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Resumo 

 

ATP é liberado por neurônios e age como um neurotransmissor e 
modulador no sistema nervoso assim como na retina. Além de neurônios, 
astrócitos corticais são capazes de liberar ATP de vesículas acídicas através 
de um processo dependente de cálcio. Neste estudo, investigamos o efeito da 
ativação de receptores de glutamato, da despolarização por KCl e da 
incubação com ionóforo de Ca2+ sobre a liberação vesicular de ATP no único 
tipo de célula glial presente na retina de pinto, a glia de Müller. A exocitose de 
vesículas contendo ATP foi estimada utilizando o corante quinacrina que marca 
vesículas contendo ATP. Culturas enriquecidas de glia, obtidas de retinas de 
embriões de galinha com 8 dias, apresentam vesículas fluorescentes após 
incubação com quinacrina, que se torna mais evidente com o desenvolvimento 
da cultura. Esta marcação foi bloqueada pela incubação com bafilomicina A1 1 
µM, confirmando a natureza vesicular da marcação. A adição de KCl 50mM, 
glutamato 1mM ou ionomicina 5µM foi capaz de induzir uma diminuição na 
quantidade de vesículas fluorescentes após 10 minutos de estimulação. A 
liberação induzida por KCl foi inibida por BAPTA-AM 30 µM e a liberação 
induzida por ionomicina inibida por EGTA 1 mM, mostrando que a liberação 
vesicular de ATP é dependente de cálcio. O conteúdo de ATP liberado das 
células foi estimado por luminescência. De acordo com a diminuição da 
marcação com quinacrina, o tratamento com KCl e glutamato induziram um 
aumento de ATP extracelular. A liberação induzida por glutamato foi inibida por 
BAPTA-AM e bafilomicina A1, mostrando que esta liberação induzida é 
dependente de Ca2+ e proveniente de vesículas. A análise dos receptores de 
glutamato envolvidos na liberação de ATP mostrou que os receptores 
ionotrópicos AMPA/KA estão envolvidos com uma maior liberação de ATP que 
o receptor NMDA. Kainato 100µM induziu tanto a diminuição da marcação de 
vesículas quanto um aumento no ATP liberado, enquanto NMDA 100µM 
induziu menor liberação de vesículas observadas pela marcação com 
quinacrina. O uso de antagonistas destes receptores confirmou a maior 
participação de receptores não-NMDA na liberação de ATP. Estes resultados 
sugerem que células gliais de retina em cultura liberam ATP por aumento de 
Ca2+ intracelular. Estas células apresentam vesículas passíveis de serem 
coradas com quinacrina, possivelmente contendo ATP, e que podem liberar 
seu conteúdo por estimulação de receptores glutamatérgicos ou 
despolarização. 
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Abstract 

 
ATP is release by neurons and acts as a neurotransmitter or modulator in 

the nervous system as in the retina. Also, cortical astrocytes are capable of 
releasing ATP from acidic vesicles in a Ca2+-dependent way. In the present 
work, we investigated the effect of glutamate receptors activation, high 
concentration of K+ and of Ca2+ ionophore on the release of ATP from the 
unique chick retinal glial cell, the Müller glia. The exocytosis of ATP containing 
vesicles was estimated using quinacrine, a fluorescent dye known to selectively 
label high levels of ATP in vesicles. Chick embryo retinal cell cultures enriched 
in glia presented fluorescent puncta that increased along the development of 
the cultures. This staining was blocked by incubation with 1 µM bafilomycin A1, 
confirming the vesicular nature of the stain. KCl (50mM), glutamate (1mM) and 
ionomycin (5µM) were capable of inducing a progressive decrease in the 
amount of fluorescent vesicles, mainly after 10 minutes of stimulation. KCl 
induced decrease of staining was inhibited by 30 µM BAPTA-AM and the 
ionomycin effect was blocked by 1 mM EGTA, showing that the vesicular ATP 
release was calcium-dependent. The content of ATP released by the cells was 
estimated by luminescence. According to the decrease in quinacrine staining, 
the treatment with KCl and glutamate induced an increase in extracellular ATP. 
Glutamate induced ATP release was inhibited by BAPTA-AM and bafilomycin 
A1, suggesting that ATP-induced release was calcium-dependent and derived 
from vesicles. Analysis of which glutamate receptors are involved in ATP 
release showed that ionotropic AMPA/KA receptors are responsible for a 
greater ATP release than NMDA receptors. Kainate (100µM) induced a 
decrease in quinacrine staining and an increase in ATP measured by 
luminescence, while 100 µM NMDA induced a minor release of vesicles 
observed with quinacrine. The use of glutamate receptor antagonists confirmed 
a major role of non-NMDA receptors in ATP release. These results suggest that 
retinal glial cells in culture release ATP when intracellular Ca2+ increase is 
stimulated. These cells present vesicles that possibly contain ATP that can be 
stained with quinacrine and that can release its content by glutamatergic 
receptor stimulation or depolarization. 

Keywords: ATP, Retina, Exocytosis, Müller Glia 
 
 
 
 
 
 
 



1 Introdução 

A retina como modelo de estudo do SNC 

Embora a retina se localize em uma região periférica, ela é parte do 

sistema nervoso central (SNC) e constitui um modelo experimental bastante útil 

para o estudo deste sistema, já que compartilha a mesma origem embrionária e 

segue os mesmos padrões de desenvolvimento do cérebro. 

A retina de pinto, em particular, é um excelente modelo para o estudo do 

SNC, por diversos motivos:  

1- Apresenta poucos tipos celulares. Cinco tipos de neurônios estão 

presentes: fotorreceptores, células bipolares, ganglionares, horizontais e 

amácrinas. Um tipo principal de célula glial, a glia de Müller também está 

presente (para revisão, Rodieck, 1998).  

2- Possui uma estruturação clara, com camadas celulares definidas e uma 

rede de circuitos sinápticos restrita ao próprio tecido. 

Para estudos de neurogênese, morte e diferenciação celular no SNC, este 

tecido também é um bom modelo uma vez que é uma estrutura de fácil acesso 

em quase todas as fases do desenvolvimento embrionário. Este tecido pode 

facilmente ser dissociado e, sob condições apropriadas, suas células 

desenvolvem muitas das propriedades da retina intacta, incluindo a formação 

de sinapses (de Mello, 1982). 

 
Estrutura da retina 

As camadas da retina estão organizadas da seguinte forma (Figura A): 

Camada Nuclear Externa (CNE), formada pelos corpos celulares dos 

fotorreceptores; Camada Plexiforme Externa (CPE), região onde ocorrem as 

sinapses entre os fotorreceptores, as células horizontais e bipolares; Camada 

Nuclear Interna (CNI) formada pelos corpos das células horizontais, das 

bipolares, das amácrinas e do principal tipo de célula glial da retina: a glia de 

Müller; Em seguida, uma segunda camada de processos, a Camada Plexiforme 

Interna (CPI), onde ocorrem contatos sinápticos entre células bipolares, 

amácrinas e ganglionares; Os corpos das células ganglionares e algumas 
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amácrinas deslocadas formam a camada mais interna da retina, a Camada de 

Células Ganglionares (CCG). 

 

 
Figura A: Representação esquemática da retina mostrando suas 
diferentes camadas e tipos celulares. Corte histológico de retina. Células: 
azul escuro: células ganglionares; amarelo: células amácrinas; rosa: célula 
bipolar; azul claro: glia de Müller; vermelho: célula horizontal; verde: 
fotorreceptor cone. Modificado de Martins e Pearson, 2007. 
 
 

O tecido retiniano utiliza a maioria dos neurotransmissores e 

neuromoduladores encontrados no cérebro e em grande parte do SNC. O 

principal neurotransmissor utilizado na via transversal envolvendo os 

fotorreceptores, as bipolares e as ganglionares desse tecido é o glutamato. As 

populações heterogêneas de células amácrinas empregam um amplo espectro 

de neurotransmissores e neuromoduladores, incluindo a substância P, a 

dopamina, encefalinas, o glucagon, a somastatina, a serotonina, a acetilcolina, 

a neurotensina, o neuropeptídeo Y, o glutamato, o GABA, entre outros (Mey e 

Thanos, 2000).  
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Tem sido verificado também, que o ATP tem um papel importante na 

modulação da neurotransmissão da retina. A fisiologia deste modulador na 

retina será abordada posteriormente. 

 
Desenvolvimento da retina  

O desenvolvimento da retina segue os mesmos padrões de mitose, 

migração, diferenciação e morte celular encontrados no sistema nervoso em 

geral. Em estágios precoces do desenvolvimento, dois estratos na retina 

neural, a zona ventricular e a camada neuroblástica podem ser distinguidos. A 

zona ventricular contém principalmente células em mitose que migram para 

dentro da camada neuroblástica ao final da sua divisão (Mey e Thanos, 2000). 

Os precursores neurais sofrem inúmeras mitoses, durante as quais seus 

núcleos migram transversalmente pela camada neuroblástica. A fase S ocorre 

na superfície basal, enquanto a mitose propriamente dita ocorre na superfície 

apical, adjacente ao epitélio pigmentar (Martins e Pearson, 2007). Os núcleos 

migram entre estas duas superfícies durante as fases G1 e G2, em um 

processo chamado ‘movimento nuclear intercinético’ (Figura B). 

 

 
Figura B: Representação esquemática do movimento nuclear intercinético 
e início de estratificação na retina. Durante a mitose de precursores neurais, 
os núcleos migram transversalmente pela camada neuroblástica. Azul escuro: 
células ganglionares; Amarelo: células amácrinas; Cinza: precursores neurais. 
Retirado de Martins e Pearson, 2007.  
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À medida que mais células se tornam pós-mitóticas, a retina passa da fase 

de proliferação para a fase de diferenciação. Os neuroblastos retinianos saem 

do ciclo celular de uma maneira ordenada e sucessiva (Figura C). Na galinha, 

cujo desenvolvimento embrionário dura 21 dias, a formação do cálice óptico 

ocorre entre o segundo e terceiro dia embrionário (E2 e E3). Os neuroblastos 

que irão gerar células ganglionares são os primeiros a saírem do ciclo celular a 

partir de E2 e principalmente entre E5 e E7. Os progenitores de células 

amácrinas ou horizontais começam a sair do ciclo em E2-3, sendo o ápice 

deste processo entre E6 e E7. Tanto as células de Müller quanto os 

fotorreceptores começam a ser gerados em E4, sendo seu maior nível de 

produção em E8. As últimas células a cessarem a divisão são as células 

bipolares que começam a sair do ciclo em E5. As células ganglionares 

finalizam sua neurogênese em E7, as horizontais e os fotorreceptores em E9, 

seguidas pelas células amácrinas em E10. Já os progenitores das células de 

Müller e bipolares são os últimos a saírem do ciclo celular em E11 e E13, 

respectivamente (Fujita e Horii, 1963; Kahn, 1974; Spence e Robson, 1989; 

Prada et al., 1991). 

 
 

 
Figura C: Representação esquemática da gênese de células na retina de 
pinto em função das idades embrionárias. As curvas representam a fase em 
que os progenitores neurais saem do ciclo celular. Linha inferior: Dias 
embrionários. Azul escuro: células ganglionares; Amarelo: células amácrinas; 
Rosa: células bipolares; Azul claro: glia de Müller; Vermelho: células 
horizontais; Verde: fotorreceptores do tipo cone. Modificado de Martins e 
Pearson, 2007. 
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Os processos de migração e o crescimento de neuritos transformam a 

retina de pinto de um neuroepitélio pseudo-estratificado em um órgão sensorial 

multi-laminado, cujo padrão de estratificação está essencialmente estabelecido 

em E16 (Mey e Thanos, 2000).  

Após a saída do ciclo celular, cada tipo celular da retina inicia sua 

diferenciação morfológica e bioquímica em estágios variáveis. Fotorreceptores, 

por exemplo, finalizam sua neurogênese em E9, porém sua maturação só é 

observada entre E16 e P0 (Mey e Thanos, 2000). Já células amácrinas 

dopaminérgicas são geradas entre os estágios de E3 e E7, mas só se 

diferenciam morfologicamente em E14 (Gardino et al., 1993).  

A glia de Müller ainda imatura (glia radial) tem um importante papel para a 

organização laminar da retina, provendo um sistema de referência para 

migração celular e de suporte para a sinaptogênese (Stier e Schlosshauer, 

1998). No entanto, a expressão da enzima glutamina sintetase, importante para 

a função glial de reciclagem sináptica do glutamato, só aparece em células 

gliais de Müller já diferenciadas em retinas mais amadurecidas (Willbold e 

Layer, 1998). 

A apoptose tem um papel importante na regulação do número de neurônios 

no sistema nervoso em estágios precoces do desenvolvimento. Durante o 

desenvolvimento da retina de galinha, duas ondas de morte celular programada 

são encontradas (Cook et al., 1998; Chavarría et al., 2007) (Figura D). A 

primeira, entre os estágios de E4 e E7, é sobreposta ao período de 

neurogênese e diferenciação de células ganglionares (Cuadros e Rios, 1988). 

A segunda onda ocorre entre os estágios de E10 e E14, quando as células 

ganglionares começam a ser dependentes do suporte trófico de seus alvos 

(Vecino et al., 2004). 

 
Células gliais da retina 

A retina de vertebrados contém quatro tipos de células gliais, sendo a glia 

de Müller a mais abundante, compreendendo 90% das células gliais da retina. 

Este tipo glial está presente, salvo na entrada do nervo óptico, em todas as 

regiões da retina. Além da glia de Müller, astrócitos e microglia são os outros 

tipos gliais mais observados na retina. Estas células estão presentes apenas 
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em retinas de alguns mamíferos e compreendem menos de 10% das células 

gliais da retina. O quarto tipo de glia, os oligodendrócitos são observados na 

retina apenas em axônios mielinizados de células ganglionares que estão 

presentes na camada de fibras (para revisão, Sarthy e Ripps, 2001). 

Em espécies com retinas não vascularizadas (répteis, anfíbios, aves e 

alguns mamíferos), poucas células são encontradas na retina neural em adição 

a glia de Müller. A glia se estende por todas as camadas da retina, formando as 

membranas limitantes interna e externa e tem seus corpos celulares 

localizados na camada nuclear interna e seus processos expandindo por toda 

extensão da retina. Estas células interagem com a maioria dos neurônios da 

retina (Sarthy e Ripps, 2001). 

 

 
 
 
Figura D: Representação esquemática do curso temporal de morte 
celular, proliferação e diferenciação da retina durante o desenvolvimento 
do embrião de galinha. Note que a morte celular é um processo que ocorre 
naturalmente durante a gênese precoce dos neurônios da retina embrionária de 
galinha. Neste tecido, ocorrem duas fases de apoptose: uma fase envolvendo a 
morte de precursores neurais de diversos tipos celulares (pico em E5) e uma 
segunda fase envolvendo a morte de células ganglionares e outros neurônios 
em diferenciação ou já diferenciados (pico em E10). PE, epitélio pigmentar; V, 
superfície vitreal. Retirado de De la Rosa e De Pablo, 2000.  
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Papel das células de Müller na fisiologia da retina 

A célula de Müller desempenha diversas funções na retina, incluindo as 

funções associadas à oligodendrócitos, astrócitos e células ependimais em 

outras regiões do SNC (Newman e Reichenbach, 1996). A glia de Müller 

fornece suporte estrutural e metabólico aos neurônios. Além disso, responde a 

uma variedade de sinais neuronais e ativamente controla os níveis de K+, H+ e 

neurotransmissores no espaço extracelular. Algumas das funções relacionadas 

à glia de Müller serão relatadas a seguir (Newman e Reichenbach, 1996; 

Bringmann et al., 2006) (Tabela 1). 

 
 

Funções das Células de Müller 

Desenvolvimento da retina Suporte para orientação (glia radial imatura) 

Acoplamento neurovascular  Síntese e liberação de substâncias vasoativas 

Condução da luz ao segmento 
externo dos fotorreceptores  

A glia de Müller possui propriedades semelhantes 
a fibras ópticas.  

Homeostasia do K+ e controle de 
osmolaridade e pH  

- Remoção do K+ externo (sifonamento do K+) 
- Desidratação da retina interna  
- Tamponamento de CO2 

Captação e reciclagem de 
neurotransmissores 

- Captação de glutamato, GABA, glicina e D-serina 
(Para revisão: Bringmann et al., 2009) 
- Reciclagem de neurotransmissores, glutamato e 
GABA  

Liberação de substâncias 
neuroativas 

Estoque e liberação de: 
- D-serina 
- Glutamato 
- ATP 

Proteção contra o estresse 
oxidativo.  

- Produção de glutationa: 
O glutamato captado pelas células de Müller é 
utilizado na produção de glutationa (Pow e Crook, 
1995).  

Suporte metabólico e nutrição dos 
neurônios.  

- Liberação de piruvato para neurônios 
- Estoque de glicogênio e glicogenólise 
(Para revisão: Bringmann et al., 2006)  

Fonte de células progenitoras.  - Células de Müller podem dediferenciar, proliferar 
e produzir novas células  
(Para revisão: Fischer e Reh, 2003)  

 
Tabela 1: Funções relacionadas às células de Müller. Modificado de 
Bringmann et al., 2006  
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1) Acoplamento Neurovascular:  

A atividade neuronal normalmente evoca mudanças localizadas no fluxo 

sanguíneo, um processo chamado acoplamento neurovascular. O fluxo 

sanguíneo no sistema nervoso é dinamicamente regulado para que neurônios 

ativos recebam mais oxigênio e glicose do que neurônios inativos. Na retina, o 

acoplamento neurovascular é mediado pelas células de Müller. A atividade 

neuronal gera uma sinalização purinérgica que induz um aumento de Ca2+ 

intracelular na glia e, conseqüentemente, a produção e liberação de agentes 

vasoativos. Esses agentes como metabólitos do ácido araquidônico e 

prostaglandinas agem regulando o diâmetro dos vasos sanguíneos adjacentes 

(Metea e Newman, 2006).  

 
2) Condução de luz para o segmento externo dos fotorreceptores:  

Em uma série de elegantes experimentos, Franze e colaboradores, em 

2007, mostraram que a glia de Müller apresenta uma ultra-estrutura peculiar 

que permite a passagem de luz causando o mínimo de distorção e perda  

luminosa na retina. Na glia de Müller organelas dispersivas de luz, como 

mitocôndrias, são raras, enquanto os filamentos de actina são orientados ao 

longo do eixo celular. Os pés das células de Müler cobrem toda a superfície 

interna da retina e estes possuem um baixo índice de refração, permitindo uma 

entrada eficiente de luz do humor vítreo para dentro das células de Müller. Em 

conjunto a isso, o seu formato de funil e sua orientação ao longo da via de 

passagem de luz, conferem propriedades semelhantes às encontradas em 

fibras ópticas.  

 
3) Suporte metabólico e nutrição de neurônios:  

O metabolismo energético das células gliais ocorre principalmente por 

glicólise anaeróbica, o que gera produtos como o piruvato. Estes produtos de 

metabolismo são liberados por células gliais e captados por neurônios, que 

podem ultilizá-los em seu próprio ciclo de Krebs. Além disso, a glia possui 

reservas de glicogênio que poder ser metabolizadas por glicogenólise por 

aumento de atividade de neurônios (para revisão, Bringmann et al., 2006). 
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4) Fonte de células progenitoras: 

Em determinadas condições, a glia de Müller parece ser uma fonte de 

células precursoras que podem gerar novos neurônios na retina. Quando 

retinas são submetidas a danos ou expostas a fatores de crescimento 

exógenos, estas células, mesmo que totalmente diferenciadas em tecidos 

adultos, podem se desdiferenciar, proliferar, expressar combinações de fatores 

de transcrição normalmente expressados por progenitores embrionários e 

produzir novos neurônios e células gliais (para revisão, Fischer e Reh, 2003).  

 
5) Modulação da Transmissão Sináptica: 

Células de Müller modulam direta e indiretamente a excitabilidade e 

transmissão neuronal, além de exercer efeitos sobre as próprias células gliais. 

A modulação direta acontece pela liberação de substâncias neuroativas, como 

glutamato e ATP. Já a modulação indireta ocorre pela captação e reciclagem 

de neurotransmissores, pela liberação de moduladores sinápticos como a D-

serina, pelo controle do pH e pela retirada de íons do meio extracelular 

(Newman, 2004). 

 
6) Homeostasia do K+:  

A estimulação da retina com luz resulta em ativação neuronal e aumento 

na concentração extracelular de potássio [K+]o nas camadas plexiformes 

interna e externa deste tecido (Karowski e Proenza, 1977). Esse aumento na 

[K+]o normalmente deve ser rapidamente revertido para limitar flutuações na 

excitabilidade neuronal. Células de Müller removem o excesso de K+ do espaço 

extracelular por vários mecanismos. Estas células captam e estocam 

temporariamente o K+, com o influxo do íon ocorrendo por processos ativos 

(Na+K+-ATPase) e passivos. O K+ também pode ser removido do meio 

extracelular por um mecanismo de tamponamento espacial (Newman et al., 

1984). O aumento da [K+]o nas camadas plexiformes provocam o influxo do íon, 

despolarizando localmente a glia de Müller, o potássio é então liberado destas 

células em outros locais como o espaço subretinal, vasos sanguíneos e humor 

vítreo. O tamponamento espacial do K+ decorrente deste processo redistribui 

efetivamente o potássio extracelular. Este processo de tamponamento espacial 
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é chamado de “sifonamento do potássio” (para revisão, Newman e 

Reichenbach, 1996). 

 
7) Controle de osmolaridade:  

Em condições normais, a retina acumula água, que é continuamente 

redistribuída para fora da retina neural pelo epitélio pigmentar, que desidrata o 

espaço subretinal, e por células de Müller, que desidratam o tecido 

internamente. A retirada de água pela glia segue um gradiente de íons como o 

K+. A glia de Müller co-expressa aquaporinas (proteínas transportadoras de 

água) com canais de K+ relacionados ao sifonamento do potássio. Portanto, em 

células de Müller, o controle de osmolaridade está relacionado com o 

tamponamento espacial do K+ (para revisão, Bringmann et al., 2006). A 

interrupção desta via por patologias que afetam células gliais, levam a 

formação do edema macular, uma via final de várias doenças oculares 

(Bringmann et al., 2004). 

 
8) Controle do pH:  

A atividade neuronal na retina gera uma alcalinização extracelular (Borgula 

et al., 1989), sendo a manutenção do pH regulada por células de Müller. A glia 

apresenta um sistema de co-transporte de Na+ / HCO3- (um íon Na+ para três 

íons HCO3-) (Newman, 1991) e como este transporte é eletrogênico, a 

despolarização da célula resulta na retirada de íons HCO3-, acidificando o meio 

(Newman, 1996). Durante a atividade neuronal, as células de Müller são 

despolarizadas pelo aumento da [K+]o, ocorrendo um aumento na atividade do 

sistema de transporte de Na+ / HCO3- que irá acidificar o meio, o que neutraliza 

a alcalinização causada pela atividade neuronal. Além disso, as células de 

Müller facilitam a retirada do CO2 produzido pela atividade neuronal. O CO2 é 

rapidamente convertido em HCO3- e H+ pela enzima anidrase carbônica 

encontrada na superfície e no interior das células de Müller (Newman,1994). O 

HCO3- pode ser então transportado para o humor vítreo por co-transportadores 

Na+ / HCO3-. A glia ainda pode modular a excitabilidade neuronal pela 

acidificação do meio. Uma acidificação de 0.05 unidades de pH produz uma 

redução de 24% na transmissão sináptica entre fotorreceptores e neurônios de 

segunda ordem (Barnes et al., 1993). 
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9) Captação e Reciclagem de Neurotransmissores:  

Células de Müller são responsáveis pela maior parte da reciclagem dos 

neurotransmissores nas interações neuro-gliais. Para a retirada rápida de 

transmissores das fendas sinápticas, a glia de Müller expressa sistemas de 

captação para transmissores aminoácidos como o glutamato (Sarthy et al., 

2005), GABA (Biedermann et al., 2002) e glicina (Gadea et al., 2002) (Figura 

E). 

A retirada de glutamato da sinapse pela célula de Müller é requerida para o 

funcionamento normal de sinapses excitatórias e para a prevenção da 

neurotoxicidade. O mau funcionamento do transporte de glutamato da glia 

resulta em níveis aumentados de glutamato, que podem contribuir para a 

disfunção neuronal e apoptose na retina em situações patológicas (Barnett e 

Pow, 2000). A glia de Müller expressa o transportador glutamato/aspartato, 

EAAT, que é o transportador predominante na remoção de glutamato na retina 

(Rauen et al., 1998). Após a captação pelas células de Müller, o glutamato é 

convertido em glutamina pela enzima glutamina sintetase, GS, que é expressa 

somente nestas células (Willbold e Layer, 1998). 

A captação de GABA é principalmente mediada por transportadores de 

GABA de alta-afinidade dependentes de Na+ e Cl- (GATs), onde 2 íons Na+ e 1 

Cl- são co-transportados com uma molécula de GABA (Biedermann et al., 

2002). Na retina de mamíferos, os neurônios e as células de Müller removem 

GABA do espaço extracelular, enquanto que em retinas de aves e vertebrados 

inferiores, a remoção de GABA é quase exclusivamente mediada por células 

neuronais (para revisão, Bringmann et al., 2009). No entanto, células de Müller 

de ave em cultura são capazes de captar GABA (De Sampaio Schitine et al., 

2007). 

Após a captação do GABA em células de Müller, o neurotransmissor é 

rapidamente convertido em glutamato pela GABA transaminase (Bierdemann et 

al., 2002), que então é inserido na via da GS, de maneira semelhante ao 

glutamato captado. A glutamina é então disponibilizada de volta para os 

neurônios como um precursor para a síntese de glutamato e GABA (ciclo 

glutamato-glutamina da retina) (Pow e Crook, 1996). 

 
 

11 
 



 
 
Figura E: Representação esquemática da captação e reciclagem de 
neurotransmissores na retina. Um neurônio GABAérgico (neurônio 1) e um 
neurônio glutamatérgico (neurônio 2) foram representados juntos para 
simplificação. Eles liberam os neurotransmissores GABA e Glutamato 
respectivamente, no espaço estracelular (ECS), de onde são rapidamente 
captados pela célula de Müller.  Para este propósito a célula possui 
transportadores de captação de alta-afinidade para GABA (GAT-3) e glutamato 
(GLAST). Uma vez entrando no citoplasma, GABA é convertido em glutamato 
pela ação da GABA-transaminase (GABA-T). Glutamato então é transformado 
em uma substância não-neuroativa, a glutamina pela ação da enzima 
específica da glia glutamina sintetase (GS). A glutamina é então exportada por 
transportadores de glutamina, SN1 e SN2, para o ECS, onde os neurônios 
podem captá-la e utilizar na síntese de glutamato e GABA. Retirado de 
Bringmann et al., 2006.  
 
 
10) Proteção contra o estresse oxidativo:  

A glutationa reduzida é um importante antioxidante que protege as células 

contra estresse oxidativo e nitrosativo pela neutralização de radicais livres. O 

glutamato captado pelas células de Müller também é utilizado para a produção 

de glutationa, que pode ser liberada, protegendo células neuronais e glia do 

dano causado por radicais livres (Pow e Crook, 1995; Oliveira et al., 2010). 

 
11) Liberação de D-serina:  

D-serina é um ligante endógeno do sítio modulatório da glicina no receptor 

glutamatégico NMDA. Este aminoácido é liberado por células de Müller na 

retina (Miller, 2004). D-serina ativa o sítio de ligação da glicina com com uma 
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potência até 3 vezes maior que a própria glicina, sendo necessário para a total 

atividade dos receptores NMDA em células ganglionares. A D-serina e a serina 

racemase, sua enzima de síntese, estão presentes na glia de Müller que 

parece ser a principal fonte deste aminoácido na retina (Stevens et al., 2003). 

 
ATP como neurotransmissor  

Durante um longo período, o ATP foi reconhecido como a fonte de energia 

intracelular, sendo a aceitação de seu papel como molécula sinalizadora 

extracelular muito mais recente. Os potentes efeitos do ATP no coração e em 

vasos sanguíneos foram primeiramente descritos por Drury e Szent-Györgvi em 

1929. Mais de 40 anos depois, o ATP foi proposto como neurotransmissor em 

neurônios não-colinérgicos, não-adrenérgicos no intestino e na bexiga e o 

termo purinérgico foi então estabelecido (Burnstock, 1972). 

Efeitos complexos da sinalização do ATP ficaram imediatamente 

aparentes, como a excitação ou inibição da neurotransmissão (para revisão, 

Fields e Burnstock, 2006). Foi reconhecido, então, que o ATP era prontamente 

clivado por hidrólise enzimática, formando ADP, AMP e adenosina (Figura F). A 

suposição de que deveria existir uma complexa família de receptores de 

membrana especializados em responder ao diferentes produtos de reação da 

hidrólise do ATP foi confirmado, havendo a identificação e caracterização de 19 

receptores purinérgicos distintos (Burnstock, 2006). 

Enquanto neurotransmissores clássicos são regulados pela liberação e 

recaptação do transmissor da fenda sináptica, o ATP é degradado por 

ectonucleotidases e cada um dos seus produtos da hidrólise pode ativar 

diferentes tipos de receptores (Figura G). Várias famílias de enzimas estão 

envolvidas na hidrólise de ATP liberado para o meio extracelular (Figura F): As 

ectonucleosídeo trifosfato hidrolase (E-NTPDases), das quais NTPDase 1,2,3 e 

8 são extracelulares; As ectonucleotídeo pirofosfatase/fosfodiesterase (E-

NPPs), que podem ser de três sub-tipos: fosfatases alcalinas, ecto-5’-

nucleotidases ectonucleosídeo difosfato cinase (E-NDPKs). A NTPDase1 

hidrolisa ATP diretamente para AMP e o UTP para UDP, enquanto a 

NTPDase2 hidrolisa ATP para ADP. Já a 5’-nucleotidase hidrolisa o AMP para 
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adenosina. Essas enzimas possuem uma distribuição ampla no SN e 

normalmente são expressas em conjunto (para revisão, Zimmermann, 2001). 

 

 
Figura F: Receptores purinérgicos ligam ATP extracelular além dos 
produtos de reação  resultantes de sua hidrólise por ectonucleotidases. 
Receptores P2 ligam ATP e ADP, enquanto receptores P1 ligam adenosina. 
Este metabolismo de ATP extracelular é regulado por diversas 
ectonucleotidases, incluindo membros da família ENTPDase e da família E-
NPP. Ecto-5’-nucleotidase e alcalino fosfatase (AP) catalisam a degradação do 
nucleotídeo para adenosina. Retirado de Fields e Burnstock, 2006.  
 
 

Diversos estudos mostraram que ATP pode ser co-liberado de vesículas 

sinápticas de neurônios, se tornando acessível às células gliais que circundam 

as sinapses. Estudos farmacológicos de receptores revelaram que a maior 

parte das células gliais do SN (astrócitos, oligodendrócitos, células de 

Schwann, células de Müller e microglia) expressam receptores purinérgicos 

(para revisão, Fields e Stevens, 2000). O ATP, então, pode agir como 

sinalizador entre neurônios e células gliais, induzindo aumentos na [Ca2+]i (para 

revisão, Fields e Burnstock, 2006). 
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A concentração de ATP em vesículas liberadas por neurônios pode chegar 

a 1000 mM. Porém, a principal fonte de ATP que age em purinoceptores em 

tecidos nervosos são células morrendo ou que sofreram algum tipo de dano. A 

liberação de ATP de muitas células é uma resposta fisiológica ou 

patofisiológica ao estresse mecânico, hipóxia ou inflamação (para revisão, 

Bodin e Burnstock, 2001b). A liberação de ATP por células gliais será discutida 

adiante. 

Purinas liberadas no meio extracelular exercem suas funções através de 

receptores de membrana purinérgicos do tipo P1 ou P2 (Burnstock, 1997). 

(FIGURA G). Baseado em sua estrutura, em evidências bioquímicas e ações 

farmacológicas, os receptores P2 foram subdivididos em duas famílias, 

ionotrópicos e metabotrópicos: P2X e P2Y, respectivamente (Abbrachio e 

Burnstock, 1994). A família de receptores P2X foi identificada como canais 

iônicos dependentes de ligantes, tendo sido clonados sete subtipos (P2X1-7). A 

família de receptores P2Y está envolvida com a ativação de proteínas G 

(Abbracchio e Burnstock, 1994; Di Virgilio, 2001) e até o momento foram 

clonados oito subtipos (P2Y1, 2, 4, 6, 11, 12, 13, 14). Estes receptores 

metabotrópicos têm sete domínios transmembrana, uma porção N-terminal 

localizada extracelularmente, uma porção C-terminal voltada para o meio 

intracelular e acoplam-se com proteínas G dos tipos Gq/11, Gs e Gi. 

Baixas e altas concentrações de ATP evocam 2 respostas distintas de Ca2+ 

na glia do nervo óptico, o que seria uma evidência relacionada com o tipo de 

receptor P2Y ou P2X ativado. O aumento de [Ca2+]i glial mediado por 

receptores P2Y, ativados por ATP na concentração de µM, é dependente da 

liberação de estoques intracelulares que diminuem durante a exposição ao 

ATP (Sugioka et al., 1996). Por outro lado, receptores P2X somente evocam 

influxos de Ca2+ em concentrações altas de ATP (mM), o que sugere que eles 

tenham um papel especifico, mas não exclusivo, em patologias de células gliais 

(Figura H) (para revisão, James e Butt, 2002). 

A tabela 2 sintetiza os receptores purinérgicos encontrados na retina de 

diferentes animais. 
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Figura G: Receptores de membrana para adenosina e ATP extracelular. (a) 
A família de receptores P1 para adenosina extracelular são receptores 
acoplados a proteína G que modulam a adenilato ciclase. (b-c) A família P2 de 
receptores ligam nucleotídeos e é composta por dois tipos de receptores: P2X 
e P2Y. (b) A família P2X é formada por receptores ionotrópicos. (c) Os 
receptores P2Y são receptores acoplados a proteína G. Retirado de Fields e 
Burnstock, 2006.  
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Figura H: Modelo do duplo papel de receptores P2Y e P2X na fisiologia e 
patologia de células gliais do SNC. A) Astrócitos com baixas concentrações 
de ATP (μMolar) B) astrócitos incubados com altas concentrações de ATP 
(mMolar).  Os receptores P2X somente evocam influxos grandes de Ca2+ em 
concentrações altas de ATP, sugerindo que eles tem um papel especifico, mas 
não exclusivo, na patologia celular glial (James e Butt, 2002). 
 

 Tabela 2: Expressão de subtipos de receptores purinérgicos nos 
diferentes tipos celulares na retina. Modificado de Housley et al., 2009.  
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Sinalização purinérgica na retina mediada por receptores P2 

O ATP tem diversos papéis na fisiologia da retina adulta. Em camundongo, 

por exemplo, este nucleotídeo pode modular o processamento do sinal 

luminoso de uma maneira diferente nas vias ON e OFF. A distribuição de 

receptores P2X difere entre as duas vias, com um enriquecimento de P2X2 em 

amácrinas colinérgicas OFF (Kaneda et al., 2008). Nesta via, o ATP aumenta 

as correntes inibitórias do GABA em amácrinas OFF, mas não em amácrinas 

ON, além de inibir células ganglionares OFF e ativa células ganglionares ON 

(Kaneda et al., 2008).  

Na retina, purinas são tonicamente liberadas no escuro (Housley et al., 

2009) e sua liberação aumenta com a atividade neuronal (Perez et al., 1986). O 

ATP é liberado de neurônios da retina de maneira dependente de Ca2+ (Perez 

et al., 1986; Santos et al., 1999). Santos e colaboradores (1999) mostraram a 

liberação de ATP de células amácrinas em cultura que pode ocorrer em 

conjunto com a acetilcolina neste tecido (Neal e Cunningham, 1994). Já 

Newman (2005) demonstrou que neurônios liberam ATP em resposta a 

estimulação luminosa na retina. Também é especulado que o ATP possa ser 

co-liberado com GABA de células horizontais e amácrinas (Puthussery e 

Fletcher, 2004). O ATP também pode ser liberado por células do epitélio 

pigmentado, pela abertura espontânea de hemicanais de conexina (Pearson et 

al., 2005) ou por estimulação de receptores NMDA (Reigada et al., 2006). 

A liberação de ATP a partir de células gliais, astrócitos da retina e glia de 

Müller pode ocorrer quando aumentos transientes de cálcio são induzidos na 

retina. A liberação de ATP de astrócitos foi visualizada utilizando o ensaio de 

luciferina-luciferase em paralelo com o aumento intracelular de cálcio. 

(Newman, 2001; Newman, 2003). Células gliais respondem a diversos 

estímulos (mecânicos, elétricos e químicos) com um aumento transitório da 

concentração de cálcio intracelular, [Ca2+]i (Verkhratsky et al., 1998). A 

aplicação de diversos neurotrasmissores resulta em um aumento na [Ca2+]i em 

células de Müller, sendo o ATP o neuromodulador mais efetivo em causar 

aumentos transitórios e oscilações de cálcio neste tipo celular (Newman e 

Zahs, 1997; Newman, 2003). 
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Este nucleotídeo é responsável pela formação de ondas de cálcio que se 

propagam neste tecido. O aumento transitório de [Ca2+]i se propaga através do 

citoplasma e é capaz de se propagar entre células gliais, mesmo que estas 

células não estejam em contato direto (Newman, 2001). Esta propagação é 

chamada de “ondas de Ca2+” e sua transmissão entre duas células de Müller 

pode ser inibida por antagonistas purinérgicos ou pela degradação do ATP no 

meio extracelular (Newman, 2001). Newman ainda mostrou, utilizando uma 

mistura de luciferina e luciferase, que a liberação de ATP ocorre antes da 

propagação da onda de Ca2+ para a célula adjacente, o que indica fortemente 

que essa propagação ocorre pela liberação de ATP e ativação da célula 

adjacente por este nucleotídeo.  

Por sua vez, o aumento transitório de Ca2+ na glia induzido por ATP 

modula diversos fenômenos na glia e na retina, como a liberação de 

gliotransmissores, o acoplamento neurovascular e a captação de 

neurotransmissores. Já foi estabelecido, por exemplo, que células gliais 

ativadas interferem na atividade das células ganglionares (Newman e Zahs, 

1998). Esse efeito pode ser tanto de aumento quanto de diminuição da 

atividade evocada pela luz nestas células, dependendo do tipo de receptor 

purinérgico ativado (Newman, 2004). A liberação de ATP da glia pode ativar 

receptores P2X em células ganglionares, despolarizando-as (Taschenberger et 

al., 1999). Por outro lado, se o ATP for convertido para adenosina por 

ectoenzimas, este nucleosídeo pode ativar receptores A1 e hiperpolarizar estas 

células (Braas et al., 1987) 

A retina também utiliza o ATP para controlar o volume de células gliais e 

impedir alterações da célula em resposta a condições hipo-osmóticas 

(Uckermann et al., 2004). Esse mecanismo envolve a liberação tanto de ATP 

quanto de adenosina e a ativação autócrina dos receptores P2Y1 e A1 

(Uckermann et al., 2006; Wurm et al., 2008). Este mecanismo pode ser ativado 

por glutamato liberado por células neuronais ou gliais (Uckermann, 2004; Wurm 

et al., 2008). 
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Sinalização por receptores P2 na retina em desenvolvimento 

Dentre os diversos fatores que influenciam a proliferação celular durante o 

desenvolvimento da retina, os nucleotídeos têm sido fortes candidatos a 

desempenhar o papel de indutores de proliferação de precursores, uma vez 

que a resposta da retina à estimulação purinérgica mostrou ser predominante 

no periodo proliferativo deste tecido (Pearson et al., 2002; Sakaki et al., 1996; 

Sugioka et al., 1996). Na retina embrionária de galinha, por exemplo, entre os 

dias embrionários 3 e 6, a ativação de receptores P2Y2/4 por ATP exógeno ou 

UTP induz a proliferação celular de progenitores retinianos. Muito 

provavelmente, estes precursores darão origem a fotorreceptores, células 

amácrinas, ganglionares ou horizontais (Pearson et al., 2005; Pearson et al., 

2002; Sugioka et al., 1999). Dois ou três dias depois, entre E6 e E8, a ativação 

de receptores P2Y1 por ATP exógeno ou ADP induz proliferação de 

progenitores de desenvolvimento tardio tais como progenitores de células gliais 

e/ou bipolares (Sanches et al., 2002; França et al., 2007), Esta resposta é 

mediada pela ativação da PLC, PKC e MAPK (Nunes et al., 2007; Sanches et 

al., 2002).  

Recentemente, nosso grupo demonstrou que o ATP também está 

envolvido no fenômeno de morte celular na retina (Anccasi, 2008). A adição de 

altas concentrações de ATP em culturas de células de retina embrionária causa 

morte celular por apoptose. Esta morte é observada nos estágios de E9 e E10. 

Diferente do efeito do ATP sobre a proliferação que é mediada pelo receptor 

P2Y1, a morte celular induzida por ATP parece ser mediada principalmente por 

ativação de receptores P2X7. 

O efeito de nucleotídeos sobre a sinalização de fatores tróficos ou outros 

sistemas de neurotransmissores tem sido demonstrado em diversos tipos 

celulares, inclusive na retina. Estudos recentes mostram que receptores para 

nucleotídeos podem potenciar os efeitos tróficos de alguns fatores de 

crescimento (Neary e Abbracchio, 2000).  

 
Liberação de transmissores por exocitose em células gliais 

Gliotransmissores são compostos liberados de células gliais seguindo um 

grupo de critérios (para revisão, Parpura e Zorec, 2009): São sintetizados e/ou 

armazenados na glia; sua liberação é desencadeada por estímulos fisiológicos 
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e/ou patológicos; Ativam rapidamente respostas nas células vizinhas; tem um 

papel em processos (pato)fisiológicos. 

Células gliais podem liberar seus transmissores no meio extracelular por 

exocitose dependente de Ca2+ e do complexo SNARE (Chen et al., 2006). Em 

1994, Parpura e colaboradores descreveram pela primeira vez, a exocitose de 

glutamato em astrócitos em cultura. Esta liberação era dependente de Ca2+ e 

estimulada por bradicinina. Além do glutamato, outros moduladores já foram 

descritos como sendo liberados de astrócitos por mecanismos exocíticos, como 

o fator de necrose tumoral α (Bezzi et al., 2001), o peptídeo natriurético atrial 

(Krzan et al, 2003), a D-serina (Mothet er al., 2005) e o ATP (Bal-Price et al., 

2002; Coco et al., 2003). 

Estímulos que aumentam a [Ca2+]i são necessários e suficientes para a 

liberação de glutamato em astrócitos. Por exemplo, o ionóforo de Ca2+ 

ionomicina, apenas na presença de Ca2+ externo, foi capaz de induzir a 

liberação do transmissor (Parpura et al., 1994). Da mesma maneira, estímulos 

que diretamente aumentam a [Ca2+]i, como estimulação mecânica e foto-

estimulação induzem a liberação de glutamato (Parpura et al., 1994). Por outro 

lado, o tamponamento do Ca2+ citosólico, usando o quelante de Ca2+, BAPTA-

AM reduz a liberação do gliotransmissor ATP de astrócitos (Bal-Price et al., 

2002). 

A fonte do Ca2+ citosólico necessário para a liberação de glutamato de 

astrócitos é derivada principalmente de estoque internos de Ca2+. Consistente 

com este fato, a pré-incubação de astrócitos com tapsigargina, um inibidor da 

Ca2+-ATPase específica para estoques internos, causa uma redução na 

liberação de glutamato de astrócitos (Innocenti et al., 2000). Além disso, 

astrócitos expressam vários canais ou receptores permeáveis a este íon e 

receptores ionotrópicos para o glutamato, que permitem a entrada de Ca2+ 

através da membrana plasmática. Ainda mais, a mitocôndria tem a capacidade 

de modular a magnitude da liberação de glutamato dependente de Ca2+ (para 

revisão, Reyes e Parpura, 2009). 

A liberação de transmissores dependente de Ca2+ necessita da presença 

de uma maquinaria secretória exocítica. Astrócitos expressam as proteínas do 

complexo SNARE: sinaptobrevina 2, Sb2 (também referida como VAMP2); 

sintaxina 1; proteína associada a sinaptossoma de 23 kDa, SNAP-23; assim 

21 
 



como diversas proteínas auxiliadoras a este complexo, incluindo sinaptagmina 

4 (Montana et al., 2006). 

O uso de toxinas que clivam proteínas SNARE necessárias para a 

exocitose, causa uma redução na liberação de glutamato dependente de Ca2+ 

em astrócitos (Montana et al., 2006). Por exemplo, toxina tetânica e toxina 

botulínica A, que clivam seletivamente VAMP e SNAP-25, inibem a liberação 

de gliotransmissores (Araque et al., 2000; Pasto et al., 2001). 

Secretogranina II, uma proteína envolvida no empacotamento e separação 

de neuropeptídeos em vesículas secretórias, também é encontrada em células 

glias, como astrócitos, em vesículas envolvidas na liberação do peptídeo 

natriurético atrial (ANP). O gliotransmissor ATP também foi encontrado em 

vesículas contendo ANP (Pangršič et al., 2007), consistente com os dados que 

mostram que ATP é estocado em vesículas contendo secretogranina II (Coco 

et al., 2003). 

 A exocitose de transmissores requer um mecanismo pelo qual um 

transmissor possa ser concentrado dentro das vesículas sinápticas. Existem 

duas proteínas essenciais necessárias para este processo: a V-ATPase e o 

transportador de transmissores vesicular (Parpura e Zorec, 2009). A V-ATPase 

bombeia prótons para o lúmen vesicular, levando a sua acidificação. O 

gradiente de prótons criado entre o lúmem vesicular e o citoplasma permite que 

os transportadores de transmissores vesiculares, como o VGLUT, transportem 

transmissores (glutamato, no caso do VGLUT) para dentro das vesículas 

enquanto transportam prótons para o citoplasma. Wilhelm e colaboradores, em 

2004, encontraram expressão de V-ATPase na periferia celular e processos de 

astrócitos, indicando a presença de organelas acídicas, que incluem 

endossomos, lisossomos e vesículas secretórias (Finbow e Harrison, 1997). O 

bloqueio da V-ATPase com bafilomicina A1 reduz a liberação de 

gliotransmissores (Bezzi et al., 2001; Araque et al., 2000; Coco et al., 2003). 

 
Liberação de ATP por exocitose em células gliais 

Evidências morfológicas e bioquímicas sugerem que o ATP pode ser 

liberado a partir de células gliais por exocitose dependente de Ca2+. As 

primeiras evidências vieram de experimentos nos quais astrócitos expostos a 

NO responderam com um aumento de Ca2+ citoplasmático e liberação de ATP 
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(Bal-Price et al., 2002). Tamponamento do cálcio intracelular com BAPTA ou a 

inibição de liberação vesicular com toxina botulínica C, diminuíram a liberação 

de ATP. Posteriormente, Coco e colaboradores, em 2003, demonstraram que 

astrócitos estimulados mecanicamente liberam ATP, que pode ser inibido pelo 

uso de bafilomicina A1 ou toxina tetânica (Coco et al., 2003). A redução na 

liberação de ATP induzida por toxina tetânica é menos pronunciada que na 

liberação de glutamato, sugerindo que ATP e glutamato possam ser liberados a 

partir de vesículas diferentes ou ter sua liberação regulada de maneiras 

diferentes. 

A liberação de ATP de astrócitos em cultura pode ser induzida por UTP, via 

a ativação de receptores P2Y2 (Abdipranoto et al., 2003). Um bloqueador de 

saída de vesículas do aparelho de Golgi, brefeldina A, assim como um inibidor 

de exocitose, a toxina botulínica A, bloqueiam a liberação de ATP, mostrando 

que uma via exocítica está envolvida no processo de liberação de ATP induzida 

por UTP. 

A proteína responsável pelo acúmulo de ATP em vesículas secretórias foi 

recentemente identificada como a proteína SLC17A9. Este transportador de 

nucleotídeo vesicular (VNUT) foi mostrado em astrócitos por marcação 

imunocitoquímica (Sawada et al., 2008).  

Para estudar a natureza quântica da liberação de ATP em astrócitos, 

Pangršič e colaboradores (2007) incubaram astrócitos com quinacrina, um 

composto fluorescente que marca estruturas contendo ATP. A quinacrina 

revelou uma marcação puntiforme nestas células. Uma diminuição nesta 

marcação foi evidente pela estimulação de receptores, utilizando glutamato, 

ATP ou estímulos que aumentam diretamente a [Ca2+]i como ionomicina ou  

“photon-uncaging” de Ca2+ (Pryazhnikov e Khiroug, 2008). Pangršič e 

colaboradores, em 2007, usando um dominante-negativo para SNARE em 

astrócitos, mostraram uma redução dependente de Ca2+ na marcação de 

quinacrina, indicando a exocitose de vesículas contendo ATP. Além disto, a 

estimulação por glutamato destas células induz a liberação quântica de ATP, 

fato que foi demonstrado utilizando, para medir o ATP liberado, células 

“repórter” que respondem ao nucleotídeo. 

 Zhang e colaboradores, em 2007, encontraram em astrócitos, lisossomas 

contendo ATP passíveis de serem liberados de maneira estímulo- e Ca2+ -
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dependentes. Esses lisossomos, carregados com o análogo fluorescente do 

ATP, o MANT-ATP, também foram liberados sob estimulação. Já a lise seletiva 

de lisossomos aboliu a liberação de ATP.  

Chen e colaboradores em 2006, propuseram que a exocitose de 

gliotransmissores ocorria exclusivamente pelo mecanismo de “kiss-and-run”, 

onde vesículas se aproximam e se fundem apenas parcialmente na membrana 

plasmática da célula. Zhang e colaboradores (2007) propuseram que a 

liberação de ATP de lisossomas em astrócitos também ocorria de maneira 

exocítica pelo mecanismo de “kiss-and-run”.  

Outras células gliais, como as células de Schwann também liberam ATP 

por exocitose. A liberação de ATP induzida por UTP nestas células foi 

diminuída por brefeldina A e toxina botulínica A, proteínas inibidoras de 

exocitose (Liu et al., 2005). 

 
Sinalização por glutamato na retina 

Glutamato é o principal neurotransmissor excitatório na retina, usado na 

transmissão dos sinais visuais por fotorreceptores, células bipolares e 

ganglionares. O glutamato é continuamente liberado de fotorreceptores no 

escuro, sendo essa liberação modulada pela luz.  

Na camada plexiforme interna, células bipolares ON também liberam 

glutamato na presença de luz, assim como células bipolares OFF liberam 

glutamato no escuro. Fotorreceptores e células bipolares não geram potencial 

de ação, mas respondem à luz com potenciais graduados que modulam a 

liberação contínua de glutamato (para revisão, Thoreson e Witkovsky, 1999). 

O glutamato exerce sua função através da ativação de receptores 

específicos. Duas classes fundamentalmente diferentes de receptores 

glutamatérgicos são representadas pelos receptores ionotrópicos (canais 

catiônicos) e metabotrópicos (acoplados à proteína G). Os receptores 

ionotrópicos são subdivididos em três subtipos em receptores: AMPA, kainato 

(KA) e NMDA, que respondem com maior seletividade ao ligantes que os 

nomeiam (Mayer, 2005). Cada suptipo de receptor ionotrópico é formado por 4 

subunidades específicas e a composição destas subunidades determina as 

propriedades funcionais do receptor. Os receptores AMPA e KA são 
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predominantemente permeáveis para Na+ e K+, contudo algumas montagens 

tetraméricas são também altamente permeáveis ao Ca2+. Essas formas 

permeáveis ao Ca2+ são prevalentes durante o desenvolvimento e diminuem 

com a maturidade, sugerindo que essa isoforma pode ter um papel específico 

no desenvolvimento (Pellegrini-Giampietroet al., 1992). Receptores NMDA são 

dependentes de voltagem e altamente permeáveis ao Ca2+. Receptores 

metabotrópicos para o glutamato (mGluRs) controlam segundos mensageiros 

intracelulares sinalizando pelas vias do InsP3/DAG (mGluR do grupo I) e do 

AMPc (mGluRs dos grupos II e III) (para revisão, Verkhratsky e Kirchhoff, 2007) 

(Figura I). 

 

 
 
Figura I: Representação dos subtipos de receptores para o glutamato. Os 
receptores para glutamato pertencem a classe de receptores ionotrópicos 
(AMPAR, KAR e NMDAR), e metabotrópicos (mGluR1-8). Os receptores 
ionotrópicos permeiam a passagem de cátions, Na+, K+ e Ca2+, em diferentes 
níveis. Os receptores metabotrópicos estão relacionados a ativação de 
fosfolipase C (mGluR1 e 5) ou a inibição da adenilato ciclase (mGluR2-4 e 6-8). 
Retirado de Verkhratsky e Kirchhoff, 2007.  
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Os receptores NMDA em células gliais e em neurônios são funcionalmente 

e estruturalmente diferentes entre si. Os receptores da glia são fracamente 

sensíveis ao bloqueio com magnésio extracelular, o que pode indicar uma 

expressão de subunidades diferentes do receptor (Verkhratsky e Kirchhoff, 

2007). Na retina de pinto pós-eclosão, todas as subunidades de receptores 

AMPA/KA e a subunidade NR1 do receptor NMDA são expressos na camada 

nuclear interna e na camada de células ganglionares, predominantemente em 

células amácrinas e ganglionares (Santos Bredariol and Hamassaki-Britto, 

2001). A expressão da maioria dos subtipos de receptores glutamatérgicos é 

baixa antes da sinaptogênese, aumentando conforme o tecido amadurece 

(Cristóvão et al., 2002a,b). No entanto, análises por Western blot mostraram 

que subunidades de receptores glutamatérgicos estão presentes em estágios 

precoces do desenvolvimento (E5), embora a sua expressão esteja restrita a 

neurônios imaturos (Santos Bredariol and Hamassaki-Britto, 2001). 

A ativação de receptores glutamatérgicos não possui efeito aparente no 

tempo em que os progenitores retinianos gastam para completar a mitose na 

retina de pinto (para revisão, Martins e Pearson, 2008). Porém, Martin e 

colaboradores mostraram, em 2006, que o glutamato modula a proliferação de 

progenitores em retinas de camundongo. 

Células de Müller de retina de pinto expressam todos os tipos de 

receptores glutamatérgicos, NMDA (Lopez et al, 1997; Lamas et al., 2005), 

AMPA/KA (López et al., 1994) e mGluR que induzem a mobilização de Ca2+ 

interno (Keirstead e Miller, 1997). Entretanto, na retina de mamíferos, o 

glutamato é ineficaz em evocar aumentos de Ca2+ em células de Müller 

(Bringmann et al., 2002; Newman, 2005; Newman and Zahs, 1997). Entretanto, 

estudos com células de Müller de coelho em cultura indicam a entrada de Ca2+ 

extracelular induzida por estimulação dos receptores AMPA/KA, mas não por 

receptores NMDA (Wakakura e Yamamoto, 1994). Portanto, a insensibilidade 

de células de Müller de retinas de mamíferos ao glutamato pode ser uma 

particularidade da retina intacta, uma vez que nesta condição o glutamato é 

liberado continuamente.  

Como já discutido anteriormente, a glia de Müller possui um papel 

essencial na regulação do glutamato no meio extracelular e reciclagem destes 

neurotransmissores liberados por neurônios (Bringmann et al., 2009). A glia de 
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Müller modula ainda a transmissão glutamatérgica pela liberação de D-serina, 

que age como co-agonista em receptores NMDA. A liberação de D-serina por 

células de Müller pode ser estimulada por ativação de receptores 

glutamatérgicos (Oliet e Mothet, 2006). 
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2 Objetivos 
 

A partir das evidências relatadas acima que indicam que ATP pode ser 

liberado de maneira exocítica de células gliais sob estímulo de receptores 

glutamatérgicos ou despolarização, resolvemos investigar os seguintes 

aspectos em culturas enriquecidas em glia de retina embrionária de pinto: 

• Investigar a presença de vesículas acídicas contendo ATP através da 

marcação por quinacrina  

• Investigar se as vesículas marcadas com quinacrina podem liberar seu 

conteúdo mediante estímulos 

• Quantificar a liberação de ATP mediante estímulo 
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3 Metodologia 

 

3.1 Materiais 

Glutamina, penicilina, sulfato de estreptomicina glutamato, kainato, DNQX, 

BAPTA-AM, EGTA, quinacrina foram adquiridos da Sigma (St. Louis, MO, 

USA); MEM da Life Technologies Inc.; Tripsina da Wortington Biochemical 

(Freehold, NJ, USA); ATP determination kit da Invitrogen (San Diego, CA, 

USA). 

 

3.2 Obtenção de culturas de retina de embrião de pinto 

Culturas de células da retina de embriões de galinha White-Leghorn foram 

utilizadas no preparo de culturas em monocamada enriquecidas em glia. 

Retinas de embriões E8 foram dissecadas de outras estruturas oculares e 

imediatamente transferidas para 1 ml de solução salina sem cálcio e sem 

magnésio (CMF). As retinas foram então tratadas com tripsina 0,1% por 20 

min, à 37ºC. A solução de tripsina foi retirada e as células mecanicamente 

dissociadas em 5 mL de meio MEM suplementado com 5% de soro fetal 

bovino, 100 U/ml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina e glutamina 2 mM. 

A densidade de células foi estimada em câmara de Neubauer. Para 

experimentos de marcação de vesículas com quinacrina, as células foram 

semeadas em placa de Petri plásticas de 40 mm, na densidade de 2,5x103 

células/mm2. Para experimentos de recolhimento de meio para determinação 

da concentração de ATP, as células foram semeadas em placas multi-well, na 

mesma densidade de células. As culturas foram mantidas em atmosfera 

umidificada de 5% CO2 – 95% ar a 37ºC com trocas de meio três vezes por 

semana. Para experimentos avaliando a cinética temporal do aparecimento de 

vesículas, as culturas foram cultivadas por 2, 6 e 13 dias, e então submetidas 

ao protocolo de marcação para quinacrina. Para todos os outros experimentos, 

as culturas foram utilizadas a partir de 14 dias de cultivo, quando havia apenas 

uma pequena porcentagem de neurônios, a partir do qual, as culturas foram 

consideradas enriquecidas em glia. 
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3.3 Marcação de vesículas por quinacrina 

Para verificar a presença de vesículas contendo ATP em células da retina 

embrionária de pinto, as culturas foram incubadas com quinacrina na 

concentração de 5 µM, por 5 min a 37ºC. 

Quinacrina é um composto utilizado no tratamento da malária derivado da 

acridina-quinolona. Essa substância produz uma fluorescência verde quando 

exposta a luz ultra-violeta. Assim como outros marcadores citoquímicos, a 

quinacrina pode agir reversivelmente com uma variedade de poliânions 

incluindo RNA, DNA, nucleotídeos adenina e se acumular em compartimentos 

acídicos intracelulares. No entanto devido à sua alta afinidade pelo ATP (Irvin e 

Irvin, 1954), quinacrina tem sido usada para localizar possíveis estoques 

intracelulares desta purina (Mitchell et al., 1998; Bodin e Burnstock, 2001a; 

Coco et al., 2003; Pangršič et al., 2007; Pryazhnikov e Khiroug, 2007). 

As culturas foram então lavadas 6 vezes com 1 mL de solução de Hank´s 

pré-aquecida a 37ºC e observadas ao microscópio de fluorescência, utilizando 

um filtro para fluoresceína. Para os experimentos do efeito do inibidor da v-

ATPase sobre a marcação das vesículas, as culturas foram incubadas com 

bafilomicina A1 (1 µM) por 1h antes da adição de quinacrina. 

 

3.4 Liberação de vesículas marcadas com quinacrina 

Para inferir a liberação de ATP a partir de vesículas marcadas com 

quinacrina, culturas enriquecidas em glia foram submetidas ao protocolo de 

marcação de vesículas por quinacrina e levadas ao microscópio de 

fluorescência. 

Para reduzir o efeito de “fading” da marcação, foi utilizado um filtro de 

barreira que diminui a intensidade de excitação das amostras fluorescentes em 

1/3. 

As culturas foram fotografadas, e então foi adicionado Hanks’ a 37 ºC, com 

as diferentes drogas usadas no tratamento das culturas: KCl (50 mM), 

glutamato (1 mM), kainato (100 µM), NMDA (100µM), glicina (2 mM) MK-801 

(50 µM), DNQX (50 µM), ionomicina (5 µM) e EGTA (1 mM). Para o tratamento 

com BAPTA-AM (30 µM), as culturas foram pré-incubadas com o composto por 

15 min antes da incubação com quinacrina. O ensaio de liberação também foi 
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realizado na presença do BAPTA-AM. Para o tratamento com bafilomicina A1 

(1 µM), as culturas foram pré-incubadas com o composto por 1h antes da 

incubação com quinacrina. 

Para verificar a liberação das vesículas pelos tratamentos, a fluorescência 

foi analisada e registrada em um mesmo campo na cultura nos tempos de 0, 3, 

5 e 10 minutos de tratamento. A liberação foi avaliada pela análise comparativa 

entre as fotomicrografias de tempos diferentes. Como controle de fading e de 

liberação, culturas não-tratadas foram fotografadas durante os mesmos 

intervalos de tempo apenas na presença de solução salina de Hanks’. 

 

3.5 Ensaio de Detecção do ATP por Bioluminescência 

Culturas de retina de pinto enriquecidas em glia foram lavadas 2 vezes por 

5 min, com 500µl de solução salina de Hank´s a 37ºC. As culturas foram então 

incubadas com 200µl da solução de Hanks’ com a presença ou ausência dos 

antagonistas glutamatérgicos, MK-801 (50 µM) e DNQX (50 µM) ou o quelante 

de cálcio, BAPTA-AM (30 µM). O sobrenadante foi recolhido após 5 min e 

imediatamente refrigerado. As células foram então incubadas com KCl (50mM), 

glutamato (1 mM) ou kainato (100 µM) por 5 min, na presença ou ausência de 

MK-801, DNQX ou BAPTA-AM, e o sobrenadante recolhido e refrigerado. 

BAPTA-AM (30 µM) e bafilomicina A1 (1 µM) foram pré-incubadas 

respectivamente, 15 min e 1 h antes da primeira lavagem. 

Neste método, o ATP liberado para o meio extracelular é incubado com 

uma mistura de luciferina/luciferase do vagalume. O ATP é essencial na 

transformação da luciferina em luciferil adenilato, que é o substrato para a 

enzima luciferase. A degradação do luciferil adenilato em oxiluciferina é uma 

reação que emite luz visível. Essa luz pode ser quantificada em um 

luminômetro e é produzida em relação direta a concentração do ATP, como 

reagente limitante da reação. Utilizando concentrações conhecidas de ATP 

para construir uma curva padrão, podemos estimar a quantidade de ATP no 

sobrenadante de culturas estimuladas ou não. 

O conteúdo de ATP liberado foi estimado utilizando o “ATP determination 

kit” da Invitrogen, seguindo o protocolo do fabricante. Resumidamente: 10 µl 

dos padrões de ATP (25 nM – 400 nM) e amostras foram adicionadas em 

31 
 



eppendorfs com o reagentes contendo luciferina-luciferase e  a luz emitida 

durante a reação avaliada em um luminômetro (Modulus, Turner BioSystems, 

Sunnyvale, CA, USA). As amostras foram medidas por um tempo de integração 

de 10 s. Uma curva de calibração foi construída usando os padrões de ATP e 

usada para calcular os níveis de ATP nas amostras. 

 

3.6 Análises Estatísticas 

Comparações estatísticas foram feitas pelo teste ANOVA utilizando o pós-

teste de Bonferroni (Prism 5, GraphPad, San Diego, CA, USA), quando 3 ou 

mais conjuntos de dados eram avaliados. Para comparação estatística entre 

dois conjuntos de dados foi utilizado o t-teste não pareado. Dados são 

apresentados como médias ± SEM. p< 0.05 foi tomado como significante. 

 

 

 

 

32 
 



4 Resultados 

 
Trabalhos anteriores demonstraram o acúmulo de ATP extracelular em 

culturas organotípicas de retinas de embrião de pinto (Sugioka et al.,1999) e 

que ondas de cálcio induzidas por estimulação mecânica são propagadas pela 

liberação de ATP proveniente de células gliais e astrócitos na retina de rato 

(Newman, 2001, 2003). Por outro lado, em diversos tipos celulares incluindo 

astrócitos (Coco et al., 2003) e células endoteliais (Bodin e Burnstock, 2001) a 

liberação de ATP ocorre por um processo de exocitose de vesículas contendo 

este nucleotídeo. Com o objetivo de verificar se células gliais de Muller da 

retina embrionária de pinto eram capazes de liberar ATP de forma exocítica, 

resolvemos investigar primeiramente a presença ou não de vesículas contendo 

este nucleotídeo nestas células em cultura. Para isso, culturas enriquecidas em 

células gliais de retina de embrião de pinto foram incubadas com quinacrina, 

um composto capaz de se ligar a nucleotídeos de adenina (Irvin e Irvin, 1954) e 

evidenciar vesículas intracelulares contendo ATP (Bodin e Burnstock, 2001; 

Coco et al., 2003). A incubação das células com quinacrina 5 µM por 5 min, 

seguida por lavagem com solução salina de Hanks’ e observação ao 

microscópio de fluorescência revelou uma marcação puntiforme abundante 

distribuída pelo citoplasma destas células (Figuras 1A e 1B).  Já a incubação 

das culturas com quinacrina por tempos maiores (1 hora) revelou um padrão de 

marcação das vesículas um pouco diferente, onde os pontos fluorescentes 

eram bem maiores e mais abundantes (Figuras 1C). Estes resultados em 

conjunto sugerem a presença de vesículas contendo ATP em células gliais em 

cultura. Tendo em vista que a marcação com quinacrina em culturas incubadas 

por 5 min foi semelhante à marcação de vesículas contendo ATP em outros 

tipos celulares não neuronais (Bodin e Burnstock, 2001a; Orriss et al., 2009), 

passamos a utilizar o tempo de 5 min para a marcação de vesículas nos 

experimentos seguintes.  
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Estudos em células cromafim indicam que a captação de ATP em grânulos 

secretórios requer um gradiente eletroquímico de H+ mantido por uma ATPase 

vacuolar (v-ATPase) (Gualix et al., 1996). A Bafilomicina A1 tem sido utilizada 

como inibidor de liberação exocítica de ATP, pois inibe seletivamente a V-

ATPase, o que leva a alcalinização do lúmen da vesícula e o colapso do 

gradiente de próton necessário para o acúmulo de ATP nestas organelas 

(Bowman et al., 1988). Com o objetivo de identificar o tipo de estrutura 

intracelular que pode acumular ATP em nossas culturas de células gliais, 

resolvemos investigar o efeito de bafilomicina A1 sobre a marcação de 

quinacrina. Culturas enriquecidas em glia foram pré-tratadas com bafilomicina 

A1 1 µM por 1h e então coradas com quinacrina. Enquanto uma marcação 

puntiforme típica foi observada nas culturas controle (Figura 2A e 2B), 

nenhuma marcação com quinacrina foi observada nas culturas tratadas com 

bafilomicina A1 (Figura 2C e 2D), sugerindo que este marcador fluorescente 

esteja corando vesículas que acumulam ATP de maneira dependente da 

atividade da ATPase vacuolar. 

Com o objetivo de caracterizar o desenvolvimento das células gliais que 

expressam vesículas contendo ATP, resolvemos avaliar a marcação de 

quinacrina em culturas de células de retina mantidas por períodos crescentes 

de tempo. Tanto a quantidade quanto a intensidade de marcação das vesículas 

fluorescentes aumentaram com a maturação das culturas (Figura 3). Em 

culturas jovens, como E8C2, a intensidade da marcação em células gliais foi 

bastante baixa (Figura 3A-B; seta). Já em culturas de E8C6, uma maior 

intensidade de marcação fluorescente foi observada em algumas células gliais 

(Figura 3C-D). Após duas semanas, todas as células gliais na cultura 

apresentaram marcação fluorescente puntiforme (Figura 3E-F). 
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Em astrócitos, a marcação de vesículas contendo ATP com quinacrina 

permitiu estimar a ocorrência de liberação de ATP por exocitose (Coco et al, 

2003; Pangršič et al, 2007; Pryazhnikov e Khiroug, 2007). Nestas células, a 

liberação de ATP por exocitose, estimada pelo desaparecimento de vesículas 

coradas por quinacrina, foi confirmada através da dosagem direta do ATP 

liberado para o meio de cultura. Por outro lado, a atividade de neurônios da 

retina provoca um aumento na concentração de K+ extracelular que pode 

causar uma rápida despolarização das células de Müller (Wen and Oakley, 

1990). Sabendo que a glia de Müller apresenta canais de Ca2+ do tipo L (Puro 

et al., 1996; Firth et al., 2001) e que um aumento nos níveis intracelulares de 

Ca2+ ocorre em resposta a despolarização por aumento da concentração 

extracelular de K+ (Wakakura e Yamamoto, 1993; Keirstead e Miller, 1995), 

resolvemos avaliar o efeito da despolarização das células gliais em cultura na 

liberação de ATP. Culturas enriquecidas em glia foram previamente incubadas 

com quinacrina 5 µM por 5 min, lavadas com Hanks’ e observadas ao 

microscópio de fluorescência. Para excluir o efeito de extinção da fluorescência 

(fading), um filtro de barreira que diminui a intensidade da excitação das 

amostras foi utilizado. As culturas controle foram fotografadas nos tempos 0, 3, 

5 e 10 minutos. Como pode ser observado na figura 4, nenhuma diminuição na 

quantidade ou intensidade de fluorescência das vesículas foi observada em 

culturas controle, incubadas por até 10 minutos apenas com solução salina. Já 

a incubação de culturas com 1 ml de solução salina de Hanks’ contendo KCl na 

concentração de 50 mM induziu uma diminuição tanto na intensidade de 

fluorescência quanto na quantidade de vesículas marcadas com quinacrina 

após 10 minutos de estimulação (Figura 5A-D). Entretanto, nestas culturas 

estimuladas, as respostas das células foram variáveis. Enquanto em algumas 

células a quantidade de vesículas marcadas com quinacrina após 10 minutos  

foi muito reduzida, em outras células, nenhuma modificação na quantidade de 

vesículas foi observada (Figura 5E-F). Esta última observação sugere que 

apenas parte das células gliais em cultura é capaz de liberar vesículas coradas 

com quinacrina. 
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As vesículas marcadas com quinacrina liberadas por células gliais durante 

o estímulo despolarizante do KCl apresentaram uma dinâmica diferenciada de 

desaparecimento de marcação (Figura 6A-B). Enquanto algumas vesículas 

desapareceram após a incubação das células, o que sugere uma completa 

liberação do seu conteúdo, outras apresentaram apenas uma diminuição na 

intensidade da marcação. Outras vesículas, ainda, não apresentaram nenhuma 

modificação na intensidade de fluorescência ou até aumentaram sua 

intensidade. Essas observações em conjunto sugerem que a liberação de 

vesículas contendo quinacrina em células gliais de Muller ocorra por um 

mecanismo de exocitose denominado “kiss-and-run”, onde a exocitose não 

ocorre necessariamente pela fusão completa das vesículas, mas por sua 

mobilização e fusão parcial com a membrana plasmática (Chen et al., 2006). 

Na maioria dos tipos celulares onde a liberação de ATP por exocitose foi 

investigada, ficou demonstrado que este processo é dependente de íons cálcio 

(Pangršič et al., 2007; Pryazhnikov e Khiroug, 2008). Com o intuito de verificar 

se a liberação de vesículas coradas com quinacrina em células gliais é 

dependente de cálcio, resolvemos investigar o efeito do quelante de cálcio 

interno BAPTA-AM. Culturas enriquecidas em células gliais foram coradas com 

quinacrina por 5 min e estimuladas com KCl 50 mM na presença ou ausência 

de BAPTA-AM 30 µM, sendo este composto adicionado 15 minutos antes da 

incubação das células com quinacrina. Nenhuma diminuição na quantidade ou 

intensidade de marcação das vesículas foi observada nas culturas tratadas 

com KCl na presença do quelante (Figura 7C-D), em contraste com a liberação 

induzida por KCl na ausência de BAPTA-AM (Figura 7A-B), sugerindo que a 

liberação de vesículas coradas por quinacrina induzida por despolarização seja 

dependente de íons cálcio. 
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Com o objetivo de verificar se a diminuição na quantidade de vesículas 

coradas com quinacrina em células de Muller em cultura corresponde a um 

processo de exocitose de vesículas contendo ATP, resolvemos investigar a 

liberação deste nucleotídeo das células diretamente, através do método de 

dosagem de ATP por bioluminescência. Neste método, a concentração de ATP 

liberado para o meio extracelular é determinada pela reação de transformação 

da luciferina catalisada pela luciferase, uma reação que emite luz. Esta luz 

pode ser quantificada em um luminômetro, sendo diretamente proporcional às 

quantidades de ATP presentes na reação. Culturas enriquecidas em células de 

glia foram lavadas 2 x com solução de Hanks’ e incubadas com 200 µl desta 

solução por 5 min a 37ºC. Após este período, o sobrenadante foi recolhido para 

a determinação dos níveis basais de ATP. As culturas foram então incubadas 

com Hanks’ contendo KCl 50 mM por mais 5 minutos e a solução recolhida 

para a determinação dos níveis estimulados de ATP. Um aumento significativo 

de 1.8 x na concentração de ATP foi observado quando as culturas foram 

estimuladas com KCl (média em pmol/placa ± EPM: basal, 1.68 ± 0.29; KCl,  

2.97 ± 0.45) (Figura 8).  

Em astrócitos, a ionomicina, um potente ionóforo de Ca2+, é capaz de 

induzir a liberação de ATP de maneira dependente da presença de íons cálcio 

no meio extracelular (Queiroz et al., 1999). Esta observação reforça a idéia de 

que o aumento de Ca2+ citosólico não só é necessário, como também é 

suficiente para a liberação de vesículas contendo ATP (Pryazhnikov e Khiroug, 

2008). Para verificar se um aumento citosólico de cálcio é suficiente para 

induzir a liberação de vesículas contendo ATP em células de Muller da retina, 

resolvemos investigar o efeito de ionomicina sobre a marcação de vesículas 

com quinacrina em culturas enriquecidas em glia. As culturas foram tratadas 

com Hanks’ contendo ionomicina na concentração de 5 µM. Uma diminuição na 

marcação de quinacrina após 10 minutos de estímulo foi observada (Figura 9A-

B). Além disto, a adição de EGTA 1 mM às culturas incubadas com ionomicina 

foi capaz de bloquear completamente a diminuição na quantidade de vesículas 

induzida pelo ionóforo. Estes dados sugerem que a liberação de vesículas com 

quinacrina possa ser induzida por entrada de cálcio proveniente do meio 

extracelular. 
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Dados anteriores revelaram que a ativação de receptores de glutamato é 

capaz de induzir a liberação de ATP em astrócitos (Queiroz et al., 1997; 

Queiroz et al., 1999; Pangršič et al., 2007). Por outro lado, em culturas 

primárias de células de Muller, os aumentos transientes na concentração de 

Ca2+ interno necessários para a liberação exocítica de ATP podem ser 

induzidos pela aplicação de glutamato, AMPA ou kainato, mas não de NMDA 

(Wakakura e Yamamoto, 1994). Para avaliar o efeito do glutamato sobre a 

liberação de vesículas marcadas com quinacrina em células de Müller, culturas 

enriquecidas em glia e coradas com quinacrina foram incubadas com glutamato 

1 mM, seguindo o mesmo protocolo utilizado para a liberação com KCl. As 

culturas foram fotogradas nos tempos de 0, 3, 5 e 10 minutos após a adição do 

glutamato. De maneira semelhante ao observado no tratamento com KCl, a 

incubação com glutamato induziu uma diminuição nos níveis de marcação com 

quinacrina após 10 minutos de incubação das células (Figura 10). Nenhuma 

diminuição foi observada nas culturas controle. 

A quantidade de ATP liberado após estimulação com glutamato foi medida 

utilizando-se o método da luciferina-luciferase. Culturas enriquecidas em glia 

foram incubadas por 5 minutos em solução salina de Hanks’ contendo 

glutamato 1 mM (Figura 11). Consistente com a redução no número de 

vesículas no ensaio de marcação com quinacrina, glutamato foi capaz de 

induzir um aumento de aproximadamente 2.3 x no acúmulo de ATP no meio 

extracelular (média em pmol/ placa ± EPM: basal, 1.51 ± 0.20; glutamato, 3.45 

± 0.51).  

Os dados relatados acima mostram que glutamato foi capaz de induzir 

tanto uma diminuição na quantidade de vesículas coradas com quinacrina 

(figura 10) quanto um aumento na concentração de ATP extracelular (figura 11) 

em nossas culturas. Sabendo que bafilomicina A1 é um potente inibidor de v-

ATPases que bloqueia o acúmulo de ATP em vesículas secretórias, 

resolvemos investigar o efeito deste composto sobre a liberação de ATP 

induzida por glutamato, na tentativa de verificar a natureza dos estoques de 

ATP liberados por glutamato em células gliais de retina em cultura. Para isto, 

culturas enriquecidas em glia foram pré-incubadas por 1h com 1 µM de 
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bafilomicina A1 e submetidas ao protocolo de liberação de ATP para o meio 

extracelular, utilizando glutamato na concentração de 1mM. Na figura 12A, 

podemos verificar que o tratamento com bafilomicina A1 diminuiu 

significativamente a liberação de ATP evocada por glutamato em nossas 

culturas. Enquanto culturas incubadas apenas com glutamato apresentaram 

níveis de ATP extracelular normalizados pelo controle de 2.35 ± 0.28, culturas 

tratadas com bafilomicina A1, na presença ou ausência de glutamato, 

apresentaram níveis de ATP normalizados pelo controle de apenas 0.59 ± 0.09 

e 0.92 ± 0.22, respectivamente. Esses dados em conjunto sugerem que a 

estimulação de células gliais em cultura com glutamato promove a liberação de 

ATP estocado em vesículas sensíveis a bafilomicina A1. 

A exocitose é uma via de liberação de transmissores regulada pela 

elevação na concentração citoplasmática de Ca2+. Em astrócitos, a liberação 

exocítica de ATP é inibida quanto o aumento na concentração de Ca2+ 

intracelular é bloqueado (Pangršič et al., 2007). Para investigar a dependência 

de cálcio na liberação de ATP induzida por glutamato em células de Muller da 

retina, culturas enriquecidas em glia foram pré-incubadas com o quelante de 

Ca2+ BAPTA-AM (30 µM) por 15 minutos antes da estimulação com glutamato 

1mM. Na figura 12B, podemos verificar que a liberação de ATP induzida por 

glutamato foi completamente inibida pelo pré-tratamento das células com 

BAPTA AM. Enquanto culturas incubadas com glutamato apresentaram níveis 

de ATP normalizados pelo controle de 2.43 ± 0.28, culturas tratadas com 

BAPTA-AM, na ausência ou presença de glutamato, apresentaram níveis de 

ATP normalizados de 0.55 ± 0.9 e 0.71 ± 0.19, respectivamente. Estes níveis 

observados nas culturas tratadas com BAPTA-AM não foram significativamente 

diferentes dos níveis de culturas controle. Esses dados sugerem que células 

gliais de Muller, quando estimuladas com glutamato, liberam ATP por exocitose 

dependente da elevação de Ca2+ intracelular. 
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Diversas classes de receptores glutamatérgicos foram demonstradas em 

células gliais de Müller, como receptores NMDA (López et al., 1997; Lamas et 

al., 2005), receptores AMPA/KA (López et al., 1994) e receptores 

metabotrópicos (Keirstead e Miller, 1997). Além disto, em células gliais de 

Müller, apenas receptores ionotrópicos não-NMDA e metabotrópicos são 

capazes de induzir um aumento de Ca2+ intracelular (Wakakura e Yamamoto, 

1994; Keirstead e Miller, 1997). Com o objetivo de identificar os receptores de 

glutamato envolvidos na liberação de ATP em células gliais de retina de pinto, 

inicialmente, culturas enriquecidas em glia foram coradas com quinacrina e 

incubadas com glutamato 1 mM na ausênsia ou presença de MK-801 ou 

DNQX,  antagonistas para receptores NMDA e AMPA/KA, respectivamente. 

Ambos os antagonistas foram adicionados na concentração final de 50 µM. 

Como já mostrado anteriormente, a incubação de gluramato 1mM resulta em 

uma diminuição na marcação por quinacrina após 10 minutos (Figura 13A  e 13 

B). Como mostrado nas figuras 13C e 13D, nenhum efeito inibitório de MK-801 

foi observado e o tratamento das culturas com glutamato na presença deste 

antagonista induziu uma diminuição na quantidade de vesículas coradas por 

quinacrina após 10 minutos de incubação das células. Em contraste com o MK-

801, a presença do antagonista DNQX bloqueou completamente a diminuição 

de vesículas induzida por glutamato após 10 minutos de incubação (Figuras 

13E e 13F). 

O efeito destes antagonistas glutamatérgicos sobre a liberação de ATP 

induzida por glutamato em nossas culturas está mostrado na figura 14. Como 

esperado, glutamato induziu um aumento de ~2.2 x nos níveis de ATP 

extracelular (média em pmol / placa ± EPM: controle, 1.51 ± 0.20; glutamato, 

3.45 ± 0.51). Enquanto a incubação das células com DNQX sozinho não 

alterou significativamente os níveis de ATP extracelular em comparação com 

culturas controle (1.03 ± 0.29 pmol / placa), este antagonista foi capaz de 

diminuir significativamente o acúmulo de ATP extracelular induzido por 

glutamato (1.28 ± 0.29 pmol / placa). Além disto, em contraste com o efeito 

inibitório observado com DNQX, o tratamento de culturas com MK-801 não 

induziu uma diminuição significativa no acúmulo de ATP extracelular induzido 

por glutamato (2.03 ± 0.45 pmol / placa). Nenhuma diminuição nos níveis de 
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ATP extracelular, em comparação com culturas controle, foi observada nas 

culturas tratadas apenas com MK-801 (1.25 ± 0.30 pmol / placa). Esses 

resultados em conjunto sugerem que a liberação de ATP induzida por 

glutamato em células de Muller em cultura ocorra através da participação de 

receptores ionotrópicos, principalmente do tipo não-NMDA.  

Para confirmar o envolvimento de receptores glutamatérgicos ionotrópicos 

na liberação de ATP de células de Müller, culturas enriquecidas em glia foram 

incubadas com quinacrina e submetidas ao ensaio de liberação vesicular na 

presença dos agonistas kainato (100 µM) e NMDA (100 µM). Na figura 15, 

podemos observar uma diminuição na marcação de vesículas de ATP após 10 

min de tratamento com kainato. Por outro lado, o tratamento com NMDA na 

presença de glicina 2 mM não foi capaz de diminuir a quantidade de vesículas 

com quinacrina na maioria das culturas estudadas (Figura 15 C-D). Apenas em 

aproximadamente 20 % das culturas estudadas, o tratamento com este 

agonista induziu uma diminuição no conteúdo de vesículas em pelo menos 

uma das células analisadas (figura 15 E-F). 

Os níveis de ATP extracelular em culturas estimuladas por 5 minutos com 

kainato 100 µM estão mostrados na figura 16. Condizente com a diminuição no 

conteúdo de vesículas marcadas com quinacrina, o tratamento das culturas 

com este agonista induziu um aumento significativo na liberação deste 

nucleotídeo para o meio extracelular (níveis normalizados pelo controle ± EPM 

= 2.38 ± 0.40). Estes dados sugerem que a estimulação de receptores 

AMPA/kainato por glutamato é capaz de induzir a liberação de ATP em células 

gliais de Muller em cultura. 
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5 Discussão 

 
O ATP é uma importante molécula sinalizadora na retina, estando 

envolvido em processos como proliferação celular (Sanches et al, 2002), 

comunicação neurônio-glia (Newman, 2006) e morte celular (Zhang et al., 

2005). Na retina, o ATP pode ser liberado de neurônios (Perez et al., 1986), 

como células amácrinas (Santos et al., 1999) e células ganglionares (Newman, 

2005), do epitélio pigmentado (Pearson et al., 2005; Reigada et al., 2006) e de 

astrócitos e células de Müller (Newman, 2001). A liberação de ATP de células 

gliais pode ocorrer por diferentes vias, como por hemicanais de conexina (Stout 

et al., 2002), por canais de panexina formados por ativação do receptor 

purinérgico P2X7 (Anderson et al., 2004; ) e por proteínas transportadoras de 

ATP (Abraham et al., 1993). Outra via de liberação de ATP em células gliais é a 

exocitose (Coco et al., 2003), demonstrada em astrócitos (Pangršič et al., 2007) 

e células de Schwann (Liu et al., 2005). Neste trabalho, mostramos evidências 

para que a glia de Müller da retina de pinto seja uma fonte de ATP que pode 

ser liberado por exocitose mediante diversos estímulos. 

Evidências anteriores demonstraram que o ATP pode ser estocado em 

vesículas em diversos tipos celulares. A utilização do composto quinacrina 

revelou a marcação destas vesículas em diversas células não neuronais 

incluindo células endoteliais (Bodin e Burnstock, 2001a), osteoblastos (Orris et 

al., 2009) e astrócitos (Coco et al., 2003; Pangršič et al., 2007). Utilizando a 

quinacrina, os dados apresentados neste trabalho revelaram uma marcação 

abundante na glia de Müller de culturas de células de retinas embrionárias de 

pinto. O padrão de marcação, observado apenas no citoplasma celular e com 

aspecto granular, foi bastante semelhante ao padrão relacionado com 

vesículas contendo ATP observado em astrócitos (Coco et al., 2003; Pangršič 

et al., 2007). Além disto, a quantidade destas vesículas aumentou com o tempo 

de cultivo das células, sugerindo que seu aparecimento seja regulado durante o 

processo de crescimento e diferenciação destas células em cultura. Por outro 

lado, nossos dados também revelaram que a marcação granular característica 

da quinacrina não foi observada em neurônios presentes em culturas mais 
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jovens. Tendo em vista que vesículas que acumulam quinacrina são organelas 

com altas concentrações de ATP (Bodin e Burnstock, 2001b), nossos dados 

sugerem a existência de vesículas citoplamáticas contendo esta purina 

preferencialmente em células de Müller em cultura. 

A incubação com quinacrina por um período maior de tempo gerou um 

padrão diferente de marcação das vesículas. A marcação fluorescente foi 

observada em grânulos maiores e mais abundantes no citoplasma celular. 

Embora o mecanismo de captação de quinacrina não esteja completamente 

elucidado, é possível que a quinacrina seja endocitada e transportada para 

endossomas primários e, posteriormente, para endossomas tardios, uma vez 

que este composto tem afinidade por ambientes acídicos (Yamada et al., 

2005). Portanto, o aumento no tamanho dos grânulos marcados com 

quinacrina após um tempo maior de incubação das células pode indicar uma 

marcação em endossomas tardios fundidos ou em lisossomos. De acordo com 

esta idéia, Zhang e colaboradores (2007) mostraram anteriormente liberação 

de ATP a partir de estoques que co-localizam com marcadores lisossomais em 

astrócitos.  

Mitchell e colaboradores, em 1998, sugeriram que o padrão citoplasmático 

de marcação granular com quinacrina seja uma fonte de ATP passível de 

liberação em células epiteliais ciliares. Esta marcação possui características 

semelhantes àquela que encontramos em células de Müller a partir de duas 

semanas de cultivo das células. Newman, em 2001, obteve evidências de que 

a glia de Müller da retina de camundongos libera ATP em resposta às ondas de 

cálcio induzidas por estimulação mecânica, sendo esta liberação responsável 

pela propagação das ondas de cálcio intercelulares. Nossos dados revelaram 

que tanto a despolarização com alta concentração de KCl, quanto a ativação 

de receptores de glutamato ou a incubação com ionóforos de Ca2+ foram 

capazes de induzir uma diminuição na intensidade da marcação com 

quinacrina  após 10 minutos de estimulação. Estes dados sugerem que células 

de Müller de retina de pinto realizam exocitose de vesículas marcadas com 

quinacrina mediante estímulos que induzem um aumento intracelular de Ca2+.  
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A diminuição na intensidade de marcação com quinacrina nestas células 

após estímulos despolarizantes poderia ser devida a uma diminuição na 

fluorescência provocada pela excitação prolongada das células com luz, um 

fenômeno conhecido com “fading”. De fato, a excitação das células com luz 

durante sua observação no microscópio de fluorescência induziu uma 

diminuição espontânea na marcação das vesículas com quinacrina. Entretanto, 

a utilização de um filtro de barreira na iluminação das amostras bloqueou esta 

diminuição de marcação. Portanto, tendo em vista que nenhuma diminuição na 

quantidade de vesículas marcadas ou na intensidade de marcação foi 

observada no período de 10 min de incubação em culturas controle, não 

estimuladas, nossos dados em culturas estimuladas sugerem que a diminuição 

de marcação de quinacrina seja devida à liberação do conteúdo das vesículas 

após a incubação das células com agentes despolarizantes. Além disto, tendo 

em vista que quinacrina cora preferencialmente vesículas contendo ATP (Bodin 

e Burnstock, 2001a; Coco et al, 2003; Pangršič et al, 2007; Pryazhnikov e 

Khiroug, 2007; Striedinger et al., 2007), nossos dados sugerem que agentes 

despolarizantes induzam a liberação de vesículas contendo este nucleotídeo 

em células gliais em cultura.  

Nossos dados também revelaram que as vesículas coradas com quinacrina 

em células gliais de retina em cultura possuem uma cinética de 

desaparecimento independente uma das outras após estímulo com alta 

concentração de KCl. Em uma mesma célula, enquanto muitas vesículas 

desapareceram ou diminuíram sua marcação, outras permaneceram 

inalteradas ou até apresentaram um aumento na intensidade de fluorescência. 

Estas observações estão de acordo a hipótese de liberação pelo modo “kiss 

and run” proposta por Chen e colaboradores (2006) para liberação de vesículas 

por exocitose em astrócitos. Nesta hipótese, os estímulos induzem a 

aproximação, fusão parcial e desprendimento rápido da vesícula da membrana 

plasmática. Neste caso, a diminuição na marcação da vesícula mas não o seu 

desaparecimento completo é devida a uma liberação incompleta do seu 

conteúdo, sendo apenas ~ 10% liberado, de modo que múltiplas rodadas de 

liberação evocada são possíveis sem o re-enchimento da vesícula. A liberação 
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de ATP observada em astrócitos a partir de lisossomos também ocorre pelo 

método “kiss-and-run” (Zhang et al., 2007).  

A liberação de ATP em culturas de células gliais estimada pela liberação de 

grânulos corados com quinacrina foi confirmada através de métodos que 

permitem quantificar diretamente o conteúdo de ATP no meio extracelular. O 

ensaio de bioluminescência com luciferina/luciferase é um destes métodos. A 

despolarização de células de Müller com alta concentração de KCl ou o 

tratamento das células com glutamato e kainato induziram um aumento 

significativo no conteúdo de ATP medido no meio das culturas após 5 minutos 

de estímulo. Assim como a estimulação com 50 mM de KCl, a estimulação das 

células com glutamato ou kainato induziram a diminuição da marcação com 

quinacrina, o que sugere que a liberação de ATP induzida por estes agentes 

também ocorra por exocitose em células gliais de retina em cultura. Além disto, 

para todos os agentes inclusive o KCl, a diminuição no conteúdo das vesículas 

marcadas com quinacrina só foi observada entre 5 e 10 minutos de incubação 

das células. Entretanto, a discrepância entre o curso temporal da liberação de 

ATP nos ensaios de bioluminescência e a cinética de liberação das vesículas 

marcadas com quinacrina pode ser explicada por uma diferença nas 

temperaturas em que os experimentos foram conduzidos. Nos experimentos 

para a quantificação de ATP, as culturas foram mantidas a 37ºC durante todo o 

tratamento. Já nos ensaios de fluorescência de quinacrina não foi possível 

manter esta temperatura nas incubações e os experimentos foram conduzidos 

em temperatura ambiente, o que pode ter reduzido a velocidade de liberação 

de ATP vesicular. 

Recentemente foi identificado o transportador de nucleotídeo vesicular 

(VNUT) SLC17A9  responsável pelo acúmulo de nucleotídeos em vesículas por 

um gradiente eletroquímico de prótons gerado por uma próton-ATPase 

vacuolar (v-ATPase) (Sawada et al., 2008). Esta proteína está presente em 

astrócitos e foi relacionada com a liberação exocítica de ATP. Consistente com  

a observação de que o acúmulo de ATP em vesículas depende da ação do 

VNUT e da v-ATPase, nossos dados mostraram que a marcação com 

quinacrina de vesículas pode ser bloqueada por bafilomicina A1, composto que 

inibe a acidificação vesicular gerada pela ação da v-ATPase (Bowman et al., 
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1988). Este efeito da bafilomicina A1 foi semelhante aquele encontrado por 

Coco e colaboradores (2003) que também realizaram experimentos com 

quinacrina em astrócitos. Além disso, nossos dados revelaram que bafilomicina 

A1 foi capaz de inibir o aumento no conteúdo de ATP extracelular induzido por 

glutamato, sugerindo que o ATP liberado após estimulação por este amino-

ácido seja proveniente de vesículas que utilizam o gradiente de prótons para 

estocar ATP, o que reforça a hipótese de liberação de ATP por exocitose de 

vesículas em células gliais de retina em cultura. Tendo em vista que nenhuma 

diferença significativa na liberação de ATP, assim como na marcação de 

vesículas com quinacrina, foi observada entre culturas controle e culturas 

tratadas somente com bafilomicina A1, nossos dados sugerem que apenas a 

liberação de ATP evocada por agentes despolarizantes como o glutamato 

ocorra por exocitose de vesículas. É possível que a liberação espontânea de 

ATP em células de glia de Müller em cultura ocorra através de outras vias que 

não a exocitose. Em astrócitos não estimulados, por exemplo, a liberação de 

ATP pode ocorrer através de hemicanais de conexina (Cotrina et al., 1998; 

Stout et al., 2002). O uso de bloqueadores de hemicanais ou de outros 

mecanismos de transporte para inibir a liberação de ATP em nossas culturas 

poderá ajudar a elucidar esta questão e definir se outros mecanismos de 

liberação de ATP também estão presentes em células gliais de Müller.  

A dependência de Ca2+ e do complexo SNARE é um dos fatores mais 

importantes na exocitose de vesículas em neurônios, células neuroendócrinas 

e células gliais (Chen et al., 2006). A liberação de ATP está relacionada com o 

aumento de Ca2+ interno e quelantes de Ca2+ inibem a liberação de ATP (Coco 

et al., 2003, Pangršič et al., 2007; Pryazhnikov e Khiroug, 2007; Striedinger et 

al., 2007), assim como ionóforos de Ca2+ estimulam a liberação desta purina 

(Queiroz et al., 1999; Pangršič et al., 2007; Pryazhnikov e Khiroug, 2007). 

Nossos dados revelaram que a incubação de células de Müller em cultura com 

BAPTA-AM inibiu completamente a liberação de vesículas marcadas com 

quinacrina induzida por KCl. Estes resultados sugerem que a entrada de íons 

Ca2+ durante a despolarização da glia seja necessária para a exocitose de 

vesículas contendo ATP e marcadas com quinacrina. Esta idéia é reforçada por 

nossa observação de que a incubação das culturas com o ionóforo de cálcio 
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ionomicina foi suficiente para induzir a liberação das vesículas marcadas com 

quinacrina, um efeito que foi bloqueado pelo quelante de Ca2+ externo EGTA.  

Tendo em vista que células de Müller da retina de galinha apresentam canais 

de cálcio dependentes de voltagem do tipo L (Firth et al., 2001), é possível que 

a despolarização das células de Müller em cultura por KCl provoque a abertura 

de canais de Ca2+ dependentes de voltagem, um aumento na concentração 

intracelular deste íon e consequentemente a exocitose de vesículas. A 

natureza dos canais dependentes de voltagem envolvidos na liberação por 

exocitose de vesículas contendo quinacrina poderá ser melhor definida pela 

utilização de bloqueadores seletivos. 

Em células gliais de Müller, o aumento de cálcio em resposta ao glutamato 

normalmente está relacionado com a ativação de receptores metabotrópicos 

(Keirstead e Miller, 1997) ou receptores AMPA/KA (Wakakura e Yamamoto, 

1993). Nossos resultados mostraram que o glutamato foi capaz de induzir o 

acúmulo de ATP extracelular em nossas culturas, um efeito que foi bloqueado 

pela incubação conjunta de glutamato com o quelante de cálcio interno BAPTA-

AM. Estes resultados sugerem que a ativação de receptores glutamatérgicos 

em células gliais de retina de pinto induz a liberação de ATP por mecanismos 

dependentes de cálcio interno. Tendo em vista que glutamato também induziu 

a liberação de vesículas marcadas com quinacrina, nossos dados sugerem 

ainda que a ativação de receptores glutamatérgicos induz a liberação de ATP 

através de exocitose de vesículas em células gliais de retina em cultura. Esta 

idéia é reforçada pela observação de que a bafilomicina A1, inibidor da v-

ATPase que bloqueia o gradiente de prótons em vesículas, foi capaz de inibir 

completamente o acúmulo de ATP no meio extracelular em culturas 

estimuladas com glutamato. 

Nossos resultados mostraram um maior envolvimento de receptores 

AMPA/KA na liberação de ATP induzida por glutamato em culturas de células 

gliais de pinto. A adição do antagonista de receptores AMPA/KA, DNQX, foi 

capaz de inibir tanto a diminuição de vesículas coradas com quinacrina quanto 

o acúmulo de ATP no meio extracelular induzido por glutamato, sugerindo que 

o glutamato seja capaz de estimular a liberação de ATP através da ativação de 

receptores AMPA/KA em células gliais de Müller em cultura. Esta idéia é 
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reforçada pela observação de que kainato, um agonista destes receptores, 

também foi capaz de aumentar a concentração de ATP extracelular em nossas 

culturas.  

Nossos dados também revelaram que o antagonista de receptores NMDA 

MK-801 não induziu nenhuma modificação na quantidade ou intensidade de 

fluorescência em culturas coradas com quinacrina, sugerindo a não 

participação destes receptores na exocitose de vesículas induzida por 

glutamato. No entanto, embora de maneira não significativa, o acúmulo de ATP 

extracelular induzido por glutamato foi atenuado pela incubação das células 

com glutamato na presença de MK-801. Além disto, o agonista NMDA foi capaz 

de induzir liberação de vesículas coradas com quinacrina em cerca de 20% das 

culturas analisadas. Estes dados em conjunto sugerem que a liberação de ATP 

induzida por ativação de receptores ionotrópicos de glutamato seja mediada 

principalmente por receptores não-NMDA, embora uma pequena população de 

células gliais de retina de pinto em cultura sejam capazes de liberar ATP em 

resposta à estimulação de receptores NMDA. Esta idéia é reforçada pela 

observação de que o padrão de expressão de receptores de 

neurotransmissores pode variar substancialmente entre as células gliais de 

uma mesma cultura (Dave et al., 1991; McCarthy e Salm, 1991; Shao e 

McCarthy, 1993, 1994) e que células gliais de Müller são heterogêneas. A 

participação ou não de receptores distintos do receptor AMPA/KA, como 

receptores metabotrópicos ou o próprio NMDA, na liberação exocítica de ATP 

induzida por glutamato em nossas culturas poderá ser melhor avaliada pelo 

uso de outros agonistas e antagonistas  glutamatérgicos. 
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6 Conclusões 

• Nossos dados indicam que a glia de Müller possui vesículas passíveis 

de serem coradas por quinacrina, um composto que marca vesículas 

contendo ATP. 

• O desenvolvimento de culturas de células da retina provoca mudanças 

na expressão das vesículas marcadas com quinacrina. As vesículas se 

encontram em maior densidade na glia mais desenvolvida. 

• As vesículas diminuem sua marcação através de estímulos que causam 

aumento de Ca2+ interno na glia, como despolarização por aumento da 

concentração de K+ externo, incubação com ionóforo de cálcio e 

ativação de receptores glutamatérgicos. 

• O aumento de K+ extracelular e a ativação de receptores 

glutamatérgicos induzem um aumento na liberação de ATP de culturas 

enriquecidas em glia, o que está de acordo com seu efeito na diminuição 

de vesículas contendo quinacrina. Esta observação reforça a idéia de 

que estas vesículas contenham este nucleotídeo. 

• A liberação de ATP dependente da estimulação por glutamato é 

proveniente de vesículas e dependente do aumento intracelular de Ca2+. 

• Os receptores ionotrópicos não-NMDA são os principais responsáveis 

pela liberação de ATP induzida por glutamato, embora o papel dos 

receptores NMDA não possa ser descartado.  

 
Com base nas observações acima, podemos sugerir que uma das fontes de 

ATP na retina é a glia de Müller, podendo este nucleotídeo ser liberado de 

maneira exocítica de vesículas que podem ser coradas com quinacrina. 
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