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RESUMO

O aspartato (asp), junto com o glutamato, desempenha fung¢des excitatérias no
sistema nervoso central (SNC), sendo também responsavel pela liberacdo de
diversos neurotransmissores. Entretanto, a liberacdo de aspartato parece ser
dependente somente de glutamato, num processo independente de ativacdo dos
receptores glutamatérgicos. Essa liberacdo é causada, aparentemente, por uma
heterotroca (glutamato/aspartato) e consiste em uma sinalizacdo neuronal até entao
nao descrita na literatura. Na retina de galinha, apenas o glutamato foi capaz de
induzir a liberagdo de *H-D-asp em explantes de 13 dias (estimulado/basal = 6 + 0.6).
A liberacdo desse neurotransmissor nao € promovida por eventos de despolarizagao
(1,6 £ 0.15). Como esperado, agonistas de receptores ionotrépicos de glutamato néo
foram capazes de promover o efluxo de *H-D-asp, tdo pouco o uso de agonistas para
receptores metabotrépicos (0.4 + 0.15). A aplicagdo de antagonistas (MK-801 e
DNQX) nao surtiu qualquer efeito na liberagdo induzida por glutamato (6.5 + 0.9),
caracterizando uma via diferente, independente da ativagao dos receptores. Surgiu a
idéia de que outros sitios de ligagdo de glutamato pudessem promover tal
sinalizagdo. Transportadores e trocadores foram investigados quanto a capacidade
de liberarem D-asp. Os transportadores de aminoacidos excitatorios (EAATS),
presentes na membrana de células do SNC, surgiram como possiveis responsaveis
por tal fendmeno. Essa hipdtese foi fortalecida pelos nossos achados de que a
liberagdo de *H-D-asp em nosso modelo é dependente de ions sédio e ndo de ions
Ca”* e influenciada pela temperatura, ocorrendo a 37°C e sofrendo uma inibicdo de
91% a 4°C; além de compostos seletivos para esses transportadores, como o PDC,
induzirem a liberagdo de °H-D-asp em culturas (8 + 0.3). Além disso, o uso de
diferentes protocolos de cultura de células de retina permitiu identificarmos que a
liberacdo de *H-D-asp é majoritariamente neuronal e n3o glial, onde este Ultimo tipo
celular s6 parece promover tal efluxo em situagdes de alta despolarizagao. Por fim,
demonstramos por HPLC que a liberacéo é realmente de D-asp e ndo de compostos
secundarios formados pelo metabolismo dessa molécula, e que essa liberagao ocorre
de forma enddgena no tecido. Nossos dados caracterizam o processo de liberagao
de asp na retina de aves como um processo de heterotroca glutamato/aspartato,
modulando assim a qualidade do sinal excitatério e, em conjunto com os dados da
literatura que descrevem o aspartato como agonista enddgeno seletivo do receptor
glutamatérgico de NMDA, sugere a participacdo do D-aspartato na retina interna e na
fisiologia da visao.
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ABSTRACT

The amino acids aspartate and glutamate are the major excitatory transmitters in the
CNS including the retina, being responsible for the release of other neurotransmitter.
However the process of aspartate release seems to be induced only by glutamate, in
a manner that is independently of activation of glutamate receptors. Aspartate release
is due to a heteroexchange of glutamate/aspartate and consists in a neuronal
signaling pathway still not well-defined in the literature. In the chick retina, only
glutamate was able to induce *H-D-asp release from 13-days old chick retinal
explants (stimulated/basal = 6 * 0.6). Depolarizing events did not induce this
neurotransmitter release (1,6 £ 0.15). Neither glutamate ionotropic receptor agonists
nor antagonists had any effect in this release (6.5 £ 0.9 for glutamate + antagonists).
Even glutamate metabotropic agonist was not able to induce °H-D-asp release,
possibly due to a different signaling pathway (0.4 + 0.15). Unusual glutamate sites
emerged as potential candidates for promoting D-asp release in the chick retina.
Transporters and exchangers were investigated for this capacity, especially excitatory
amino acid transporters (EAATS), present in the plasma membrane of CNS cells. This
hypothesis was confirmed by our findings that D-asp release is a sodium-dependent
and calcium-independent process and it is influenced by changes in the temperature,
occurring normally in 37°C and blocked (91%) in 4°C and also because competitive
blockers of EAATS, like PDC, are capable of inducing D-asp efflux from retinal cells (8
1 0.3). Nevertheless, different culture protocols showed that neurons but not glial cells
are the major cell type responsible for D-asp release in the chick retina. Glial cells
only showed little D-asp efflux in high depolarization conditions. Finally, HPLC
experiments showed that in fact D-asp is released into the medium and not any other
secondary compound formed by D-asp metabolism. Our data characterizes D-asp
releasing process as a heteroexchange glutamate/aspartate, modulating the quality of
the excitatory signal and together with previous studies that describe aspartate as a
selective NMDA receptor agonist, suggests a role for this amino acid in the inner
retina and in vision physiology.
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1 Introducéo

1.1 Informagao visual e retina como modelo de estudo

Aves sao animais orientados pela visdo. Uma grande parte do seu sistema
nervoso, consequentemente, é dedicado a recepgdo e processamento da
informacgao visual. A fungao primordial do sistema nervoso é promover a interagéo
do individuo com o ambiente que o cerca e isso € o que chamamos de percepgao. A
percepgao comega com o estimulo de uma célula sensorial, que transforma esse
estimulo em sinal elétrico, passando essa informagao para outros neurdnios, até os
alvos em centros superiores. A informagao visual comega na retina, localizada no
fundo do globo ocular, com a transformagao de um sinal luminoso em sinal elétrico

pelos fotorreceptores (Fig1).

esclerética coroide

carnea

Fig 1 - Diagrama do olho humano e suas varias estruturas. Uma regido é
aumentada, revelando as diversas camadas da retina. Modificado de Kolb, 2003

A retina, assim como outras regides do sistema nervoso central (SNC), deriva do

diencéfalo a partir de evaginagbes conhecidas como diverticulos Opticos. A
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extremidade distal dilatada de cada um dos dois diverticulos implantados na cabeca
do embrido constituira a vesicula éptica. Cada vesicula se invagina formando um
célice onde sua regiao interna dara origem ao epitélio neural e a por¢gao externa do
epitélio pigmentado. Inicialmente, ambas as paredes do calice 6ptico possuem a
espessura de uma célula apenas, mas as células da parede interna se dividem e
formam uma camada neuroepitelial com varias células de espessura. Estas células
denominadas neuroblastos tém potencial proliferativo e dardo origem a todos os
tipos celulares na retina (Altshuler et al., 1991). A histogénese da retina de
vertebrados segue um gradiente espacial onde todos os tipos celulares sao gerados
e comegam a se diferenciar a partir da regido mais interna para regidées mais
externas da retina. Além desse gradiente interno-externo, existe também um
gradiente centro-periferia (Mann, 1964; Provis e Van Driel, 1985). Os primeiros tipos
celulares a serem gerados na retina de mamiferos sdo as células ganglionares e
horizontais, seguido pelos cones, células amacrinas, bastonetes, células bipolares e
finalmente células de Muller (revisdo em Marquardt e Gruss, 2002).

A retina dos vertebrados consiste em duas divisées principais: uma camada unica
de células neuroepiteliais, chamada epitélio retiniano ou epitélio pigmentado e de
uma parte mais espessa formada por neurbnios e células gliais, dita sensorial,
também denominada retina neural. A camada sensorial da retina esta organizada
basicamente em camadas nucleares onde se localizam os corpos celulares (camada
nuclear externa, camada nuclear interna e camada de células ganglionares)
intercaladas por camadas plexiformes contendo prolongamentos celulares (camada
plexiforme externa, camada plexiforme interna e camada de fibras do nervo 6ptico)

(Fig 2) (Muller, 1856 apud Polyak, 1941). Em meio a esta organizagao laminar estao
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presentes seis tipos neuronais e trés tipos de células gliais, que foram descritos nos
estudos pioneiros de Ramén y Cajal (1893). Na camada plexiforme externa estao
presentes terminais sinapticos de células fotorreceptoras e prolongamentos
celulares de células bipolares, interplexiformes e células horizontais. Na camada
plexiforme interna encontram-se prolongamentos de células amacrinas, bipolares e
os dendritos das células ganglionares (Fig 2). A informacgéo na retina é transmitida
de forma vertical, através dos fotorreceptores que transmitem a informagao para as
células bipolares e estas para as ganglionares; e de forma horizontal, com
modulacdo de sinapses por células horizontais na camada plexiforme externa e

amacrinas na plexiforme interna (Fig 2) (Kolb, 2003).
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Fig 2 — Os tipos celulares presentes na retina humana. A seta 1 representa o fluxo
vertical da informacao visual, entre fotorreceptores, bipolares e ganglionares. A seta
2 representa o fluxo horizontal da informagao visual, realizada pelas horizontais e
amacrinas, que modulam o fluxo vertical. “M” representa a glia de Muller. Modificado
de Kolb, 2003.
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A camada nuclear externa é formada pelos corpos celulares das principais células
retinianas capazes de transduzir a energia luminosa em sinal neural, os
fotorreceptores. Estes sdo classificados basicamente em dois tipos, que podem ser
diferenciados principalmente pela morfologia de seus segmentos externos: os cones
e os bastonetes. Os primeiros, que na maioria das vezes possuem um segmento
externo curto em forma de cone, s&o responsaveis pela visdo fotdpica (visdo em alta
intensidade luminosa), tém uma alta resolugdo temporal, sendo também
responsaveis pela visao de cor, visto que existem diferentes populacdes de cones
contendo diferentes fotopigmentos sensiveis a diferentes faixas do espectro
luminoso. Os bastonetes sado responsaveis pela visdo escotopica (em baixa
intensidade luminosa), possuem uma baixa resolugdo temporal e sé possuem um
tipo de pigmento visual, ndo apresentando portanto resolugdo espectral (Dowling,
1987).

A camada nuclear interna € composta por corpos celulares de quatro tipos
celulares: localizadas mais externamente estdo as células horizontais, que na
maioria dos vertebrados estdo representadas por dois subtipos morfolégicos
(Galego, 1971). As células bipolares tém seus corpos celulares localizados numa
regido mais central desta camada. Estas células sao divididas basicamente em dois
subtipos principais, um que faz contato exclusivo com bastonetes e outro com cones
(Ramén y Cajal, 1893; Kolb, 1970, 1977). Os corpos celulares localizados na parte
mais interna da camada nuclear interna pertencem as células amacrinas, chamadas
assim por Ramon y Cajal por ndo apresentarem axdnios, com seus dendritos
estratificando na camada plexiforme interna. Estas células sdo responsaveis pela

modulacgao horizontal da informagao nesta camada, fazendo contatos com dendritos
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de células bipolares, células ganglionares, células interplexiformes e com outras
células amacrinas (Fig 2). As células amacrinas apresentam uma morfologia muito
variada. Além dos corpos celulares destes 4 tipos neuronais, também esta presente
nesta camada um tipo de célula glial chamada célula de Muller, cujos
prolongamentos se estendem por toda a retina formando as membranas limitantes
externa e interna.

A camada nuclear mais interna na retina € a camada de células ganglionares
formada pelas células que levam a informacgao visual, através de seus axdénios, aos
centros superiores. Encontram-se também nesta camada os corpos celulares de
células amacrinas (Ramoén y Cajal, 1893) ditas deslocadas, com seus dendritos

estratificando na camada plexiforme interna.

Além das camadas acima descritas, ainda sdo encontrados na retina os
segmentos externos dos fotorreceptores e as fibras do nervo éptico, compostas
pelos axdnios das células ganglionares. Com relagdo as células gliais, além da
célula de Muller, duas outras células gliais comuns ao restante do sistema nervoso
central também s&o encontradas na retina: a microglia, localizada na camada
plexiforme interna, e os astrécitos fibrosos (na camada de fibras do nervo éptico e na
camada de células ganglionares) e protoplasmaticos (camada plexiforme interna,
nuclear interna, camada de células ganglionares e na camada de fibras do nervo
optico) (Polyak, 1941).

Os fotorreceptores sao as principais células da retina com a propriedade de
transformar o estimulo luminoso em sinal elétrico neuronal. A transducdo se inicia

com a absorg¢ao de um féton de luz, que provoca uma alteragdo na configuragéo do
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retinal 11-cis para todo trans, em um processo de isomerizagao. Esse pigmento esta
presente no segmento externo de cones e bastonetes (Fig 3). Durante este
processo, o cromoforo passa por diversas conformacdes, entre elas a forma ativa
Meta-rodopsina |l, capaz de ativar a proteina G, transducina, localizada na
membrana do disco 6ptico. A transducina se torna ativa trocando uma molécula de
GDP por GTP, em seguida desloca suas subunidades alfa e beta que por sua vez
ativa uma fosfodiesterase (PDE). Esta catalisa a transformacdo do GMPc em 5'-
GMP. A diminuicao intracelular de GMPc causa o fechamento dos canais cationicos,
resultando na hiperpolarizagdo do fotorreceptor e conseqlente diminuigdo da
liberacdo dos neurotransmissores. A hiperpolarizacdo do fotorreceptor € o primeiro
passo para a conversao do sinal luminoso em sinal neural.

A membrana do segmento externo dos fotorreceptores possui canais catibnicos
sensiveis a concentracio intracelular de GMP-ciclico. No escuro os niveis de GMP-
ciclico encontram-se elevados e os canais mantém-se abertos permitindo o influxo
passivo de cations conforme o gradiente de concentragdo, constituindo a “corrente
de escuro”. Esta corrente despolariza a célula e permite alta taxa de liberacdo do
neurotransmissor pelo terminal sinaptico. A “corrente de escuro” é resultante do fluxo
dos ions sodio (80%), calcio (15%) e magnésio (5%).

A “corrente de escuro” flui do segmento externo para o segmento interno do
fotorreceptor e posteriormente flui para o meio extracelular carreada por ions
potassio, através de canais seletivos para este ion. A sodio-potassio ATPase
mantém as concentracdes intra-celulares destes ions, bombeando sédio para o meio

extra-celular e potassio para o meio intra-celular, garantindo a manutengcdo do
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gradiente eletroquimico para a continua despolarizagao do fotorreceptor na auséncia

de luz.

Fig 3 - Cones de macaco marcados com corante fluorescente verde. Segmentos
externos ampliados permitem a visualizagao de estruturas em discos. Os discos séo
ricos em moléculas de rodopsina, uma molécula transmembrana que possui uma
molécula de retinal na sua cadeia. Quando a luz incide sobre tal molécula, o retinal
muda de sua conformacao cis para conformagao frans, mudando a conformacao da
rodopsina. Modificado de Kolb, 2003.

Por ser parte do SNC e possuir uma localizacdo anatébmica favoravel para a sua
manipulagéo, a retina desponta como um o6timo modelo de estudo. Sua estrutura
bem definida e a descricdo de diversos sistemas neuroquimicos semelhantes ao
resto do sistema nervoso (SN) contribuem para a utilizagdo desse tecido. A retina de
galinha, particularmente, possui facil acesso durante todos os estagios de
desenvolvimento, garantindo uma preparacéo rapida e livre de contaminagao por

outras estruturas (Coulombre, 1955).
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1.2 Sistema Glutamatérgico

L-Glutamato é considerado o principal mediador de sinais excitatorios no SNC e
provavelmente participa da maioria dos processos relacionados ao seu
funcionamento, como cognigdo, memoria e aprendizado (para revisdo, ver Fonnum,
1984; Ottersen e Storm-Mathisen, 1984; Collingridge e Lester, 1989; Headley e
Grillner, 1990). O glutamato também tem papel importante no desenvolvimento do
SNC incluindo formacgao e eliminagao de sinapses, migragao celular, diferenciacéo e
morte celular (McDonald e Johnston, 1990; Komuro and Rakic, 1993; Rossi and
Slater, 1993; Johnston,1995; LaMantia, 1995; Vallano, 1998). A maioria absoluta dos
neurénios e também células gliais possuem receptores de aminoacidos excitatorios
em suas membranas plasmaticas (HOsli e Hosli 1993; Steinhauser e Gallo 1996;
Shelton e McCarthy, 1999; Bergles et al., 2000). Além disso, glutamato também
exerce fungdes fora do SNC, por exemplo no sistema endécrino (Moriyama, 2000
apud Danbolt, 2001). Na retina as principais células glutamatérgicas sdo os
fotorreceptores, as células bipolares e as células ganglionares que formam a via
radial da informacéo visual. Glutamato também esta presente em células amacrinas
e horizontais, mas n&o esta claro se nestas atua como um neurotransmissor ou um

intermediario metabdlico, por exemplo, para sintese de GABA (Calaza et al., 2003).

1.2.1 Producédo de Glutamato

A formagao de glutamato ocorre como consequéncia do metabolismo da glicose e
de aminoacidos e pode estar envolvida na formagao de GABA, glutamina, peptideos
e proteinas, ou ser rapidamente estocado em vesiculas para consequente liberacao

(Hassel e Dingledine, 2006). Inicialmente, a via de glicélise e do ciclo de Krebs
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promove a producdo de a-cetoglutarato. Esse composto recebe uma grupamento
amino de outros aminoacidos por agao das transaminases e gera glutamato (Fig 4).
A taxa de metabolismo de glicose no cérebro humano é cerca de 0.4umol/min/g de
tecido, enquanto a formagao de glutamato é cerca de 0.8umol/min/g de tecido (Shen
et al., 1999). Isso significa que, virtualmente, toda glicose é metabolizada para gerar
glutamato, j& que uma molécula de glicose gera 2 moléculas de acetil-CoA e esta,
no ciclo de Krebs, 2 moléculas de a-cetoglutarato. Outro componente do ciclo de
Krebs, o oxaloacetato, pode receber um grupamento amino e gerar aspartato. A
enzima que promove essa reagao € a aspartato aminotransferase que, acredita-se,

pode mediar também a formacao de glutamato (Hassel e Dingledine et al., 2006).
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Fig 4 — Vias de formacao e destino do glutamato. Esquema da via glicolitica, ciclo
de Krebs e formagdo de gluatmato e aspartato, dois aminoacidos excitatérios,
formados por vias diferentes. Posteriormente o destino do glutamato é
esquematizado nas diversas setas. Modificado de Hassel e Dingledine, 2006.
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1.2.2 Liberacao de Glutamato
1.2.2.1 Exocitose

Em neurdnios em repouso o glutamato é estocado em vesiculas sinapicas e é
liberado pela fusdo dessas estruturas com a membrana plasmatica. Esse processo
acontece em resposta a excitagdo neuronal e € chamado de exocitose (Sudhof,
2004; Hassel e Dingledine, 2006). Primeiramente, as vesiculas sdo carregadas com
L-glutamato, por acdo dos transportadores vesiculares (VGLUTs) descrita
posteriormente no texto. As vesiculas formam um agrupamento numa regidao do
terminal axdnico denominada zona ativa e tornam-se responsivas a ions Ca®*. O
numero de vesiculas por zona ativa pode variar de acordo com a localizacdo. Uma
célula bipolar da retina de peixe dourado pode apresentar aproximadamente 700 mil
vesiculas, com 60 zonas ativas diferentes por célula (von Gersdorff et al., 1996). Nos
mamiferos esse numero diminui. Um terminal axénico de um neurénio hipocampal,
pode conter entre 100 a 200 vesiculas, com 1 ou 2 zonas ativas. Quando um
potencial de agdo chega ao terminal axénico, canais de Ca2+-voltagem dependentes
se abrem e ocorre um influxo de Ca** (Dietrich et al., 2003). Apés a fusdo e
formagdo do poro, induzidas por Ca**, as vesiculas podem tomar 3 caminhos: sdo
reabastecidas sem “descolarem” da membrana, o chamado kiss’n’stay; formam o
poro e liberam rapidamente uma quantidade de neurotransmissor e também
rapidamente desligam-se da membrana, o chamado ‘kiss-and-run’; ou, por fim,
fundem-se totalmente com a membrana e depois novas vesiculas sao endocitadas,
denominado colapso total (Fig 5) (Stdhof, 2004). Essa endocitose pode ser mediada
por clatrina que forma um revestimento do endossoma, ndo mediada por clatrina, ou

ainda uma reciclagem lenta através de compartimentos endossomais (Heuser e
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Reese, 1973). Atualmente, a quantidade de vesiculas sinapticas é dividido em 3
categorias: o Pool de Liberagao Instantanea (PLI), o Pool de Reciclagem e o Pool de
Reserva (Fig 6). O PLI esta ancorado na zona ativa e 5 a 15 estimulagdes de alta
frequéncia, poucos milisegundos de despolarizagédo ou 1s de choque hiperténico
normalmente acabam com esse pool (Elmqvist e Quastel, 1965; Mennerick e
Matthews, 1996; Rosenmund e Stevens, 1996; Schneggenburger et al., 1999; Neves
e Lagnado, 1999; Delgado et al., 2000; Richards et al., 2003). O pool de reciclagem
compreende cerca de 5 a 20% das vesiculas e é utilizado em frequéncias
moderadas de estimulacdo, onde as vesiculas liberam o neurotransmissor em
poucos segundos e sao reaproveitadas. Sua localizagao é difusa pelo terminal e ndo
estd na zona ativa (Richards et al., 2003; Kuromi e Kidokoro, 2003; de Lange et al.,
2003). Por fim, o pool de reserva, encontra-se mais afastado da zona ativa.
Compreende cerca de 80% das vesiculas e so6 é utilizado em condi¢gdes de extrema
excitacdo, até mais de 30Hz, ou utilizagcdo de meio com alta concentragéo de ions K*
(Takei et al., 1996; de Lange et al., 2003). Provavelmente esse pool nao é utilizado
em condigdes fisiologicas. A utilizagdo desse pool acontece com o esgotamento do
pool de reciclagem, mas os mecanismos que dirigem essa mobilizacdo ainda sao

desconhecidos (Rizzoli e Betz, 2005).
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Fig 5 — Exocitose de glutamato. Esquema representando o carregamento da
vesicula com neurotransmissor e as 3 possiveis formas de fusdo de vesiculas,

kiss’n’stay, kiss’n’run e colapso total. Modificado de Studhof, 2004.
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Fig 6 — Pool de vesiculas de um neurdnio. O pool de reserva representa cerca de
80-90% do total de vesiculas. O pool de reciclagem cerca de 10-15% e o pool de
liberagao instantanea cerca de 1%. Modificado de Rizzoli e Betz, 2005.

Para entendermos como acontece a sinalizagao glutamatérgica € preciso entender
como esse neurotransmissor se difunde através da fenda sinaptica e encontra seus
alvos. Uma vez liberado do terminal pré-sinaptico, o glutamato rapidamente interage
com receptores e transportadores. Com a difusdo continuada, essa molécula
continua a interagir com proteinas, por exemplo com receptores metabotrépicos ao
longo da espinha dendritica ou terminal nervoso até alcangar os transportadores
gliais. O efeito sobre os alvos moleculares (receptores e transportadores) e a
distancia de difusdo dependem da concentragédo de glutamato observada, ou seja, a
quantidade de glutamato nos sitios de liberagdo. Além do mais, o glutamato liberado
em uma sinapse pode levar a ativagao de sinapses vizinhas (intersynaptic cross-talk)
dependendo da sua concentragdo espacgo-temporal. Aparentemente a ligacdo de
glutamato aos seus transportadores leva a uma diminuigdo da concentragdo dessa
molécula no meio extracelular e pode trazer competigao a sinapse (Fig 7) (Jabaudon

et al., 1999; Huang e Bergles, 2004).



32

Terminal sinaptico

Astrocito BT . + (T
T} . AT
..Ar-T T g & ..T e
# T __._q T “ [l
- »
Espinha
Dendritica
« Glutamato

Receptor NMDA 4 Receptor metaboiropico
Receptor AMPA T Transportador de glutamato

Fig 7 — Visédo geral da sinapse glutamatérgica. Esquema representativo das suas
estruturas e a difusdo do neurotransmissor, ativando prontamente receptores do tipo
AMPA e NMDA, e metabotropicos gerais ao longo da espinha dendritica, até chegar
aos transportadores gliais e neuronais. Modificado de Huang e Bergles, 2004.

O glutamato ¢é liberado de diversas fontes e por diversos mecanismos. Apesar do
foco principal de estudo até certo tempo ter sido a liberagao sinaptica por exocitose,
€ sugerido que a principal fonte de liberagao seja a citoplasmatica, independente de
Ca?* e insensivel & tetrodotoxina, Botox (toxina botulinica) e toxina tetanica
(Jabaudon et al., 1999; Siudhof, 1995; Rossetto et al.,, 2001). Existem potenciais
liberadores de glutamato no SNC: heterotrocadores (como os de L- cisteato,
ascorbato e D e L-aspartato) e transportadores de cistina (sistema X;) que podem
promover a liberagao de glutamato (Baker et al., 2002a e b), além da liberagao por
reversao do transporte que ocorre em situacbes de despolarizacdo (Choi e
Rothman, 1990). Uma outra via de liberagdo, que na verdade ainda €& muito

especulada, seria a insergdo de VGLUTs na membrana plasmatica, que permitiria

uma liberacdo de glutamato (Danbolt, 2001). Por fim, a ainda pouco entendida
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liberagdo de aminoacidos excitatérios ativada por regulagao do volume (Haskew et
al., 2002). As células necessitam manter um volume celular constante frente a um
estresse osmotico e para isso elas expressam uma variedade de proteinas que
permitem regulagdo do volume (Strange et al.,, 1996, Kimelberg e Mongin, 1998).
Vale ressaltar que apenas para os processos de exocitose e liberagao por regulagao
do volume é necessaria a presenca de ions Ca** e de ATP. Os outros processos

ocorrem inclusive na auséncia dessas moléculas (Danbolt, 2001).

1.2.2.2 Liberagao de glutamato por células gliais

Nao s6 neurbnios, mas também células gliais possuem os requisitos necessarios
para exocitose de glutamato (Attwell, 1994; Parpura et al., 1994, Bezzi et al., 1998;
Araque et al., 2000; Innocenti et al., 2000; Pasti et al., 2001; Chen et al., 2006).
Astrdcitos sdo capazes de promover liberagdo de glutamato induzida por aumento
de AMPc citosdlico, promovendo mudangas na maturacédo das células gliais e
estimuladas com ATP exdgeno (Shiga et al., 2006). Além disso, foram detectados
por RT-PCR de uma unica célula, os RNAm para diversas proteinas da maquinaria
de fusdo vesicular como SNAPs, sinaptotagminas e sinaptobrevinas.
Imunocitoquimica de alta resolucédo confirmou a presenga dessas proteinas e estas
tiveram seus niveis aumentados, principalmente v-SNARE e sinaptobrevina, apés
tratamento com db-AMPc, um indutor de aumento de AMPc citosélico (Zhang et al.,
2004; Shiga et al., 2006). Gliossomas purificados que expressam GFAP, S-100, mas
nao marcadores neuronais nem microgliais ou de oligodendrdcitos, foram capazes
de promover liberagdo de *H-D-aspartato (*H-D-asp) e glutamato endégeno de forma

célcio dependente e sensiveis a bafilomicina, sugerindo a exocitose como suposta
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via de liberagao (Stigliani et al., 2006). Atualmente, varios estudos ressaltam a
importancia da comunicagdo neuro-glial para o estabelecimento e funcionamento
correto de sinapses (Haydon, 2001; Ullian et al., 2001; Hansson e Rénnback, 2003,
Ge et al., 2006), e a descri¢cao da participagao ativa das células gliais no contexto da
sinapse nos leva a um modelo de sinapse “tripartite”, com a presencga de células
neuronais como o elemento pré-sinaptico e pos-sinaptico, mas também o
envolvimento da glia nos processos de fungao, forga e plasticidade sinaptica.
Durante uma situagdo de isquemia, as células gliais tém papel importante na
regulacado da concentragao de glutamato extracelular, pois possuem transportadores
de alta afinidade para essa molécula. O transporte é dependente de ions Na* e o
gradiente é mantido pela atividade da Na’/K'ATPase (Bonvento et al., 2002;
Camacho e Massieu, 2006). Em situagbes de isquemia prolongada, o metabolismo
de glicose e a produgdo mitocondrial de ATP ficam alterados, ativa-se a via
anaerobica de glicélise e ocorre uma grande quebra de ATP enddgeno (Sanchez-
Carbente e Massieu, 1999; Garcia e Massieu, 2003). Nessa situacdo ocorre
consideravel liberacdo de aminoacidos excitatérios por parte das células gliais,
devido aos seguinte processos: 1) atividade de canais sensiveis a volume (Phillis et
al., 1997; Seki et al., 1999) e 2) reversdo dos transportadores de alta afinidade
(Phillis et al., 2000). A diminuigdo dos niveis celulares de ATP leva a falha na
atividade de trocadores Na*/Ca®** e da Na*/K* ATPase, levando a um colapso dos
gradientes i6nicos. O acUmulo intracelular de ions Na® leva a liberagdo de
compostos osmoticamente ativos, como glutamato e aspartato (Phillis et al., 1997,
Estevez et al., 1999) e também promove reversdo dos transportadores de alta

afinidade (EAATS) (Phillis et al., 1999; Longuemare et al., 1999).
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1.2.3 Sinalizagao

A sinapse glutamatérgica classica é representada por uma comunicagao entre um
terminal pré-sinaptico e um espicula dendritica (para sinapses axo-dendriticas) ou
um terminal axénico (para sinapses axo-axénicas). Entretanto, ndo sé neurénios
mas também astrécitos, oligodendrdcitos e células microgliais apresentam diferentes
tipos de receptores para glutamato.

Duas grandes familias de receptores de glutamato foram identificados até hoje:
receptores ionotrépicos que sado canais de ions ativados pelo ligante, e
metabotrdpicos que sao receptores acoplados a proteina G (Hollmann e Heinemann,
1994; Schoepfer et al., 1994; Borges e Dingledine, 1998; Nakanishi et al., 1998;

Ozawa et al., 1998; Dingledine et al., 1999).

1.2.3.1 Receptores ionotropicos

Nessa classe de receptores, o sitio de ligagdo para glutamato e o canal iGnico
estdo no mesmo complexo macromolecular. A ligacdo do agonista promove uma
mudanca conformacional na molécula que permite a abertura do canal e
consequente fluxo ibnico. Desde a descoberta da primeira subunidade de receptor
de glutamato (GIuR1) em 1989 mais de 16 genes que expressam proteinas
relacionadas foram clonados até 1992 (Hollmann e Heinemann, 1994). Os
receptores ionotropicos dividem-se em duas grandes classes: os ndo-NMDA; AMPA
e KA, que respondem ao acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropidnico
(AMPA) e ao kainato, respectivamente e os receptores de NMDA, que respondem
ao N-Metil-D-aspartato (Scatton, 1983). Essa ativacdo nao € completamente

seletiva, visto que AMPA ¢é capaz de ativar alguns tipos de receptores de kainato e
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kainato capaz de produzir correntes mantidas, devido a ativacdo de receptores do

tipo AMPA (Keinanen et al., 1990; Patneau and Mayer, 1990; Herb et al., 1992).

Sublipos de receptores de glutamato

r Ionoirépicosj’ r Metabotrépicosj

Classe funcional |: NMDA AMPA Kainate Classel Classell Classelll
[ NR1 GluR1 GluR5 mGluR1 mGluR2 mGluR4
Familia de genes GluR2 GluR6 mGIluR5  mGIuR3 mGIuR6
NR2A GIuR3 GIuR7 mGIuR7
NR2B GluR4 mGIuR8
NR2C KA1
NR2D KA2
1Py #cAMP
NR3A Ca2+
L NR3B
canais iénicos receptores acoplados a
ativados por ligantes segundos mensageiros

Fig 8 — Receptores de glutamato e suas subunidades. Modificado de Hassel e
Dingledine et al., 2006.

A afinidade e a permeabilidade idnica sao diferentes entre os tipos de receptores.
Receptores de NMDA tem uma afinidade a glutamato com ECsp entre 0.4-1.8uM. Ja
o AMPA perto de 400uM (Dingledine et al., 1999). Atualmente 6 familias de
subunidades de receptores ja foram descritas. Os receptores s&o tetrameros
formados pelo conjunto de subunidades, o que garante diversas isoformas de
receptores AMPA, KA e NMDA, com caracteristicas eletrofisiolégicas peculiares para
cada receptor formado. Receptores AMPA possuem as subunidades GIuR1-4,
receptores de KA subunidades GIuR5-7 e KA1 e KA2, e, por fim, os receptores
NMDA possuem subunidades NR1, NR2ap, NR3as (Fig 8). Os receptores
ionotrépicos possuem 3 dominios transmembrana e um dominio que se insere na
membrana mas depois volta ao citoplasma, ndo atravessando-a totalmente. E

exatamente nesse sitio onde se insere a regido de mutacdo Q/R nas subunidades
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GluR2, GIuR5 e GIluR6, que consiste na troca de um aminoacido glutamina por uma
arginina. Essa mutacdo Q/R também garante uma perda de efeito de poliaminas
sobre esses receptores. Na alga S2 verifica-se a presenga de um sitio flip/flop. Essa
mutagao ocorre nas subunidades GluR1 e GluR4. Os RNAsm para cada subunidade
diferem em 115pb e suas proteinas, na regido da alga extracelular entre M3 e M4,
apresentam uma diferenga que varia de 9 a 11 aminoacidos (Fig 9) (Dingledine et
al., 1999; Hassel e Dingledine et al., 2006). Essa variacdo acarreta diferengas na

densensibilizagao dos receptores e na sua localizagao ao longo do SNC.

H N
g%y Flipflop

Sitios de interacac
nﬂm.]igu.nte-f .

Memmbrana [ i) i
M1 M2 M3 M4

COOH

Fig 9 — Representacdo grafica dos receptores ionotropicos de glutamato. Seus
dominios e sitios de mutagcdo foram destacados. A regido M2 nao atravessa
totalmente a membrana e é nessa regiao que ocorre a mutagao Q/R. O sitio flip/flop
encontra-se no dominio S2. Retirado de Dingledine e colaboradores, 1999.
1.2.3.1.1 Receptores ndo-NMDA

Receptores do tipo AMPA/KA estdo largamente distribuidos pelo SNC e sé&o
responsaveis pela transmissao sinaptica excitatéria rapida. Esses receptores abrem
rapidamente quando na presenga de glutamato, permeiam preferencialmente ions
Na* ou Na* e Ca?*, mas se densensibilizam millisegundos ap6s sua ativagdo (Tang
et al.,, 1989). Se o glutamato permanece na fenda por muito tempo a

densensibilizacdo dos receptores limita a acdo do neurotransmissor. Receptores

AMPA recuperam-se até 10 vezes mais rapido do que receptores KA. A inativagao
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desses receptores pode ser bloqueada com ciclothiazida, que sé possui efeito sobre
receptores AMPA, e concanavalina A, que somente atua sobre receptores de KA
(Trussel et al., 1993; Fletcher e Lodge, 1996). Subunidades GIuR5 e GIuR6 podem
sofrer um processo de edicdo de RNAmM que modifica os aminoacidos formadores do

poro e modular a permeabilidade do canal (Sommer et al., 1991).

1.2.3.1.2 Receptores de NMDA

Os receptores de glutamato do tipo NMDA possuem 3 familias de subunidades: A
subunidade NR1, que foi a primeira a ser clonada em ratos (Moriyoshi et al., 1991), a
subunidade NR2, constituida do produto de 4 genes (NR2ap) e por fim a NRS3,
constituida do produto de 2 genes (NR3as) (Shigemoto et al., 1993). O receptor &
uma proteina tetramérica, formado por 2 subunidades NR1. A expressdo de
receptores homoméricos, possuindo somente a subunidade NR1, revelou receptores
com caracteristicas classicas de NMDA: seletividade para agonistas e antagonistas,
alta permeabilidade a ions Ca**, bloqueio por ions MgZ+ e modulacédo por glicina
(Nowak et al., 1984; MacDermott et al., 1986; Johnson e Ascher, 1987; Moriyoshi et
al., 1991; Nakanishi, 1992; Hollmann e Heinemann, 1994). J& a expressao de
receptors homomeéricos de subunidades NR2 ndo se mostrou funcional (Brandstatter
et al., 1998). Entretando, a formagéo de canais com subunidades NR1 e NR2 leva a
formacdo de um receptor funcional com correntes maiores do que o homomérico
NR1 (lkeda et al., 1992; Kutsuwada et al., 1992; Monyer et al., 1992; Ishii et al.,
1993). A abertura do canal requer a ligagao do agonista: glutamato, aspartato ou
NMDA, e do co-agonista: glicina ou D-serina (Wolosker et al., 1999), que promove o

influxo de fons Ca?*, preferencialmente, e Na*. A ativacdo maxima do receptor foi
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descrita com ligagcdo de duas moléculas de glutamato e 2 do co-agonista
(Benveniste e Mayer, 1991; Clements e Westbrook, 1991) na subunidade NR1
(Dingledine et al., 1999). O receptor ionotrépico de NMDA é particularmente bem
estudado, estando envolvido em diversas vias sinalizadoras: vias de dor e formacéao
de memodria (LTP), dentre outras. O receptor possui uma ativagao lenta (10-50ms)
(Wyllie et al., 1998) e demora muito mais para se desativar. Uma peculiaridade é
que o poro do canal encontra-se bloqueado reversivelmente pelo ion M92+. Esse
bloqueio é voltagem-dependente, sendo necessaria uma prévia despolarizagao
(causada pela ativacdo dos receptores ndao-NMDA) para deslocar o ion M92+ do
interior do poro e liberar o receptor de NMDA para sua total ativagédo. Varias drogas
ja foram descobertas e sdo largamente utilizadas para o estudo farmacolégico e o
envolvimento desses receptores em diversos processos fisiologicos. As drogas MK-
801, ketamina e a fenciclidina (PCP) também exercem um bloqueio voltagem-
dependente do canal. Esses compostos exibem graus diferentes de dependéncia de
voltagem, possivelmente por se ligarem em sitios diferentes. De forma interessante,
a familia NR3 também possui um sitio de ligacdo de glicina/D-serina e a
incorporacao dessas subunidades na formacgao do canal reduz a permeabilidade a
jons Ca?*. Além disso, diversos componentes enddégenos modulam a atividade do
receptor de NMDA, s&o eles: dynorfinas, H*, zinco, acido araquidénico e poliaminas
dentre outros. A tabela abaixo resume a ag¢do de alguns agentes sobre os

receptores de NMDA (Dingledine et al., 1999).
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MODULADOR EFEITO ECs
Dynorfina INIBICAO 0.3uM
Press&o INIBICAO
Osmotica
Agentes Oxidantes INIBICAO
Protons INIBICAO 50-200Nm
Esterdides INIBICAO 150uM
sulfatados
Zinco INIBICAO 0.2-2uM
Acido POTENCIACAO 10uM
Araquiddnico
PACAP POTENCIACAO <1uM
Poliaminas, POTENCIACAO 100uM
Histamina
Agentes redutores POTENCIACAO
Esterdides POTENCIACAO 12uM
sulfatados

Tabela 1. Modulagdo endogena extracelular da fungcdo do receptor de NMDA.
Modificado de Dingledine e colaboradores, 1999.
1.2.3.2 Receptores metabotrépicos

Receptores metabotropicos de glutamato (mGIluRs) sdo homodimeros, membros
da familia C de receptores acoplados a proteina G e possuem envolvimento em
diferentes processos, por exemplo na modulagdo da excitabilidade do SNC
(Ossowska, 2005; Pilc e Ossowska 2007). Oito subtipos de mGIuRs ja foram
descritos até hoje. Com base na homologia de suas sequéncias e farmacologia,
esse receptores foram divididos em 3 grupos: Grupo 1 (mGIuR1 e mGIuRS) sdo
acoplados positivamente a fosfolipase C, o que leva a um aumento dos niveis
intracelulares de calcio, IP3 e DAG quando ativados (Hassel e Dingledine et al.,
2006); Grupo 2 (mGIluR 2 e mGIuR 3) e Grupo 3 (mGIUR 4 e mGIuR6-8) sao
acoplados negativamente a adenilato ciclase e, quando ativados, acarretam uma
diminuicdo dos niveis intracelulares de AMPc, (Schoepp et al., 1992; Hassel e

Dingledine et al., 2006; Pilc e Ossowska, 2007). A ligagdo de glutamato promove
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uma mudancga conformacional nos receptores homodiméricos e acoplamento dessa
estrutura da proteina G a dominios intracelulares do receptor. A ligagdo do agonista
estabiliza a conformacgao fechada do recepor e resulta numa ativagao da proteina G
que é dependente de uma ligagado dissulfeto entre dois residuos de cisteina
presentes na alga de ligagdo do agonista (Kunishima et al., 2000; Rondart et al.,
2006). Membros do grupo 2 e 3 possuem localizagdo preferencialmente pré-
sinaptica (Schoepp, 2001), e podem servir de auto-receptor em algumas estruturas
cerebrais (Cartmell e Schoepp, 2000). Ja foi demonstrado que a ativagdo de
receptores metabotrdpicos de glutamato pré-sinapticos leva a diminuicdo da
liberacdo desse neurotransmissor, inibindo a transmissao excitatoria, uma vez que
todos os mGIUR sdo capazes de inibir canais de Ca®" dependentes de voltagem, o
que comprometeria a exocitose (Takahashi et al., 1996). Uma caracteristica peculiar
dos receptores metabotrépicos de glutamato é a sua sensibilidade a variagdo de
voltagem. Recentemente foi mostrado que a dependéncia de voltagem reside no
proprio receptor. Aparentemente a despolarizacdo modifica a conformacao
tridimensional da segunda e terceira alga intracelular, afetando a sua associagéo

com a proteina G (Ohana et al., 2006).

1.2.3.3 Receptores de glutamato na retina

Até a presente data, a maioria dos estudos de localizagdo dos receptores
ionotropicos de glutamato na retina de aves e mamiferos foram realizados com
hibridizacdo in situ, o qual revela a expressdo do RNAmM, mas n&o da proteina
nesses tecidos. Na retina de vertebrados, receptores de kainato medeiam a

transmissao sinaptica entre os fotorreceptores e as células bipolares do tipo OFF
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(Huettner, 2003). Diferentes subtipos de células bipolares, b3 e b7, possuem
receptores de kainato com propriedades fisioldgicas diferentes. Em ambas as
células esses receptores foram ativados com acido 2-amino-3-(5-tert-butil-3-hidroxil-
4-isoxazol)-propidnico (ATPA), sugerindo uma participacdo da subunidade GIuRS.
Entretanto, células b3 expressam tais receptores com recuperacido lenta apos a
desensibilizagdo, causada por glutamato, enquanto células b7 recuperam-se mais
rapidamente. Estudos de imunocitoquimica observaram marcacido para esse
receptor em células horizontais, amacrinas, ganglionares e bipolares (Peng et al.,
1995). A transmisséo de cones a um terceiro tipo de células bipolares foi descrito ser
mediado por ativagdo de receptores do tipo AMPA (DeVries, 2000). Estudos de
imunocitoquimica desenvolvidos por Qin e Pourcho (1996) demonstraram marcagao
para este receptor em células horizontais, amacrinas, ganglionares e poucos cones
na retina de gatos. Células ganglionares do tipo a expressaram diversas
subunidades desse receptor, enquanto outros neurdnios, principalmente células
amacrinas, so6 tiveram expressao de uma subunidade (Brandstatter et al., 1998). Em
retinas de rato, subunidades dos receptores de AMPA e KA ja foram descritos em
varias células. As subunidades GluR1-3 e GluR5 apresentaram imunomarcacdo em
células horizontais, bipolares e amacrinas (Hughes et al., 1992; Peng et al., 1995;
Qin e Pourcho 1996). Todas as subunidades de receptores de NMDA foram
descritas na retina, entretando a expressao de NR2p s6 foi observada durante o
desenvolvimento (Watanabe et al., 1994; Brandstatter et al., 1998). Esses receptores
estao presentes em virtualmente todos os neurbnios da camada nuclear interna e
células ganglionares de ratos e, na retina de galinha, também foram observados nas

camadas plexiforme interna e externa junto com receptores do tipo AMPA/KA,
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ambos com um padrao puntiforme de marcagado, sugerindo agregacao desses
receptores nas microregides de sinapses (Bredariol e Hamassaki-Britto, 2001).
Estudos de imunomarcagao para glutamato e aspartato na retina apresentam um
padrao difuso de marcacdo, apresentanto reatividade em todas as classes de
neurdnios retinianos. Fotorreceptores mostraram uma marcagao heterogénea para
essas duas moléculas, mas a maioria apresentava marcacao dupla para esses dois
neurotransmissores. Praticamente todas as células horizontais eram imunopositivas
para ambas moléculas. 82% das células bipolares também eram duplamente
positivas, mas 10% apresentava marcagao somente para glutamato e somente 0.1%
para aspartato. O baixo numero de células asp(+) e Glu(-) em células amacrinas
também foi observado, representando 1.5% das células contra 81% de células
duplamente marcadas. Esses dados mostram que o aspartato esta mais localizado
na retina interna, onde pode ter uma grande importancia fisiolégica (Sun e
Crossland, 2000). Na retina, existe um subtipo especifico de transportador de
glutamato, o EAATS5. Em camundongos, esse transportador esta presente em
fotorreceptores e funciona como um receptor pré-sinaptico em células bipolares do
tipo OFF (Wersinger et al., 2006). Estudos da cinética eletrofisioldgica demonstraram

que ele se encontra proximo ao sitio de liberagédo de glutamato.

1.2.4 Reciclagem de glutamato e o ciclo glutamato-glutamina

Apoés a captacao astrocitaria, o glutamato pode ser deaminado e gerar glutamina,
pela acdo da enzima ATP-dependente glutamina sintetase (Ottersen et al., 1992;
Laake et al., 1995) ou pode ser convertido a a-cetoglutarato por atividade da

glutamato desidrogenase, ou ainda sofrer transaminagédo pelas transaminases. O
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composto a-cetoglutarato entra no ciclo de Krebs até gerar malato. Este composto
pode continuar no ciclo de Krebs ou ser descarboxilado até gerar piruvato e este
reduzido a lactato. Essa ultima via ja foi demonstrada in vitro (McKenna et al., 1996).
Glutamina e glutamato podem ser liberados por astrocitos e captados pelos
neurénios. A glutamina é substrato para uma variedade de transportadores (o
sistema A dependente de sdédio: ASC e os transportadores N, assim como para o
sistema 1 independente de sddio). A liberagao de glutamina dos astrocitos ocorre
pelos transportadores do sistema independente de sédio SN1, também conhecido
como SNATS3, expressos somente nesse tipo celular. O transporte € bidirecional e
ocorre com o simporte de ions Na* e o antiporte de protons (Chaudhry et al., 1999;
Gu et al., 2000; Mackenzie e Erickson, 2004). Outra possivel forma de liberagao de
glutamina seria através de transportadores de aminoacidos AST2 (Broer et al.,
1999), apesar dos baixos niveis dessa proteina no cérebro.

Os neurdnios captam glutamina do meio extracelular por meio de transportadores
especificos do sistema A: SNAT1 e SNATZ2, largamente expressos em neurdnios
glutamatérgicos ao longo do SNC (Chaudhry et al., 2002a; Chaudhry et al., 2002b).
O aumento dos niveis de AMPc intracelular leva a uma maior expressao de GLAST
na superficie celular e a um aumento da captacdo de D-aspartato, confirmando
demonstragdes prévias de um aumento na captagdo de glutamato induzido pelo

AMPc (Hertz et al.,1978; Schlag et al.,1998).

1.2.5 Transporte e depuragao de glutamato
Glutamato, como todo neurotransmissor, precisa ter sua ag¢ao de sinalizagao

terminada. Como nao existe nenhuma enzima capaz de metabolizar
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extracelularmente o glutamato, o processo responsavel pela retirada desse
aminoacido da fenda e do espaco extracelular é a captacdo feita pelos
transportadores de glutamato. A difusdo passiva também pode contribuir para esse
processo, especialmente em sinapses pequenas. A nao retirada desse
neurotransmissor do fluido extracelular pode levar a excitotoxicidade devido a
presenca de receptores glutamatérgicos em todos os elementos celulares, como
dendritos, terminais axénicos, corpos celulares e também células da glia. A retirada
de glutamato ndo deve ser feita s6 na fenda sinaptica, mas em todo o fluido
extracelular a fim de se evitar danos (Choi, 1992; Wada, 1997).

Os sistemas de transporte sao os responsaveis pela manutencdo da baixa
concentragdo de glutamato extracelular. Esse processo € feito por proteinas que
utilizam o gradiente eletroquimico dos ions Na® para acoplar o transporte de
glutamato para o citoplasma. Neurbnio e glia expressam transportadores de
glutamato e a sua inibicdo leva a um aumento da concentragao extracelular de
glutamato e até a excitotocidade e morte neuronal (Choi, 1992; Jabaudon et al.,
1999; Danbolt, 2001). Esses dois tipos celulares presentes no SNC expressam
proteinas capazes de transportar glutamato. Algumas estao presentes na membrana
citoplasmatica e outras intracelularmente (Danbolt, 2001; Hassel e Dingledine,

2006).

1.2.5.1 Transportadores de membrana
1.2.5.1.1 Transportadores de alta afinidade
Esses transportadores eram chamados originalmente de “transportadores de alta

afinidade dependentes de sédio”. Sdo cinco subtipos e, com o tempo, foi visto que a
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sua afinidade nao era tao alta assim (K;, entre 1-100uM). Além disso eles eram
dependentes ndo so6 de ions Na*, mas de K também. Sua nomeclatura mudou para
a usada atualmente: EAAT (excitatory amino acid transporter). Até o momento, sdo
conhecidos 5 tipos de EAATs: o EAAT1, analogo em humanos ao transportador
GLAST de roedores (Storck et al., 1992); o EAAT2, analogo ao transportador GLT-1
de camundongos (Pines et al., 1992); o EAATS3, analogo ao EAAC1 (Kanai e Hediger,
1992) e, finalmente, os EAAT 4 (Fairman et al., 1995) e EAAT 5 (Arriza et al., 1997).
Todas essas proteinas promovem o transporte de L e D-glutamato, assim como
também de L- e D-aspartato, dependente de ions Na* e K*. Estudos em retinas de
salamandra sugerem ainda uma possivel variagcdo de splicing dos EAATs 1 e 2
(Ramachandran et al., 1993; Utsunomiya-Tate et al., 1997; Meyer et al., 1998 a,b;
Mianch et al.,, 1998; Matsumoto et al., 1999; Meyer et al., 1999). Os subtipos de
EAATs possuem 50 — 60% de similaridade na sequéncia de aminoacidos entre si, e
cerca de 30 — 40% de identidade com transportadores de aminoacidos neutros
(Transportadores de alanina-serina-cysteina: ASCT1 e 2) (Arriza et al., 1993;
Utsunomiya-Tate et al.,1996). Curiosamente, transportadores de outros
neurotransmissores como GABA, glicina, dopamina, serotonina, noradrenalina e
taurina n&do apresentam qualquer similaridade com os transportadores de
aminoacidos excitatérios EAATs (Borowski e Hoffman, 1995; Malandro e Kilberg,
1996; Povlock e Amara, 1997; Nelson, 1998; Masson et al., 1999, Saier, 1999).
Analogos dos cinco tipos de EAATs foram clonados em diferentes espécies, incluindo
homem (Arriza et al., 1994; Kanai et al., 1994); camundongo (Tanaka, 1993a;
Kirschner et al., 1994a,b; Mukainaka et al., 1995; Sutherland et al., 1995; Maeno-

Hikichi et al., 1997); rato (Tanaka, 1993b; Kanai et al., 1995, Kiryu et al., 1995;
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Grewer et al., 2000); bovinos (Inoue et al., 1995); caes (Sato et al., 2000);
salamandra (Eliasof et al., 1998); nematodos (Kawano et al., 1996, 1997; Radice e
Lustigman, 1996) e insetos (Seal et al., 1998; Kawano et al., 1999; Donly et al.,
2000). Além disso, a localizagdo cromossOmica para os EAATs 1,2 e 3 ja foi
determinada (Kirschner et al., 1994b, Smith et al., 1994; Li e Francke, 1995; Takai et
al., 1995). A possivel existéncia de um transportador neuronal, localizado no terminal
axoénico foi exaustivamente debatida por pesquisadores da area. Experiéncias
descreviam o actimulo de °>H-D-aspartato em terminais nervosos, atingido
concentracdes citoplasmaticas na faixa de milimolar, enquanto a externa mantinha-se
na faixa de micromolar. Esse fato fica dificil de ser explicado descartando-se a idéia
de um possivel transportador. Posteriormente o cientista Vidar Gundersen, com
trabalhos de localizacdo de L-aspartato com um anticorpo especifico e preparagdes
de microscopia eletrbnica, demonstrou a marcagao para este aminoacido em
terminais nervosos de fatias de hipocampo e até a sua incorporacdo em vesiculas
sinapticas (Gundersen et al., 1993; Gundersen et al., 1996, Gundersen et al., 1998;
Gundersen e Storm-Mathisen, 2000). Apesar de neurdnios hipocampais possuirem
RNAm para GLT-1 (Torp et al., 1994; Schmitt et al., 1996; Torp et al., 1997) e
expressarem a proteina em cultura (Mennerick et al., 1998), aparentemente a
incorporacao de D-aspartato ndo parecia depender desse transportador, pois estudos
de imunohistoquimica n&do detectaram GLT-1, GLAST ou EAAT4 nesses terminais
(Danbolt, 2001). Esse resultado pode ser questionado supondo a existéncia de uma
isoforma que nao seria reconhecida pelo anticorpo. Hoje, sabe-se que neurdnios e
glia podem apresentar uma forma truncada do GLT-1, na regidao 3. Esse

transportador foi detectado por imunocitoquimica e pode representar o transportador



48

pré-sinaptico neuronal (Utsunomiya-Tate et al., 1997; Danbolt, 2001, Chen et al.,
2002, Chen et al., 2004). Uma segunda mutagcdo para o transportador GLT-1 foi
descrita, dando origem ao transportador GLT-1v (Schmitt et al.,, 2002; Chen et al.,
2002). Essa nova mutagao apresenta alta homologia na sequéncia de aminoacidos
com o GLT-1q, diferindo-se apenas na regidao C-terminal. (Utsunomiya-Tate et al.,
1997; Schmitt et al., 2002). A variacdo C-terminal funcional pode ser o responsavel
pela maioria da captacdo atribuida ao GLT-1, pois estudos anteriores nao
discriminavam as duas isoformas (Yi e Hazell, 2006).

Os diferentes tipos de transportadores (EAATS) apresentam diferentes localizagdes
e funcdes. Os EAATs 1 e 2 sdo encontrados em astrécitos associados a contatos
excitatérios. O EAAT3 e o EAAT4 sao encontrados nos dendritos e corpos celulares
dos neurdnios do SNC (Fig 10). Esse ultimo é expresso seletivamente nas células
GABAérgicas, por exemplo nas células de Purkinje do cerebelo. O EAATS parece ser
exclusivo de retina e esta presente nos terminais pré-sinapticos (Shigeri et al., 2004).
Ensaios de imunocitoquimica em retina de mamiferos demonstraram a existéncia de
pelo menos 3 tipos de EAATSs, além do EAATS. As células de Mlller apresentaram o
EAAT1 (GLAST-1). Os cones € as células bipolares de cones apresentaram o EAAT2
(GLT-1). O EAAT3 (EAAC1) foi encontrado em células horizontais, amacrinas e
ganglionares. Também em retinas de mamiferos foi sugerido que o GLAST seja o
transportador mais importante envolvido no processo de remog¢ao do glutamato
(Revisdo Amara e Fontana, 2002), apesar do GLT-1 ser responsavel em grande
parte pela captagcédo no prosencéfalo (Tanaka et al., 1997), demonstrado com estudos
de captacdo em homogenatos dessa regiao de camundongos KO para GLT-1. Além

disso, ensaios de imunoprecipitacdo para GLT-1 mostraram que mais de 90% da
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atividade de transporte pode ser reconstituida apos precipitacdo em extratos de

prosencéfalo (Danbolt et al., 1992; Haugeto et al., 1996).
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Fig 10 — Localzacao sinaptica dos EAATs. O esquema também representa o ciclo
de glutamato, desde sua liberacao até a sua retirada da fenda. Modificado de Shigeri
e colaboradores, 2004.

Os EAATs apresentam de 6 a 8 dominios transmembrana, com 1 a 2 algas de
reentrancia, com as partes C e N-terminal voltadas para o citoplasma. A topologia
correta é disputada pelo grupo da cientista Susan Amara, nos EUA (Fig 11 A) (Seal e
Amara, 1998; Seal et al., 2000; Leighton et al., 2002) e o grupo do cientista Baruch
Kanner em lIsrael, baseado em estudos de mutagénese sitio-dirigida e acessibilidade
de cisteina (Fig 11 B) (Grunewald et al., 1998; Kanner et al., 2001; Grunewald et al.,
2002; Kanner e Borre, 2002). Os transportadores de aminoacidos excitatorios,
envolvidos no processo de retirada do glutamato da fenda sinaptica, também

influenciam na ativagdo dos receptores glutamatérgicos metabotrépicos e NMDA
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(Brasnjo e Otis, 2001; Huang e Bergles, 2004a,b). Estudos feitos com camundongos
‘knock out” para os genes de EAATs revelaram os efeitos da auséncia dos
transportadores: aumento de morte por epilepsia espontanea, maior susceptibilidade
a lesao cortical aguda e falha na realizagdo de tarefas simples (Revisdo Amara e

Fontana, 2002).

Modele grupo Susan Amara Glu

Fig 11 — Possiveis modelos dos EAATSs. (A) representa o modelo defendido pelo
grupo da Dr? Susan Amara, e (B) o modelo proposto pelo grupo do Dr. Baruck
Kanner. Modificado de Shigeri e colaboradores, 2004.
1.2.5.1.2 Biofisica do transporte

O processo de captagédo de aminoacidos excitatérios é dirigido por um gradiente

eletroquimico através da membrana. O transporte esta acoplado a um gradiente de

Na®, o que permite a ligacdo do glutamato, de um proton e o transporte inverso de
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um ion K*, o que garante uma caracteristica eletrogénica ao processo sendo este
estimulado por um potencial de membrana negativo (Sarantis e Attwell, 1990;
Szatkowski et al., 1991; Kanai et al., 1995). Além disso, o transporte de glutamato
pode gerar um influxo de ions CI, causado pela abertura de um canal i6nico
aparentemente acoplado ao transportador (Zerangue e Kavanaugh, 1996; Arriza et
al., 1997), principalmente em retinas onde é predominante a presenca do EAATS.
Rubidio e césio podem substituir o ion potassio, mas nenhum, além do litio, pode
substituir o ion Na* (Danbolt et al., 1990; Barbour et al., 1991; Grunewald e Kanner,
1995). Assim que o complexo glutamato/sédio entra na célula, o ion potassio ou
outro complexo sodio/glutamato deve sair para que se possa fechar o ciclo do
transporte. O processo de transporte é reversivel em qualquer etapa, gerando ciclos
incompletos de transportes e heterotrocas. Além disso o transporte € simétrico e
pode acontecer em todas as diregdes (Kanner e Marva, 1982). Na auséncia de ions
potassio o transporte se resume a uma troca de substrato externo pelo interno, ou
seja, se houver ligagdo de glutamato no sitio externo (mais Na® e H') este pode
soltar ou ser carreado para o citosol. Uma vez no citosol, ele pode ser liberado ou o
processo inverso pode ocorrer. O processo de transporte é dependente de ions
sodio e também sensivel a temperatura. Contudo, a corrente ibnica que pode ser
gerada apos o transporte ndo o é. O transporte utiliza o gradiente ibnico de ions
como o Na*, H" e K* como fontes de energia livre (Billups et al., 1996, Zerangue e
Kavanaugh, 1996; Levy et al., 1998b). Os diferentes transportadores também
apresentam estequiometrias diferentes para o processo de transporte: o EAAT1
carreia 3 ions Na*. Os EAATs 2 e 3 carreiam 3 ions Na® e 1 H*, enquanto os EAATs

4 e 5 carreiam 2 ions Na* para o interior celular (Zerangue e Kavanaugh, 1996).
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Estudos com transportadores humanos clonados, expressos em células COS-7,
mostraram afinidades diferentes entre os EAATs. EAAT 1, 2 e 3 pussuem valor de
Km de 48, 97 e 62uM, respectivamente (Arriza et al., 1994) e 20, 18 e 29uM quando
expressas em oocitos de Xenopus (Arriza et al., 1994; Kanai et al., 1994). Ainda em
o6citos de Xenopus, transportadores EAAT1 e 2 de ratos e EAAT3 de coelhos,
apresentaram K, de 11, 17 e 12uM e transportadores EAAT4 de humano e de ratos
Km de 3.3 e 1.3uM, respectivamente (Kanai e Hediger, 1992; Klockner et al., 1993;
Fairman et al., 1995; Levy et al., 1998b; Lin et al., 1998).

A primeira evidéncia de que o transporte de glutamato seria mais complicado do
que simplesmente mobilizar glutamato e ions para uma determinada direcdo surgiu
em estudos em cones da retina de salamandra. Foi observada a geracdo de uma
corrente de CI', dependente de ions Na’. A principio achava-se que o transporte
poderia ativar ou estar associado a um canal de CI" (Sarantis et al., 1988). Hoje,
porém, sabe-se que o proprio transportador funciona como um canal de anions
(Sonders e Amara, 1996; Fairman e Amara, 1999; Seal e Amara, 1999). Esse fluxo
de cloreto € termodinamicamente independente do processo de transporte (Fairman
et al., 1995; Arriza et al., 1997; Wadich e Kavanaugh, 1998). Apesar da presencga de
Na® ser fundamental para que o transporte e a condutancia aos anions ocorra, o
inverso nao € verdadeiro, ou seja, a auséncia de anions no meio nao influencia no
processo de transporte. Sob condi¢des em que o transporte liquido de glutamato
nao € esperado, a condutancia ibnica continua a acontecer. Além disso, a
temperatura influencia muito mais o transporte de glutamato do que o influxo de
anions. Essa observagcao corrobora o conceito de que os anions passem pelo

proprio transportador em vez de por um canal ativado pelo transporte. Essa
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propriedade supracitada € muito mais proeminente em EAATs 4 e 5 e quase nao
existente em EAAT 2, pelo menos na presenga de aminoacidos fisiologicamente
relevantes (Billups et al., 1996). Ainda ndo estad claro quais sdo as fungdes e
consequéncias do influxo de ions CI', porém estudos em retinas de salamandras
mostraram que a presengca de ions na parte citoplasmatica pode diminuir a
velocidade de transporte, pois lentificam a taxa de mudanga conformacional da
proteina do estado “out” para o estado “in” (Auger e Attwell, 2000). O EAAT 4 tem
uma condutancia a prétons, ativada por acido araquiddnico e glutamato (Fairman et
al., 1998; Tzingounis et al., 1998). Além disso, foi descrito uma permeabilidade a
cations constitutiva em EAAT 1 de humanos, e ndo de EAAT 2, dependente de ions
CI" (Vandenberg et al., 1995). O ciclo de captagado de glutamato € um ciclo lento,
com duragdo aproximada de 60 a 80ms (Wadiche e Kavanaugh, 1998; Auger e
Attwell, 2000), apesar de um ciclo de 11.6ms a 36°C ja ter sido descrito (Bergles e
Jahr, 1998). Essa hipotese pode ser explicada com a teoria da heterotroca, uma vez
que ja foi descrito para GLT-1, por exemplo, a saida de *H-glutamato de lipossomos,
quando na presenga de L-trans-pirrolidina-2,4-dicarboxilato (PDC), um inibidor
competitivo do transporte (Volterra et al., 1996). Essa liberacdo de *H-glutamato
ocorreria por heterotroca e nao por transporte propriamente dito, o que justificaria a
observagcdo de um ciclo mais rapido. O ciclo de transporte de glutamato ja foi
descrito em varios tipos celulares e em varios membros da familia dos EAATSs.
Neurbnios de Purkinje, que expressam grandes quantidades de EAAT4, apresentam
uma corrente de anions menor do que os outros subtipos, que nao parecem diferir
entre si (Auger e Attwell, 2000; Otis e Kavanaugh, 2000). Além disso, o

transportador GLT-1 parece ser mais eficiente do que o GLAST, uma vez que a
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probabilidade de uma molécula de glutamato ligada ser transportada € maior do que
a probabilidade dessa molécula se desligar e nao ser transportada. Parece que no
GLAST essa relagao nao € favoravel, ou seja, € mais provavel que a molécula se
desligue a ser transportada (Wadiche e Kavanaugh, 1998). Apesar de ser o GLT-1 o
grande responsavel pela captacdo de glutamato exdégeno (Tanaka et al., 1997;
Danbolt 2001; Huang et al., 2004a,b; Yi e Hazell, 2006), o EAAT4 apresenta uma
afinidade maior para glutamato (Arriza et al.,, 1994; Fairman et al., 1995) além de
uma corrente de anions maior e menor sensibilidade a inibidores derivados do acido
kainico (Bridges et al., 1999). Os primeiros estudos sobre captagdo de glutamato
mostraram que esse processo era completamente independente de qualquer
sistema de transporte, como o de glicina, GABA, catecolaminas e etc. (Logan e
Snyder, 1971 apud Danbolt, 2001). Isso exigiria um sistema com uma certa
seletividade para L-glutamato, porém néao tdo seletivo assim, uma vez que D- e L-
aspartato e L-cisteato também s&o reconhecidos pelos transportadores. Hoje existe
uma variedade de moléculas capazes de inibir e/ou competir pelo transporte de
glutamato. O que garante a capacidade do glutamato de ativar sitios completamente
diferentes em receptores, transportadores e enzimas € a flexibilidade da molécula.
Existem estados conformacionais pouco menos provaveis do que o estado de menor
energia a temperatura ambiente. Isso significa que boa parte do tempo, o glutamato
possa ser encontrado numa conformagdo de maior nivel energético, diferente da
esperada (Bridges et al., 1991, Bridges et al., 1999; Brauner-Osborne et al., 2000).
Dentre os mais diversos inibidores estdo o dihidrokainato e kainato, além de
agonistas de receptores KA que sao bloqueadores especificos de EAAT2 (Arriza et

al., 1994); L-trans-pirrolidina-2,4-dicarboxilato (trans-PDC), inibidor competitivo de
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todos os transportadores; Threo-3-hidroxi-aspartato (THA), inibidor competitivo de
todos os EAATs, exceto o EAATS (Bridges et al.,1999; Shimamoto, 2000); e o
composto DL-Threo-B-benzoxiaspartato (TBOA) que foi primeiramente caracterizado
como o inibidor ndo competitivo mais potente para o EAAT2 (Fig 12) (Lebrum et al.,
1997; Shimamoto et al., 1998). Mais tarde verificou-se a agdo do composto em todos
os subtipos de EAATSs, e que a forma L ainda € mais potente do que a forma D
(Shimamoto et al., 2000). O termo inibidor ndo deve ser mal interpretado, uma vez
que existem inibidores n&do competitivos e competitivos. Esses ultimos néao
atrapalham a maquinaria de transporte, sao transportados e podem gerar liberagao
de aminoacidos excitatérios por heterotroca, como por exemplo o composto PDC,
que pode provocar excitotoxicidade por induzir liberagao de glutamato e aspartato
por heterotroca (Bridges et al., 1991; Blitzblau et al., 1996; Volterra et al., 1996, Stutz

et al., 2007).
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Fig. 12 - Analogos de glutamato e aspartato. As moléculas estao representadas na
forma nao protonada e nomeadas de acordo. Retirado de Danbolt, 2001.
1.2.5.1.3 Transportadores de baixa afinidade

A captacao de baixa afinidade apresenta K, proximo a 500uM (Danbolt, 1994) e
ao contrario da captacao de alta afinidade é independente de ions Na®, sensivel a D-
Glutamato e a L-homocysteato (Benjamin e Quastel, 1976; Cox et al., 1977). Esse
processo parece acontecer para suprir as necessidades metabdlicas das células
mas ainda é pouco caracterizado. Recentemente foi verificado que um transportador
de aminoacidos neutros, o ASCT2, é capaz de transportar glutamato na sua forma

protonada, com K, de 1.6 mM.
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1.2.5.1.2.1 Sistema independente de sddio e trocador glutamato-cistina

Sistemas de transporte independentes de Na® e dependentes de CI foram
descritos em tecidos e em células em culturas (Erecinska e Silver, 1990; Balcar e Li,
1992). Entretanto o principal sistema independente de sddio conhecido € o trocador
glutamato-cistina. Cistina € a forma oxidada de cisteina (Cys-S-S-Cys) e esse
transporte ja foi demostrado em cultura de células (Bannai e Kitamura, 1980, 1981;
Cho e Bannai, 1990). Esse transporte utiliza o gradiente de glutamato através da
membrana como forca motriz para importacdo de cistina, que € utilizada na
formagdo de glutationa reduzida (GSH) (Cooper e Kristal, 1997; Dringen, 2000).
Elevacao da concentragdo extracelular de glutamato inibe a captagao de cistina e
pode ser um dos fatores que contribuem para o estresse oxidativo em situagdes que
levam a um aumento de glutamato exégeno (Murphy et al., 1989; Cho e Bannai,
1990; Murphy et al., 1990). O transporte de cistina também acontece em células
endoteliais e em eritrocitos (Ohtsuka et al., 1988; Miura et al.,, 1992). O cérebro
possui diversos transportadores de cistina e, em sinaptossomos, a captacao de
cistina é realizada por 3 sistemas diferentes: um com K, 463uM, outro com K
6,9uM e um terceiro de K, 327uM (Flynn e McBean, 2000). A expressdo do
transportador glutamato-cistina em tumores pode estar associada com a liberagao
frequente de glutamato e isso representar um possivel mecanismo pelo qual as
células tumorais, e também macréfagos e microglia, induzem a morte nos neurdnios

vizinhos (Piani e Fontana, 1994; Ye et al., 1999).
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1.2.5.1.2.2 Trocadores de baixa afinidade
Trocadores de baixa afinidade de glutamato — ascorbato/glicina e GABA ja foram
descritos, porém pouco caracterizados (Bonanno et al.1993,1994; e para revisao ver

Bonanno e Raiteri, 1994).

1.2.5.2 Carreadores intracelulares
Uma vez no citoplasma, o glutamato é distribuido para as organelas por

carreadores intra-citoplasmaticos.

1.2.5.2.1 Transporte glutamatérgico mitocondrial

A maioria das enzimas para as quais o glutamato é substrato possui localizagao
mitocondrial. Em concordancia com esse fato, a mitocondria possui dois sistemas de
captacdo do glutamato citosdlico: um simporte préton-glutamato e um antiporte
glutamato-aspartato (Kramer e Heberger, 1986; Kramer e Palmieri, 1989). Esses

transportadores sao muito diferentes dos membranares.

1.2.5.2.2 Transporte glutamatérgico vesicular

Nos terminais sinapticos, o glutamato é carreado para dentro das vesiculas e
utilizado como neurotransmissor. Apesar da evidéncia do glutamato ser estocado em
vesiculas ter sido obtida ha 25 anos atras (Disbrow et al., 1982) os transportadores
vesiculares VGLUTs s6 foram descobertos anos depois (Ni et al., 1994; Bellocchio et
al., 1998, 2000; Takamori et al., 2000). Como acontece para outros
neurotransmissores, a captagao vesicular de glutamato é dirigida por um gradiente

de proétons, criado pela acdo de uma ATPase. O VGLUT, como é chamado o
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transportador vesicular, apresenta baixa afinidade para L-glutamato (K., cerca de 1-
3mM) (Takamori, 2006), porém é altamente seletivo para essa molécula, pois ainda
nao foi verificado carreamento de aspartato ou mesmo de D-glutamato por essa
proteina. O transporte, ao contrario do membranar, é independente de sddio e
potassio e pode ser estimulado por baixas concentragdes de cloreto (Disbrow et al.,
1982; Naito e Ueda, 1983, 1985; Fykse et al., 1992). Existem artigos contrarios a
essa idéia e que descrevem a localizagao de aspartato nas vesiculas sinapticas por
microscopia eletrénica. (Gundersen et al., 1998 e Gundersen e Strom-Mathisen,
2000). O transporte para dentro da vesicula acontece gragcas ao gradiente de
protons gerado pela H*-ATPase vesicular, que bombeia protons para o interior da
vesicula e o fluxo desses ions para fora geram a energia necessaria para o
transporte de glutamato para o interior, fazendo a concentragdo desse aminoacido
chegar a 0.1M (Moriyama et al. 1990; Tabb et al. 1992). Existem 3 tipos de
transportadores vesiculares VGLUTs. VGLUT 1 e 2 s&o largamente expressos em
neurénios glutamatérgicos pelo cérebro e retina. VGLUT3 € expresso em neurdnios
que nao sao primariamente glutamatérgicos (Gras et al., 2002) e também foi descrito
em dendritos de alguns neurdnios (Hertz, 2006), o que pode contribuir para a

liberagao nao-sinaptica de glutamato.

1.2.6 Importancia da depuragao de glutamato

O equilibrio entre as taxas de liberagao e captagao do glutamato mantém os niveis
fisioldgicos no meio extracelular. Condi¢gdes patolégicas como isquemia, andxia e
hipoglicemia s&o caracterizadas por alteragées no metabolismo neuronal, resultando

numa baixa producéo de ATP. Sem ATP, a bomba de Na*/K" n&o funciona e eleva-
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se o nivel intracelular de Na®, o que dificulta a acdo do transportador que é
dependente do simporte de ions Na’. Esse fato gera um desequilibrio na taxa
liberagao/captagao e consequente aumento dos niveis extracelulares de glutamato,
que podem ser lesivos dependendo da concentragao extracelular atingida e do
tempo de exposicdo das células ao neurotransmissor. A ativagdo exagerada de
receptores ionotropicos, principalmente dos receptores do tipo NMDA e consequente
entrada de ions Ca®" leva a geragao de radicais livres, contribuindo para o dano
tecidual (Pellegrini-Giampietro 1994; Mitani e Tanaka 2003). Esse dado foi
comprovado pelo efeito neuroprotetor exercido pelo antagonista do receptor NMDA
(MK-801) na presenga de grandes concentracbes de glutamato (Choi, 1992). O
aumento da concentragéo extracelular de glutamato e consequente excitotoxicidade
parece estar envolvido em diversas doengas neurodegenerativas, como mal de
Alzheimer e a esclerose lateral amiotrofica. Entretanto o excesso da funcido de
transporte pode levar a situagdes de baixa sinalizagao glutamatérgica, por exemplo
nos casos de esquizofrenia (Carlsson e Carlsson , 1990; Rothstein, 1995; Carlsson
et al., 1999; Ingram et al., 2000). Atualmente os principais alvos farmacolégicos para
a disfungdo da sinalizagdo glutamatérgica sdo os receptores de glutamato.
Entretanto, pesquisas recentes tentam modular a atividade de transportadores como
uma estratégia para regular e permitir uma correta sinalizagédo excitatéria (Grewer e
Rauen, 2005). Todo glutamato presente no citoplasma neuronal é rapidamente
sequestrado e estocado em vesiculas para consequente liberagado. A presenca de
sistemas de transportes influencia ndo somente o término da sinalizagao excitatoria,
mas também a quantidade de glutamato disponivel no terminal pré-sinaptico, sua

difusdo, o acesso desse neurotransmissor a receptores extrasinapticos e sua
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reciclagem, pois todo glutamato glial entra no ciclo glutamato-glutamina (Rauen e

Wiessner, 2000; Bridges e Esslinger, 2005).

1.3 Sistema aspartérgico
1.3.1 Consideracdes estéreo-quimicas sobre D-aminoacidos

A configuracéo do carbono a (Ca) € fundamental para todos os sistemas vivos. Os
aminoacidos presentes em proteinas, exceto glicina, sdo ativos opticamente e
possuem a mesma configuragcdo estereoquimica do atomo de Ca. O prefixo L,
presente no inicio da nomeclatura desses aminoacidos vem de mais de 1 século e
meio atras, quando Luis Pasteur, em 1851, observou que a asparagina, o primeiro
aminoacido natural descoberto por Vauquelin e Robiquet em 1806 possuia a
capacidade de desviar a luz plano polarizada para a esquerda, levando entdo o
nome de levogira (Vauquelin e Robiquet em 1806; Pasteur 1851, revisto em
D’Aniello, 2007). Partindo do mesmo principio, substancias capazes de desviar para
a direita a luz plano polarizada, receberam o nome de destrogira, e a letra D no
inicio do nome. Por ndo conseguirem detectar niveis de D-aminoacidos em plantas
ou animais até a segunda metade do século 20, achava-se que apenas aminoacidos
na forma L eram biologicamente ativos. Com a melhora de métodos enzimaticos e
técnicas de cromatografia de alta performance (HPLC), aminoacidos na forma D
foram descritos em bactérias, fungos, animais invertebrados e vertebrados (Meister,

1965; Corrigan, 1969).
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1.3.2 Producédo de D-aspartato

L-aspartato é convertido a D-aspartato pela acdo da enzima aspartato racemase
(Watanabe et al., 1998; Abe et al.,, 2006). L-aspartato pode ser produzido por
aminotransferases que transferem o grupamento amino para o oxaloacetato, que é
um intermediario do ciclo de Krebs (Hassel e Dingledine et al., 2006). D-asp pode
ser formado por degradacgéo de proteinas que contenham residuos de D-asp, ou por
isomerizagao espontanea de L-asparagina e L-aspartil, que além de D-asp geram

um residuo de isoaspartil (Fujii, 2002; Clarke, 2003; Homma, 2006).

1.3.3 D-aspartato em tecidos animais

D-aspartato estd amplamente distribuido em tecidos animais e ja foi descrito em
moluscos (D’Aniello e Giuditta, 1977; D’Aniello e Giuditta, 1978; D’Aniello, 1995),
anfibios (Raucci et al., 2005), répteis (Assisi et al., 2001) e no cérebro de galinhas
(Neidle e Dunlop, 1990), dentre outros. Além disso, também foi descrito em sistemas
neuroenddcrinos de camundongos (Morikawa et al., 2001), ratos (Masuda et al.,
2003) e humanos (D’Aniello et al., 1998b). Em paralelo com estudos bioquimicos,
foram realizadas imunomarcacgdes utilizando o anticorpo contra D-asp, confirmando
sua presenca no cérebro de ratos (Wang et al., 2000) e também na retina (Lee et al.,
1999), indicando que o D-asp possui uma participacdo no sistema nervoso e

também no sistema enddcrino.

1.3.4 D-asp como precursor de NMDA
Recentemente foi demonstrado a presenca de NMDA no sistema neuroenddécrino

(D’Aniello et al., 2000a,b). NMDA sintético estimula os receptores ionotrépicos de
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glutamato do tipo NMDA e no sistema enddcrino esta envolvido com a liberagcéo de
hormdnios do hipotalamo e da hipdfise. Ja foi descrito que NMDA é capaz de induzir
a liberacdo de hormonio luteinizante (LH) (D’Aniello et al., 2000a; Pampillo et al.,
2002a), Hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH) (Gay e Plant, 1987), PRL
(Downing et al., 1996; D’Aniello et al., 2000b). Ha indicios de que NMDA seja
produzido in vivo e in vitro e que o precursor para a formagao dessa molécula seja o
préprio D-asp, através da acdo da NMDA metiltransferase (D’Aniello et al., 2000b;

D’Aniello, 2007).

1.3.5 Liberacdo de D-asp

Até o momento, as células mais bem estudadas quanto a liberacdo de D-asp séo
as células PC12. Ao contrario da liberagdo de dopamina, a liberacido de D-asp é
insensivel a blogueadores de canais de Ca?* ou silenciamento de proteinas
relacionadas com a fusdo de vesiculas. Nessas células ocorre um efluxo
citoplasmatico continuo, que nao parece ser causado por reversdo do transporte
induzido por glutamato. Ocorre também uma liberagdo induzida por abertura de
canais de anions sensiveis a volume, discutidos posteriormente no texto (Koyama et
al., 2006; Homma 2006). Quando as células PC12 sdo submetidas a um meio
hipoténico, altas quantidades de D-asp sdo liberadas por esses canais, que se
abrem frente a esse estimulo (Fig 13 A e C). Bloqueadores desses canais inibem a
liberagao de D-asp. Uma variagao espontanea das células PC12 da origem aos tipos
chamados MPT1 e 2068 (Ramachandran et al., 1993; Zheng et al., 1996). Ambos
tipos de células possuem transportadores para glutamato e sdo capazes de captar

D-asp exdégeno (Adachi et al., 2004). Células 2068 pré-incubadas com '*C-D-asp,
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promovem uma liberagdo de forma dependente de Ca?*, estimulada por KCI ou
iondforo de Ca®*, sugerindo uma possivel via exocitética (Fig 13 B e D) (Long et al.,

2001).

B)

PC12 MPT1

(_‘ transportador de glutamato

? =)

substrato ou inibidor

» D-aspartato
endogeno

Fig 13 — Diversas formas de liberacdo de D-asp em células PC12 e seus sub-
clones. Modificado de Homma, 2006.
1.3.6 D-aspartato e o sistema nervoso central

Na retina de embrido de galinha, ocorre uma concentragédo transiente de D-asp
durante o dia embrionario 13 e 14 (aprox 245 nmol/g de tecido e 600nmol/g de
tecido, respectivamente). Apds esse estagio, a concentracdo dessa molécula cai
drasticamente (aprox 30nmol/g de tecido) e permanece nesse patamar até o
nascimento do pinto (Fig 14) (Dunlop et al., 1986; Hashimoto et al., 1993; Neidle e
Dunlop, 1990). Esse fendbmeno também ocorre no cérebro e retina de mamiferos. No
cérebro atinge aproximadamente 300nmol/g de tecido em embribes de rato de 17 a
19 dias, e apos esse periodo cai para 20nml/g de tecido. A concentragado de D-asp
na retina de mamiferos ndo atinge o pico durante a vida embrionaria, mas sim no

periodo de 5 a 7 dias apds o nascimento e depois decai (Dunlop et al., 1986; Neidle
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e Dunlop, 1990). O pinto nasce com o sistema visual completo, o que acontece
cerca de 6 dias ap6s o pico de D-asp (Okuma e Abe, 1994).

Em diversos animais, a concentragcdo de D-asp se equipara com a de outros
aminoacidos excitatorios, como L-Glu, e pode participar ativamente da fisiologia da
visdo (D’Aniello 2007). Essa idéia é corroborada pelo estudo com retinas de Sépia
officinalis (D’Aniello et al., 2005), que mostraram que os niveis de D-asp diminuem
quando o animal é deixado no escuro e esse fato é revertido se o animal volta a ser
exposto a luz. Além disso, enzimas participantes da via de formacao de degradagao

de D-asp também sofreram alteragdes com a mudanca de claro e escuro.

D-asp no embrino de galinha D-asp no rato neonatal
Retin:
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Fig 14 — Concentragao de D-asp no embrido de galinha e no rato pos-natal. Painel
da esquerda: Pico de D-asp durante o desenvolvimento da retina e do cérebro em
embrides de galinha. Painel da direita: Pico de D-asp na retina de ratos durante o
desenvolvimento. Modificado de D’Aniello 2007.

Contudo, diversas observacdes foram feitas e fortalecem a idéia de uma

participacdo de D-asp na sinalizagao do processo visual, séo elas:
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1- Na retina de peixe dourado D-asp € capaz de potencializar a resposta de L-

glutamato a luz em 15 vezes (Ishida e Gordon, 1981).

2- D-asp é um ativador seletivo do receptor de NMDA (Cha et al., 1986; Kubrusly et

al., 1998).

3- D-asp € captado pelos transportadores de glutamato dependente de sdédio

(EAATSs) (Kanai e Hediger, 1992; Danbolt 2001).

4- Liberagao de D-asp enddgeno ou H-D-asp de fatias de cerebelo ou culturas de
astrécitos é induzida por estimulo despolarizante de K* e dependente de ions Ca**
(Davies e Johnton, 1976; Malthe-Sorenssen et al., 1979; Levi et al., 1982, Hopainen

e Kontro, 1990).

5- Estudos com microscopia eletrébnica demonstraram marcagao para L-asp dentro

de vesiculas sinapticas (Gundersen et al., 1998).

6- Ha expressao de D-aspartato oxidase (D-aspO) em varias regides do SNC como
hipocampo e cértex, e ela pode inativar o D-asp liberado sinapticamente (Wolosker

et al., 2000).

7- Na retina de galinha, células bipolares, células da camada plexiforme interna e

células amacrina sdo imunopositivas para L-aspartato (Calaza et al., 2001).
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1.3.7 D-asp e o sistema endocrino

No animal adulto, a molécula de D-asp encontra-se em niveis elevados no sistema
endoécrino, estando presente na adeno-hipofise e glandulas pineal, hipdfise e
adrenal, além dos testiculos (Hashimoto e Oka, 1997; Furuchi e Homma, 2005;
D’Aniello 2007).

Na glandula pineal, D-asp encontra-se no citoplasma das células parenquimais, os
pinealdcitos, responsaveis pela produgao de melatonina, sugerindo uma participagao
de D-asp nesse processo. Especificamente, D-asp inibe a liberagao de melatonina
induzida por noradrenalina em pinealdcitos em cultura (Takigawa et al., 1998; Ishii et
al., 1998).

Na hipofise, D-asp concentra-se muito mais na regido anterior e estudos de co-
localizacdo com prolactina mostraram a presenca de D-asp nas células produtoras
de prolactina além do aumento de marcagao estimulada por estrogénio. Essas
células provavelmente produzem seu proprio D-asp pois ndo sao capazes de captar
essa molécula do meio, por ndo expressarem transportadores (Lee et al., 2001).
Além disso, estudos com células em cultura derivadas de um tumor na hipdfise,
chamadas GHj;, mostraram que uma parcela dessas células é capaz de secretar
prolactina, assim como também é capaz de produzir D-asp. A incubacdo dessas
células com D-asp exdgeno aumentou a produgado desse hormdnio. Esses dados
sugerem que o D-asp produzido pode atuar de forma autdcrina ou paracrina e
promover a produgdao hormonal de prolactina (Long et al., 2000; D’Aniello et al.,
2000b, Pampillo et al., 2002b). Outros hormdnios como GH, ACTH e TSH nao

sofreram alteracéo pela adicdo de D-asp.
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A concentracdo de D-asp na glandula adrenal atinge um pico em ratos de 3
semanas, seguido de um rapido declinio (Hashimoto et al., 1995). Durante o periodo
de pico encontramos maior marcacao para D-asp nas camadas mais internas do
cértex adrenal e nenhuma na regido mais externa. Algumas células dessa regiao
sao capaz de captar D-asp, pois injegdes intraperitoneais de D-asp aumentam a
marcagao para esse aminoacido. Além disso, o padrdo de expressdo de D-asp na
glandula adrenal durante o desenvolvimento coincide com o padrao de expressao de
transportadores de glutamato no mesmo tecido (Lee et al., 2001; Furuchi e Homma,

2005).

1.3.8 Depuragao e degradacgao de D-asp

Uma vez captado pelos transportadores membranares, o D-asp concentra-se no
citoplasma e pode ser degradado. Mamiferos possuem uma enzima chamada D-
aspartato oxidase (D-aspO), uma proteina dependente de flavina-adenina-
dinucleotideo localizada em peroxissomos que cataliza a deaminagao oxidativa
desse aminoacido, gerando oxaloacetato, perdxido de hidrogénio e ions aménio.
Essa enzima parece ndo ser especifica para D-asp, pois D-glutamato e NMDA
também s&o reconhecidos e oxidados (Furuchi e Homma, 2005). Essa enzima

encontra-se principalmente nos rins, figado, cérebro e hipdfise (Schell et al., 1997).
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2 Objetivos:

o Caracterizar bioquimicamente o processo de liberagdo de D-asp na retina de
galinha; as moléculas capazes de induzir, modular e/ou bloquear o processo de
liberacao.

o Verificar a liberagao de D—asp em diferentes tipos de cultura de células.

o Comprovar que tal processo ocorre de forma enddgena, sem adigao de aspartato

exdgeno.
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3 Materiais e Métodos
3.1 Materiais

Glutamato foi obtido de California Co. for Biochemical Research (Califérnia, EUA).
Glicina foi obtida da Invitrogen (Califérnia, EUA). Veratridina, cisteina, D-aspartato,
dopamina, adenosina, MK-801, DNQX, picrotoxina, estriquinina, Hepes, PPO,
POPOP e fibra de vidro <2.3 ym foram obtidos da Sigma-Aldrich/RBI Chem. Co.
(Missouri, EUA). [2,3-°H]-D-asp 0.25 mCi foi obtido da Amersham Bioscience
(Buckinghamshire, Inglaterra). Meio minimo essencial (MEM) e meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) foram obtidos da GIBCO™ (Nova York, EUA). Soro
Fetal Bovino (SFB) Seromed® foi obtido da Soralis Ltda (Mato Grosso do Sul, Brasil).
Tripsina foi obtida da Worthington Biochemical Co. (Nova Jersey, EUA). Placas de
cultura da Corning® (Nova York, EUA), exceto para culturas de glia, que eram da
TPP® (Trasadingen, Suica). Kit CytoTox 96° Non-Radioactive Cytotoxicity Assay da
Promega (Wisconsin, EUA). Todos os outros reagentes foram de pureza analitica.
Retinas de pinto em diferentes idades foram utilizadas para o desenvolvimento do
trabalho. Os embrides foram estagiados de acordo com Hamburguer e Hamilton
(1951). Os ovos de galinha (Gallus domesticus) foram obtidos de uma granja local.
Os animais foram decapitados e seus olhos enucleados. A retina foi retirada e
utilizada de diferentes maneiras, de acordo com os protocolos experimentais e as
substancias testadas.

Os procedimentos para uso de animais estavam de acordo com o guia para
manipulagéo e uso de animais de laboratério do National Institute of Health (NIH) e
aprovado pela comissdo de manipulagao de animais do Instituto de Biofisica Carlos

Chagas Filho (IBCCF), da Universidade federal do Rio de Janeiro (UFRJ).



3.2 Solugdes

3.2.1 Solucao Hanks, pH 7,4:

Soluto Concentracgao final
NaCl 128mM
CaCl, 3mM
KCI 4mM
MgCl, 1mM
Hepes 20mM

3.2.2 Solugédo Hanks sem Na*, pH 7 ,4:

Soluto Concentragao final
Tris-HCI 128mM
CaCl, 3mM
KCI 4mM
MgCl, TmM
Hepes 20mM

3.2.3 Solucdo Hanks sem Mg**, pH 7,4:

Soluto

Concentragao final
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Tris-HCI 128mM

CaCl, 3mM
KCI 4mM
Hepes 20mM

3.2.4 Solucdo Hanks sem Ca?*, pH 7,4:

Soluto Concentragao final
Tris-HCI 128mM
MgCl; 10mM
KCI 4mM
Hepes 20mM

3.2.5 Salina sem Ca** e sem Mg** (CMF):

Soluto Concentracgao final
NaHCO3 9.4mM
NaCl 131mM
KCI 4.1mM
Fosfato de sédio 0.92mM

dibasico
Fosfato de fosfato 0.45mM
monobasico

Glicose 12.2mM
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3.2.6 Tampéao borato, pH 9:

Soluto Concentracao final

Ac. Bérico 400mM

pH ajustado com NaOH.
Liquido de Cintilacdo: 4g de PPO + 0.1g de POPOP, diluidos em 1litro de tolueno.
Derivatizante: 1mg de o-phtaldialdeido + 1mg de boc-cys diluidos em 100ul de

metanol.

3.3 Procedimentos
3.3.1 Obtencao de cultura mista, enriquecida de neurdnio e purificada de glia, de
embrido de galinha.

Retinas de embrido de 9 dias (E9), dissecadas dentro do fluxo laminar para garantir
o ambiente estéril, eram separadas dos demais tecidos oculares em CMF e
dissociadas quimicamente com tripsina 0.05% por 12 minutos, a 37°C. Em seguida
era realizada uma centrifugacao rapida de 500 x G e o sobrenadante era descartado.
A preparagao era ressuspendida em meio de cultura e as células plaqueadas em
densidades especificas para cada tipo de cultura. Todo o meio era trocado a cada
dois dias e as culturas mantidas numa estufa a 37°C em atmosfera de 95% de ar e

5% CO..

3.3.1.1 Cultura mista densa: 3.10° de células/cm?. O meio utlizado era MEM com 5%

de soro fetal bovino (SFB).
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3.3.1.2 Cultura enriquecida de neurdnio: 3.10° de células/cm?®. As placas eram
previamente tratadas com poli-L-lisina por 2h, lavadas com agua estéril 3 vezes e

secadas a 37°C. O meio utilizado era MEM com 1% de SFB.

3.3.1.3 Cultura purificada de glia: 6.10° de células/cm?®. Apos atingir confluéncia,
cerca de 2 semanas apos o plaqueamento, as culturas eram tratadas com acido
ascorbico 4mM por 3h. Depois 0 meio era trocado e a cultura era mantida por mais 6

dias e utilizadas para experimentagao. O meio utlizado era DMEM com 10% de SFB.

3.3.4 Experimentos de liberagdo de *H-D-asp.

Embrides de 13 dias (E13) e animais pds-eclosdo eram decapitados e suas retinas
dissecadas em CMF, a temperatura ambiente. As retinas eram cortadas em
explantes (pequenos pedacgos), centrifugadas por 15 segundos e transferidas para
uma placa de cultura de 35mm com 1 mL de meio MEM + Hepes 20mM contendo
0.2uCi de *H-D-asp. Para experimentos em culturas, apenas retirava-se 0 meio com
soro e adicionava 1mL do meio, como descrito acima. 10uM de D-asp n&o radioativo
era incluido para saturar o transporte de *H-D-asp para dentro da célula. Os
explantes eram incubados, agitando-se a placa a cada 20 min, por 2 horas, a 37°C
para captacao do material radioativo. Terminado o tempo de incubacéo o tecido era
recolhido e transferido para um tubo Falcon onde era acrescido de 2mL de solugao
Hanks 12mM de glicose (Hanks 12), sendo centrifugado e o sobrenadante
descartado. O processo era repetido por mais 5 vezes. Ao fim, o pellet contendo os
explantes era ressuspenso em solugdo Hanks 4mM de glicose (Hanks 4) e distribuido

em pogos proprios com filtros (fibra de vidro, <2.3 um) previamente umedecidos com
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Hanks 4 (do Nascimento et al., 1996). Apds colocar os explantes nos pocos, fazia-se
uma lavagem a cada 5 minutos. Para experimentos em cultura, as lavagens eram
feitas na proépria placa de cultura. As solucgbes trocadas eram coletadas em tubos de
ensaio e depois a radioatividade de cada solugdo, assim como a radiagao que sobrou
no interior das células apds o estudo, era medida utilizando-se um cintilador liquido
modelo Packard 1600 TR, com liquido de cintilacdo. As retinas ao final do estudo
eram coletadas em um eppendorf e acrescidas de 1mL de agua MilliQ. Eram
congeladas e descongeladas 3 vezes para rompimento celular. A radiagao era entao
medida para fornecer os dados de radioatividade total incorporada. Os dados foram
representados graficamente como porcentagem do H-D-asp liberado em funcéo do

total (incorporado pelas células).

3.3.5 Dosagem de D-asp endégeno por HPLC.

O protocolo utilizado foi adaptado de Hashimoto e colaboradores (1992).
Resumidamente, para realizarmos a dosagem de D-asp enddgeno, os explantes
obtidos como descrito no item 4, foram incubados na presenga de glutamato por 10
min. O meio foi recolhido sendo adicionado TCA para uma solugao final a 5%, para
precipitacdo das proteinas. As amostras eram centrifugadas a 10000 x G por 3 min e
o pellet descartado. Lavava-se o sobrenadante com 1ml de éter saturado com agua
(1:1) para cada 100upl da amostra, repetindo-se o procedimento por 3 vezes.
Posteriormente as amostras eram incubadas a 50°C por 5 min para evaporar o éter
residual. Para aplicacdo no aparelho de HPLC, 2ul da amostra eram diluidos em 23l
de agua MilliQ, 30ul de tampao borato, 5ul de padrao acido L-homocisteico (L-HCA)

e 20ul do derivatizante e aplicava-se 20ul da amostra total. Os parametros da
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cromatografia eram: pressao entre 110 e 120, excitacdo da fluorescéncia a 344nm e

emissao a 443nm. 40 min de corrida em fase liquida.

3.3.6 Dosagem de Proteina.

As proteinas das amostras submetidas a analise por HPLC eram dosadas pelo
método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando uma curva padrao de BSA de 2 a
40ug. As amostras eram lidas em um espectrofotdmetro Hitachi U-1500 (Califérnia,

EUA) a 595nm.

3.3.7 Dosagem de LDH.

Para garantirmos que nao ocorria morte neuronal quando estimulavamos as células
com glutamato, experimentos para dosagem de LDH foram realizados. As células
eram incubadas 10 min com glutamato 100uM, e o LDH era dosado 4h depois, de

acordo com o protocolo do kit CytoTox 96° da Promega.

3.3.8 Analise Estatistica.

Os dados foram analisados pelo teste t de student ou por analise de variancia “one-
way ANOVA”, seguido pelo pos-teste de Dunnett, que compara todas as colunas com
a coluna controle. Todas as analises e graficos foram realizados com auxilio do

programa GraphPad Prism 4.
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4 Resultados

Para caracterizarmos a liberacdo de D-asp na retina de galinhas, utilizamos a
técnica de liberacdo de neurotransmisores radioativos. Esta metodologia permite
quantificarmos a liberacdo de neurotransmissores marcados radioativamente com
utiizacdo de aparelhagem especifica. Para a liberagdo de D-asp, usamos o
composto [2,3->H]-D-asp (3H-D-asp), que era previamente incorporado pelas células.
A molécula de D-asp ¢é utilizada para marcacdo do pool citosdlico do
neurotransmissor glutamato. Por ser carreada pelos transportadores EAATS, esse
neurotransmissor entra nas mesmas células que sdo capazes de captar glutamato,
porém mantém-se no citoplasma por ndo ser reconhecido pelos transportadores
vesiculares. Foram utlizados embrides de 13 dias (E13) e animais pds-ecloséo (PE).
O embrido de 13 dias apresenta o pico de concentragdo de D-asp (Dunlop et al.,
1986) e também o pico de liberagdo de *H-D-asp, em resposta ao glutamato.
Entretanto, sistemas neuroquimicos embrionarios podem sofrer inumeras
modificacdes apds o0 nascimento, principalmente na retina, onde ocorre toda uma
adaptacao do sistema visual em resposta ao estimulo luminoso. Varias dessas
mudangas sdo conhecidas, como a maturagdo das células ganglionares apés a
abertura dos olhos (Landi et al., 2007; Xu e Tian, 2007), dentre outras. Para garantir
uma boa realizagao do estudo de liberagao de D-asp na retina de galinha, utlizamos
essas duas idades para os experimentos, levando em conta as diferencgas

neuroquimicas dos dois sistemas.
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4.1 Agentes despolarizantes e a liberagao de *H-D-asp

Inicialmente, procuramos identificar moléculas neuroativas capazes de promover a
liberacdo de °H-D-asp. Possiveis agentes despolarizantes foram os primeiros a
serem utilizados pois seriam os mais provaveis indutores de liberacdo de qualquer
neurotransmissor. Glutamato, veratridina e meio com alta concentracdo de ions K*

foram testados quanto a capacidade de liberarem D-aspartato.
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Fig 15 — Liberacdo de >H-D-aspartato induzida por glutamato. Resumidamente, os
explantes de animais E13 e pds-eclosdo foram lavados 4x com solugdo Hank’s 4,
incubadas com glutamato 2mM por 10min e novamente lavados com Hank’s 4.
Pontos representam a média + SEM. Barra vermelha representa duracdo da
incubacao. N=8.

Ao usarmos o principal neurotransmissor excitatério do SNC, o glutamato,
verificamos a liberagdo de aproximadamente 8% do pool de *H-D-asp incorporado
pelos explantes de retina de E13 de galinha (Fig 15). No animal PE a liberagao
proporcional foi maior, porém a relagao estimulado/basal € menor, uma vez que ja foi

comprovado que retinas de animais adultos captam menos D-asp do que retinas de

animais em idades embrionarias. Veratridina € uma molécula capaz de se ligar e abrir
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canais de sodio voltagem-dependentes, induzindo uma entrada de ions Na* nas
células e facilitando a despolarizagcdo (Cestéle e Catterall, 2000).
Surpreendentemente, a despolarizacdo causada por veratridina ndo foi capaz de

induzir uma liberacado de D-asp radioativo (Fig 16).
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Fig 16 — Efeito da veratridina na liberacdo de D-asp. Liberagao de H-D-aspartato
testada com veratridina 50 e 100uM e induzida por glutamato 2mM (controle
positivo), em explantes de retina de animais E13 e pds-eclosdo. Resumidamente, os
explantes foram lavados 4x com solugdo Hank’s 4, incubadas com glutamato ou com
veratridina por 10min e novamente lavados com Hank’s 4. Pontos representam a
meédia £ SEM. Barra vermelha representa duracao da incubagao N=3.

Utilizamos uma solugédo de Hank’s 4 modificada, com KCI 80mM, para verificarmos a
possivel liberagdo de *H-D-asp. A alta concentragdo de ions K* no meio extracelular
altera o gradiente eletroquimico do ion e forgca sua entrada na célula por canais
ibnicos também levando a uma despolarizacdo celular. Esse protocolo € muito
utilizado para esgotamento do pool de vesiculas de um neurbnio, pois promove

intensa liberagdo vesicular de neurotransmissores (de Lange, 2003). Apesar disso,

nao verificamos liberacdo de *H-D-asp em explantes incubados com KClI, sugerindo
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que eventos de despolarizagado sejam desnecessarios, ou mesmo insuficientes para

induzir uma liberagédo desse neurotransmissor (Fig 17).
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Fig 17 — Efeito do KCI na liberagdo de D-asp. Liberagédo de H-D-aspartato testada
utilizando-se meio com alto K* (80mM) e induzida por glutamato 2mM (controle
positivo), em explantes de retina de animais E13 e pds-eclosdo. Resumidamente, os
explantes foram lavados 4x com solugdo Hank’s 4, incubados com glutamato ou com
meio com KCI 80mM por 10min e novamente lavados com Hank’s 4. Pontos
representam a média + SEM. Barra vermelha representa duragao da incubacdo N=3
para E13 e N=2 para PE.

Moléculas antagonistas de receptores inibitérios, como os de GABA e glicina,
podem provocar uma “desinibicado” do sistema, facilitando a despolarizacdo das
células e a consequente liberagdo de neurotransmissores. Picrotoxina, um alcalbide
antagonista ndo competitivo de receptores GABA,; e estriquinina, uma toxina que

bloqueia receptores de glicina, foram utilizadas para facilitar a despolarizagao celular

e observarmos a possivel influéncia dessas substancias na liberacdo de *H-D-asp

(Fig 18).
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Fig 18 - Efeito da estriquinina e picrotoxina na liberagcdo de D-asp. Liberagao de 3H-

D-aspartato testada utilizando-se picrotoxina (100uM) e estriquinina (100uM), e

induzida por glutamato 2mM (controle positivo), em explantes de retina de animais

E13. Resumidamente, os explantes foram lavados 4x com solugdao Hank's 4,

incubadas com glutamato ou com picrotoxina + estriquinina por 10min e novamente

lavados com Hank’s 4. Pontos representam a média + SEM. Barra vermelha
representa duragao da incubagcao. N=2.

O uso dessas substancias em nada afetou a liberacédo de *H-D-asp, descartando a

hipotese de balango de cargas como possivel indutor da liberagao de aspartato.

4.2 Possivel envolvimento de receptores ionotropicos e/ou metabotropicos de
glutamato no processo de liberagao de *H-D-asp

Como mostrado no tépico anterior, nenhuma das estratérgias utilizadas para induzir
despolarizagédo, além do glutamato, (Fig 15, 16 e 17) foi capaz de induzir uma
liberagdo de D-asp. O proximo objetivo foi desvendar que tipo de sinalizagéo
glutamatérgica estaria envolvida na liberagdo do neurotransmissor de interesse. O
glutamato pode ativar dois tipos de receptores, ionotropicos e metabotropicos. A

ativagdo de receptores ionotropicos leva a entrada de cations e gera uma
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despolarizagado na célula. Outros neurotransmissores sao liberados devido a ativagao
desses receptores. Na retina de galinha, o principal neurotransmissor inibitério,
GABA, é liberado por ativagao desses receptores ionotropicos, principalmente do tipo
NMDA (Kubrusly et al.,, 1998; Calaza et al.,, 2003). Para testarmos o possivel
envolvimento desses receptores no processo de liberacdo de *H-D-asp, utlizamos
agonistas dos receptores AMPA/KA (Kainato) e NMDA (NMDA) (Fig 19), assim como
0 uso de antagonistas nao-competitivos DNQX (AMPA/KA) e MK-801 (NMDA) (Fig
20) na presenca de glutamato. Assim, pudemos verificar se o efeito seria mimetizado
com o uso dos agonistas e/ou bloqueado pelos antagonistas. Para experimentos com
0 agonista e antagonista do receptor de NMDA, a solu¢gdo de Hank’s ndo continha
ions Mg2+ para evitarmos bloqueio do receptor de NMDA e possuia 2mM de glicina

para garantir a presencga do co-agonista desse receptor.
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Fig 19 — Efeitos de agonistas de receptores ionotropicos de glutamato na liberagao
de D-asp. Liberacdo de *H-D-aspartato testada utilizando-se Kainato ou NMDA
(100uM) e induzida por glutamato 2mM (controle positivo), em explantes de retina de
animais E13 e pds-eclosdo. Resumidamente, os explantes foram lavados 4x com
solugdo Hank’s 4, incubados com glutamato ou com os agonistas por 10min e
novamente lavados com Hank’s 4. Pontos representam a média + SEM. Barra
vermelha representa duragao da incubacéo. N=3.
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Fig 20 — Efeito de antagonistas de receptores ionotrépicos de glutamato na liberagao
de D-asp. Liberacéo de *H-D-aspartato induzida por glutamato 2mM na presenga ou
auséncia de DNQX e MK-801 (70 e 5uM, respectivamente), em explantes de retina
de animais E13 e pds-eclosdo. Resumidamente, os explantes foram lavados 4x com
solugdo Hank’s 4 e incubados com glutamato; ou lavados 2x com Hank’s 4, 2x com
os antagonistas e incubados com glutamato 2mM por 10min ainda na presenga dos
bloqueadores. Apds a incubacao, os explantes foram novamente lavados com Hank’s
4. Pontos representam a média + SEM. Barra vermelha representa duragdo da
incubacao. N=3.
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Com estes dados, a hipotese de que a liberacdo de D-asp seria mediada pela
ativagdo de receptores ionotrépicos de glutamato foi descartada. Outras moléculas-
alvo do glutamato poderiam ser as responsaveis por essa sinalizagdo. Por exemplo,
a ativacao de receptores metabotropicos de glutamato poderia levar a uma ativagao
da proteina-cinase dependente de calcio (PKC), aumento dos niveis de IP3 e DAG e
diminuicdo dos niveis de AMPc (Hassel e Dingledine et al., 2006; Pilc e Ossowska,
2007). A acao desses receptores pode regular a liberacdo de neurotransmissores e
até a excitabilidade neuronal. Para descartarmos o envolvimento de receptores
metabotropicos no processo de liberagdo de D-asp, utilizamos um agonista geral de

receptores metabotrépicos (mGIuRs), o frans-ACPD (Fig 21).
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Fig 21 — Efeito do trans-ACPD na liberacdo de D-asp. Liberacdo de *H-D-aspartato
testada utilizando-se trans-ACPD (100uM) e induzida por glutamato 2mM (controle
positivo), em explantes de retina de animais E13. Resumidamente, os explantes
foram lavados 4x com solugdo Hank’s 4, incubados com glutamato ou com trans-
ACPD por 10min e novamente lavados com Hank’s 4. A radioatividade liberada era
medida em um cintilador liquido. N=2.

Como nao verificamos nenhuma atividade do trans-ACDP no processo de liberagao

de *H-D-asp, podemos afirmar que a sinalizagéo glutamatérgica capaz de promover a
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liberacdo desse neurotransmissor ndo ocorre via ativagcdo de nenhuma classe de
receptores (NMDA, AMPA/KA ou metabotrépicos). Outros alvos do neurotransmissor
glutamato sdo os transportadores e trocadores, que podem ter uma importancia no

processo de liberagao de D-asp.

4.3 O trocador glutamato-cistina ndo esta envolvido na liberagao de 3H-D-asp

O principal sistema de transporte independente de sodio € o sistema Xc,
representado pelo trocador glutamato-cistina (Cooper e Kristal, 1997; Dringen, 2000).
O transportador tem alta afinidade por cistina, que é a forma oxidada da cisteina
(Cys-S-S-Cys), e baixa afinidade para a propria cisteina. Em situagdes de alta
concentragcao de glutamato extracelular, esse trocador promove liberacédo de cistina e
captacéao de glutamato, promovendo uma troca, e vice-versa. Uma vez que o D-asp é
reconhecido pelos transportadores do tipo EAAT (Danbolt, 2001), ele poderia
também ser reconhecido por esses trocadores e liberado com um estimulo de alta
cistina extracelular. Apesar de estimular a saida de glutamato, a alta concentragéo de
cistina ou cisteina extracelular ndo levou a um aumento da liberagdo de *H-D-asp,
descartando a possivel participacao desse transportador no processo de liberagao

daquele neurotransmissor (Fig 22).
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Fig 22 — O trocador glutamato-cistina ndo esta envolvido na liberagdo de D-asp.
Liberacdo de >H-D-aspartato testada com cistina e cisteina (1mM) e induzida por
glutamato 2mM (controle positivo), em explantes de retina de animais E13 e pds-
eclosdo. Resumidamente, os explantes foram lavados 4x com solucdo Hank’s 4,
incubados com glutamato ou com cistina ou cisteina por 10min e novamente lavados
com Hank’s 4. Pontos representam a média + SEM. Barra vermelha representa
duracio da incubacgao. N=2.
4.4 Transportadores do tipo EAAT e a liberacdo de *H-D-asp

Em situagbes de isquemia, devido ao colapso dos gradientes ibnicos e
despolarizagao generalizada, ocorre uma reversao dos transportadores, permitindo a
extrusdo de moléculas de neurotransmissor para o meio extracelular. Outro
processo conhecido nessa situacéo € a liberagao de neurotransmissores por canais
que regulam o volume celular (Phillis et al., 1997; Seki et al., 1999; Phillis et al.,
2000). Na retina de aves, a liberacado de GABA ocorre por reversao dos
transportadores do tipo GAT, induzidas por despolarizagcdo mediada pelos
receptores de NMDA (Do Nascimento et al.,, 1996; Kubrusly et al., 1998). O

transporte de alta-afinidade é dependente de ions Na®, e a sua substituicdo por um

composto osmoticamente ativo impediria a sua fungao transportadora. Para isso,
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realizamos a liberacdo de *H-D-asp em uma solugdo de Hank’s modificada, com

Tris-HCI substituindo o NaCl.
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Fig 23 — Efeito da retirada de ions Na* sobre a liberagdo de D-asp. Liberacédo de 3H-
D-aspartato testada utilizando-se glutamato 2mM em meio sem ions Na* e induzida
por glutamato 2mM em meio normal (controle positivo), em explantes de retina de
animais E13 e pos-eclosdo. Resumidamente, os explantes foram lavados 4x com
solucdo Hank’s 4, incubados com glutamato com ou sem Na* por 10min e novamente
lavados com Hank’s 4. Pontos representam a média + SEM. Barra vermelha
representa duracio da incubacgao. N=3.

A auséncia de ions Na* do meio extracelular aboliu completamente a liberacdo de
3H-D-asp (Fig 23), sugerindo uma possivel participacdo de transportadores no
processo. Os transportadores utilizam o gradiente de sédio como for¢a motriz para o
transporte, transportando de 2 a 3 ions Na* para cada molécula de neurotransmissor
(Zerangue e Kavanaugh, 1996). Além disso, esse tipo de liberacdo geralmente é
independente de ions Ca?, ao contrdrio do processo de liberacdo de
neurotransmissores por fusdo de vesiculas. Experimentos realizados em meio sem

Ca?* mostraram que a liberacdo de *H-D-asp independe da presenga desse ion (Fig

24).
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Fig 24 - Efeito da retirada de ions Ca’* sobre a liberagdo de D-asp. Liberagdo de *H-
D-aspartato testada utilizando-se glutamato 2mM em meio sem fons Ca?* e induzida
por glutamato 2mM em meio normal (controle positivo), em explantes de retina de
animais E13 e pods-eclosdao. Resumidamente, os explantes foram lavados 4x com
solugdo Hank’s 4, incubados com glutamato com ou sem Ca®" por 10min e
novamente lavados com Hank’s 4. Pontos representam a média + SEM. Barra
vermelha representa duragao da incubacgdo. N=3.

E relevante ressaltarmos que o processo de liberacdo de neurotransmissores por
acao de transportadores € abolido em baixas temperaturas, uma vez que
transportadores sao proteinas que promovem o deslocamento de neurotransmissores
por consequéncia de mudancgas conformacionais. Em baixas temperaturas, essas
mudancas sao dificultadas, o que compromete a atividade do transportador. A
liberacdo de *H-D-asp na retina de animais E13 e PE foi completamente abolida
quando os explantes eram incubados a 4°C, reforgcando a suspeita de participacédo de
transportadores no processo (Fig 25). Além disso, quando os explantes eram re-
incubados a 37°C, na presenga de glutamato, a liberacdo de 3H-D-asp ocorria

normalmente (dados ndo mostrados)
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Fig 25 — Efeito da temperatura sobre a liberacdo de D-asp. Liberacédo de 3H-D-
aspartato testada utilizando-se glutamato 2mM em baixa temperatura (4°C) e
induzida por glutamato 2mM a 37°C (controle +), em explantes de retina de animais
E13 e pos-eclosdo. Resumidamente, os explantes foram lavados 4x com solugao
Hank’s 4, incubados com glutamato a 4 ou 37°C por 10min e novamente lavados com
Hank’s 4. Pontos representam a média + SEM. Barra vermelha representa duracao
da incubacgao. N=3 para €13 e N=2 para PE.

Os dois ultimos resultados corroboram a idéia de uma possivel participagdo de
transportadores no processo. Esse fato nos levou a outras duas perguntas: esse
transportador seria neuronal ou glial e que tipo de transportador seria? Os
transportadores do tipo EAATs possuem representantes nesses dois tipos celulares.
O tipo 1 e 2 tem expressdao majoritariamente glial, apesar do 2 também ser
encontrado em terminais de neurbnios, enquanto os tipos 3, 4 e 5 possuem
expressao neuronal (Danbolt, 2001; Shigeri et al., 2004). Existem varios inibidores
dos EAATSs, mas o unico que possui um inibidor seletivo € o EAAT2, onde a molécula
de dihidrokainato aparece como um bloqueador competitivo (Arriza et al., 1994). Para

verificarmos se o responsavel pela liberagdo de D-asp na retina de galinha € um

transportador do tipo EAAT, utilizamos o inibidor competitivo PDC [gentiimente
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cedida pelo grupo de neuroquimica do Dr. José Luis do Nascimento, da Universidade
Federal do Para (UFPA)]. Esse inibidor é transportado pelos EAATSs, no lugar de
glutamato e pode levar a liberagcdo de aminoacidos excitatérios por heterotroca
(Bridges et al., 1991; Blitzblau et al., 1996; Volterra et al., 1996). Para respondermos
essa pergunta e também encaminharmos a questao do tipo celular responsavel pela
liberagdo de D-asp na retina, utilizamos como modelo experimental culturas mistas,

culturas enriquecidas de neurdnios e culturas purificadas de glia.
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Fig 26 — A molécula de L-trans-PDC induz liberagdo de D-asp. Liberagdo de *H-D-
aspartato testada utilizando-se L-trans-PDC (200uM) e induzida por glutamato 100uM
(controle +), em culturas de células de retina de animais E9 mantidas por 4 dias in
vitro (E9C4). Resumidamente, as culturas foram lavadas 3x com solugdao Hank’s 4,
incubadas com glutamato ou com L-trans-PDC por 10min e novamente lavadas com
Hank’s 4. Pontos representam a média + SEM. Barra vermelha representa duragao
da incubagao. N=3.

Na retina de aves, a molécula de PDC também foi capaz de promover liberacédo de
D-asp (Fig 26), sugerindo que essa liberagao seja mediada pelos EAATs presentes

na retina.
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4.5 Neurbnios e nao ceélulas gliais sao os responsaveis pela liberagdo de D-asp na
retina

Para verificarmos o envolvimento dos neurdnios e das células gliais no processo de
liberacdo de *H-D-asp, utilizamos o paradigma de cultura de células de retina. Com
os diferentes protocolos de culturas, pudemos acompanhar a participacdo e a
capacidade dos tipos celulares de liberar D-asp para o meio extracelular. Para efeito
de controle positivo, foi realizada a liberagdo de *H-D-asp induzida por glutamato, em
culturas mistas, que contém neurénios e células gliais (Fig 27). Nossos resultados
mostram que, como observado em explantes de retina, *H-D-asp & liberado em
culturas mistas estimuladas com glutamato 100uM, sendo o mesmo observado em
culturas enriquecidas de neurbnios, com niveis de liberacdo semelhantes. Entretanto,
culturas purificadas de glia ndo foram capazes de promover liberagdo desse
neurotransmissor quando incubadas com glutamato 100uM, apenas altas
concentragdes de glutamato (=1mM) foram capazes de induzir alguma liberagcéo de

3H-D-asp nessas culturas.
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Fig 27 — Liberacdo de D-asp em culturas de células. Liberagao de H-D-aspartato
induzida por glutamato 100uM em culturas de células de retina de animais E9
mantidas por 4 dias in vitro (E9C4) para cultura densa e enriquecida de neurbnio e
glutamato 100pM e 1mM em culturas purificadas de glia E9C20. Resumidamente, as
culturas foram lavadas 3x com solugdo Hank’s 4, incubadas com glutamato por
10min e novamente lavadas com Hank’s 4. Pontos representam a média + SEM.
Barra vermelha representa duragao da incubagao. N=3.

Esse resultado comprova que a liberagdo de D-asp é majoritariamente neuronal,
apesar da glia expressar grandes quantidades de transportadores e ser a principal

responsavel pelo depuragcdo de glutamato no SNC, principalmente por agdo do
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transportador GLT-1 (Danbolt et al., 1992; Haugeto et al., 1996). Como mencionado,
a molécula de PDC é um competidor ndo-especifico, sendo reconhecido por todos os
tipos de EAATSs. Esse fato agregado a nao existéncia de inibidores seletivos para os
subtipos de EAATSs dificulta a indicagdo do(s) subtipo(s) de transportadores EAATs

que possam estar envolvidos na liberagcdo de D-asp.

4.6 Dosagem de LDH em cultura de células

A fim de garantirmos que o aumento de radiagao observada € devido a liberagéo e
nao rompimento celular causado por morte e/ou estresse, fizemos um experimento
de dosagem da enzima lactato desidrogenase (LDH). A LDH ¢é liberada em situagées
de morte celular e sua atividade serve como uma medida indireta da morte celular.
Culturas tratadas com 100uM de glutamato por 10 minutos, concentragado capaz de
promover liberacdo de °H-D-asp, tiveram a atividade da enzima quantificada para
verificarmos o possivel efeito téxico dessa concentragdo de glutamato. Como
previsto, a concentragdo de glutamato utilizada nesse intervalo de incubagado nao
parece ser téxico para as células (Fig 28), comprovando que a liberagdo de *H-D-asp

acontece com a célula viavel.
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Fig 28 — Dosagem de LDH em cultura de células. A enzima foi dosada com o kit
CytoTox 96° da Promega. As culturas foram incubadas por 10min com glutamato
100uM e o sobrenadante retirado para dosagem da enzima lactato desidrogenase.
Média £ SD. N=3).

4.7 Liberagédo enddgena de D-asp em retinas de aves, medida por HPLC.

A cromatografia de alta performance (HPLC) permite a separacdo de moléculas e
sua resolugao temporal. Utilizando uma coluna de fase reversa C18 e um protocolo
adaptado de Hashimoto e colaboradores (1992), pudemos separar varios
aminoacidos por hidrofobicidade e resolver cronologicamente essas moléculas. O
protocolo de derivatizacao utilizado permite também a separacao entre as formas D e
L. Explantes de retinas, carregados previamente ou ndo com D-asp, foram incubados

por 10 minutos com glutamato 2mM e o meio sobrenadante foi analisado no aparelho

de HPLC.
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Fig 29 — Liberacdo enddgena de D-asp. Liberagao de D-aspartato endégeno induzida
por glutamato 2mM em explantes de retina de animais E13. Resumidamente, os
explantes foram lavados 3x com solugdo Hank’s 4, incubados com D-asp 10uM
(colunas vermelhas) ou nao (colunas azuis) por 30min, lavados 3x com Hank’s 4 e
depois incubados com glutamato 2mM por 10min. O meio sobrenadante era recolhido
e preparado para inje¢ao no aparelho de HPLC. A proteina total de cada situagao era
dosada para fins de comparacao entre as amostras. N=1.

Os experimentos de liberacdo de neurotransmissores marcados radioativamente
podem gerar artefatos, tendo em vista que a prévia incorporacdo com a molécula
radioativa é requerida para a realizagao da experiéncia. O resultado obtido através de
HPLC comprova que ocorre liberagdo enddégena de D-asp, validando os dados

obtidos nas experiéncias anteriores além de permitir a quantificacdo de D-asp

liberado com o estimulo (Fig 29).
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5 Conclusdes
e Dos neurotransmissores e substancias testadas, apenas o glutamato foi

capaz de induzir a liberagdo de *H-D-asp.

o Agentes despolarizantes nao foram capazes de promover o mesmo efeito.

o Essa sinalizagdo independe da ativagao dos receptores glutamatérgicos,

ionotrépicos ou metabotropicos.

e O sistema de transporte independente de sédio (X;) ndo esta envolvido no

processo de liberagao de *H-D-asp.

e A dependéncia de ions sdédio, influencia da temperatura e independéncia de
ions calcio no processo de liberagdo sugere a participacdo de um sistema de

transporte como responsavel pela liberacéo de *H-D-asp.

e O uso da molécula de PDC reforca a hipétese do envolvimento de

transportadores no processo de liberagao desse neurotransmissor

e A realizagao de experimentos em culturas de células sugere que a liberagao

de *H-D-asp na retina seja majoritariamente neuronal.
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o Comprovamos com experimentos de HPLC que a liberacdo de D-asp induzida

por glutamato ocorre de forma enddgena.

o Nossos resultados sugerem a existéncia de um heterotrocador
glutamato/aspartato na retina, responsavel pela troca de uma sinalizagdo excitatoria

geral (glutamato) por uma sinalizagdo NMDA exclusiva (aspartato).
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6 Discusséao

A liberacdo de *H-D-asp na retina de aves independe da acgdo de moléculas
despolarizantes. O uso de agonistas de receptores ionotropicos de glutamato,
veratridina, KCI, picrotoxina e estriquinina nao tiveram qualquer efeito sobre essa
liberagdo. O fato do KCI, que é amplamente usado como um agente despolarizante
e promotor da liberacdo de neurotransmissores vesiculares ndo apresentar nenhum
efeito sobre a liberacdo de D-asp pode ser um indicio de que essa molécula nao
esteja presente em vesiculas sinapticas e sim dispersa pelo citoplasma, apesar de
existirem trabalhos que observam imunomarcacdo para aspartato dentro de
vesiculas sinapticas (Gundersen et al., 1998). A auséncia de efeito da retirada de
ions Ca®" do meio extracelular sobre a liberagéo de *H-D-asp também contribui para
a conclusdo de que essa molécula nado esteja estocada em vesiculas, ja que
sabidamente a entrada de ions Ca®" é necessaria para a liberagdo exocitética
classica. Dentre os varios neurotransmissores e substancias neuroativas testadas, o
neurotransmissor glutamato foi o Unico capaz de induzir uma liberagao de 3H-D-asp.
Na tentativa de esclarecermos qual a provavel sinalizagdo glutamatérgica
responsavel pela liberagdo de D-asp na retina, utlizamos agonistas e antagonistas
seletivos para os receptores de glutamato. O uso de agonistas e antagonistas de
receptores ionotropicos do tipo nao-NMDA (AMPA e KA) e NMDA (NMDA) néo teve
qualquer influéncia na liberagdo de *H-D-asp, tdo pouco o uso de um agonista de
receptores metabotropicos de glutamato (trans-ACPD). Esse dado sugere que a
sinalizagado promovida pelo glutamato, que é capaz de promover a liberagdo de D-

asp, nao ocorra por ativagao desses receptores, mas provavelmente por ativacado de
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algum outro sitio. Observamos também que retinas de animais pés-eclosao (PE)
sempre apresentaram uma resposta menor a mesma concentragao de glutamato se
comparadas a retinas de animais E13. Esse fato poderia ser causado pela maior
quantidade de matriz extracelular e maior densidade celular na retina adulta, bem
como a maturidade de células gliais que, dentre os muitos papéis desempenhados
dentro do SNC, tem a importante fungdo de regular os niveis extracelulares de
neurotransmissores, principalmente os de glutamato, que em altas concentragdes
pode ser neurotéxico (Choi, 1992). Sendo assim, o glutamato extracelular
adicionado poderia estar sendo absorvido por esse contigente de células gliais e/ou
teria sua difusdo dificultada, ndo chegando ao seu sitio de efeito. Uma outra
hipétese para tentarmos explicar essa diferenca seria o0 menor numero de sitios
ativos de ligagao para essa molécula em idades mais avangadas, por exemplo se
esse alvo sofresse alguma regulagdo durante o desenvolvimento e apresentasse
uma queda na sua expressao em idades adultas: algum tipo de desensibilizagado do
sistema, diminuindo a resposta ao glutamato. A consequéncia disso seria um menor
efeito sobre a liberacdo de °H-D-asp, justamente como é observado. Outra
caracteristica importante € que a liberacdo de *H-D-asp no animal PE parece ter um
basal aumentado em relagao a outras idades testadas. Existem evidéncias na retina
de ratos que a luz é capaz de induzir alteragdes funcionais no receptor de NMDA,
independente da mudanca da composicdo das subunidades que compdem o
receptor durante o desenvolvimento (Guenter et al., 2004). A alteracdo na fungao
dos receptores de NMDA acabam por influenciar no balanco elétrico total do
neurdnio, o que pode aumentar o efluxo basal de neurotransmissores. Além disso,

mudancas na composi¢cao protéica da membrana plasmatica e adaptacdes
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morfolégicas sdo observadas em animais com acesso a luz (Landi et al., 2007; Xu e
Tian, 2007), principalmente na retina interna, onde esta a maior concentragao de
células aspartérgicas (Calaza et al., 2003).

Descartando-se a possivel participacdo de receptores de glutamato no processo
de liberacdo de *H-D-asp, os transportadores e trocadores presentes na membrana
surgem como potenciais responsaveis pelo efluxo de D-asp. O trocador glutamato-
cistina utiliza o gradiente de glutamato através da membrana como for¢ga motriz para
importacdo de cistina, que é utilizada na formacédo de glutationa reduzida (GSH)
(Cooper e Kristal, 1997; Dringen, 2000). Em culturas de neurdnios corticais, foi visto
que o EAAT2 e o EAAT3 também promovem a captagcdo de cistina do meio
extracelular (Chen e Swanson, 2003). O aumento na concentragdo extracelular de
cistina n3o levou a um aumento na liberagéo de *H-D-asp, provavelmente devido ao
trocador glutamato/cistina néo ser capaz de reconhecer D-asp (Cho e Bannai, 1990;
Miura et al., 1992), ou por ter baixa expressdo comparado aos outros sitios ligadores
de glutamato na retina. Além disso, apesar dos EAAT2 e 3 serem capazes de captar
cistina, até a data presente nio foi descrita a capacidade desses transportadores de
também funcionarem como trocadores glutamato/cistina. Transportadores
membranares de alta-afinidade promovem a interrup¢cdo da sinalizagdo de
determinados neurotransmissores pela sua captacido da fenda sinaptica para o meio
intracelular. Esse transporte é na verdade um simporte de ions Na*. Como esses
ions estdo mais concentrados no meio extracelular do que no citoplasma, é gerado
um gradiente eletroquimico para o interior celular. Esse gradiente possui uma
energia livre de entrada, que é utilizada por esses transportadores para que possam

ao mesmo tempo promover a passagem de moléculas cuja entrada nao € favoravel.
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A direcao de transporte pode ser modificada pelas propriedades elétricas das
células. Células despolarizadas tendem a transportar neurotransmissores para fora
(do Nascimento e de Mello, 1985) e ndo para dentro, pois o sentido do gradiente
eletroquimico do sddio muda: no repouso é de entrada e depois da despolarizacéo
passa a ser de saida. Isso acaba por causar uma liberagdo de neurotransmissores
para o meio extracelular e ndo a sua retirada de la, por exemplo em situagdes de
isquemia (Phillis et al., 1997; Seki et al., 1999; Phillis et al., 2000; Danbolt, 2001). A
retirada de fons Na* do meio extracelular aboliu o processo de liberacdo de *H-D-
asp. Esses transportadores, por serem proteinas, tém a sua fungao diminuida pela
temperatura. Logo, em baixas temperaturas é esperado que o processo torne-se
muito lento, o que na verdade seria a explicacao para ndo observarmos liberagao na
condicdo experimental de 4°C. Inibidores nao competitivos dos EAATs néo
atrapalham a maquinaria de transporte, sao transportados e podem gerar liberagao
de aminoacidos excitatérios por heterotroca, como por exemplo o composto PDC,
que pode provocar excitotoxicidade por induzir liberagao de glutamato e aspartato
por heterotroca. A liberagdo de *H-D-asp induzida por PDC sugere 0 envolvimento
dos EAATs nesse processo (Bridges et al., 1991; Blitzblau et al., 1996; Volterra et
al., 1996). Juntos, esses dados sugerem que a liberagao de 3H-D-asp seja feita por
meio de um transportador/trocador e nao por via classica exocitética. Esse modo de
liberagdo néo corresponde ao descrito em fatias de glandula adrenal e células PC12
e seus subclones. Em fatias de células adrenais, a liberacdo é dependente de ions
Ca** e é bloqueada na presenca de EGTA (Wolosker et al., 2000). Em células PC12,
que nao possuem expressao de transportadores de glutamato, a liberagao parece

ocorrer de forma espontanea e continua, porém independente de Ca®* ou de
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proteinas do complexo de fusdo de vesiculas (Homma, 2006), caracterizando um
efluxo citoplasmatico como o observado em nossos experimentos. Entretanto, o
mecanismo ainda nao foi desvendado. Ocorre também um efluxo causado por
atividade de um canal sensivel a volume, na presenga de estimulos hipoténicos
(Koyama et al., 2006).

Outros neurotransmissores, como o GABA, na retina de aves sdo sabidamente
liberados por reversao de seus transportadores (do Nascimento e de Mello, 1985 e
Calaza et al., 2003). Também ja foi descrita a liberagao de glutamato de forma extra-
sinaptica por agao do trocador glutamato/cisteina (Baker et al., 2002a e b, Shigeri et
al., 2004). Esses dados nos levam a propor a existéncia de um transportador com
capacidade de funcionar como um trocador glutamato/aspartato presente na retina
de galinha. Os cinco subtipos de EAATs possuem peculiaridades na dinadmica de
transporte e expressdo ao longo do SNC. Na retina, encontram-se pelo menos 4
subtipos: o EAAT1, 2, 3 e 5. Sabendo disso, fica dificil inferir qual desses subtipos
participaria do processo de liberagédo de D-asp. Além da dependéncia de ions Na*, o
processo de transporte também é dependente de ions K'. Em contrapartida o
processo de heterotroca continua a acontecer na auséncia desse ultimo ion. Esse
fato pode nos dar mais um indicio de que a liberagdo seja realmente mediada por
troca e ndo por transporte caso realizemos experimentos na auséncia de K* (Pines e
Kanner, 1990; Otis e Kavanaugh, 2000). A falta de bloqueadores especificos para os
EAATs dificulta o isolamento do subtipo relevante para o processo de liberagao,
contudo algumas informagdes devem ser levadas em conta: O composto THA néo é
capaz de bloquear o EAAT 5, que é largamente expresso na retina. Se este subtipo

for capaz de promover a liberagdao de D-asp para o meio, a adicdo de THA, ao
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contrario de PDC, nao sera capaz de induzir esse efluxo. Esses experimentos serao
realizados em breve e nos dardo mais detalhes sobre a possivel identidade do
transportador responsavel por tal sinalizagdo. Estudos ao longo dos ultimos anos,
vém demonstrando a importdncia da comunicagdo neuro-glial para o correto
estabelecimento de sinapses e seu funcionamento, além da modulagdo da funcéo,
forca e da plasticidade sinaptica por esse tipo celular. Essa capacidade de
influenciar processos neuronais € devido ao fato das células gliais serem capazes de
secretar moléculas biologicamente ativas, como as neurotrofinas e os
neurotransmissores. A utilizagcdo de protocolos diferentes de culturas de células
permitiu verificarmos se o neurotransmissor D-asp poderia ser liberado por essas
células gliais na retina de embrido de galinha. Os resultados comprovaram que
glutamato em concentragdes capazes de estimular a liberagdo neuronal (glutamato
100uM), quando utilizados na cultura purificada de glia ndo foi capaz de liberar D-
asp, que so6 respondeu com uma leve liberagao em situagdes de alto glutamato
extracelular (=21mM). Essa liberacdo pode ser resultado de uma reversdo dos
transportadores gliais e ndo uma heterotroca, ja que a adicdo de PDC em culturas
de células gliais ndo resultou em efluxo de D-asp. Isso também explicaria a pequena
liberacdo observada na presencga de KCI 80mM, que poderia despolarizar as células
gliais e causar uma reversao de seus transportadores. Com os ensaios de dosagem
de atividade da enzima lactato desidrogenase (LDH), provamos que as
concentracdes de glutamato usadas nas culturas ndo induzem ao aumento de *H-D-
asp extracelular devido a morte ou rompimento das células, pois os niveis da enzima
estavam iguais a situagao controle. Aparentemente a molécula de D-asp possui uma

relevancia para a fisiologia de visdo. O grupo do cientista italiano Antimo D’Aniello
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estuda o envolvimento da molécula de D-asp em diversos animais marinhos,
incluindo Octopus vulgaris e Sépia officinalis. Ja foi descrito que a concentragao de
D-asp no sistema nervoso desses animais é tdo alta quanto a de outros
neurotransmissores classicos, como L-glutamato e L-aspartato (D’Aniello e Giuditta,
1977 e 1978). Quando o animal € deixado no escuro, as concentragbes de D-asp
caem e retorna aos niveis normais quando reexposto a luz. Esse fato se deve a
atividade de uma enzima chamada aspartato racemase que converte L em D-
aspartato, que tem sua atividade comprometida quando no escuro, indicando uma
via bioquimica de sintese de D-asp e sua possivel participacdo na retina. Outra
descoberta importante foi a enzima D-aspartato oxidase (D-aspO), presente no
figado, rins e no cérebro, onde encontra-se expressa principalmente em neurénios
hipocampais e corticais (Huang et al., 2006, D’Aniello, 2007). A D-aspO esta
presente na membrana e degrada D-asp gerando H;O, e NHj;. Ela possui
capacidade oxidativa especifica para D-asp e animais mutantes para essa enzima
possuem déficits na produgdo de hormoénios, principalmente melanocortina (Huang
et al., 2006). Fica claro, a partir desses dados, que as vias bioquimicas de sintese e
de degradacgao desse sinalizador comegam a ser desvendadas.

A sinalizacdo promovida pela molécula de D-aspartato foi inicialmente descoberta
em 1986, onde verificaram a capacidade dessa molécula ativar seletivamente
receptores de NMDA em retinas de peixe dourado, induzindo a liberacdo de GABA
(Cha et al., 1986). Estudos recentes em ganglios cerebrais de Aplysia limacine
relataram a capacidade de D-asp induzir ao acumulo de AMPc nesses neurdnios
(Spinelli et al., 2006). Esses fatos sugerem que o D-asp possa atuar como um

neurotransmissor e/ou neuromodulador e ter uma grande importancia no processo
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de transmissdo sinaptica ndo s6 na Aplysia limacine, mas também em outros
animais.

No inicio dos experimentos surgiu uma duvida sobre a liberagao de D-asp. Como
era realizada uma prévia incubagcao dos explantes com D-asp, essa molécula seria
captada pelas células e seria metabolizada. O N-acetil-aspartil-glutamato (NAAG) é
0 peptideo mais abundante e largamente distribuido no sistema nervoso de
mamiferos (Neale et al., 2005). Esse composto é formado pela unido de uma
molécula de aspartato, uma de glutamato e um radical N-acetil. Esse peptideo € um
co-transmissor em diversos neurdnios, principalmente em terminais glutamatérgicos,
GABAérgicos e acetilcolinérgicos e € um agonista seletivo de mGluR3 (Wroblewska
et al., 1997; Neale et al., 2000; Neale et al., 2005). Ao medirmos a radioatividade
liberada, qualquer composto formado a partir da molécula de *H-D-asp seria
errdneamente interpretado como D-asp. A utilizacdo da técnica de HPLC comprovou
que ocorre realmente uma liberagdo de D-asp enddgeno, o que ndo exclui a
hipétese de realmente ocorrer formacao de NAAG a partir de D-asp. Na retina de
galinha, Kubrusly e colaboradores, em 1998, sugeriram que o aspartato seria o
principal mimetizador dos efeitos glutamatérgicos, sendo capaz de liberar ’H-GABA
de culturas além de ativar seletivamente o receptor glutamatérgico de NMDA
(Kubrusly et al., 1998). Assim, percebemos que a liberagdo de aspartato por esse
possivel trocador é contextualizada dentro desses fatos. Sabemos que o glutamato é
capaz de ativar diversos receptores ja descritos (ionotrépicos e metabotropicos)
indiscriminadamente. As sinapses excitatérias ocorrem, em sua grande maioria, em
pequenas regides denominadas espiculas dendriticas (Knott et al., 2006; Sobczyk e

Svoboda, 2007). Isso, somado ao fato de asp estar presente no SNC e na retina de
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diferentes espécies (Yaqub e Eldred, 1991, Hashimoto e Oka, 1997, Lee et al., 1999
e Sun e Crossland, 2000) leva-nos a crer que a troca glutamato/aspartato seria
importante para uma sinalizacdo NMDA exclusiva, sem ativagdo dos demais
receptores. Como o processo de transporte é eletrogénico (Danbolt 2001), a
despolarizacido criada no microambiente da espicula dendritica pode ser suficiente
para desbloquear o canal de NMDA e garantir assim a sua atividade.

Inicialmente pensava-se que o aspartato, assim como o glutamato, poderia
também ser o neurotransmissor dos fotorreceptores. Essa suspeita foi colocada de
lado quando estudos mostraram que o glutamato, em concentragdes micromolares,
era capaz de despolarizar células horizontais. Ja o aspartato nas mesmas
concentragdes foi incapaz de despolarizar tais células (Lasater e Dowling, 1982).
Além disso, tanto NMDA quanto asp sado capazes de estimular células amacrinas e
ganglionares na retina interna (Bloomfield e Dowling, 1985). Asp apresenta uma
imunomarcacao forte na camada nuclear interna, presente em células amacrinas,
bipolares, horizontais e até algumas ganglionares deslocadas. A camada de células
amacrinas € a que possui o maior percentual de céls asp (+) e glu (-) (Sun e
Crossland, 2000; Calaza et al., 2003). Portanto, parece que asp exerceria um papel
mais proeminente na retina interna, constituindo um importante sinalizador fisiolégico
para a retina interna através da ativacao seletiva do canal de NMDA, inclusive em
células com receptores para NMDA sensiveis a dopamina (Do Nascimento et al.,
1998, Castro et al., 1999). O fato dessas células responderem a asp nao exclui a
capacidade de também responderem a glutamato. O fator decisivo aqui sera o
neurotransmissor que chega ao neurdnio pos-sinaptico. Se glutamato, ocorrera uma

ativagcao ionotropica geral (AMPA/KA e NMDA); se aspartato, uma ativagdo NMDA
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exclusiva. Além disso, o neurotransmissor inicial pode ser trocado por outro.
Wersinger e colaboradores (2006) demonstraram que a localizagédo do transportador
EAATS é neuronal, mais especificamente funcionando como um receptor pré-
sinaptico de glutamato em células bipolares do tipo OFF. Se esse transportador for o
responsavel pela heterotroca glutamato/aspartato, pode modificar o sinal e
consecutivamente a resposta do neurbnio pés-sinaptico. Abaixo uma representacao
da provavel via de liberacédo e atuacdo da molécula de D-asp no contexto da sinapse

(Fig 31).

Resumo liberacdo de D-asp
I Basal

B Glu 2mM
I KCl 80mM

B Glu 2mM +
MK-801 5pM+
* * * DNQX 70uM

I (rans-ACPD 100uM
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I PDC 200uM
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Fig 30 — Resumo da liberagéo de 3H-D-aspartato em explantes de E13. Cada barra
representa a relacdo estimulado/basal para cada condicdo testada. Média + SEM.
N=3. p< 0.01.
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Fig 31 — Modelo de liberagdo de D-asp na retina de galinha. A possivel existéncia
de um heterotrocador glutamato/aspartato neuronal seria a responsavel pela troca
de um sinal geral (glutamato) por uma sinalizagdo NMDA exclusiva (aspartato).
Modificado de Gonzalez e Robinson, 2004.
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