1 (DPCPX);

Examinar se o efeito do NGF € mediado por transativacéo do receptor de

bFGF empregando o bloqueador seletivo, PD173074;

Determinar se o préprio bFGF pode regular o edema citotéxico em células

de Mdller e células bipolares isoladas da retina;

Investigar se o possivel efeito inibitério do bFGF sobre o edema citotoxico
de células de Muller isoladas ocorre anterior ou posteriormente a ativagéo

de receptores A1 de adenosina;

Investigar se outros fatores soluveis (EGF, PDGF, GDNF e TGF-B1) séo
aptos para regular o inchago osmaético de células bipolares em fatias de

retina e células isoladas;

Averiguar se NGF e bFGF sao aptos para regular o volume celular na
retina por meio da abertura de canais ibnicos, utilizando-se um
N

bloqueador de canal de CI- (NPPB) e um bloqueador de canal de K

(Clofilio) em células isoladas;

Aferir se bFGF é apto para regular o volume celular glial por meio da

ativacéo de PKA, utilizando-se o bloqueador H-89;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ANIMAIS

Ratos Long-Evans (250-350 g, machos e fémeas) foram mantidos com
livre acesso a agua e alimentos, em temperatura controlada, ciclo claro-escuro
de 12 horas e mortos em cédmara de didoxido de carbono. Todos os
experimentos foram realizados de acordo com as normas alemaes apropriadas
para o uso ético e cuidado com animais de laboratério (Conselho Diretivo de
Comunidades Européias 86/609/EEC). Os experimentos foram submetidos a
aprovacao das autoridades locais (Landesdirektion) e Faculdade de Medicina
da Universidade de Leipzig. Todos os esforgos foram feitos para diminuir o
numero de animais utilizados e minimizar seu sofrimento.

Para a quantificacdo dos niveis de adenosina, foram utilizados ratos
Wistar adultos (240-280g), e os experimentos submetidos ao Comité de ética
em Pesquisa com Animais de Experimentacdo da Universidade Federal do
Para (CEPAE-UFPA).

4.2 IMUNOHISTOQUIMICA

Todos os procedimentos adotados durante as imunomarcagdes foram
realizados de acordo com o protocolo descrito por Wahl et al. (2013).

Apoés dissecgdo, retinas controle foram fixadas em paraformaldeido 4%
por 1 h. Depois de varias lavagens em tampao fosfato salino (PBS), os tecidos
foram embebidos em agarose 3% e os cortes (70 uym) feitos em um vibratomo.
Estes cortes foram incubados em PBS contendo Triton X-100 0,3 % e DMSO
1%, acrescido de soro de cabra normal 5% por 1h, em temperatura ambiente.
Subsequentemente, os cortes foram incubados com os anticorpos primarios,
overnight a 4 °C, e ap6s varias lavagens com BSA 1%, os anticorpos
secundarios foram aplicados overnight a 4 °C. Em seguida, os cortes foram
lavados em PBS, montados em laminas de microscopia e visualizados em

microscopio confocal de varredura a laser (Laser Scanning Microscope, LSM
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510 META; Zeiss, Oberkochen, Germany). O controle de marcagdes
inespecificas foi feito apds incubacdo apenas com o anticorpo secundario. A
tabela 3 mostra todos os anticorpos utilizados neste trabalho e suas

respectivas concentragdes de uso.

4.3 IMUNOCITOQUIMICA

Para obtencao de células isoladas, os tecidos retinianos foram incubados
por 30 min em PBS livre de calcio e magnésio, contendo papaina 0,4 mg/ml a
37 °C. Apos curta incubacado em salina suplementada com DNase | (200 U/ml),
os tecidos foram fixados em paraformaldeido 4% por 10 min. Apds varias
lavagens com PBS, o tecido foi entdo dissociado mecanicamente. A suspenséo
de células foi aplicada em Iaminas de microscopia demarcadas com caneta de
tinta impermeavel, e usadas ap6s secagem ao ar livre.

As células foram bloqueadas e permeabilizadas por 1 h com soro de
cabra normal 5%, Triton X-100 0.03%, e DMSO 1%, em temperatura ambiente.
Subsequentemente, as laminas foram incubadas com os anticorpos primarios
overnight a 4 °C, e apo6s lavagem em BSA 1%, os anticorpos secundarios
foram aplicados overnight a 4 °C (Tabela 3). Os cortes foram recobertos com

laminulas e fotografados por LSM.

4.4 ENSAIO DE LIBERAGAO DE ADENOSINA

4.4.1 Perifusao dos tecidos retinianos

Utilizou-se um sistema de perifusdo de 4 canais contendo camaras
de acrilico com fundo revestido por membrana semipermeavel, bomba
peristaltica, a qual permite a perifusdo do tecido em uma taxa de fluxo
constante, e banho-maria para o controle da temperatura (Figura 5). O
sistema de perifusdo possibilita a rapida troca de meio, permitindo que um

mesmo tecido seja banhado em diferentes tipos de solugao.
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Tabela 3. Lista de anticorpos primarios e secundarios utilizados nas imunomarcagbes e suas

respectivas concentragdes de uso. Ac 1° anticorpo primario; GS, Glutamina Sintetase; PKCaq,

Proteina Cinase C-a; GFAP, proteina fibrilar glial acida; NGF, fator de crescimento do nervo.

Alvo Anticorpo Primario Uso Fabricante
Células de Muller mouse-anti-GS 1:200 Merck Milipore
Células bipolares mouse-anti-PKCa 1:200 Santa Cruz Biotech

Astrécitos mouse-anti-GFAP 1:200 Sigma-Aldrich

NGF rabbit-anti-NGF 1:100 Santa Cruz Biotech

Receptor TrkA rabbit-anti-TrkA 1:100 Santa Cruz Biotech
Receptor P75NR rabbit-anti-p75"'R 1:100 Promega
Alvo Anticorpo secundario Uso Fabricante
Ac 1° Mouse Goat-anti-mouse-Cy* 1:100 Jackson Immuno Res
AC 1° Rabbit Goat-anti-rabbit-Cy? 1:200  Jackson Immuno Res
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Figura 5. Representacdo esquematica do sistema de perifusdo. A solugdo extracelular pode ser

continuamente bombeada em um fluxo constante, passando através do tecido retiniano aderido ao

fundo da cadmera de perifusdo. Estas camaras estéo inseridas em um banho-maria permitindo assim

o controle da temperatura. A solugéo extracelular que banha o tecido pode entéo ser colhida no fluxo

de saida e utilizada para ensaios de cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE). Insergéo:

Ampliacdo da cAmara de perifusdo com fundo revestido por membrana semipermeavel.
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Quatro diferentes meios foram utilizados para a perifusdo dos tecidos:
Solugdo extracelular iso-osmolar com ou sem cloreto de bario (1 mM) e
solugéo hipo-osmolar com ou sem cloreto de bario.

Apo6s disseccado, cada retina integra foi colocada em uma camara de
perifusdo individual e condicionada em solugédo extracelular iso-osmolar
(com ou sem bario) por 10 minutos. Em seguida, os tecidos foram
perifundidos a 1 ml/min em um total de 330 segundos. Apés 60 segundos
de perifusdo, a solugdo iso-osmolar com ou sem bario foi substituida pela
solugao hipo-osmolar com ou sem bario, respectivamente.

As perifusbes foram realizadas em temperatura ambiente e as
fragcbes obtidas a cada 30 segundos, sendo estocadas a — 20 °C até o

momento dos ensaios cromatograficos para deteccado de adenosina.

4.4.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (CLAE)

A liberagdo de adenosina pelos tecidos retinianos foi quantificada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (CLAE). A detecgéo de adenosina
foi baseada no protocolo de Xue et a. (2009), com algumas modifica¢des.
Os parametros utilizados para validar a quantificagdo de adenosina por
CLAE - tempo de retencéo, linearidade da curva de calibragao, limite de
deteccédo e quantificacdo, exatiddo, precisao, especificidade, ensaio de
recuperacéo e estabilidade — foram previamente estabelecidos em nosso
laboratorio.

Utilizou-se cromatografo liquido de alta eficiéncia Shimadzu,
equipado com bomba (LC20-AT), detector de ultravioleta (UV),
degaseificador (DGU-20A5), médulo comunicador (CBM-20A), injetor de
amostras Rheodyne, com alca de injecdo de 20 pL, coluna analitica C18
(Shimadzu, Shim-Pack VP-ODS, dimenséo 250 x 4,6 mm), um sistema de
aquisicao de dados LC-Solution e uma microsseringa de 50 pl (Hamilton).
Foram adotadas corridas isocraticas com tempo total de 10 min, fase
movel composta por 70% de metanol, fluxo de corrida a 0,8 ml/min e
deteccdo a 257 nm. As amostras contendo acido tricloroacético 1% foram

centrifugadas a 5000 rpm por 10 min e os sobrenadantes retirados e
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estocados a - 20 °C para dosagens posteriores. Os niveis de adenosina
das amostras foram calculados com base nos valores de altura do pico,
por meio da equacdo da reta obtida pela curva de calibracdo de
adenosina (0,5; 1; 5; 10; 50 e 100 uM).

4.5 MODELO EXPERIMENTAL DE ISQUEMIA-REPERFUSAO RETINIANA

A inducado de isquemia retiniana transitéria foi realizada como descrito por
Pannicke et al. (2004), adotando-se um modelo de elevacdo da pressao
intraocular acima da pressao arterial sistémica, capaz de bloquear a circulacao
sanguinea retiniana (FLOWER; PATZ, 1971).

O processo isquémico ocorreu no olho direito de ratos adultos enquanto o
esquerdo permaneceu nao-tratado, servindo como controle. Os animais foram
anestesiados com quetamina intramuscular (50 mg/Kg de peso corporal) e
xilazina (3 mg/Kg). A camara anterior do olho tratado foi canulizada a partir da
pars plana com uma agulha de infusdo (30 gauge), conectada a uma bolsa
contendo salina normal. A presséo intraocular foi aumentada para 160 mmHg
por 60 min, pela elevagdo da bolsa de salina. Trés dias apos reperfuséo os
animais foram mortos, seus olhos removidos, e os tecidos retinianos foram

dissecados e utilizados para o preparo de fatias de retina.

4.6 PREPARO DAS FATIAS DE RETINA

As fatias de retina foram preparadas a partir do tecido retiniano
proveniente tanto de animais isquémicos como de animais controle.

Logo apos a dissecgédo da retina, pedacos do tecido (5 x 5 mm) foram
colocados com o lado dos fotorreceptores voltado para filtros de membrana
(ésteres de celulose mistos, tamanho do poro 0.45 ym, 50 mm de diametro;
Schleicher & Schuell MicroScience, Dassel, Germany). As fatias de retina
(espessura 1 mm) foram feitas a partir dos tecidos aderidos a membrana por
meio de uma guilhotina, equipada com lamina de acgo (Fig. 6a).

Para os registros das alteragcbes de volume celular, cada fatia de
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Figura 6. Aparatos utilizados para analise da mudanca de volume celular em fatias de retina. (a)
Representacéo esquematica do tecido retiniano aderido a filtros de membrana. A direita, exemplo de
fatias de retina (1 mm). (b) Representagdo esquematica do sistema de superfusdo e camaras
utilizados para os experimentos de mensuragao do tamanho dos somas de células de Miller e células

bipolares da retina de rato. Esquerda, visao lateral. Direita, visdo superior da cdmara de registro.
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membrana foi colocada individualmente em uma camara de superfusdo e
mantida submersa em solugéo extracelular, presa por prendedores de plastico
(Fig. 6b).

4.7 PREPARO DE CELULAS RETINIANAS ISOLADAS

Imediatamente ap6s a dissecgdo, as retinas foram incubadas em PBS
livre de calcio e magnésio (pH 7,4), contendo papaina (0,2 mg/ml) por 30 min a
37 °C. Apds este periodo de incubacéo, o tecido foi lavado varias vezes com
PBS e incubado por 2 min em salina suplementada com DNase | (200 U/ml).
Em seguida, os tecidos foram dissociados mecanicamente em solugao
extracelular, utilizando-se ponteira de poro largo, obtendo-se entdo uma
suspensao de células isoladas.

Laminas de microscopia adaptadas para perfusdo foram recobertas com
laminulas e preenchidas com as células dissociadas. Apos o intervalo de 10-15
min para aderéncia das células as laminas, os procedimentos de analise das
alteracbes de volume celular foram iniciados. Estas suspensbes celulares
podem ser estocadas a 4 °C em meio minimo essencial sem soro (Sigma) para
o uso em até 2 h.

Para uma suspensdao contendo predominantemente células gliais, a
dissociacdo mecanica pode ser feita com uma intensidade maior, o que leva a
destruicédo por trituracdo da maioria das células neuronais. As células gliais de
Muller e células bipolares foram identificadas na suspenséo retiniana de acordo
com suas caracteristicas morfologicas. As células de Miller, por exemplo,
consistem de dois processos que se ramificam em dire¢des opostas, com
origem a partir do soma celular, com um pé-terminal no fim de um dos
processos (NEWMAN; REICHENBACH, 1996).

4.8 SOLUGOES

Um sistema de perfusdo mantido por gravidade com multiplos

reservatorios foi usado para perfundir continuamente a cAmara de registro com
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solugdo extracelular. Substancias testes foram aplicadas pela mudancga rapida
de meio de perfusdo (Tabela 4). A solugao de incubacao dentro da camara de
registro foi totalmente trocada dentro de 2 min. A solugéo extracelular consistiu
de NaCl 136, KCI 3, CaCl;, 2, MgCl, 2, HEPES 10 e glicose 11 (mM), ajustada
com Tris, pH 7,4. A solucdo hipo-osmolar (60% da osmolaridade do controle)
foi feita pela adigdo de agua destilada. BaCl, (1 mM) foi adicionado as solugbes
iso e hipo-osmolar e as fatias de retina foram pré-incubadas em solugéo iso-
osmotica, contendo BaCl, por 10 min, antes do inicio dos registros. Os
antagonistas foram pré-incubados por 15-45 min, j4 os agonistas foram

aplicados simultaneamente com a solugao hipo-osmotica.

4.9 ANALISE DAS ALTERACOES DE VOLUME CELULAR

Todos os experimentos foram realizados em temperatura ambiente (20-23
°C), seguindo o protocolo descrito por Vogler et al. (2013). O tamanho do soma
das células de Miller e do soma das células bipolares foi registrado para se
determinar as mudancgas de volume induzidas por meio hipo-osmatico.

O soma das células de Miuller foi localizado na parte central da CNI,
enquanto que o soma de células bipolares foi localizado na parte mais externa
desta camada. Os processos externos de ambos os tipos celulares exibem
diferente morfologia — células bipolares possuem estrutura dendritica, enquanto
que células de Muller possuem processos citoplasmaticos bem finos (WAHL et
al., 2013; CUENCA et al., 2014).

Para visualizacdo das células, as fatias de retina e as suspensbdes
celulares foram incubadas por 3 min com o corante vital clorometil-
tetrametilrosamina (MitoTracker® Orange — MTO, Molecular Probes) a 1 pM,
dissolvido em 0,1% de dimetilsulféxido (DMSO) e PBS. Em seguida, as fatias
ou células isoladas foram continuamente superfundidas com solugéo
extracelular em uma taxa de fluxo de 2 mi/min.

Os cortes foram examinados por LSM, utilizando-se objetiva de imersao
em agua (Achro-plan 63x/0.9, Zeiss). O diafragma foi ajustado para 151 pm e a
espessura da seccao otica para 1 ym. O MTO foi excitado a 543 nm com um

laser HeNe, a emisséo registrada com um filtro LP (long-pass) de 585 nm e as
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Tabela 4. Substancias-Teste aplicadas por um sistema de superfusdo mantido por gravidade. mGIuR,
receptor metabotrépico de glutamato; P2Y R, Receptor metabotrépico de ATP; FGFR, receptor do

fator de crescimento de fibroblasto; A1R, receptores de adenosina; PKA, proteina cinase A.

Substancia Descrigao Concentragao Aplicagao
NGF Fator de Crescimento do 0.1; 0.5 e 1 ng/mi Simulténea
Nervo
Tat-pep5 Inibidor de p75""RR 1 UM Pré
TrkA inhibitor Inibidor de TrkAR 500 nM Pré
LY341495 Antagonista de mGIluR do 100 uM Pré
grupo |l
MRS2179 Bloqueador seletivo de 30 uM Pré
P2YR
DPCPX Antagonista de A1R 100 nM Pré
PD173074 Inibidor de FGFR 500 nM Pré
bFGF Fator de crescimento de 10 ng/ml Simultédnea
Fibroblasto Basico
Adenosina Ligante de RP1 10 uM Simulténea
EGF Fator de crescimento 10 ng/ml Simulténea
epidérmico
PDGF Fator de crescimento 10 ng/ml Simulténea
derivado de plaquetas
GDNF Fator neurotréfico derivado 10 ng/ml Simultanea
de linhagem celular glial
TGF-1 Fator de crescimento 10 ng/ml Simultédnea
transformante - 31
NPPB Bloqueador de canal de CI’ 100 uM Pré
Clofilio Bloqueador de canal de K* 10 uM Pré
H-89 Inibidor de PKA 1 uM Pré
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imagens foram obtidas no eixo X-Y de tamanho 256 x 256 pixels (73.1 x 73.1
pm). Os somas celulares foram registrados em 15-45 ym de profundidade a
partir da superficie dos cortes. Para assegurar que a area maxima do soma
fosse precisamente registrada, o plano focal foi continuamente ajustado no
decurso dos experimentos.

A qualidade das fatias foi verificada pela aparente auséncia de alteracdes
na estrutura histologica da retina. Apds a escolha do campo de registro dentro
da CNI (contendo células de Miller e células bipolares), as células foram
superfundidas com solugéo extracelular iso-osmética por 1 min, seguido por 4
min de superfusdo em meio hipo-osmatico.

A extensao do inchago do soma de células de Miller e células bipolares
foi determinada pela medigdo da area de seccédo transversal dos corpos
celulares marcados com MTO. As medidas foram feitas ao final dos registros,
utilizando-se o programa de analise de imagem do LSM (Zeiss LSM Image
Examiner, versao 3.2.0.70.) (Fig. 7). Os dados foram exibidos como a média
das areas de seccéo transversal do soma neuronal ou glial, que foram medidas
ao final da superfusdo com a solu¢ao hipo-osmolar, em porcentagem da area

do soma medida antes do tratamento hipotdnico (100%).

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Cada experimento foi feito em pelo menos trés fatias de tecido retiniano
e montagens planas, e o numero de células por fatia foi contado. Os dados
foram apresentados em histogramas como a média (tEPM) das areas dos
somas para cada grupo, em porcentagem do controle. A anélise estatistica foi
feita por meio do programa Prism (Graphpad Software, San Diego, CA, USA).
A significancia foi determinada por analise de variancia (ANOVA), uma via,
seguida pelo teste de Bonferroni para comparagbes multiplas e teste U de
Mann-Whitney para dois grupos. As comparac¢des dos valores de adenosina
entre dois grupos foram feitas pelo test t de Student. O valor de p<0.05 foi

considerado significativo.



58

5 130729 DPCPX+NGFA *~ AIM 0
- Overlay

| =>>[ L [DT]\
NEZEIe)e)n

1|l 8| |0 ]

£3

=43.08 ym, A=72.41 um X um i

Extract Region

Ready, 512x512% 365, 1 channel , 8 bt

Figura 7. Mensuragdo do Aumento de Volume Celular. Programa de analise de imagem do
Microscépio de Varredura a Laser (LSM 510), utilizado para a mensuragdo do tamanho dos somas de
células de Miuller (a, b) e células bipolares (c, d) antes (a, ¢) e apés (b, d) 4 min de superfusdo em

meio hipotdnico, na presencga de BaCl,.
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5 RESULTADOS

5.1 LOCALIZACAO DE NGF, TRKA E P75"™ NA RETINA

As células gliais e bipolares da retina foram identificadas por
imunomarcacao contra glutamina sintetase (Glutamine Synthetase, GS),
proteina fibrilar glial acida (Glial Fibrillary acidic Protein, GFAP) e PKCa.

A marcacao para NGF exibiu distribuicdo difundida por todo o tecido da
retina neural de rato. Entre outras estruturas, as sinapses em fita na CPE, bem
como, as sinapses e processos celulares na CPl foram imunopositivas para
NGF (Fig. 8a). Além disso, o soma das células ganglionares da retina e outros
corpos celulares na CNI foram circundados por imunoreatividade para este
fator (Fig. 8a). Os segmentos individuais de fotorreceptores também foram
imunomarcados contra NGF (Fig. 8a). Igualmente, as células de Muller
exibiram imunoreatividade para a neurotrofina, como indicado por seus
processos marcados que atravessam a CNE (Fig. 8a). Ja os astrocitos que
expressam GFAP, os quais estdo localizados na CCG, nado foram
imunomarcados contra NGF (Fig. 8a).

A imunolocalizagdo do NGF em células de Muller e células bipolares foi
determinada pela marcacdo de células recém-isoladas. Como ilustrado na
figura 8b, células de Miller isoladas exibiram imunomarcag¢do pontuada para
NGF em todo o corpo celular. Em contraste, células bipolares isoladas foram
aparentemente imunonegativas para NGF (Fig. 8c).

A distribuicdo de TrkA na retina, por sua vez, foi analisada em secgdes
retinianas utilizando-se anticorpos contra TrkA, GS e PKCa. Os corpos de
células ganglionares e amacrinas da retina foram imunopositivos para TrkA.
Além disso, uma marcagéo difusa por todo o tecido foi observada (Fig. 9a).

Células de Muller isoladas apresentaram marcagédo pontuada para TrkA,
em particular em seus somas e pés-terminais, e em menor nivel em seus
processos citoplasmaticos (Fig. 9b). Células bipolares isoladas exibiram
imunoreatividade para TrkA em seus somas, bem como, em seus finos

processos internos (Fig. 9c). As suspensdes de células da retina também
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Figura 8. Imunolocalizagdo de NGF na retina de rato. NGF foi imunomarcado em cortes de retina (a)
e em células de Mdiller (b) e células bipolares (c) recém-isoladas da retina de rato. As células de
Muller foram co-marcadas com anticorpo contra glutamina sintetase (GS). Astrécitos da retina foram
co-marcados com anticorpo contra GFAP. As células bipolares foram co-marcadas com anticorpo
contra PKCa. (a). Cabecga de seta, extensdes de células de Miiller que atravessam a camada nuclear
externa (CNE). (b). Setas, pés-terminais das células de Miller. Cabecas de seta, somas das células
de Miiller. (c). Seta, processo interno da célula bipolar. Cabeca de seta preenchida, soma da célula
bipolar. Cabeca de seta vazada, processo externo da célula bipolar. CCG, camada de células
ganglionares; CNI, camada nuclear interna; CPI, camada plexiforme interna; CPE, camada plexiforme

externa; SFR, segmentos de fotorreceptores. Barras, 20 um.
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Figura 9. Imunolocalizagdo de TrkA na retina de rato. O receptor TrkA foi imunomarcado em cortes

de retina (a) e em células de Miller (b) e células bipolares (c) recém-isoladas da retina de rato. As
células de Miller foram co-marcadas com anticorpo contra glutamina sintetase (GS). As células
bipolares foram co-marcadas com anticorpo contra PKCa. (b) Inser¢gbées: ampliagdo do soma
(esquerda) e pés-terminais (direita) das células de Miller. Setas, terminagdes (endfeet) da célula de
Muller. Cabega de seta, soma da célula de Miller. (¢) Inser¢do: ampliagdo de célula bipolar isolada
(em maior aumento). Setas, somas das células bipolares. Cabecas de setas, processos internos de
células bipolares. CCG, camada de células ganglionares; CNI, camada nuclear interna; CPI, camada
plexiforme interna; CNE, camada nuclear externa; CPE, camada plexiforme externa; SFR, segmentos

de fotorreceptores. Barras, 20 um e 5 ym (inserc¢bes), respectivamente.
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contiveram corpos celulares negativos para GS e PKCa (Fig. 9c), sugerindo
que tipos adicionais de neurbnios retinianos como células amacrinas, por
exemplo, expressam TrkA.

5NTR

A distribuicao de p7 na retina foi verificada em seccdes retinianas

empregando-se anticorpos contra p75"'~, GS e PKCa. Observou-se uma forte

marcagado dos cortes para p75" ' *

através de todas as camadas da retina (Fig.
10a). As células gliais de Muller foram positivas para o receptor, como indicado
pela dupla marcagdo com GS em ambas as camadas plexiformes e membrana
limitante externa (Fig. 10a). Por outro lado, o interior do soma de células de
Mller e pés-terminais nao mostraram sobreposicdo de p75"'" e GS (Fig. 10a).

Por fim, células de Muller isoladas exibiram imunoreatividade para p75N~
por toda a extensdo do corpo celular, incluindo soma, pés-terminais e ambos
0s processos citoplasmaticos (Fig. 10b). Ja as células bipolares isoladas foram

imunonegativas para o receptor (Fig. 10c).

5.2 IDENTIFICAGAO DE CELULAS DE MULLER E CELULAS BIPOLARES EM
FATIAS DE RETINA

As diferengas morfoldgicas entre células de Muller e células bipolares da
retina, bem como, a diferente localizagdo do soma destes dois tipos celulares
no interior da CNI foram confirmadas pela dupla marcagcéo imunohistoquimica,
utilizando-se anti-GS (células de Miller) e anti-PKCa (células bipolares dos
bastonetes) (Fig. 11a).

Em fatias de retinas e suspensdes celulares coradas com MTO, as células
de Muller e as células bipolares da retina de rato foram identificadas de acordo
com suas caracteristicas morfolégicas. O soma da célula de Miuller foi
localizado na parte central da CNI, enquanto que o soma da célula bipolar foi
localizado na margem mais externa desta camada (Fig. 11b), semelhante as
suas respectivas localiza¢gdes imunohistoquimicas (Fig. 11a).

As células de Miller exibem dois finos processos, 0os quais se estendem
em dire¢cdes opostas a partir do corpo da célula de Miller. Ja as células
bipolares tém um processo fino, o qual se alonga em direcdo a CPI e dendritos

curtos e grossos, os quais formam sinapses em fitas na CPE.



63

NTR

NTR

Figura 10. Imunolocalizagao de p75™ ™ na retina de rato. O receptor p75™ " foi imunomarcado em

cortes (a) e células de Miller (b) e células bipolares (c) recém-isoladas da retina de rato. As
células de Muller foram co-marcadas com anticorpo contra glutamina sintetase (GS). As células
bipolares foram co-marcadas com anticorpo contra PKCa. A co-localizagdo de duas proteinas
produziu um sinal de sobreposicdo amarelo-laranja. (a) Cabegas de seta, membrana limitante
externa. Insergcdo: ampliagdo da camada nuclear interna (CNI) (em maior aumento). Note que o

interior do soma da célula de Miller (CM) é desprovido de imunoreatividade para p75NTR, e que o

soma das células bipolares é circundado por imunoreatividade para p75NTR. (b) Setas, soma da
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célula de Muller. Cabega de setas, pés-terminais das células de Muller. Inser¢cdo: Ampliagdo do
soma da célula de Miller (em maior aumento). (¢) Setas, somas das células bipolares. Cabecgas
de seta preenchidas, processos externos das células bipolares. Cabega de seta ndo preenchida,
processos internos das células bipolares. CCG, camada de células ganglionares; CPIl, camada
plexiforme interna; CNE, camada nuclear externa; CPE, camada plexiforme externa; SFR,
segmentos de fotorreceptores. Barras, 20 um e 5 um (insergoes).
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Figura 11. Identificagdo de células de Miller e células bipolares da retina de rato. As imagens
mostram a comparacdo entre fatias de retina marcadas com anticorpos especificos para células de
Muller e células bipolares (a) e fatias de retina coradas com Mitotracker Orange (b). (a) Marcagéo
imunohistoquimica de fatias de retinas controle com anticorpos contra o marcador glial, glutamina
sintetase (GS), e o marcador de células bipolares dos bastonetes, proteina cinase Ca (PKCa). (b)
Exemplo de uma fatia de retina recém-isolada, corada com Mitotracker Orange. O foco esta na
camada nuclear interna (CNI). Note que o soma da célula de Miiller esta localizado na parte central
da CNI, enquanto que os somas das células bipolares estéo localizados na margem mais externa da
CNI. Dois finos processos estendem-se em dire¢des opostas a partir do corpo da célula de Muller. As
células bipolares tém um processo fino, o qual se alonga em dire¢do a camada plexiforme interna
(CPI) e dendritos curtos e grossos, os quais formam sinapses em fitas (ribbon synapses) na camada
plexiforme externa (CPE). CNE, camada nuclear externa; Sefas, somas de células de Miller;

Cabecas de seta, somas de células bipolares. Barras de escala, 5 um.
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5.3 PERFIL DE LIBERACAO DE ADENOSINA ENDOGENA EM CONDICOES
HIPO-OSMOTICAS

O tecido retiniano altera seu perfil de liberacdo de adenosina quando
submetido a mudancga de osmolaridade da solugao extracelular, bem como, na
presenca de cloreto de bario em condi¢cdes de hipo-osmolaridade, sugerindo a
presenca de um componente purinérgico enddégeno de regulagdo de volume
osmotico no tecido retiniano.

A troca da solugédo extracelular iso-osmolar pela solugéo hipo-osmolar
(60% da osmolaridade do controle) no sistema de perifusdo induz um rapido e
significativo aumento na liberagdo de adenosina endoégena (aproximadamente
38%). Por outro lado o mesmo perfil de liberagdo ndo é observado quando o
tecido retiniano é pré-tratado e perifundido com solugéo extracelular contendo
cloreto de bario. Ao contrario, os tecidos submetidos ao meio contendo ions
bario demonstram uma tendéncia a reducao temporal dos niveis de adenosina,
embora néo significativa (Fig. 12).

A partir de 30 seg até 3 min de perifusdo em condi¢des hipo-osmoticas,
os niveis de adenosina liberada por retinas controle se mantém
significativamente maior do que aqueles provenientes de retinas pré-tratadas e

perifundidas com cloreto de bario (Fig. 12).

5.4 INCHACO HIPO-OSMOTICO DO SOMA DE CELULAS DE MULLER E
CELULAS BIPOLARES

O inchago dos somas de células de Miuller e células bipolares foi
investigado pela superfusdo de fatias de retina e células isoladas em solugao
extracelular hipo-osmética (60% da osmolaridade do controle). A superfuséo de
fatias de retina por 4 min ndo provocou alteragao significativa do tamanho dos
somas de células de Miller (Fig. 13a), enquanto que células bipolares exibiram
inchaco de seus somas sob esta mesma condi¢céo (Fig. 13b). Igualmente, os
somas de células de Muller isoladas né&o alteraram os seus tamanhos quando
submetidos a condi¢des hipo-osmoéticas (Fig. 14a), enquanto que os somas de

células bipolares isoladas incharam significativamente sob estresse hipo-
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Figura 12. Perfil da liberagdo temporal de adenosina endégena em condi¢des de hipo-osmolaridade.
Os niveis de adenosina foram medidos a cada 30 segundos de perifusdo dos tecidos retinianos
integros de rato por cromatografia liquida de alta eficacia (detector UV). As retinas foram perifundias
com solugdo extracelular iso- e hipo-osmotica na auséncia (circulo) ou presencga (quadrado) de BaCl,
(1 mM) por um tempo total de 330 seg. Apos 1 min de perifusdo, a solugao iso-osmolar foi substituida
pela solugdo hipo-osmolar. Os valores de adenosina (M) foram expressos como a média (+EPM) do
grupo (Controle, n = 3 retinas ou Bario, n= 4 retinas) para cada tempo de liberagdo. *P<0.05;
**P<0.01 comparado ao seu respectivo tempo de liberacdo no grupo Bario em condigdes hipo-

osmoticas; #P<0.05 comparado ao controle iso-osmolar em 30 seg de perifusao.
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Figura 13. Efeito do NGF sobre o inchago osmético dos somas de células de Miller (a) e células

bipolares (b) em fatias da retina de rato. Os dados foram medidos apds 4 min de superfusio de fatias
de retina com solugéo iso- ou hipo-osmoética, e expressos em porcentagem do tamanho do soma
registrado antes do inicio da superfusdo (100%). Os efeitos da solugdo hipo-osmaética foram
registrados na auséncia e presenca de BaCl, (1 mM). A concentracdo de NGF (ng/ml) é exibida nas
barras. (¢) e (d) Registros originais dos somas, obtidos antes (esquerda) e durante (direita) a
superfusdo das fatias com solugdo hipo-osmotica na presengca de BaCl,. Cada barra representa
valores obtidos com 9-34 células. **P<0.01; ***P<0.001 comparado a dados obtidos antes da adi¢édo
de ions Ba®* (a) ou antes da superfusdo em meio hipotdnico (b). eeeP<0.001 comparado a dados

obtidos a partir de células inchadas. Barras de escala, 5 um.
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Figura 14. Efeito do NGF (1 ng/ml) sobre o inchago osmético do soma de células de Milller (a) e
células bipolares (b) recém-isoladas da retina de rato. Os dados foram medidos ap6s 4 min de
superfusdo das células com solugado iso- ou hipo-osmotica, e expressos em porcentagem do tamanho
do soma registrados antes da superfusdo (100%). Os efeitos da solugdo hipo-osmotica foram
registrados na auséncia e presenga de BaCl, (1 mM). (¢), (d) Registros originais de células de Muller
(c) e células bipolares (d) recém-isoladas e coradas com Mitotracker Orange. Cabegas de seta
preenchidas: soma celular; Cabecas de seta vazadas: pés-terminais das células de Miller; Setas:
Processos mais internos das células bipolares. Cada barra representa os valores obtidos com 10-20
células. ***P<0.001 comparado a dados obtidos antes da adigdo de ions Ba* (A) ou antes da

superfusdo em meio hipoténico (b). eeeP<0.001 comparado a dados obtidos a partir de células

inchadas. Barras de escala, 10 um.
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osmoético (Fig. 14b). Por outro lado, na presenca de ions Ba®* (bloqueadores de
canais de potassio) a hipo-osmolaridade induziu inchago significativo dos
corpos de células de Miller (Fig. 13a e 14a). J&4 em fatias de retinas pds-
isquémicas, as células de Miller exibiram inchago hipo-osmoético de seus

somas mesmo na auséncia de BaCl; (Fig. 15a, b).

5.5 INIBICAO DE INCHACO OSMOTICO POR NGF

O efeito do NGF sobre a regulacdo de volume de células de Miller e
células bipolares foi analisado em fatias de retina e células isoladas
superfundidas com solugao extracelular, contendo cloreto de bario (1 mM). O
tamanho dos somas celulares foi medido ap6s 4 min de exposi¢cdo ao meio
hipo-osmético, sendo o NGF simultaneamente administrado com a solucao
hipo-osmolar.

O inchago hipo-osmoético dos somas de células de Miller e células
bipolares em fatias retinianas foi inibido por NGF de maneira dependente de
concentracdo, com total eliminagdo do inchaco a 1 ng/ml. (Fig. 13a e Fig. 13b).
Por outro lado, enquanto o NGF impediu completamente o inchago hipo-
osmotico do soma de células de Muller isoladas (Fig. 14a), o mesmo n&o inibiu
o inchago do soma de células bipolares isoladas (Fig. 14b).

O NGF também reduziu significativamente o inchagco hipo-osmético de
células de Mdller (Fig. 15a, 15b) e células bipolares (Fig. 15b) em fatias de
retinas pds-isquémicas. Contudo, o efeito inibitério do NGF sobre o inchago
osmotico de células bipolares, em fatias de retinas pés-isquémicas (Fig. 15b),
foi significativamente menor do que aquele observado em fatias de retina
controle.

Ao analisar que tipo de receptor poderia mediar o efeito inibitério do NGF
sobre o inchago osmético das células de Miller, observou-se que o inibidor do
receptor TrkA (Calbiochem 648450) anulou o efeito inibitério do NGF sobre o
inchaco osmoético do soma de células de Mdiller, enquanto que o inibidor de
p75" 'R (TAT-pep5) nao teve efeito (Fig. 16).
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Figura 15. Efeito do NGF sobre o inchagco osmotico dos somas de células de Miller e células
bipolares da retina pdés-isquémica de rato. (a) Alteragbes da area de seccao transversal do soma de
células de Muller (n=3), dependentes do tempo, durante a mudanga da solugdo extracelular iso-
osmotica para hipo-osmética. Os dados foram registrados em fatias de retinas controle e retinas poés-
isquémicas (3 dias), na auséncia e presenga de NGF (1 ng/ml), e foram expressos como
porcentagem do tamanho do soma registrado antes da superfuséo (100%). (b) Efeito do NGF sobre o
inchaco osmoético dos somas de células de Muller (Esquerda) e células bipolares (Direita) da retina
pos-isquémica de rato. Os dados foram medidos apdés 4 min de superfusdo de fatias de retina com
solucdo hipo-osmatica, e expressos em porcentagem do tamanho do soma registrado antes do inicio
da superfusdo (100%). Os efeitos da solu¢do hipo-osmaética foram registrados na auséncia de BaCl,.
Os animais foram submetidos a isquemia por 1 h € mortos 3 dias ap6s o processo. Cada barra
representa valores obtidos com 5-11 células. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 comparado a dados
obtidos a partir da retina controle (a, b) ou antes da superfusdo em meio hipoténico (b, células

bipolares). #P<0.05; eeP<0.01; eeeP<0.001 comparado a dados obtidos a partir de células inchadas.
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Figura 16. Efeito do bloqueio dos receptores de NGF, TrkA e p75NTR sobre a inibicdo de inchago
osmoético do soma de células de Miller mediada por NGF (1 ng/ml). Os dados foram medidos apés 4
min de superfusdo de fatias de retina com solugao iso- ou hipo-osmética, contendo BaCl, (1 mM), e
estdo expressos em porcentagem do tamanho do soma registrado antes do inicio da superfuséo
(100%). O inibidor de TrkA (Calbiochem 648450; 500 nM), o inibidor de p75NTR, (TAT-Pep5; 1 uM) e
ZnCl, (100 uM) foram pré-incubados por 15-45 min. Cada barra representa os valores obtidos com 7-
22 células. Inibicdo significativa de inchago: eeeP<0.001. Inibicdo significativa do efeito do NGF:
000P<0.001.
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5.6 DEPENDENCIA DO EFEITO DO NGF SOBRE A TRANSATIVAGCAO DE
RECEPTOR

A possivel participacdo de uma cascata de sinalizagdo glutamatérgica-
purinérgica mediando o efeito inibidor de inchaco do NGF foi investigada pela
superfusdo de fatias de retina com diferentes antagonistas de receptores.

O efeito inibitério do NGF sobre o inchago do soma de células de Miller
foi completamente anulado na presencga do antagonista seletivo de receptores
metabotropicos de glutamato do grupo I, LY341495 (Fig. 17a). Por outro lado,
observou-se que LY341495 sozinho inibe o inchago osmotico de células
bipolares em fatias de retina, e ndo abole o efeito inibidor de inchaco do NGF
(Fig. 17b).

O efeito inibitério do NGF sobre o inchago do soma de células de Muller e
células bipolares foi completamente anulado na presenga do antagonista
seletivo do receptor purinérgico P2Y4, MRS2179, e na presencga do antagonista
do receptor de adenosina A1, DPCPX (Fig. 17c, d). Estes dados sugerem que
os efeitos do NGF sobre o inchago do soma de células de Miller e células

bipolares sdo mediados pela transativagéo dos receptores P2Y1 e A1.

5.7 DEPENDENCIA DO EFEITO DO NGF SOBRE A LIBERAGAO DE
CITOCINA

O efeito inibitério exibido pelo NGF sobre o inchago osmotico de células
bipolares em fatias de retina poderia ser um efeito indireto mediado por outros
fatores liberados por células de Muller. Assim, o inibidor do receptor tirosino-
cinase de FGF, PD173074, foi inicialmente testado.

Observou-se que o efeito inibitério do NGF sobre o inchago osmético do
soma de células de Miller e células bipolares, em fatias de retina, é
completamente anulado pelo bloqueador PD173074 (Fig. 18a, b), sugerindo
que o efeito inibitério do NGF € mediado pela transativacado de receptores de
FGF. Logo, para determinar se o proprio bFGF teria efeito inibitdério sobre o
inchaco osmatico celular, o mesmo foi testado em células de Miuller e células

bipolares isoladas. Como mostrado na figura 19a, bFGF exdgeno bloqueou
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Figura 17. Avaliagéo da transativacao de receptor sobre a inibicdo de inchago osmético do soma de
células de Miiller e células bipolares induzida por NGF (1 ng/ml). Os dados foram medidos apds 4 min
de superfuséo de fatias de retina com solugéo iso- ou hipo-osmética, e expressos em porcentagem
do tamanho do soma registrado antes do inicio da superfusdo (100%). Os efeitos da solugéo hipo-
osmotica foram registrados na auséncia e presencga de BaCl, (1 mM). (a), (b) Analise do blogueio dos
receptores metabotrépicos de glutamato do grupo II, pelo antagonista LY341495 (100 uM) sobre a
inibicdo de inchago osmotico dos somas de células de Muller (a) e células bipolares (b) induzida por
NGF. (c), (d) Avaliagdo do bloqueio dos receptores purinérgicos P2Y1 e receptores A; de adenosina,
pelos antagonistas MRS2179 (30 pM) e DPCPX (100 nM), respectivamente sobre a inibicdo de
inchago osmatico dos somas de células de Miiller (¢) e células bipolares (d) induzida por NGF. Cada
barra representa valores obtidos com 7-17 células. *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001 comparado a
dados obtidos antes da adicéo de ions Ba®* (a, ¢) ou antes da superfusdo em meio hipotdnico (b, d).
¢<0.05; e0<0.01; eeeP<0.001 comparado a dados obtidos a partir de células inchadas. Inibigdo
significativa do efeito do NGF: cP<0.05; 0coP<0.01.
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Figura 18. Analise da ativag&o da sinalizacdo de bFGF sobre o efeito de inibicdo de inchago osmético
dos somas de células de Miller, mediado por NGF (1 ng/ml). Os dados foram medidos apds 4 min de
superfusdo de fatias de retina em solugdo hipo-osmética contendo BaCl, (1 mM), e expressos em
porcentagem do tamanho do soma registrado antes do inicio da superfusdo (100%). (a), (b) Avaliagdo
do bloqueio dos receptores de FGF pelo inibidor PD173074 (500 nM) sobre o a inibi¢do de inchago
osmoético do soma de células de Miiller (a) e células bipolares (b), induzida por NGF. Cada barra
representa valores obtidos com 7-23 células. Inibi¢do significativa de inchago: P<0.05; eeeP<0.001.
Inibicao significativa do efeito do NGF: oP<0.05; 0coP<0.001.
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Figura 19. Andlise da relacdo entre as vias de sinalizagdo de bFGF e Adenosina sobre a inibigado de
inchaco osmotico dos somas de células de Miller. Os dados foram medidos apdés 4 min de
superfusdo de células isoladas em solugédo hipo-osmética contendo BaCl, (1 mM), e expressos em
porcentagem do tamanho do soma registrado antes do inicio da superfusdo (100%). (a), (b) Efeito do
bFGF (10 ng/m) sobre o inchago osmoético do soma de células de Miller (a) e células bipolares (b),
(c) Efeito do inibidor PD173074 (500 nM) sobre a inibicdo de inchago osmético do soma de células de
Muller induzida por adenosina (10 yM). Cada barra representa valores obtidos com 7-23 células.
Inibicdo significativa de inchago: eP<0.05; eeeP<0.001. Inibicdo significativa do efeito do Agonista:
000P<0.001.
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completamente o inchago osmoético de células de Muller isoladas. Por outro
lado, inibiu somente cerca de 30% o inchago osmdtico do soma de células
bipolares isoladas (Fig. 19b), sugerindo que além do bFGF, fatores soluveis
adicionais, derivados de células de Miller, podem exercer um papel na
mediagcédo do efeito inibitério do NGF sobre o inchago osmoético do soma de
células bipolares.

Desta forma, varias citocinas foram testadas e como observado na figura
20a, GDNF e TGF-B1 reduziram significativamente o grau de inchago osmético
do soma de células bipolares em fatias de retina, enquanto que EGF e PDGF
nado tiveram efeito. Para distinguir se GDNF e TGF-B1 inibem diretamente o
inchaco osmotico do soma de células bipolares ou indiretamente via seus
efeitos em células de Miiller, as citocinas foram testadas em células bipolares
recém-isoladas. Observou-se que ambas citocinas reduziram significativamente
o inchago osmotico do soma de células bipolares isoladas (Fig. 20b), embora
em um grau menor do que aquele observado em fatias de retina (Fig. 20a). A
coadministracdo de GDNF e TGF-B1 reduziu o inchago osmético do soma de
células bipolares isoladas (Fig. 20b) a um grau similar aquele observado em
fatias de retina (Fig. 20a). Ja a coadministragcao de bFGF, GDNF e TGF-31 ndo
levou a uma redugdo maior da extensdo do inchago osmético do soma das

células bipolares isoladas (Fig. 20b).

5.8 DEPENDENCIA DA LIBERAGAO GLIAL DE bFGF SOBRE A ATIVACAO
DE RECEPTORES DE ADENOSINA

Os dados anteriores (Fig. 17c e Fig. 19a) sugerem que a liberacéo de
bFGF induzida por NGF em células de Miuller ocorre posterior a ativagao
autécrina de receptores A1. Para provar esta suposicao, o efeito inibitério da
adenosina sobre o inchago osmaético de células de Muller foi testado durante o
bloqueio da ativacao do receptor de FGF. Verificou-se entdo, que o inibidor do
receptor de FGF (PD173074) anulou completamente o efeito inibitério da

adenosina sobre o inchagco osmético de células de Miiller isoladas (Fig. 19c).
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Figura 20. Efeito de diferentes citocinas (10 ng/ml) sobre o inchago osmaético do soma de células
bipolares em fatias de retina (a) e recém-isoladas (b). Os dados foram medidos ap6s 4 min de
superfusdo de fatias de retina ou células isoladas em solug¢édo hipo-osmética contendo BaCl, (1 mM),
e expressos em porcentagem do tamanho do soma registrado antes do inicio da superfusdo (100%).
(a) Efeitos de EGF, PDGF, GDNF e TGF-31 sobre o inchago osmético do soma de células bipolares.
(b) Efeitos de GDNF e TGF-B1, e coadministracdo de GDNF e TGF-31 sobre o inchago osmético do
soma de células bipolares. Cada barra representa valores obtidos com 9-28 células. Diferenga
significativa vs. Inchago induzido por BaCl, (1 mM): eeP<0.01; eeeP<0.001. Diferencga significativa vs.
TGF-B1: #P<0.05.
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5.9 DEPENDENCIA DA INIBICAO DE INCHACO SOBRE A ABERTURA DE
CANAIS IONICOS

O bloqueador de canais de potassio, clofilio e o bloqueador de canais de
cloreto, NPPB foram empregados para se verificar se os efeitos inibitérios de
inchaco osmoético exibidos por NGF e bFGF eram dependentes da abertura de
canais ionicos.

Observou-se que ambos agentes bloquearam completamente o efeito
inibitério do bFGF sobre o inchago osmético do soma de células de Muller (Fig.
21a). Adicionalmente, o efeito inibitério do NGF sobre o inchago osmético do
soma de células de Miiller isoladas (Fig. 5a do Apéndice 1), bem como, o efeito
inibitério da coadministracdo GDNF+TGF-B1 sobre o inchago osmético de
células bipolares isoladas (Fig. 5b do Apéndice 1) foram ambos bloqueados por
clofilio e NPPB.

Por fim, o antagonista de PKA (H-89) anulou o efeito inibidor de inchaco
osmotico exercido pelo bFGF (Fig. 21b), sugerindo um provavel envolvimento

da via de sinalizacdo PKA na ativacao de canais iénicos em células de Muller.



80

(a)

1304
o)
o)
o
5 ©
? 120"
s
©
£
<)
» 1104
[e)
o
©
o
"< 4004
90-
| | |
Controle bFGF
(b)
130+
~ 1204
S
®©
£
O
0 1104
o
o
©
o
< 400-
90-

Controle bFGF

Figura 21. Dependéncia da inibicdo de inchago sobre a abertura de canais iGnicos. Andlise da
dependéncia do efeito de inibicdo de inchago do bFGF sobre a ativagdo de canais ibnicos (a) e
ativacdo da via PKA (b). Os dados foram medidos ap6s 4 min de superfusdo de células de Miller
isoladas da retina de rato, em solugdo hipo-osmética contendo BaCl, (1 mM), e expressos em
porcentagem do tamanho do soma registrado antes do inicio da superfusdo (100%). O efeito do
bFGF (10 ng/ml) foi anulado na presencga do bloqueador de canal de cloreto, NPPB (100 uyM) e do
bloqueador de canal de potassio, clofilio (10 uM), bem como, na presenga do inibidor de PKA, H-89 (1
pM). Cada barra representa valores obtidos com 7-8 células. Inibigdo significativa de inchaco:
¢<0.05; #eP<0.01. Inibigéo significativa do efeito do bFGF: 0P<0.05; 0oP<0.01; c0ooP<0.001.
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6 DISCUSSAO

6.1 IMUNOREATIVIDADE PARA NGF, TRKA E P75"TR

Para determinar se as células de Miller e/ou células bipolares da retina
de rato contém NGF, fatias de retina foram duplamente imunomarcadas contra
GS, GFAP, PKCa e NGF. Na retina, GS é predominantemente expressa por
células de Miuller (GABRIEL et al., 2001) enquanto que astrocitos sao
fortemente marcados com anticorpos contra GFAP (SCHNITZER, 1988). Ja as
células bipolares dos bastonetes sdo seletivamente marcadas com anticorpos
contra PKCa (NEGISHI; KATO; TERANISHI, 1988).

A imunoreatividade para NGF exibiu uma distribuicdo bem difundida por
toda retina neural. Estes dados estdo de acordo com estudos prévios os quais
descrevem que o NGF é expresso por células ganglionares da retina e células
de Mdiller na retina neural de rato (CHAKRABARTI et al., 1990). As células de
Mdaller podem representar uma principal fonte de NGF na retina, como indicado
por marcacédo pontilhada para NGF em células isoladas (Fig. 8b). Se a
marcacgao pontilhada indica a presenca de vesiculas contendo NGF em células
de Miuller (SANDOW et al., 2000) permanece a ser determinado em
experimentos futuros.

Além das células ganglionares e amacrinas da retina (Fig. 9a), células de
Mdaller e células bipolares exibiram imunoreatividade para TrkA (Fig. 9b, c),
enquanto que células de Muller, mas ndo células bipolares, também exibem

imunoreatividade para p75"' "}

(Fig. 10b, c). A presenca de células de Mdller
imunopositivas para TrkA (Fig. 9b) esta em discordancia com um estudo
recente que mostrou que as células de Miller de rato sdo imunonegativas para
TrkA (KOKONA et al, 2012). As razbes para estes diferentes dados
imunohistoquimicos ndo sao claras e podem incluir, por exemplo, o uso de
diferentes linhagens de rato e diferencas no reconhecimento de membrana
plasmatica entre cortes de retina e células isoladas.

Observou-se a ocorréncia de imunreatividade para p75"'® por todas as

camadas da retina. A marcacdo para p75"'" foi verificada em células de Muiller
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tanto em fatias de retina quanto em suspensdes celulares (Fig. 10a, b), mas
nao em células bipolares. Estes resultados estdo de acordo com estudos
prévios os quais mostraram que p75"'" esta localizado em células de Milller,
mas ndo em células bipolares da retina de rato (HU et al., 1998; WEXLER et
al., 1998; LEBRUN-JULIEN et al., 2009).

6.2 LIBERAGAO DE ADENOSINA

O tecido retiniano aumentou a liberagdo de adenosina quando submetido
a hipo-osmolaridade na auséncia, mas n&do na presenca de ions bario (Fig. 12),
ratificando a hipdtese de que existe um componente purinérgico enddégeno na
retina, presente em células de Mdller, que impede o inchago hipo-osmético
destas células (WURM et al., 2010, 2011). Em condi¢gbes nas quais as células
de Muller perdem esta capacidade de regular seu volume osmético (Isquemia
retiniana, retinopatia diabética, estresse oxidativo, bloqueio de canais de K* por
ions bario, etc.), este componente purinérgico pode ainda ser restabelecido por
diferentes ligantes de receptores (UCKERMANN et al. 2006; KALISCH et al.,
2006; WEUSTE et al., 2006; WURM et al. 2008; KRUGEL et al. 2010;
NEUMANN et al., 2010; LINNERTZ et al. 2011; WAHL et al. 2013).

Estudos prévios sugerem que o estiramento da membrana induzida por
perturbagdes osmoticas e mecanicas como as que ocorrem durante intensa
atividade neuronal (DMITRIEV et al., 1999; NEWMAN, 2001) engatilham a
liberacdo de ATP por células de Miiller o qual via ativagdo autocrina de P2Y
impede o inchago osmético destas células (WURM et al., 2010; KRUGEL et al.,
2010). A suposigéo de que as células de Muller liberam ATP e adenosina sob
estresse osmotico/mecanico € apoiada pelos seguintes fatos: embora o
estimulo osmoético ndo induza usualmente o inchago de células de Miller, o
mesmo induz inchagco quando antagonistas de P2Y; e receptores A1 de
adenosina (ou inibidores de canais de cloreto e potassio) estdo presentes na
solugéo extracelular (WURM et al., 2009; 2010; KRUGEL et al., 2010). O
estresse hipo-osmotico ndo induz inchago de células de Miuller na retina de

camundongos tipo-selvagem, enquanto que ele induz um inchago instantaneo
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de células de Muller em tecidos retinianos de camundongos deficientes para os
receptores P2Y1e A1 (WURM et al., 2010).

Entdo, dois diferentes mecanismos podem induzir a liberacédo de ATP e
adenosina por células de Miller: liberacdo dependente de receptor de
glutamato e liberacdo independente de receptor induzida por estiramento de
membrana osmotico.

Quase todas as células do corpo liberam ATP quando mecanicamente ou
osmoticamente estressadas (DARBY et al., 2003; GOLDSTEINET al., 2003;
OLLIVIER et al., 2006). E possivel que a regulacdo de volume autécrina seja
uma fung¢ao primordial desta liberagdo de ATP e que em condi¢des patoldgicas
a liberagdo osmoética/mecénica de purinas seja reduzida ou néo funcional. No
modelo adotado no presente estudo, verificou-se que o bloqueio de canais de
K" por ions bario leva a uma rapida inibigdo na liberacdo de adenosina (Fig.
12). Essa anulacdo também poderia interromper o processamento de
informacdo neuronal regular, uma vez que, a adenosina age como um neuro e
gliotransmissor na retina sensorial, estando envolvida na sinalizagéo
bidirecional neurénio-glia (WURM et al., 2011).

6.3 INCHACO OSMOTICO DE CELULAS DE MULLER E CELULAS
BIPOLARES DA RETINA

A substituicdo de uma solugao iso-osmolar por uma solugao hipo-osmolar
induziu um aumento significativo no tamanho do soma de células bipolares
(Fig. 13b e 14b), enquanto que as células de Mdller ndo alteraram seu volume
osmotico com a redugao da osmolaridade (Fig. 13a e 14a). De fato, as células
de Muller, mas aparentemente nao as células bipolares possuem mecanismos
de regulagdo enddgenos, os quais impedem o inchago celular em condi¢des
hipo-osméticas na retina normal (UCKERMANN et al., 2006; VOGLER et al.,
2013).

Porém, em condi¢des patoldégicas como isquemia retiniana e retinopatia
diabética, a reduzida expressdo de Kird.1 e a alteracdo no padrao de
distribuicdo deste canal, respectivamente (PANNICKE et al., 2004, 2006),
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levam & diminuicdo da liberagédo de ions K* e a entrada de agua na célula,
resultando no inchago das células de Muller em meio hipoténico.

Semelhantes alteracbes na homeostase do volume osmético em
condi¢cbes hipotbnicas podem ser alcangadas bloqueando-se a condutancia de
K" por ions bario (NEWMAN, 1989). Pannicke et al. (2004) mostrou uma
significativa correlagdo entre o decréscimo das correntes de saida de K™ e o
grau de inchago osmoético do soma de células gliais, quando estas sé&o
submetidas a um meio hipotdnico contendo ions Ba?".

Como observado previamente (PANNICKE et al., 2004; WEUSTE et al.,
2006; WURM et al., 2008), no presente estudo verificou-se que o inchago
osmotico de células de Miller em meio hipotbnico pode ser igualmente gerado
pela inducao de isquemia-reperfusao retiniana (Fig. 15) ou pela pré-incubacéao/
superfuséo da retina em solugdo hipo-osmolar, contendo cloreto de bario (Fig.
13a). Assim, a incubagao com cloreto de bario foi utilizada na maior parte das
investigacdes deste trabalho e o numero e animais operados péde entdo ser

reduzido ao minimo.

6.4 MECANISMOS DE REGULAGAO DO INCHACO OSMOTICO POR NGF

O acumulo de agua em neurdnios e células gliais da retina resultante em
inchago celular contribui para o desenvolvimento de edema retiniano e
degeneracdo neuronal (BRINGMANN et al., 2005). No presente trabalho,
mostramos que o NGF impede o inchagco osmético de células de Miller e
células bipolares em fatias de retina de rato em condi¢des hipo-osmaticas (Fig.
13a, b). Por outro lado, o NGF foi apto para impedir o inchaco de células de
Muller recém-isoladas, mas nao de células bipolares isoladas (Fig. 14a, b). O
NGF também reduziu o inchaco osmético de células de Miuller e células
bipolares na retina pos-isquémica (Fig. 15a, b). No entanto, o efeito inibitério do
NGF sobre o inchago osmdético de células bipolares em fatias de retinas pos-
isquémicas (Fig. 15b) foi menor do que o efeito observado em fatias de retinas
controle (Figs. 13b, 18b).

Estes dados podem sugerir que (1) as células de Miller, mas n&o células

bipolares, expressam os receptores de NGF, os quais estdo acoplados a
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mecanismos de sinalizag&o intracelular reguladores de volume celular; (2) O
NGF induz a liberacdo de fatores soluveis por células de Mdiller que, por sua
vez, inibem o inchago de células bipolares em fatias de retina; (3) Ha uma
diminuicdo da eficiéncia do controle do volume de células bipolares induzido
por NGF na retina isquémica. As razdes para tal decrescimento n&o sao claras
e podem incluir a perda de resposta das células bipolares para as citocinas
derivadas da glia. Embora os niveis de bFGF das células de Miller aumentem
na retina pés-isquémica (YAFAI et al., 2013), as alteragdes na liberagdo de
citocinas induzida por NGF pelas células de Mdller, também devem ser levadas
em consideragao.

O efeito inibitério do NGF sob o inchago osmatico da célula de Muller foi
mediado pela ativagdo de TrkA, mas ndo por p75"'" (Fig. 16). Uma vez que,
células bipolares isoladas exibiram imunoreatividade para TrkA (Fig. 9c) e o
NGF nao inibiu o inchago osmoético do soma destas células (Fig. 14b), é
possivel que TrkA esteja acoplado a mecanismos de sinalizacao intracelular
reguladores de volume em células de Muller, mas n&do em células bipolares.
Pelo menos cinco isoformas do receptor TrkA ja foram identificadas, a saber,
TrkA I, TrkA 1, TrkA Ill, TrkA LO e TrkA L1 (FREUND-MICHEL; FROSSARD,
2008). Contudo, diferentemente das pesquisas relacionadas as isoformas
alternativas de TrkB e TrkC (POLLOCK et al., 2003; BAI et al., 2010b), pouco
se conhece sobre a expressdo das isoformas variantes de TrkA na retina. Um
estudo mais aprofundado poderia esclarecer se a diferenga de efeito do NGF
entre células de Miuller e células bipolares da retina estaria relacionada com a
expressao diferencial das isoformas alternativas do receptor TrkA nos dois
tipos celulares.

As células de Miuller da retina de rato possuem uma cascata de
sinalizagdo enddogena que medeia a homeostase do volume celular induzida
por agonistas em condigcbes hipo-osmoéticas. Esta cascata de sinalizagao
envolve a ativagcdo autécrina/paracrina de receptores glutamatérgicos e
purinérgicos (UCKERMANN et al., 2006, WURM et al., 2008). Os resultados
deste estudo mostraram que o efeito inibitorio do NGF sobre o inchago
osmotico de células de Muller é mediado pela transativacdo de receptores
metabotropicos de glutamato, P2Y{ e As de adenosina (Fig. 17a, c). Esses

efeitos sdo provavelmente mediados pela liberagdo de glutamato, ATP, e
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adenosina endogenos por células de Mdiller, como previamente descrito para
os efeitos inibitérios de outros ligantes de receptores sobre o inchago osmético
(UCKERMANN et al. 2006; KALISCH et al., 2006; WEUSTE et al., 2006;
WURM et al. 2008; KRUGEL et al. 2010; NEUMANN et al., 2010; LINNERTZ et
al. 2011; WAHL et al. 2013).

O bloqueador LY341495 sozinho inibiu o inchago osmotico de células
bipolares em fatias de retina, bem como, ndo alterou o efeito inibitério do NGF
sobre o inchago hipo-osmaético de células bipolares em fatias de retina (Fig.
17b). Estes resultados estédo de acordo com um estudo recente, o qual mostrou
que o inchago hipo-osmético do soma de células bipolares pode ser mediado
pela indugdo da liberacdo de glutamato enddégeno e subsequente ativacédo de
receptores metabotrépicos de glutamato (VOGLER et al., 2013).

Além das células de Miiller, os bloqueadores dos receptores P2Y e A4
anularam o efeito inibitério do NGF sobre o inchaco osmoético de células
bipolares em fatias retinianas (Fig. 17c, d). No entanto, como descrito
recentemente, os agonistas dos receptores P2Y; e A1 (ATP e adenosina,
respectivamente) ndo bloqueiam o inchago hipo-osmotico de células bipolares
(VOGLER et al., 2013), o que torna improvavel que os agonistas de receptores
purinérgicos derivados de células de Muller medeiem o efeito inibitério do NGF
sobre o inchago osmotico de células bipolares em fatias de retina. Estes dados
reforcam a ideia de que o efeito inibidor do NGF em células bipolares € um
efeito indireto mediado por fatores adicionais liberados pela célula de Muller.

O fator trofico bFGF pode representar um destes fatores, uma vez que, o
bloqueador do receptor de bFGF, PD173074 impediu o efeito inibitério do NGF
sobre o inchago osmético de células de Miller e células bipolares em fatias de
retina (Fig. 18a, b). O inibidor PD173074 também foi descrito como um
bloqueador da atividade de receptores tirosino-cinases de VEGF
(MOHAMMADI et al., 1998). Entretanto, VEGF né&o bloqueia o inchago hipo-
osmotico de células bipolares (VOGLER et al., 2013); entdo é pouco provavel
que VEGF derivado de células de Muller participe da inibicdo de inchago de
células bipolares induzida por NGF.

bFGF é um dos principais fatores neuroprotetores na retina (SIEVERS et
al., 1987; FAKTOROVICH et al., 1992), e as células de Miller sdo conhecidas
por produzir este fator (HARADA et al., 2000, 2002; HAUCK et al., 2006). Desta
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forma, o bFGF exd6geno também foi diretamente testado em células de Muller e
células bipolares isoladas. Apesar de impedir completamente o inchago
osmotico de células de Muller (Fig. 19a), o bFGF inibiu somente cerca de 30%
o inchagco osmético de células bipolares isoladas (Fig. 19b), sugerindo que
além de bFGF, outros fatores derivados de células de Muller podem mediar o
efeito inibitério do NGF sobre o inchago osmético do soma de células bipolares
em fatias de retina.

Em condi¢gbes patoldgicas, para impedir a morte de fotorreceptores e
neurdnios retinianos, as células de Miller secretam varios fatores neurotréficos,
fatores de crescimento e citocinas, os quais podem atuar sozinhos ou em
combinagdo, promovendo a sobrevivéncia celular (GARCIA; VECINO, 2003;
BRINGMANN et al., 2009b). Para revelar quais fatores poderiam também inibir
0 inchago osmotico do soma de células bipolares, varias citocinas foram
testadas em fatias de retina. Observou-se que GDNF e TGF-B1, quando
simultaneamente administrados, reduziram a extensdo do inchago osmoético de
células bipolares isoladas em dois tergos (Fig. 20a). No entanto, devido ao fato
de que ambas citocinas separadamente reduziram o inchago osmético do soma
de células bipolares isoladas (Fig. 20b) a um grau menor do que aquele
observado em fatias de retina (Fig. 20a), sugere-se que GDNF e TGF-$1
inibem o inchaco de células bipolares por dois mecanismos, via efeitos diretos
em células bipolares e via efeitos indiretos que podem envolver células de
Mdller. O efeito sinérgico de GDNF e TGF-f3 ja foi demonstrado em outro tipo
celular neuronal, onde o efeito neuroprotetor de GDNF requer a presencga de
TGF-B. Os dois fatores em combinagdo promovem a sobrevivéncia neuronal,
enquanto que a administracdo dos mesmos separadamente ndo tém efeitos
(PETERZIEL; UNSICKER; KRIEGLSTEIN, 2002).

Pesquisas anteriores mostraram que células de Miller sdo uma fonte de
TGF-B1 e que GDNF induz a expressdo de bFGF nestas células (IKEDA et al.,
1998; HARADA et al., 2003). No entanto, a coadministracédo de bFGF, GDNF e
TGF-B1 n&o inibe completamente o inchago osmético de células bipolares
isoladas (Fig. 20b), sugerindo a probabilidade de que fatores adicionais
derivados de células de Mdiller, ndo investigados no presente estudo, estao
envolvidos na mediacédo do efeito inibitério do NGF sobre o inchago osmético

de célula bipolares. Logo, outros fatores liberados por células de Miller apos
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estimulacdo com NGF, aptos para inibir o inchago osmoético de células
bipolares, permanecem a ser determinados em experimentos futuros.

Além dos receptores de glutamato (EULER et al., 2014), outras proteinas
podem ser diferencialmente expressas em células bipolares do cone e células
bipolares dos bastonetes (FEIGENSPAN et al., 2004; CERVIA et al., 2012).
Entdo, a possibilidade de que varios subtipos de células bipolares expressem
diferentes tipos de receptores de citocinas também nao pode ser descartada.
Neste caso, a liberacdo de uma variedade de citocinas induzida por NGF em
células de Miller poderia aumentar a eficiéncia do controle glial do volume da
célula bipolar.

O inibidor do receptor A1 de adenosina (DPCPX) bloqueou
completamente o efeito inibitério do NGF sobre o inchago osmético de células
de Miller em fatias de retina (Fig. 17c). Por outro lado, DPCPX bloqueou
somente em parte o efeito inibitério do bFGF sobre o inchago osmético de
células de Miller isoladas (Fig. 19a). Isto sugere que a liberacdo de bFGF
induzida por NGF em células de Miller ocorre corrente-abaixo a ativacéo
autécrina/paracrina de receptores A1. Para provar esta suposigao, testou-se se
o efeito inibitério da adenosina sobre o inchago osmético de células de Miller
seria bloqueado pela inibicdo do receptor de FGF. De fato, PD173074, impediu
completamente o efeito inibitério da adenosina em células de Miiller isoladas
(Fig. 19c). Estes dados corroboram a hipétese de que o NGF induz em células
de Mdller a ativacdo da cascata de sinalizagdo glutamatérgica-purinérgica de
inibicdo de inchago osmotico descrita previamente (UCKERMANN et al. 2006;
WURM et al. 2008).

Pesquisas anteriores mostraram que a inibigdo do inchago osmoético de
células de Muller por agonistas é mediada pela abertura de canais de postassio
e cloreto. O influxo de ion compensa o gradiente osmoético através da
membrana da célula de Miller e entdo impede o inchago celular em condigdes
hipo-osméticas (UCKERMANN et al., 2006). Os resultados deste estudo
mostram que o efeito inibidor de inchago osmoético do NGF e bFGF também
foram dependentes da ativagdo de canais idnicos. Tanto clofilio quanto NPPB
bloquearam o efeito de ambos os fatores sobre o inchago osmético do soma de
células de Miller isoladas (Fig. 5a Apéndice 1; Fig. 21a). Logo, a abertura

destes canais ibnicos de maneira dependente de PKA, aps6s a liberagdo de
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bFGF induzida por adenosina e a subsequente ativacéo de receptores de FGF
podem representar os passos finais da cascata de sinalizagcdo glutamatérgica-
purinérgica em células de Mailler. Porém, experimentos adicionais sao
necessarios para determinar mais precisamente os mecanismos de sinalizagao

agudos induzidos por NGF em célula de Mller.

6.5 CONSIDERAGOES FINAIS

Dependendo de condicbes especificas, o NGF pode promover a
sobrevivéncia neuronal na retina pela ativacdo de TrkA ou ser neurotdxico via
ativagdo de p75""" (ALI et al. 2008; COASSIN et al. 2008; LEBRUN-JULIEN et
al. 2009; BAI et al. 2010a). Algumas pesquisas sugerem que as propriedades
neuroprotetoras do NGF fazem dele um candidato promissor para o tratamento
de doencas retinianas degenerativas, tais como glaucoma e DMRI, e ainda via
administracdo de colirios contendo NGF, para o tratamento de disturbios
cerebrais neurodegenerativos como doenga de Alzheimer (LAMBIASE et al.
2011; BAGNIS et al. 2011). Entretanto, o NGF pode também ter efeitos
danosos dependentes de TrkA na retina, como a promogdo de
neovascularizagdo retiniana e coroidal, e proliferacdo de células de Miuller
(IKEDA; PURO, 1994; STEINLE; GRANGER, 2003; LIU et al. 2010).

Os presentes dados sugerem que o efeito neuroprotetor do NGF na retina
€ em parte mediado pela prevencao do inchacgo citotoxico das células gliais e
bipolares que contribui para degeneragcéo neuronal em doengas isquémicas e
inflamatorias da retina (BRINGMANN et al. 2005). Permanece a ser
determinado se o NGF pode ser util para o tratamento de edema retiniano, a
principal causa de deterioracao visual.

A figura 22 reune as vias de sinalizacao investigadas no presente estudo.
Estas vias estdo possivelmente envolvidas no efeito inibidor de inchago
osmotico do NGF — mediado pela liberagao de citocinas — em células de Muller
e células bipolares da retina, submetidas a meio hipoténico na presenca de

ions Ba®* ou em retinas isquémicas (na auséncia de Ba2+).
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Figura 22. Esquema hipotético da via de sinalizagdo induzida por NGF, envolvida na regulagéo de
volume de células de Miller e células bipolares da retina de rato. O NGF apés ligagdo a TrkA ativa
uma cascata de sinalizagdo glutamatérgica-purinérgica. Esta cascata consiste da liberagéo
consecutiva de glutamato, ATP e adenosina, e a ativagédo de receptores metabotropicos de glutamato
(mGIluRs), P2Y, e receptores de adenosina A4, respectivamente. A ativacdo de receptores A, induz a
liberacdo de bFGF por células de Miiller, o qual ativa receptores de FGF, resultando na abertura de
canais de potassio e cloreto na membrana de células de Miuller. A saida de ions compensa o
gradiente osmético transmembrana e entdo impede o inchago celular sob condigdes hipo-osméticas.
Citocinas como bFGF, GDNG e TGF-f3, e possivelmente citocinas adicionais inibem o inchago hipo-
osmoético de células bipolares. Enquanto que em células de Miuller, o glutamato inibe o inchago
osmotico, em células bipolares o mesmo pode induzir inchago osmético. O inchago osmoético induzido
por glutamato em células bipolares & impedido por citocinas derivadas de células de Miller.
Diferentes passos da cascata de sinalizagdo podem ser bloqueados por antagonistas (lado
esquerdo), resultando em inchago celular quando a osmolaridade extracelular diminui. Imagem
elaborada pelo Prof. Dr. Andreas Bringmann do Departamento de Oftalmologia da Universidade de

Leipzig, Alemanha.
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7 CONCLUSAO

e O NGF é expresso na retina por células de Miller isoladas, mas ndo por

células bipolares isoladas;

e Ambas as células de Miller e as células bipolares da retina expressam TrkA,
mas somente o receptor glial esta acoplado a mecanismos de sinalizagao

intracelular reguladores de volume celular;

5NTR

e O receptor p7 € expresso na retina por células de Miller isoladas, mas

nao por células bipolares isoladas;

e A retina de rato aumenta a liberagcdo de adenosina quando exposta a hipo-
osmolaridade, mas suprime esta liberacdo quando os canais de K* s&o

bloqueados por ions bario.

e O NGF inibe o inchago osmético do soma de células de Miiller e do soma de
células bipolares em fatias de retina, de maneira dependente de
concentragdo, em condigdes hipo-osméticas quando canais de K* s&o

bloqueados por ions bario;

e O NGF inibe o inchago osmético do soma de células de Muller isoladas, mas
nao de células bipolares isoladas, em condi¢cées hipo-osméticas quando

canais de K" s&o bloqueados por ions bario;

e O NGF inibe o inchago osmotico do soma de células de Muller e, em menor
extensdo, o inchago do soma de células bipolares em fatias de retina pés-

isquémica, em condi¢des hipo-osmaticas.
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O efeito inibitério do NGF sobre o inchago osmoético do soma de células de
Muller ocorre por meio da ativacéo de receptores TrkA,;

O efeito inibitério do NGF sobre o inchago osmoético do soma de células de
Muller e células bipolares da retina ocorre por meio da ativagdo de uma

cascata de sinalizagdo gutamatérgica-purinérgica;

O efeito inibitério do NGF sobre o inchago osmoético do soma de células de
Mller e células bipolares da retina ocorre por meio da liberagdo de bFGF e

ativacao de receptores FGF;

A ativacao de receptores A1 induz a liberagcdo de bFGF na retina, o qual
inibe completamente o inchaco osmoético do soma de células de Miuller

isoladas e parcialmente o inchago de célula bipolares isoladas;

O efeito inibitério do NGF sobre o inchago osmético do soma de células
bipolares é um efeito indireto, mediado pela indugdo da liberacdo de

citocinas, possivelmente bFGF, GDNF e TGF-31 por células de Mller;

O efeito inibitério bFGF sobre o inchago osmético do soma de células de
Mdller isoladas da retina é dependente da abertura de canais de CI” e canais

de K", possivelmente mediada por PKA;

O efeito protetor do NGF na retina € em parte mediado pela prevencéo de

inchaco citotdxico de células gliais e bipolares.
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Abstract

Osmotic swelling of neurons and glial cells contributes to the
development of retinal edema and neurodegeneration. We
show that nerve growth factor (NGF) inhibits the swelling of
glial (Muller) and bipolar cells in rat retinal slices induced by
barium-containing hypoosmotic solution. NGF also reduced
Mdller and bipolar cell swelling in the post-ischemic retina. On
the other hand, NGF prevented the swelling of freshly isolated
Mdller cells, but not of isolated bipolar cells, suggesting that
NGF induces a release of factors from Muiller cells that inhibit
bipolar cell swelling in retinal slices. The inhibitory effect of
NGF on Miller cell swelling was mediated by activation
of TrkA (the receptor tyrosine kinase A), but not p75™"", and
was prevented by blockers of metabotropic glutamate, P2Y;,
adenosine A4, and fibroblast growth factor receptors. Basic

One major vision-threatening condition of ischemic-hypoxic
and inflammatory retinal diseases such as diabetic retinopathy,
uveitis, and atherosclerotic vascular disorders is the develop-
ment of tissue edema. In addition to vascular hyperpermeabil-
ity (vasogenic edema), water accumulation in neurons and glial
cells resulting in cellular swelling (cytotoxic edema) may
contribute to the development of edema and neurodegenera-
tion in the retina (Bringmann et al. 2005). Water accumulation
in retinal glial (Miiller) cells was found in various animal
models of retinal ischemia-hypoxia and diabetic retinopathy
(Stepinac et al. 2005; Kaur et al. 2007; Kumar et al. 2013).
Neuronal activity in the retina is associated with a decrease in
the extracellular fluid osmolarity (Dmitriev ef al. 1999).

fibroblast growth factor fully inhibited the swelling of freshly
isolated Miller cells, but only partially the swelling of isolated
bipolar cells. In addition, glial cell line-derived neurotrophic
factor and transforming growth factor-f1, but not epidermal
growth factor and platelet-derived growth factor, reduced the
swelling of bipolar cells. Both Mduller and bipolar cells
displayed TrkA immunoreactivity, while Muller cells were also
immunostained for p75"™" and NGF. The data suggest that
the neuroprotective effect of NGF in the retina is in part
mediated by prevention of the cytotoxic glial and bipolar cell
swelling.

Keywords: bipolar cell, cell swelling, glial, ischemia, nerve
growth factor, retina.
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Hypoosmolarity was shown to induce a swelling of bipolar
cells that is mediated by a release of endogenous glutamate and
activation of metabotropic glutamate receptors, resulting in
sodium and water flux into the cells (Vogler et al. 2013). In
contrast, Miiller cells do not swell under hypoosmotic stress
(Vogleret al.2013). The different volume regulation of Miiller
and bipolar cells has led to the suggestion that retinal glial cells
play a role in mediating the homeostasis of the extracellular
space volume (Vogler et al. 2013). Muller cell volume
regulation was shown to depend on the passive transmembrane
potassium flux (Pannicke e al. 2004) and activation of an
endogenous glutamatergic—purinergic signaling cascade (Uc-
kermann et al. 2006; Wurm er al. 2008). Because various
neuroprotective factors including vascular endothelial growth
factor (VEGF), erythropoietin, and osteopontin activate this
signaling cascade (Wurmet al. 2008; Krigel et al. 2010; Wahl
et al. 2013), inhibition of cytotoxic Miiller cell swelling might
represent one neuroprotective mechanism.

Various growth factors, cytokines, and neurotrophins
including basic fibroblast growth factor (bFGF), brain-
derived neurotrophic factor, and glial cell line-derived
neurotrophic factor (GDNF) promote the survival of photo-
receptors and retinal neurons such as ganglion and bipolar
cells under pathological conditions (Sievers et al. 1987;
Faktorovich et al. 1992; Mansour-Robaey et al. 1994;
Wexler et al. 1998; Hauck er al. 2006). It has been shown
that the simultaneous action of various trophic factors is
required to effectively promote photoreceptor survival
(Ogilvie et al. 2000), and that the survival of photoreceptors
and neurons is, at least in part, indirectly supported via
regulation of the trophic factor production in Miller glial
cells (Wexler et al. 1998; Harada et al. 2002).

Nerve growth factor (NGF) controls neuronal survival in
the retina via activation of high-affinity TrkA receptors, that
transmit prosurvival signals, and low-affinity p75 neurotro-
phin receptors (p75NTR) that transmit antisurvival signals
(Ali et al. 2008; Coassin et al. 2008; Lebrun-Julien et al.
2009; Bai et al. 2010). NGF acting at TrkA protects retinal
neurons from excitotoxicity (Kokona er al. 2012). NGF
delays retinal cell degeneration in animal models of inherited
retinitis pigmentosa, diabetic retinopathy, glaucoma, retinal
ischemia, retinal detachment, and optic nerve transection
(Carmignoto et al. 1989; Siliprandi et al. 1993; Hammes
et al. 1995; Lenzi et al. 2005; Sun et al. 2007; Colafrance-
sco et al. 2011). NGF protects neuronal and glial cells from
oxidant-induced cell death (Sampath et al. 1994; Mattson
et al. 1995; Giardino er al. 1998). However, activation of
p75NT™R was shown to have either pro- or antisurvival effects
in the retina, in dependence on the experimental model
studied (Wexler et al. 1998; Harada er al. 2000, 2002). NGF
was suggested to decrease the production of bFGF by Miiller
cells resulting in increased photoreceptor apoptosis (Harada
et al. 2000; Nakamura ef al. 2005). In another study,

activation of p75N™ was suggested to trigger release of
bFGF from Miiller cells, resulting in increased survival of
bipolar cells (Wexler et al. 1998). Because water accumu-
lation in retinal neurons and glial cells is a pathogenic factor
involved in retinal degeneration under ischemic-hypoxic and
inflammatory conditions, we tested whether NGF may
influence the osmotic swelling of rat Miiller glial and bipolar
cells. We found that NGF prevents the osmotic swelling of
Miiller cells by inducing autocrine/paracrine FGF signaling,
and indirectly the swelling of bipolar cells by inducing a
release of cytokines from Miiller cells.

Experimental procedures

Materials

Mitotracker Orange was obtained from Life Technologies (Darms-
tadt, Germany). Papain was from Roche Molecular Biochemicals
(Mannheim, Germany). N°-methyl-2’-deoxyadenosine-3’,5'-bis-
phosphate and (25)-2-amino-2-[(1S,2S)-2-carboxycycloprop-1-yl]-
3-(xanth-9-yl) propanoic acid (LY341495) were from Tocris
Cookson (Ellisville, MO, USA). Human recombinant bFGF, rat
recombinant GDNF, TrkA receptor inhibitor (Calbiochem 648450),
and TAT-conjugated PepS (506181) were obtained from Merck
Millipore (Darmstadt, Germany). Rat recombinant epidermal growth
factor, human recombinant platelet-derived growth factor, and
human recombinant transforming growth factor-f1 (TGF-1) were
purchased from R&D Systems (Wiesbaden, Germany). Rat
recombinant NGF- (N2513) and all other agents used were
obtained from Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Germany), unless stated
otherwise. The following antibodies were used: rabbit anti-NGF
(1 : 100; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), rabbit
anti-TrkA (1 : 100; Santa Cruz Biotechnology), rabbit anti-p75™ "~
(1 : 100; Promega, Mannheim, Germany), mouse anti-glutamine
synthetase (1 : 200; Merck Millipore), mouse anti-glial fibrillary
acidic protein (GFAP, 1 : 200; Sigma-Aldrich), mouse anti-protein
kinase Co (PKCo, 1 :200; Santa Cruz Biotechnology), Cy3-
coupled goat anti-rabbit IgG (1 : 200; Jackson Immuno Research,
Newmarket, UK), and Cy2-coupled goat anti-mouse IgG (1 : 100;
Jackson Immuno Research).

Animals and experimental retinal ischemia—reperfusion

All experiments were done in accordance with the European
Communities Council Directive 86/609/EEC, and were approved by
the local authorities (University of Leipzig Medical Faculty and
Landesdirektion Leipzig). Adult Long-Evans rats (250-350 g; both
sexes) were bred in the Medical-Experimental Center of the
University of Leipzig Medical Faculty. Animals were killed with
carbon dioxide. In four animals, retinal ischemia—reperfusion was
induced in one eye by elevating the intraocular pressure to
160 mmHg for 60 min, as previously described (Pannicke er al.
2004). The contralateral eyes served as control. The animals were
killed after 3 days.

Cell soma recording
Retinal slices and suspensions of dissociated retinal cells were
prepared as described (Wurm et al. 2008). All experiments were
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performed at 20-23°C. Retinal slices or isolated cells were
transferred to a custom-made perfusion chamber and kept
submerged in extracellular solution. Slices or cells were loaded
with the vital dye Mitotracker Orange (1 pM) for 3 min. Recordings
were made with a confocal laser scanning microscope (LSM 510
Meta; Zeiss, Oberkochen, Germany) and an Achroplan 63x/0.9
water immersion objective (Zeiss). The pinhole was set at 151 pm;
the thickness of the optical section was adjusted to 1 pm.
Mitotracker Orange was excited at 543 nm with a HeNe laser
(Zeiss), and emission was recorded with a 585 nm long-pass filter.

The recording chamber was continuously perfused with extracel-
lular solution; test substances were applied by rapidly changing the
perfusate. The extracellular solution consisted of (mM) 136 NaCl, 3
KCl, 2 CaCl,, 1 MgCl,, 10 HEPES, and 11 glucose, adjusted to pH
7.4 with Tris. The hypoosmotic solution (60% osmolarity) was
made up by adding distilled water. Barium chloride (1 mM) was
added to the hypoosmotic solution; the slices or cells were
preincubated in barium-containing isoosmotic solution for 10 min.
Blocking agents were preincubated for 15—45 min, and receptor
agonists were applied within the hypoosmotic solution.

Immunostaining

Isolated retinas were fixed in 4% paraformaldehyde for 1 h. After
washing in buffered saline, the tissues were embedded in saline
containing 3% agarose (w/v), and 60-pm thick slices were cut with a
vibratome. The slices were incubated in 5% normal goat serum plus
0.3% Triton X-100 and 1% dimethylsulfoxide in saline for 2 h at
20-23°C and, subsequently, in primary antibodies overnight at
4°C. After several washing steps with saline, the secondary
antibodies were applied overnight at 4°C. No specific staining was
found in negative control slices stained without primary antibodies
(data not shown). Dissociated retinal cells were fixed in 4%
paraformaldehyde for 10 min, incubated in 5% normal goat serum
plus 0.03% Triton X-100 and 0.1% dimethylsulfoxide in saline
for 2 h at 20-23°C and, subsequently, in primary antibodies
overnight at 4°C. After washing with saline, the secondary
antibodies were applied overnight at 4°C.

Data analysis

To determine the extent of cell soma swelling, the cross-sectional
area of Mitotracker Orange-stained cell bodies was measured off-
line using the Zeiss LSM Image Examiner version 3.2.0.70 (Zeiss).
Data are presented as means + SEM. Statistical analysis was made
with Prism (Graphpad Software, San Diego, CA, USA). Signifi-
cance was determined by one-way anova followed by Bonferroni’s
multiple comparison test and by Mann—Whitney U test, respec-
tively, and was accepted at p < 0.05.

Results

Hypoosmotic swelling of Miiller and bipolar cell somata

It was shown recently that Miiller and bipolar cells differ in
their cell volume regulation in response to osmotic stress
(Vogler et al. 2013). We measured the cross-sectional area of
Miiller and bipolar cell somata recorded in Mitotracker
Orange-loaded freshly isolated retinal slices (Fig. 1b and c)
and cells (Fig. 2d). Miiller and bipolar cells were identified in
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retinal slices and cell suspensions according to their charac-
teristic morphologies (Figs 1b and 2d). The different cell
morphologies and different localization of the somata within
the inner nuclear layer was verified by immunohistochemical
staining of Miiller cells (glutamine synthetase) and rod bipolar
cells (PKCa; Gabriel er al. 2001) in retinal slices (Fig. 1a).
Superfusion of retinal slices from control animals with a
hypoosmotic extracellular solution (60% osmolarity) for
4 min did not induce a significant alteration in the size of
Miiller cell somata (Fig. 1d) while bipolar cell somata swelled
under these conditions (Fig. le). Similarly, somata of freshly
isolated Muller cells did not change their size under hypoos-
motic conditions (Fig. 2a) while somata of freshly isolated
bipolar cells swelled significantly under these conditions
(p < 0.05; Fig. 2b). As previously described (Pannicke et al.
2004), potassium channel-blocking barium ions induced a
significant (p < 0.05) hypoosmotic swelling of Miiller cell
bodies (Figs 1d and 2a). Miiller cells in slices of post-ischemic
retinas displayed a hypoosmotic swelling of their somata in the
absence of barium ions (Fig. 1f); the osmotic glial swelling
after retinal ischemia—reperfusion was suggested to be caused
by the down-regulation of Kir4.1, the major potassium channel
of Miiller cells (Pannicke et al. 2004). The data are in
agreement with previous studies that showed that Miiller cells,
but not bipolar cells, possess endogenous volume-regulatory
mechanisms that prevent cellular swelling under hypoosmotic
conditions in the normal retina (Vogler et al. 2013), and that
these mechanisms are impaired after retinal ischemia-reper-
fusion (Pannicke et al. 2004).

Swelling inhibition by NGF

To reveal whether NGF affects the volume regulation of
Miiller and bipolar cells, retinal slices were superfused with a
hypoosmotic solution containing barium chloride. NGF was
simultaneously administered with the hypoosmotic solution.
As shown in Fig. 1(d) and (e), the hypoosmotic swelling of
Miiller and bipolar cell somata in retinal slices from control
animals was dose-dependently inhibited by NGF. NGF also
reduced significantly (p < 0.05) the swelling of Miiller and
bipolar cell somata in slices of post-ischemic retinas
(Fig. 1f). However, the inhibitory effect of NGF on the
osmotic swelling of bipolar cell somata in slices of post-
ischemic retinas (Fig. 1f) was significantly (p < 0.05) lower
than the effect observed in slices of control retinas. On the
other hand, while NGF fully prevented the osmotic soma
swelling of freshly isolated Miiller cells (Fig. 2a), it did not
inhibit the soma swelling of isolated bipolar cells (Fig. 2b).
The data suggest that Miiller cells, but not bipolar cells,
express NGF receptors that are coupled to cell volume-
regulatory signaling mechanisms. The inhibitory effect of
NGEF on the swelling of bipolar cell somata in retinal slices
might be an indirect effect, via NGF-induced stimulation of
Miiller cells which subsequently release factors that induce
volume-regulatory signals in bipolar cells.
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Fig. 1 Nerve growth factor (NGF) inhibits the osmotic swelling of
Mdller cell and bipolar cell somata in slices of control and post-
ischemic retinas. (a) Immunohistochemical staining of control retinal
slices against the glial marker glutamine synthetase (GS) and the rod
bipolar cell marker protein kinase Co (PKCa). The focus is at the inner
nuclear layer (INL). Arrow, Miiller cell soma. Arrowhead, bipolar cell
soma. Note that Muller cell somata are localized in the central part of
the INL while bipolar cell somata are localized near the outer border of
the INL. (b) Example of a freshly isolated retinal slice loaded with
Mitotracker Orange. (c) Original records of cell somata obtained before
(left) and during (right) superfusion of control retinal slices with a
barium (1 mM)-containing hypoosmotic solution in the absence (left-
hand side images) and presence (right-hand side images) of NGF
(1 ng/mL). (d and e) Dose dependencies of the NGF effects on the
osmotic swelling of Muller cell (d) and bipolar cell somata (e) in control
retinal slices. The concentrations of NGF (ng/mL) are given in the bars.
The cross-sectional area of cell somata was measured after a 4-min

NGF binds with at least two classes of receptors, TrkA and
p75N™R. To reveal the types of receptors that mediate the
inhibitory effect of NGF on the osmotic swelling of Miiller
cell somata, we tested a TrkA receptor inhibitor and a
p75~™® signaling inhibitor, TAT-conjugated Pep5. As shown
in Fig. 2(c), the TrkA inhibitor fully prevented the inhibitory
effect of NGF on the swelling of Miiller cell somata, while
the p75™"™® inhibitor had no effect.

Dependence of the NGF effect on receptor transactivation
Rat Miller cells were shown to possess an endogenous
signaling cascade that mediates the agonist-induced homeo-
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superfusion of the slices with an iso- or hypoosmotic solution (60%
osmolarity), and are expressed in percent of the soma size recorded
before beginning of the superfusion (100%). The effects of the
hypoosmotic solution were determined in the absence and presence
of barium chloride (1 mM). (f) Effects of NGF (1 ng/mL) on the osmotic
swelling of Muller and bipolar cell somata in slices of 3-day-post-
ischemic retinas. The slices were superfused with the hypoosmotic
solution without barium chloride. Each bar represents values obtained
in 3-34 cells. *p < 0.05 compared with hypoosmolarity (d) and
isoosmolarity control (e), respectively. ep < 0.05 compared with
hypoosmolarity plus barium (d) and hypoosmolarity control (e),
respectively. op < 0.05 compared with Muller cell somata in control
retinas (f). “p < 0.05 compared with Miiller cell and bipolar cell somata,
respectively, in ischemic retinas in the absence of NGF (f). IPL, inner
plexiform layer; ONL, outer nuclear layer; OPL, outer plexiform layer.
Scale bars: 5 um.

stasis of cellular volume under hypoosmotic conditions; this
signaling cascade involves the autocrine/paracrine activation
of glutamatergic and purinergic receptors (Uckermann et al.
2006; Wurm et al. 2008). The inhibitory effect of NGF on
the swelling of Miiller cell somata was abrogated in the
presence of the selective antagonist of group II metabotropic
glutamate receptors, LY341495 (Figure Sla). This suggests
that NGF induces a release of endogenous glutamate, likely
from Miiller cells (Wurm et al. 2008), that subsequently
activates metabotropic glutamate receptors on the cells. On
the other hand, LY341495 inhibited the swelling of bipolar
cells in retinal slices, but did not alter the inhibitory effect of
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Fig. 2 Effects of nerve growth factor (NGF) (1 ng/mL) on the osmotic
soma swelling of Miiller (a and c) and bipolar cells (b) freshly isolated
from retinas of control animals. (c) The inhibitory effect of NGF on the
osmotic soma swelling of isolated Muller cells was prevented in the
presence of a TrkA inhibitor (500 nM) but not in the presence of a
p75NTR inhibitor, TAT-conjugated Pep5 (TAT-Pep5; 1 uM). (d) Original
records of Mitotracker Orange-loaded freshly isolated Miiller (left) and
bipolar cells (right). Filled arrowheads, cell soma. Unfilled arrowheads,
Mdller cell endfoot. Arrows, inner process of bipolar cells. Data were
measured after a 4-min superfusion of the cells with an iso- or
hypoosmotic solution, and are expressed in percent of the soma size
recorded before beginning of the superfusion (100%). The effects of
the hypoosmotic solution were recorded in the absence and presence
of barium chloride (1 mM). Each bar represents values obtained in
7-20 cells. *p < 0.05 compared with hypoosmolarity (a) and isoosmo-
larity control (b), respectively. ep < 0.05 compared with hypoosmolar-
ity plus barium control (a and c). op < 0.05 compared with NGF
control. Scale bars: 10 um.

NGF (Figure S1b). This finding is in agreement with a
recent study that showed that the osmotic swelling of bipolar
cell somata in rat retinal slices is mediated by induction of
the release of endogenous glutamate and subsequent activa-
tion of metabotropic glutamate receptors (Vogler et al.
2013).
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The inhibitory effects of NGF on the swelling of Miiller
and bipolar cell somata in retinal slices were fully abrogated
in the presence of the selective antagonist of purinergic P2Y,
receptors, N°-methyl-2'-deoxyadenosine-3’,5"-bisphosphate
(MRS2179), and the antagonist of adenosine A, receptors,
8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine (DPCPX), respectively
(Figure Slc and d). The data suggest that the effects of NGF
on the swelling of Miiller and bipolar cell somata are
mediated by transactivation of P2Y, and A, receptors, likely
via inducing a release of ATP and adenosine from Miiller
cells.

Dependence of the NGF effect on cytokine release

It was shown that exogenous glutamate, ATP, and adenosine
inhibit the hypoosmotic swelling of Miiller cell somata, but
not of bipolar cell somata (Vogler et al. 2013). Therefore, it
is unlikely that glutamate, ATP or adenosine released from
Miiller cells mediate the inhibitory effect of NGF on the
swelling of bipolar cell somata in retinal slices (Fig. le). In
order to test the assumption that the swelling-inhibitory effect
of NGF on bipolar cells in retinal slices is an indirect effect
mediated by other Miiller cell-derived factors, we tested the
FGF receptor tyrosine kinase inhibitor N-[2-[[4-(diethy-
lamino)butylJamino-6-(3,5-dimethoxyphenyl)pyrido[2,3-d]

pyrimidin-7-y1]-N’-(1,1-dimethylethyl)urea (PD173074)
(Mohammadi et al. 1998). bFGF is a major neuroprotectant
in the retina (Sievers et al. 1987; Faktorovich et al. 1992),
and Miiller cells are known to produce bFGF (Harada et al.
2000, 2002; Hauck et al. 2006). We found that the inhibitory
effects of NGF on the osmotic swelling of Miiller and bipolar
cell somata in retinal slices were completely blocked by
PD173074 (Fig. 3a and b). The data suggest that the effects
of NGF are mediated by transactivation of FGF receptors.
We found that exogenous bFGF fully blocked the osmotic
soma swelling in isolated Miller cells (Fig. 3c), but inhibited
the osmotic soma swelling in isolated bipolar cells by
approximately 30% (Fig. 3d). This may suggest that, in
addition to bFGF, further Miiller cell-derived factors play a
role in mediating the inhibitory effect of NGF on the osmotic
swelling of bipolar cell somata in retinal slices.

In order to determine further factors that inhibit the
osmotic swelling of bipolar cell somata, we tested various
cytokines. GDNF and TGF-B1 significantly (p < 0.05)
reduced the osmotic swelling of bipolar cell somata in retinal
slices while epidermal growth factor and platelet-derived
growth factor had no effects (Fig. 4a). To distinguish
whether GDNF and TGF-fB1 directly inhibit the swelling of
bipolar cell somata or indirectly via their effects in Miiller
cells, we tested the cytokines in freshly isolated bipolar cells.
As shown in Fig. 4(b), both cytokines reduced significantly
(p < 0.05) the osmotic soma swelling in isolated bipolar
cells, albeit to degrees lower than that observed in retinal
slices (Fig. 4a). Coadministration of GDNF and TGF-f1
resulted in a reduction in the soma swelling in isolated
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Fig. 3 The inhibitory effect of nerve growth factor (NGF) on the
osmotic swelling of Muller cell somata is mediated by the activation of
fibroblast growth factor (FGF) signaling. The data were measured after
a 4-min superfusion of retinal slices (a and b) and isolated cells (c—e)
with a hypoosmotic solution containing barium chloride (1 mM), and
are expressed in percent of the soma size recorded before beginning
of the superfusion (100%). (a and b) The inhibitory effects of NGF
(1 ng/mL) on the osmotic swelling of Miiller (a) and bipolar cell somata
(b) are prevented by the FGF receptor inhibitor N-[2-[[4-(diethylamino)
butyllamino-6-(3,5-dimethoxyphenyl)pyrido[2,3-d]pyrimidin-7-yI]-N'-(1,
1-dimethylethyl)urea (PD173074) (500 nM). (c and d) Effects of basic
FGF (10 ng/mL) on the osmotic soma swelling in isolated Mdller (c)
and bipolar cells (d). In isolated Miiller cells, the antagonist of
adenosine A, receptors, 8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine (DPCPX)
(100 nM), did not significantly block the swelling-inhibitory effect of
basic FGF (c). (e) The inhibitory effect of adenosine (10 uM) on the
osmotic swelling of Miiller cell somata is prevented by PD173074
(500 nM). Each bar represents values obtained in 7-23 cells.
ep < 0.05 compared with hypoosmolarity plus barium control.
op < 0.05 compared with NGF (a, b) and adenosine control (e).

bipolar cells (Fig. 4b) to a degree similar to that observed in
retinal slices (Fig. 4a). Coadministration of bFGF, GDNF,
and TGF-PB1 did not further decrease the extent of soma
swelling in isolated bipolar cells (Fig. 4b).

Glial bFGF release occurs downstream from A; receptor
activation

We found that the inhibitor of adenosine A; receptors,
DPCPX, fully blocked the inhibitory effect of NGF on the
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Fig. 4 Cytokine-induced inhibition of the osmotic swelling of bipolar
cell somata. The data were measured after a 4-min superfusion of
retinal slices (a) and freshly isolated cells (b) with a hypoosmotic
solution containing barium chloride (1 mM), and are expressed in
percent of the soma size recorded before beginning of the superfusion
(100%). (a) Effects of epidermal growth factor (EGF), platelet-derived
growth factor (PDGF), glial cell line-derived neurotrophic factor
(GDNF), and transforming growth factor-1 (TGF-p1) on the swelling
of bipolar cell somata. (b) Effects of GDNF, TGF-B1, and of coadmin-
istrations of GDNF and TGF-B1, and of basic fibroblast growth factor
(bFGF), GDNF, and TGF-B1, respectively, on the swelling of bipolar
cell somata. Each cytokine was tested at 10 ng/mL. Each bar
represents the values obtained in 10-45 cells. *p < 0.05 compared
with hypoosmolarity plus barium control. ep < 0.05 compared with
TGF-B1.

osmotic Miiller cell swelling in retinal slices (Figure Slc).
However, DPCPX blocked only partially the swelling-inhib-
itory effect of bFGF in isolated Miiller cells (Fig. 3c). This
suggests that the NGF-induced release of bFGF from Miiller
cells occurs downstream from autocrine/paracrine A receptor
activation. This assumption is supported by the finding that
the inhibitory effect of adenosine on the osmotic Miiller cell
swelling (Uckermann et al. 2006) is blocked in the presence
of the FGF receptor inhibitor PD173074 (Fig. 3e).

Dependence of swelling inhibition on ion channel activation
We described previously that the agonist-mediated inhibition
of osmotic Miiller cell swelling is mediated by activation of
potassium and chloride channels (Uckermann et al. 2006).
We found that the potassium channel blocker clofilium and
the chloride channel blocker 5-nitro-2-(3-phenylpropylami-
no)benzoic acid (NPPB) blocked the inhibitory effects of
NGF and bFGF on the osmotic soma swelling of isolated
Miiller cells (Fig. 5a). Both blockers also prevented the
inhibitory effect of GDNF plus TGF-B1 on the osmotic soma
swelling of isolated bipolar cells (Fig. 5b).

Retinal localization of NGF, TrkA, and p75"™

To determine whether Miiller and bipolar cells of the rat
retina express NGF, TrkA, and p75NTR, we immunostained
retinal slices and cells. The slices and cells were colabeled
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Fig. 5 Dependence of the swelling-inhibitory cytokine effects on ion
channel activation. (a) In freshly isolated Mdller cells, the effects of
nerve growth factor (NGF) (10 ng/mL) and basic fibroblast growth
factor (bFGF) (10 ng/mL) were abrogated in the presence of the
chloride channel blocker 5-nitro-2-(3-phenylpropylamino)benzoic acid
(NPPB) (100 uM) and the potassium channel blocker clofilium
(10 uM), respectively. (b) Both blockers also abrogated the inhibitory
effect of glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) plus
transforming growth factor-p1 (TGF-B1) (each at 10 ng/mL) on the
osmotic soma swelling of freshly isolated bipolar cells. The data were
measured after a 4-min superfusion of the cells with a hypoosmotic
solution containing barium chloride (1 mM), and are expressed in
percent of the soma size recorded before beginning of the superfusion
(100%). Each bar represents values obtained in 7-22 cells. ep < 0.05
compared with hypoosmolarity plus barium control. op < 0.05 com-
pared with cytokine control.

against glutamine synthetase (predominantly expressed by
Miiller cells), GFAP (mainly expressed by astrocytes), and
PKCa (marker of rod bipolar cells; Gabriel er al. 2001).
NGF immunoreactivity displayed a widespread distribution
throughout the retinal tissue (Figure S2a). In addition to
other structures, the somata of retinal ganglion cells and cell
bodies in the inner nuclear layer were surrounded by NGF
immunoreactivity (Figure S2a). Miiller cells displayed
immunoreactivity for NGF, as indicated by their labeled
processes that traverse the outer nuclear layer (Figure S2a).
GFAP-expressing astrocytes localized to the ganglion cell
layer were not immunolabeled for NGF (Figure S2b).
Isolated Muller cells displayed a punctate NGF immunola-
beling at their whole cell bodies (Fig. 6a) while isolated
bipolar cells did not display immunolabeling for NGF
(Fig. 6b). The data are in agreement with a previous study
that showed expression of NGF in rat retinal ganglion and
Miiller cells (Chakrabarti et al. 1990).

Retinal slices displayed a widespread immunostaining for
TrkA; among others, retinal ganglion cell and amacrine cell
bodies were immunopositive for TrkA (Figure S3). Both
isolated Miiller and bipolar cells displayed a punctate TrkA
labeling (Fig. 6¢c and d). The retinal cell suspensions
contained also TrkA-positive, glutamine synthetase- and
PKCoa-negative cell bodies (data not shown), suggesting
that further neuronal cell types, for example, amacrines
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(Figure S3), express TrkA. The data are in agreement with
previous studies that showed a widespread distribution of
TrkA in the rat retina (Coassin et al. 2008). Retinal slices
were immunolabeled for p75™ "X throughout all retinal layers
(Figure S4). Among others, Miller cells displayed immuno-
reactivity for p75N™®, as indicated by the colabeling with
glutamine synthetase in both plexiform layers and at the
outer limiting membrane (Figure S4). Isolated Miiller cells
displayed p75™™ immunoreactivity at their whole cell
bodies (Fig. 6e) while isolated bipolar cells were devoid of
p75N™ immunolabeling (Fig. 6f). The data are in agreement
with previous studies that showed localization of p75~'® in
Miiller cells but not bipolar cells in the rat retina (Hu ef al.
1998; Wexler et al. 1998; Lebrun-Julien ez al. 2009).

Discussion

Water accumulation in retinal neurons and glial cells
resulting in cellular swelling contributes to the development
of retinal edema and neuronal degeneration (Bringmann
et al. 2005). Here, we examined whether NGF prevents the
cytotoxic swelling of rat Miiller and bipolar cells under
hypoosmotic conditions, via activation of cell volume-
regulatory mechanisms. We found that NGF inhibits the
osmotic swelling of Miiller and bipolar cells in control and
post-ischemic retinal slices (Fig. 1d—f). On the other hand,
NGF prevented the swelling of freshly isolated Miiller cells
(Fig. 2a) but not of isolated bipolar cells (Fig. 2b). The data
may suggest that NGF induces a release of soluble factors
from Miiller cells that inhibit the swelling of bipolar cells in
retinal slices. One such Miller cell-derived factor may
represent bFGF, because the FGF receptor inhibitor
PD173074 blocked the inhibitory effects of NGF on the
swelling of Miiller and bipolar cells in retinal slices (Fig. 3a
and b). However, bFGF fully blocked the swelling of isolated
Miiller cells (Fig. 3c) and only in part the swelling of isolated
bipolar cells (Fig. 3d). This suggests that further Miiller cell-
derived factors also mediate the inhibitory effect of NGF on
bipolar cell swelling. We found that, in addition to the
inhibitor of FGF receptors, blockers of P2Y; and adenosine
A, receptors abrogated the inhibitory effect of NGF on the
swelling of Miiller and bipolar cells in retinal slices
(Figure Slc and d). However, because agonists of P2Y,
(ATP) and A; receptors (adenosine) do not block the
hypoosmotic swelling of bipolar cells, as recently described
(Vogler et al. 2013), it is unlikely that Miiller cell-derived
purinergic receptor agonists mediate the inhibitory effect of
NGEF on the bipolar cell swelling in retinal slices. PD173074
was described to block the tyrosine kinase activities of FGF
and VEGEF receptors (Mohammadi et al. 1998). It was shown
that VEGF does not block the hypoosmotic swelling of
bipolar cells (Vogler et al. 2013); thus, it is also unlikely that
Miiller cell-derived VEGEF is involved in mediating the NGF-
induced inhibition of bipolar cell swelling. In addition,
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glutamate does not block the osmotic swelling of bipolar
cells (Vogler et al. 2013). Instead, glutamate is involved in
mediating the osmotic swelling of bipolar cells, via activation
of metabotropic glutamate receptors (Vogler et al. 2013);
inhibition of these receptors prevented the swelling of bipolar
cells (Figure S1b).

The kinds of the other factors that are released from Muller
cells after stimulation with NGF and that inhibit the swelling
of bipolar cells remain to be determined in future experi-
ments. Two candidate molecules are GDNF and TGF-B1. We
found that both cytokines reduced, when simultaneously
administered to isolated cells, the extent of the bipolar cell
swelling by two-third (Fig. 4b). However, because both
cytokines alone reduced the swelling of isolated bipolar cells
(Fig. 4b) to degrees lower than that observed in retinal slices
(Fig. 4a), we assume that GDNF and TGF-B1 act by two
mechanisms: via direct effects in bipolar cells and via
indirect effects involving Miiller cells. It was shown that
Miiller cells are a source of TGF-§ (Tkeda et al. 1998) and
that GDNF induces the expression of bFGF in Miiller cells
(Harada et al. 2003). However, because coadministration of
bFGF, GDNF, and TGF-B1 did not fully inhibit the swelling
of isolated bipolar cells (Fig. 4b), it is likely that further
Miller cell-derived factors not investigated in the present
study are also involved in mediating the effect of NGF on the
swelling of bipolar cells. It can not be ruled out that various
subtypes of bipolar cells express different kinds of cytokine

Merge

Fig. 6 Immunolocalization of nerve growth
factor (NGF) (a and b), TrkA (c and d), and
p75NTR (e and f) in freshly isolated Miiller (a,
¢, and e) and bipolar cells (b, d, and f) of the
rat retina. Muller cells were colabeled with
an antibody against glutamine synthetase
(GS). Bipolar cells were colabeled with an
antibody against protein kinase Ca (PKCa).
(a and e) Insets: Miiller cell soma at higher
magnification. (c) Insets: Soma (left) and
endfoot (right) of Mdller cells at higher
magnification. Arrows, Miller cell endfeet.
Arrowheads, Muller cell somata. Scale bars:
5 pum.

receptors. In this case, the NGF-induced release of a variety
of cytokines from Miiller cells increases the efficiency of the
glial control of bipolar cell volume.

The inhibitory effect of NGF on the osmotic swelling of
Miiller cells is mediated by transactivation of metabotropic
glutamate, P2Y, and adenosine A; receptors (Figure Sla
and c). These effects are likely mediated by the NGF-induced
release of glutamate, ATP, and adenosine from Miiller cells,
as previously described for the swelling-inhibitory effects of
other receptor ligands (Uckermann et al. 2006; Wurm et al.
2008; Kriigel et al. 2010; Wahl et al. 2013). We found that
the FGF receptor inhibitor PD173074 fully prevented the
inhibitory effect of adenosine in isolated Miiller cells
(Fig. 3e), suggesting that the NGF-induced release of bFGF
from Miiller cells occurs downstream from autocrine/para-
crine A, receptor activation (Fig. 7). The data suggest that
NGF induces activation of the previously described swelling-
inhibitory glutamatergic—purinergic signaling cascade in
Miiller cells (Uckermann et al. 2006; Wurm et al. 2008).
The final steps of the cascade may represent the adenosine-
induced release of bFGF that subsequently activates FGF
receptors, resulting in activation of potassium channels
(likely two-pore domain channels; Skatchkov et al. 20006)
and chloride channels (Fig. 5a). The ion flux compensates
the osmotic gradient across the Miiller cell membrane
and thus prevents the cellular swelling. However, further
experiments are required to determine more precisely the
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Fig. 7 Hypothetical scheme of the nerve growth factor (NGF)-induced
signaling involved in the volume regulation of Miiller glial and bipolar
cells in the rat retina. NGF acting at TrkA activates a glutamatergic—
purinergic signaling cascade in Miller cells. This cascade consists of
the consecutive release of glutamate, ATP, and adenosine, and the
activation of metabotropic glutamate receptors (mGIuRs), P2Y4, and
adenosine A, receptors. Activation of A4 receptors induces a release of
basic fibroblast growth factor (bFGF) from Miuiller cells that activates
FGF receptors, resulting in the opening of potassium and chloride
channels in the Miller cell membrane. The ion efflux compensates the
transmembranous osmotic gradient and thus prevents the cellular
swelling under hypoosmotic conditions. Miiller cell-derived cytokines
such as bFGF, glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF), and
transforming growth factor-p (TGF-f), and possibly further cytokines,
inhibit the hypoosmotic swelling of bipolar cells. While glutamate
inhibits the osmotic swelling of Mdller cells, it induces the osmotic
swelling of bipolar cells. The glutamate-induced swelling of bipolar
cells is prevented by Muller cell-derived cytokines. Different steps of
the signaling cascade can be blocked by antagonists (left side),
resulting in cellular swelling when the extracellular osmolarity
decreases.

NGF-induced signaling mechanisms in Miiller cells. Activa-
tion of potassium and chloride channels is also involved in
mediating the inhibitory effects of GDNF and TGF-f1 on the
osmotic swelling of bipolar cells (Fig. 5b).

The inhibitory effect of NGF on the osmotic Miiller cell
swelling was mediated by the activation of TrkA, but not
p75~™ (Fig. 2¢). Miiller and bipolar cells display TrkA
immunoreactivity (Fig. 6¢ and d). Because NGF inhibited
the swelling of isolated Muller cells (Fig. 2a), but not of
isolated bipolar cells (Fig. 2b), we assume that TrkA is
coupled to cell volume-regulatory intracellular signaling
mechanisms in Miller cells but not bipolar cells. The
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presence of TrkA-immunolabeled Miiller cells (Fig. 6¢) is in
disagreement with a recent study that showed the absence of
TrkA immunoreactivity in rat Miiller cells (Kokona et al.
2012). However, the inhibitory effect of the TrkA inhibitor
on the NGF effect in isolated Miiller cells (Fig. 2c) suggests
the presence of functional TrkA in Miiller cells that is
coupled to volume-regulatory signaling. The reasons for the
different immunohistochemical data are unclear and may
include, for example, the use of different rat strains and
differences in the recognizability of plasma membrane
stainings between retinal slices and isolated cells. Miiller
cells are also a source of NGF in the rat retina, as indicated
by the punctate NGF labeling of isolated cells (Fig. 6a).

We found that the inhibitory effect of NGF on the osmotic
swelling of bipolar cells in slices of post-ischemic retinas
(Fig. 1f) was lower than that of the effect observed in slices of
control retinas (Figs 1le and 3b). This may suggest a decreased
efficiency of the NGF-induced glial control of the bipolar cell
volume in the ischemic retina. The reasons for the decreased
efficiency are unclear and may include alterations in the NGF-
induced cytokine release from Muller cells and in the
responsiveness of bipolar cells to glial-derived cytokines.

Dependent on specific conditions, NGF was shown to
promote neuronal survival in the retina by activation of TrkA
or to be neurotoxic via activation of p75NTR (Ali et al. 2008;
Coassin et al. 2008; Lebrun-Julien et al. 2009; Bai et al.
2010). It has been suggested that NGF may represent a
promising agent for the treatment of degenerative retinal
diseases such as glaucoma and age-related macular degen-
eration (Lambiase et al. 2011). However, NGF may have
also TrkA-dependent detrimental effects in the retina
including promotion of retinal and choroidal neovascular-
ization, and of Miiller cell proliferation (Ikeda and Puro
1994; Steinle and Granger 2003; Liu ef al. 2010). The
present data suggest that the neuroprotective effect of NGF in
the retina is in part mediated by preventing the cytotoxic
swelling of glial and bipolar cells that contributes to neuronal
degeneration in ischemic and inflammatory retinal diseases
(Bringmann et al. 2005).
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Figure S1. The inhibitory effects of NGF on the osmotic swelling
of Miiller and bipolar cell somata in retinal slices are mediated by
receptor transactivation.

Figure S2. Immunolocalization of NGF in slices of the rat retina.

Figure S3. Immunolocalization of TrkA in slices of the rat retina.

Figure S4. Immunolocalization of p75™™ in slices of the rat
retina.
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