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RESUMO

No presente trabalho investigamos através de técnica imunohistoquimica os
provaveis mecanismos envolvidos na regulacdo da liberacdo de serotonina (5-
HT) na retina de pinto. Nossos resultados assinalam para a existéncia de
possiveis interacdes entre dois sistemas de neurotransmissores presentes na
retina de aves, o glutamato e a 5-HT. Células amacrinas e bipolares
imunorreativas a 5-HT foram identificadas na camada nuclear interna (CNI). O
estudo evidenciou alterag6es no padrdo de imunorreatividade das células a 5-
HT apés o tratamento com o agonista cainato, indicando que a ativagdo de
receptores de glutamato do tipo cainato induz a liberagdo de 5-HT das células
5-HT". O efeito estimulatério do cainato pode ser bloqueado pela presenca do
antagonista DNQX. Os receptores de glutamato dos tipos NMDA e AMPA
ativados néo regulam a liberagéo de 5-HT na retina de pinto, uma vez que néo
foram evidenciadas alteracbes no padréo de expressao do neurotransmissor
apds a incubagcdo com estes agonistas. O bloqueio do transportador de 5-HT
(SERT) com o inibidor fluoxetina n&do alterou a liberacdo estimulada do
neurotransmissor, sugerindo que essa liberagdo n&o ocorre por reversdo do
transportador. A liberagcéo de 5-HT induzida pela ativacio de receptores do tipo
cainato provavelmente envolve mecanismos exocitéticos dependentes de Ca*?,
pois a auséncia do ion no meio representou um fator regulatorio negativo na
liberagdo estimulada do neurotransmissor. O padréo histolégico das retinas
tratadas com o agonista cainato ndo revelou alteragbes que indicassem lise
celular. Provavelmente, a reducdo evidente da imunorreatividade para 5-HT
induzida por cainato decorre consequentemente da liberacdo do

neurotransmissor e ndo do extravasamento de 5-HT das células 5-HT".

PALAVRAS-CHAVE: serotonina, cainato, liberacéo, retina, pinto.
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ABSTRACT

In the present work we investigated by immunohistochemistry procedures the
probable mechanisms involved in 5-hydroxytryptamine (5-HT) release
regulation from the chick retina. Our results indicate the existence of possible
interactions between two neurotransmitters systems present in avian retina, the
glutamatergic and the serotoninergic. 5-HT-immunoreactive amacrine and
bipolar cells were identified in the inner nuclear layer (INL). The study showed
alterations in 5-HT-immunoreactivity patterns after the tissue treatment with
kainate agonist, indicating that activation of kainate receptors induce the 5-HT
release from 5-HT neurons. The KA-induced effect can be blocked by the
presence of the classical non-NMDA receptor antagonist DNQX. Activated
NMDA and AMPA receptors do not regulate 5-HT release from chick retina,
since alterations in neurotransmitter expression pattern after incubation with
these agonists were not observed. In addition, the inhibition of serotonin
transporter (SERT) with fluoxetine inhibitor did not influence neurotransmitter
stimulated release, suggesting that the release do not occur by transporter
reversion. The 5-HT release induced by the activation of kainate receptors
probably involved exocitotic mechanisms Ca*?-dependent, for the absence of
ion in the medium represented a negative regulatory factor in neurotransmitter
stimulated release. The histological pattern of the retinas treated with kainate
agonist revealed no changes that could indicate cell damage. Consequently, the
notable reduction in 5-HT-immunoreactivity KA-induced is probably due to the
neurotransmitter release and not to an eventual 5-HT leakage out of damaged

serotoninergic cells.

KEY-WORDS: serotonin, kainate, release, retina, chick.
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1. INTRODUCAO

1.1 RETINA
1.1.1 Organizag&o Morfofuncional da Retina de Vertebrados

A retina constitui uma delgada camada especializada de tecido nervoso
contida no interior do globo ocular, que mostra uma organiza¢do laminar de
seus elementos neurais (Figura 1). Partindo da superficie escleral em dire¢do
ao humor vitreo encontra-se a camada formada pelos segmentos externos e
internos dos fotorreceptores. Essa camada é separada por processos finos de
células gliais da camada nuclear externa (CNE) que contém 0s corpos
celulares dos fotorreceptores, neur6nios responsaveis pela transducdo do
estimulo luminoso em sinal neural. Os terminais singpticos dos fotorreceptores
conectam-se na camada plexiforme externa (CPE) a duas classes de
neurénios, as células bipolares e as células horizontais. A camada nuclear
interna (CNI) é constituida dos corpos celulares das células bipolares,
horizontais e amacrinas, cuja fungdo principal € o0 processamento e
transferéncia da informacéo visual oriunda dos fotorreceptores. Nesta camada
encontram-se também o0s nucleos das células interplexiformes e células de
Muller. As células bipolares e células amacrinas estabelecem conexdes
sinjpticas na camada plexiforme interna (CPI) com a proxima classe de
neurdnios, as células ganglionares, cujos corpos celulares formam a camada
de células ganglionares (CCG). Os axbdnios das células ganglionares
constituem a camada de fibras nervosas (CFN), esses axoOnios formaréo o
nervo Optico que se projeta hierarquicamente aos centros superiores do

cérebro (Ramon y Cajal, 1892).
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Figura 2. Desenho esquemético da retina mostrando sua estrutura laminar e seus
elementos neurais. SE, segmento externo; Sl, segmento interno; CNE, camada
nuclear externa; CPE, camada plexiforme externa; CNI, camada nuclear interna; CPI,
camada plexiforme interna; CGC, camada de células ganglionares; CFN, camada de
fibras nervosas (Modificado de Rodieck, 1998).
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Os principios gerais da funcdo retiniana em vertebrados estdo bem
estabelecidos (Rodieck, 1998, para revisdo). A retina consiste de dois circuitos
tonicamente ativos, denominados de circuitos ON e OFF. Mudancgas nos niveis
de luz consistem de ag¢fes reciprocas sobre os dois circuitos, aumentando a
atividade de um e diminuindo a atividade de outro (Massey & Redburn, 1987,
para revisao).

A dicotomia dos circuitos ON e OFF na retina de vertebrados baseia-se
na existéncia de dois tipos de células bipolares de cone que respondem
diferentemente ao neurotransmissor glutamato dos fotorreceptores. As células
bipolares-OFF despolarizam em resposta ao glutamato, portanto, sdo ativadas
no escuro, ao passo que as ceélulas bipolares-ON hiperpolarizam,
consequentemente, sdo inibidas no escuro. A base molecular para essa
dicotomia é a expresséo diferencial de receptores de glutamato na superficie
dessas células. Células bipolares-OFF expressam receptores ionotropicos de
glutamato do tipo AMPA/KA, ao contrério, células bipolares-ON expressam
receptores metabotropicos do tipo mGIuR6 (Wassle & Boycott, 1991, para
reviséo).

O fluxo da informacéo visual segue do fotorreceptor para a célula bipolar
e, desta, para a célula ganglionar. No entanto, esses canais de sinaliza¢cdo néo
funcionam isoladamente, visto que a atividade de cada canal é continuamente
modulada pela atividade de canais vizinhos. Essa modulagédo é chamada de
centro-periferia antagbnica e é determinada pelos referidos circuitos paralelos
ON e OFF presentes na retina de vertebrados (Massey & Redburn, 1987, para
revisdo). No processamento da informagéo visual, o primeiro local onde ocorre

a modulagéo é na CPE, na qual os fotorreceptores fazem sinapses diretas com
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células bipolares formando o centro do campo receptor, ou sinapses indiretas
via células horizontais formando a periferia do campo receptor. A estimulacdo
de fotorreceptores no centro do campo receptor de uma célula bipolar é
antagonizada pela estimulagdo de fotorreceptores na periferia do campo
receptor, esse efeito antagdnico periférico € mediado pelas células horizontais
que agem promovendo uma inibic&do lateral (Saito, 1987). A organizagdo dos
campos receptores em centro-periferia antagdnica passa das células bipolares
para as células ganglionares via conexdes laterais das células améacrinas na
CPI (Kuffler, 1953).

O padrédo de organizacado morfofuncional da retina de aves é semelhante
a de outros vertebrados, no entanto, apesar da semelhanc¢a na citoarquitetura,
a retina de aves exibe uma grande densidade celular, bem como, uma

laminacdo extremamente intrincada na CPI (Sillman, 1973). A presenca de uma

(N

especializagdo anatdbmica na regido ventral da retina, denominada pecten,

(N

também outra caracteristica peculiar da retina de aves. A retina de aves
avascular, atribuindo-se ao pecten, juntamente com a irrigacdo da cordéide, as

fungdes de nutricdo e oxigenagao do tecido retiniano (Pearson, 1972).

1.1.2 A Retina como Modelo de Estudo

Na neurofarmacologia, assim como em todas as areas da biologia
experimental, a escolha correta do modelo tecidual € de extrema importancia
para a eficacia do método. A retina constitui um modelo experimental excelente
para se estudar a morfologia, fisiologia e bioquimica de determinados sistemas
neuronais por inUmeras razdes, entre as quais: a) a facilidade de obté-la; b)

apresenta um padrdo de desenvolvimento e organizacdo singptica semelhante
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ao encontrado em outras estruturas centrais; c) exibe uma organizacéo
histolégica em camadas e subcamadas (Masland, 2001); d) constitui um
sistema propicio para se estudar a comunicacéo intercelular como mostram
diversos estudos sobre as moléculas envolvidas nas sinapses retinianas
(Massey & Redburn, 1987, para revisdo; Wassle & Boycott, 1991, para
revisdo); e) é um tecido muito utilizado em estudos ontogenéticos e
toxicologicos; e, finalmente, f) a resposta de suas células resulta

essencialmente de um Unico estimulo, a luz.

1.1.3 Sistemas de Neurotransmissores na Retina

Na retina de vertebrados, como em todo o0 sistema nervoso central
(SNC), as células se comunicam principalmente através de numerosos
neurotransmissores e neuromoduladores. Essencialmente, todos o0s
neurotransmissores identificados no cérebro estdo presentes na retina,
incluindo, glutamato, acido y-aminobutirico (GABA), glicina, acetilcolina,
dopamina, serotonina e diversos neuropeptideos (Massey & Redburn, 1987,
para revisdo). Como o presente trabalho privilegia a interacdo entre os
receptores de glutamato e a serotonina em células da retina de pinto,
limitaremos nossos comentarios a esses sistemas.

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio no SNC de
vertebrados (Michaelis, 1998, para revisédo; Watkins & Jane, 2006). Na retina,
ele é liberado pelos fotorreceptores, células bipolares e células ganglionares,
neurdnios diretamente envolvidos no processamento da informacéo visual ao
longo da via vertical (Massey & Redburn, 1987, para revisdo; Thoreson &

Witkovsky, 1999). As sinapses glutamatérgicas sdo mediadas por duas classes
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de receptores: 0s receptores ionotropicos, formados por canais de cations ndo-
seletivos controlados por neurotransmissores, e 0s receptores metabotropicos,
associados via proteinas G a sistemas de segundos mensageiros (Monaghan e
cols., 1989, para revisédo; Seeburg, 1993; Thoreson & Witkovsky, 1999). Os
receptores ionotrépicos, objeto de nosso estudo, foram classificados de acordo
com suas caracteristicas farmacoldgicas e eletrofisiolégicas em trés grupos
principais: os receptores NMDA, AMPA e KA (Figura 2), que respondem
seletivamente aos agonistas exdgenos, N-Metil-D-Aspartato, a—amino-3-
hidroxil-5-metil-4-isoxazol-propionato e cainato, respectivamente (Monaghan e
cols., 1989, para revisdo; Brandstatter e cols., 1998; Lerma e cols., 2001). Os
receptores AMPA e KA séo coletivamente conhecidos como os receptores nao-
NMDA e séo responséveis pela maior parte da neurotransmissdo excitatoria
rapida no SNC (Mayer & Westbrook, 1987).

Vérias subunidades dos receptores ionotropicos de glutamato ja foram
identificadas por estudos de clonagem molecular. O receptor AMPA é formado
pelas subunidades GIluR1-4, enquanto o receptor KA compreende as
subunidades GIuR5-7 e KA1l-2. O receptor NMDA €& composto pelas
subunidades NR1, NR2A-D e NR3A-B, outras subunidades s&o os receptores
orfaos deltal/2 (Michaelis, 1998, para revisdo; Seeburg, 1993; Bettler & Mulle,
1995, para revisdo; Ciabarra e cols., 1995; Sucher e cols., 1995; Nishi e cols.,
2001; Sucher e cols., 2003). Os receptores ionotropicos sdo extremamente
diversos na composicdo de suas subunidades, o que parece redundar em
moléculas receptoras com diferentes condutancias, amplitudes de corrente,

caracteristicas de dessensibilizacdo e modulacéo por fosforilacdo (Mammen e
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cols., 1997; Thoreson & Witkovsky, 1999; Swanson e cols., 2002; Jaskolski e
cols., 2005, para reviséo).

As respostas dos diferentes receptores ionotropicos de glutamato podem
ser distinguidas pela utilizagdo de antagonistas seletivos. Os receptores AMPA
sdo seletivamente blogqueados por antagonistas ndo-competitivos, tais como,
0s compostos 2,3-benzodiazepinicos (GYKI 52466 ou GYKI 53655), e por
antagonistas competitivos potentes, os compostos CNQX, DNQX e NBQX, os
quais, entretanto, em altas concentragfes antagonizam também os receptores
KA. Concentrac¢fes altas de CNQX e DNQX, mas ndo de NBQX, antagonizam
também os receptores NMDA (Thoreson & Witkovsky, 1999). Os receptores
NMDA s&o bloqueados pelos antagonistas nao-competitivos MK-801,
fenciclidina (PCP) e o anestésico cetamina (Mori & Mishina, 1995. Dingledine &
McBain, 1999).

Até algum tempo atras haviam poucos trabalhos publicados mostrando
correntes farmacologicamente isoladas evocadas apenas pelo receptor AMPA,
ou pelo receptor KA, todavia, esse problema comega a ser corrigido com a
descoberta de antagonistas seletivos para esses receptores (Tarnawa e cols.,

1993; Paternain e cols., 1995).
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Neurdnio Pré-sinéptico Neurdnio Pés-sinaptico

Figura 3. Representacdo esquematica de uma sinapse glutamatérgica ilustrando as
trés diferentes classes de receptores ionotropicos de glutamato (AMPA, KA e NMDA).
Glu, glutamato; mGIuR, receptor metabotropico de glutamato; EAAT, transportador de
aminoacido excitatério; VS, vesicula sinaptica.
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1.1.4 Receptores lonotrépicos de Glutamato na Retina

Varios estudos de hibridizacdo in situ e imunomarcagédo tém permitido
determinar os niveis de expressao e os padrfes de distribuicdo das diferentes
subunidades de receptores ionotropicos de glutamato na retina de vérias
classes de vertebrados, inclusive em aves (Hamassaki-Britto e cols., 1993;
Peng e cols., 1995; Brandstatter e cols., 1997; Bredariol & Hamassaki-Britto,
2001; Hack e cols., 2002).

Hamassaki-Britto e cols. (1993) mostraram em estudos de hibridizag&o
in situ que todas as subunidades clonadas dos receptores AMPA (GIluR1-4) e
KA (GIluR5-7) s@o expressas por células horizontais, bipolares, amécrinas e
ganglionares nas retinas de gato e rato. Entretanto, varias dessas subunidades
parecem ter um padréo de expressao limitado, indicando sua localizagdo em
determinado subgrupo de neurdnios da retina.

Peng e cols. (1995), utilizando técnica imunocitoquimica localizaram em
células horizontais, amécrinas, ganglionares, e possivelmente em células
bipolares da retina de rato, as subunidades GIuR6/7 dos receptores KA, dados
consistentes com aqueles mostrados pelos estudos de hibridizagédo in situ
(Hamassaki-Britto e cols., 1993).

Estudos de imunomarcagdo permitiram identificar que as subunidades
GIuR6/7 e KA2 dos receptores KA estavam presentes nas duas camadas
plexiformes da retina de rato. Na CPI, as diferentes subunidades estavam
localizadas nos processos de células amacrinas e ganglionares, poés-
sinapticamente as células bipolares de cones e de bastonetes (Brandstatter e

cols., 1997).
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Hack e cols. (2002), examinaram por imunohistoquimica o padrdo de
distribuicdo das subunidades GIluR1-4 dos receptores AMPA, GIuR6/7 e KA2
dos receptores KA, e das subunidades deltal/2 dos receptores ionotropicos de
glutamato durante o desenvolvimento poés-natal da retina de rato. As vérias
subunidades sédo expressas cedo no periodo pés-natal e a maior parte delas,
com excecdo da deltal/2, sdo encontradas em ambas as camadas sinapticas
da retina, sugerindo o envolvimento dos receptores ionotrépicos de glutamato
nos processos de maturacao sinaptica e formacéo de circuitarias nas camadas
plexiformes em desenvolvimento.

Estudos por marcacdo imunohistoquimica dos receptores ionotrépicos
de glutamato na retina de pinto em varios estagios do desenvolvimento
embrionério (E5 a E18) e pés-natal (P1), indicaram que todas as subunidades
testadas, GIluR1, GluR2/3, GIuR4 (AMPA); GluR5-7 (KA); e NR1 (NMDA), séo
expressas por células da CNI e da CCG, com padrées de distribuicdo
caracteristicos nos estagios inicial e tardio da embriogénese (Bredariol &
Hamassaki-Britto, 2001). As autoras reportam que especialmente em P1 as
células améacrinas mostraram uma maior densidade de subunidades dos
receptores AMPA/KA em relagdo a subunidade NR1 do receptor NMDA, esta
tltima presente em grande parte nas células da CCG. Nesse estudo foi
também evidenciado que todas as subunidades dos receptores AMPA/KA e
NMDA parecem ser mais expressas durante o desenvolvimento embrionario do
que no periodo pos-natal, sugerindo que esses receptores podem exercer

papéis importantes no desenvolvimento da retina.
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1.2 SEROTONINA
1.2.1 Serotonina no Sistema Nervoso Central

A serotonina também conhecida como 5-hidroxitriptamina (5-HT) é uma
indolamina encontrada em alguns tipos celulares, inclusive em neurdnios. No
SNC, a 5-HT atua tanto como neurotransmissor quanto neuromodulador (Sur e
cols., 1996). A neurotransmissdo serotoninérgica influencia muitas fungdes
cerebrais, entre as quais, emocé&o, cogni¢cdo, movimento, dor, assim como
funcdes circadianas e neuroenddcrinas, incluindo, alimentagdo, sono e
reproducgdo (Sur e cols., 1996; Mossner e cols., 2000).

A sintese da 5-HT envolve a hidroxilacdo enziméatica do anel benzeno do
triptofano para formar 5-hidroxitriptofano (5-HTP), em uma reacgéo catalisada
pela enzima triptofano hidroxilase (TrOH), cuja inibigdo promove uma
diminuicdo acentuada no contetado de 5-HT no SNC. O passo metabdlico
subseqliiente na sintese de 5-HT envolve a descarboxilagdo do 5-
hidroxitriptofano (5-HTP) pela a¢do da enzima descarboxilase de aminoacidos
aromaticos (AADC), formando 5-HT (Cooper e cols., 1991).

No final da década de 70, dois avangcos simultdneos estimularam o
interesse no estudo da 5-HT no SNC: 1) A localizagéo in situ de 5-HT através
de uma reacdo histoquimica, atualmente denominada técnica de Falck-Hillarp,
que ja foi suplantada por uma técnica mais sensivel, a imunohistoquimica
(Brunken e cols., 1993, para revisdo); e 2) A identificagdo a nivel molecular de
multiplos receptores de 5-HT (Peroutka & Synder, 1979; Peroutka & Synder,
1981). Esses avancos tornaram possivel o estudo atual do sitio de sintese e

liberagé@o de 5-HT, bem como seu provavel modo de agéo.
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Os corpos celulares dos neurbnios serotoninérgicos encontram-se
principalmente em um grupo de nucleos da formag&o reticular do tronco
cerebral, situado préximo a linha média do bulbo, ponte e mesencéfalo — os
nucleos da rafe (Steinbusch, 1981; Frazer & Hensler, 1999). Em 1964,
Dahlstrom e Fuxe classificaram esses nlcleos em grupos (Bi1-Bg) baseados,
particularmente, na estrutura anatdbmica correspondente (Tabela 1) (Cooper e

cols., 1991; Frazer & Hensler, 1999).

Tabela 1. Classificacdo de grupos de corpos celulares serotoninérgicos segundo
Dahlstrom e Fuxe baseada na estrutura anatdmica correspondente (Fonte: Frazer &
Hensler, 1999).

Nucleos de neurdénios Estrutura anatémica
contendo 5-HT

B1 Ncleo palido da rafe, bulbo ventrolateral caudal
B> Nucleo obscuro da rafe
B3 Nucleo magno da rafe, bulbo ventrolateral rostral
B4 Ncleo obscuro da rafe, parte dorsolateral
Bs Nucleo mediano da rafe, parte caudal
Bsg Nucleo dorsal da rafe, parte caudal
B~ Ncleo dorsal da rafe, parte rostral
Bs Nucleo mediano da rafe, parte rostral principal
By Ncleo pontino oralis, regido supralemniscal

1.2.2 Transportador de Serotonina

Existem multiplos subtipos de receptores pré e pos-sinapticos de 5-HT
mediando as complexas ac¢des da neurotransmissao serotoninérgica, no
entanto, a remogdo de 5-HT da fenda sinaptica é regulada por uma Unica
proteina, o transportador de serotonina (SERT) (Blakely e cols., 1991,
Ramamoorthy & Blakely, 1999; Mdssner e cols., 2000). Esses transportadores

presentes nas membranas dos terminais nervosos e corpos celulares de
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neurénios 5-HT desempenham um papel importante no controle da
neurotransmissdo serotoninérgica por determinar a magnitude e a duragéo das
respostas serotoninérgicas (Mdssner e cols., 2000). Os SERTs regulam os
niveis sinapticos e extrasinapticos de 5-HT por fornecer um eficiente
mecanismo de recaptacdo que conduz a 5-HT de volta aos terminais
sindpticos, terminando assim sua agao (Vicentic e cols., 1999; Kubota e cols.,
2001).

O modelo atual do mecanismo de recaptacdo de 5-HT pelo SERT
envolve um co-transporte de Na’, ClI e 5-HT protonada ligados ao
transportador na porgdo extracelular antes da translocagéo, formando um
complexo quaternario, que subsequientemente sofre uma alteracédo
conformacional para liberar o neurotransmissor e os ions no interior do
citoplasma (Sur e cols., 1996). No citoplasma, um K" associa-se com o SERT
para promover a reorientagdo do transportador descarregado para outro ciclo
de transporte (Figura 3A) (Frazer & Hensler, 1999).

Estudos de clonagem molecular dos transportadores de 5-HT de ratos e
humanos tém estabelecido a estrutura priméria dessa proteina transmembrana
e mostrado ser ela membro de uma grande superfamilia de transportadores de
neurotransmissores dependentes de Na* e CI" (Hoffman e cols., 1991; Worrall e
cols., 1994; Kubota e cols., 2001). A estrutura do SERT mostra 12 dominios
transmembrana (TMDs), com ambos os terminais carboxil e amino localizados
na regido intracelular, uma grande alca extracelular contendo sitios de
glicosilagéo conectando os TMDs 3 e 4 (Kubota e cols., 2001; Nestler e cols.,
2001). O SERT exibe cerca de 50% de homologia absoluta com os

transportadores de norepinefrina (NET) e dopamina (DAT), com a maior
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homologia presente nos TMDs 1 e 2, e nos TMDs de 4-8. As regibes menos
conservadas sdo as caudas carboxil e amino terminais na porgao intracelular

(Figura 3B) (Frazer & Hensler, 1999).
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8 8 ® DAT & NET
O
L)
5 b 5-HT+ Intracelular
A
K-
| SERT
Na* |
I
Intracelular COoO Cr
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Figura 4. (A) Modelo bidimensional do transportador de serotonina (SERT) da
membrana neuronal de rato mostrando a homologia com os transportadores de
norepinefrina (NET), dopamina (DAT) ou ambos. (B) Representacdo esquematica do
mecanismo de recaptacdo de 5-HT pelo SERT envolvendo um co-transporte de Na',
ClI' e 5-HT protonada ligados ao transportador na porcdo extracelular antes da
translocacéo (Fonte: Frazer & Hensler, 1999).
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1.2.3 Serotonina na Retina

A 5-HT tem sido detectada na retina de varias espécies, entretanto, seus
niveis diferem entre elas. Na maioria dos vertebrados ndo-mamiferos existem
niveis detectaveis de 5-HT (Parkinson & Rando, 1981; Osborne e cols., 1982;
Millar e cols., 1988; Marc e cols., 1988; Wilhelm e cols., 1993), no entanto, a
existéncia de 5-HT na retina de vertebrados mamiferos estd menos
caracterizada, possivelmente em razéo da concentragéo relativamente baixa de
5-HT enddgena nessas retinas que permita sua detecgéo histoldgica (Osborne
e cols., 1982).

Estudos em diferentes espécies de vertebrados demonstram que a
maioria das retinas contém pelo menos uma classe de células amacrinas
serotoninérgicas. Essas células sdo geralmente esparsas, porém mostram
extensivas ramificagdes na CPI (Ehinger, 1982; Brunken e cols., 1993, para
revisdo). Dados ultra-estruturais evidenciam que as células amacrinas
serotoninérgicas sdo células amécrinas inter-améacrinas (Marc e cols., 1988;
Watt & Wilson, 1990).

Parkinson & Rando (1981) constataram através de testes
cromatogréaficos e eletroquimicos que a 5-HT é sintetizada e armazenada na
retina de pinto. Para legitimar o papel da 5-HT como um neurotransmissor na
retina dessa espécie, eles demonstraram que sob o estimulo da luz o turnover
dos estoques de 5-HT na retina € alterado.

Osborne (1982) relata uma subpopulacdo de células amacrinas na retina
de pinto contendo 5-HT e apresentando um sistema de captacdo de alta
afinidade. A morfologia desses neurbnios é diferente daquelas améacrinas que

acumulam GABA, norepinefrina, dopamina, glicina e substancia P. A 5-HT
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acumulada nos neurdnios serotoninérgicos pode ser liberada por
concentracdes despolarizantes de K* no meio de maneira dependente de Ca*.
O autor conclui afirmando que seus resultados ratificam um papel para 5-HT
COMO um neurotransmissor na retina de pinto.

Utilizando a histofluorescéncia e imunohistoquimica, Millar e cols. (1988)
revelaram que a 5-HT parece ser um bom candidato a neurotransmissor em
algumas células amacrinas e bipolares na retina de galinha. As células
amacrinas continham 5-HT enddgena, entretanto, ndo asseguram 0 mesmo
para as células bipolares. Eles observaram ainda uma populacdo esparsa de
grandes células, e um grupo mais comum de pequenas células na CCG, que
poderiam ser também serotoninérgicas.

Wilhelm e cols. (1993) localizaram células contendo 5-HT na retina de
teledsteos, anfibios, répteis, aves e de alguns mamiferos, contudo, os autores
ndo puderam confirmar se esses neurdnios contendo 5-HT na retina de
mamiferos sdo capazes de sintetizd-la. Em aves, no entanto, foi possivel
constatar que todas as células amacrinas que acumulam 5-HT s&o capazes de
sintetiza-la, porém, nenhuma das células bipolares mostrou imunorreatividade
para a enzima TrOH, o que sugere um papel para 5-HT nessas células de
neuromodulador ou co-transmissor.

Rios e cols. (1997) descrevem o padrao morfoldgico de desenvolvimento
e diferenciacdo de células amacrinas serotoninérgicas na retina de pinto de 12
dias de desenvolvimento embrionario ao 7° dia pds-natal. Essas células foram
observadas na CNI com seus dendritos irradiando-se dentro da CPI. Células
bipolares serotoninérgicas foram também descritas em pinto P1 na CNI, porém

elas eram fracamente imunorreativas, provavelmente, constituindo um
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subgrupo de células bipolares que acumulam 5-HT da fenda sinaptica, e néo
“verdadeiros” neurdnios serotoninérgicos.

O papel fisiolégico da 5-HT na retina parece ser muito complexo, de
modo que se deve evitar fazer qualquer generalizagdo funcional. A resposta
fisiologica a 5-HT reflete basicamente a natureza dos seus receptores. E
provavel que a complexidade funcional da 5-HT na retina resulte também de
sua distribuicdo distinta nos diversos tipos celulares, bem como na definicéo
ainda pouco conhecida das interacdes sinapticas entre as células que contém
5-HT.

Foi demonstrado que além de seu papel como neurotransmissor na
retina de Xenopus laevis, a 5-HT é também um substrato para a 5-HT N-acetil-
transferase, enzima que participa da via de sintese do neurohormdnio
melatonina. O conteddo de 5-HT na retina mostrou ser um fator limitante na
sintese de melatonina (Cahill & Besharse, 1990).

Lima & Urbina (1998) afirmam que a 5-HT envolvida na sintese de
melatonina na retina de diversas espécies possivelmente é liberada por fibras
serotoninérgicas centrifugas originadas dos ndcleos da rafe e area pré-dptica.
De fato, lesdes dos ndcleos da rafe reduzem grandemente o contetdo de 5-HT
na retina (Villar e cols., 1987). Entretanto, experimentos bioquimicos e
moleculares em retinas de ratos adultos, visando identificar a origem da 5-HT
como substancia precursora de melatonina, possibilitaram demonstrar a
contribuicdo da sintese local de 5-HT para formag&do de melatonina (Chanut e
cols., 2002). No entanto, como em Varios outros estudos realizados em retinas

de mamiferos, ndo foi possivel identificar a enzima TrOH por
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imunohistoquimica. E provavel que isso ocorra devido o nivel da enzima se
encontrar abaixo do limite detectavel pelo método.

Thomas e cols. (1993) utilizando &cido cainico para destruir as células
bipolares e amécrinas imunorreativas a 5-HT na retina interna de galinha,
determinaram que praticamente toda a atividade circadiana da enzima TrOH e
a sintese de melatonina ocorrem em outras ceélulas que ndo as células
bipolares e amécrinas. Estudos semelhantes realizados por Chong e cols.
(1998) na retina de galinha mostraram alto nivel ritmico de RNAm da enzima
TrOH ap06s o tratamento com Acido cainico, indicando que provavelmente a
fonte primaria da mensagem ritmica sdo os fotorreceptores sintetizando
melatonina.

Em seus estudos Chong e cols. (1998) verificaram que o RNAm da
enzima TrOH era intensamente expresso na camada de fotorreceptores, na
porcdo vitrea da CNI, e em menor extensdo na CCG. O RNAm da TrOH na
retina do animal apresentava um ritmo circadiano, que poderia ser
simultaneamente alterado por mudanca no ciclo claro-escuro. Em experimentos
paralelos na glandula pineal, eles encontraram um padrdo similar de
expressédo, no entanto, enquanto um pulso de luz durante a noite suprimia em
25% o RNAm da TrOH da retina, na pineal ndo ocorria nenhuma alteragéo,
sugerindo que existem diferencas especificas entre esses tecidos quanto a
regulacdo pela luz. Todas essas observacdes constituiram a primeira evidéncia
de que o RNAm da enzima TrOH na retina de galinha esta sob o controle de

um relégio circadiano.
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1.3 REGULAGAO DA LIBERAGAO DE SUBSTANCIAS NEUROATIVAS NA
RETINA MEDIADA POR RECEPTORES DE NEUROTRANSMISSORES
Estudos sobre a regulagéo da liberagdo de neurotransmissores na retina

de varias espécies (Moran & Pasantes-Morales, 1983; Weiler & Schiitte, 1985a;

Do Nascimento & De Mello, 1985; Do Nascimento e cols., 1998; Andrade da

Costa e cols., 2000; Calaza e cols., 2001; Andrade da Costa e cols., 2001),

permitem verificar a existéncia de inUmeras interacfes entre os diferentes

sistemas de neurotransmissores presentes nas células visuais e essas
interacbes certamente influenciam as fungdes sinapticas das células
envolvidas.

Moran & Pasantes-Morales (1983) investigaram os efeitos de
aminoacidos excitatérios e seus agonistas e antagonistas sobre a liberagédo de
neurotransmissores na retina de pinto. O glutamato (0.5 - 2 mM) aumentou a
liberagdo de [PH]GABA em mais de 4 vezes, enquanto o aumento sobre a
liberacdo de [*C]glicina foi em torno de 2 vezes. A presenca do antagonista de
receptor de glutamato diminuiu a liberacéo estimulada de [*HJGABA em torno
de 50% e da [**C]glicina em 95%. O cainato (10 pM) induziu a liberagéo de
glicina, mas ndo de GABA. A liberacdo de GABA pelos aminoécidos
excitatérios e agonistas era independente de Ca'?, mas dependente de Na',
enquanto a liberagdo de glicina era acentuadamente dependente de Ca*%

Dados consistentes sobre a regulacdo do transporte de GABA em
células cultivadas da retina de pinto apontam para um modelo de liberagédo do
neurotransmissor GABA por permuta com o L-glutamato externo, através de
um mecanismo carreador de alta afinidade e dependente de Na’. Desde que

GABA e glutamato sabidamente exercem efeitos antagonistas, os autores
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especulam o significado funcional desse transporte como de um controle fino
sobre a excitabilidade de microrregibes da retina em que esses
neurotransmissores sao utilizados (Do Nascimento & De Mello, 1985).

Do Nascimento e cols. (1998) mostraram que a ativagéo de receptores
ionotropicos de glutamato induzia a liberacdo de GABA em células cultivadas
da retina de embribes de galinha. Essa liberacdo estimulada do
neurotransmissor GABA era inibida pela dopamina, mas apenas quando o
receptor de glutamato ativado era do tipo NMDA. Os autores consideraram
essa inibicdo pela dopamina como atipica, j& que antagonistas conhecidos dos
principais receptores dopaminérgicos (D;-Ds) ndo bloquearam o efeito inibitério
de dopamina sobre a liberag&o induzida do neurotransmissor GABA. E possivel
que o neurotransmissor dopamina exerca seu efeito inibitorio direto sobre
algum sitio alostérico do receptor de NMDA.

Calaza e cols. (2001) verificaram que o glutamato e seus agonistas
promovem a liberacdo de GABA de retina isolada e de células retinianas
cultivadas. Retinas de embrides de galinha de 2 a 7 dias de desenvolvimento
foram estimuladas com diferentes agonistas glutamatérgicos e a marcagao de
células positivas para GABA foi detectada no tecido por imunohistoquimica. A
exposicdo das retinas a 100 uM de NMDA por 30 minutos resultou numa
reducdo de 50% no numero de células amacrinas imunorreativas a GABA,
enquanto, o tratamento com cainato na mesma concentra¢cdo, promoveu uma
reducdo de 50% no numero de células amécrinas e horizontais imunorreativas
a GABA.

Weiler & Schiitte (1985a) utilizaram a imunofluorescéncia para

quantificar a 5-HT em células bipolares-OFF da retina de tartaruga. Eles
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observaram que a incubacdo em solugcdo de Ringer Locke contendo 5-HT e
pargilina, um inibidor da enzima monoamina oxidase (MAO), aumentava a
imunofluorescéncia que era subsequientemente reduzida pela incubacdo em
Ringer Locke com altas concentragbes de K* de uma maneira dependente de
Ca'?. Os autores relatam também que se essas retinas pré-carregadas fossem
expostas a 10 uM de cainato, a imunofluorescéncia diminuia de maneira
dependente do tempo. Para os autores esses dados reforcam a idéia da 5-HT
como um transmissor nas células bipolares-OFF da retina de tartaruga.

Estudos bioguimicos e morfolégicos indicam que a 5-HT presente em
uma populacdo especifica de células amacrinas nas retinas de muitos
vertebrados ndo-mamiferos funciona como um neurotransmissor convencional
(Parkinson & Rando, 1981; Osborne, 1982; Millar e cols., 1988; Wilhelm e cols.,
1993, Rios e cols., 1997). Na retina de vertebrados mamiferos ja foram
identificados os componentes moleculares de um sistema serotoninérgico
funcional (Mitchell & Redburn, 1985), no entanto, o conteido de 5-HT nessas
retinas é relativamente baixo, o que dificulta sua deteccdo por técnicas de
imunomarcagao (Osborne e cols., 1982).

A retina de pinto apresenta altos niveis de 5-HT e sua imunorreatividade
pode ser localizada em células amacrinas e células bipolares (Wilhelm e cols.,
1993; George e cols., 2005). A 5-HT presente em uma populagdo especifica de
células amécrinas na retina de aves provavelmente estd envolvida com o
processo de inibi¢cdo lateral (Brunken e cols., 1993, para revisdo). Enquanto a
5-HT acumulada em células bipolares e outras células amacrinas que néo
exibem imunorreatividade a enzima TrOH, parece funcionar como um

neuromodulador (Wilhelm e cols., 1993).
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Nos inumeros trabalhos sobre o sistema visual € bem estabelecido que o
glutamato constitui 0 neurotransmissor primario dos fotorreceptores, células
bipolares e células ganglionares da retina de vertebrados (Massey & Redburn,
1987, para revisdo; Michaelis, 1998, para revisdo; Thoreson & Witkovsky,
1999). A interagdo do glutamato com outros sistemas de neurotransmissores
na retina é extensivamente descrita na literatura (Tapia & Arias, 1982; Moran &
Pasantes-Morales, 1983; Do Nascimento & De Mello, 1985; Duarte e cols.,
1993; Do Nascimento e cols., 1998; Andrade da Costa e cols., 2000; Calaza e
cols., 2001; Andrade da Costa e cols., 2001).

Com base nesses estudos resolvemos inicialmente investigar in vitro a
existéncia de provaveis interacdes entre dois sistemas de neurotransmissores
presentes na retina de aves: o glutamato e a 5-HT (Passos, 2003). A
contribuicdo dos receptores ionotropicos de glutamato na regulacdo da
liberacdo de substancias neuroativas na retina de aves vem sendo
demonstrada nas Ultimas décadas (Tapia & Arias, 1982; Do Nascimento e
cols., 1998; Calaza e cols., 2001). A possibilidade da liberagcdo de 5-HT nas
células visuais da retina de pinto ser modulada pela ativacdo de receptores
ionotropicos de glutamato motivou o referido trabalho (Passos, 2003), através
do qual demonstramos que a ativacdo de receptores especificos de glutamato,
0s receptores do tipo cainato, afeta a liberagdo de 5-HT em culturas celulares
de retina embrionaria (ANEXO - Figura A).

Vérios trabalhos indicam que a liberacdo de neurotransmissores das
células nervosas € mediada predominantemente por mecanismos exocitoticos
dependentes de Ca' (Katz & Miledi, 1970; Osborne, 1982). No entanto,

estudos subseqientes em células cultivadas de retina de pinto reportam



40

mecanismos de liberacdo de GABA que envolvem reversdo da proteina
transportadora (Tapia & Arias, 1982; Duarte e cols., 1993), bem como
heterotroca de GABA por glutamato, atravées de um transportador de alta
afinidade (Do Nascimento & De Mello, 1985). Esses mecanismos se
caracterizam particularmente como independentes de Ca*? e dependentes de
Na®.

Baseado nesses dados partiu-se para analisar 0s provaveis mecanismos
envolvidos na regulacdo da liberagcdo de 5-HT induzida por receptores
glutamatérgicos em células cultivadas da retina de embrides de galinha
(Passos, 2003). O estudo analisou o papel do transportador de serotonina
(SERT) na liberacdo estimulada de 5-HT, utlizando como ferramenta
metodolégica o bloqueio da funcionalidade da proteina por um agente
especifico, a fluoxetina. Nossos resultados demonstraram que a liberacdo de 5-
HT na retina parece envolver mecanismos exocitéticos dependentes de Ca*?,
pois o bloqueio do transportador de 5-HT com o inibidor fluoxetina ndo alterou a
liberacdo estimulada do neurotransmissor, sugerindo que essa liberagdo néo
ocorre por reversao do transportador (ANEXO - Figura B).

Precishvamos agora obter evidéncias morfoldgicas que ratificassem
esses dados bioquimicos. Assim, no presente trabalho partimos para analisar
através de técnica imunohistoquimica no tecido retiniano intacto de pinto (P1) a
liberagdo de 5-HT induzida pela ativagdo de receptores glutamatérgicos. O
estudo permitiu evidenciar alteragbes no padrédo de imunorreatividade das
células a 5-HT apo6s a estimulagéo farmacoldgica com determinados agonistas
e antagonistas de glutamato, bem como identificar alguns dos provaveis

mecanismos envolvidos no processo de liberagdo de 5-HT na retina de pinto,
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corroborando os resultados bioquimicos anteriormente apresentados (Passos,

2003).

1.4

OBJETIVOS

GERAL

- Investigar a regulacdo da liberagédo de serotonina por receptores

glutamatérgicos em células da retina de pinto.

ESPECIFICOS

- Identificar as popula¢gdes de células imunorreativas ao anticorpo
contra serotonina no tecido retiniano intacto;

- Determinar alteragdes no padrdo de imunorreatividade ao
anticorpo contra serotonina no tecido retiniano tratado com
diferentes moduladores glutamatérgicos;

- Verificar o papel do transportador de serotonina (SERT) na
liberacdo estimulada do neurotransmissor;

- Analisar o papel dos ions calcio na regulagdo da liberacdo de

serotonina.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS

Foram utilizados no estudo 30 pintos pds-eclosdo com um dia de idade
(P1) da espécie Gallus domesticus, procedentes de uma granja local. Os pintos
P1 foram anestesiados com injec&o de vertanarcol (Konig) na dose de 30 mg /
100 g e Rompun (Bayer) na dose de 2 mg / 100 g via intraperitoneal, seguindo-
se, imediatamente, a decapitagdo e a enucleagcdo ocular. A fim de evitar
possiveis interferéncias circadianas nas andlises, os animais eram sacrificados

no mesmo periodo do dia.

2.2 PROCESSAMENTO PARA IMUNOHISTOQUIMICA DAS RETINAS

TRATADAS E NAO TRATADAS
2.2.1 Enucleagéo e Dissecgéao

ApOs a decapitacdo dos animais, os olhos eram cuidadosamente
removidos das Orbitas pelo desprendimento completo dos nervos 6pticos. A
separagdo entre a camara anterior e posterior ocorria através de uma secgao
no nivel da transicdo esclerocorneal, permitindo a retirada do cristalino e do
humor vitreo. Com a utilizacdo de instrumentais adequados, a retina era
cuidadosamente dissecada, e dois fragmentos eram obtidos ao longo do eixo
superior-inferior de uma mesma retina. Na obtencdo destes fragmentos
elegemos a retina central de modo a reduzir possiveis diferencas ao longo das
excentricidades horizontais e verticais. Os fragmentos centrais de retina dos
animais P1 eram escolhidos como controle ou como um determinado grupo

experimental aleatoriamente (Figura 4).
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ENUCLEACAO E DISSECCAO

RETINA FRAGMENTOS RETINIANOS
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Figura 5. Desenho experimental ilustrando a dissec¢do da retina e a obtencéo de dois
fragmentos centrais do tecido, eleitos aleatoriamente como grupo controle ou
determinado grupo experimental: NMDA (100 pM) sem Mg®*, AMPA (100 uM) e
cainato (1 uM, 5 uM, 10 uM e 50 uM).
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2.2.2 Incubacéo e Fixagao

Os fragmentos de retina do grupo controle e experimental eram imersos,
respectivamente, em solugdo de Ringer Locke somente, ou contendo um dos
agonistas glutamatérgicos testados: NMDA (100 puM) sem Mg®*, AMPA (100
uM) e cainato (1 uM, 5 puM, 10 uM e 50 uM) (Figura 5). Foi também
considerado grupo controle, todos os fragmentos de retina que néo sofreram
qualquer tratamento.

Os fragmentos eram incubados a 37° C sob atmosfera de 5% de CO; e
95% de ar por 30 minutos. A solu¢cdo de Ringer Locke continha a seguinte
composicao: KCI 5,6 mM, NaCl 147,8 mM, NaHCO3 3,6 mM, HEPES 5,0 mM,
glicose 5,6 mM e CaCl; 2,3 mM. A osmolalidade era sempre aferida utilizando
somente solu¢des isosmoticas ao tecido, entre 300 - 315 mOsM. O pH foi
verificado e ajustado para 7,2 - 7,4 com solugéo de NaOH 1 N. A incubagéo do
tecido iniciava sempre no periodo 11:30h — 13:30h de modo a evitar alterages
circadianas nas analises subseqlentes, especialmente no caso da anélise do
efeito sobre a 5-HT, que reconhecidamente tem sua concentragdo intra-

retiniana alterada ao longo do dia (Chanut e cols., 2002).

Resultados anteriores do nosso laboratério demonstraram que
determinados receptores de glutamato ativados induzem a liberacdo de 5-HT
em células cultivadas da retina de embribes de galinha (sec¢do 1.3 da
Introducéo). A utilizagéo do presente desenho experimental no tecido retiniano
intacto, permitiu analisar os efeitos da adicdo de determinados moduladores
glutamatérgicos sobre o mecanismo envolvido no processo liberacdo da 5-HT

na retina de pinto.
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INCUBACAO E FIXACAO

INCUBACAO - AGONISTAS GLUTAMATERGICOS
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Figura 6. Desenho experimental ilustrando a incubacdo dos fragmentos de retina
somente em solucdo de Ringer Locke ou contendo um dos agonistas glutamatérgicos
testados: NMDA (100 pM) sem Mg?*, AMPA (100 uM) e cainato (1 uM, 5 uM, 10 uM e
50 uM), seguindo-se a fixacdo do tecido em paraformaldeido a 4% (PA 4%) em
tampé&o fosfato 0,1 M, pH 7,4, por 2 horas.
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Procurando avaliar criteriosamente o efeito do agonista cainato sobre a
liberacdo de 5-HT, os fragmentos retinianos eram pré-incubados durante 20
minutos com o antagonista DNQX (100 uM) (Figura 6). Em seguida, esses
eram incubados com cainato (5 uM e 10 uM), ainda na presenca do

antagonista utilizado no pré-tratamento (VER ESQUEMA DO EXPERIMENTO).

ESQUEMA DO EXPERIMENTO

PRE-INCUBACAO (20") INCUBACAO (30"
GRUPOS CTR KA CTR KA
SOLUGAO Ringer Ringer+DNQX Ringer Ringer+DNQX+KA

Investigamos também o papel do transportador de serotonina (SERT) na
liberacdo estimulada do nerotransmissor através da pré-incubacao do tecido
com o bloqueador fluoxetina (10 uM) durante 20’ (Figura 7). A seguir tratamos o
tecido com o agonista cainato (5 uM, 10 uM e 50 uM), ainda na presenca da

fluoxetina (VER ESQUEMA DO EXPERIMENTO).

ESQUEMA DO EXPERIMENTO

PRE-INCUBACAO (20) INCUBACAO (30"
GRUPOS CTR KA CTR KA
SOLUGAO Ringer Ringer+Fluoxetina Ringer Ringer+Fluox.+KA

O papel dos ions Ca' na regulacdo da liberacdo de 5-HT foi
adicionalmente analisado pela incubagéo da retina durante 30° em solugéo de
Ringer Locke sem Ca*? na presenca do agonista cainato (1 uM, 5 pM, 10 uM e
50 uM). O controle experimental foi realizado em tampéo de Ringer Locke com

fons Ca*? (Figura 8).
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INCUBACAO E FIXACAO

PRE-INCUBACAO (20") — ANTAGONISTA DE GLUTAMATO (DNQX)

INCUBACAO (30’) — AGONISTA DE GLUTAMATO (CAINATO)
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TEMPERATURA 37° C
FIXACAO — PA 4% 2h ESTUFA DE CO,

Figura 7. Desenho experimental ilustrando o pré-tratamento dos fragmentos de retina
com o antagonista DNQX (100 uM), seguindo-se o tratamento com 0 agonista cainato
(5 uM e 10 uM). O tecido foi posteriormente fixado em paraformaldeido a 4% (PA 4%)
em tampdao fosfato 0,1 M, pH 7,4, por 2 horas.
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INCUBACAO E FIXACAO

PRE-INCUBACAO (20") — BLOQUEADOR DO SERT (FLUOXETINA)

INCUBACAO (30”) — AGONISTA DE GLUTAMATO (CAINATO)
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Figura 8. Desenho experimental ilustrando o pré-tratamento dos fragmentos de retina
com o bloqueador fluoxetina (10 uM), seguindo-se a adi¢do do agonista cainato (5 uM
e 10 uM). O tecido foi posteriormente fixado em paraformaldeido a 4% (PA 4%) em
tampé&o fosfato 0,1 M, pH 7,4, por 2 horas.
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INCUBACAO E FIXACAO

GRUPO CONTROLE ~ RINGER LOCKE COM Ca*? e AGONISTA (307)
GRUPO EXPERIMENTAL ~ RINGER LOCKE SEM Ca*? e AGONISTA (307

"TEMPERATURA 37° C
~ ESTUFADECO,

FIXAGCAO — PA 4% 2h

Figura 9. Desenho experimental ilustrando a incubagdo dos fragmentos de retina em
solucdo de Ringer Locke sem Ca*? na presenca do agonista cainato (1 uM, 5 uM, 10
uM e 50 uM). Controle experimental realizado em tampao de Ringer Locke com ions
Ca*?, seguindo-se a fixacdo do tecido em paraformaldeido a 4% (PA 4%) em tamp&o
fosfato 0,1 M, pH 7,4, por 2 horas.
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Ap6s o periodo de incubagdo com todas as drogas testadas, o0s
fragmentos de retina eram imersos em solugéo fixadora de paraformaldeido a
4% (PA 4%) diluido em tampéao fosfato 0,1 M, pH 7,4, por 2 horas. A seguir, 0
tecido era lavado em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4, por 3 vezes, como
preparacdo para as etapas posteriores. Utilizamos como referéncia para o

protocolo apresentado, o trabalho de Calaza e cols. (2001).

2.2.3 Crioprotecgéo e Corte

Para a obtengéo dos cortes, os fragmentos de retina eram previamente
imersos, por um periodo variavel, em solugdes crescentes de sacarose (10%,
20% e 30%) diluida em tampé&o fosfato 0,1 M, visando sua crioprotecdo. Apos
24 horas em solucdo de sacarose 30%, os fragmentos eram montados em
meio de incluséo (OCT) (Sakura Finetek, Torrance, CA) sobre uma pequena
placa de aluminio e congelados em gelo seco ou nitrogénio liquido. Seguindo-
se o congelamento, eram realizados cortes transversais de 12 - 15 um em um
criostato JUNG CM3000 Leica (Reichert Histostat) a -21° C. Os cortes eram
coletados sobre laminas previamente gelatinizadas, mantidos em temperatura
ambiente para secar e, finalmente, acondicionados em caixas de laminas
padrdo a -20° C até o momento do procedimento imunohistoquimico.
Comumente, ao retirarmos as caixas de laminas com as secc¢des de retina do
freezer para utilizd-las na imunohistoquimica, aguarddvamos um periodo de
tempo até que essas alcangcassem a temperatura ambiente para que as caixas

fossem abertas.
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2.3 IMUNOHISTOQUIMICA

O procedimento imunohistoquimico dos cortes de retina iniciava com a
lavagem em tampé&o fosfato 0,1 M durante 10 minutos, por trés vezes,
seguindo-se a pré-incubacdo em albumina de soro bovino (BSA) 1% e soro
normal de cabra (NGS) 10% em tampéao fosfato 0,1 M com 0,3% Triton X-100
durante 1 hora. O material era entdo incubado por 24 horas com o anticorpo
primério produzido em coelho (5-HT rabbit antibody; Immunostar) na diluicdo
1:5000 em tampéo fosfato 0,1 M com 0,3% Triton X-100. Na mesma lamina
estava o corte controle no qual o anticorpo primario era substituido por soro
nao-imune (Figura 9).

Apos o referido periodo de incubagdo com o anticorpo primério, eram
realizadas trés lavagens consecutivas dos cortes em tampéo fosfato 0,1 M
durante 10 minutos cada. O material era posteriormente incubado com o
anticorpo secundario biotinilado cabra anti-coelho para 5-HT (goat anti-rabbit;
Sigma) na diluicdo de 1:200 em tampéao fosfato 0,1 M com 0,3% Triton X-100
durante 24 horas. As titulagbes para o anticorpo primario e secundéario foram
determinadas em experimentos preliminares, baseando-se na marcagdo com
menor relacao sinal/ruido.

Seguindo o periodo de incubagdo com o anticorpo secundario, os cortes
eram novamente lavados em tampéo fosfato 0,1 M durante 10 minutos e entéo
incubados no complexo avidina-biotina (Kit ABC, Elite Vectastain, Vector) na
diluicdo de 1:50 em tampéo fosfato 0,1 M com 0,3% Triton X-100 por no
minimo 2 horas. De acordo com a recomendacéo do fabricante, a solugéo de
ABC era preparada 30 minutos antes de ser utilizada. Finalmente, apds trés

novas lavagens, agora em PBS, durante 10 minutos, a reacdo era revelada
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com o cromdgeno DAB (0,05% 3,3-diaminobenzidina tetrahidrocloreto), na
presenca de 0,01% de peroxido de hidrogénio em tampé&o Tris-HCI 0,1 M, pH
7,6. A reacgdo era interrompida com tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,6, apés a
constatacdo ao microscopio de células marcadas. As laminas eram montadas
com meio de glicerol a 40% em tampao fosfato 0,2 M. O selamento das

laminulas era feito com esmalte.
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Figura 10. Desenho experimental ilustrando as secc¢fes obtidas a partir dos
fragmentos de retina e submetidas ao procedimento imunohistoquimico para

evidenciacao do padrédo de marcacéo do tecido apds o tratamento com os
moduladores glutamatérgicos.
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2.4 COLORACAO PELO METODO DE NISSL

A toxicidade induzida pela ativacdo dos receptores de cainato é bem
reconhecida e requer um influxo excessivo de Ca'? para os neurdnios. A
coloracéo pelo método de Nissl foi utilizada para visualizar o padréo histolégico
das seccdes de retinas controles e tratadas, bem como avaliar a integridade do
tecido apo6s o tratamento com diferentes concentragdes do agonista cainato.

As laminas com as sec¢Oes de retina eram imersas em solugdes
decrescentes de &lcool (100%, 95%, 70% e 20%) por 1 minuto. A seguir, essas
eram lavadas em 4gua destilada e imersas no corante tionina por 30 a 60
segundos. Diferentes corantes podem ser utilizados para evidenciagéo da
substéncia de Nissl, no entanto, utilizamos o corante tionina, pois esse mostrou
um melhor padrédo de marcagao na retina de aves. Na sequéncia da bateria, os
cortes eram novamente lavados em agua destilada para retirar o excesso de
corante, e mergulhados imediatamente em solu¢cBes crescentes de &lcool
(20%, 70%, 95% e 100%) por 1 minuto. A clarificagéo ocorria pela imersao dos
cortes em xileno 100% por 3 minutos, seguindo a montagem das laminas com

Entellan (Merck) (Figura 10).
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COLORACAO DE NISSL
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Figura 11. Desenho experimental ilustrando a coloracdo das seccdes pelo método de
Nissl. Imerséo das laminas em solugbes decrescentes de alcool (100%, 95%, 70%,
20%) por 1 minuto, lavagem na agua destilada e passagem pelo corante tionina.
Lavagem novamente em agua destilada e imersdo em solugdes crescentes de alcool
(20%, 70%, 95%, 100%) por 1 minuto, seguida da clarificacdo em xileno 100% por 3
minutos e montagem das laminas com Entellan.
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2.5 ANALISE MORFOLOGICA

A andlise do material revelado com DAB foi feita utilizando um
microscopio éptico triocular (Olympus BX41) com epifluorescéncia e contraste
interferencial diferencial (DIC)* (objetivas de 40x e 100x), acoplado & camera
fotografica digital (Evolt 500, Olympus). Isso permitiu a observacdo e
documentacdo fotogréfica da expressdo de 5-HT com o anticorpo utilizado,
bem como o padrdo de marcacdo do tecido apds a estimulacdo com o0s

moduladores de glutamato.

2.5.1 Densitometria
As altera¢des no padréo de imunorreatividade das células 5-HT-positivas
(5-HT") tratadas com as diferentes drogas foram analisadas por densitometria

utilizando o software CORELsPHOTO-PAINT*X3 (Versao 13). A intensidade de

marcacao relativa & imunorreagdo do tecido a 5-HT na CNI das retinas foi
estimada a partir de uma &rea retangular padréo, a qual incluia a por¢gdo medial
da CNI, regido onde se encontram as células amécrinas, bem como as células
bipolares (ANEXO - Figura C). A resolucao espacial do sistema era de 72 x 72
dpi. As imagens foram convertidas em tons de cinza de 8 bits e equalizadas
automaticamente. Para a construgéo do histograma no referido software, uma

area de contagem de pixels era delimitada.

2.6 ANALISE ESTATISTICA
Para comparacdo estatistica dos resultados dos experimentos nos
grupos controle e tratado, os dados foram analisados utilizando ANOVA: um

critério e o pds-teste de Bonferroni, considerando significante (*p<0,05).
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3. RESULTADOS

3.1 PADRAO DE IMUNORREATIVIDADE DAS CELULAS A 5-HT NAS
RETINAS CONTROLES E TRATADAS
3.1.1 Retinas Controles

As retinas de pintos (P1) ndo-incubadas ou incubadas somente em
tampé&o de Ringer Locke imunorreagiram para 5-HT permitindo a identificagéo
do padréo de expressédo do neurotransmissor com o anticorpo utilizado. Células
amacrinas imunorreativas a 5-HT foram vistas na margem mais interna da CNI.
Essas células apresentam corpos celulares grandes e ovais, fortemente
marcados, com seus dendritos ramificando-se profusamente na CPI. Células
bipolares 5-HT-positivas (5-HT") sdo também reconhecidas na por¢do mais
externa da CNI. Essas células mostram uma marcacdo menos intensa quando

comparadas com as células amécrinas (Figura 11).

3.1.2 Retinas Tratadas

As retinas incubadas com os agonistas NMDA (100 uM) sem Mg*" e
AMPA (100 pM) mostraram imunorreatividade a 5-HT (5-HT-IR), sugerindo que
esses moduladores glutamatérgicos provavelmente ndo exercem nenhum
efeito na liberagéo do neurotransmissor. No entanto, as retinas tratadas com o
agonista cainato (5 uM, 10 uM e 50 uM) apresentaram uma evidente reducéo
na 5-HT-IR (*p<0.01), quando comparadas com as retinas controles e tratadas
com os agonistas NMDA (100 uM) e AMPA (100 uM) (Grafico 1) (Figura 12,

legenda na pagina oposta).
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Figura 12. Fotomicrografia de corte transversal de retina de pinto (P1) ndo-incubada
ou incubada somente em tampéao de Ringer Locke por 30 minutos e imunorreagida
para 5-HT. CPE, camada plexiforme externa; CNI, camada nuclear interna; CPI,
camada plexiforme interna. CTR, controle. Objetiva de 100x. Escala = 20 ym.
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Analise Densitomeétrica das Células 5-HT*
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Grafico 1. Quantificacdo da intensidade de marcacdo relativa a imunorreacdo do
tecido a 5-HT na CNI das retinas controle e tratadas com diferentes moduladores
glutamatérgicos {NMDA (100 uM) sem Mg*, AMPA (100 pM), cainato (5 uM, 10 uM,
50 uM)} (ANOVA, *p<0.01 em relacéo ao controle).
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A partir da indicagdo de que a liberagcdo de 5-HT na retina pinto
possivelmente era regulada pela ativacdo de receptores do tipo cainato,
partimos para analisar as respostas do tecido as diferentes concentragfes do
agonista. Os resultados demonstraram que o tratamento das retinas com
cainato (1 uM) nas mesmas condi¢gdes experimentais ndo resultou em efeito
estimulatério no mecanismo de liberagdo de 5-HT, j& que nao foi observada
nas seccgdes processadas uma reducédo significativa na 5-HT-IR (Figura 13,
legenda na pagina oposta). Entretanto, o aumento gradual na concentragdo da
droga, correspondeu proporcionalmente a uma diminuicdo significativa no
padrdo de imunorreatividade do tecido a 5-HT (*p<0.01) (Gréfico 2). Portanto, o
efeito estimulatorio do agonista cainato sobre a liberacdo do neurotransmissor
demonstrou ser diretamente dependente da concentracdo utilizada.

E possivel também observar que as retinas tratadas com cainato (50
uM) apresentaram uma reducdo notavel na 5-HT-IR na CPI quando
comparadas com as retinas controles e aquelas tratadas com concentracdes
menores do agonista, permanecendo somente uma marcacao puntiforme nos
estratos 1 e 4/5 da CPI (Figura 13, legenda na pagina oposta). Essa redugéo
na 5-HT-IR na neurédpila da CPI sugere que a exposicdo ao cainato (50 uM)
promove a liberacdo do estoque endégeno do neurotransmissor.

Para avaliar o envolvimento do agonista cainato sobre a regulacdo da
liberacdo de 5-HT na retina desses animais, seguimos para identificar as
respostas do tecido diante do bloqueio com o antagonista DNQX (100 yM). Os
dados revelaram que o aumento na liberagdo de 5-HT induzido por cainato (10
MM) foi completamente bloqueado pelo pré-tratamento com o antagonista

DNQX (Gréfico 3) (Figura 14, legenda na pagina oposta).



63

Andélise Densitomeétrica das Ceélulas 5-HT*

CTR KA1 KASR KA1D KAS0

Grafico 2. Quantificacdo da intensidade de marcacdo relativa a imunorreacdo do
tecido a 5-HT na CNI das retinas controle e tratadas com diferentes concentracdes de
cainato (1 uM, 5 uM, 10 uM, 50 uM) (ANOVA, *p<0.01 em relacéo ao controle).
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Analise Densitométrica das Células 5-HT*
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Grafico 3. Quantificacdo da intensidade de marcacdo relativa a imunorreacdo do
tecido a 5-HT na CNI das retinas controle e pré-tratadas com DNQX (100 uM), seguido
do tratamento com cainato (10 uM) (ANOVA, *p<0.01 em relagdo ao controle).
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Apo6s a comprovacgdo de que a ativacdo de receptores do tipo cainato
induzia a liberagéo de 5-HT na retina de pinto, procuramos compreender 0s
provaveis mecanismos envolvidos nessa regulacdo. Desse modo, partimos
para analisar o papel do transportador de serotonina (SERT) na liberagdo
estimulada do neurotransmissor, utilizando como estratégia metodoldgica o
bloqueio da proteina com um inibidor altamente seletivo, a fluoxetina (Prozac).
Os resultados demonstraram que o pré-tratamento da retina com o bloqueador
fluoxetina (10 uM), seguido da incubagédo do tecido com o agonista cainato (5
uM e 10 uM), ndo bloqueou a liberagdo estimulada de 5-HT, isso pode ser
evidenciado pela reducgéo significativa da imunorreatividade do tecido a 5-HT
(*p<0.01) (Grafico 4), sugerindo o ndo envolvimento do transportador nesse
mecanismo de regulagao.

Esses dados podem ser confirmados pela andlise do padrdo de
expressdo imunohistoquimica evidenciado apos o tratamento com o agonista
cainato, ainda na presenga do blogueador do SERT (Figura 15, legenda na
pagina oposta). As imagens demonstram uma diminuicdo acentuada na 5-HT-
IR nas secc¢Oes processadas, ou seja, 0 bloqueio da proteina transportadora
néo correspondeu a um bloqueio na liberagdo. Ao compararmos essas secgdes
com aquelas ndo submetidas ao pré-tratamento com o bloqueador fluoxetina,
ndo observamos diferencas importantes no padrdo de imunomarcagédo. Na
realidade, os dois tratamentos demonstram um decréscimo significativo de
células bipolares 5-HT" na porgdo mais externa da CNI, refletindo a maior

sensibilidade dessas células ao efeito do cainato.
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Analise Densitometrica das Células 5-HT*
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Grafico 4. Quantificacdo da intensidade de marcacdo relativa a imunorreacdo do
tecido a 5-HT na CNI das retinas controle e pré-tratadas com fluoxetina (10 uM),
seguido do tratamento com cainato (5 uM e 10 uM) (ANOVA, *p<0.01 em relacdo ao
controle).
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A partir da demonstragédo de que o bloqueio do SERT néo alterava a
liberacdo estimulada de 5-HT na retina, resolvemos analisar o envolvimento
dos fons Ca*? nessa regulacéo, incubando o tecido em tamp&o sem Ca*? com o
agonista cainato (1 uM, 5 uM, 10 uM e 50 uM). Os resultados revelam que
provavelmente a liberagdo de 5-HT na retina de pinto envolve mecanismos
exocitéticos dependentes de Ca*?, pois a auséncia do fon no meio representou
um fator regulatério negativo na liberacdo estimulada do neurotransmissor
(Gréfico 5).

Ao analisar o padréo de imunoexpressédo do neurotransmissor 5-HT nas
seccdes processadas, verificamos que a redugdo evidente na 5-HT-IR apds o
tratamento com agonista cainato (5 uM, 10 uM e 50 uM) em tampéao contendo
fons Ca™? ndo pode ser observada nas secgdes tratadas em meio sem Ca*?
(Figuras 16 e 17, legendas nas paginas opostas). De fato, a presenca do ion
parece ser indispensavel como mediador intracelular no mecanismo de

liberagé@o de 5-HT nas células da retina de aves.
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Analise Densitomeétrica das Células 5-HT*
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Grafico 5. Quantificacdo da intensidade de marcacdo relativa a imunorreacdo do
tecido a 5-HT na CNI das retinas controle e tratadas com cainato (5 uM e 50 uM) em
tamp&o de Ringer Locke sem Ca®". O controle experimental foi realizado em tamp&o
de Ringer Locke com fons Ca*? (ANOVA, *p<0.01 em relac&o ao controle).
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3.2 COLORACAO PELO METODO DE NISSL

O padrédo morfolégico das retinas dos grupos controle e experimental foi
avaliado pela coloragdo de Nissl a partir da escolha do corante tionina, que
revelou no decorrer dos experimentos uma melhor marcagéo para a retina de
aves. O aspecto histolégico das retinas tratadas com o agonista cainato ndo
mostrou altera¢cdes morfoldgicas que indicassem rompimento celular quando
comparadas com as retinas controle (Figura 18, legenda na pagina oposta). As
concentracgdes utilizadas nos tratamentos, bem como o tempo de exposi¢cao do
tecido ao cainato, ndo estdo dentro dos limites que provocam excitoxicidade.

Portanto, a integridade do tecido apdés o tratamento com diferentes
concentragdes da droga foi avaliada comparando o padrdo histologico das
retinas controle e tratadas com o agonista que promovia a diminuicdo da
imunorreatividade do tecido a 5-HT, ou seja, o cainato. Consideramos que a
reducéo evidente da imunorreatividade para 5-HT induzida por cainato (5 uM,
10 uM e 50 uM) observada nas secgdes processadas provavelmente decorre
da liberag&o do neurotransmissor e ndo em virtude do extravasamento de 5-HT

em consequéncia de uma lise celular.
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4. DISCUSSAO

O presente trabalho investigou através de método imunohistoquimico os
provaveis mecanismos envolvidos na regulacdo da liberagdo de 5-HT no tecido
retiniano intacto de pinto (P1). A perspectiva de identificar esses mecanismos
constitui efetivamente uma tentativa de compreender a importancia funcional
de mais uma das numerosas interacdes entre os diversos sistemas de
neurotransmissores presentes nas células visuais.

Como referimos anteriormente, resultados bioquimicos de nosso
laboratério demonstraram que a ativacdo de determinados receptores de
glutamato promove a liberacdo de 5-HT em células cultivadas da retina de
embrides de galinha (seccdo 1.3 da Introducdo). A utilizagdo de técnica
imunohistoquimica na retina intacta permitiu corroborar esses dados, uma vez
que foi possivel evidenciar alteragbes no padrdo de expressdo do
neurotransmissor 5-HT nas sec¢Bes processadas, apds manipulagédo

farmacoldgica com diferentes moduladores glutamatérgicos.

4.1 PADRAO DE IMUNORREATIVIDADE DAS CELULAS A 5-HT NAS
RETINAS CONTROLES

As retinas de pintos (P1) que ndo sofreram nenhum tratamento ou foram
incubadas somente em tampdo n&o mostraram diferenga significativa no
padrédo de imunorreatividade a 5-HT (5-HT-IR), indicando que a simples
incubagdo com Ringer Locke n&do alterou o padrdo de marcagdo para o
neurotransmissor. Células amécrinas e bipolares 5-HT® foram vistas na
margem mais interna e mais externa da CNI, respectivamente. As células

amacrinas 5-HT" identificadas na CNI apresentaram soma Vvisivelmente
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marcado e dendritos irradiando-se extensivamente dentro da CPl. A
distribuicdo dessas células na CNI ocorria de forma isolada ou em série de
duas a cinco células uniformemente espagadas (Figura 11).

Nas ultimas décadas, varios estudos bioquimicos e morfologicos tém
demonstrado por diversas técnicas, inclusive pela imunohistoquimica, a
existéncia de uma populagéo especifica de células amacrinas serotoninérgicas
na retina de pinto (Wilhelm e cols., 1993; Rios e cols., 1997; Fosser e cols.,
2005; George e cols., 2005). Essas células apresentam imunorreatividade para
a enzima de sintese do neurotransmissor, a triptofano hidroxilase (TrOH) (Millar
e cols., 1988; Wilhelm e cols.,1993), sugerindo que a 5-HT nessas células
parece desempenhar seu classico papel de neurotransmissor.

A populagdo especifica de células amécrinas serotoninérgicas
identificada nas retinas de pintos (P1) no decorrer dos experimentos, mostrou
seu principal dendrito atravessando a CNI sem apresentar ramificacoes
colaterais nesse nivel. Por outro lado, as arvores dendriticas secundarias
desses neurbnios ao atravessarem a CPI, ramificavam-se profusamente nos
estratos 1 e 4/5 dessa camada, com seus ramos exibindo varicosidades ao
longo de todo seu comprimento. Essas ramificagbes extensivas dos dendritos
nos estratos 1 e 4/5 da CPlI sdo denominadas, respectivamente, rede
serotoninérgica mais externa e mais interna, devido seus arranjos topograficos
nos referidos estratos. Os resultados aqui apresentados estdo consistentes
com a mais completa descricdo morfoldgica de células améacrinas na retina de
pinto com fendtipo serotoninérgico j& publicada (Rios e cols., 1997).

Cajal (1892) dividiu arbitrariamente a neurodpila da CPI da retina de

vertebrados em 5 (cinco) estratos com base nas ramificacdes dendriticas das
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células que estabelecem contatos sinapticos em diferentes estratos dessa
camada. No entanto, existem outras subordens de organizagcdo no interior da
CPI baseadas nas propriedades anatbmicas e neuroquimicas das interacbes
singpticas, como por exemplo, a divisdo em duas sublaminas (A e B), nas quais
a sublamina A (contém os estratos 1 e 2) e a sublamina B (contém os estratos
3,4eb).

As células bipolares 5-HT" visualizadas na retina de pinto apresentaram,
por sua vez, uma imunomarcacdo menos intensa em relagdo as células
amacrinas, no entanto, essas células encontravam-se em maior nUmero e seus
corpos celulares apresentavam uma morfologia bastante variada. Além disso,
seus processos sinapticos orientavam-se em direcdo a CPE e CNI,
contrariamente. A distribuicdo das células bipolares 5-HT" nas sec¢bes coradas
era enfileirada e posicionada distalmente num mesmo nivel na por¢cao medial
da CNI (Figura 11). A fraca imunorreatividade exibida por essas células na
retina de pinto, bem como o padréo morfolégico do soma e de sua arborizagéo
dendritica na CPE sdo muito semelhantes a descricdo feita por Rios e cols.
(1997) na retina de embrides de pinto e animais pds-ecloséo.

Nas retinas de véarias espécies de ndo-mamiferos, inclusive em aves,
foram observadas células bipolares imunorreativas a 5-HT, todavia, essas
células ndo demonstraram conclusivamente conter serotonina endégena (Millar
e cols., 1988; Marc e cols., 1988; Wilhelm e cols., 1993; Rios e cols., 1997;
George e cols., 2005). Na retina de teledsteos, por exemplo, uma Unica classe
de células bipolares que transportava 5-HT foi observada, porém somente apos
a pré-incubagéo com [*H]5-HT (Marc e cols., 1988). Ao contrario, em répteis,

foi possivel demonstrar 5-HT enddgena em células bipolares, embora com
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amplificacdo desse conteido enddgeno apdés a aplicagdo de 5-HT exdgena, o
que permitiu uma melhor descri¢cdo histologica do tecido. As células bipolares
nas retinas desses répteis parecem constituir uma Unica classe de células que
arborizam nos estratos 1 e 4/5 da CPI (Witkosky e cols., 1984; Weiler &
Schitte, 1985b). Esses estudos foram os primeiros a sugerir que as células
bipolares nas retinas de répteis podem ser serotoninérgicas e utilizarem a 5-HT
no seu processamento neuronal, j que foi possivel identificar a existéncia dos
requerimentos basicos para essa denominacdo, ou seja, a presenca de uma
via metabdlica para 5-HT e um mecanismo efetivo de captacéo da indolamina.

Em diferentes relatos sobre a existéncia de 5-HT nas retinas de algumas
espécies de vertebrados € geralmente aceita a seguinte afirmativa: se os
neurdnios contém 5-HT o suficiente que permita a deteccdo pela
imunohistoquimica, essas células seriam capazes de sintetizar o
neurotransmissor. Inversamente, 0s neurfnios que somente podem ser
visualizados apdés a pré-incubagdo com [°H]5-HT, essas células apenas
acumulariam essa substancia (Massey & Redburn, 1987, para reviséo).

A identificagdo imunohistoquimica de células bipolares 5-HT" nas retinas
de nossos animais permite inferir somente que o conteddo de 5-HT nessas
retinas encontrava-se em quantidade detectavel pelo método. Como néo foi
investigada a imunorreatividade do tecido para a enzima TrOH, seria
precipitagdo afirmarmos que essas células sintetizam 5-HT na retina de pinto. A
utilizagdo de técnica imunohistoquimica que possibilita a identificacdo de
células 5-HT" nas retinas de aves, reportada por diversos autores, ndo certifica
que células bipolares contenham 5-HT enddgena, uma vez que essas células

ndo mostraram imunorreatividade para a enzima de sintese do
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neurotransmissor (Millar e cols., 1988; Wilhelm e cols., 1993), sugerindo que
esses neurbnios provavelmente constituem um subgrupo de células bipolares
que acumulam 5-HT da fenda sinaptica, e ndo “verdadeiros” neuronios

serotoninérgicos (Rios e cols., 1997).

4.2 PADRAO DE IMUNORREATIVIDADE DAS CELULAS A 5-HT NAS
RETINAS TRATADAS

Os resultados demonstraram que as retinas tratadas com os agonistas
NMDA (100 uM) sem Mg®* e AMPA (100 pM) ndo apresentaram uma
diminuicdo na 5-HT-IR, indicando o ndo envolvimento desses agonistas
glutamatérgicos no processo de liberacdo do neurotransmissor na retina de
pinto (Figura 12, legenda na pégina oposta). Esses dados estdo compativeis
com os resultados in vitro previamente mencionados (secgdo 1.3 da
Introducéo), nos quais verificamos que a ativagcdo de receptores de glutamato
dos tipos NMDA e AMPA n&do promove a liberacdo de 5-HT em culturas
celulares de retinas de embrides de galinha (Passos, 2003). Contrariamente,
na retina de peixes (Raja erinacea), o tratamento com NMDA promoveu um
decréscimo detectavel na 5-HT-IR em células amacrinas, mas ndo em células
bipolares (Schuette & Chappell, 1998).

O tratamento do tecido com cainato (5 uM, 10 uM e 50 uM), por sua vez,
resultou em uma reducdo acentuada na 5-HT-IR quando comparamos com as
retinas controles e as incubadas com outros agonistas. Essa redugéo néo foi
observada na retina exposta ao cainato (1 uM), revelando ser mais patente a
partir de concentragdes maiores, como por exemplo, no tratamento com

cainato (50 uM), no qual observamos uma auséncia de marca¢éo nas secc¢des
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processadas, o que pode representar a liberacéo total do conteddo de 5-HT
das células retinianas 5-HT" (Figura 13, legenda na pagina oposta).

A ativagdo dos receptores do tipo cainato pode ser bloqueada pela
utilizagdo do antagonista DNQX (Honore e cols., 1988). A pré-incubacdo da
retina com DNQX (100 uM) resultou em um bloqueio na liberagdo mediada de
5-HT, isso pode ser revelado pela imunomarcacdo notavel do tecido que foi
submetido ao pré-tratamento (Figura 14, legenda na pagina oposta). Esses
dados ratificam que os receptores de glutamato que estdo realmente
envolvidos na liberacdo de 5-HT na retina de pinto sdo os receptores do tipo
cainato.

Analisando os provaveis mecanismos envolvidos na regulagdo da
liberagcdo de 5-HT induzida por receptores do tipo cainato, verificamos que a
liberag@o de 5-HT na retina de pinto parece envolver mecanismos exocitéticos
dependentes de Ca*?, pois o bloqueio do transportador de 5-HT (SERT) com o
inibidor fluoxetina, ndo alterou a liberacdo estimulada do neurotransmissor,
sugerindo que essa liberacdo n&o ocorre por reversdo do transportador
(Figuras 15-17, legendas nas péginas opostas).

Esses resultados estdo de acordo com estudos autoradiograficos e
bioquimicos que indicam que os neurénios que acumulam 5-HT na retina de
galinha liberam [°H]5-HT em concentracdes despolarizantes de K' no meio.
Essa liberagéo é dependente de Ca*? e inibida pela presenca de fons Co*?, ou
pela auséncia de célcio no meio (Osborne, 1982). Acredita-se que os ions Co*?
interferem com a entrada de Ca*? nos terminais sinapticos, o que resulta em

uma reducéo ou aboligcéo na liberagéo do neurotransmissor (Weakly, 1973).
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Calaza e cols. (2001) utilizaram para avaliar a integridade da retina de
pinto apos a exposicao aos agonistas de glutamato, além do método de Nissl, a
medida da atividade da lactato desidrogenase (LDH). O emprego da técnica
permitiu analisar a hipotese da liberacdo de GABA nessas retinas ser
decorrente de morte celular provocada pelo tratamento com esses compostos.
A exposicdo das retinas a 100 uM de cainato por 30 minutos promovia uma
reducdo de 50% no numero de células amécrinas e horizontais imunorreativas
a GABA. Os resultados revelaram que apds o tratamento com cainato (100 uM)
mais do que 95% da atividade da LDH era detectada intracelularmente e néao
no meio, rejeitando a hipotese de que o tratamento com a droga provocaria lise
celular e conseqiiente redugdo do nimero de células GABA®.

Em nossos experimentos o0 agonista cainato foi utilizado em
concentragdes ainda menores do que aquelas utilizadas pelos referidos
autores. Portanto, avaliamos que a acentuada diminuicdo na imunorreatividade
do tecido a 5-HT induzida por cainato (5 uM, 10 uM e 50 uM) observada em
nossas seccdes seja possivelmente proveniente da liberagdo do
neurotransmisor das células retinianas 5-HT".

Os resultados do presente trabalho acrescentam-se aos indmeros
estudos que tém demonstrado a contribuicdo dos receptores ionotropicos de
glutamato na regulacdo de substancias neuroativas na retina de vérias
espécies de vertebrados (Osborne, 1982; Tapia & Arias, 1982; Moran &
Pasantes-Morales, 1983; Weiler & Schiitte, 1985a; Do Nascimento & De Mello,
1985; Schitte & Witkovsky, 1990; Duarte e cols., 1993; Do Nascimento e cols.,
1998; Schuette & Chappell, 1998; Andrade da Costa e cols., 2000; Calaza e

cols., 2001).
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Duarte e cols. (1993) observaram que o efeito de L-glutamato na
liberagdo de [*H]JGABA em células cultivadas da retina de galinha pode ser
parcialmente revertido pelo antagonista de receptores NMDA (MK-801), bem
como totalmente bloqueado pela adigdo conjunta dos antagonistas de
receptores NMDA e ndo-NMDA (CNQX). Esses dados sugerem a participacéo
de ambos os subgrupos de receptores ionotrépicos no mecanismo de liberagdo
de GABA nas retinas desses animais.

Andrade da Costa e cols. (2000) estabeleceram na retina de Cebus
apella que células amacrinas e interplexiformes liberam GABA em resposta a
estimulagcdo com cainato, mas ndo com NMDA.

Schiitte & Witkovsky (1990) estudando a morfologia e distribuicdo de
neurénios que contém e acumulam 5-HT na retina de Xenopus laevis
verificaram que o tratamento com cainato estimulava a liberacdo de 5-HT de
células bipolares 5-HT* de maneira dependente de Ca*. A liberagdo de 5-HT
das células amacrinas, entretanto, mostrou ser largamente independente de
Ca'. O efluxo de 5-HT das células bipolares 5-HT" em resposta ao cainato,
bem como o padrédo de ramificagdo de seus dendritos no estrato 1 da CPI
indicaram que essas células provavelmente constituem células bipolares-OFF.

Adicionalmente, Schiitte (1994) utilizando método imunocitoquimico
evidenciou que a fonte primaria de 5-HT “enddgena” para as células bipolares
na retina de Xenopus sdo as caracteristicas células amacrinas 5-HT, que
conttm os elementos celulares necessarios da via de sintese do
neurotransmissor.

O processamento da informag¢do visual na retina esta amplamente

relacionado com o conjunto de neurotransmissores que s&o liberados em
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contatos sinapticos. A identificacdo dessas moléculas e de suas inUmeras
interac6es em neurbnios especificos constitui objetivo permanente para muitos
pesquisadores e novos conhecimentos surgem, buscando traduzir o verdadeiro
significado funcional dessas estreitas relagcbes nos diversos processos
neuronais.

A retina como um componente integrante do SNC compartilha muito de
suas caracteristicas morfofuncionais, incluindo a predominancia de glutamato
COmo seu neurotransmissor excitatério, como reportam varios trabalhos
(Massey & Redburn, 1987, para revisdo; Michaelis, 1998, para revisdo). As
acoes do glutamato sobre os neurbnios pds-sinapticos sdo excepcionalmente
diversas, particularmente em razdo de uma extensa familia de receptores,
agrupados em duas classes: 0s receptores ionotropicos e 0s receptores
metabotropicos (Watkins & Jane, 2006). A contribuicdo dos receptores
ionotropicos de glutamato na regulacdo da liberagdo de neurotransmissores na
retina de vertebrados é bem analisada na literatura, como j& mencionado.

Os receptores ionotrépicos de glutamato sdo proteinas multiméricas
formadoras de canais que exibem um comportamento fisioldgico complexo ao
serem ativados por glutamato e seus agonistas. Os receptores de cainato sé&o
formados por subunidades com propriedades farmacolégicas acentuadamente
distintas, ao contrario dos receptores AMPA, que apresentam sensibilidade
farmacoldgica relativamente uniforme (Hollmann & Heinemann, 1994;
Dingledine e cols., 1999)

Informacdes detalhadas sobre os sistemas serotoninérgicos da retina de
vérias espécies estudadas fundamentam a hipotese da 5-HT atuar como um

neurotransmissor nesse tecido (Parkinson & Rando, 1981; Osborne, 1982;
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Millar e cols., 1987; Wilhelm e cols., 1993), embora estudos anteriores tenham
sugerido que uma indolamina intimamente relacionada a 5-HT fosse o
verdadeiro transmissor retiniano (Florén & Hansson, 1980). A 5-HT presente na
retina de aves possivelmente esté envolvida com o processo de inibigéo lateral
e 0 estabelecimento da modulagdo centro-periferia antagbnica pelas células
amacrinas (Brunken e cols., 1993, para revisao; Rios e cols., 1997). Enquanto,
a 5-HT acumulada em células bipolares e algumas células amacrinas que ndo
exibem imunorreatividade a enzima TrOH, parece funcionar como um
neuromodulador ou co-transmissor, € 0s neurotransmissores, glutamato e
GABA, corresponderiam aos transmissores primarios desses neurdnios nas
espécies investigadas, incluindo as aves (Wilhelm e cols., 1993).

Além de seu papel como neurotransmissor e neuromodulador na retina
de aves, a 5-HT constitui um precursor para a sintese local do neurohorménio
melatonina, uma vez que ja foi identificado a TrOH como a enzima limitante da
taxa de sintese de melatonina (Cahill & Besharse, 1990). No entanto, estudos
na retina de galinha mostraram que a atividade circadiana da enzima TrOH e a
sintese de melatonina ocorrem nos fotorreceptores e ndo nas células bipolares
e amacrinas (Thomas e cols., 1993; Chong e cols., 1998).

A ativagéo de receptores do tipo cainato estimula a liberagdo de 5-HT na
retina de pinto (P1). Essa ativagdo, provavelmente, dispara a abertura de
canais de sdédio, e o influxo de sodio despolariza a membrana neuronal. A
despolarizagdo da membrana promove um aumento na conduténcia dos canais
de Ca*? dependentes de voltagem presentes na superficie neuronal. Um influxo
de célcio poderia, por conseguinte, resultar na liberacéo de 5-HT por processos

vesiculares dependentes do ion.
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Um passo importante na sequéncia desse estudo sera a compreensao
dos mecanismos intracelulares pelos quais os receptores de cainato ativados
estimulam a liberacdo de 5-HT na retina de aves. O entendimento desses
eventos moleculares nas sinapses serotoninérgicas permitira traduzir o
significado funcional dessa intima interacdo, possivelmente, envolvida com o
processamento da informagéo visual.

A transdugdo do sinal luminoso ocorre nos fotorreceptores e essa
informacéo € transmitida através de vias radiais para as células bipolares, e a
seguir, para as células ganglionares. Como referimos anteriormente, existem
dois circuitos paralelos na via radial, conhecidos como circuitos ON e OFF, que
constituem a base da percepgéo de contraste simultaneo da cor. As mudangas
nos niveis de luz correspondem em acgles reciprocas sobre esses dois
circuitos, aumentando a atividade de um e diminuindo a atividade de outro
(Massey & Redburn, 1987, para reviséo; Wassle & Boycott, 1991, para reviséo;
Kolb, 1994).

O neurotransmissor glutamato é continuamente liberado pelos
fotorreceptores no escuro, despolarizando as células bipolares de centro-OFF
pela abertura de receptores-canais do tipo ndo-NMDA (AMPA/KA) (Massey &
Redburn, 1987, para revisdo; Wassle & Boycott, 1991, para revisdo). Varios
estudos em diferentes espécies tém demonstrado que células bipolares
transitoriamente expressam 5-HT durante o desenvolvimento (Weiler &
Schiitte, 1985b; Osborne, 1985). Na retina de répteis existem evidéncias que
essas células parecem ser células bipolares de centro-OFF, devido ao seu
padrédo de arborizacdo na CPI, bem como a acentuada redugdo na

imunorreatividade dessas células a aplicagdo de cainato, que ao despolarizéa-
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las, promove a liberacdo de 5-HT (Weiler & Schitte, 1985a; Brunken e cols.,
1993, para revisdo). Esses resultados em répteis assemelham-se aos estudos
realizados em Xenopus anteriormente relatados (Schutte & Witkovsky, 1990).
Nossos resultados sobre a regulacdo da liberagdo de 5-HT assinalam
para a existéncia de provaveis interagbes entre dois sistemas de
neurotransmissores presentes na retina de aves, o glutamato e a 5-HT. O papel
dessas moléculas nas sinapses retinianas, bem como a identificacdo das
estreitas relagbes entre os receptores de cainato ativados e o processo de
liberacdo de 5-HT nas células visuais de pinto, motivam para o
desenvolvimento de novos estudos, no sentido de procurar caracterizar 0s
mecanismos moleculares envolvidos nessas interagbes. Conseguentemente,
evidéncias poderdo surgir em relagdo ao significado funcional do papel do
glutamato sobre a liberacdo de 5-HT que certamente influencia o

processamento da informagéo visual.



88

5. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho permitem inferir:

- A populagdo especifica de células amécrinas imunorreativas a 5-HT
identificada na CNI da retina isolada de pinto (P1) apresenta soma grande e
visivelmente marcado, com seus dendritos ramificando-se extensivamente na
CPI. Enquanto, o subgrupo de células bipolares serotoninérgicas mostra uma

imunomarcagao menos intensa e uma morfologia mais variada;

- A liberacdo de 5-HT na retina de pinto provavelmente ndo é regulada pela
ativacdo de receptores de glutamato dos tipos NMDA e AMPA, j& que néo foi
observada nenhuma reducdo no padréo de imunorreatividade das células a 5-

HT apos a estimulag@o com esses agonistas;

- Os receptores de glutamato do tipo cainato ao serem ativados induzem a
liberacdo de 5-HT na retina de pinto, isso pode ser revelado pela evidente

reducgéo no padréo de 5-HT-IR do tecido retiniano tratado com o agonista,;

- O efeito estimulatério do cainato sobre a liberacdo de 5-HT pode ser
bloqgueado pela presengca do antagonista DNQX, tendo em vista a

imunomarcagdo notavel das sec¢des submetidas ao pré-tratamento;
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- O bloqueio do transportador de 5-HT (SERT) com o inibidor fluoxetina n&o
influenciou a liberagdo estimulada do neurotransmissor, indicando que o efluxo

de 5-HT das células 5-HT" ndo ocorre por reversdo do transportador;

- A liberagdo estimulada de 5-HT das células 5-HT" da retina de pinto
provavelmente é mediada por mecanismos exocitéticos dependentes de Ca*?,
pois a adicdo de cainato em um meio sem Ca*?, ndo induziu a liberagéo de 5-

HT;

- O padréo histolégico das retinas tratadas com o agonista cainato ndo revelou
alteracbes morfoldgicas que indicassem rompimento celular, portanto, a
reducéo acentuada da imunorreatividade a 5-HT induzida por cainato na retina

de pinto n&o resulta do extravasamento de 5-HT das células 5-HT".
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ANEXO (Figura A)

Liberacéo de 5-HT Induzida por L-Glutamato e Agonistas
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Figura A. Aumento na liberacdo [*H]5-HT induzido por L-glutamato e agonistas em
culturas celulares de retina de embrides de galinha (ANOVA, *p<0.01 em relacdo a
liberacéo basal).
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ANEXO (Figura B)

Efeito do Bloqueio do SERT na Liberacéo de 5-HT
Induzida por Cainato
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Figura B. Efeito da fluoxetina sobre a liberagéo de [*H]5-HT induzida por cainato em
culturas celulares de retina (ANOVA, *p<0.01 em relacédo a liberacao basal).
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ANEXO (Figura C)
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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