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Resumo 

 

O ácido retinoico, um dos principais metabólitos da vitamina A e um importante 

morfógeno do sistema nervoso no desenvolvimento, promove a diferenciação e a parada no 

ciclo celular de células indiferenciadas principalmente por intermédio de receptores nucleares: 

os RARs (α, β e γ) e os RXRs (α, β e γ). Visando a melhor compreensão dos mecanismos 

moleculares por trás dos efeitos do ácido retinoico, foi investigada a modulação da expressão e 

da localização celular dos receptores de retinoides durante a diferenciação neuronal induzida 

pelo composto na linhagem derivada de neuroblastoma humano SH-SY5Y. A análise por 

western blot e RT-PCR quantitativo revelou que as diferentes isoformas de RAR e de RXR 

apresentam níveis variáveis de expressão durante a diferenciação neuronal e a análise por 

microscopia de imunofluorescência sugeriu o recrutamento da isoforma RARβ para o núcleo 

diante do estímulo pelo AR. Os resultados evidenciam, assim, a modulação da disponibilidade 

dos receptores de retinoides durante o tratamento com AR em SH-SY5Y, a qual pode ser 

essencial no controle da diferenciação neuronal.  

 

Palavras-chave: Diferenciação neuronal, Ácido retinoico, SH-SY5Y, RAR, RXR. 
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Abstract 

 

Retinoic acid is one of major metabolites of vitamin A and an important morphogen of 

the nervous system, which promotes differentiation and cell cycle arrest in undifferentiated cells 

mainly through nuclear receptors: the RARs (α, β and γ) and RXRs (α, β and γ). To clarify the 

molecular mechanisms underlying retinoic acid effects, the modulation of retinoid receptors 

expression and cellular localization during retinoic acid-mediated neuronal differentiation was 

investigated in human neuroblastome cell line SH-SY5Y. Western blot and quantitative RT-

PCR analysis showed that distinct RAR and RXR isoforms feature varying degrees of 

expression through neuronal differentiation and immunofluorescence microscopy suggested 

RARβ recruitment into the nucleus in response to retinoic acid stimulus. Therefore, modulation 

of retinoid receptors availability following retinoic acid treatment in SH-SY5Y cells is 

evidenced, and it may play essential roles in neuronal differentiation.  

 

Keywords: Neuronal differentiation, Retinoic Acid, SH-SY5Y, RAR, RXR. 
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1 INTRODUÇÃO 

O processo de envelhecimento populacional, que atinge diversos países atualmente e 

que tende a se intensificar nas próximas décadas principalmente em países em desenvolvimento 

como o Brasil (Shetty, 2012), representa um desafio aos sistemas de saúde e torna relevantes 

os estudos relativos às doenças crônicas associadas ao envelhecimento. Entre elas estão as 

doenças neurodegenerativas, as quais estão relacionadas com a perda neuronal e podem 

implicar no prejuízo das funções motora e cognitiva dos pacientes.  

Os tratamentos atualmente empregados contra as doenças neurodegenerativas, com 

enfoque no combate aos sintomas, costumam deixar de fazer efeito e apresentar efeitos adversos 

com a progressão da doença. Assim, novas abordagens terapêuticas que visem a reposição da 

função neuronal, como o transplante celular e como a indução da diferenciação das células-

tronco neurais endógenas, constituem as alternativas mais promissoras para o combate às 

doenças neurodegenerativas. No entanto, tanto estudos em animais quanto estudos clínicos têm 

demonstrado eficácia variável dessas abordagens (Barker et al., 2015; Kimbrel e Lanza, 2015), 

sendo necessário o refinamento dessas terapias e a maior compreensão dos mecanismos 

moleculares envolvidos na diferenciação neuronal. 

 A diferenciação in vitro de células com potencial neurogênico é, atualmente, a principal 

estratégia empregada na investigação dos mecanismos moleculares da diferenciação neuronal, 

e a cultura de linhagens celulares têm sido amplamente utilizadas com esse fim (Abemayor e 

Sidell, 1989; Påhlman et al., 1990; Agholme et al., 2010). Para a diferenciação são utilizados 

fatores capazes de induzir parâmetros funcionais e morfológicos característicos de neurônios 

adultos, tais como o AR e neurotrofinas como o NGF, o GDNF e o BDNF. 

1.1 Ácido Retinoico 

 A vitamina A (retinol) e seus metabólitos ativos (denominados coletivamente como 

retinoides) são responsáveis pela morfogênese e homeostase em diversos tecidos nos 

vertebrados. Entre os mais notáveis metabólitos da vitamina A está o AR: necessário para a 

neurogênese primária, é considerado fator fundamental para a transformação da  

neuroectoderme posterior após a indução neural, além de atuar no estabelecimento de linhagens 

neuronais e de controlar a expressão de genes envolvidos nas suas funções (Zile, 2001; 

Malaspina et al., 2003; Duester, 2008). O AR tem sido amplamente empregado in vitro por suas 

habilidades em induzir diferenciação, em inibir a proliferação celular e em regular a apoptose 

em diversos tipos celulares (Noy, 2010; Janesick et al., 2015), características que tornam o AR 
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uma molécula de interesse clínico, útil em protocolos de diferenciação visando reposição 

funcional e, até mesmo, em tratamentos de combate a neoplasias. 

Diferentemente de outros fatores proteicos envolvidos na diferenciação neuronal, o AR 

é uma pequena molécula lipofílica capaz de difundir-se através das membranas celulares e que 

tem a maior parte de seus efeitos mediados por receptores nucleares, os RARs e os RXRs, que 

atuam classicamente por regulação transcricional. Entre os efeitos genômicos do AR estão 

desde a regulação de genes relacionados aos primeiros estágios do desenvolvimento, como os 

genes Hox, até a regulação de genes envolvidos com a diferenciação de precursores neurais, 

como os genes Pax6 e Olig2 (Duester, 2008). Estudos in vitro também indicam a importância 

do AR para a modulação de genes relacionados à função neuronal em si (Kumar et al., 2007; 

Korecka et al., 2013), e de genes envolvidos com a sobrevivência neuronal, como os genes p53 

e Bcl-2 (Noy, 2010; Pasquali et al., 2014).  

Além disso, surgem cada vez mais evidências da capacidade dos retinoides em provocar 

efeitos rápidos, extranucleares e não-transcricionais. Esses efeitos têm se mostrado importantes 

para a diferenciação neuronal e evidenciam a presença de componentes não genômicos na 

regulação dos efeitos do AR. 

 1.2 Receptores de Retinoides 

Os RARs e os RXRs, presentes nas isoformas α, β e γ, são considerados os principais 

mediadores dos efeitos do AR. Da família dos receptores nucleares hormonais, atuam 

classicamente como fatores transcricionais ativados por ligante: quando ativos, modulam a 

expressão de genes responsivos a retinoides por meio da interação com elementos responsivos 

(denominados RAREs) nas regiões promotoras de genes alvos.  

Os RRs promovem os efeitos genômicos do AR por meio de complexas vias de 

transdução de sinal, que dependem da formação de homo e heterodímeros entre as isoformas 

de RARs e RXRs e da participação de cofatores importantes para modificações na compactação 

da cromatina e na arquitetura do DNA.  Além disso, os RRs têm sido também relacionados aos 

efeitos rápidos e independentes de transcrição do AR. Apesar de o papel isolado dos receptores 

ser pouco compreendido, sabe-se que a presença de múltiplas isoformas é uma das principais 

responsáveis pela diversidade de possibilidades na regulação das vias de transdução de sinal do 

AR.  

Visando, assim, investigar a modulação da presença dos RRs, foi realizada a 

caracterização da expressão e da localização celular das diferentes isoformas ao longo da 
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diferenciação neuronal induzida pelo AR. Para isso, foram utilizadas as células derivadas de 

neuroblastoma humano SH-SY5Y, amplamente utilizadas como modelo neuronal in vitro 

(Constantinescu et al., 2007; Agholme et al., 2010). Isoladas a partir de células neurais 

neoplásicas imaturas, são capazes de se diferenciar diante de uma série de estímulos e de 

apresentar características de neurônios dopaminérgicos adultos, sendo úteis, particularmente, 

para estudos relativos à doença de Parkinson (Xie et al., 2010). Diante do tratamento com AR, 

as células SH-SY5Y são capazes de superexpressar uma série de marcadores neuronais, 

inclusive a enzima TH, determinante para o fenótipo dopaminérgico (Lopes et al., 2010; 

Korecka et al., 2013; Pasquali et al., 2014), sendo de grande utilidade, assim, para o estudo dos 

mecanismos da diferenciação mediada pelo AR. 
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2 OBJETIVOS 

Investigar os mecanismos moleculares da diferenciação neuronal mediada pelo AR em 

modelo SH-SY5Y no que diz respeito à modulação dos seus receptores durante o processo. 

2.1 Objetivos Específicos 

i. Investigar a ocorrência de modulação da expressão dos RRs pela caracterização 

dos níveis dos transcritos e do imunoconteúdo das diferentes isoformas de RARs 

e RXRs ao longo da diferenciação induzida pelo AR; 

ii. Avaliar a ocorrência de modulação da localização celular dos RRs ao longo da 

diferenciação mediada pelo AR por análise de imunofluorescência. 
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3 JUSTIFICATIVA 

A elucidação de mecanismos moleculares envolvidos no controle da diferenciação 

neuronal mediada pelo AR, com o estabelecimento dos detalhes acerca da modulação de 

proteínas reguladoras do processo, fornecerá novos alvos moleculares para o desenvolvimento 

e otimização de terapias de reposição da função neuronal.  

No caso, a compreensão da forma como o AR é capaz de regular de maneira diferencial 

as isoformas de seus próprios receptores em modelo SH-SY5Y fornece novas ferramentas para 

o entendimento dos mecanismos moleculares necessários à diferenciação neuronal e para a 

melhor compreensão dos papeis que essas isoformas podem desempenhar ao longo do processo. 

Essas descobertas, em conjunto, têm potencial de aplicação em protocolos de diferenciação 

neuronal visando a reposição funcional em doenças neurodegenerativas, dado que os níveis e a 

ativação dos RRs podem ser manipulados in vitro, por meio de silenciamento ou superexpressão 

das isoformas ou de tratamento com retinoides com afinidades específicas. 
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4 METODOLOGIA 

4.1 Cultura Celular  

As células da linhagem SH-SY5Y provenientes da Coleção Europeia de Cultura Celular 

foram cultivadas em meio DMEM/F12 (1:1) contendo SFB 10% e mantidas em estufa a 37°C 

e CO2 5%. As passagens foram realizadas quando atingida cerca de 90% de confluência celular, 

e as trocas de meio foram realizadas a cada dois dias. Para os experimentos foram utilizadas 

células entre 25 e 30 passagens. 

4.2 Diferenciação Neuronal 

As células SH-SY5Y foram semeadas em placas de cultura na confluência de 10 mil 

células/cm2 em meio DMEM/F12 SFB 10% e, após 24 horas, foram submetidas ao protocolo 

de diferenciação neuronal. Após três horas de ambientação no meio de tratamento, DMEM/F12 

SFB 1%, foi adicionado AR na concentração final de 10μM e, a cada três dias, foi realizada a 

troca de meio contendo o composto. Como controle foi mantido, também, um grupo tratado 

com o veículo do AR (DMSO) em meio DMEM/F12 SFB 1%. As células foram coletadas  no 

dia zero, após a ambientação e anteriormente à adição de AR, e nos dias um, quatro e sete de 

diferenciação, após as trocas de meio. 

Figura 1 – Protocolo de diferenciação neuronal induzida pelo ácido retinoico em SH-SY5Y. 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora (2015). 

4.3 RT-qPCR 

O RNA total das células SH-SY5Y foi isolado com reagente TRIzol® (Invitrogen, ref. 

15596-026) e quantificado por meio de biofotômetro. Após síntese de cDNA pelo kit comercial 

SuperScript III (Invitrogen, ref. 11752-050), as reações de PCR em tempo real foram realizadas 

no termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems) com a 

utilização do kit comercial Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, ref. 

4367659). Para a amplificação do cDNA de rarα foram utilizados os primers direto 5’ 

CGAGCAGGACACCATGAC e reverso 5’ GCGAAGGCAAAGACCAGG, com um 
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amplicon esperado de 102 pb; para rarβ, os primers direto 5’ GTTTGCTAAACGTCTGCCTG 

e reverso 5’ TCATGGTGTCTTGTTCTGGG, com um amplicon esperado de 131 pb; para rarγ, 

os primers direto 5’ ATGAAAATCACCGACCTCGG e reverso 5’ 

TTTCAGGGTTCTCCAGCATG, com um amplicon esperado de 121 pb; para rxrα, os primers 

direto 5’ AGGACTGCCTGATTGACAAG e reverso 5’ GACTCCACCTCATTCTCGTTC, 

com um amplicon esperado de 142 pb; e para rxrβ, os primers direto 5’ 

GACCTTACATACTCTTGCCGG e reverso 5’ CATCCCCCATCCTTGTCCTTTC, com um 

amplicon esperado de 160 pb. O gene endógeno utilizado foi o gapdh, amplificado com os 

primers direto 5’ CCATGTTCGTCATGGGTGTGAACCA e reverso 5’ 

GCCAGTAGAGGCAGGGAT-GATGTTG, com um amplicon esperado de 251 pb. 

4.4 Western Blot 

Para a avaliação do imunoconteúdo foi realizada a lise das células SH-SY5Y por meio 

de tampão RIPA (Tris 50mM, NaCl 150mM, IGEPAL® 1% v/v, sais biliares 0,5% m/v, SDS 

0,1% m/v), seguida da quantificação proteica pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Após 

normalização e adição de tampão Laemmli (62.5 mmol/L Tris-HCl, pH 6.8, SDS 1%, glicerol 

10% e β-mercaptoetanol 10%), os lisados celulares foram fracionados por eletroforese em gel 

de poliacrilamida e transferidos para membranas de nitrocelulose. As membranas foram 

incubadas em tampão Tween-TBS (100 mmol/L Tris-HCl, pH 7.5, NaCl 0,9% e Tween®-20 

0,1%) contendo 5% de leite desnatado em pó durante uma hora para bloqueio, seguido de 

incubação com os anticorpos primários contra RARα (Santa Cruz Biotechnology, ref. sc-551), 

RARβ (Santa Cruz Biotechnology, ref. sc-552), RARγ (Abcam, ref. ab97569), RXRα (Cell 

Signaling, ref. 5388S), RXRβ (Cell Signaling, ref. 8715S) e β-Actina (Cell Signaling, ref. 

4967S) durante 15 horas a 4°C e posterior incubação com os anticorpos secundários acoplados 

à peroxidase durante uma hora. Os anticorpos foram preparados em Tween-TBS e, no caso dos 

secundários, com a adição de 5% de leite desnatado em pó. A detecção da emissão de 

quimioluminescência foi realizada em fotodocumentador (ImageQuant LAS 400, GE 

Healthcare Life Sciences). 

4.5 Microscopia de Imunofluorescência 

As células SH-SY5Y na placa de cultura foram fixadas com paraformaldeído 4% 

durante 20 minutos e permeabilizadas com Triton 0,2% em PBS durante 30 minutos. Após 

bloqueio com solução de BSA 1% em PBS durante 30 minutos, foi realizada incubação com os 

anticorpos primários contra RARα (Santa Cruz Biotechnology, ref. sc-551), RARβ (Santa Cruz 

Biotechnology, ref. sc-552) e RARγ (Abcam, ref. ab97569) durante 15 horas a 4°C seguida da 
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incubação com os anticorpos secundários conjugados com Alexa Fluor 488 (Life Technologies, 

ref. 982425) durante duas horas, todos preparados em BSA 1% em PBS. Após incubação com 

corante DAPI durante cinco minutos, as imagens foram obtidas por meio de microscópio de 

fluorescência (EVOS® FLoid® Cell Imaging Station, Life Technologies) e analisadas no 

software ImageJ. 

4.6 Análise Estatística 

Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e os grupos foram 

comparados entre si pelo teste de Tukey, com a utilização do software GraphPad Prism 6. Nas 

quantificações foi utilizado n de três e, quando necessário, foi realizada transformação 

logarítmica dos dados previamente às análises estatísticas.  
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5 RESULTADOS E CONCLUSÕES 

Foi realizada a caracterização dos níveis de expressão e da localização celular de 

diferentes isoformas de RARs e RXRs ao longo da diferenciação induzida pelo AR em células 

SH-SY5Y. As células foram coletadas ao longo da diferenciação, nos dias um (Dia 1), quatro 

(Dia 4) e sete (Dia 7), sempre após as trocas de meio e em conjunto com células que foram, 

paralelamente, tratadas com o veículo DMSO, para fins de comparação. Como controle, foram 

utilizadas células proliferativas (Dia 0), apenas ambientadas no meio de tratamento – para que 

efeitos decorrentes da troca do meio não sejam confundidos com efeitos do AR. Diante da 

adição de AR 10 μM, as células têm sua taxa proliferativa diminuída e iniciam modificações 

morfológicas características de neurônios adultos, que ficam claras ao fim de sete dias de 

diferenciação (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

5.1 Modulação da Expressão dos Receptores de Retinoides 

A determinação da expressão dos transcritos dos RRs revelou níveis variados de mRNA ao 

longo da diferenciação neuronal (Figura 3). As isoformas rarα e rarβ demonstraram aumento 

de expressão diante do tratamento com AR, tanto no início quanto no fim da diferenciação; o 

gene rarα foi expresso cerca de três vezes mais diante do tratamento, enquanto a expressão do 

rarβ sofreu um aumento de até de 150 vezes no sétimo dia de diferenciação. A análise por RT-

qPCR também demonstrou a manutenção dos níveis baixos de transcritos de rxrα e rxrβ no 

primeiro dia de tratamento com AR, seguida do aumento da expressão dos receptores ao fim do 

processo; não foi observado, no entanto, variação na expressão de rarγ (3.A e 3.B). A 

amplificação específica foi confirmada na curva de melting do qPCR (dado não exposto) e na 

 

Figura 2 – Morfologia das células SH-SY5Y diferenciadas. 

Fonte: elaborado pela autora (2015). 
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  Figura 3 - Expressão dos receptores de retinoides ao longo da diferenciação mediada pelo ácido retinoico. 

 

A 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

   
B                                                                                D                                                                      

                                                                                                                    

                                 

                                     

                               

                                   

                               

                                 

  

C 

 

 

 

 

 
 

(A) (B) RT-PCR quantitativo das isoformas rarα, rarβ, rarγ, rxrα e rxrβ, expresso em termos de 2-∆∆Ct. Valores 

de expressão normalizados por gapdh, relativos ao grupo controle (Dia 0) e transformados para escala 

logaritmica. * indica p<0,05 e *** indica p<0,001 em relação ao Dia 0. # indica p<0,05; ## indica p<0,01 e ### 

indica p<0,001 em relação aos demais grupos indicados. (C) Eletroforese em gel de agarose dos produtos da 

amplificação por RT-qPCR das isoformas rarα, rarβ, rarγ, rxrα, rxrβ e de gapdh. O tamanho dos fragmentos foi 

confirmado em 102, 131, 121, 14, 160 e 251pb, respectivamente. (D) Imunoconteúdo de RARα, RARβ, RARγ, 

RXRα and RXRβ ao longo da diferenciação, com células proliferativas usadas como controle (C10%) e células 

ambientadas com meio 1% SFB antes do tratamento (0). 

Fonte: elaborado pela autora (2015). 
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eletroforese realizada com os produtos finais da amplificação, que demonstrou a presença de 

amplicons específicos com os tamanhos esperados (3.C).  

A expressão dos RRs também foi analisada quanto ao imunoconteúdo dos mesmos ao 

longo da diferenciação (3.D). Foi observado que a regulação positiva da transcrição de rarβ foi 

acompanhada do aumento do imunoconteúdo de RARβ ao longo de toda a diferenciação, 

enquanto a regulação positiva de rarα implicou no aumento de RARα no primeiro dia do 

tratamento com AR, mas não nos dias seguintes. No caso dos RXRs, foi observada a diminuição 

do imunoconteúdo de ambas as isoformas no primeiro dia da diferenciação; ao final do 

processo, no entanto, o aumento observado na expressão de rxrα e rxrβ parece ser traduzido no 

aumento da presença dos receptores. A isoforma RXRγ também foi analisada quanto ao 

imunoconteúdo e não foi detectada (dado não exposto). É notável, também, a capacidade da 

ambientação no meio contendo SFB 1% em induzir o aumento do imunoconteúdo dos RXRs 

quando comparado às células com meio contendo SFB 10%. 

5.2 Modulação da Localização Celular dos Receptores de Retinoides  

 A análise por imunofluorescência indicou a localização celular das isoformas de RARα, 

RARβ e RARAγ (Figura 4). A localização das isoformas RARα e RARγ manteve-se 

preferencialmente nuclear ao longo de toda a diferenciação (4.A e 4.C), com sinal de 

fluorescência nuclear em torno de 60 e 70%, respectivamente (4.B e 4.F). No caso do RARβ, 

no entanto, observa-se o aumento do sinal nuclear no início do processo de diferenciação (4.B); 

de 40%, o sinal passa para cerca de 70% logo no início do tratamento (4.E), o que sugere o 

recrutamento do receptor para o núcleo em função do estímulo por AR. 
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Figura 4 – Localização celular dos receptores de retinoides ao longo da diferenciação mediada pelo ácido 

retinoico. 
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Imunofluorescência das células marcadas com anticorpo contra (A) RARα, (B) RARβ e (C) RARγ ao longo da 

diferenciação. O núcleo celular foi corado com DAPI e a composição das imagens foi obtida pelo software 

ImageJ. A quantificação do sinal de fluorescência nuclear de (D) RARα, (E) RARβ e (F) RARγ ao longo da 

diferenciação foi obtido no mesmo software, pela média da razão entre a fluorescência nuclear e a fluorescência 

total celular. * indica p<0,05 e ** indica p<0,01 em relação ao Dia 0. 

Fonte: elaborado pela autora (2015). 
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6 DISCUSSÃO 

Os avanços na biologia molecular ocorridos nas últimas décadas forneceram meios para 

a melhor compreensão da dinâmica de transdução de sinal que possibilita os diversos efeitos 

celulares do AR, principalmente no que diz respeito aos seus receptores. A caracterização da 

estrutura de RARs e RXRs, a compreensão das peculiaridades das múltiplas isoformas, a 

descoberta da participação de diversos correguladores e a investigação das funções específicas 

tanto das isoformas isoladas quanto dos pares de dímeros por meio de knockout gênico 

forneceram diversas respostas acerca dos mecanismos moleculares por trás dos efeitos dos 

retinoides. No entanto, essas descobertas, somadas à mais recente caracterização de 

mecanismos não genômicos, mostraram também a grande complexidade envolvida na 

transdução de sinal do AR e levantaram novas questões que restam, ainda, ser respondidas. 

6.1 Modulação dos Receptores de Retinoides  

Os receptores RAR e RXR são codificados por genes distintos, sendo que suas 

isoformas α, β e γ são geradas por splicing alternativo e pelo uso de diferentes promotores 

(Chiba et al., 1997; Zechel, 2005). Membros da família dos receptores nucleares hormonais, 

eles atuam principalmente como fatores de transcrição ativados por ligante e são caracterizados 

por estruturas bem conservadas: o domínio carboxi-terminal, de interação com o ligante (LBD), 

o domínio central de interação ao DNA (DBD) e o domínio amino-terminal altamente variável 

(NTD).  

Os RARs são ativados pelas diferentes formas isoméricas do AR e, quando ativos, 

sofrem mudanças conformacionais que permitem a dimerização com outros receptores, 

tornando-se capazes de interagir com RAREs e de promover as respostas transcricionais 

induzidas pelo AR. Já os RXRs mostram-se passíveis de ativação principalmente pelo isômero 

9-cis-AR, cuja concentração atinge níveis significativos apenas diante de doses farmacológicas 

de AR (na faixa de micromols/L). Assim, é sugerido que seu papel fisiológico seja devido 

principalmente ao fato de os RXRs ocorrerem como parceiros de heterodimerização para os 

RARs - e para outros múltiplos receptores nucleares -, servindo como reguladores das vias 

transcricionais induzidas pelo AR; não é excluída, no entanto, a hipótese de que esses receptores 

possam ser ativados por outros retinoides (Pérez et al., 2012).  

As respostas transcricionais mediadas pelo AR são determinadas, em grande parte, pelo 

perfil de isômeros que compõem os homo ou heterodímeros formados pelos RRs, podendo 

envolver, ainda, a dimerização desses receptores com outros receptores nucleares, como o 
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PPAR (Noy, 2010). Além disso, as diferentes isoformas contam com uma série de proteínas 

correguladoras, importantes para o remodelamento da cromatina e para a estabilização da 

maquinaria de transcrição. Assim, a presença de múltiplas isoformas na transdução de sinal do 

AR fornece diversas possibilidades na regulação da mesma, e a disponibilidade dessas 

isoformas é um fator determinante para as respostas celulares induzidas pelo AR. Apesar de 

ocorrerem funções redundantes, os diferentes RARs e RXRs são conservados na evolução dos 

vertebrados e apresentam diferentes padrões de expressão espaço-temporais no 

desenvolvimento e nos tecidos adultos, o que indica a presença de funções específicas (Dollé 

et al., 1990; Chambon, 1994).  

A capacidade do AR em regular de maneira diferencial a expressão das isoformas de 

seus próprios receptores tem sido investigada tanto em modelos in vitro quanto ao longo do 

desenvolvimento.  A descrição de RAREs na região regulatória de rar já indicava a presença 

modulação cruzada entre os RRs (De Thé et al., 1990; Chambon, 1996) e, de fato, a auto-

indução da expressão dos receptores já foi descrita experimentalmente em algumas linhagens. 

Além disso, é provável ainda que a modulação da expressão dos RRs induzida pelo AR envolva 

outros fatores: sabe-se que o tratamento com o composto é capaz de regular fatores de 

transcrição diversos, como NF-κB e Nrf2 (Pasquali et al., 2014), e microRNAs também são 

descritos como atuantes na regulação da expressão gênica induzida pelo AR em nível de 

tradução (Zhang et al., 2015). 

Análises preliminares do grupo de pesquisa do qual faço parte, a partir de dados de 

microarranjo disponíveis em banco de dados público (Nishida et al., 2008), já indicavam os 

resultados agora obtidos experimentalmente a partir de RT-qPCR e Western Blot. Em relação 

às células SH-SY5Y em estágios mais avançados de diferenciação, o presente trabalho 

demonstrou que os níveis de expressão de rarα, rarβ, rxrα e rxrβ encontram-se superiores aos 

níveis das células não diferenciadas – apesar de, no caso do RARα, o aumento da expressão de 

transcritos não ter tido reflexo no imunoconteúdo. Os dados são compatíveis com o fato de as 

isoformas serem amplamente expressas no desenvolvimento e nos tecidos adultos e com 

estudos que demonstram a importância da expressão dos RRs para a função neuronal: a deleção 

de isoformas específicas em camundongos resultou em prejuízos cognitivos e RARβ mostrou-

se necessário para a formação tanto de LTPs quanto de LTDs (Chiang et al., 1998), por 

exemplo. Além disso, os resultados corroboram com a noção de que os RRs são importantes 

para a manutenção do estado diferenciado em si: níveis aberrantes de expressão dos receptores 

são observados em células tumorais – a diminuição da expressão de RARβ, por exemplo, é 
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associada à iniciação tumoral (Xu et al., 1994 ; Lotan, 1996; Xu, 2001; Lai et al., 2014) – e a 

deficiência de vitamina A, in vivo, caracteriza-se pelo aumento da incidência de câncer (Sun e 

Lotan, 2002). A isoforma RARγ, no entanto, não demonstrou variação tanto em nível de RNA 

quanto de imunoconteúdo em SH-SY5Y, apesar de a isoforma ter a transcrição aumentada em 

outras linhagens celulares diante do tratamento com AR (Wu et al., 1992; Wan et al., 1998 ; 

Zechel, 2005). No caso da isoforma RXRγ, não houve detecção da mesma pelo ensaio por 

Western Blot. A isoforma parece exercer papeis essenciais em regiões específicas do SNC 

(Wietrzych et al., 2005), mas, ao contrário dos demais RXRs, o receptor tem padrão de 

expressão bastante restrito no desenvolvimento. 

Já os dados de expressão relativos ao início do tratamento são importantes para 

esclarecer processos necessários à iniciação da diferenciação neuronal. A rápida regulação 

positiva das isoformas de RARs diante do tratamento com AR é compatível com outras 

observações in vitro: foi descrito o aumento da expressão de transcritos em linhagens de 

carcinoma (Wu et al., 1992; Zechel, 2005), em linhagens de hepatoma (De Thé et al., 1989; 

Wan et al., 1998 ) e em células de Schwann (Latasa e Cosgaya, 2011). A iniciação da 

diferenciação mediada pelo AR, inclusive, mostra-se dependente da atividade dos RARs em 

algumas linhagens (Rochette-Egly e Chambon, 2001; Zechel, 2005).  

 A caracterização da modulação da expressão dos RXRs, entretanto, conta com dados 

bem mais restritos na literatura. A demonstração da diminuição no imunoconteúdo de RXRs – 

que, no entanto, não foi observada em nível de RNA mensageiro – revela a ocorrência de 

regulação diferencial de RARs e RXRs diante do tratamento com AR e pode auxiliar a 

compreensão dos papeis desses receptores considerados auxiliares, envolvidos principalmente 

na regulação da transdução do sinal dos retinoides. Observação semelhante à diminuição do 

imunoconteúdo de RXRα e RXRβ em células SH-SY5Y foi feita em células de Schwann, que 

são células gliais resposáveis pela formação da bainha de mielina no SNP (Latasa e Cosgaya, 

2011), onde houve a diminuição da expressão das isoformas de RXRs diante do tratamento com 

AR. Além disso, o aumento da expressão da isoforma RXRα foi associado ao aumento da taxa 

proliferativa em linhagem derivada de hepatoma (Wua et al., 2004), podendo indicar que a 

diminuição do imunoconteúdo de RXRα observado em SH-SY5Y no início da diferenciação 

pode ser importante para a parada no ciclo celular dessas células. É necessário, no entanto, 

confirmar se essa diminuição ocorre apenas em nível de imunoconteúdo nas células SH-SY5H 

ou se envolve regulação transcricional, da mesma maneira que ocorre com o aumento dos RXRs 

em estágios mais avançados da diferenciação. 
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Os heterodímeros (RARs/RXRs) têm sido indicados como as unidades funcionais 

preferencialmente responsáveis pela transdução de sinal do AR (Roy et al., 1995; Chiba et al., 

1997; Kastner et al., 1997; Zechel, 2005; Chatagnon et al., 2015) e, recentemente, foi 

demonstrado por meio de ChIP-seq que o tratamento com AR em linhagem de carcinoma 

promove a substituição de homodímeros RXR/RXR por heterodímeros RAR/RXR nas regiões 

genômicas moduladas pelo AR (Chatagnon et al., 2015). A modificação da disponibilidade de 

isoformas pode ser um fator importante para determinar a mudança no perfil de dímeros de RRs 

e a modulação da expressão dos receptores, com a diminuição da expressão das isoformas de 

RXR e o aumento das isoformas de RARs no início da diferenciação, pode auxiliar na 

compreensão desse fenômeno. 

Além da expressão dos RRs, a disponibilidade dos mesmos para exercer os diversos 

efeitos do AR também é definida pela sua localização celular. Atuantes principalmente como 

fatores transcricionais, os receptores encontram-se preferencialmente no núcleo e possíveis 

modificações no padrão de localização celular têm influência direta na atividade transcricional 

e na interação dos mesmos com proteínas regulatórias.  

A localização celular de alguns receptores nucleares já mostrou-se passível de 

modulação: é observada a translocação de VDR para o núcleo diante do tratamento com 

vitamina D (Gocek et al., 2007; Gocek et al., 2008) e o recrutamento de ERβ para membrana 

plasmática induzido por estrogênio (Sheldahl et al., 2008), e a regulação da localização desses 

receptores parece depender de mecanismos rápidos e não transcricionais. O recrutamento de 

RARβ para o núcleo diante do tratamento com AR em SH-SY5Y, sugerido pela análise por 

imunofluorecência, é compatível com os dados que demonstram a importância da atividade 

transcricional de RARβ na diferenciação. Será necessário, todavia, a confirmação da mudança 

na localização celular do receptor diante do estímulo por AR por meio de outras metodologias 

e será interessante, também, verificar a localização celular dos RXRs ao longo da diferenciação 

neuronal. 

A partir dos resultados aqui obtidos, será possível verificar a real função da modulação 

dos RRs para a diferenciação neuronal. Abordagens que envolvam o silenciamento de 

isoformas ou a utilização de retinoides capazes de ativar isoformas específicas configuram-se 

como as principais estratégias para a compreensão funcional in vitro. Além disso, a 

caracterização da modulação dos RRs e da sua importância para a diferenciação neuronal pode 

auxiliar a compreensão da relação entre os receptores e as vias independentes de transcrição do 

AR.   
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6.2 Receptores de Retinoides e Vias Não Genômicas  

A identificação de efeitos independentes de transcrição induzidos por moléculas 

lipofílicas acrescentou ainda mais complexidade aos mecanismos regulatórios dos receptores 

nucleares  (Lösel e Wehling, 2003). Essas descobertas abriram portas para o estudo de novos 

alvos moleculares envolvidos nos mais diversos processos induzidos por essas moléculas, 

incluindo a diferenciação neuronal mediada pelo AR. 

 Os retinoides mostram-se capazes de promover, por exemplo, a ativação rápida de vias 

de sinalização celular em linhagem derivada de câncer de pulmão (A549), em linhagens 

derivadas de neuroblastoma humano e em cultura primária de células de Sertoli, modulando a 

ativação da via das MAPKs, incluindo suas subfamílias ERK1/2, p28 e JNK, e a via de 

PI3K/Akt, as quais são consideradas importantes para o controle do ciclo celular, para a 

sobrevivência da célula e para a promoção de modificações morfológicas no processo de 

diferenciação (Zanotto-Filho et al., 2008; Gelain et al., 2012; Qiao et al., 2012 ; García-

Regalado et al., 2013). Os retinoides são descritos também como moléculas redox-ativas, 

capazes de aumentar a geração de espécies reativas de oxigênio na célula e de modular fatores 

do metabolismo redox  (Gelain et al., 2008; Pasquali et al., 2008; Frota Junior et al., 2011 ), o 

que indica a presença de componentes redox-sensíveis na sinalização do AR durante a 

diferenciação neuronal.  

A ativação de cascatas de cinases e a geração de espécies reativas têm se mostrado 

processos interligados e importantes para a diferenciação mediada pela vitamina A e seus 

metabólitos (Gelain et al., 2006 ; Gelain et al., 2011 ; Gelain et al., 2012). A forma com que 

esses processos encontram-se conectados com as vias clássicas de sinalização genômica, no 

entanto, ainda é pouco compreendida; em todo caso, os próprios RRs parecem ter papel central 

na integração dessas vias. 

Observa-se que cascatas de ativação de cinases também são responsáveis pela regulação 

da atividade transcricional dos RRs. O resultado de modificações pelas cinases CDK7 e PKA 

no domínio NTD dos RARs, por exemplo, é a maior atividade transcricional desses receptores, 

apesar de não serem claros os mecanismos pelos quais essas modificações modulam a atividade 

dos mesmos (Bour et al., 2007). Além disso, cinases da família das MAPKs mostram-se 

também capazes de regular os RRs. A enzima p38, quando ativa em resposta ao AR, é 

responsável pela fosforilação da isoforma RARγ no NTD (Gianni et al., 2002) e pela 

fosforilação de correguladores do RARα (Giannı et al., 2006), as quais levam ao aumento da 

atividade transcricional desses receptores e estão relacionadas, ainda, à regulação da 
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ubiquitinação e degradação proteossômica dos mesmos. Já a enzima ERK mostra-se 

responsável pela fosforilação de RXRα no domínio LDB em modelo de diferenciação pela 

vitamina D e seu receptor VDR, parceiro de heterodimerização de RXRs (Solomon et al., 1999; 

Narayanan et al., 2004; Macoritto et al., 2008). 

Além disso, há indícios de que os RRs podem atuar como moléculas sinalizadoras para 

os próprios processos não genômicos. A ativação da via de PI3K/Akt mostrou-se dependente 

da expressão dos RARs in vitro, e foi demonstrada a associação física de RARα com 

subunidades de PI3K. A localização celular da isoforma na membrana plasmática, inclusive, 

mostrou-se importante para a ativação da via (Masia´ et al., 2007). 

Em SH-SY5Y, foi observada a ativação rápida da via da ERK diante do tratamento com 

AR (Figura 5), além da descrição da participação de mecanismos redox-sensíveis na 

diferenciação neuronal induzida pelo composto (Nitti et al., 2010; Frota Junior et al., 2011 ). É 

possível que, assim como observado em outras linhagens, esses efeitos não transcricionais 

tenham influência sobre a regulação dos RRs e/ou, até mesmo, que os receptores sejam fatores 

importantes para a indução desses fenômenos; a expressão e a localização celular dos RARs e 

RXRs pode, assim, desempenhar papel importante na integração das vias genômicas e não 

genômicas do AR.   

Por fim, o presente trabalho 

demonstra em SH-SY5Y a modulação dos 

RRs no tratamento com AR, algo até então 

pouco explorado em modelos neuronais. O 

entendimento da função da modulação das 

isoformas, assim como da relação entre as 

vias não genômicas e os receptores, estão 

entre os próximos passos para a melhor 

compreensão dos mecanismos por trás da 

diferenciação neuronal induzida pelo AR e, 

possivelmente, para aplicação em terapias de 

reposição neuronal. 

 

 

 

Figura 5 – Ativação rápida de ERK induzida por 

AR em SH-SY5Y. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Imunoconteúdo de ERK fosforilada (p-ERK) e de ERK 

total (ERK) nas células SH-SY5Y diante de zero a 

duas horas de tratamento com AR. 

Fonte: elaborado pela autora (2015). 
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