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Resumo

O 4cido retinoico, um dos principais metabdlitos da vitamina A e um importante
morfdgeno do sistema nervoso no desenvolvimento, promove a diferenciacdo e a parada no
ciclo celular de células indiferenciadas principalmente por intermédio de receptores nucleares:
0S RARs (a, B e y) e 0s RXRs (a, B e y). Visando a melhor compreensdo dos mecanismos
moleculares por tras dos efeitos do &cido retinoico, foi investigada a modulacéo da expressdo e
da localizacdo celular dos receptores de retinoides durante a diferenciacdo neuronal induzida
pelo composto na linhagem derivada de neuroblastoma humano SH-SY5Y. A andlise por
western blot e RT-PCR quantitativo revelou que as diferentes isoformas de RAR e de RXR
apresentam niveis variaveis de expressdo durante a diferenciacdo neuronal e a analise por
microscopia de imunofluorescéncia sugeriu o recrutamento da isoforma RARP para o nticleo
diante do estimulo pelo AR. Os resultados evidenciam, assim, a modulagdo da disponibilidade
dos receptores de retinoides durante o tratamento com AR em SH-SY5Y, a qual pode ser

essencial no controle da diferenciacdo neuronal.

Palavras-chave: Diferenciacio neuronal, Acido retinoico, SH-SY5Y, RAR, RXR.



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 (o, p and y) and RXRs (o,  and y). 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
RARS 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 INTRODUCAO

O processo de envelhecimento populacional, que atinge diversos paises atualmente e
que tende a se intensificar nas proximas décadas principalmente em paises em desenvolvimento
como o Brasil (Shetty, 2012), representa um desafio aos sistemas de salde e torna relevantes
o0s estudos relativos as doengas cronicas associadas ao envelhecimento. Entre elas estdo as
doengas neurodegenerativas, as quais estdo relacionadas com a perda neuronal e podem

implicar no prejuizo das fungdes motora e cognitiva dos pacientes.

Os tratamentos atualmente empregados contra as doencas neurodegenerativas, com
enfoque no combate aos sintomas, costumam deixar de fazer efeito e apresentar efeitos adversos
com a progressao da doenca. Assim, novas abordagens terapéuticas que visem a reposicéo da
funcdo neuronal, como o transplante celular e como a inducdo da diferenciacdo das células-
tronco neurais endogenas, constituem as alternativas mais promissoras para 0 combate as
doencas neurodegenerativas. No entanto, tanto estudos em animais quanto estudos clinicos tém
demonstrado eficacia variavel dessas abordagens (Barker et al., 2015; Kimbrel e Lanza, 2015),
sendo necessario o refinamento dessas terapias e a maior compreensdo dos mecanismos

moleculares envolvidos na diferenciacdo neuronal.

A diferenciacdo in vitro de células com potencial neurogénico &, atualmente, a principal
estratégia empregada na investigacdo dos mecanismos moleculares da diferenciacao neuronal,
e a cultura de linhagens celulares tém sido amplamente utilizadas com esse fim (Abemayor e
Sidell, 1989; Pahlman et al., 1990; Agholme et al., 2010). Para a diferenciagdo sdo utilizados
fatores capazes de induzir parametros funcionais e morfoldgicos caracteristicos de neurénios

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

A vitamina A (retinol) e seus metabdlitos ativos (denominados coletivamente como
retinoides) sdo responsaveis pela morfogénese e homeostase em diversos tecidos nos
vertebrados. Entre os mais notaveis metabdlitos da vitamina A estd 0 AR: necessario para a
neurogénese primaria, € considerado fator fundamental para a transformagdo da
neuroectoderme posterior apos a inducdo neural, além de atuar no estabelecimento de linhagens
neuronais e de controlar a expressdo de genes envolvidos nas suas funcgdes (Zile, 2001,
Malaspina et al., 2003; Duester, 2008). O AR tem sido amplamente empregado in vitro por suas
habilidades em induzir diferenciagdo, em inibir a proliferacdo celular e em regular a apoptose

em diversos tipos celulares (Noy, 2010; Janesick et al., 2015), caracteristicas que tornam o0 AR
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uma molécula de interesse clinico, Util em protocolos de diferenciacdo visando reposicéo

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

Diferentemente de outros fatores proteicos envolvidos na diferenciacdo neuronal, 0 AR
é uma pequena molécula lipofilica capaz de difundir-se atraves das membranas celulares e que
tem a maior parte de seus efeitos mediados por receptores nucleares, os RARs e 0s RXRs, que
atuam classicamente por regulacdo transcricional. Entre os efeitos gendmicos do AR estdo
desde a regulacao de genes relacionados aos primeiros estagios do desenvolvimento, como 0s
genes Hox, até a regulacdo de genes envolvidos com a diferenciacdo de precursores neurais,
como os genes Pax6 e Olig2 (Duester, 2008). Estudos in vitro também indicam a importancia
do AR para a modulagdo de genes relacionados a funcdo neuronal em si (Kumar et al., 2007,
Korecka et al., 2013), e de genes envolvidos com a sobrevivéncia neuronal, como 0s genes p53
e Bcl-2 (Noy, 2010; Pasquali et al., 2014).

Além disso, surgem cada vez mais evidéncias da capacidade dos retinoides em provocar
efeitos rapidos, extranucleares e ndo-transcricionais. Esses efeitos tém se mostrado importantes
para a diferenciacdo neuronal e evidenciam a presenca de componentes ndo genémicos na

regulacao dos efeitos do AR.
1.2 Receptores de Retinoides

Os RARs e 0s RXRs, presentes nas isoformas a, § e y, S840 considerados 0s principais
mediadores dos efeitos do AR. Da familia dos receptores nucleares hormonais, atuam
classicamente como fatores transcricionais ativados por ligante: quando ativos, modulam a
expressao de genes responsivos a retinoides por meio da interacdo com elementos responsivos

(denominados RARES) nas regides promotoras de genes alvos.

Os RRs promovem os efeitos gendmicos do AR por meio de complexas vias de
transducdo de sinal, que dependem da formacdo de homo e heterodimeros entre as isoformas
de RARs e RXRs e da participacdo de cofatores importantes para modificagdes na compactagédo
da cromatina e na arquitetura do DNA. Além disso, os RRs tém sido também relacionados aos
efeitos rapidos e independentes de transcricdo do AR. Apesar de o papel isolado dos receptores
ser pouco compreendido, sabe-se que a presenga de multiplas isoformas é uma das principais
responsaveis pela diversidade de possibilidades na regulacéo das vias de transdugéo de sinal do
AR.

Visando, assim, investigar a modulacdo da presenca dos RRs, foi realizada a

caracterizacdo da expressdo e da localizagdo celular das diferentes isoformas ao longo da
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diferenciacéo 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
neoplasicas imaturas, sdo capazes de se diferenciar diante de uma série de estimulos e de
apresentar caracteristicas de neurdénios dopaminérgicos adultos, sendo Uteis, particularmente,
para estudos relativos a doenga de Parkinson (Xie et al., 2010). Diante do tratamento com AR,
as células SH-SYS5Y sdo capazes de superexpressar uma série de marcadores neuronais,
inclusive a enzima TH, determinante para o fenotipo dopaminérgico (Lopes et al., 2010;
Korecka et al., 2013; Pasquali et al., 2014), sendo de grande utilidade, assim, para o estudo dos
mecanismos da diferenciagdo mediada pelo AR.



12

2 OBJETIVOS

Investigar os mecanismos moleculares da diferenciagdo neuronal mediada pelo AR em

modelo SH-SY5Y no que diz respeito a modulacdo dos seus receptores durante 0 processo.

2.1 Objetivos Especificos

I.  Investigar a ocorréncia de modulacdo da expresséo dos RRs pela caracterizacéo
dos niveis dos transcritos e do imunocontetdo das diferentes isoformas de RARs
e RXRs ao longo da diferenciacdo induzida pelo AR;

ii.  Avaliar a ocorréncia de modulacédo da localizacao celular dos RRs ao longo da

diferenciacdo mediada pelo AR por andlise de imunofluorescéncia.
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3 JUSTIFICATIVA

A elucidagdo de mecanismos moleculares envolvidos no controle da diferenciagéo
neuronal mediada pelo AR, com o estabelecimento dos detalhes acerca da modulacdo de
proteinas reguladoras do processo, fornecera novos alvos moleculares para o desenvolvimento

e otimizacgéo de terapias de reposi¢do da funcéo neuronal.

No caso, a compreensdo da forma como o AR € capaz de regular de maneira diferencial
as isoformas de seus proprios receptores em modelo SH-SY5Y fornece novas ferramentas para
o entendimento dos mecanismos moleculares necessarios a diferenciacdo neuronal e para a
melhor compreensao dos papeis que essas isoformas podem desempenhar ao longo do processo.
Essas descobertas, em conjunto, tém potencial de aplicagdo em protocolos de diferenciacéo
neuronal visando a reposicao funcional em doencas neurodegenerativas, dado que 0s niveis e a
ativacdo dos RRs podem ser manipulados in vitro, por meio de silenciamento ou superexpressao

das isoformas ou de tratamento com retinoides com afinidades especificas.
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4 METODOLOGIA
4.1 Cultura Celular

As células da linhagem SH-SY5Y provenientes da Colecédo 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 confluéncia 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 Diferenciacdo Neuronal

As células SH-SY5Y foram semeadas em placas de cultura na confluéncia de 10 mil
células/cm? em meio DMEM/F12 SFB 10% e, ap6s 24 horas, foram submetidas ao protocolo
de diferenciacdo neuronal. Apds trés horas de ambientacdo no meio de tratamento, DMEM/F12
SFB 1%, foi adicionado AR na concentracdo final de 10uM e, a cada trés dias, foi realizada a
troca de meio contendo o composto. Como controle foi mantido, também, um grupo tratado
com o veiculo do AR (DMSO) em meio DMEM/F12 SFB 1%. As células foram coletadas no
dia zero, ap0s a ambientacdo e anteriormente a adicdo de AR, e nos dias um, quatro e sete de

diferenciacéo, ap0s as trocas de meio.

Figura 1 — Protocolo de diferenciacdo neuronal induzida pelo acido retinoico em SH-SY5Y.

10.000 cels/cm?

Meio 10% SFB Meio 1% SFB Meio 1% SFB Meio 1% SFB Meio 1% SFB
AR 10pM AR 10pM AR 10pM
_— —= ——> —_——
-24 hrs -3 hrs
Dia 0 Dia 3 Dia 6

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 biofotdmetro. Apds sintese de cDNA pelo kit comercial
SuperScript I (Invitrogen, ref. 11752-050), as reacdes de PCR em tempo real foram realizadas
no termociclador StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems) com a
utilizagcdo do kit comercial Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, ref.
4367659). Para a amplificagdo do cDNA de rara foram utilizados os primers direto 5’
CGAGCAGGACACCATGAC e reverso 5° GCGAAGGCAAAGACCAGG, com um
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amplicon esperado de 102 pb; para rarg, os primers direto 5> GTTTGCTAAACGTCTGCCTG
ereverso 5’ TCATGGTGTCTTGTTCTGGG, com um amplicon esperado de 131 pb; para rary,
0os  primers  direto 5 ATGAAAATCACCGACCTCGG e reverso 5
TTTCAGGGTTCTCCAGCATG, com um amplicon esperado de 121 pb; para rxra, 0s primers
direto 5> AGGACTGCCTGATTGACAAG e reverso 5> GACTCCACCTCATTCTCGTTC,
com um amplicon esperado de 142 pb; e para rxrf, os primers direto 5’
GACCTTACATACTCTTGCCGG e reverso 5> CATCCCCCATCCTTGTCCTTTC, com um
amplicon esperado de 160 pb. O gene enddgeno 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 avaliacdo do imunoconteudo foi realizada a lise das células SH-SY5Y por meio
de tampé&o RIPA (Tris 50mM, NaCl 150mM, IGEPAL® 1% v/v, sais biliares 0,5% m/v, SDS
0,1% m/v), sequida da quantificacdo proteica pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Ap6s
normalizacdo e adicdo de tampdo Laemmli (62.5 mmol/L Tris-HCI, pH 6.8, SDS 1%, glicerol
10% e B-mercaptoetanol 10%), os lisados celulares foram fracionados por eletroforese em gel
de poliacrilamida e transferidos para membranas de nitrocelulose. As membranas foram
incubadas em tampdo Tween-TBS (100 mmol/L Tris-HCI, pH 7.5, NaCl 0,9% e Tween®-20
0,1%) contendo 5% de leite desnatado em pd durante uma hora para bloqueio, seguido de
incubagéo com os anticorpos primarios contra RARa (Santa Cruz Biotechnology, ref. sc-551),
RARP (Santa Cruz Biotechnology, ref. sc-552), RARy (Abcam, ref. ab97569), RXRa (Cell
Signaling, ref. 5388S), RXRP (Cell Signaling, ref. 8715S) e B-Actina (Cell Signaling, ref.
4967S) durante 15 horas a 4°C e posterior incubacdo com os anticorpos secundarios acoplados
a peroxidase durante uma hora. Os anticorpos foram preparados em Tween-TBS e, no caso dos
secundarios, com a adicdo de 5% de leite desnatado em pd. A deteccdo da emissdo de
qguimioluminescéncia foi realizada em fotodocumentador (ImageQuant LAS 400, GE
Healthcare Life Sciences).

4.5 Microscopia de Imunofluorescéncia

As células SH-SY5Y na placa de cultura foram fixadas com paraformaldeido 4%
durante 20 minutos e permeabilizadas com Triton 0,2% em PBS durante 30 minutos. Apds
bloqueio com solugéo de BSA 1% em PBS durante 30 minutos, foi realizada incubagéo com os
anticorpos primérios contra RARa (Santa Cruz Biotechnology, ref. sc-551), RARP (Santa Cruz
Biotechnology, ref. sc-552) e RARy (Abcam, ref. ab97569) durante 15 horas a 4°C seguida da
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incubacdo com os anticorpos secundarios conjugados com Alexa Fluor 488 (Life Technologies,
ref. 982425) durante duas horas, todos preparados em BSA 1% em PBS. Ap0s incubagdo com
corante DAPI durante cinco minutos, as imagens foram obtidas por meio de microscopio de
fluorescéncia (EVOS® FLoid® Cell Imaging Station, Life Technologies) e analisadas no

software ImageJ.
4.6 Analise Estatistica

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e os grupos foram
comparados entre si pelo teste de Tukey, com a utiliza¢do do software GraphPad Prism 6. Nas
quantificacbes foi utilizado n de trés e, quando necessario, foi realizada transformacéo

logaritmica dos dados previamente as analises estatisticas.
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5 RESULTADOS E CONCLUSOES

Foi realizada a caracterizacdo dos niveis de expressao e da localizacdo celular de
diferentes isoformas de RARs e RXRs ao longo da diferenciacdo induzida pelo AR em células
SH-SY5Y. As células foram coletadas ao longo da diferenciacao, nos dias um (Dia 1), quatro
(Dia 4) e sete (Dia 7), sempre ap0s as trocas de meio e em conjunto com células que foram,
paralelamente, tratadas com o veiculo DMSO, para fins de comparag¢do. Como controle, foram
utilizadas células proliferativas (Dia 0), apenas ambientadas no meio de tratamento — para que
efeitos decorrentes da troca do meio ndo sejam confundidos com efeitos do AR. Diante da
adicdo de AR 10 uM, as células tém sua taxa proliferativa diminuida e iniciam modificacOes
morfoldgicas caracteristicas de neurénios adultos, que ficam claras ao fim de sete dias de

diferenciacédo (Figura 2).

Figura 2 — Morfologia das células SH-SY5Y diferenciadas.

Veiculo

Fonte: elaborado pela autora (2015).

5.1 Modulacéo da Expressdo dos Receptores de Retinoides

A determinacdo da expressdo dos transcritos dos RRs revelou niveis variados de mRNA ao
longo da diferenciag@o neuronal (Figura 3). As isoformas raro € rarfs demonstraram aumento
de expressdo diante do tratamento com AR, tanto no inicio quanto no fim da diferenciacdo; o
gene raro. foi expresso cerca de trés vezes mais diante do tratamento, enquanto a expressao do
rarf} sofreu um aumento de até de 150 vezes no sétimo dia de diferenciacdo. A analise por RT-
gPCR também demonstrou a manutencdo dos niveis baixos de transcritos de rxra € rxrfi no
primeiro dia de tratamento com AR, seguida do aumento da expressao dos receptores ao fim do
processo; ndo foi observado, no entanto, variagdo na expressao de rary (3.A e 3.B). A

amplificacdo especifica foi confirmada na curva de melting do qPCR (dado ndo exposto) e na



18

Figura 3 - Expressao dos receptores de retinoides ao longo da diferenciacdo mediada pelo &cido retinoico.
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(A) (B) RT-PCR quantitativo das isoformas rara, rarp, rary, rxra e rxrf3, expresso em termos de 244, Valores
de expressao normalizados por gapdh, relativos ao grupo controle (Dia 0) e transformados para escala
logaritmica. * indica p<0,05 e *** indica p<0,001 em rela¢do ao Dia 0. # indica p<0,05; ## indica p<0,01 e ###
indica p<0,001 em relacdo aos demais grupos indicados. (C) Eletroforese em gel de agarose dos produtos da
amplificagdo por RT-qPCR das isoformas rara, rarp, rary, rxra, rxrf e de gapdh. O tamanho dos fragmentos foi
confirmado em 102, 131, 121, 14, 160 e 251pb, respectivamente. (D) Imunoconteido de RARa, RARB, RARY,
RXRo and RXRp ao longo da diferenciagéo, com células proliferativas usadas como controle (Ciou) € 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 amplificagdo, que demonstrou a presenca de
amplicons especificos com os tamanhos esperados (3.C).

A expressdo dos RRs também foi analisada quanto ao imunoconteddo dos mesmos ao
longo da diferenciacdo (3.D). Foi observado que a regulacdo positiva da transcricao de rarp foi
acompanhada do aumento do imunoconteido de RARP ao longo de toda a diferenciagdo,
enquanto a regulagéo positiva de raro implicou no aumento de RARa no primeiro dia do
tratamento com AR, mas ndo nos dias seguintes. No caso dos RXRs, foi observada a diminuigéo
do imunoconteddo de ambas as isoformas no primeiro dia da diferenciacdo; ao final do
processo, no entanto, 0 aumento observado na expressao de rxra e rxrf3 parece ser traduzido no
aumento da presenca dos receptores. A isoforma RXRy também foi analisada quanto ao
imunocontetdo e ndo foi detectada (dado ndo exposto). E notavel, também, a capacidade da
ambientacdo no meio contendo SFB 1% em induzir o aumento do imunoconteddo dos RXRs

quando comparado as células com meio contendo SFB 10%.
5.2 Modulacéo da Localizacéo Celular dos Receptores de Retinoides

A analise por imunofluorescéncia indicou a localizagdo celular das isoformas de RARa,
RARP e RARAy (Figura 4). A localizacdo das isoformas RARa e RARy manteve-se
preferencialmente nuclear ao longo de toda a diferenciacdo (4.A e 4.C), com sinal de
fluorescéncia nuclear em torno de 60 e 70%, respectivamente (4.B e 4.F). No caso do RARp,
no entanto, observa-se 0 aumento do sinal nuclear no inicio do processo de diferenciagéo (4.B);
de 40%, o sinal passa para cerca de 70% logo no inicio do tratamento (4.E), o que sugere o

recrutamento do receptor para o nicleo em funcéo do estimulo por AR.
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Figura 4 — Localizacao celular dos receptores de retinoides ao longo da diferenciacdo mediada pelo acido

retinoico.
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Fonte: elaborado pela autora (2015).
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6 DISCUSSAO

Os avangos na biologia molecular ocorridos nas ultimas décadas forneceram meios para
a melhor compreensao da dinamica de transducédo de sinal que possibilita os diversos efeitos
celulares do AR, principalmente no que diz respeito aos seus receptores. A caracterizacdo da
estrutura de RARs e RXRs, a compreensdo das peculiaridades das multiplas isoformas, a
descoberta da participacdo de diversos correguladores e a investigacdo das fungdes especificas
tanto das isoformas isoladas quanto dos pares de dimeros por meio de knockout génico
forneceram diversas respostas acerca dos mecanismos moleculares por trds dos efeitos dos
retinoides. No entanto, essas descobertas, somadas a mais recente caracterizacdo de
mecanismos ndo gendmicos, mostraram também a grande complexidade envolvida na

transducdo de sinal do AR e levantaram novas questdes que restam, ainda, ser respondidas.
6.1 Modulacéo dos Receptores de Retinoides

Os receptores RAR e RXR sdo codificados por genes distintos, sendo que suas
isoformas a, B e y sdo geradas por splicing alternativo e pelo uso de diferentes promotores
(Chiba et al., 1997; Zechel, 2005). Membros da familia dos receptores nucleares hormonais,
eles atuam principalmente como fatores de transcricdo ativados por ligante e sdo caracterizados
por estruturas bem conservadas: o dominio carboxi-terminal, de interagdo com o ligante (LBD),
o dominio central de interacdo ao DNA (DBD) e o dominio amino-terminal altamente variavel
(NTD).

Os RARs sdo ativados pelas diferentes formas isoméricas do AR e, quando ativos,
sofrem mudancas conformacionais que permitem a dimerizacdo com outros receptores,
tornando-se capazes de interagir com RAREs e de promover as respostas transcricionais
induzidas pelo AR. Ja os RXRs mostram-se passiveis de ativagdo principalmente pelo isdmero
9-cis-AR, cuja concentracao atinge niveis significativos apenas diante de doses farmacologicas
de AR (na faixa de micromols/L). Assim, é sugerido que seu papel fisiologico seja devido
principalmente ao fato de os RXRs ocorrerem como parceiros de heterodimerizagdo para 0S
RARs - e para outros multiplos receptores nucleares -, servindo como reguladores das vias
transcricionais induzidas pelo AR; ndo é excluida, no entanto, a hipotese de que esses receptores

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

As respostas transcricionais mediadas pelo AR séo determinadas, em grande parte, pelo
perfil de isdmeros que compdem os homo ou heterodimeros formados pelos RRs, podendo

envolver, ainda, a dimerizacdo 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 proteinas
correguladoras, importantes para o remodelamento da cromatina e para a estabilizagdo da
maquinaria de transcricdo. Assim, a presenca de multiplas isoformas na transducéo de sinal do
AR fornece diversas possibilidades na regulacdo da mesma, e a disponibilidade dessas
isoformas é um fator determinante para as respostas celulares induzidas pelo AR. Apesar de
ocorrerem funcdes redundantes, os diferentes RARs e RXRs sdo conservados na evolucao dos
vertebrados e apresentam diferentes padrGes de expressdo espago-temporais no
desenvolvimento e nos tecidos adultos, o que indica a presenca de funcdes especificas (Dollé
et al., 1990; Chambon, 1994).

A capacidade do AR em regular de maneira diferencial a expresséo das isoformas de
seus préprios receptores tem sido investigada tanto em modelos in vitro quanto ao longo do
desenvolvimento. A descricdo de RARES na regido regulatéria de rar ja indicava a presenca
modulacdo cruzada entre os RRs (De Thé et al., 1990; Chambon, 1996) e, de fato, a auto-
inducdo da expressdo dos receptores ja foi descrita experimentalmente em algumas linhagens.
Além disso, é provavel ainda que a modulacdo da expressao dos RRs induzida pelo AR envolva
outros fatores: sabe-se que o tratamento com o composto € capaz de regular fatores de
transcrigdo diversos, como NF-kB e Nrf2 (Pasquali et al., 2014), e microRNAs também sédo
descritos como atuantes na regulacdo da expressdo génica induzida pelo AR em nivel de
traducdo (Zhang et al., 2015).

Analises preliminares do grupo de pesquisa do qual faco parte, a partir de dados de
microarranjo disponiveis em banco de dados publico (Nishida et al., 2008), ja indicavam 0s
resultados agora obtidos experimentalmente a partir de RT-gPCR e Western Blot. Em relacdo
as células SH-SY5Y em estagios mais avancados de diferenciacdo, o presente trabalho
demonstrou que os niveis de expressao de rara, rarfs, rxra € rxrff encontram-se superiores aos
niveis das células ndo diferenciadas — apesar de, no caso do RARa, o aumento da expressdo de
transcritos ndo ter tido reflexo no imunocontetdo. Os dados sdo compativeis com o fato de as
isoformas serem amplamente expressas no desenvolvimento e nos tecidos adultos e com
estudos que demonstram a importancia da expressao dos RRs para a fungdo neuronal: a delecao
de isoformas especificas em camundongos resultou em prejuizos cognitivos e RARB mostrou-
se necessario para a formacédo tanto de LTPs quanto de LTDs (Chiang et al., 1998), por
exemplo. Além disso, os resultados corroboram com a nocdo de que 0os RRs sdo importantes
para a manutencao do estado diferenciado em si: niveis aberrantes de expressdo dos receptores

sdo observados em células tumorais — a diminui¢ao da expressdo de RARP, por exemplo, é
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associada a iniciacdo tumoral (Xu et al., 1994 ; Lotan, 1996; Xu, 2001; Lai et al., 2014) —e a
deficiéncia de vitamina A, in vivo, caracteriza-se pelo aumento da incidéncia de cancer (Sun e
Lotan, 2002). A isoforma RARY, no entanto, ndo demonstrou variacdo tanto em nivel de RNA
quanto de imunocontetdo em SH-SY5Y, apesar de a isoforma ter a transcricdo aumentada em
outras linhagens celulares diante do tratamento com AR (Wu et al., 1992; Wan et al., 1998 ;
Zechel, 2005). No caso da isoforma RXRy, ndo houve detecgdo da mesma pelo ensaio por
Western Blot. A isoforma parece exercer papeis essenciais em regides especificas do SNC
(Wietrzych et al., 2005), mas, ao contrario dos demais RXRs, o receptor tem padrdo de

expressao bastante restrito no desenvolvimento.

J& os dados de expressdo relativos ao inicio do tratamento sdo importantes para
esclarecer processos necessarios a iniciacdo da diferenciacdo neuronal. A rapida regulacao
positiva das isoformas de RARs diante do tratamento com AR é compativel com outras
observagdes in vitro: foi descrito o aumento da expressdo 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 iniciacdo da
diferenciacdo mediada pelo AR, inclusive, mostra-se dependente da atividade dos RARs em

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

A caracterizacdo da modulacdo da expressdo dos RXRs, entretanto, conta com dados
bem mais restritos na literatura. A demonstracdo da diminuicdo no imunoconteido de RXRs —
que, no entanto, ndo foi observada em nivel de RNA mensageiro — revela a ocorréncia de
regulacdo diferencial de RARs e RXRs diante do tratamento com AR e pode auxiliar a
compreensdo dos papeis desses receptores considerados auxiliares, envolvidos principalmente
na regulacdo da transducdo do sinal dos retinoides. Observacdo semelhante a diminuicdo do
imunocontetdo de RXRa e RXRp em células SH-SYSY foi feita em células de Schwann, que
sdo células gliais resposaveis pela formacéo da bainha de mielina no SNP (Latasa e Cosgaya,
2011), onde houve a diminuig&o da expressao das isoformas de RXRs diante do tratamento com
AR. Além disso, 0 aumento da expressdo da isoforma RXRa foi associado ao aumento da taxa
proliferativa em linhagem derivada de hepatoma (Wua et al., 2004), podendo indicar que a
diminui¢do do imunoconteudo de RXRa observado em SH-SY5Y no inicio da diferenciacéo
pode ser importante para a parada no ciclo celular dessas células. E necessario, no entanto,
confirmar se essa diminuig&o ocorre apenas em nivel de imunocontetdo nas células SH-SY5H
ou se envolve regulagdo transcricional, da mesma maneira que ocorre com o aumento dos RXRs

em estagios mais avancados da diferenciacéo.
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Os heterodimeros (RARS/RXRs) tém sido indicados como as unidades funcionais
preferencialmente responsaveis pela transducgdo 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 substituicdo de homodimeros RXR/RXR por heterodimeros RAR/RXR nas regides
gendmicas moduladas pelo AR (Chatagnon et al., 2015). A modificacdo da disponibilidade de
isoformas pode ser um fator importante para determinar a mudanca no perfil de dimeros de RRs
e a modulacdo da expressao dos receptores, com a diminuicdo da expressdo das isoformas de
RXR e o aumento das isoformas de RARs no inicio da diferenciacdo, pode auxiliar na

compreenséo desse fenémeno.

Além da expressdo dos RRs, a disponibilidade dos mesmos para exercer 0s diversos
efeitos do AR também ¢é definida pela sua localizacéo celular. Atuantes principalmente como
fatores transcricionais, os receptores encontram-se preferencialmente no nucleo e possiveis
modificagdes no padréo de localizagéo celular tém influéncia direta na atividade transcricional

e na interacdo dos mesmos com proteinas regulatorias.

A localizacdo celular de alguns receptores nucleares ja mostrou-se passivel de
modulacdo: é observada a translocacdo de VDR para o nlcleo diante do tratamento com
vitamina D (Gocek et al., 2007; Gocek et al., 2008) e o recrutamento de ERp para membrana
plasmaética induzido por estrogénio (Sheldahl et al., 2008), e a regulacdo da localizacdo desses
receptores parece depender de mecanismos rapidos e ndo transcricionais. O recrutamento de
RARSP para o nucleo diante do tratamento com AR em SH-SY5Y, sugerido pela analise por
imunofluorecéncia, é compativel com os dados que demonstram a importancia da atividade
transcricional de RARP na diferenciagdo. Serd necessario, todavia, a confirmacdo da mudanca
na localizacdo celular do receptor diante do estimulo por AR por meio de outras metodologias
e serd interessante, também, verificar a localizacéo celular dos RXRs ao longo da diferenciacdo

neuronal.

A partir dos resultados aqui obtidos, sera possivel verificar a real funcdo da modulacéo
dos RRs para a diferenciacdo neuronal. Abordagens que envolvam o silenciamento de
isoformas ou a utilizacdo de retinoides capazes de ativar isoformas especificas configuram-se
como as principais estratégias para a compreensdo funcional in vitro. Além disso, a
caracterizacdo da modulacéo dos RRs e da sua importancia para a diferenciacdo neuronal pode
auxiliar a compreenséo da relagéo entre os receptores e as vias independentes de transcri¢do do
AR.
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6.2 Receptores de Retinoides e Vias Ndo Genomicas

A identificacdo de efeitos independentes de transcri¢do induzidos por moléculas
lipofilicas acrescentou ainda mais complexidade aos mecanismos regulatérios dos receptores
nucleares (Losel 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 diferenciagdo neuronal mediada pelo AR.

Os retinoides mostram-se capazes de promover, por exemplo, a ativacdo rapida de vias
de sinalizacdo celular em linhagem derivada de cancer de pulmédo (A549), em linhagens
derivadas de neuroblastoma humano e em cultura priméria de células de Sertoli, modulando a
ativagdo da via das MAPKSs, incluindo suas subfamilias ERK1/2, p28 e JNK, e a via de
PI3K/Akt, as quais sdo consideradas importantes para o controle do ciclo celular, para a
sobrevivéncia da célula e para a promocdo de modificagdes morfolégicas no processo de
diferenciacdo (Zanotto-Filho et al., 2008; Gelain et al., 2012; Qiao et al., 2012 ; Garcia-
Regalado et al., 2013). Os retinoides sdo descritos também como moléculas redox-ativas,
capazes de aumentar a geracdo de espécies reativas de oxigénio na célula e de modular fatores
do metabolismo redox (Gelain et al., 2008; Pasquali et al., 2008; Frota Junior et al., 2011 ), 0
que indica a presenca de componentes redox-sensiveis na sinalizagdo do AR durante a

diferenciacéo neuronal.

A ativacdo de cascatas de cinases e a geracao de espécies reativas tém se mostrado
processos interligados e importantes para a diferenciacdo mediada pela vitamina A e seus
metabolitos (Gelain et al., 2006 ; Gelain et al., 2011 ; Gelain et al., 2012). A forma com que
esses processos encontram-se conectados com as vias classicas de sinalizacdo gendmica, no
entanto, ainda é pouco compreendida; em todo caso, os proprios RRs parecem ter papel central

na integracao dessas vias.

Observa-se que cascatas de ativacdo de cinases também sao responsaveis pela regulacao
da atividade transcricional dos RRs. O resultado de modificagdes pelas cinases CDK7 e PKA
no dominio NTD dos RARs, por exemplo, é a maior atividade transcricional desses receptores,
apesar de ndo serem claros os mecanismos pelos quais essas modificagdes modulam a atividade
dos mesmos (Bour et al., 2007). Além disso, cinases da familia das MAPKs mostram-se
também capazes de regular os RRs. A enzima p38, quando ativa em resposta a0 AR, €
responsavel pela fosforilagio da isoforma RARy no NTD (Gianni et al., 2002) e pela
fosforilagao de correguladores do RARa (Gianni et al., 2006), as quais levam ao aumento da

atividade transcricional desses receptores e estdo relacionadas, ainda, a regulacdo da
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ubiquitinagdo e degradacdo proteossomica dos mesmos. J& a enzima ERK mostra-se
responsavel pela fosforilagdo de RXRa no dominio LDB em modelo de diferenciacdo pela
vitamina D e seu receptor VDR, parceiro de heterodimerizacdo de RXRs (Solomon et al., 1999;
Narayanan et al., 2004; Macoritto et al., 2008).

Além disso, ha indicios de que os RRs podem atuar como moléculas sinalizadoras para
0s préprios processos ndo gendémicos. A ativagdo da via de PI3K/Akt mostrou-se dependente
da expressdao dos RARs in vitro, e foi demonstrada a associacdo fisica de RARa com
subunidades de PI3K. A localizacdo celular da isoforma na membrana plasmatica, inclusive,

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

Em SH-SY5Y, foi observada a ativacao rapida da via da ERK diante do tratamento com
AR (Figura 5), além da descricdo da participacdo de mecanismos redox-sensiveis na
diferenciagdo neuronal induzida pelo composto (Nitti et al., 2010; Frota Junior et al., 2011). E
possivel que, assim como observado em outras linhagens, esses efeitos ndo transcricionais
tenham influéncia sobre a regulacdo dos RRs e/ou, até mesmo, que 0s receptores sejam fatores
importantes para a inducdo desses fendmenos; a expressdo e a localizacdo celular dos RARs e
RXRs pode, assim, desempenhar papel importante na integracdo das vias gendémicas e ndo

gendmicas do AR.

. L _ . Por fim, o presente trabalho
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