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Resumo

O oxido nitrico (NO) pode ser um fator importante no processamento da informago na
retina ou em outras regides do sistema nervoso central (SNC) por modular, entre outras
coisas, a transmissao GABAérgica. No presente estudo foi verificada a agcdo do NO endogeno
como modulador do sistema GABAérgico endogeno na retina intacta de galinha. Em retinas
imunoprocessadas para GABA, a liberagdo deste aminodcido induzida por NMDA foi
bloqueada por um inibidor da enzima que sintetiza NO (NOS) na camada de células
ganglionares (CCG). Além disso, o tratamento com o precursor da sintese de NO, L-arginina
(1mM), induziu diminui¢do do nimero de células GABA+ nesta camada celular. Em células
amacrinas na camada nuclear interna (CNI) o inibidor da NOS e o tratamento com L-arginina
(1mM) ndo tiveram efeito. Entretanto, o tratamento com L-arginina (100uM) ou com doador
de NO, SNAP (500uM), aumentou o numero de cé¢lulas GABA+ em ambas camadas. O efeito
da L-arginina (100uM) foi bloqueado pelo inibidor da NOS, e a aplicagdo deste inibidor
sozinho induziu redu¢do do numero de células GABA+. O tratamento em meio sem sodio
bloqueou o efeito da L-arginina (100uM), sugerindo que NO inibe a liberacdo dependente de
sodio e ndo a degradacdo de GABA. O efeito da L-arginina (100uM) foi bloqueado
totalmente por um inibidor da enzima cinase dependente de GMPc (PKG) na CNI e
parcialmente na CCG. O inibidor da PKG sozinho ndo afetou a liberacdo de GABA. A
inibicao da liberacao basal de GABA pelo NO ¢ dependente de calcio, pois em meio sem
calcio o efeito do SNAP (500uM) ndo foi observado. Na retina de 8 dias embrionario (E8), o
tratamento com L-arginina (100uM) inibiu a liberagdo basal de GABA apenas na CCG,
enquanto em E14 a liberagdo foi inibida nos dois tipos celulares. Estes dados levantam a
possibilidade de que a producdo de NO em alta concentragdo (estimulada por receptores
NMDA ou L-arginina ImM) induzem liberagdo de GABA na CCG, enquanto a producdo
basal e moderada (estimulada por L-arginina 100uM ou SNAP 500puM) de NO inibem a
liberacdo basal de GABA em ambos os tipos celulares, por mecanismo independente ou
dependente de PKG, respectivamente. Portanto, o nivel de excitabilidade neuronal pode
depender da concentragdo de NO e de subseqiientes aumentos ou redugdes na liberacdo de
GABA.
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Abstract

Nitric oxide (NO) can be an important factor in the information processing of the retina or
other regions of the central nervous system (CNS) because it modulates, among other things,
GABAergic transmission. In the present work, the action of endogenous NO as a modulator
of the endogenous GABA was studied in the chick intact retina. In retina immunoprocessed
for GABA, the release of this amino acid induced by NMDA was blocked by inhibitors of the
enzyme that synthesizes NO (NOS) in the ganglion cell layer (GCL). Additionally, treatment
with the precursor for the synthesis of NO, L-arginine 1 mM, induced a increase in the
number of GABA+ cells in this layer. In amacrine cells of the inner nuclear layer (INL) the
treatment with inhibitors of the NOS or with L-arginine (1mM) had no effect. However,
treatment with L-arginine (100uM) or with a NO donor, SNAP (500uM), enhanced the
number of GABA+ cells in both layers. The effect of L-arginine (100uM) was blocked by the
addition of the NOS inhibitor, and this inhibitor alone induced an increase in the number of
GABA+ cells. The absence of sodium blocked the effect of L-arginine (100uM), indicating
that NO acts by inhibiting the sodium-dependent release and not on degradation of GABA.
The effect of L-arginine (100uM) was totally blocked by an inhibitor of the cGMP-dependent
kinase (PKG) in the GCL and partially in the INL. PKG inhibitor alone did not affect GABA.
The effect of NO is calcium-dependent because the absence of this ion blocked the effect of
SNAP (500uM). In retinas from 8 day old chick embryos (ES8), the inhibition of GABA
release by treatment with L-arginine (100uM) was observed only in the GCL, while in E14 it
was observed both in the GCL and INL. These data suggest that production of high levels of
NO (stimulated by activation of NMDA receptors or by L-arginine 1mM) induces GABA
release in the GCL, while basal and moderate (stimulated by L-arginine 100uM or SNAP
500uM) levels of NO inhibit this release in both cell layers by mechanisms independent or
dependent of PKG, respectively. Therefore, the level of neuronal excitability may depend on
the concentration of NO and subsequent increases or decreases in GABA release.
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I. INTRODUCAO

Neste trabalho estudaremos a modulacdo do sistema GABAérgico, principal
neurotransmissor inibitério, pelo 6xido nitrico utilizando o modelo da retina. Para tal,
trataremos de alguns temas nesta introducdo que julgamos importantes para a compreensao do
nosso estudo, como os sistemas GABAérgico, glutamatérgico e nitrégico, bem como a morfo-

fisiologia da retina.

1. GABA

Durante as décadas de 1950 ¢ 1960 foram encontradas fortes evidéncias de que o
acido y-aminobutirico (GABA) atuava como neurotransmissor inibitdrio no sistema nervoso
de vertebrados e invertebrados (Matsuda et al., 1956; Roberts et al., 1964). Na década de
1970, o GABA foi detectado no sistema nervoso de mamiferos (Bloom e Iversen, 1971). A
descoberta da inibicdo sinaptica direta, tendo o GABA como primeiro exemplo claro de
neurotransmissor inibitorio, alterou a concepcao de transmissao sindptica, até entdo entendida
apenas como transmissdo excitatdria (para revisdo, Owens e Kriegstein, 2002). O GABA ¢ o
principal neurotransmissor inibitorio do sistema nervoso central (SNC), incluindo a retina de
diferentes espécies de animais (Mosinger ef al., 1986; Yang, 2004; Yazulla et al., 1989). No
SNC o equilibrio entre excitagdo ¢ inibicdo neuronal ¢ um fator essencial que deve ser
mantido para proporcionar o desempenho correto de fungdes fisiologicas e evitar
conseqiiéncias patologicas. Agentes que bloqueiam a sinalizacio GABAérgica no SNC
podem provocar convulsdes, enquanto agentes que aumentam esta sinalizagdo apresentam

efeitos sedativos e anticonvulsivos (Ben-Ari, 2002).



O GABA ¢ sintetizado a partir do glutamato em uma reacdo catalisada por duas
isoformas da enzima descarboxilase do acido glutamico: GAD65 e GAD67 (Roberts e
Kuriyama, 1968). O GABA ja se encontra presente em fases precoces do desenvolvimento
retininano, sendo detectado a partir do 6° dia embrionario de galinha (E6), enquanto a enzima
GAD ¢ detectada apenas a partir de E10 (Hokog et al., 1990). Nos periodos que precedem a
expressdao de GAD, o GABA ¢ sintetizado por uma via alternativa a partir de putrescina (De
Mello et al., 1976; De Mello et al., 1993; Hokog ef al., 1990). Ao longo do desenvolvimento,
esta via alternativa ¢ gradativamente substituida pelo aumento da atividade da GAD.

O GABA, sintetizado pela isoforma GAD65, ¢ carregado em vesiculas sinapticas por
transportadores vesiculares (VGAT) (Fon e Edwards, 2001), enquanto o GABA sintetizado
pela GADG67 serviria como metabolito (Waagepetersen et al., 1999) ou como pool destinado a
liberag@o nao vesicular (Andrade da Costa et al., 2000; Kaufman et al., 1991) A liberagdo de
GABA pode ocorrer por exocitose, dependente de calcio (Ferreira et al., 1994), ou por
reversao do transportador, independente de calcio e dependente de sodio (Calaza et al., 2006;
Duarte et al., 1993; Hofmann e Mockel, 1991; Tapia e Arias, 1982; Yazulla e Kleinschmidt,
1983).

O efeito do GABA pode ser mediado pela ativagdo de receptores ionotropicos (GABA4
e GABA() ou metabotropicos (GABAg). A ativacdo dos receptores GABAx ¢ GABAc
aumenta a condutancia da membrana a ions cloreto (Cherubini e Strata, 1997; Macdonald e
Olsen, 1994), enquanto a ativagdo de receptores GABAg, que estao acoplados a canais de
calcio e potassio através da ativacdo de proteina G, geram uma cascata de segundos
mensageiros (Bowery, 1989). A ativagao de receptores para GABA, seja ionotrépico ou
metabotrépico, gera hiperpolarizagdo da membrana celular.

A sinalizagdo GABAérgica ¢ finalizada por meio de sua recaptagdo por

transportadores para o interior de terminais pré-sinapticos ou de células de glia. Quatro tipos
2



de transportadores para GABA (GATI1, GAT2, GAT3 e GAT4) foram descritos no cérebro e
diferem quanto a distribuicdo (Liu et al., 1993; Worrall ¢ Williams, 1994). Ao menos trés
isoformas deste transportador foram identificadas na retina de rato (GATI, 2 e 3) (Johnson e¢
al., 1996). Dados farmacologicos indicam que em células da retina de galinha em cultura a
liberagdo de GABA ¢ inibida de forma diferente por bloqueadores da GAT1 ou da GAT2/3.
Estes autores sugerem que a liberacio de GABA na retina de galinha ¢ mediada
principalmente por GAT1 (Do Nascimento et al., 1998).

Os transportadores realizam a recaptacdo por simporte de dois ions de so6dio, um de
cloreto e uma molécula de GABA (Borden ef al., 1992; Guastella et al., 1990; Kavanaugh et

al., 1992; Larsson et al., 1980; Mager et al., 1993) (figura 1).

GABA

2 Na’

Meio extracelular

Meio intracelular

2 Na* cr

GABA

Figura 1. Esquema da recaptagdo de GABA. Transportadores de GABA sdo membros da
familia de transportadores dependentes de sodio e cloreto. Para a recaptagdo ocorre simporte de uma
molécula de GABA, dois ions de s6dio e um de cloreto. Este transporte pode ser revertido pelo
aumento de sodio intracelular, levando a liberagdo de GABA (Adaptado de Richerson e Wu, 2003).

Este transporte pode ser bidirecional, pois se houver aumento de sédio intracelular
proximo a estes transportadores ocorre reversdo da direcdo do fluxo e conseqiientemente a
liberagdo de GABA. Wu e colaboradores (2001) relataram que o aumento de GABA

3



intracelular induzido por um inibidor da degradacdo de GABA ¢ suficiente para ativar o
transporte reverso. Além disso, uma vez que sodio e cloreto podem ser transportados na
auséncia de GABA (Cammack et al., 1994) é possivel que ocorra transporte de GABA sem
cloreto ou sddio ligados ao transportador. Outra alternativa € que o sodio seja transportado
contra o seu gradiente em condigdes de aumento do GABA citosdlico (Wu et al., 2001).

Na retina de diferentes espécies, incluindo a de aves, a principal via de liberagdo de
GABA ¢ pela reversdo do transportador e ndo pela via classica de exocitose dependente de
calcio (Moran e Pasantes-Morales, 1983; Tapia e Arias, 1982; Yazulla e Kleinschmidt, 1983).
Wu e colaboradores (2001) sugeriram que a liberacdo de GABA mediada por transportadores
desempenha um papel importante na inibicdo neuronal em condigdes fisioldgicas e
patologicas.

Apbs sua recaptagio o GABA ¢é metabolizado pela enzima GABA-transaminase
(GABA-T) (Hyde e Robinson, 1976). Na reacdo, o o-cetoglutarato (formado a partir do
metabolismo da glicose do ciclo de Krebs) ¢ transaminado em glutamato ¢ o GABA ¢
metabolizado em semialdeido succinico. Assim, uma molécula de GABA sé pode ser
metabolizada se for formada uma molécula do precursor (glutamato). Esta reacdo é muitas
vezes referida como GABA shunt (figura 2). A figura 3 esquematiza a transmissao do sistema

GABA¢érgico.
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Figura 2. Sintese e degradacdo de GABA pelas enzimas GAD e GABA-T,
respectivamente. GABA-T: GABA transaminase; GAD: Descarboxilase do acido glutdmico;
SSADH: semialdeido succinico deidrogenase (Adaptado de Siegel, 1999).
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Figura 3. Neurotransmissdo GABA¢érgica. O GABA ¢ sintetizado em neurénios inibitorios
pela enzima descarboxilase do acido glutdmico (GAD) e € transportado para o interior de vesiculas por
transportadores vesiculares (VGAT). A recaptacdo de GABA por neurénios e células da glia ocorre
por atividade de transportadores de GABA (GAT). Na seqiiéncia, o GABA ¢é metabolizado pela
enzima GABA transaminase (GABA-T) (Adaptado de Owens e Kriegstein, 2002).



Apesar de sua fungdo inibitoria no cérebro adulto, durante o desenvolvimento o GABA
exerce papel excitatorio em fun¢do da expressdo de transportadores de cloreto que geram
gradiente que favorece a saida deste ion da célula (Liu et al., 2006; Rivera et al., 1999).
Assim, a ativagao de receptores ionotropicos de GABA gera uma corrente de cloreto para fora
da célula, despolarizando a membrana. Em neurdnios do ganglio ciliar de galinha em E9 a
resposta a0 GABA ¢ despolarizante, enquanto em E14 ja ¢ hiperpolarizante. Por outro lado,
em neuronios da medula espinhal de galinha, 0 GABA ja apresenta acdo inibitoria em E9 (Liu
et al., 2006). Na retina de galinha a resposta despolarizante a0 GABA ¢ méxima em ES,
decaindo intensamente entre E12 e E14, quando ja ¢ hiperpolarizante (Catsicas e Mobbs,
2001). Sendo assim, a mudanc¢a de expressdo dos transportadores que alteram o potencial de
equilibrio do cloreto pode ocorrer em diferentes periodos dependendo da regido do SNC
analisada.

E importante apontar que a agdo despolarizante do GABA gera aumento de célcio
intracelular por ativacdo de canais de calcio dependentes de voltagem. Além disso, a
despolarizacdo ¢ suficiente para remover o bloqueio de magnésio de receptores NMDA (ver
item 2), permitindo assim entrada de célcio. Assim, GABA atua em sinergia com receptores
NMDA em neurdnios imaturos (Ben-Ari ef al., 1997). Esta acdo despolarizante GABAérgica
tem sido relacionada com varios processos do desenvolvimento, desde a proliferacao celular
até o refinamento de circuitos neuronais (Ben-Ari ef al., 1994; para revisdo, Ben-Ari, 2002).
Considerando que quase todos os organismos, desde as bactérias até os humanos, podem
sintetizar GABA (Gale, 1966; Haber et al., 1970; Schales e Schales, 1946) nao ¢

surpreendente que este aminoacido esteja envolvido em multiplas fungdes.



2. GLUTAMATO

O glutamato ¢ o principal neurotransmissor excitatorio do SNC, incluindo a retina
(Thoreson e Witkovsky, 1999). Ele ¢ produzido do a-cetoglutarato, um intermedidrio no ciclo
do 4cido tricarboxilico (Kandel et al., 2003). A acdo do glutamato ocorre através da ativagdo
de receptores ionotropicos (iGluR) e metabotropicos (mGIluR). Os iGluRs apresentam
caracteristicas distintas e sdo identificados de acordo com seus agonistas especificos: acido a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-iso-xazole-propidonico (AMPA), Cainato (KA) e N-metil-D-
aspartato (NMDA). Receptores AMPA e KA (historicamente chamados de receptores nao-
NMDA) sdo permeéveis aos ions Na' e K', mas, na maioria das vezes, ndo séo permeaveis ao
Ca®". A ativagdo destes receptores causa influxo de Na™ e despolarizagio da membrana.
Receptores NMDA sdo permeéveis ao Na*, K e também ao Ca”". Este receptor ¢ composto
por varios sitios modulatorios incluindo um sitio de reconhecimento para o magnésio. O
magnésio extracelular bloqueia o receptor em potenciais negativos da membrana sendo
necessaria uma pré-despolarizacdo (classicamente mediada pelos receptores ndo-NMDA) para
que o magnésio desbloqueie o canal (Mayer et al., 1984). Concomitante a despolarizagdo ¢
necessaria a ligagdo de glutamato e glicina (ou D-serina) para ativar o receptor (Lester ef al.,
1993; Mothet et al., 2000).

Os mGluRs sdo receptores acoplados a proteina G e ativam segundos mensageiros.
Sdo subdivididos em 3 grupos: grupo I (mGIluR1 e mGluR5) acoplados a proteina G que ativa
fosfolipase C; grupo II (mGIluR2 e mGIluR3) e grupo III (mGluR4, 6-8), ambos acoplados a
proteina G que inibe a atividade da adenilato ciclase (para revisao,Yang, 2004). Apos ser
liberado, o glutamato ¢ captado da fenda sinaptica por neurénios e células de glia (Danbolt,

2001).



O glutamato tem um papel crucial na fisiologia da retina e toda a farmacologia
definida para receptores glutamatérgicos ¢ encontrada neste tecido (Fletcher e Hack, 2000;
Massey e Maguire, 1995). A ativacdo de iGluRs na retina induz a liberacdo de substincias
neuroativas como glicina (revisdo Bernath, 1992), dopamina (Gustincich et al., 1997) e
GABA em retinas de varias espécies (Calaza ef al., 2001, 2003; Hofmann e Mockel, 1991;
Kamada et al., 1981; Moran e Pasantes-Morales, 1983; Osborne e¢ Herrera, 1994; Perez e
Davanger, 1994; Schwartz, 1982; Tapia e Arias, 1982; Yang et al, 1997; Yazulla et al.,
1985).

De acordo com Marc e Liu (2000), a maioria das células amacrinas da retina sdo
GABAérgicas e recebem aferéncias glutamatérgicas de células bipolares. Estas células
bipolares, por sua vez, sio moduladas por sinapses reciprocas de células amacrinas
GABA¢érgicas, que representam um feedback negativo. Portanto, interacdes entre os sistemas

GABA¢érgico e glutamatérgico na retina sdo funcionalmente importantes.

3. OXIDO NITRICO

O oxido nitrico (NO) ¢ uma molécula mensageira gasosa com varias fungdes no
organismo. Embora tenha sido originalmente identificado como fator relaxante derivado do
endotélio (Cohen et al., 1996; Furchgott e Zawadzki, 1980; Furchgott, 1999; McDonald e
Murad, 1995), o NO apresenta importantes fungdes de sinalizacdo em macréfagos, neurdnios,
células endocrinas, fibras do musculo esquelético e outros tipos celulares (Bredt e Snyder,
1992; Hibbs et al., 1987; Shimizu-Sasamata et al., 1998; Stamler ¢ Meissner, 2001). Além
disso, o NO esta envolvido com diversas doengas relacionadas ou ndo ao SNC, como artrite
(Jang e Murrell, 1998), cardiomiopatia (Kooy et al., 1997), doencas autoimunes (Kelly e
Gold, 1999), esclerose (Abe et al., 1995), cancer (Wink et al., 1998), diabetes (Chan et al.,
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2000; Sjoeholm, 1998), doencas neuroldgicas (Bolanos et al., 1997; Heales et al., 1999) e
isquemia (Hangai et al., 1996; Samdani et al., 1997). O papel do NO em muitas destas
doencas ¢ contraditorio, pois 0 NO eventualmente apresenta efeitos opostos dependendo do
modelo experimental, da concentracdo de NO e do meio onde ele é produzido, resultando em
dados controversos na literatura cientifica (para revisao, Davis et al., 2001).

No SNC, o NO esta envolvido com a regulagdo da liberacdo de neurotransmissores
(Kano et al., 1998; Lonart et al., 1992; Sandor et al., 1995), plasticidade neuronal (Dinerman
et al., 1994a; Schuman ¢ Madison, 1991), aprendizado ¢ memoria (Prickaerts et al., 1997;
Qiang et al, 1997), expressdao de genes (Rabkin e Klassen, 2007), proliferacdo celular
(Magalhaes et al., 2006), morte e sobrevivéncia neuronal (Choi et al., 2002). Além disso, o
NO tem sido descrito como mediador do efeito excitotoxico do glutamato (Dawson et al.,

1991).

3.1.Biossintese de NO

O NO ¢ sintetizado através da atividade de uma familia de enzimas conhecida como
sintase do 6xido nitrico (NOS), que apresenta ao menos trés isoformas classificadas de acordo
com o tecido ou ordem em que foram identificadas: NOS I ou NOS neuronal (nNOS) (Mayer
et al., 1990), NOS II ou NOS induzida (iNOS) (Hevel et al., 1991; Xie et al., 1992) e NOS 111
ou NOS endotelial (eNOS) (Lamas et al., 1992; Pollock et al., 1991;).

As isoformas nNOS e eNOS sdo classificadas como constitutivas uma vez que sua
ativagcdo nao requer que a enzima seja sintetizada para iniciar a produgdo de NO, embora a
sintese da enzima possa ser regulada por certos estimulos (Hirsch et al., 1993; Koeberle ¢
Ball, 1999; Verge et al, 1992). As isoformas constitutivas sdo ativadas pelo complexo

calcio/calmodulina durante condi¢des de aumento de calcio intracelular.



Ao contrario das isoformas constitutivas, a ativagdo da iNOS requer necessariamente
sintese da enzima, que pode ser estimulada por mediadores inflamatorios e ira atuar na
resposta contra microorganismos invasores (Marletta, 1993). Além disso, a iNOS ¢ a unica
isoforma que tem ativacdo independente de célcio, pois a enzima ja possui um complexo
calcio/calmodulina ligado a ela desde sua sintese (Cho, 1992). A indugdo da expressdo da
iNOS resulta na producdo de NO em quantidade muito maior que aquela produzida pelas
isoformas constitutivas (revisdo, Garcia e Stein, 2006), podendo inclusive ser deletéria para o
hospedeiro caso haja ativagdo persistente dessa enzima (Heneka e Feinstein, 2001; Kroncke et
al., 2001).

Por ser um gas e sofrer rapida difusdo ¢ importante que o NO tenha sua producdo bem
regulada. Estudos bioquimicos indicam que a nNOS pode ser fosforilada pelas proteinas
cinases dependente de célcio/calmodulina II (CAMKII), proteina cinase dependente de célcio
(PKC) (Nakane et al., 1991), proteina cinase dependente de AMPc (PKA) (Bredt et al., 1992;
Brune e Lapetina, 1991; Dinerman et al., 1994b) e proteina cinase dependente de guanosina
3’-5” monofosfato ciclico (PKG) (Dinerman et al., 1994b). Com excecao da fosforilagcdo por
PKC, que aumenta a atividade da NOS (Nakane et al., 1991), a fosforilagdo por qualquer uma
das cinases mencionadas reduz a atividade catalitica da NOS (Dinerman et al., 1994b; Nakane
et al., 1991). Por outro lado, a nNOS pode sofrer desfosforilagdo pela calcineurina e ter sua
atividade aumentada (Dawson ef al., 1993).

Todas as isoformas da NOS formam um homodimero que catalisa a formagdo de L-
citrulina ¢ NO a partir de L-arginina, utilizando oxigénio e nicotinamida adenina
dinucleotideofosfato (NADPH) como co-substratos e, como cofatores, utiliza flavina
mononucleotideo (FMN), flavina adenina dinucleotideo (FAD), tetrahidrobiopterina, heme,
calcio/calmodulina e possivelmente zinco (Stuehr, 1999). A L-arginina ¢ captada por uma

familia de transportadores transmembranas de aminodcidos catidnicos denominados CAT
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(cationic amino acids transporters) que engloba sistemas de captagdo que diferem em relagdo
a algumas propriedades (dependéncia de sodio e afinidade). Na retina a arginina € captada por
um sistema de alta afinidade de forma independente de so6dio (Cossenza e Paes de Carvalho,
2000; Pow, 2001).

A arginina pode servir a outros fins além da producdo de NO, como por exemplo, a
sintese de proteinas, uréia, creatina e agmatina. As vias e as enzimas envolvidas no ciclo da

arginina e na sintese de NO estdo apresentadas na figura 4.
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Figura 4. Ciclo da arginina e sintese de NO. A enzima sintase do NO (NOS) utiliza L-Arg
como substrato para formar NO e citrulina. A célula pode captar L-Arg por transportadores de
aminodcidos catidnicos (CAT) e/ou recicla-la a partir de citrulina pelas enzimas arginino succinato
sintase (AS) e arginino succinato liase (AL). As enzimas arginase I e II (Al e II) degradam L-Arg

formando uréia e ornitina. (Adaptado de Braissant et al., 1999).
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Embora a concentragdo de L-arginina no meio intracelular encontre-se acima do K,
enzimatico da NOS, e portanto teoricamente saturante para a produgdo de NO, foi
demonstrado que um suplemento extracelular ¢ necessario para que haja producdo de NO
(Kurz e Harrison, 1997). Essa dependéncia da captagdo de arginina para producdo de NO foi
chamado de “paradoxo da arginina”. A hipdtese € que a arginina esteja compartimentalizada
no meio intracelular e ndo esteja disponivel para a NOS. A captacdo pode ser o mecanismo
responsavel por fornecer o pool de arginina direcionado para a produgdo de NO (Kakuda et

al., 1998; Nicholson et al., 2001).

3.2. Mecanismos de atuacdo do NO

Os efeitos do NO apresentam dois principais mecanismos de agdo: os dependentes do
segundo mensageiro guanosina 3’-5’ monofosfato ciclico (GMPc), produzido apo6s a ativagao
da guanilato ciclase soluvel (GCs) (Murad, 1986) (figura 5); e os GMPc-independentes,
mediados por espécies nitrogenadas reativas (Wade e Castro, 1990; Magalhdes et al., 2006).
A principal via pela qual NO exerce sua sinalizagdo ¢ a dependente de GMPc. Este segundo
mensageiro foi descoberto na urina, ndo muito apds a descoberta do AMPc (Ashman et al.,
1963). Mais tarde, foi verificado que o GMPc estaria presente em quase todas as células
(Hardman e Sutherland, 1969), sendo agora reconhecido como segundo mensageiro regulador
de varios eventos de sinalizag@o celular, como ativacdo de canais idnicos (Light et al., 1990;
Anthony et al., 2000), fosfodiesterases (PDEs) (Mullershausen et al., 2003) e PKG
(Smolenski et al., 1998) (figura 5). Existem duas isoformas de GCs e ambas geram GMPc a
partir de GTP intracelular: a GC ligada & membrana plasmatica, que ¢ um receptor catalitico
ativado pelo peptideo natriurético atrial; e GC soluvel (GCs) que ¢ citosolica e alvo (ou
receptor) de NO (Friebe ef al., 1997). A via NO/GCs/GMPc/PKG se destaca como efetora de
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muitos efeitos fisioldgicos do NO (Bie e Zhao, 2001; Reyes-Harde et al., 1999; Wang ¢

Robinson, 1997)

As vias independentes de GMPc sdao mediadas por espécies nitrogenadas reativas,
produzidas pela reagdo do NO com oxigénio (O2) ou superdxido (O;’). Segundo Beckman e
Koppenol (1996), ao contrario do que muitos pensam, o NO nao € necessariamente um radical
livre altamente reativo. O NO ¢ uma molécula ndo reativa que contém um elétron
desemparelhado. A maioria das moléculas biologicas nao interage com NO porque
apresentam elétrons emparelhados. Portanto, NO apenas reage com moléculas que possuem
elétrons desemparelhados como o Oy, Oz e complexos heme de proteinas como a GCs e

hemoglobina.

A interagdo de NO com O, produz NO" que pode interagir com grupos tidis (SH) de
residuos de cisteina presentes em proteinas, causando S-nitrosilagdo (Stamler et al., 2001).
Um exemplo € o receptor NMDA que quando nitrosilado tem sua atividade reduzida
(Takahashi et al., 2007). Confirmando a idéia de que para ser um evento regulatorio
fisiologicamente importante a nitrosilacdo deveria ser reversivel; Liu e colaboradores (2001)
descreveram uma enzima, conservada de bactérias a humanos, capaz de regular o nivel de S-
nitrosotidis por meio da regulagdo do nivel de glutationa. A enzima oxida a nitrosoglutationa
produzindo glutationa e amodnia. A glutationa se liga ao NO (formando nitrosoglutationa)

impedindo-o de exercer nitrosilagdo.

Em algumas condi¢des NO pode interagir com O, formando peroxinitrito (ONOO-),
um dos seus derivados mais reativos que pode estar envolvido na morte celular induzida por
NO (Crow e Beckman, 1995). A producdo de ONOO- pode resultar em nitragdo de residuos
de tirosina (Reiter et al., 2000). Similar a nitrosilagdo, a nitracdo de residuos de tirosina em
proteinas pode alterar sua funcdo (Boulos et al., 2000; Gole et al, 2000; Scherrer e
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Stoeckenius, 1985). Kamisaki e colaboradores 1998 encontraram evidéncias da atividade de

uma enzima que poderia reverter a nitracdo — uma enzima de-nitrase (figura 5).
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Figura 5. Sumario dos efeitos de NO de acordo com sua disponibilidade. Cys: cisteina; SH:
tiol; GS-FDH: deidrogenase formaldeido dependente de glutationa; Tyr: tirosina, sGC: guanilato
ciclase soluvel; PKA: proteina cinase dependente de AMPc; PKG: proteina cinase dependente de
GMPc; CNG: canal idnico dependente de nucleotideo ciclico; PDE: fosfodiesterase (Modificado de
Hanafy et al., 2001).

3.3. Modulacdo da liberagdo de neurotransmissores por NO

No SNC de diversas espécies, o NO estimula a liberacdo de varios neurotransmissores
convencionais, como acetilcolina (Hirsch et al., 1993; Trabace e Kendrick, 2000), dopamina
(Hirsch et al., 1993), glutamato (Prast e Philippu, 2001; Segieth et al., 1995), serotonina
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(Ginap e Kilbinger, 1998) e GABA (Li et al., 2002; Ohkuma et al., 1995; Ozaki et al., 2000;
Wall, 2003). Mas, efeitos inibitorios também foram relatados na liberacdo de dopamina
(Guevara-Guzman et al., 1994), glutamato (Kamisaki et al., 1995) e GABA (Getting et al.,

1996).

Apesar de varias vias poderem estimular a produgdo de NO por gerarem
despolarizagio e elevagdes no Ca”" intracelular, o influxo de Ca®' resultante da ativag¢io do
receptor NMDA representa o principal mecanismo pelo qual NO ¢ gerado no cérebro
(Garthwaite et al., 1989; Garthwaite e Boulton, 1995). Os receptores NMDA estdo presentes
seletivamente na densidade pos-sinaptica de sinapses excitatorias e sdo associados fisicamente
a NOS pela proteina de densidade pos-sinaptica de 95 KDa (PSD-95) (Brenman et al., 1996).
A PSD-95 possui um conjunto de sitios de interagdo com outras proteinas, entre eles os
dominios PDZ, que medeiam a interagdo da NOS com os receptores NMDA (Christopherson

et al., 1999) (figura 6).
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Figura 6. Producdo de NO a partir da atividade de receptores NMDA. A ativacdo de
receptores NMDA gera influxo de célcio e formacao do complexo célcio-calmodulina. Este complexo
ativa a NOS que utiliza L-Arginina para sintetizar NO e citrulina. A PSD-95 possui trés dominios
PDZ, um dominio SH3 e um dominio homologo a guanilato cinase (GK). Receptor NMDA e NOS sio
acoplados a PSD95 por meio de dominios PDZ, permitindo a ativagdo da NOS especificamente por
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influxo de Ca*" induzido por glutamato. Arg: L-arginina; CaM: calmodulina. (Adaptado de Bredt,
2003).

O NO produzido pela ativagdo de receptores NMDA pode se difundir, atuar na propria
célula ou ainda atuar na célula pré-sinaptica como mensageiro retrogrado. Em ambas as

regides, NO pode modular a atividade de diferentes proteinas (Schuman e Madison, 1994).

O NO pode mediar a liberacdo de neurotransmissores estimulada pela ativagdo de
receptores NMDA. Estudos no cortex cerebral ou estriado mostram que inibidores da NOS
bloqueiam o efeito da estimulagdo de receptores NMDA (Hirsch ef al., 1993). A NOS
também est4 presente em terminais pré-sinapticos possibilitando que a ativacao de receptores
NMDA pré-sinapticos module a liberacdo de neurotransmissores, via producdo de NO. Foi
demonstrado em preparacdes de sinaptossomas de hipocampo que a estimulacao da NOS, pela
administracdo de arginina, inibe a liberacdo por exocitose de glutamato e GABA por um
mecanismo dependente de GMPc (Sequeira et al., 1997; Sequeira et al., 1998). Entretanto,
ainda ndo esta claro se in vivo a NOS pré-sinaptica pode ser estimulada por ativagdo de
receptores NMDA. Além disso, ndo foi identificada a presenca de proteina equivalente a
PSD-95 nos terminais pré-sinapticos, apesar de existirem alguns candidatos em potencial

(Butz et al., 1998).

3.3.1. Modula¢do da Transmissdo GABAergica por NO em diferentes regioes

do SNC

O NO pode modular a liberagdo de GABA em varias regioes do SNC como cortex
cerebelar (Kuriyama e Ohkuma, 1995; Ohkuma et al., 1995), hipocampo (Lonart et al., 1992;
Segovia et al., 1994), hipotalamo (Li et al., 2002; Ozaki et al., 2000), estriado (Segovia et al.,
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1994; Segovia e Mora, 1998), tronco encefélico (Saransaari e Oja, 2006) e retina (Ientile et

al., 1997; Yu e Eldred, 2005).

No hipotalamo, a ativacao de receptores NMDA aumenta a atividade GABAérgica por
mecanismo dependente de NO (Bains e Ferguson, 1997). Nesta regido do cérebro, NO atua na
regido pré-sinaptica estimulando a liberagdo de GABA (Bains e Ferguson, 1997; Li et al.,
2002; Li et al., 2003; Ozaki et al., 2000; Stern e Ludwig, 2001); e na regido pos-sinaptica,
modulando a atividade do receptor GABA4 (Bains e Ferguson, 1997; Li et al., 2002; Stern e

Ludwig, 2001).

No tronco encefalico de camundongos, doadores de NO estimulam a liberacdo de
GABA basal ou estimulada por despolarizacdo com alto potassio in vitro. O efeito do NO
neste modelo ¢ independente de GMPc e atua como mensageiro retrogrado estimulando

diretamente a liberacdo de GABA (Saransaari e Oja, 20006).

O efeito do NO na liberagdo de GABA ¢, em alguns casos, atribuido a formagdo de
peroxinitrito. Como mostrado por Ohkuma e colaboradores (1995), no cortex cerebral de
camundongos, um seqiiestrador de peroxinitrito ou a adi¢do de peroxinitrito reduzem e

aumentam, respectivamente, a liberagdo de [3 H]GABA induzida por doadores de NO.

Além de modular a liberagdo de GABA, o NO pode modular a sintese e a degradacdo
de GABA em algumas regides do SNC. Na retina de galinha, o uso de um doador de NO
(SNAP) reduz mais de 60% a atividade da enzima GAD (Almeida et al., 2002). No cérebro de
rato, o tratamento com L-Arginina ndo afeta a atividade da GAD, mas inibe a atividade da
enzima GABA-T (Paul e Jayakumar, 2000). No hipocampo, a utilizagdo de inibidor da
enzima GABA-T induz aumento na liberagdo de GABA de 250-450% em relagdo ao controle
(Jayakumar et al., 1999). Isto sugere que o aumento da liberagdo de GABA por NO pode ser
uma conseqiiéncia do seu efeito inibitorio sobre a GABA-T. Ainda ndo ¢ conhecido quando
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estes dois mecanismos estdo interligados ou quando sdo independentes, até porque ndo
sabemos detalhes sobre quais regides do SNC o NO pode inibir GABA-T.

Os efeitos da L-Arg no sistema nervoso sdo geralmente atribuidos a produgdo de NO
(Jayakumar et al., 1999; Li et al., 2002; Paul e Jayakumar, 2000), por ser o substrato natural
para a producdo deste neuromodulador. Entretanto, Shen e colaboradores (1997) relataram
que L-Arg ¢ capaz de potencializar a transmissdo GABAérgica no mesencéfalo de rato por
mecanismo independente de NO. E sugerido que a L-Arg atue inibindo o transportador de
GABA potencializando a transmissio GABAérgica por inibir a recaptagdo deste
neurotransmissor (Shen et al., 1997). A acdo de L-Arg sobre o transportador teria como
conseqiiéncia ndo s6 a inibicdo da recaptacdo de GABA, mas também a inibicdo da sua

liberagdo mediada pela reversdo do transportador.

4. A RETINA

4.1. Estrutura e desenvolvimento da retina

A retina ¢ um 6rgdo sensorial especializado que se localiza na parte posterior do globo
ocular. As células da retina estdo distribuidas em camadas, intercaladas por plexos sinapticos.
A camada mais externa, proxima ao epitélio pigmentado, ¢ chamada de camada nuclear
externa (CNE), onde se encontram os corpos celulares dos fotorreceptores. Na camada
nuclear interna (CNI), encontram-se os corpos celulares das células bipolares, horizontais e
amacrinas. Nesta camada localizam-se também os corpos celulares das células de Miiller, o
principal tipo glial da retina, que se estende por toda a extensdo radial da retina. Na camada de
células ganglionares (CCG) sdo encontradas as células ganglionares e células amacrinas
deslocadas. Layer ¢ Vollmer (1982) relataram que na retina de galinha em desenvolvimento,

23% ( + 3%) das células na CCG s3o amadcrinas deslocadas. Ehrlich e Morgan (1980)
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relataram que na retina de galinha madura, as células amdacrinas deslocadas correspondem a

30-35% do total de células na CCG.

Os fotorreceptores, as células bipolares e as células horizontais fazem conexdes

sinapticas na camada plexiforme externa (CPE). As células bipolares, amacrinas e células

ganglionares fazem contato na camada plexiforme interna (CPI) (para revisdo ver Kolb, 2003)
(figura 7).

o 9 y) s @ > @ Epitélio pigmentado

Segmento extelno
de fotorreceptores

= Camada miclear externa

o . Camada plexiforme extermna
- -l"""

Célula binolar a
Célula
de Miiller Barei e i
F ] 4 ALY nucieal” mtel1a
° @

Célula amacrina

Camada plexiforine interna

™ Célula glutamatérgica |
= Célula GABAérgica

@ Célulaﬂganglionar . ®

Camada de céhalas ganglionares

Camada de fibras aticas

Figura 7. Representacdo da estrutura laminar da retina. As células da retina estdo dispostas

em camadas de corpos celulares intercaladas por plexos. Em vermelho: células que utilizam o
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glutamato como neurotransmissor. Em azul: células que utilizam o GABA como neurotransmissor

(Modificado de Yang, 2004).

A retina é derivada embriologicamente do tubo neural, sendo portanto integrante do
SNC. O desenvolvimento da retina de embrido de galinha dura cerca de trés semanas e esta
completo no momento da eclosdo (para revisao, Mey e Thanos, 2000). As primeiras células a
sofrerem diferenciagdo na retina de vertebrados sdo as células ganglionares. Na retina de
galinha, essas células comecam a surgir em E2 e sdo sucedidas por fotorreceptores, em
seguida células de Muller, células amacrinas, células horizontais e células bipolares, que sao
os ultimos neurdnios a deixarem o cilco mitotico. Entre E12 ¢ E13, as células da CNI estdo
totalmente geradas, tendo padrdo de estratificacdo essencialmente estabelecido em E16 (para
revisdo, Mey e Thanos, 2000). O segmento externo dos fotorreceptores apenas se inicia a
partir de E16 (Hughes e LaVelle, 1974) e as primeiras respostas a luz surgem logo em seguida
(E17) (Hanawa et al., 1976).

A CPI inicia sua formagdo em E7 ¢ as primeiras sinapses ocorrem por volta de E13,
enquanto a CPE surge por volta de E9 e suas primeiras sinapses sdo observadas em E17

(Hering e Kroger, 1996; Mey e Thanos, 2000).

4.2. Localizagdo Celular de Aminodcidos Neurotransmissores na Retina de

Galinha

Aminoacidos neurotransmissores excitatorios como o glutamato e o aspartato, ou
inibitorios como o0 GABA ¢ a glicina, tem sido detectados em células da retina de galinha pés-
eclosdo pelo método de imunohistoquimica (Kalloniatis e Tomisich, 1999; Sun e Crossland,
2000). Foi verificado uma extensa colocalizagdo destes neurotransmissores na maioria dos
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neurdnios, inclusive ocorrendo casos de colocalizagdo dos quatro neurotransmissores na
mesma célula. Entretanto, células da via vertical de sinalizagdo (ver item 4.3)
(fotorreceptores, bipolares e ganglionares) geralmente apresentavam imunorreatividade para
glutamato e aspartato, mas ndo para GABA e glicina (Barnstable, 1993; Massey e Maguire,
1995, Sun e Crossland, 2000). De forma oposta, células da via lateral (ver item 4.3)
(horizontais e amacrinas) apresentavam imunorreatividade para GABA e/ou glicina em adigao
ao glutamato e aspartato (Sun e Crossland, 2000) (figura 7). E mais provéavel que o glutamato
em células da via lateral tenha fung¢do de precursor metabdlico para sintese de GABA, e ndo

papel de neurotransmissor (Kalloniatis e Fletcher, 1993).

Na retina de mamiferos, células de Miiller podem captar GABA liberado por
neurdnios (Andrade da Costa et al., 2000; Moran et al., 1986), mas trabalhos realizados em
tecido intacto indicam que células de Miiller ndo realizam esta captagdo na retina de galinha

(Calaza et al., 2001; Marshall e Voaden, 1974).

4.3. Fisiologia da retina

A luz que atravessa a cornea e o cristalino € projetada na retina, onde ¢ convertida em
sinal elétrico pelos fotorreceptores. Existem dois tipos de fotorreceptores: bastonetes,
responsaveis pela visdo noturna; € cones, responsaveis pela visdo diurna e visdo de cores.
Ambos os tipos de fotorreceptores possuem pigmentos visuais que absorvem a luz. As células
do epitélio pigmentado possuem melanina, um pigmento preto que absorve qualquer luz nao
capturada pelos fotorreceptores. Este processo auxilia a formagao de uma imagem mais nitida.
Os fotorreceptores estdo localizados na camada mais externa da retina, proxima ao epitélio
pigmentado, de forma que todas as outras células deste tecido estdo mais internas e portanto

mais proximas do humor vitreo. Assim, a luz deve atravessar todas essas camadas de
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neurdnios da retina antes de atingir os fotorreceptores. Os axonios neuronais nas camadas da
retina sdo amielinicos e relativamente transparentes, de forma que a Iuz nio sofre distor¢des

ao atravessar estas camadas celulares (para revisao, Kolb, 2003).

Em alguns animais, como os primatas, existe na regido central da retina um
deslocamento dos neurdnios para o lado, permitindo que a luz tenha acesso direto aos
fotorreceptores. Esta regido ¢ denominada fovea, onde a imagem visual recebida ¢ menos
distorcida e onde os cones que respondem ao verde e ao vermelho estdo concentrados. Muitos
outros mamiferos apresentam uma 4rea especializada na retina onde os cones estdo
concentrados. Em gatos, cachorros e também em galinhas, a imagem ¢ focalizada em uma
regido especializada da retina chamada de drea centralis, onde héd concentrag¢do de cones. Em
outros animais, como esquilos, coelhos e tartarugas, a retina apresenta uma faixa horizontal
com predominancia de cones, denominada visual streak ou faixa visual, que pode detectar

movimentos rapidos de predadores (para revisdo, Kolb, 2003).

A ativagdo de moléculas do pigmento visual pela luz leva a uma redugdo na
concentragdo citoplasmatica de GMPc, por induzir a ativagdo da fosfodiesterase que
metaboliza esta molécula. A redugdo na concentragdo de GMPc fecha canais i6nicos
dependentes deste nucleotideo ciclico seletivos a cations no segmento externo, enquanto no
segmento interno o efluxo de potassio por canais seletivos nao ¢ interrompido. Desta forma, o
fotorreceptor ¢ hiperpolarizado em resposta a luz. Na auséncia do estimulo luminoso, os
canais dependentes de GMPc conduzem um influxo de corrente que tende a despolarizar o
fotorreceptor. A hiperpolarizagdo induzida pela luz reduz a liberagdo de glutamato pelos
fotorreceptores, enquanto a despolarizagdo induzida pelo escuro estimula o terminal pré-
sinaptico do fotorreceptor a liberar glutamato para os neurdnios pos-sinapticos (para revisao

ver Varela et al., 2005).
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A informagdo visual ¢ transmitida dos fotorreceptores para células bipolares, que
transmitem para células ganglionares; estas, por sua vez, geram potenciais de acdo que se
propagam pelo nervo optico e levam a informacdo a regides superiores do encéfalo para um
processamento posterior, necessario a percepcao visual. Esta sinalizacdo entre fotorreceptores,
bipolares e ganglionares ¢ conhecida como via direta ou vertical e ¢ sinalizada por glutamato,
sendo modulada por células horizontais e amacrinas GABAérgicas que formam a via lateral
(figura 7: notar via vertical representada por células em vermelho e via lateral por células em
azul) (Barnstable, 1993; Kalloniatis e Fletcher, 1993; Moran et al., 1986; Sun e Crossland,

2000; Yazulla, 1986).

A atividade da via lateral modulatdria resulta na formacdo dos campos receptores. O
campo receptor de uma célula é a area da retina que esta célula monitora (Hartline, 1938).
Estes campos sdo concéntricos e, quando estimulados pela luz, o centro e a periferia geram
respostas diferentes na célula. A célula ¢ classificada como centro-ON quando a luz incidente
no centro do seu campo receptor a excita e a luz incidente na periferia do seu campo a inibe.
Na situacdo inversa, a célula é classificada como centro-OFF, ou seja, a célula é inibida pela
luz incidente no centro do seu campo receptor e excitada pela luz na periferia desse campo.
Na retina, as células que apresentam campo receptor centro-ON e centro-OFF sido as bipolares

e ganglionares (Bishop, 1984; Rodieck, 1973).

Cada cone estabelece sinapse tanto com células bipolares centro-ON e centro-OFF. No
escuro, os cones liberam glutamato que inibe (hiperpolariza) células bipolares de centro-ON e
excita (despolariza) as células bipolares centro-OFF (figura 8), ocorrendo o oposto na
presenca da luz (Bishop, 1984; Rodieck, 1973). Esta diferenca na resposta celular € resultante
da expressdo de receptores de glutamato com diferentes caracteristicas. Em células bipolares
de centro OFF, o glutamato ativa iGluRs, gerando despolarizagdo da membrana. Em células
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bipolares de centro-ON, o glutamato ativa mGluRs, especificamente, mGluR6. Uma hipotese
¢ que a ativagdo deste receptor resulte na ativagdo de fosfodiesterase do GMPc, reduzindo a
disponibilidade deste mensageiro e fechando canais i6nicos dependentes de GMPc. Assim a
célula ¢ hiperpolarizada como ocorre em fotorreceptores em resposta a luz (Yang, 2004).
Células bipolares de centro-ON estabelecem sinapses com células ganglionares de
centro-ON, assim como células bipolares de centro-OFF estabelecem sinapses com células

ganglionares de centro-OFF (figura 8).
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Figura 8. As células bipolares formam vias paralelas da sinalizacdo de um mesmo cone. A
célula bipolar de centro-ON se hiperpolariza pela auséncia de iluminagdo no centro de seu campo
receptor induzindo redugdo dos disparos das células ganglionares de centro-ON. A célula de centro-
OFF mostra uma resposta oposta (Modificado de Purves et al., 2001).

Células ganglionares centro-ON podem sinalizar rapidos aumentos da intensidade da
luz no centro de seus campos receptores aumentando rapidamente a taxa de disparos. Estas
mesmas células ndo podem sinalizar uma rapida diminui¢do da intensidade da luz porque
estdo disparando em baixa freqiiéncia no estado de repouso. Em contraste, as células
ganglionares de centro-OFF podem sinalizar diminui¢des répidas de iluminac¢do no centro de
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seu campo receptor aumentando rapidamente sua taxa de disparos (Rodieck, 1973; Schiller,
1986).

Células horizontais sdo aptas a liberar GABA quando despolarizadas (Vardi e Sterling,
1994). Possivelmente esta liberacdo consiste em um mecanismo pelo qual a informagdo na
periferia ¢ transmitida ao centro do campo receptor (figura 9). E possivel que esta transmissdo
envolva duas vias: a primeira, envolve uma via de feedback de células horizontais para cones.
Células horizontais na periferia do campo receptor, despolarizadas pelo glutamato liberado
por cones (na auséncia de estimulo luminoso), poderiam liberar GABA para cones no centro
deste campo. Estes cones seriam entdo hiperpolarizados (resposta idéntica a gerada pela luz) e
transmitiriam o sinal para células bipolares (para revisao Kolb, 2003) (figura 9).

Na segunda via possivel, os sinais da periferia sdo transmitidos por células horizontais
diretamente para células bipolares no centro do campo receptor (para revisdo, Kolb, 2003).
Para ambas as vias, a modulagdo lateral realizada pelas células horizontais faz com que a
presenga de luz na periferia mimetize a auséncia de luz no centro do campo receptor,
otimizando o contraste. Entretanto, ja foram encontrados alguns indicios de que o mecanismo
de feedback entre células horizontais e fotorreceptores envolveria um mecanismo adicional

nao-GABA¢érgico, efatico (Tatsukawa et al., 2005).
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Figura 9. Via de cones. Quando a periferia do campo receptor de uma célula bipolar de centro-OFF ¢
iluminada, os cones localizados nesta regido se hiperpolarizam em resposta a luz. Células horizontais
pos-sinapticas a estes cones também se hiperpolarizam, reduzindo a liberagdo de neurotransmissor
inibitério (GABA) para cones pés-sinapticos localizados no centro do campo receptor da célula
bipolar de centro-OFF. Como resultado, os cones sdo despolarizados (o efeito oposto da absor¢do da
luz pelos cones). Isso, por sua vez, permite que a célula bipolar de centro-OFF seja despolarizada, o
efeito oposto da iluminag@o no centro do campo receptor. (Modificado de Purves et al., 2001).

Ao contrario dos cones, que sdo pré-sinapticos as células bipolares de centro-ON e OFF,
os bastonetes sdo pré-sinapticos apenas as células bipolares de centro-ON (Dacheux e
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Raviola, 1986) (figura 10). Estas células bipolares de bastonetes ndo realizam sinapse
diretamente com células ganglionares, ao invés disso, transmitem a informagdo para células
amacrinas I (AlIl) que, por sua vez, realizam sinapses com células bipolares (ON e OFF) de
cones (Kolb e Famiglietti, 1974). Células All, que sdo despolarizadas em resposta ao estimulo
luminoso, formam sinapse elétrica (gap junctions) com células bipolares de cone centro-ON,
e sinapse inibitéria glicinérgica com células bipolares de cone de centro-OFF (DeVries e
Baylor, 1995) (figura 10). Assim, as células bipolares centro-ON de cones transmitem a
células ganglionares centro-ON a informacdo luminosa transduzida pelos bastonentes. Desta
forma, a sinalizagdo de cones e bastonetes é transmitida ao cérebro pelas mesmas células
ganglionares do tipo ON. A transmissao do sinal OFF da via de cones ¢ inibida pela via de

bastonete, ressaltanto assim o sinal ON (figura 10).
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Periferia Centro

Figura 10. Via de bastonetes. Na via ON, o bastonete hiperpolarizado pela luz reduz a
liberagdo de glutamato (1, seta vermelha), gerando resposta despolarizante na célula bipolar de centro-
ON (BB-ON) que entdo libera glutamato e excita a célula amacrina II (All) (2, seta verde). A célula
All despolariza a célula bipolar de cone centro-ON através de sinapse elétrica (3, seta verde),
consequentemente gerando ativagdo da célula ganglionar de centro-ON por sinapse gutamatérgica (4,
seta verde). Na via OFF, a sinalizacdo ¢ parecida, sendo que nesta via a célula AIl quando
despolarizada realiza sinapse inibitoria glicinérgica com célula bipolar de cone centro-OFF (5, seta
vermelha), reduzindo a liberagdo de glutamato e causando desta forma a hiperpolarizacio da célula
ganglionar de centro-OFF (6, seta vermelha). A célula bipolar de bastonete periférica quando
despolarizada pela luz ativa a célula amacrina 17 (A17) (7, seta preta) que libera GABA e inibe a
célula bipolar de bastonete no centro do campo receptor (8, seta preta). Desta forma a célula AIl
central ¢ inibida (9, seta preta), a mesma resposta desta célula ao escuro. AIl: célula amacrina
glicinérgica II; A17: célula amacrina GABAérgical7; BB-ON: célula bipolar de bastonete centro-ON;
BC-ON: célula bipolar de cone centro-ON; BC-OFF: célula bipolar de cone centro-OFF; CG-ON:
célula ganglionar centro-ON; CG-OFF: célula ganglionar centro-OFF (Modificado de Wissle, 2004)

Além de fazer sinapse com células All glicinérgicas, as células bipolares de bastonete
também realizam sinapse com células amacrinas GABA¢érgicas (A17) (Kolb et al., 1981)
(figura 10). Células A17 classicamente realizam sinapses reciprocas com células bipolares de

bastonete, cuja func¢ao ndo ¢é totalmente compreendida (Hartveit, 1999).
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Células horizontais formam sinapses GABAérgicas de feedback com cones (figura 9)
mas ndo com bastonetes (Baylor et al., 1971), sugerindo que células bipolares de bastonete
ndo apresentam campo receptor concéntrico (Bloomfield e Xin, 2000). Entretanto, Bloomfield
e Dacheux (2001) propuseram um modelo no qual a transmissdo GABAérgica de células A17
seria capaz de gerar campo receptor concéntrico para células AlIl. De acordo com o modelo
proposto, a estimulacdo luminosa na periferia do campo receptor de uma célula All ativaria
uma célula bipolar de bastonete periférica que excitaria uma célula A17. Os sinais gerados
pela célula A17 seriam entdo propagados lateralmente através de seus extensivos dendritos.
Estas células realizariam sinapses GABAérgicas de feedback com uma célula bipolar de
bastonete central, resultando na reducdo da liberagdo de glutamato e conseqiiente
hiperpolarizagao da célula AIl pos-sinaptica (Figura 10). Desta forma, enquanto a célula All
periférica é despolarizada pelo estimulo luminoso periférico, a célula AIl central é
hiperpolarizada pelo mesmo estimulo periférico. Isto favoreceria a sinalizacdo dos bastonetes
periféricos e desfavoreceria a sinalizacdo dos bastonetes centrais.

Desta forma, enquanto células horizontais GABAérgicas realizam modulagdo lateral
negativa na via de cones, gerando campos receptores concéntricos para células bipolares de
cones, as células amacrinas GABAérgicas realizariam modulagdo lateral negativa na via de
bastonetes, gerando campos receptores concéntricos para células All.

Esta organizacdo onde a via vertical € modulada pela via lateral ¢ fundamental para a
percepcao de contrastes, um aspecto de total importancia para o processamento visual
realizado na retina. Devido a organizagdo centro/periferia do campo receptor, as células
ganglionares respondem apenas fracamente a iluminag¢do uniforme; respondem melhor
quando as intensidades da luz no centro e na periferia sdo bem diferentes. Estas, portanto, sdo

mais sensiveis ao contraste da entrada visual do que a sua intensidade luminosa absoluta.
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Portanto, ¢ evidente a importancia do estudo da modulagdo do sistema GABAérgico
para a compreensdo do funcionamento da circuitaria retiniana, tdo importante para a qualidade
da visdo. Além disso, por ter a mesma origem embriologica e propriedades neuroquimicas
semelhantes a de outras regides do SNC, a retina ¢ um excelente modelo para estudos
biologicos e bioquimicos do desenvolvimento e da comunicagdo neuronal (Coulombre, 1955).
Assim, o estudo do sistema GABAérgico na retina ¢ adicionalmente util para a compreensdo

da regulagdo deste sistema em outras regides do SNC.

4.4 NO na retina

O sistema nitrérgico foi caracterizado em retinas de embrides de galinha a partir de 8
dias de desenvolvimento (De-Faria et al., 1995; Paes-de-Carvalho ¢ de Mattos, 1996).
Utilizando método de histoquimica para NADPH-diaforase ¢ imunomarcagdo para NOS,
Fischer e Stell, 1999 analisaram a colocalizagdo de atividade NADPH-diaforase com a
expressdao de NOS e verificaram que diversos tipos celulares do globo ocular de galinha sao
produtores de NO: subpopulacdes de células amacrinas, ganglionares e células de glia, além
de células da cordide, esclera e epitélio pigmentado. A variedade e a distribui¢do de células
produtoras de NO encontradas no globo ocular de galinha sugerem que este mensageiro
desempenhe muitas fungdes diferentes. Desta forma, além de fungdes relacionadas ao
processamento visual na retina, o NO também estaria relacionado a respostas de células de
glia a insultos excitotoxicos e, possivelmente, a regulacdo do crescimento do globo ocular
pela retina.

A atividade enzimatica da NOS ¢ maior em retinas de embrides de galinha de E8 e E9,
decrescendo em retinas de E1-E14 e atingindo niveis minimos em E15 (Ientile et al., 1996;
Paes-de-Carvalho e Mattos, 1996). Entretanto, o efeito da ativacdo de receptores NMDA na
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estimulacdo da atividade enzimaica da NOS em cultura de células da retina de galinha ¢ maior
em E14 (retinas de E8 cultivadas por 6 dias) do que em idades anteriores, como E11(retinas

de ES cultivadas por 3 dias) (Ientile ef al., 1997).

Muitos trabalhos realizados em diferentes espécies (peixes, anfibios e mamiferos)
relatam atuacdo do NO na adaptagdo a luz, promovendo fendmenos na retina externa como
movimentos fotomecanicos em cones, formagdo de espiculas e desacoplamento de jungdes
comunicantes em células horizontais (para revisao, Djamgoz, 2000). Enfatizando estes dados,
a producdo de NO ¢ estimulada pela luz em células bipolares e amacrinas, dependendo da
espécie (para revisao Djamgoz, 2000; Neal et al., 1998). Muitas evidéncias sugerem que a
dopamina seja liberada na retina de vertebrados durante a exposi¢do a luz, promovendo as
alteracdes tipicas da adaptagdo vistas em fotorreceptores e células horizontais (Djamgoz e
Wagner, 1992). Estes dados levantam a indagacao sobre uma relacdo entre NO e dopamina no
processo de adaptacdo. Haamedi e Djamgoz, (2002), investigaram esta possivel relacdo na
retina de carpa e relataram que o efeito de NO ¢ independente de dopamina, enquanto o efeito
de dopamina é dependente de NO. Assim, o grupo sugeriu a via: luz = dopamina - NO -

movimentos fotomecanicos de cones + formacao de espiculas em células horizontais.

Os efeitos do NO na adaptacdo a luz na retina externa também envolve regulacdo de
respostas eletrofisioldgicas por meio de modulagdo de receptores ionotropicos de glutamato,
pois o NO reduz a afinidade do receptor pelo ligante de forma dependente de GMPc/PKG

(para revisao, Djamgoz, 2000; McMahon e Schmidt, 1999).
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5. LIBERACAO DE GABA NA RETINA

5.1. Liberagdo de GABA induzida por glutamato na retina

A ativacdo de iGluRs induz liberacdo de GABA por meio da reversdo do transportador
de GABA, um mecanismo independente de Ca’" extracelular, mas dependente de Na'
(Carvalho et al., 1995; Do Nascimento ¢ De Mello, 1985; Duarte et al., 1993; Ferreira et al.,

1994; Schwartz, 1987; Tapia e Arias, 1982; Yazulla, 1983; Yazulla e Kleinschmidt, 1983).

O efeito do glutamato na liberacdo de [’H]JGABA em cultura pode ser parcialmente
revertido pelo antagonista de receptor NMDA (MK&801) e totalmente bloqueado pela adi¢ao
conjunta deste antagonista com antagonista de receptor nao-NMDA (CNQX), confirmando
que ambos os subtipos de receptores ionotropicos participam deste processo (Duarte et al.,
1993).

Os estudos realizados por Calaza e colaboradores (2001, 2003) com retina intacta de
galinha identificaram os tipos celulares que liberam GABA em resposta a diferentes
aminoacidos excitatorios. No periodo de E14 até pos-eclosdo, verificou-se que glutamato e
cainato (KA) induzem liberagdo de GABA em células amacrinas e horizontais, enquanto
NMDA induz liberagio de GABA apenas em células amacrinas. Portanto, a liberagdo de
GABA de diferentes populacdes celulares da retina ¢ regulada distintamente pela ativagdo de

receptores glutamatérgicos.

5.2. NO e Liberacdo de GABA Na Retina

Na retina de primatas foi demonstrado a colocalizacdo das enzimas GAD e NOS,
indicando que células que expressam GABA estariam aptas a sintetizar NO (Andrade Da
Costa e Hokog, 2003). A mesma colocalizacdo foi relatada em retina de coelho e rato (Oh et
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al., 1998). Estes dados contribuem para a idéia de um papel modulatério do NO no
metabolismo GABAérgico na retina.

Como comentado anteriormente, a producdo de NO esta intimamente relacionada com
a ativacdo de receptores NMDA, o que levanta a indagacdo sobre o envolvimento do NO na
liberagao de GABA mediada por glutamato na retina. Ientile e colaboradores (1997) relataram
que o inibidor da NOS, N-nitro-L-arginina (L-NA), reduziu a liberagio de [’H]-GABA
induzida por NMDA em células da retina de embrido de galinha de E14 em cultura, sugerindo
que a liberagdo de ["H]JGABA induzida pela ativagdo de receptor NMDA ¢ dependente de
NO. Este estudo também relatou que a exposicdo de células da retina a um doador de NO
aumenta a liberagio de ["H]-GABA (Ientile ez al., 1997). Esta via ¢ dependente de GMPc ja
que inibidores da fosfodiesterase do GMP,. como zaprinast e IBMX, aumentam a liberacdo de
[*H]-GABA induzida por NMDA na retina de galinha (Ientile et al., 1997).

Yu e Eldred, (2005) realizaram um extenso estudo sobre a liberacdo de GABA
induzida por NO na retina de tartaruga, utilizando métodos imunohistoquimicos, e relataram
que a estimulagdo de células amacrinas com um doador de NO induz a liberagdo de um
andlogo de GABA (GVG). Este efeito foi atribuido principalmente a producdo de
peroxinitrito, sendo observada uma conexao direta entre a liberagdo de GABA dependente de
calcio e os niveis de peroxinitrito na camada interna da retina. Como relatado por Ohkuma e
colaboradores (2001), o peroxinitrito ¢ capaz de ativar influxo por um canal de calcio
dependente de voltagem do tipo L e do tipo P/Q. Por outro lado, peroxinitrito pode inibir
canais de sodio por oxidar grupos sulfidrila destas proteinas (DuVall et al., 1998). Isto sugere
que o peroxinitrito ative a liberacdo de GABA dependente de calcio, mas por outro lado, iniba
a liberagdo de GABA dependente de sddio, realizada pela reversdo do transportador.

O NO pode estimular a liberacdo de glutamato em fotorreceptores mediada pela

ligagdo de GMP, a canais de sodio (Kurenny et al, 1994). Desta forma, o aumento da
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liberagdo de glutamato dos fotorreceptores, evocada por GMP,, poderia por sua vez aumentar
a liberacdo de GABA de células horizontais.

Estes dados indicam que o NO pode ser um importante fator no processamento visual
da retina por modular a transmissao GABAérgica. Entretanto, estes estudos sdo limitados pela
utilizagdo de doadores de NO, ["H]-GABA ¢ analogos de GABA (GVG), deixando muitas
questdes em aberto com relagdo a viabilidade fisioldgica da interagdo entre NO e GABA
sintetizados endogenamente. Além disso, ndo foi realizado na retina de galinha um estudo
onde as conexoes celulares tenham sido preservadas e ndo sabemos ainda se a modulagdo
detectada no desenvolvimento (E14) por Ientile e colaboradores (1997) seria relevante na
retina madura. Por outro lado, ndo sdo conhecidos quais tipos celulares poderiam participar
desta modulagdo nestes dois momentos e, ainda, se as vias sdo as mesmas verificadas na
retina de tartaruga por Yu e Eldred (2005). Ainda, resta verificar se NO pode modular a
atividade da GABA-T na retina como descrito em outras regides do SNC. Sendo assim,
muitos ensaios precisam ainda ser realizados para que se possa avangar na compreensao da
modulagdo que o sistema nitrérgico exerce sobre o sistema GABAérgico na retina e sua

importancia para a fisiologia deste tecido.
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II. OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral estudar os efeitos do 6xido nitrico na transmissdo
GABA¢érgica na retina de galinha durante o desenvolvimento e principalmente na retina
madura, quando toda a circuitaria encontra-se desenvolvida e o contato com a luz
estabelecido. Estudamos a liberagdo de GABA enddgeno induzida por doador de NO e por L-
arginina, substrato de sua sintese, avaliando indiretamente a presenca de GABA ndo liberado

pelo método de imunohistoquimica.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

& Investigar se o NO ¢ mediador da liberacio de GABA induzida pela ativacdo de
receptores NMDA.

& Verificar o efeito do precursor de NO, L-arginina, na imunorreatividade ao GABA
em retinas nas idades de E8, E14 ¢ PE.

& Averiguar se eventuais efeitos da L-arginina sobre o sistema GABAérgico sdo
inteiramente mediados pela produgdo de NO, ou se ha algum efeito direto deste aminoacido.

& Verificar se a resposta ao NO depende da ativag@o de sua via cldssica de atuagdo, na

qual ¢ estimulada a produ¢do de GMPc que pode ativar PKG.
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III. MATERIAIS E METODOS

Ovos de galinha White Leghorn fertilizados eram obtidos numa granja local da cidade
do Rio de Janeiro. Retinas embrionarias de 8 e 14 dias e retinas de animal PE estagiados de
acordo com Hamburguer e Hamilton (1951) eram utilizadas em diferentes protocolos
experimentais. Os procedimentos para o uso de animais estavam de acordo com o guia para
manipulacdo e uso de animais do National Institute of Health (Bethesda, EUA) e aprovado
pela comissdo de animais do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade

Federal do Rio de Janeiro.

1. REAGENTES

Amersham Biosciences: ["H] GABA

BIOMOL: 7-NI

CALBIOCHEM: KT 5823

ISOFAR: Paraformaldeido

Sigma: L-glutamato, glicina, anticorpo primario contra GABA (coelho), gelatina,
DAB, NMDA, L-arginina, EDTA e SNAP.

Vector: Anticorpo secundario (cabra-x-coelho); kit ABC elite

GIBCO: DMEM

2. DISSECACAO DAS RETINAS

Os ovos de embrides de E8 e E14 eram retirados da incubadora e abertos numa placa de
Petri onde o embrido era sacrificado por decapitacdo. Era realizada a remocdo dos globos
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oculares por pingamento do nervo optico. Os animais PE permaneciam em uma gaiola com
agua e ragdo abundantes e eram aquecidos por uma lampada localizada no interior da gaiola.
O animal era retirado da gaiola e rapidamente decapitado para a remocao dos olhos.

Apoés a enucleagdo era realizado um corte no globo ocular com o auxilio de uma
navalha, e a metade anterior (desprovida de retina) e o humor vitreo eram desprezados. A
metade posterior do globo ocular onde a retina estava localizada era acondicionada em Hanks’
ou Ringer Locke para realizacdo da estimulagdo do tecido com diferentes drogas.

Para cada experimento era utilizado apenas um animal. Para os ensaios onde havia dois
grupos experimentais, cada retina de um tinico animal formava um dos grupos experimentais.
Para os ensaios onde havia quatro grupos experimentais, as duas retinas de um unico animal
eram repartidas ao meio formando quatro grupos experimentais. A retina controle era

escolhida aleatoriamente e as demais formavam qualquer dos outros grupos experimentais.

3. EXPERIMENTO DE ESTIMULACAO DO TECIDO

3.1. Estimulacdo do tecido

Para medida da liberacdo de GABA endogeno, as retinas dos diferentes grupos
experimentais eram acondicionadas em diferentes pocinhos de uma placa de 24 pogos, com
volume final de 500pul de Hanks’ ou Ringer Locke acrescidos ou ndo de drogas. Era
administrada L-arginina em diferentes concentragdes (100uM, 500uM ou 1mM) ou diferentes
condi¢des do meio (com Na' ou sem Na") durante 25 ou 60 minutos, de acordo com o
experimento. Nos experimentos em que era utilizado o Hanks’ sem sodio, este ion era
substituido por litio. Em alguns experimentos eram realizadas pré-incubagoes por 10 minutos
com diferentes drogas, dependendo do experimento: inibidor especifico da nNOS, 7-

nitroindazole (7-NI) (100uM); inibidor da PKG, acido okadaico (KT5823) (1uM); ou NMDA
38



(10uM ou 100uM). Apds a pré-incubagdo com uma destas drogas era realizada a incubagéo
com L-arginina por 25 minutos ou com NMDA na presenga da respectiva droga pré-incubada.
Em alguns ensaios era realizada pré-incubagdo com L-arginina (100pM) por 5 minutos
seguida de incubacdo com NMDA (10pM ou 100uM) por 20 minutos na presenca de L-
arginina.

Os grupos experimentais tratados com NMDA eram estimulados em solucdo de Hanks’
ou Ringer Locke sem MgCl, e na presenca de quelante de Mg®" (EDTA 2mM) e glicina
(2mM).

A incubacdo com SNAP em diferentes concentragdes (100uM, 250uM ou 500uM) ou
diferentes condi¢cdes do meio (com Ca’ ou sem Ca") era realizada por 30 ou 60 minutos.

Para todos os casos, o grupo controle permanecia em Hanks’ ou Ringer Locke sem
adi¢do de drogas. Durante o periodo de estimulagdo as retinas eram mantidas a 37°C sob
agitacao freqiiente.

Antes da incubacdo das retinas, a solu¢do de Hanks’ ou de Ringer Locke era borbulhada
com uma mistura carbogénica de 95% O, e 5% de CO; por cerca de 15 minutos. Em seguida o
pH era ajustado para 7,2 — 7,4 com solu¢do de HCl IN ou NaOH IN (ou LiOH 1IN para

experimentos onde retirava-se o Na' do meio).

3.2. Fixagdo e Obtengdo do Tecido

As retinas de todos os experimentos mencionados passavam por etapas idénticas que

vao da fixacdo até a imunohistoquimica e posterior analise, como sera descrito.

As retinas eram fixadas em paraformaldeido 4% diluido em tampao fosfato (TF)
0,16M, pH 7,2 a temperatura ambiente por 1h (E8 e E14) ou 3h (PE). Em seguida eram feitas

trés lavagens em TF (0,16M), pH 7,2 por 10 minutos.
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Para preparo de cortes de retina em criostato elas eram crioprotegidas por imersdo em
solugdo de TF 0,16M, pH 7,2 com concentragdes crescentes de sacarose, inicialmente 15% e
posteriormente 30% (pernoite). Em seguida era retirado o excesso de sacarose com o auxilio
de papel de filtro e a retina era entdo montada em meio de inclusdo (OCT) (Sakura Finetek,
Torrane, CA) e congelada em nitrogénio liquido ou gelo seco. Todas as retinas de um mesmo
experimento eram congeladas simultaneamente num Unico bloco de OCT e coletadas na
mesma lamina (Figura 11). Cortes transversais de 12um de retinas eram obtidos em criostato

a temperatura de —15°C a —20°C.

Cortes de retinas
7
(CC(

Figura 11. Esquema de uma lamina contendo quatro cortes de retina de um mesmo
experimento (uma retina controle e trés experimentais). As retinas sdo congeladas em um
mesmo bloco e os cortes sdo coletados na mesma lamina.

Ap0s a coleta dos cortes, as laminas secavam a temperatura ambiente durante 24h. Em
seguida, eram armazenadas em caixas fechadas, envolvidas com filme plastico, e mantidas a —
20°C até o momento da utilizag3o.

As laminas eram gelatinizadas previamente a obtencao dos cortes, no minimo com
um dia de antecedéncia, e ficavam no minimo 8 horas secando a temperatura ambiente antes
de serem utilizadas. O preparo da gelatina consistia de sua diluicao a 0,5%, acrescida de
alimem de cromo 0,2% em agua destilada, sendo a solugdo aquecida durante o processo de

diluigdo.
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3.3. Imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimica era empregada com o objetivo de observar a presenca
de GABA na retina. Os cortes histologicos a serem processados para imunohistoquimica eram
previamente lavados em tampao salina fosfato (PBS) trés vezes por 10 minutos. Em seguida,
os cortes eram incubados durante 1 hora com albumina de soro bovino (BSA) 2% com a
finalidade de bloquear marcagdes inespecificas causadas pelo anticorpo secundario. Todas as
dilui¢des desse protocolo eram feitas em PBS com detergente triton 0,25%, permitindo que os
anticorpos penetrassem no tecido e na célula para visualizar marcacgdo intracelular. Apds
incubacdo com BSA, era feita incubagdo por um pernoite com anticorpo primario policlonal

contra GABA (produzido em coelho e utilizado na dilui¢do 1:4000 - Sigma).

Apo6s um pernoite, os cortes passavam por trés lavagens em PBS por 10 minutos para
remocdo do excesso de anticorpo primario que ndo se ligou ao antigeno no tecido. Os cortes
eram entdo reagidos por 2 horas com anticorpo secundario biotinilado dirigido contra o
anticorpo primario (cabra-x-coelho; 1:200, Vector). Trés lavagens em PBS por 10 minutos

eram realizadas para lavar o excesso de anticorpo secundario.

A reacdo era revelada pela aplicagdo do complexo avidina-biotina peroxidase (ABC)
utilizando kit ABC elite (1:50) durante 1h30min. A avidina e biotina apresentam grande
afinidade e o preparo do complexo ABC consistia em misturar a avidina e a biotina marcada
com peroxidase de modo que houvesse ligacdo entre elas, por pelo menos 30 minutos antes da
aplicagdo, conforme recomendagdo do fabricante. Ao entrar em contato com o tecido, a
avidina (ja ligada a biotina marcada com peroxidase do complexo ABC) se liga a biotina do

anticorpo secundario (figura 12).
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Figura 12. Esquema representativo do método do complexo avidina biotina
peroxidase (Ferro, 2007).

Ap0s a incubacdo com ABC, os cortes passavam por uma lavagem em PBS por 10
minutos seguida de duas lavagens em tampao tris salina (TBS) por 10 minutos. Era utilizado o
cromogeno diaminobenzidina tetrahidroclorito (DAB) para revelar a reacdo. Para preparo,
misturava-se o peroxido de hidrogénio com DAB (1mg/ml) diluido em tampao tris 0,1M, pH=
7,6. Os cortes eram expostos a mistura por 10 minutos. A peroxidase presente no complexo
ABC reage com o peroxido de hidrogénio provocando sua decomposi¢do em agua e oxigénio
atdmico, assim a peroxidase oxida indiretamente o DAB ao reagir com o peroxido de

hidrogénio. A oxidacdo do DAB forma um precipitado de cor castanha no local da reagao.

Os cortes eram em seguida lavados trés vezes em TBS por 10 minutos e entdo
adicionava-se aos cortes algumas gotas de glicerol tamponado (40% em tampao fosfato 0,2M)
e uma laminula era cuidadosamente sobreposta aos cortes ¢ selada com uma camada de

esmalte em seu contorno.
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Deve-se notar que os cortes de retina controles e experimentais foram colhidos na
mesma lamina, sofrendo o mesmo processamento imunohistoquimico. Deste modo nao
existiam diferencas no processamento imunohistoquimico em tais retinas que possam ser

responsaveis pela diferenca encontrada na quantificagdo de células.

3.4. Analise quantitativa

Estudamos a modulagdo da transmissdo GABAérgica por NO em células amécrinas e
em células da camada de células ganglionares da retina. A escolha dos tipos celulares teve
como base o trabalho de Fisher e Stell (1999) que relataram a presenca de NOS nestes tipos
celulares da retina de galinha por meio da colocalizacdo de atividade NADPH-diaforase com
a imunomarcagdo para NOS. Decidimos priorizar estes tipos celulares em detrimento das
células horizontais que, embora também sejam GABAérgicas, ndo apresentariam a enzima
NOS. Eram contadas as células GABA-positivas (GABA+) localizadas na camada de células
ganglionares e nas trés primeiras fileiras da por¢do mais interna da CNI, na regido
correspondente as células amacrinas. O total de células marcadas na retina controle era

considerado 100%, sendo os outros valores comparativos a este.

Os cortes eram observados em microscopio Optico Axioskop Zeiss com objetiva de 40x
e ocular de 10x. Foram analisados pelo menos dois experimentos de cada tipo de tratamento.
Para cada experimento eram analisadas no minimo trés amostras (ou trés laminas como a da
figura 11), nas quais eram contadas as células GABA+ em 6 a 8 campos de cada corte de
retina. No grupo controle, em um campo eram contadas cerca de 100-150 células marcadas
para GABA na camada de células amdcrinas e cerca de 30-50 células marcadas para GABA

na camada de células ganglionares. Em cada amostra era calculada a porcentagem de células
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marcadas para GABA nas retinas experimentais em relacdo a 100% do controle da mesma
amostra. Estes calculos eram realizados para as trés amostras em cada um dos trés
experimentos. Os dados eram analisados estatisticamente usando one-way ANOVA e o pds-
teste de Bonferroni para comparar trés ou mais grupos. Para comparar dois grupos
experimentais era utilizado o teste T. Para todos os casos era considerado o erro padrdao da

média na estatistica.

4. DETERMINACAO DA LIBERACAO DE [°’H] GABA

Os globos oculares eram dissecados conforme descrito anteriormente. Em seguida eram
transferidos para uma placa de Petri onde era feito o explante descolando-se totalmente a
retina do epitélio pigmentado e picotando-a em pequenos fragmentos com o auxilio de pingas.
Em seguida, os explantes eram incubados em DMEM acrescido de 0,3 pCi de [’H] GABA
durante 90 minutos a 37°C. Apos o periodo de incorporagdo, os explantes eram lavados 6
vezes com uma solu¢do de Hanks’ contendo 12 mM de glicose a 37°C, com a finalidade de
retirar o excesso de radioatividade nao captada pelos explantes.

A perfusdo era realizada dividindo-se igualmente os explantes nos suportes contendo
papel de filtro como o da Figura 13. Os filtros recebiam trocas sucessivas de 0,5 ml de Hanks’
contendo 4mM de glicose com ou sem drogas em pulsos de 12 minutos a 37°C. Apos cada
pulso, era retirada a tampa do suporte de forma que as fragdes pudessem ser coletadas em um

tubo de ensaio.
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Figura 13. Esquema representando o suporte contendo filtro que recebe o explante e por onde ¢
realizada a perfusdo. O Hanks’ 4mM de glicose com ou sem drogas era utilizado em incubagio de 12
minutos e em seguida recolhido em tubo de ensaio (Adaptado de Do Nascimento et al., 1991)

As trés primeiras coletas eram basais (perfusdo apenas em Hanks’ contendo 4mM de
glicose), o quarto e quinto pulsos eram estimulados com L-arginina (100uM) ou glutamato
(2mM), diluidos em Hanks’ contendo 4mM de glicose. Os trés tltimos pulsos eram basais.
Eram retirados 100pul de cada fracdo coletada para determinagdo da radioatividade liberada a
cada troca de solucdo. No final da perfusdo, os explantes eram lisados com Iml de agua
destilada a fim de obter todo o contetido radioativo que ndo foi liberado. Os explantes eram
finalmente submetidos a 3 ciclos de congelamento e descongelamento e centrifugados em
uma microcentrifuga por 1 minuto. Uma aliquota de 100ul deste sobrenadante coletada para
determinacdo da radioatividade por cintilagio. Para avaliar a liberacio de ['H] GABA, as
fracdes liberadas eram somadas com a fra¢do intracelular (ndo liberada) e este total era
considerado como 100% de [3 H] GABA captado durante o carregamento. A liberagdo de [3H]

GABA em cada fracdo era calculada em relagéo ao total de [3H] GABA captado.
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IV. RESULTADOS

1. EFEITO DO OXIDO NITRICO NO GABA ENDOGENO

1.1 Papel do NO na Liberagdo de GABA estimulada por NMDA

Para investigar o papel do NO na liberagio de GABA induzida pela ativacdo de
receptores NMDA, retinas de animal PE foram pré-incubadas com ou sem um inibidor
especifico da NOSn, 7NI (100uM), por 10 minutos e em seguida estimuladas ou ndo com
NMDA (100uM) por 30 minutos, na presenca ou nao de 7-NI (100uM). A imunohistoquimica
para GABA indicou que o tratamento com NMDA induziu aumento na liberacdo de GABA
(Figura 14), como confirmado pela contagem de células que indicou reducdo de 53% no
numero de células amacrinas (Figura 15A) e de 38% no niimero de células da CCG (Figura

15B) marcadas para GABA (GABA+).

A liberagdo de GABA estimulada por NMDA nao foi bloqueada pelo antagonista da
NOSn em células amacrinas (Figura 14 e 15A), sugerindo que nestas células a liberacdo de
GABA estimulada por NMDA ndo ¢ mediada por NO. Na CCG, o tratamento com 7-NI
bloqueou o efeito do NMDA (Figura 14 e 15 B). Isto indica que o NO poderia mediar a

liberacao de GABA induzida por NMDA na CCG.

O tratamento com 7-NI sozinho induziu reducdo de 34% no numero de células
amacrinas (Figura 15A) e de 43% no nimero de células na CCG GABA+ (Figura 15B) em
relacdo ao controle, sugerindo que o 6xido nitrico basal poderia estar inibindo a liberagéo
basal de GABA e/ou sua degradagao nos dois tipos celulares, ja que foi relatado que, em
algumas regides do SNC, o NO pode inibir a degradagdo de GABA por inibir a enzima
GABA-T (Jayakumar et al., 1999; Paul e Jayakumar, 2000; Paul e Ekambaram, 2005).
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Assim, haveria um possivel efeito bifasico na populagdo celular da CCG. Talvez este
efeito esteja relacionado a disponibilidade de NO: A produg@o de NO em alta concentragdo,
aquela gerada pela ativagdo de receptores NMDA, poderia estimular a liberacdo e/ou
degradacdo de GABA; enquanto o NO basal, cuja acdo ¢ bloqueada pelo inibidor da NOS,
estaria inibindo a liberacdo basal de GABA e/ou sua degradagdo. Assim, fisiologicamente, o
NO em concentragdo basal seria um modulador negativo da liberagdo e/ou degradacdo de
GABA, e um modulador positivo quando sua concentragdo ¢ alta na CCG. Em células

amacrinas apenas ocorreia modulacdo negativa.
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Figura 14. Fotomicrografias de cortes transversais da retina de galinha PE imunorreativa para
GABA (IR-GABA). As retinas foram pré-incubadas com ou sem 7-NI (100uM) durante 10 minutos e
em seguida incubadas com ou sem NMDA (100uM) por 30 minutos. A) Retina controle mantida em
Ringer Lock ou Hanks’ durante todas as etapas. B) Retina incubada com NMDA (100uM) apresenta
redug@o na imunorreatividade para GABA em células amacrinas e em células da CCG. C) Retina pré-
incubada com um inibidor da NOS (7-NI 100uM) e incubada com NMDA (100uM) na presenca de 7-
NI. O 7-NI bloqueou o efeito de NMDA em células da CCG, mas ndo em células amacrinas. D) Retina
pré-incubada e incubada apenas na presenca de 7-NI apresenta liberagdo de GABA em células
amacrinas e na CCG. CPE, camada plexiforme externa; CNI, camada nuclear interna; CPI, camada
plexiforme interna; CCG, camada de células ganglionares. Escala =20 pm.
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Figura 15. Histograma da quantificagdo de células amacrinas (A) e de células da CCG (B)
marcadas para GABA em relagdo a 100% do CTR em retinas de animais PE, sob diferentes condigdes
de incubacdo. (CTR e NMDA: N=5; NMDA + 7-NI e 7-NI: N=3. Valores sdo média + SEM. *
P<0,05; ** P< 0,01).

Como nossos dados sugerem que a liberagdo de GABA induzida por NMDA ¢
dependente de NO na CCG, nos investigamos em seguida se a produ¢do de NO estimulada
pela administracdo de seu precursor L-arginina potencializaria o efeito do NMDA.
Realizamos uma pré-incubacdo com ou sem L-arginina (100uM) durante 5 minutos seguida

de incubacdo com ou sem NMDA (100uM) na presencga ou nao de L-arginina (100pM), por
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20 minutos. A L-arginina ndo potencializou a liberacdo de GABA estimulada por NMDA na
camada de células amécrinas (Figura 16C e 17A), como esperado ja que o efeito do NMDA
nesta populacdo ¢ independente de NO. Entretanto, na CCG também ndo houve
potencializacdo do efeito do NMDA pela L-arginina (Figura 17B). Isto sugere que a ativagao
de receptores NMDA induza a atividade maxima da enzima NOS, de forma que o aumento no
substrato L-arginina ndo seja capaz de aumentar a produgdo de NO.

Quando administrada sozinha, a L-arginina (100pM) induziu aumento na
imunorreatividade ao GABA em relacdo a retina controle nas duas camadas celulares
estudadas (Fifura 16D). Houve um aumento de 62% no nimero de células amacrinas GABA+
(Figura 17A), e de 34% no numero de células da CCG GABA+ (Figura 17B), E improvavel
que este efeito tenha ocorrido pelo aumento da captagdo de GABA ja que este aminoacido ndo
foi fornecido pelo tratamento. Também ndo ¢ provavel que o aumento da imunorreatividade
para GABA tenha ocorrido pelo aumento de sua sintese, uma vez que foi descrito que o NO
inibe a atividade da GAD na retina de galinha (Almeida et al., 2002). Sendo assim, o efeito
deve ocorrer pela inibigdo da liberagdo basal e/ou da degradacdo de GABA, como sugerido

anteriormente pelo tratamento com 7-NI (Figura 15).
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Figura 16. Fotomicrografias de cortes transversais da retina de galinha PE IR-GABA. As
retinas foram pré-incubadas com ou sem L-arginina (100uM) durante 5 minutos, e em seguida
estimuladas ou ndo com NMDA (100uM) por 20 minutos na presenga ou ndo de L-arginina. A) Retina
controle mantida em Ringer Lock. ou Hanks’. B) Retina incubada apenas na presenga de NMDA
100uM apresenta redugdo da imunorreatividade para GABA em células amacrinas ¢ da CCG. C)
Retina pré-incubada com L-arginina e incubada na presenca de NMDA 100uM + L-arginina 100puM.
A L-arginina ndo afeta a liberagdo de GABA induzida por NMDA em células amacrinas e em células
da CCG D) Retina incubada apenas na presenga de L-arginina 100uM apresenta aumento na
imunorreatividade para GABA em células amacrinas e em células da CCG. CPE, camada plexiforme
externa; CNI, camada nuclear interna; CPI, camada plexiforme interna; CCG, camada de células
ganglionares. Escala =20 pm.
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Figura 17. Histograma da quantificacdo de células marcadas para GABA em relacdo a 100% do
CTR em retinas de animal PE, sob diferentes condigdes de incubagdo. (A) Células amacrinas (CTR e
L-arginina (100uM): N=7; NMDA; N=5; L-arginina + NMDA; N=3). (B) Células da CCG (CTR e L-
arginina (100pM): N=12; NMDA; N=5; L-arginina + NMDA; N=3). (Valores sdo média + SEM. *
P<0,05; ** P<0,01).
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1.2 Efeito do aumento da produg¢do de NO estimulada por L-Arginina na

liberagdo basal e/ou degradag¢do de GABA endogeno

Para estudar os efeitos do NO no sistema GABAérgico independente da ativagdo de
receptores NMDA, nos perguntamos se a biossintese de NO estimulada pela administracio de
doses crescentes de L-arginina poderia modular a liberagdo basal e/ou a degradacdo de
GABA. Retinas de animais PE foram incubadas com ou sem L-arginina em diferentes
concentragdes (100uM, 500pM e 1mM) durante 25 minutos de incubacao.

Como visto anteriormente, L-arginina (100pM) aumenta a imunorreatividade para
GABA nos dois tipos celulares estudados. Os tratamentos com 500uM ou ImM de L-arginina
durante 25 minutos ndo tiveram efeito em células amacrinas (Figura 19A). Entretanto, na
CCG, 1mM de L-arginina induziu redu¢do de 35% no niimero de células GABA+ (Figura
19B), corroborando para nossa hipdtese de que na CCG a disponibilidade de NO em alta
concentragdo estimula a liberagdo de GABA, enquanto doses menores geram efeito oposto na

liberag@o ou mesmo inibem a degradacdo de GABA.
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Figura 18. Fotomicrografias de cortes transversais da retina de galinha PE IR-GABA. As
retinas foram pré-incubadas com ou sem L-arginina (100uM, 500uM e 1mM) durante 25 minutos. A)
Retina controle mantida em Ringer Lock ou Hanks’. B) O tratamento com L-arginina (100uM)
induziu aumento na imunorreatividade para GABA em células amécrinas e em células da CCG. C) O
tratamento com L-arginina (500uM) ndo teve efeito em células amacrinas ou em células da CCG. D)
O tratamento com L-arginina (1mM) nao teve efeito em células amacrinas, mas induziu liberagdo de
GABA na CCG. CPE, camada plexiforme externa; CNI, camada nuclear interna; CPI, camada
plexiforme interna; CCG, camada de células ganglionares. Escala =20 pm.
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Figura 19. Histograma da quantificag@o de células marcadas para GABA em relago a 100% do
CTR em retinas de animais PE, sob diferentes condigdes de incubagdo. (A) Células amécrinas (CTR e
L-arginina (100uM): N=13; L-arginina (500uM e 1mM): N=3). (B) C¢lulas da CCG (CTR e L-
arginina (100uM): N=12; L-arginina (500uM): N=2 e L-arginina (ImM): N=3. Valores sao média
+ SEM. * P<0,05; ** P<0,01. *** P<0,001).

Com o objetivo de estudar os efeitos do tratamento com L-arginina em relagdo ao
tempo, realizamos uma incubagao prolongada (60 minutos) com L-arginina (100uM, 500uM
e lmM) em retinas de animais PE. Durante este periodo de tratamento, nenhuma alteracdo no

numero de células amacrinas GABA+ (Figura 20A) ou de células na CCG GABA+ (Figura
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20B) foi detectada entre retinas tratadas com L-arginina e retinas controle. E possivel que
apos 60 minutos o efeito ja tivesse ocorrido e terminado em fung¢do da deplegdo da L-arginina
fornecida. Portanto, para realizacdo dos demais experimentos adotamos o tratamento com L-

arginina (100uM) durante 25 minutos.
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Figura 20. Histograma da quantificagdo de células améacrinas (A) e de células da CCG (B)
marcadas para GABA em relagdo a 100% do CTR em retinas de animais PE. As retinas foram
incubadas por 60 minutos em L-arginina (100uM, 500uM e 1mM). Nenhuma das concentra¢des de L-
arginina utilizada causou efeito na liberacdo de GABA nas populagdes celulares estudadas. (N=3.
Valores sdo média + SEM).
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Para verificar o perfil modulatério do NO produzido a partir de L-arginina sobre o
sistema GABAérgico durante o desenvolvimento, retinas de animais E8 e E14 também foram
incubadas com L-arginina durante 25 minutos e foi feita a imunohistoquimica para GABA
(Figuras 21 e 23). Em retinas de E8, o tratamento com L-arginina ndo alterou o numero de
células IR-GABA, mas promoveu aumento nas células da CCG (Figura 22). Em E14,
observamos um aumento no nimero de células IR-GABA em ambos os tipos celulares
analisados, sugerindo que o sistema GABAérgico ¢ modulado por NO durante o periodo

embriondrio (Figura 24).
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Figura 21. Fotomicrografias de cortes transversais da retina de galinha E8 IR-GABA. As retinas
foram pré-incubadas com ou sem L-arginina (100uM) durante 25 minutos. A) Retina controle mantida
em Ringer Lock ou Hanks’. B) O tratamento com L-arginina (100uM) induziu um discreto aumento
na imunorreatividade para GABA em células amdcrinas e em células da CCG. Escala =20 um.
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Figura 22. Histograma da quantifica¢do de células marcadas para GABA em retinas E8
em relagdo a 100% do CTR, sob diferentes condi¢des de incubacdo. (A) Células amacrinas.
(B) Células da CCG. (N=3. Valores sao média + SEM)
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Figura 23. Fotomicrografias de cortes transversais da retina de galinha E14 IR-GABA. As
retinas foram pré-incubadas com ou sem L-arginina (100uM) durante 25 minutos. A) Retina controle
mantida em Ringer Lock ou Hanks’. B) O tratamento com L-arginina (100uM) induziu aumento na
imunorreatividade para GABA em células amacrinas e em células da CCG. Escala = 20 um.
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Figura 24. Histograma da quantificacdo de células marcadas para GABA em retinas
El4 em relagdo a 100% do CTR, sob diferentes condigdes de incubacdo. (A) Células
amacrinas (N=6). (B) Células da CCG (N=3) (Valores sdo média + SEM .* P<0,05).
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Para nos certificarmos de que o efeito da L-arginina sobre o sistema GABAérgico
ocorre em fun¢do da produgdo de NO, realizamos pré-incubagdo com ou sem um inibidor
especifico da NOSn, 7-NI (100pM), por 10 minutos, seguida de incubagdo com ou sem L-
arginina (100uM) na presenga ou ndo de 7-NI (100puM) por 25 minutos em retinas de animais
PE. O efeito de L-arginina foi totalmente bloqueado pelo inibidor da NOSn em células
amacrinas (Figura 25 e 26A) e em células da CCG (Figura 25 e 26B), indicando que os
resultados obtidos pelo tratamento com L-arginina podem ser totalmente atribuidos a

producdo de NO.
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Figura 25. Fotomicrografias de cortes transversais da retina de galinha PE IR-GABA. As
retinas foram pré-incubadas com ou sem o inibidor da NOSn, 7-NI (100uM), durante 10 minutos, e
em seguida incubadas com ou sem L-arginina na presenca ou nao de 7-NI, por 25 minutos. A) Retina
controle mantida em Ringer Lock. ou Hanks’ B) Retina incubada apenas na presenga de L-arginina
(100uM), mostrando aumento na imunorreatividade para GABA em células améacrinas e em células da
CCQG. C) Retina pré-incubada com 7-NI (100uM) e incubada com L-arginina + 7-NI. O 7-NI bloqueou
o efeito da L-arginina em células amacrinas e em cé¢lulas da CCG. D) Retina pré-incubada e incubada
apenas na presenga de 7-NI (100uM), apresentando redugdo da imunorreatividade para GABA em
células amacrinas e na CCG. CPE, camada plexiforme externa; CNI, camada nuclear interna; CPI,
camada plexiforme interna; CCG, camada de células ganglionares. Escala =20 um.
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Figura 26. Histograma da quantificagdo de células marcadas para GABA em retinas de animais
PE em relagdo a 100% do CTR, sob diferentes condi¢des de incubagdo. (A) Células améacrinas (CTR e
L-arginina: N=13; 7-NI + L-arginina: N=3; 7-NI: N=5). (B) Células da CCG (CTR e L-arginina
(100uM): N=12; 7-NI + L-arginina: N=2; 7-NI (100uM): N=3). (Valores sdo média + SEM . *
P<0,05; ** P< 0,01. *** P<0,001).

A fim de comparar o efeito do NO biossintetizado (produzido a partir da administragao
de L-arginina) com o efeito do NO aplicado exogenamente, utilizamos um doador de NO, o

SNAP, em diferentes concentragdes (100uM, 250uM e 500uM) durante 30 minutos de
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incubacdo em animais PE. Para todas as concentragdes de SNAP utilizadas, nio foi verificado

efeito nas populacdes estudadas (Figura 27).
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Figura 27. Histograma da quantificagdo de células amacrinas (A) e de células da CCG (B)
marcadas para GABA em relagdo a 100% do CTR em retinas de animais PE. As retinas foram
incubadas por 30 minutos com ou sem SNAP (100uM, 250uM e 500uM). Nenhuma das
concentracdes de SNAP causou efeito na liberagio de GABA nas populagdes celulares estudadas.
(N=3. Valores sdo média + SEM).

Sabemos que o SNAP ¢ um doador lento e como nenhum efeito foi verificado no
tratamento durante 30 minutos, prolongamos o tratamento para 60 minutos. Nesta condi¢do
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verificamos, como esperado, o aumento na imunorreatividade para o GABA na retina de
animais PE tratadas com SNAP (500uM) em relacdo a retinas CTR (Figura 28). Este
tratamento induziu aumento de 99,3% no numero de células amacrinas e de 111% no niimero
de células da CCG (Figura 29B) GABA+ em relagdo ao cotrole, mas ndo houve efeito nas
outras concentracdes estudas (100uM e 250uM) em nenhum dos tipos celulares estudados

(Figura 29).

Figura 28. Fotomicrografias de cortes transversais da retina de galinha PE IR-GABA.

As retinas foram incubadas com ou sem SNAP (100uM, 250uM e 500uM) durante 60
minutos. A) Retina controle mantida em Ringer Lock ou Hanks’. O tratamento com SNAP
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(100uM) (B), 250uM) (C), e (500uM) (D) induziu aumento na imunorreatividade para
GABA em células amacrinas e em células da CCG. CPE, camada plexiforme externa; CNI,
camada nuclear interna; CPI, camada plexiforme interna; CCG, camada de células
ganglionares. Escala =20 um.
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Figura 29. Histograma da quantificag@o de células marcadas para GABA em relago a 100% do
CTR em retinas de animais PE, sob diferentes condi¢gdes de incubagdo. (A) Células amacrinas (CTR e
SNAP (500uM): N=5; SNAP (100uM e 250uM): N=3). (B) Células da CCG (N=4). (Valores sio
média + SEM . * P<0,05; ** P<0,01).

Embora algumas disparidades sejam notadas entre os tratamentos com SNAP e L-

arginina em relacdo ao tempo e concentracdo, ambos induzem aumento no niamero de células
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marcadas para GABA, sugerindo que o NO, tanto enddégeno quanto exdgeno, cause bloqueio
da liberacdo basal deste aminoacido e/ou inibicdo de sua degradacdo, hipotese lltima que ndo
pode ser descartada. A administragdo de SNAP (500pM) em homogenado de retina de
galinha inibe producdo de GABA por inibir a atividade da enzima GAD (Almeida et al.,
2002). Este efeito provavelmente esta mascarado em nossos resultados uma vez que o
tratamento com SNAP (500uM) induziu aumento na imunorreatividade para GABA,
provavelmente em fungdo da inibicao da degradagdo e/ou da liberacdo de GABA induzida por
NO.

Assim, para averiguar se o NO induz aumento no numero de células GABA+ por
inibi¢do da liberacdo de GABA ou pela inibi¢do de sua degradagdo pela enzima GABA-T,
realizamos um experimento onde os ions sodio foram retirados do meio, o que causa bloqueio
da liberacdo de GABA (que ¢ predominantemente dependente de sddio na retina) (Tapias e
Arias, 1982; Moran e Pasantes-Morales, 1983; Yazulla, 1983; Yazulla e Kleinschmidt, 1983;
Do Nascimento e De Mello, 1985; Schwartz, 1987; Duarte et al., 1993; Ferreira et al., 1994;
Carvalho et al., 1995). Desta forma, conseguimos isolar indiretamente o efeito do NO sobre a
GABA-T. De fato, na camada de células amacrinas (Figura 30A) ou na CCG (Figura 30B), o
tratamento com L-arginina (100pM e 1mM) durante 25 minutos ndo induziu nenhum efeito
em meio sem ions s6dio quando comparado ao meio com ions sodio. Isto sugere que a
producao moderada de NO por 100uM de L-arginina induz aumento da imunorreatividade
para GABA por inibir a liberagdo sodio-dependente de GABA ¢ ndo sua degradagao pela
enzima GABA-T. Este dado também sugere que a alta produ¢ao de NO por 1mM de L-
arginina induz redugdo da imunorreatividade para 0 GABA por estimular a liberacido sédio-

dependente de GABA e ndo por inibir sua sintese pela enzima GAD.
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Figura 30. Histograma da quantificacdo de células amacrinas (A) e de células da CCG
(B) marcadas para GABA em relacdo a 100% do CTR em retinas de animais PE. As retinas
foram incubadas por 25 minutos com ou sem L-arginina (100uM e ImM) na presencga ou nao
de sodio. A auséncia de s6dio no meio extracelular bloqueou o efeito da L-arginina (N=3)

(Valores sao média + SEM. *P<0,05; ***P<0,001).
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1.3 Efeito do NO na libera¢do de GABA exogeno

Dados da literatura sugerem que o NO estimula a liberacdo de GABA exdgeno (Ientile
et al., 2007) ou de analogo de GABA (Yu e Eldred, 2005) na retina. De forma oposta, em
nosso modelo sugerimos que a produ¢do moderada de NO inibe a liberacdo basal de GABA
enddgeno na retina intacta. Para investigar se estas diferencas entre os resultados de liberagao
de GABA endogeno e [PH]GABA ocorrem em fungio das diferentes metodologias utilizadas,
medimos a liberagdo de [PHJGABA pelo estimulo de L-arginina (100uM) em explante de
retina. A Figura 31 mostra que o tratamento com glutamato estimula a liberacdo de
[’H]GABA, como sabido classicamente (Kamada et al., 1981; Tapia e Arias, 1982). O
tratamento com L-arginina (100pM) apresenta uma tendéncia de aumentar a liberacdo basal
de GABA (Figura 31), ao contrario dos dados anteriores que indicam que o tratamento com

L-arginina (100uM) inibe a liberagdo de GABA endogeno na retina madura.
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Figura 31. Efeito de L-arginina (100uM) ou de glutamato (2mM) na liberagdo ['H]JGABA em
explantes de retina de animais PE. Os explantes receberam 3 pulsos com solug¢do Hanks’, 2 pulsos com
solucdo Hanks’ acrescido ou ndo de L-arginina ou glutamato e finalmente 3 pulsos de solugdo Hanks’.
Cada pulso com duragdo de 12 minutos. A radioatividade liberada nas fracdes era medida em um
cintilador liquido (Valores sdo média + SEM; N=2).
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Diferengas no processo de liberagdo de GABA radiomarcado quando comparado ao
endogeno em retina de galinha ja foram mostrados por Campochiaro e colaboradores (1984).
A vantagem da analise do GABA endogeno em retina intacta ¢ que as células estdo mais
proximas de sua condicdo fisiologica (uma vez que sdo mantidas suas conexdes e sua
organizacdo), descartando-se qualquer possivel interferéncia da adicdo de GABA exogeno
radiomarcado. Acreditamos que este modelo permita um estudo do metabolismo celular mais

fidedigno ao metabolismo in vivo.

1.4 Mecanismos da modulagdo da liberagdo basal de GABA enddgeno por NO:

envolvimento da via NO-GCs-GMPc-PKG

Para investigar a via envolvida no efeito inibitorio do NO sobre a liberagdo basal de
GABA endodgeno, utilizamos um inibidor da enzima PKG, KT (1pM) e analisamos a
imunorreatividade para o GABA em retina intacta de PE. Realizamos uma pré-incubagdo com
ou sem KT (1uM) durante 10 minutos, seguida de incubagdo com ou sem L-arginina (100pM)
na presenca ou nao de KT (1uM) por 25 minutos. O tratamento com KT bloqueou totalmente
o aumento no numero de células amacrinas GABA+ induzido pela L-arginina (Figura 32 e
33A). Isto indica que o efeito inibitério do NO sobre a liberacdo de GABA de células
amacrinas seria dependente de PKG. Provavelmente a via que leva a ativacdo de PKG ¢ a
classica, onde NO ativa a enzima GCs estimulando a producdo de GMPc, que ativa por sua
vez a enzima PKG. Retinas pré-incubadas e incubadas apenas com KT ndo apresentaram
alteracdo no niimero de células amacrinas GABA+ em relag@o ao controle (Figura 32 e 33A),
indicando que em condig¢des ndo estimuladas da produgdo de NO, a enzima PKG nio atua na
liberagdo de GABA.
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Na CCG, o tratamento com KT bloqueou o efeito inibitério da L-arginina sobre a
liberagdo de GABA, mas de forma menos eficiente do que verificado em células amacrinas
(Figura 33A e B). Isto sugere que o efeito inibitério do NO sobre a liberacdo de GABA de
células da CCG talvez envolva outras vias além da cldssica. Assim como na camada de
células amaécrinas, na CCG a pré-incubacdo e incubacdo realizada apenas com KT ndo

induziram alteragdo no nimero de células GABA+ em relacdo ao controle (Figura 33B).
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Figura 32. Fotomicrografias de cortes transversais da retina de galinha PE IR-GABA. As
retinas foram pré-incubadas com ou sem o inibidor da PKG, KT (1uM) durante 10 minutos, e em
seguida incubadas com ou sem L-arginina na presenca ou nao de KT, por 25 minutos. A) Retina
controle mantida em Ringer Lock ou Hanks’. B) Retina incubada apenas na presenga de L-arginina
100puM, mostrando aumento na imunorreatividade para GABA em células amdacrinas e em células da
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CCG. C) Retina pré-incubada com KT e incubada com L-arginina + KT. O KT bloqueou o efeito da
L-arginina em células amacrinas, mas ndo em células da CCG. D) Retina pré-incubada e incubada
apenas na presen¢a de KT ndo apresenta altera¢do na imunorreatividade ao GABA em relagdo a retina
controle. CPE, camada plexiforme externa; CNI, camada nuclear interna; CPI, camada plexiforme
interna; CCG, camada de células ganglionares. Escala =20 pm.
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Figura 33. Histograma da quantificag@o de células marcadas para GABA em relag@o a 100% do
CTR em retinas de animal PE, sob diferentes condi¢gdes de incubacgdo. (A) Células amacrinas (CTR e
L-arginina (100uM): N=10; KT + L-arginina ¢ KT (1uM): N=3). (B) Células da CCG (CTR e L-
arginina (100uM): N=9; KT + L-arginina e KT (1 pM): N=3). (Valores sdo média + SEM. * P<0,05;
** p<0,01).
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1.5 Efeito do NO na atividade do receptor NMDA

O receptor NMDA pode ser nitrosilado e inibido pelo NO, sendo este mecanismo mais
sensivel ao NO em condi¢des de hipoxia, mas uma inibicdo fisioldgica também poderia
ocorrer (Takahashi et al., 2007). Em nosso modelo, seria possivel que NO inibisse a liberagdo
basal de GABA pela redugdo da atividade de receptores NMDA ativados pelo glutamato
endogeno. Entretanto, sabemos que o tratamento com NMDA (100uM) na presenga de L-
arginina induz liberacdo de GABA (Figura 17), sugerindo que o receptor NMDA nao teria sua
atividade inibida pela producdo de NO em nosso modelo. Entretanto, NMDA (100pM)
poderia ser uma dose alta favorecendo a atividade do receptor ainda que algum efeito
inibitorio sobre essa atividade fosse mediado pelo NO. Decidimos entdo testar uma
concentragdo mais baixa de NMDA. Retinas foram pré-incubadas com ou sem L-arginina
(100uM) por 5 minutos seguida por estimulagdo com NMDA (10uM) por 25 minutos.
Embora o tratamento com NMDA (10uM) ndo tenha sido suficiente para induzir liberacao de
GABA em relagdo ao controle, ele foi suficiente para bloquear a acdo inibitoria da L-arginina
sobre a liberacdo de GABA nas duas camadas celulares estudadas (Figura 34). Assim, parece
improvavel que o NO esteja reduzindo a atividade do receptor NMDA ja que NMDA (10 uM)

previne a ini¢do da liberagdo de GABA por NO.
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Figura 34. Histograma da quantificacdo de células marcadas para GABA em relacdo a 100% do
CTR em retinas de animal PE. As retinas foram pré-incubadas com ou sem L-arginina (100uM)
durante 5 minutos, e em seguida estimuladas ou ndo com NMDA (10uM) por 20 minutos na presenca
ou ndo de L-arginina. (A) Células amacrinas (CTR e L-arginina (100uM): N=7; NMDA (100uM):
N=5; L-arginina + NMDA: N=3). (B) Cé¢lulas da CCG (CTR e L-arginina (100uM): N=12; NMDA
(100uM): N=5; L-arginina + NMDA: N=3). (Valores sdo média + SEM. * P<0,05; ** P<0,01).
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1.6 Participagdo do calcio no efeito do NO sobre a libera¢do basal de GABA

O NO pode estimular a liberagdo de neurotransmissores convencionais de forma
dependente de calcio em determinadas areas do SNC (Sequeira et al., 1997; Sequeira et al.,
1998). Em nosso modelo, seria possivel que a inibi¢ao da liberagdo basal de GABA induzida
por NO fosse mediada por algum neurotransmissor que tivesse sua liberacdo estimulada por
NO, provavelmente via PKG. Sendo assim, o célcio seria necessario para possibilitar a
liberag@o de neurotransmissores induzida por NO.

A proteina cinase dependente de calcio (PKC) pode inibir o transportador de GABA
em cultura de células hipocampais de ratos (Beckman et al, 1998) e em células de glia
(Gomeza et al., 1991). Um doador de NO pode proporcionar a entrada de calcio na célula por
facilitar a ativagdo de canais de cdlcio pela fosforilagao por PKG (Hirooka ef al., 2000). Desta
forma, seria possivel que em nosso modelo a entrada de célcio induzida por NO ativasse PKC
que poderia inibir a liberagdo de GABA.

Para testar se o calcio esta envolvido no efeito do NO em nosso modelo, realizamos
um experimento onde o calcio foi retirado do meio para impedir a liberacdo de
neurotransmissores por exocitose e a ativacdo de PKC. Neste experimento, a L-arginina nao
poderia ser utilizada como substrato para a produ¢do de NO em fun¢do da dependéncia de
calcio para a ativagdo da NOSn. Assim, foi feita uma incubacdo com ou sem SNAP (500uM)
por 60 minutos na presenga ou ndo de célcio. O tratamento com SNAP ndo bloqueou a
liberacdo de GABA em meio sem calcio na camada de células amacrinas (Figura 35A) ou na

CCG (Figura 35B).
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Figura 35. Histograma da quantificacdo de células amacrinas (A) e de células da CCG
(B) marcadas para GABA em relagdo a 100% do CTR em retinas de animais PE. As retinas
foram incubadas por 60 minutos com ou sem SNAP (500uM) na presenga ou ndo de célcio. A
auséncia de célcio no meio extracelular bloqueou o efeito do SNAP (N=3. Valores sdo média
+ SEM. *P<0,05; **P<0,01).
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Estes dados sugerem que o NO poderia estimular a liberagdo de um (ou mais)
neurotransmissor(es) que seria o responsavel pela inibi¢do da liberacdo de GABA induzida
por NO. Entretanto, a dependéncia de calcio poderia indicar a dependéncia de PKC no efeito
de NO. Sao necessarios mais experimentos para compreender qual o mecanismo pelo qual a

producdo basal e moderada de NO inibe a liberagdo basal de GABA na retina.
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V. DISCUSSAO

Verificamos neste trabalho em retina madura de galinha, pelo método de
imunohistoquimica, que o NO pode ser responsavel pela liberagdo de GABA enddgeno na
camada de células ganglionares, como sugerido por Ientile e colaboradores (1997), mas ndo

na camada de células amacrinas.

Na CCG, a inibicdo da NOSn bloqueou a liberagdo de GABA estimulada por NMDA
(Figura 15B). Entretanto, o inibidor da NOSn quando administrado sozinho também induziu
liberagdo de GABA nesta populagdo celular (Figura 15B) sugerindo que em condigdes basais
da producdo de NO ocorre inibicdo da liberagio de GABA enddgeno. Como possivel
explicagdo para este efeito bifasico do NO, poderiamos supor que a ativacdo de receptores
NMDA estimule a produ¢do de grande quantidade de NO, que tem fun¢do diferenciada
daquele produzido em menores quantidades e em resposta a outros estimulos em células da
CCG. Assim, o alto pool de NO produzido via ativacdo de receptores NMDA poderia ser
capaz de promover liberacdo de GABA, enquanto outro poo! em quantidade moderada gerado
por estimulo diferente poderia desempenhar fungdo oposta em células da CCG. Esta hipdtese
foi reforgada pelos nossos dados, onde o tratamento por 25 minutos com 1mM de L-arginina
(que provavelmente estimula grande producdo de NO) estimulou a liberagdo de GABA,
enquanto 100uM de L-arginina (que provavelmente estimula producdo de NO em baixa

concentragdo) inibiu a liberagdo em células da CCG de retina de animal PE (Figura 19B).

Entretanto, o tratamento com L-arginina (100uM) ndo potencializou a liberagdo de
GABA induzida por NMDA na CCG (Figura 17B), sugerindo que a atividade da NOSn ¢
maxima mediante a ativagdo de receptores NMDA e n3o pode ser aumentada pelo
fornecimento de substrato.
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O possivel papel bifasico do NO na liberagdo de GABA que verificamos na CCG ja foi
descrito anteriormente em diferentes regides do SNC. No hipocampo de camundongos, a
administracdo de agonistas de receptores NMDA, AMPA e cainato estimulam a liberacao de
GABA, um efeito que ¢ mimetizado pela administracdo de doadores de NO. Entretanto, a
inibi¢do da enzima NOS também ¢ capaz de induzir aumento da liberacdo deste aminoacido,
embora nao tdo acentuadamente quanto os doadores de NO. Além disso, tanto a inibi¢ao da
enzima GCs (enzima que produz GMPc) quanto a inibicdo da fosfodiesterase de GMPc
(enzima que degrada GMPc) estimulam a liberacdo de GABA (Saransaari ¢ Oja, 2000).

Getting e colaboradores (1996) verificaram que a liberacdo de GABA, estimulada por
NMDA, ¢ reduzida pela adi¢do de 100uM do inibidor da NOS (L-NAME), mas é aumentada
pela adi¢do de 1mM do mesmo inibidor. O grupo verificou ainda que 500uM de doador de
NO (SNAP) diminui a liberagdo de GABA, enquanto 1 ou 2mM da mesma droga aumentam a
liberacdo. Esta modulagao bifasica da liberagdo de GABA por doadores de NO ¢ inibidores da
enzima NOS foi observada no hipocampo de camundongo in vitro e in vivo (Getting et al.,
1996; Saransaari e Oja, 2006; Segieth ef al., 1995) e estdo de acordo com a modulacdo
bifasica que verificamos na CCG da retina.

Os dados mostram que as agdes do NO na liberagdo de GABA no hipocampo, bem
como na retina, sdo extremamente complexas e sugerem que o nivel de excitabilidade
neuronal pode depender da concentracdo de NO e de subseqiientes aumentos ou redugdes na
liberagdo de GABA.

Efeitos bifasicos também foram relatados no cortex cerebral de ratos, onde
concentragdes moderadas de um doador de NO desempenha efeito anticonvulsivo por
aumentar a concentracdo de GABA através da inibi¢do da enzima GABA-T (Jayakumar et al.,
1999; Paul e Ekambaram, 2005). Entretanto, doses maiores do doador de NO falham em

reduzir a atividade da GABA-T e, além disso, apresentam forte efeito pro-convulsivo (Paul e
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Ekambaram, 2005). De forma semelhante, no cortex cerebelar de ratos, doses de L-arginina
induzem aumento na concentragdo de GABA acompanhada por inibi¢do da GABA-T
(Jayakumar et al., 1999; Paul e Jayakumar, 2000); enquanto doses maiores do que a
necessaria para inibir convulsdes produzem agdes convulsivas, sendo que este efeito talvez
dependa da producao de L-citrulina (Paul, 2002).

Na camada de células amacrinas ndo verificamos nenhum efeito bifasico do NO na
liberagdo de GABA enddgeno. Os dados levam a crer que o NO seria inibidor da liberagdo de
GABA basal nesta populacdo celular, ja que: (1) O NO ndo ¢ mediador da liberacdo de
GABA induzida por NMDA, uma vez que nestas células o inibidor da NOSn nao bloqueou a
liberagdo de GABA estimulada por NMDA (Figura 15A); (2) o inibidor da NOSn quando
administrado sozinho induziu liberagdo de GABA (Figura 15A); (3) O tratamento com
100uM de L-arginina por 25 minutos bloqueia a liberacdo basal de GABA, enquanto doses
maiores como 500pM ou 1mM de L-arginina ndo apresentam o mesmo efeito, mas também
ndo estimulam a liberagdo (Figura 19A), o que caracterizaria efeito bifasico; e (4) O NO inibe
a liberagdo de GABA basal, mas ndo a estimulada, ja que o tratamento com NMDA na
presencga de L-arginina induz liberagdo de GABA (Figura 17A)

Em conjunto, nossos dados sugerem que niveis moderados de NO (aquele produzido
basalmente ou pela aplicagdo de 100uM de L-arginina por 25 minutos) inibiriam a liberagdo
de GABA em ambos os tipos celulares, enquanto altos niveis de NO (produzido por aplicacao
de 1mM de L-arginina por 25 minutos ou pela ativacdo de receptores NMDA) estimulariam
liberacdo de GABA na CCG, mas ndo na camada de células amdcrinas, indicando que os
mecanismos envolvidos na regulacdo da liberacdo de GABA enddgeno por NO sdo
divergentes entre estes dois tipos celulares. De forma semelhante, Yu e Eldred (2005)
relataram mecanismos distintos de modulagdo da liberagdo de um andlogo de GABA por NO

entre populacdes distintas da retina de tartaruga utilizando método de imunohistoquimica.
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Enquanto em células amacrinas a liberacdo do andlogo de GABA ocorre principalmente via
peroxinitrito, em células horizontais esta liberagdo ¢ mediada principalmente em funcdo de
GMP.. Segundo os autores, este segundo mensageiro poderia modular a reversio do
transportador de GABA, sddio-dependente, ligando-se a canais de so6dio e gerando aumento
de influxo deste ion habilitando assim o transportador a liberar GABA. Em conjunto com os
nossos resultados, estes dados indicam que mecanismos distintos de regulacdo da liberacao de
GABA por NO sdo encontrados em diferentes populacdes celulares da retina de diferentes
espécies.

Enquanto L-arginina (100uM) durante 25 minutos inibe a liberagdo basal de GABA, L-
arginina (500uM) (na CNI e na CCG) ou L-arginina (ImM) (na CNI) ndo tiveram efeito na
liberagdo de GABA. Uma vez que esta modulagdo é dependente de PKG (Figura 33), ¢
possivel que ele ndo seja observado mediante tratamento com altas doses de L-arginina em
funcdo da dessensibilizacdo dose dependente da enzima GCs por nitrosilacdo (Sayed et al.,
2007). Sendo assim, o aumento da produgdo de NO induziria a reducdo da producdo de GMPc
e diminuiria a atividade da PKG, impedindo a ocorréncia do efeito.

O tratamento com L-arginina nas diferentes concentragdes utilizadas (100uM, 500uM e
ImM) durante 60 minutos, ndo induziu nenhuma alteragdo na liberagdo de GABA em
nenhuma das populacdes celulares estudadas (Figura 20A e B), indicando que o substrato
pode ter sido esgotado apos este periodo. Entretanto, como a dessensibilizagdo da enzima GCs
por nitrosilagdo ¢, além de dose-dependente, tempo-dependente (Sayed et al., 2007), seria
possivel que apos 60 minutos a GCs estivesse dessensibilizada impedindo que a produgdo de
NO inibisse a liberacao basal de GABA. Este dado indica também que a auséncia de efeito
bifasico em células amacrinas (no tratamento por 25 minutos) ndo ¢ artificio de um curto
periodo de incubagdo, o que também se aplica aos demais efeitos verificados nos tratamentos

com diferentes concentragdes de L-arginina durante 25 minutos.
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Decidimos, por enquanto, ndo nos aprofundarmos na funcao bifasica do NO na CCG
para primeiramente estudar o mecanismo envolvido na inibicdo da liberacdo de GABA
provocada pelo tratamento com 100uM de L-arginina durante 25 minutos, que ¢ comum a
ambos os tipos celulares estudados. Assim, fomos investigar se esta modulacao identificada
na retina madura ocorre também durante o periodo embrionario. Realizamos incubagdo com
L-arginina (100pM) por 25 minutos nas idades de E8, periodo em que a atividade da NOSn ¢
maxima na retina (Ientile et al., 1996; Paes-de-Carvalho e Mattos, 1996) e em que o GABA ¢
excitatorio (Catsicas e Mobbs, 2001) e E14, idade em que a atividade da NOS ja esta reduzida
(Ientile et al., 1996; Paes-de-Carvalho e Mattos, 1996) e o GABA ja ¢ inibitorio (Catsicas e
Mobbs, 2001). Além disso, E14 ¢ a idade utilizada por Ientile e colaboradores (1997) para
preparo de culturas onde foi verificado que NO estimula a liberagio de ["HJGABA. Em
nossos resultados, foi detectada inibi¢do significativa da liberag@o basal de GABA por 100uM
de L-arginina na camada de CCG da retina de E8 (Figura 22), e em células amdcrinas e da
CCG em E14 (Figura 24A e B). Embora os resultados sejam diferentes dos encontrados por
Ientile e colaboradores (1997), em conjunto confirmam a modulagdo do sistema GABAérgico
pelo NO como um processo mantido durante as fases do desenvolvimente (onde GABA
possui a¢do excitatdria inicial e posteriormente inibitoria) até a maturidade.

Em nossos experimentos utilizamos a L-arginina para estimular a biossintese de NO
com o intuito de respeitar a capacidade de producdo da maquinaria intracelular e observar os
efeitos do NO produzido fisiologicamente. Os efeitos causados pela administracdo de L-
arginina no sistema nervoso frequentemente sao atribuidos a producao de NO (Li et al., 2002;
Jayakumar et al., 1999; Paul e Jayakumar, 2000). Ja foi relatada a promog¢ao da atividade da
NOS ¢ a elevagdo da concentragdo de NO em regidoes do cérebro de ratos tratados com L-
arginina (Yamada e Nabeshima, 1997). Além disso, injecdo intraperitonial de L-arginina

(1000mg/Kg) induz um aumento significativo de NO no cérebro de ratos em 30 minutos (Paul
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e Jayakumar, 2000). Este resultado foi atribuido a saturagdo da atividade da NOS como
resultado do aumento da disponibilidade do substrato no cérebro por longo periodo (Strolin
Benedetti et al., 1993). Entretanto, Shen e colaboradores (1997) relataram que a L-arginina
teria efeito inibitorio sobre o transportador de GABA (GAT1) por mecanismo independente
de NO. Em nosso modelo, a inibi¢do da liberagio de GABA induzida pela L-arginina foi
totalmente bloqueada pelo antagonista da NOSn, em ambos os tipos celulares estudados
(Figura 26A e B). Este dado indica que na retina intacta de galinha PE, o efeito do tratamento
com L-arginina sobre a liberagdo basal de GABA endoégeno ¢é inteiramente atribuido a
produgdo de NO. Além disso, o efeito da L-arginina sobre o sistema GABA¢érgico na retina
coincide com o periodo no qual L-arginina induz aumento na produ¢do de NO no cérebro de
ratos (Paul e Jayakumar, 2000).

Para comparar o efeito do NO biossintetizado (produzido a partir da administracao de L-
arginina) com o efeito do NO exdgeno na modulacdo da liberacdo de GABA, utilizamos um
doador de NO, SNAP, em diferentes concentragdes (100puM, 250uM e 500pM) em retina de
animal PE. A incubagdo com estas diferentes concentragdes de SNAP, por 30 minutos, ndo
apresentou efeito na liberagdo de GABA na camada de células amécrinas ou de células
ganglionares (Figura 27A e B). Por isso, testamos este tratamento no periodo de 60 minutos,
ja que o SNAP ¢ um doador lento. Em 60 minutos o tratamento com SNAP (500pM) induziu
bloqueio da liberacdo basal de GABA em células amdcrinas (Figura 29A) e na CCG (Figura
29B). Nao houve efeito nas outras concentragdes estudas (100uM e 250uM). Estes dados
confirmam o papel do NO como inibidor da liberacdo basal de GABA.

Os resultados obtidos pelo tratamento com L-arginina ou SNAP apresentam
disparidades em relagdo ao tempo de atuacgdo (25 e 60 minutos, respectivamente) e em relacao
as concentragdes que induzem bloqueio da liberagdo de GABA (100uM e 500uM,

respectivamente). Estas variagdes poderiam ser atribuidas a propriedade do SNAP de ser um
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doador lento. Assim, seria esperado que esses diferentes tratamentos disponibilizassem o NO
em quantidades e tempos diferentes, podendo causar disparidades como as observadas. De
qualquer forma, verificamos que ambos os tratamentos apontam para uma funcao inibitoria do

NO na liberacdo de GABA basal nos dois tipos celulares estudados.

Em algumas regides do SNC foi relatado que o NO pode inibir a degradacdo de GABA
por inibir a enzima GABA-T (Jayakumar et al., 1999; Paul e Ekambaram, 2005; Paul e
Jayakumar, 2000). E conhecido que a inibicio da GABA-T resulta em um aumento da
concentragdo de GABA no pool citoplasmatico no cérebro (Loscher e Horstermann, 1994;
Wood et al., 1988). Assim, se o NO estivesse inibindo a GABA-T no nosso modelo,
poderiamos estar observando aumento na marcacdo de células GABA+ ndo pela inibi¢do da
liberacdo de GABA, mas pela inibi¢do de sua degradag@o. Para verificar se o NO poderia
estar inibindo a GABA-T ou a liberacdo de GABA, realizamos um experimento no qual
isolamos indiretamente o efeito do NO sobre a GABA-T por retirar o soédio do meio,
bloqueando a liberacdo de GABA. Nossos dados indicam que na retina de galinha PE, o NO
atua na inibicao da liberagao basal de GABA sem interferir na atividade da enzima GABA-T,
uma vez que o tratamento com L-arginina (100pM) durante 25 minutos ndo apresentou efeito
em meio sem sodio (Figura 30A e B). A dependéncia de sédio no meio extracelular para
induzir aumento da imunorreatividade ao GABA caracteriza um efeito mediado pela inibicdo
do transportador, e portanto da liberagdo. A auséncia do sddio no meio preveniu a reducdo da
imunorreatividade ao GABA induzido pela L-arginina (ImM) na CCG, sugerindo que a
reducdo da imunorreatividade deve-se ao aumento da liberagdo de GABA ¢ ndo a inibi¢ao de
sua sintese. Entretanto, mais experimentos precisam ser realizados para caracterizar de forma
mais clara o envolvimento da liberagdo, degradacdo e sintese de GABA nas alteracdes da
imunorreatividade para GABA induzida por NO.
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Embora no6s tenhamos verificado o efeito de doses moderadas de NO como inibidora da
liberagdo basal de GABA endogeno na retina intacta, varios trabalhos relataram que o NO
(em variadas concentracdes) estimula a liberacao de [3H]GABA na retina e em outras regioes
do SNC (Moller et al., 1995; Ohkuma et al., 1995; Ohkuma et al., 1996; Ohkuma et al., 1998;
Ientile et al., 1997; Sequeira et al., 1998). Em funcdo dos resultados contrastantes entre os
trabalhos mencionados e o nosso trabalho, achamos valido realizar alguns ensaios para avaliar
o efeito da produgdo de NO estimulada pela concentragdo de 100uM de L-arginina na
liberagdo de [3H]JGABA , uma vez que esta mesma concentragdo inibe a liberacdo de GABA
enddgeno na retina intacta. Entretanto, ao contrario do que indicam nossos dados com analise
de GABA enddgeno em retina intacta, ndo parece haver inibicdo da liberagdo de [3H]|GABA
mediada pela L-arginina (100uM) (Figura 31). Portanto, a metodologia utilizada pode ser a
explicagdo para a contradicdo entre os nossos dados e os da literatura. Entretanto ndo
podemos descartar que talvez a concentracdo de L-arginina necessaria para produzir a
quantidade de NO apropriada para inibir a liberagdo de GABA endoégeno na retina intacta
possa ser diferente da concentra¢do de L-arginina necessaria para o mesmo efeito em explante
de retina contendo [3H]JGABA. Campochiaro e colaboradores (1984) relataram diferencas no
processo de liberacdo de GABA radiomarcado quando comparado ao enddgeno na propria
retina de galinha. Uma vez que metodologias diferentes podem gerar variacdo e até oponéncia
entre os resultados, acreditamos que o estudo em retina intacta utilizando GABA endogeno
seja mais util na busca de respostas sobre o funcionamento fisioldgico e patoldgico da retina.

Com o intuito de estudar o efeito inibitorio do NO sobre a liberacdo basal de GABA
endogeno, fomos verificar se a via cldssica NO-GMPc-PKG estaria envolvida nesta
modulagdo na retina intacta madura. Na camada de células amdacrinas da retina de animal PE,
o efeito do NO (produzido pelo fornecimento de 100uM de L-arginina) parece ser dependente

de PKG, pois o tratamento com um inibidor da PKG, KT, bloqueou totalmente a inibigdo da
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liberagdo basal de GABA induzido pela L-arginina (Figura 33A). Entretanto, na CCG o
tratamento com KT bloqueou parcialmente o efeito inibitorio da L-arginina sobre a liberagao
de GABA (Figura 32B). Isto implica na participagdo da via classica no efeito do NO, mas
torna provavel o envolvimento de outras vias além da classica na CCG. De qualquer forma,
fica claro que a via cléssica estaria envolvida no mecanismo em ambos os tipos celulares.

O tratamento com KT sozinho nao induziu alteracdo na liberagdo de GABA em
nenhuma das populacdes celulares estudadas (Figura 33A e B), indicando que a PKG nao
apresenta funcdo regulatoria sobre a liberagdo basal de GABA quando a produgido de NO ndo
¢ estimulada. Entretanto, temos evidéncias de que a producdo basal de NO (sem
administracdo de L-arginina) possui papel inibitorio sobre a liberagdo basal de GABA, uma
vez que o tratamento com inibidor da NOSn (7-NI) sozinho induz liberacdo de GABA. Estes
dados em conjunto sugerem as seguintes conclusdes: (1) A inibigdo da liberagdo de GABA
pelo aumento da producdo de NO induzido por L-arginina ¢ dependente de PKG; (2) A
inibicdo da liberagdo de GABA pela producdo basal de NO ndo é dependente de PKG
(compare as Figuras 25D e 31D).

Takahashi e colaboradores (2007) relataram que o receptor NMDA pode ser nitrosilado
e inibido pelo NO, sendo esta inibigdo mais sensivel em condigdes de hipdxia. Em nosso
modelo, a atividade do receptor NMDA provavelmente ndo ¢ inibida pelo NO, ja que o
tratamento com NMDA (10uM), embora ndo induza liberagdo de GABA em relagdo ao
controle, previne a agao inibitdria da L-arginina sobre a liberagdo de GABA nas duas camadas
celulares estudadas (Figura 34).

A inibicao da liberagdo basal de GABA por NO ¢ dependente de calcio (Figura 35),
sugerindo que talvez a efeito do NO fosse mediado pela liberacdo de neurotransmissor (es)
dependente de calcio. Na retina de galinha, a dopamina inibe parcialmente a liberacdo de

GABA induzida por NMDA (Calaza et al., 2001, 2003). Foi demonstrado que este efeito ¢
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devido a ligacdo e inibi¢do direta deste receptor pela dopamina (Castro et al., 1999). Assim,
seria possivel que NO estimulasse a liberacdo de dopamina e esta inibisse a liberagdo basal de
GABA. Entretanto, em nossos resultados o tratamento com NMDA (100 pM) induz liberacao
de GABA mesmo na presenga de L-arginina (100 pM) (Figura 17), sugerindo que os
receptores NMDA ndo estariam inibidos pela dopamina. Assim, consideramos improvavel o
envolvimento da dopamina no efeito do NO sobre o sistema GABAérgico, embora o
envolvimento de outro neurotransmissor ndo possa ser excluido. A dependéncia de calcio

também poderia respresentar a dependéncia da ativacao da enzima PKC no efeito do NO.

Foi relatado que a PKC pode regular a fun¢do do transportador GAT1 em cultura de
células hipocampais de ratos (Beckman et al., 1998) e em células de glia (Gomeza et al.,
1991). Estudos indicam que a PKC regula a interagdo entre GAT1 e sintaxina 1A (Beckman
et al.,, 1998), uma proteina da membrana plasmatica envolvida tanto no trafico quanto no
ancoramento e/ou fusdo de vesiculas (Bennett et al., 1992), na regulagdo direta de canais de
calcio (Bezprozvanny et al., 1995) e de canais de cloreto reguladores da fibrose cistica (Naren
et al., 1997). Beckman e colaboradores (1998) relataram que a sintaxina 1A se associa com 0
transportador GAT]1, inibindo o transporte de GABA. A sintaxina 1A apresenta grande
afinidade pela Munc 18, que ¢ substrato para a fosforilagdo por PKC. Assim, a fosforilacdo da
Munc 18 por PKC aumenta a associag@o entre sintaxina 1A e GAT], tornando o transportador
inibido (Beckman et al., 1998). Portanto, a regulacdo da PKC sobre GAT1 ndo ocorreria pela
fosforilacdo direta do transportador, o que ¢ reforcado pelo fato de que a remocao dos sitios
consensuais para a fosforilagdo por PKC no transportador GAT1 falham em eliminar a
inibicao induzida pela PKC em odcitos (Corey et al., 1994). O sinal que ativa a regulacao de
GAT]1 por PKC ndo ¢ bem conhecido. Entretanto, sabe-se que o mecanismo pode envolver a
redistribuicdo do transportador da membrana plasmatica para dominios intracelulares
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(Beckman et al., 1999), ou ligagdo direta da sintaxina na regido N-terminal de GAT-1, como
visto em cultura de células hipocampais (Deken et al., 2000).

Hirooka e colaboradores (2000) relataram que a perfusdo com ImM de SNAP em
células ganglionares da retina de salamandra induz aumento de corrente de canais de calcio
dependentes de voltagem do tipo N, pela facilitacdo de sua ativagdo. Outros trabalhos também
relatam a ativacdo de corrente de calcio por NO em neurdnios da retina (Kurenny et al.,
1994), em neurdnios de outras regides (Chen e Schofield, 1993) e em células cardiacas (Mery
et al., 1993). Na retina de salamandra, o aumento da corrente de calcio produzido por SNAP
foi bloqueado por KT, enquanto KT sozinho ndo induziu efeito. Estes resultados indicam que
na presenca de NO, a PKG ¢ ativada e fosforila o canal de célcio (ou fosforila alguma
proteina regulatoria) resultando na facilitacdo da ativacdo do canal de célcio dependente de
voltagem. Além disso, o tratamento com inibidor de fosfatases potencializou o efeito do
SNAP, enfatizando o papel da PKG no aumento da corrente de calcio (Hirooka et al., 2000).

No presente trabalho, encontramos evidéncias de que o tratamento com 100uM L-
arginina estimula a producdo de NO que inibe a liberacdo basal de GABA de forma
dependente de PKG e da presenca de calcio no meio extracelular. A producdo de NO estaria
ativando a enzima sGC, aumentando o nivel de GMPc, que por sua vez ativaria a PKG. Uma
hipodtese seria a de que a PKG poderia estar aumentando a corrente de célcio na célula por
fosforilagdao (direta ou indireta) de canais de calcio, uma vez que este mecanismo ja foi
demonstrado anteriormente em retina de diferentes espécies (Hirooka et al., 2000; Kurenny et
al., 1994). Uma proposta seria a de que a entrada de calcio na célula ative a enzima PKC, que
poderia inibir a liberagdo de GABA por aumentar a associagdo entre o transportador GATI e
a sintaxina 1A. O esquema da Figura 36 resume os mecanismos que poderiam ser propostos

como mediadores do efeito da produgdo estimulada de NO sobre a liberagdo basal de GABA.
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Figura 36. Modelo proposto para a inibi¢@o da liberacdo de GABA por NO. A producdo
de NO estimula a enzima sGC a produzir GMPc¢ que ativa PKG. A PKG fosforila canais de
calcio aumentando a entrada deste ion na célula e propiciando a ativagao de PKC. A PKC
fosforila a proteina Munk18 de alta afinidade com a sintaxina 1A. O complexo Sintaxinal A-
Munk18 fosforilado aumenta ligagdes com GAT], inibindo o transporte de GABA.

J& a inibicdo da liberagdo de GABA por NO basal parece ocorrer por mecanismo
diferento do envolvido na inibi¢do pelo NO produzido pelo fornecimento de L-arginina. O
efeito do NO basal poderia envolver nitrosilagdo ou nitragdo ativando canais de calcio, uma
vez que verificamos que esta modulagdo ¢ independente de PKG.

Como comentado anteriormente, Bloomfield e Dacheux (2001) sugeriram que a célula

A17 ativada por um estimulo luminoso periférico poderia inibir uma célula bipolar de
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bastonete central, hiperpolarizando a célula AIl pos-sindptica central. Isto poderia favorecer a
sinalizacdo dos bastonetes periféricos iluminados em detrimento da sinalizacdo de bastonetes
no centro do campo receptor. Os autores sugerem que neste modelo, células bipolares de
bastonete deveriam liberar glutamato de forma tonica para que sua atividade pudesse ser
regulada apos receber input GABAérgico da via lateral inibitoria. Entretanto, os proprios
autores mencionam que uma liberacdo tonica glutamatérgica de células bipolares de
bastonetes para suas células pos-sinapticas AlIl e Al7, implicaria em liberacdo basal de
GABA de células A17 para células bipolares de bastonete em sinapse reciproca ou de
feedback. Talvez essa liberagdo basal GABAérgica ndo seja desejada, uma vez que tal
inibi¢do de células bipolares de bastonete resultaria em redugdo da transmissdo glutamatérgica
destas para células AIl. A hiperpolarizagdo de células AIl dificultaria que o sinal transduzido
por bastonetes fosse transmitido as células ganglionares, o que dificultaria a percepcao da luz
escotopica.

No presente estudo verificamos que a producdo basal de NO ou seu aumento
moderado induz bloqueio da liberagdo de GABA em células amacrinas. Considerando o
modelo proposto por Bloomfield e Dacheux (2001), é possivel pensar que esta suposta
liberacdo basal de GABA em fun¢do da liberacdo tonica de glutamato seja fisiologicamente
bloqueada pela produgdo de NO basal, ou ainda, pelo aumento moderado da producao de NO
possivelmente causada pela sinalizagdo tonica de glutamato. Desta forma, a inibi¢do da
liberacao basal de GABA por NO seria importante na facilitacdo da ativagao de células AlI,
responsaveis pela transmissao do sinal de bastonetes para células ganglionares, ¢ portanto da
visdo noturna.

De forma geral, nossos dados indicam que o NO produzido fisiologicamente estaria
envolvido no equilibrio entre excitagdo e inibi¢do neuronal. O aumento na inibi¢do ou na

excitacdo neuronal dependeria da faixa de concentragdo na qual o NO fosse produzido. A
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produgdo basal a moderada de NO aumentaria a excitabilidade neuronal na vizinhanga por
inibir a liberacdo basal de GABA, enquanto a produ¢do de NO em alta concentracdo
aumentaria a inibi¢cdo neuronal na vizinhanca por induzir liberagdo de GABA.

A dependéncia de NO na liberagdo de GABA induzida pela ativacdo de receptores
NMDA seria um exemplo de fung¢do fisiologica da alta producdo de NO, mas também pode
estar envolvida no efeito neuroprotetor do NO durante excitotoxicidades. Diversas patologias
sdo caracterizadas pela hiperativacdo da transmissdo glutamatérgica, como isquemia e
diversas doengas neurodegenerativas. Louzada e colaboradores (2004) utilizando cultura de
células da retina de galinha, relataram que a ativacdo de receptores GABAérgicos reduzem a
vulnerabilidade neuronal a danos excitotoxicos causados pelo glutamato. Segundo o grupo, a
transmissdo GABA¢érgica representa um alvo promissor para o tratamento de mal de
Alzheimer e outras desordens neurologicas nas quais a excitotoxicidade apresenta papel
relevante.

Alteracdes degenerativas relacionadas a redug@o da espessura da retina foram relatadas
apos 24 semanas de diabetes (Park et al., 2003). Nestes casos, foi verificado um aumento do
numero de células bipolares, amacrinas e da CCG que expressam a nNOS (Park et al., 20006).
Na diabetes, os fotorreceptores sofrem apoptose por uma razdo que ndo ¢ totalmente
compreendida (Park et al., 2003) e liberam grande quantidade de glutamato que induz necrose
em células vizinhas que nao haviam sido afetadas pela injuria inicial (Choi, 1988). Assim, a
morte de fotorreceptores na retina diabética pode induzir uma cascata de neurodegeneragio
via excitotoxidade mediada por glutamato. Park e colaboradores (2006) concluiram que o NO
teria papel citotoxico durante a diabetes uma vez que alta producdo de NO em células da
retina em resposta a diabetes poderia estimular os fotorreceptores a aumentarem ainda mais a
liberacdo de glutamato pela ativacdo de canais dependentes de GMPc, agravando a

degeneracdo. Por outro lado, partindo de dados da literatura que relatam que NO pode
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estimular a liberagdo de GABA (Yu e Eldred, 2005) o grupo se questionou quando o aumento
da produgdo de NO apresentaria papel neurotoxico ou neuroprotetor em resposta a diabetes.

O presente estudo contribui como mais uma evidéncia do efeito neuroprotetor do NO
durante diabetes. O aumento da ativacdo de receptores NMDA por glutamato em condi¢des
de excitotoxicidade estimularia a producdo de NO em alta quantidade que seria estimulador
da liberagdo de GABA na CCG, combatendo assim o efeito excitotoxico da sinalizacdo
glutamatérgica. Este mecanismo de feedback negativo poderia amenizar os danos causados
pela excitotoxicidade.

Em suma, nossos dados sugerem que o NO produzido basalmente ou moderadamente
seja inibidor da liberagdo basal de GABA na retina e pode estar envolvido em aspectos
fisiologicos, uma vez que a produgdo de NO contribuiria para o equilibrio entre o nivel de
estimulacdo e inibi¢do neuronal necessario ao funcionamento normal da retina. Sugerimos
que esta modulacdo possa estar envolvida também em patologias, onde o NO seria
neuroprotetor por aumentar a liberagdo de GABA em condi¢des de excitotoxicidade. Desta
forma, o nivel de excitabilidade neuronal pode depender da concentracdoe de NO e de
subseqiientes aumentos ou reducdes da liberacio de GABA. Entretanto, mais estudos
precisam ser realizados para averiguar o papel do NO na fisiologia e patologia da retina, bem

como as vias envolvidas nestes processos.
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VI. CONCLUSAO

1. Na populacdo celular da CCG da retina madura (animal PE), a liberacdo de GABA
estimulada pela ativagdo de receptores NMDA ¢ mediada pela produgdo de NO. De forma
semelhante, a producdo de NO em alta concentragdo (estimulada por ImM de L-arginina)
estimula liberagdo basal de GABA. Por outro lado, a producdo basal ou moderada de NO
(estimulada por L-arginina 100uM) inibe a liberacdo basal de GABA. Sugerimos que um alto
pool de NO sinalize aumento da liberagdo de GABA, enquanto baixos pools de NO sinalizem
inibi¢do da liberacdo basal de GABA, caracterizando efeito bifasico do NO nesta populacdo

celular.

2. Na camada de células amacrinas da retina madura, ao contrario da CCG, a liberacao
de GABA estimulada pela ativacdo de receptores NMDA ndo ¢ modulada por NO e a
produgdo de NO em alta concentragdo ndo afetou a liberacdo basal de GABA, indicando que
altos pools de NO ndo modulam a liberacdo de GABA nesta polulagdo celular. Entretanto,

assim como na CCG, a produg¢do basal ou moderada de NO inibe a liberagao basal de GABA.

3. A inibicdo da liberagdo basal de GABA pela produgao moderada de NO durante o
desenvolvimento da retina foi verificada na CCG em E8 e em El4, enquanto em células
amacrinas esta modulagdo foi vista apenas em E14, sugerindo que diferentes tipos celulares
iniciam sua resposta ao NO em periodos distintos. Entretanto, em ambos os tipos celulares o
efeito da producdo moderada de NO durante o desenvolvimento coincide com seu efeito na

retina madura como inibidor da liberacao basal de GABA.
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4. O efeito do NO enddgeno sobre o metabolismo do GABA enddgeno da retina
madura parece envolver a inibi¢do da liberagdo de GABA, sem efeito aparente sobre a sintese

ou degradacdo de GABA.

5. A producdo moderada de NO inibe a libera¢do basal de GABA na retina madura ¢
mediada pela via NO/GMPc/PKG em ambos os tipos celulares estudados, enquanto o efeito

do NO produzido basalmente ndo seria dependente desta via.

6. O efeito inibitério do NO sobre a liberacdo basal de GABA na retina madura ¢
dependente de calcio. Com base em nossos dados em dados da literatura (Gomeza et al.,
1991; Kurenny et al., 1994; Beckman et al., 1998; Hirooka et al., 2000) propomos que a
ativacdo da enzima PKG por NO facilite a ativagdo de canais de calcio e assim ative a enzima

PKC que induz inibigdo do transportador de GABA.

7. Os dados mostram que as acdes do NO na liberagdo de GABA sdo extremamente

complexas e sugerem que o nivel de excitabilidade neuronal pode depender da concentracdo

de NO e de subseqiientes aumentos ou reducdes na liberacdo de GABA.
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